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Abstrakt

Po nedavné globalni pandemii zplisobené koronavirem SARS-CoV-2 se zaCatkem
kvétna 2022 znovu objevil patogenni virus opicich nestovic (MPXV), ktery vzbudil zna¢né
obavy. Od vyhubeni smrtelnych pravych nestovic v 90. letech minulého stoleti je to dalsi vir
z rodiny Poxviridae ohrozujici lidstvo. Prvni pfipady infekce timto virem byly zaznamenany
v Africe, kde se ¢as od ¢asu objevi mala epidemie. Postupné vsak byly hlaseny i piipady nakazy
v Evrop¢ a Americe, véetné osob, které nenavstivily postizené zemé v Africe. Do dneSniho dne
bylo zaznamenano vice nez 99 000 ptipadi ve 116 zemich. Tento virus napada nejen lidi ale
také psy, hlodavce, priméaty a dalsi. Nastésti smrtnost tohoto viru neni tak vysoka jako u pravych
nestovic a symptomy jsou podobné chiipce, doprovazené charakteristickou vyrazkou. MPXV
je obaleny virus o velikosti 200-250 nm s typickym ,,cihlovym* tvarem a fadime ho k vétsim
virim. Jeho genom se sklada z dvouvlaknové DNA (dsDNA) o velikosti 200 kb a koduje zhruba
200 proteinli. Mezi tyto proteiny patii také Cepickujici enzym, ktery je zodpovédny za syntézu
5'mRNA cepicky 0 (cap-0). Tento enzym se sklddda ze dvou podjednotek, E1 a E12.
Podjednotka E1 je katalyticky aktivni a obsahuje vSechny katalytické moduly pottebné pro
tvorbu Cepicky, RNA trifosfatasu, guanylyltransferasu a methyltransferasu. Podjednotka E12
sama o sob¢ katalyticky aktivni neni, avSak véaze se na C-koncovou methyltransferasovou
doménu a stimuluje jeji aktivitu.

V praktické €asti této prace jsme se zaméfili na charakterizaci aktivity ¢epickujiciho
enzymu z viru opicich nestovic. Hlavni pozornost jsme vénovali methyltransferasové doméng.
Heterodimérni komplex E1-E12 byl exprimovan v bakteridlnim systému E. coli a v hmyzich
bunikach linie Sf9. Tvorba mRNA ¢epicky byla sledovana in vitro pomoci aktivitnich eseji se
substraty RNA, GTP a SAM (S-adenosyl-methionin). Dale byla zkoumana inhibice
methyltransferasové domény nespecifickym inhibitorem sinefunginem. Vysledky této prace
poukazuji na aktivitu podjednotky E1 a na roli E12 v procesu N-7 methylace mRNA ¢epicky.
Tyto poznatky pfispivaji k lepSimu pochopeni tvorby cap-0 a miiZou podpofit budouci vyzkum

a hledani novych inhibitord.

Klicova slova: virus opicich nestovic, ¢epickujici enzym, mRNA Cepicka, E1, E12, inhibice



Abstract

Following the recent global pandemic caused by the SARS-CoV-2 coronavirus, a new
pathogenic virus, monkeypox virus (MPXV), reemerged in early May 2022, raising significant
concern. Since the eradication of the deadly smallpox virus in the 1990s, MPXV represents
another virus from the Poxviridae family threatening humanity. Initial cases of this virus were
recorded in Africa, where occasional small epidemics occur. However, cases have also been
reported in Europe and the Americas, including individuals who had not visited affected regions
in Africa. As of today, more than 99,000 cases have been recorded in 116 countries. This virus
infects not only humans but also dogs, rodents, primates, and other animals. Fortunately, the
mortality rate of this virus is not as high as that of smallpox, and symptoms resemble those of
influenza, followed by a characteristic rash. MPXV is an enveloped virus with a size of 200—
250 nm and a typical "brick" shape, classifying it as one of the larger viruses. Its genome
consists of double-stranded DNA (dsDNA) with a size of 200 kb and encodes approximately
200 proteins. Among these proteins is the capping enzyme responsible for synthesizing the 5’
mRNA cap 0 (cap-0). This enzyme comprises two subunits, E1 and E12. The E1 subunit is
catalytically active and contains all the catalytic modules necessary for cap formation, including
RNA triphosphatase, guanylyltransferase, and methyltransferase. The E12 subunit, while not
catalytically active on its own, binds to the C-terminal methyltransferase domain and stimulates
its activity.

In the practical part of this study, we focused on characterizing the activity of the
capping enzyme from the monkeypox virus. The primary attention was directed towards the
methyltransferase domain. The heterodimeric complex E1-E12 was expressed in both a
bacterial system (E. coli) and insect cells (Sf9 cell line). The formation of the mRNA cap was
studied in vitro using activity assays with RNA, GTP, and SAM (S-adenosyl-methionine)
substrates. Additionally, the inhibition of the methyltransferase domain by the nonspecific
inhibitor sinefungin was investigated. The results of this study highlight the activity of the E1
subunit and the role of E12 in the N-7 methylation of the mRNA cap. These findings contribute
to a better understanding of cap-0 formation and may support future research and the search for

new inhibitors.

Key words: Monkeypox virus, capping enzyme, mRNA cap, E1, E12, inhibition
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Seznam zkratek

2’-O-MTase Methyltransferasa metylujici RNA v pozici 2°-O

A

AA
AMP
BACMID
CB
CE

D1
D12
DNA
dsDNA
DTT
El
El12
ECso
EDTA
EK
ESI
EV
GFP
GMP
GTase
GTP

HPLC

1%

Absorbance

Aminokyseliny (z angl. Amino acid)

Ampicilin

Rekombinantni bakulovirovy plazmid

Konzska republika (z angl. Congo Basin)

Cepickujici enzym (z angl. Capping enzyme)

Protein D1

Protein D12

Deoxyribonukleova kyselina

Dvouvlaknova DNA (z angl. Double-stranded DNA)
Dithiotreitol

Protein E1

Protein E12

Efektivni davka (z angl. Effective dose)

Kyselina etyléndiamintetraoctova

Extink¢ni koeficient

Ionizace elektrosprejem (z angl. Electrospray ionization)
Mimobunécna virova Castice (z angl. Extracelullar virion)
Zelenej fluorescen¢ni protein (z angl. Green fluorescence protein)
Guanylmonofosfat

Guanyltrasnferasa

Guanyltrifosfat

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. High performance liquid
chromatography)

Nezraly virion (z angl. Immature virion)
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Kan Kanamycin

MBP Protein vazajici maltozu (z angl. Maltose binding protien)
MPOX Opici nestovice (z angl. Monkey pox)

MPXV Virus opicich nestovic (z angl. Monkeypox virus)

MRM Multiple Reaction Monitoring

mRNA Mediatorovd RNA

MTase Methyltrasfenrasa

MV Zrala virova ¢astice (z angl. Mature virion)

MW Molérni hmotnost (z angl. Mollar weight)

NK NK buiika (z angl. Natural killer)

NTase Nukletidtransferasa

OB Oligonukleotidové/oligosacharidova vazajici doména (z angl.

oligonucleotide/oligosacharide binding)

ODeoo Opticka hustota pii vinové délce 600 nm (z angl. Optic density)
pl Izoelektricky bod
poly(A) Polyadenyovany konec mRNA

pre-mRNA  prekurzorovd mRNA

RIG-I Z angl. Retinoic Acid Inducible Gene-I

RNA Ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)
rRNA Ribozomalni RNA

SAH S-adenosyl-L-homocystein

SAM S-adenosyl-L-methionin

SARS-CoV-2 Koronavirus 2 zptsobujici t€zky akutni respira¢ni syndrom (z angl. Severe

acute respiratory syndrome coronavirus 2)
SDS Dodecylsiran sodny (z angl. Sodium dodecyl sulfate)
SDS-PAGE Polyakrylamidova elektroforéza v prosttedi SDS
SIN Sinefungin

ssRNA Jednovlakonova RNA (z angl. Single-stranded RNA)
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SUMO
TE
TLR
TPase
Tris
tRNA

TTM

VACV
VP39
WA
WHO

X-QGal

Sumo protein (z angl. Small ubiquitin-like modifier)
Tris/EDTA

Toll-like receptor

Trifosfatasa

Tris(hydroxymetyl)aminometan

Transferova RNA

Trifoasfatovy tunelovy metaloenzym (z angl. Triphosphate tunnel

metaloenzyme)

Vakcinia virus (z angl. Vaccinia viru)

Methyltransferasa VP39

Zapadoafricky (z angl. Western African)

Svétova zdravotnicka organizace (z angl. World health organisation)

Bromchlorindoxyl galaktozid
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1 Uvod

Virus opic¢ich nestovic (MPXV, z angl. Monkeypox virus), zplsobujici zoonotické
onemocnéni opicich nestovic (MPOX, z angl. Monkeypox), patii do rodiny Poxviridae, rodu
Orthopoxvirus, kde se nachazeji také viry velbloudich nesStovic, kravskych nestovic, variola
virus (ptivodce pravych nestovic) a vaccinia virus. Od vyhubeni pravych nestovic v roce 1980,
potvrzené¢ho Svétovou zdravotni organizaci (WHO, z angl. World Health Organization), je
MPXYV nejvice nakazlivym virem z rodu Orthopoxvirus, ktery postihuje lidskou populaci [1,2].

Tento patogen byl poprvé objeven a izolovan z nakazenych opic v roce 1959, které byly
transportovany ze Singapuru do danské vyzkumné laboratote. O jedenact let pozdéji, v roce
1970, byl zaznamendn prvni ptipad ndkazy u deviti mésic¢niho ditéte v Kongu [3]. Nemoc se
prevazné sifila v centralni a zdpadni Africe. Diivéjsi vyzkum naznacil vysokou miru ndkazy u
déti ve véku 5-9 let, a to pfevazné v malych vesnicich, kde tyto déti lovily a jedly malé savce.
V uplynulych letech se MPXV rozsifil ve Spojenych statech americkych, Spojeném krélovstvi,
Izraeli a Singapuru. K dni 29. 8. 2022 bylo podle WHO zaznamenéno pies 45 tisic ptipadl ve
vice nez 90 zemich Evropy, Ameriky, vychodniho Stfedomoii, zapadniho Pacifiku a
jihovychodni Asie. Postupné se zvysujici MPXV epidemie predstavuje potencialni nebezpeci
pro svétovou populaci [4].

Genom MPXV se skladd z dvousroubovice DNA (dsDNA), avSak jeho replikace
probihd v cytoplazmé, coz naznacuje ptfitomnost zakédovanych mechanismt pro replikaci
DNA a RNA. Krom¢ téchto dvou drah je zde pfitomen také zakédovany mechanismus pro
syntézu RNA cCepicky, ktery vytvaii RNA ¢epicku na 5" konec virové RNA. Tato RNA cepicka
hraje kli¢ovou roli pii infekci hostitelské bunky. ZajiStuje translaci virové RNA, chrani RNA
pied vrozenou imunitni odpovédi hostitele a také je pro virus dllezitd z hlediska stability RNA
[5,6]. Cepicka se sklada ze 7-methylguanozinu, ktery je spojen pies 5°5’-trifosfatovy mistek s
prvnim nukleotidem mRNA. Syntéza RNA cepicky probihd postupné ve tfech enzymatickych
krocich, které zajistuji RNA triphosfatdza (TPase), guanylyltransferdza (GTase) a N7-guanine
methyltransferdza (MTase) [7]. U MPXYV jsou tyto tfi katalytické moduly soucasti enzymu E1.
Pro svou aktivitu vyzaduje tento enzym piitomnost podjednotky E12, kterd stimuluje MTase

doménu, a spolecné podjednotky E1 a E12 tvoti ¢epickujici enzym [8].
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2 Literarni prehled

2.1 Virus opicich nestovic

MPXYV patii do rozsahlé rodiny Poxviridae, ktera zahrnuje viry s dvousroubovicovou
DNA (dsDNA) a kter¢ se replikuji v cytoplazmé infikovanych hostitelskych bun¢k. Diky jejich
schopnosti manipulovat a modulovat imunitni odpovéd’ maji tyto viry schopnost infikovat
Sirokou Skalu hostitell. Poxviry jsou povazovany za velmi rozsdhlou skupinu virli, protoze byly
nalezeny v hmyzu, obojZzivelnicich, ptacich a savcich. Poxviry maji ovalnou nebo cihlovitou (z
angl. brick-shaped) strukturu, coz plati i pro virové ¢astice MPXV, jejichZ velikost se pohybuje
v rozmezi 200-250 nm. Pomoci elektronového mikroskopu byl u MPXV zjistén bikonkavni

tvar jadra [9].

Obrazek 1: MPXV pod elektronovym mikroskopem. Virus je obarven fialovou barvou.

Bikonkavni jadro ma tmave zelenou barvu. Vir nabird tvar cihly nebo ovélu [65].

V roce 1980 se podaftilo celosvétove vyhubit pravé nestovice pomoci ockovani virem
Vaccinia. Od prvniho zaznamenaného ptipadu ndkazy ¢lovéka virem MPXV v roce 1970, ktery
mél podobnou klinickou manifestaci jako pravé nestovice, se zvySila pozornost vénovana

tomuto viru [10,11]. Pfiblizn€ o 30 let pozdéji byl zaznamenan prvni piipad nakazy mimo
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byl import infikovanych zvifat a cestovani z africkych zemi. Od té doby se infekce MPXV
vyskytovala pouze sporadicky [12]. Na zacatku kvétna 2022 propukla ndkaza MPXV v Evropé.
U mnoho ptipadl se nepotvrdila piedesla navstéva Afriky. Virus se zacal Sifit celosvétove.
Zpocatku nebyl zcela jasny zplsob prenosu. Zdalo se, ze k vétSin¢ pienosit dochazelo pii
specifickych lidskych interakcich, zejména mezi muzi, ktefi méli pohlavni styk s jinymi muzi.
To naznacovalo adaptaci viru na lidskou populaci a zmény v dynamice pienosu [13].

MPXV lze rozdélit do dvou vétvi: centralni africké (CB, z angl. Congo Basin) vétve
neboli Klad I, ktera méa velmi podobny pritbé¢h onemocnéni jako pravé nestovice a jejiz smrtnost
dosahuje 10 % u neockované populace, a Klad II nebo zépadoafrické (WA, z angl. Western
African) vétve, kterd neméla tak zavazny dopad. Smrtnost dosahovala ptiblizné 4 % a ptenos
mezi lidmi byl niz8i. S novym neendemickym MPXYV se zacalo diskutovat o pfejmenovani
téchto vétvi. V rdmci spolecného konsenzu vznikla nova tieti vétev, kterd se vyznacuje jako
podskupina WA vétve. Aby se nazvy zbyte¢né¢ nekomplikovaly, rozhodlo se, Zze vétve budou

pojmenovany jako Klad 1 (CB vétev) a Klad 2 a 3 (WA vétve) [14].

2.1.1 Transmise

Soucasna epidemie je prvni svého druhu, kdy je potvrzeno velké mnozstvi piipadi a
také mezilidsky prenos mimo oblasti Afriky. VétSina nemocnych méla lehky pribéh choroby,
ale nékteré pripady vyzadovaly hospitalizaci [15]. MPXV ftadime k zoonotickym
onemocnénim, kterd se mohou pienéset ze zvitat na lidi, z lidi na zvitata nebo mezi lidmi [14].
Prestoze byl virus poprvé izolovan z opice Macaca fascicularis, identita rezervoarového
hostitele ziistava nadale nejasna. Nékteré diikazy naznacuji spojitost s domorodymi hlodavei

Afriky [16].
2.1.1.1 Transmise ze zvifat na lidi

Mnoho epidemii zacina tzv. ,,spillover* udalosti, tedy evoluci viru, ktery prekona fadu
bariér, aby byl schopen infikovat Clovéka. Pravdépodobnost ,.spilloveru® je podminéna
dynamikou v rezervoaru zvifete, expozici patogenu a faktory uvnitt ¢lovéka, které rozhoduji o
uspésnosti infekce. Lidské télo je takovym patogenlim vystavovano neustale, ale vétSina téchto
mikroorganismi neni schopna ¢lovéka Gspésné infikovat [17].

Potencidlnich cest pfenosu MPXV ze zvifat na lidi miZe byt nékolik. V endemickych

oblastech Afriky jsou hlavnimi zpisoby pienosu pfimy kontakt lidi s infikovanymi zvifaty,
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vcetné mrtvych zvifat, kontakt s t€lnimi tekutinami nebo pfi zpracovani a konzumaci masa z
téchto zvirat. Byly také zaznamenany piipady pienosu v disledku kousnuti, Skrdbanct a

kontaktu s kontaminovanymi predméty [18].

2.1.1.2 Transmise mezi lidmi bez sexuélniho styku

MPXYV je mén¢ prenosny nez nedavno rozsireny smrtici virus SARS-CoV-2, protoze se
pienasi predevsim pii blizSim kontaktu, a to prostfednictvim respiracnich kapének, pifimého
dotyku s kontaminovanymi objekty, infikovanou vyrazkou na ktzi a t€lnimi tekutinami [14].
Vstupni mechanismus orthopoxviri umoziuje prekonani rezistentni syncytiotrofoblastové
bariéry, coZ znamend, ze MPXV muze pfestupovat placentou a infikovat plod. Po potvrzeni
vertikdlniho pfenosu MPXV u téhotnych Zen byla detekovana DNA viru v tkdnich plodu,

v

pupecni $itife a placenté.

2.1.1.3 Transmise skrz sexudlni styk

Historicky nebyl MPXYV spojovan se sexualnim kontaktem. Nicméné& béhem soucasné
epidemie se zaCalo zdat, Ze sexualni pfenos je vysoce pravdépodobny. Analyzy vzorki slin,
rektalnich stérl, semene, moci a fekalnich vzorkl ukazaly znacny obsah viru [19]. Mnoho
mladych muza nahlésilo ndkazu po pfedchozim sexudlnim kontaktu s jinym muZzem a vétSina
pacientil zaznamenala vyrazky v genitalni a anélni oblasti. Infekce MPXYV byla disproporéné
Castéjsi u bisexudlnich a homosexualnich muzl s jiz existujici pohlavné ptenosnou chorobou.
Sexudlni pfenos zatim nebyl oficidlné uznan jako zpisob pifenosu u jinych poxvirovych
onemocnéni. MPXV je prvni, u kterého byla uznana sexudlni cesta jako predominantni cesta

vstupu. AvSak prodlouZeny intimni kontakt béhem sexu a expozice télnim sekrecim mohou

ptispét k prenosu [20,21].
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Obrazek 2: Schéma znazornujici riizné zptusoby prenosu a interakce mezi lidmi a zviraty.
MPXYV je schopen infikovat riizné druhy zvifat. Zoonoticky pienos probiha kontaktem mezi
zvitaty a lidmi, kousnutim nebo konzumaci syrového masa. Antroponoticky pienos zahrnuje
blizky kontakt mezi lidmi, respirani kapénky, kontakt s infekéni vyrazkou, pravdépodobny

sexualni styk nebo pfenos z matky na plod [22].

2.1.2 Patogeneze

Infekei 1ze popsat jako zadvod mezi replikaci virové Castice a aktivaci imunitni odpovédi
hostitele. Mira ndkazy zavisi na charakteristice viru a schopnosti hostitelské buiiky branit se.
Malé viry mohou uniknout obrané hostitele naptiklad vnikem do centralni nervové soustavy
nebo rychlé replikaci svého genomu, zatimco velké viry musi vyuZivat sofistikované;si
strategie, aby prezily v hostiteli. Poxviry si vyvinuly fadu molekul zakodovanych ve
virulentnich genech, které pfimo moduluji komponenty imunitni odpovédi [23,24]. Modulace
imunitni odpovédi se objevuje napfi¢ rliznymi Poxviry a zahrnuje procesy jako inhibice
apoptoézy/produkce interferonti/chemokintl a zanétlivych cytokinini, a také aktivitu NK bunék
(z angl. natural killer), T lymfocytii, komplementu a protildtek. Imunomodula¢ni proteiny Ize
rozdé€lit na zdklad€ jejich ucinku do tii tfid: ,,virostealth, virotransdukce a viromimikry*.
,» Virostealth” proteiny se podileji na maskovéani signalii vznikajicich pfi infekei, naptiklad

snizuji tvorbu rozpoznavacich receptori nebo zabraiiuji imunitnim buiikdm rozpoznat virové
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antigény. Virotransduk¢ni proteiny manipuluji s elementy zodpovédnymi za signélni transdukci
v infikovanych bunikach, naptiklad brani apoptdze. K viromimikrim fadime molekuly cilici na
extracelularni dréhy, které hostitelska bunika vyuziva k regulaci prvotnich fazi zanétlivych
odpovedi [25].

MPXV muze vstupovat do organismu prostiednictvim nasopharyngu, oropharyngu
nebo pies pokozku. Virus se nejprve replikuje v misté infekce a nasledné vstupuje do
nejblizSich lymfatickych uzlin. Poté se dostava do krevniho obéhu a infikuje dalsi organy [26].
Vsechny Poxviry obsahuji virovou membranu, a prestoze se jedna o DNA viry, jejich replikace
probiha vyhradné v cytoplazmé [27]. Poxviry jsou unikétni tim, ze vytvareji dve rtizné infek¢ni
Castice: zralou ¢astici (MV, z angl. mature virion) a extracelularni castici (EV, z angl.
extracellular virion). Tyto Castice se 1isi v epitopickych charakteristikdch na svém povrchu.
MYV castice obsahuji DNA genom, dv¢ laterdlni bilkovinové ¢asti a lipidovou dvouvrstvu. MV
castice mohou byt déale obaleny a vytvareji EV Castice. Pfesny mechanismus vzniku téchto
castic v8ak dosud neni zcela objasnén. Piedpoklada se, ze MV ¢astice jsou nejvice zapojeny do
prenosu mezi hostiteli, zatimco EV ¢astice hraji roli v pfenosu uvniti hostitele. Elektronova
mikroskopie naznacila, Ze EV c¢astice vyuzivaji fizi s plazmatickou membranou pro vstup do
bunky, zatimco MV ¢astice jsou do buiiky transportovany prostfednictvim makropinocytozy
[28,29,30]. Dosud neni znam specificky receptor, ktery by MPXYV vyuzival pro vstup do bunky
[23].

MPXYV vétve (CB, WA) jsou geneticky odlisné. CB vétev, ktera je vice virulentni,
obsahuje ve svém genomu zakodované inhibitory komplementarnich enzymi, zatimco WA
vétev tyto inhibitory postrada. To vysvétluje nizsi patogenitu WA vétve. Ob¢ vétve jsou vSak
obecn¢é méné virulentni nez variola virus. Ukazalo se, Ze inhibitory komplementu z CB vétve
nejsou tak efektivni jako inhibitory komplementu z variola viru. Tyto inhibitory jsou strukturné
a funk¢éné homologmi s lidskymi regulatory, které kontroluji aktivaci komplementu. MPXV
tedy neni schopen efektivné regulovat protizanétlivou odpovéd prostiednictvim
komplementarnich enzymu a jeho schopnost stimulovat imunitni odpovéd’ v lymfatickych
uzlinach ¢ini infekci MPOX méné zavaznou nez pravy nestovice [31,32].

Vstup viru do buniky miiZe probihat pfi neutralnim pH prostfednictvim fuze s povrchem
bunky, ale také makropinocytézou, ktera mize probihat soucasné s virovou fuzi. Z poslednich
studii vyplyva, ze makropinocytdza probihajici pti nizkém pH je dominantné&jsi cestou vstupu.
Po vstupu viru do bunky je virovy obsah transportovan hloubé&ji do cytoplazmy, kde zacina
prvni faze transkripce [33]. V okoli jadra se rovnéZ zahajuje replikace DNA a vytvaii se tzv.

virova tovarna [34]. Geny jsou klasifikovany do ¢asnych, stfednich a pozdéjsich tfid na zékladé
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jejich exprese. Velka virova DNA-dependentni RNA polymerdza a proteiny odpovédné za
potlaceni imunitni odpovédi se nachazeji pfimo uvnitt viru, cozZ umoznuje okamzitou syntézu
mRNA po napadeni hostitele. Exprese dalSich genli vyzaduje syntézu proteint de novo. V asné
fazi infekce jsou virové tovarny vazany na drsné endoplazmatické retikulum, které se v
pozdéjsich fazich disintegruje [35]. Transkripce stfednich a pozdéjSich genti je zédvisla na
replikaci DNA, 1 kdyZ cast téchto proteinii miize byt exprimovana z primarni DNA. Funkéné
jsou proteiny ze tfidy stiednich genli nejvice zodpovédné za vazbu a baleni DNA a
neenzymaticky spojené s vnitikem viru. Pozd¢jsi geny koduji enzymy pro redoxni disulfidové
vazby, morfogenezi viru, membranové MV proteiny a komponenty pro fuzi viru s buitkou. Z
uvedeného vyplyva, ze uloha stfednich genti spociva v interakci s nove syntetizovanou DNA,
zatimco pozd€jsi geny jsou klicové pro formaci primarni virové membrany [36].

Virové tovarny nachazejici se v cytoplazmé produkuji membrany ve tvaru ptlmésice,
které obsahuji viroplasmu, a po rozsifeni tvoii sférické nezralé ¢astice (IV, z angl. Immature
virion). IV Castice, které ve svém jadru obsahuji mnozstvi vnitfnich a membranovych proteint,
podléhaji maturaci za vzniku zralych MV ¢astic. Tyto MV ¢astice jsou po lyze uvolnény z
buiiky [37]. Nicméné ne vSechny MV castice jsou okamzité uvolnény; ¢ast z nich je obalena
druhou membranou odvozenou z trans-Golgiho aparatu nebo endosomalni cisterny a je
transportovana k plazmatické membrané pomoci mikrotubuli. Na plazmatické membrané
dochazi k fuzi EV castic s plazmatickou membranou. EV ¢astice mlize zlstat zakomponovana
v bunice, nebo po formovani s aktinem dochazi k exocytoze, piipadné napadé sousedni buiku

[30,37].
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Obrazek 3: Cytosolicka draha a cyklus MPXV. MV c¢astice vstupuji do buiky
prostiednictvim makropinocytoézy, zatimco EV <castice vyuzivaji flzi s plazmatickou
membranou. Po uvolnéni virové DNA zacind primarni transkripce, jejimz hlavnim cilem je
potlac¢eni imunitni odpovédi hostitele. Replikace DNA nasledné vede k sekundérni transkripci
a tvorbé¢ MV a EV (¢astic. MV castice se z builkky uvoliuji 1yzou, pficemz ¢ast z nich se

transformuje na EV ¢astice, které jsou uvoliovany prostfednictvim exocytozy [26].

2.1.3 Klinicky obraz

Po kazdém novém vypuknuti onemocnéni pfislusné statni instituce vypracuji kritéria
pro definici pfipadu na zaklade zprév od WHO. U MPXV je jednoznaéné definovani klinického
syfilis nebo plané nestovice. Proto je dilezité definovat tato kritéria s veétsi speciﬁkaci, abychom
piedesli nadmérnému odbéru vzork [38].

Inkubacni doba MPOX se pohybuje v rozmezi od 5 dnil az 3 tydnli po expozici a
infikovani. Pfedchazi ji prodromalni faze, ktera trva ptiblizn€ 2 dny. Béhem této doby se mohou
objevit symptomy jako horecka nad 38,5 °C, zimnice, nevolnost, bolesti hlavy, zad a hrdla,

dusnost, svalové kieCe a lymfadenopatie [39,40,41]. Nasledné¢ se vyvine charakteristicka
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vyrazka, ktera je typicka pro toto onemocnéni. Tvorba vyrazky za¢ind makulou o velikosti 2—5
mm, kterd se postupné vyviji do papuly, vezikuly, a nakonec do pustuly. Po 1-2 tydnech se
pustuly odlupuji (Obr. 4) [42]. Tento rys je odlisny od jinych onemocnéni s vezikopustularni
vyrazkou. Nicméné nelze jej s jistotou odlisit od pravych neStovic, a proto je nezbytna
laboratorni diagnostika v kombinaci s epidemiologickou reSersi [43]. Nalezy vyrazek byly
lokalizovany v oblasti inokulace, coz mlze vysvétlovat, pro¢ byly pozorovany v blizkosti
[39,40]. Vyrdzka muze na téle pretrvavat 14-21 dni a pacient ziistdva infekéni po celou tuto

dobu, az do Uplného vymizeni vyrazky [44].

STAGE: Macules Papules Vesicles Pustules Scabs

Obrazek 4: Faze rozvoje MPOX vyrazky [42]. Vrchni fad popisuje rozvoj a stadia vyrazky
na tmavsi pokoZce. Spodni fad popisuje rozvoj na svétlejsi pokozce. Obrazek upozoriiuje na

rozdilnou prezentaci vyrazky na zaklad¢ odlisné pigmentace.

2.2 mRNA cepicka

V eukaryotické bunice se nachazi rizné typy RNA, pfi¢emz vétsina z nich, véetné tRNA
a TRNA, se castni procesu translace mRNA. Eukaryotickd mRNA je komplexni molekula,
ktera se sklada z nékolika nukleotidovych ¢asti ohranicenych 5' a 3' koncem; pouze piiblizné 5
% bunécného transkriptu je kodovano v mRNA. 3' konec mRNA se sklada ze stovek

adenosinmonofosfatl. Tento poly(a) fetezec stabilizuje mRNA, a vyznamné piispiva k translaci
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[7,45]. Na opacném konci transkriptu se nachazi mRNA c¢epicka (anglicky ,,cap*), oznacena
m7GpppN, kterd se sklada ze 7-methylguanosinu ptipojeného k 5' konci prostfednictvim 5'-5'
fostfatového mistku. Mnoho evoluéné nizsich eukaryotickych buné€k, véetné kvasinek a hub,
obsahuje tuto strukturu nazyvanou cap-0. Vyssi eukaryoty maji cap-1 a cap-2, kde jsou navic
2'-O-methylovany na 1. a 2. mRNA nukleotidu (Obr. 5). Methylace Cepicky se zvySuje s
komplexnosti organismu, coz ndm umozinuje odlisit prokaryoty od eukaryot, a také rozlisit mezi

vyS$$imi a niz8imi eukaryoty [46].
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Obrazek 5: Struktury mRNA ¢epicek v eukaryotech [47]. Horni struktura pfedstavuje
cap 0. Methyl (Cervend barva) je navazan jen na guanosin v pozici N-7. Ve spodni ¢asti

(cap 1) je methyl navazan také na posledni nukleotid RNA v pozici 2°-O.

Cepicka se piipojuje na mRNA prekurzor vytvofeny RNA polymerazou Il v jadfe. Tento
proces se uskutecniuje v pocatecni fazi transkripce, jeSte¢ pred dal§imi posttranskripénimi

procesy, jako je ptidani poly(A) chvostu a splicing exonti [48]. Ulohou mRNA &epicky je
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stabilizace mRNA, podpora splicingu, export z jadra, iniciace translace a degradace mRNA,
¢imz slouzi jako kontrola kvality transkriptu. Kromé toho je Cepicka dilezitd pro odliSeni
bunécné mRNA od virové trifosforylované RNA, kterd spousti vrozenou imunitni odpovéd’
[49].

Biosyntéza mRNA cepicky zahrnuje tfi enzymatické kroky. Nejprve je trifosforylovany
5' konec S$tépen na difosfdt enzymem mRNA 5'-trifosfatasou (TPase). Nasledné
guanylyltransferasa (GTase) ptipoji GMP, ¢imz vznikd GpppN. Posledni krok je katalyzovan
methyltransferasou (MTase), ktera pienasi methylovou skupinu ze S-adenosylmethioninu
(SAM) na terminalni guanyl v pozici N-7 [50]. Cepi¢ka typu cap-0 miize byt dale modifikovana
na prvnim a druhém nukleotidu mRNA enzymem 2'-O-methyltransferazou (2'-O-MTase), ¢imz

vznikaji ¢epicky typu cap-1 a cap-2 [51].

2.2.1 Virova mRNA cCepicka

Virova infekce, jako jeden z mnoha spoustécti bunééného stresu, mize vést k deregulaci
bunécné mRNA. Kromé vyvolani stresu v hostitelské bufice jsou viry schopné ptivlastnit si
translacni proces a zajistit vlastni virové produkci. Aby dosahly tspésné infekce, vyvinuly si
viry mechanismy, které napadaji proces degradace bunécné mRNA. Tyto mechanismy mohou
inaktivovat enzymy a kofaktory, které jsou soucasti degradacnich drah mRNA indukovanych
virovych infekei [52]. Pro umoznéni virové translace a produkce potiebuji viry zamaskovat
svou mRNA pfed vrozenym imunitnim systémem tvorbou vlastni virové mRNA ¢epicky na 5'
konci. mRNA s 5'-trifosfatovym koncem je detekovana v cytoplazmé receptorem RIG-I (z angl.
Retinoic Acid Inducible Gene-I) a receptorem TLR (z angl. Toll-like receptor), jejiz aktivace
spousti odpoveéd’ interferonii typu I [53]. Eukaryoticka virova mRNA cepicka, s vyjimkou
n¢kolika pripadl, ma stejnou strukturu jako bunéénd mRNA, bez ohledu na genové rozdily a
replikacni formy virl. Mira methylace virové mRNA obvykle koreluje s bunéénou mRNA
hostitele. Nicméné mezi viry existuji rozdilné ptistupy v biosyntéze cepicky [46].

Existuji tf1 odliSné mechanismy, kterymi viry tvofi mRNA ¢epicky. Prvni mechanismus
zahrnuje vyuZiti buné€né RNA polymerazy II. Tento pfistup vyuZivaji pfedev§im DNA viry
(krom¢ Poxviridae) a RNA viry, zejména z rodu Retroviridae (ss(+)RNA). Druhou moznosti
je tzv. ,cap-snatching”, kdy je cepicka ziskavdna endonukleolytickym odstépovanim z
nascentni hostitelské pre-mRNA. Na tuto Cepicku se navazuje virova polymeraza, ktera
syntetizuje virovou RNA. Tento mechanismus je typicky pro viry s ss(-)RNA genomem

(Orthomyxoviridae, Arenaviridae, Bunyaviridae). Posledni zpiisob je vlastni Cepickujici
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mechanismus, ktery si viry vyvinuly a pfisluSné enzymy maji zakodovany piimo ve svém
genomu. Mnoho ssRNA virll vyuziva pro syntézu nebo zisk ¢epicky sviyj vlastni set enzymii.
Tvorba virové mRNA cepicky se dale klasifikuje na konvencni, kde imituje proces syntézy u
eukaryot (sled po sobé jdouci RTase, GTase, MTase), nebo nekonvencni, kdy vyuziva jiny

mechanismus [54,55].
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Obrazek 6: Mechanismus tvorby virové mRNA ¢&epicky.

(A) Viry s vlastni sadou enzymt, které syntetizuji Cepi¢ku piimo na nascentni virovou mRNA.
Syntéza probiha ko-transkripéné v cytoplazmé.

(B) Virovy ,,cap-snatching® mechanismus, pii kterém je ¢epicka ziskavéana z hostitelské pre-
mRNA/mRNA. Zisk ¢epicky probiha ko-transkripéné v cytoplazmé i v jadre.

(C) Viry vyuzivajici cepiCkujici mechanismus hostitelské bunky. Retroviry vyuzivaji
v cytoplazmé reverzni transkripci a svilj genom zacleni do hostitelské DNA v jadru. Druha
skupina virt replikuje sviij genom v jadru hostitelské buiiky. Cepicka je pak syntetizovana ko-

transkripéné v jadru [56].

Vzhledem k tomu, Ze nckteré viry vyvinuly vlastni sady enzymt pro tvorbu mRNA
cepicky, ptedstavuji tyto enzymy potencialni cile pro vyvoj antivirotik. Rozdilné mechanismy
syntézy cepicky a odliSnosti ve struktufe proteini zapojenych do tohoto procesu u lidi a virQ
piispivaji k vyzkumu a vyvoji novych terapeutickych postupt pro 1é€bu virovych infekci [7].
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2.2.2 Monkeypox virus capping enzyme

Poxviry se vyznacuji schopnosti syntetizovat cap 0 prostfednictvim vlastnich
cepickujicich enzymt (CE, z angl. capping enzyme) [56]. Prvnim purifikovanym a studovanym
CE byl enzym z viru vaccinia (VACV), ktery je slozen z heterodimerni struktury s
podjednotkami D1 a D12, pficemz D1 ma 844 aminokyselin a D12 ma 287 aminokyselin [57].
RNA cepickujici enzymy vykazuji znacny stupeit homologie napfi¢ celou rodinou poxvird.
Katalytické moduly potiebné pro syntézu cap 0 jsouu VACV lokalizovany na podjednotce D1,
ktera odpovida E1 podjednotce u MPXV a ma stejnou velikost 844 aminokyselin. Tyto moduly
jsou uspotadany tésné za sebou v poradi: N-terminalni RNA trifosfatasa (TPase), prostiedni

guanylyltransferaza (GTase) a C-termindlni guanin-N7 methyltransferaza (MTase) [58].

E1CTD
E1 [RTPase] [ GPase ] [ N7 MTase ]
1 225 226 502 545 844
E12 [ ]
1 287

Obrazek 7: Schematické znazornéni komplexu E1-E12 s jeho doménami. Na N-konci (leva
strana) se nachdzi doména RNA trifosfatasa (RTPase), uprostied doména guanylyltransferasa
(GPase/GTase) a na C-konci (prava strana) doména methyltransferasy (MTase), na kterou se

vaze podjednotka E12. Cisly je uveden pocet aminokyselin, kterymi jsou tvofeny domény [58].

Prvni faze enzymatického procesu zahrnuje trifosfatazu (RTase), ktera hydrolyzuje y-
fosfat z nascentni RNA, ¢imz vznika 5'-difosfat RNA s uvolnénim anorganického fosfatu (P1)
[58]. RTase u MPXV je metalodependentni, vyuZivajici Mn?>" nebo Co*', a vykazuje
charakteristickou strukturu trifosfaitového tunelového metaloenzymu (TTM, z angl
Triphosphate tunnel metaloenzyme). RNA se zaCletiuje do ,,tunelu®, ktery je obklopen nabitymi
a hydrofilnimi skupinami koordinovanymi Mn2* a SO4>". SO4* pravdépodobné uréuje pozici y-
fosfatu mRNA [54].

Nésledné guanylyltransferaza (GTase) odstépuje pyrofosfat z GTP, ¢imz vznika GMP,
ktery je pfenesen na 5'-difosfat RNA za vzniku Gppp-NpRNA. Tento proces se vyznacuje tzv.
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ping-pong mechanismem, kdy GMP vytvaii fosfoamidovou vazbu s g-amino skupinou lysinu,
nez je prenesen na cilovou molekulu. GTP-dependentni CE obsahuji kovalentni
nukleotidyltransferazovou (NTase, z angl. nucleotidetransferase) a
oligonukleotidovou/oligosacharidovou (OB, z angl. oligonucleotide/oligosaccharide-binding)
doménu, podobnou tém, které se vyskytuji u DNA ligaz [54,58,59,60]. V poslednim kroku
guanyl-N7 methyltransferdza (MTase) pienasi methylovou skupinu z S-adenosyl-L-methioninu
(SAM) na guanyl, ¢imz vznika cap 0 a zaroven se uvolnuje S-adenosyl-L-homocystein (SAH)
[58].

Z predchozich studii na vakcinovém viru (VACV) vyplyva, ze D1 podjednotka
vykazuje nizkou aktivitu methyltransferdzy (MTase), avSak po navazani D12 podjednotky na
MTase doménu D1 doslo k 40- az 50-ndsobnému zvysSeni aktivity. D12, ackoliv neobsahuje
vazebné misto pro S-adenosyl-L-methionin (SAM), je kli¢ova pro replikaci viru. Vysoky
stupent homologie mezi D12 z VACV a E12 z MPXV naznaluje, Ze jejich funkce budou
podobné, a tedy ze E12 pravdépodobné alostericky stimuluje MTase aktivitu podjednotky E1
[61,62]. Kromé toho komplex D1-D12 reguluje jak iniciaci, tak i terminaci stfedni faze
transkripce [63]. Vnitini struktura D12 vykazuje podobnost s jinymi MTase, ale postrada
katalytické misto pro SAM. Nejbliz§i homologii vykazuji 2'-O-methyltransferazy z flavivird,
pricemz se predpoklada, ze jeji primarni loha byla v syntéze cap 1 [62].

Pro Uplné zamaskovani virové mRNA je nutna syntéza cap 1, kterou zprostiedkovava
2'-O-methyltransferdza oznaCovana jako VP39. Methylace prvniho nukleotidu na 5' konci v
pozici 2' zamezuje aktivaci vrozené imunitni odpovéedi [64]. Protein VP39, ktery plni funkci 2'-
O-MTase, umoznuje poxviram degenerovat katalytickou funkci E12 a ménit ji na alostericky

stimulator MTase aktivity E1, ¢imZ ovliviiuje dalsi regulaci transkripce [62].
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Obrazek 8: Piehled enzymatické syntézy virové mRNA c¢epicky komplexem E1-E12.
TPase odstépuje y-fosfat z 5' konce RNA a vytvaii difosfat-RNA. GTase preménuje GTP na
GMP kovalentnim navazanim na enzym a nasledné¢ prenasi GMP na 5'-difosfatovy konec RNA.
Syntézu cap 0 zajistuje N-7 MTase, kde donorem methylové skupiny je SAM. Ve findlnim
kroku VP39 modifikuje cap 0 na cap 1 za ucasti SAM [47].
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3 Cile prace

Tato diplomova prace se zaméiila na charakterizaci biochemické aktivity cepickujiciho
enzymu z viru opi¢ich nestovic (MPXV), zejména MTase domény proteinového komplexu E1-
E12. Abychom dosahli tohoto cile, bylo nutné provést nasledujici kroky:

1. Exprese a Purifikace Proteinii:

e Exprese rekombinantnich proteini E1 a E12 v buiikkach E. coli a hmyzich
buiikach z linie S19.
e Izolace a purifikace téchto proteintl pro dalsi analyzu.

2. Enzymatické Eseje:

e Sledovani in vitro enzymatické aktivity s pouzitim 35-mer RNA, GTP a SAM.
e Testovani inhibi¢niho ucinku sinefunginu na methyltransferazovou aktivitu.

3. Kvantitativni Analyza metodou Hmotnostni Spektrometrie:

e Stanoveni SAH (S-adenosyl-L-homocystein) jako vedlejSiho produktu
methylace mRNA Cepicky pomoci kvantitativni hmotnostni

spektrometrie (MS).

Tyto kroky byly navrzeny k tomu, aby poskytly detailni pohled na enzymatickou

aktivitu MTase domény heterodimérniho komplexu E1-E12.
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4 Material a metody

4.1 Ptistrojove vybaveni

e Centrifuga Centrifuge 5418 R, rotor FA-45-18-11 (Eppendorf, Némecko)
e (entrifuga Allegra X—15 R, rotor SX4750A (Beckman Coulter, USA)

e (entrifuga Avanti J-26S XPI, rotor JLA-9.1000 (Beckman Coulter, USA)
e (entrifuga Avanti J-30I, rotor JA-25.50 Ti (Beckman Coulter, USA)

e Chromatograficky systém AKTA pure (Cytiva, USA)

e (CO2 inkubator (Sanyo, Japonsko)

® Fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX81 (Olympus, Tokio, Japonsko)

® Gelova kolona HiLoad 16/600 Superdex 75 pg (Sigma-Aldrich, USA)

e Homogenizator POLYTRONT™ PT 2500 E (Kinematica AG, Svycarsko)
e Horizontalni ttepacka WiseShake Wisd (Witeg Labortechnik, Némecko)

® Hmotnostni systém Sciex 6500 + triple quadrupole (Sciex, Kanada)

e Inkubdatorova tftepacka Innova 40 Series (New Brunswick Scientific, USA)
e Inverzni mikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)

® Magnetickd michacka KMO-2 Basic (IKA, USA)

® Michacka valcovéa TubeRoller R3005 (Benchmark Scientific, USA)

® Orbitalni ttepacka IKA VORTEX 1 (IKA-Werke, Némecko)

e Piedvazky EMB 2000-2 (KERN & SOHN, Némecko)

e Sonikator Q700 (QSonica, USA)

® Sonikac¢ni sonda CL-334 (QSonica, USA)

e Soustava pro elektroforézu Mini-PROTEAN TETRA Vertical (Bio-Rad, USA)
e Spektrofotometr BioPhotometer plus (Eppendorf, Némecko)

e Spektrofotometr Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA)

e Termocykler TProfessional TRIO (Biometra, Némecko)

e Trepacka Incubating Mini Shaker (VWR, Ceska republika)

e Ttepacka s inkubatorem Innova 44 (New Brunswick Scient, USA)

® Vodni lazen JB Aqua 2 Plus (Grant Instruments, UK)
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e Vortex Genie 2 (Scientific Industries, USA)

® Zdroj pro SDS elektroforézu PowerPac HV Basic (Bio-Rad, USA)

4.2 Laboratorni pomiicky

e 12 jamkové¢ kultivacni desti¢ky (Sigma-Aldrich, USA)

® 96 jamkova polypropylenova desticka s hlubokym dnem (Axygen, USA)

® 384 jamkova polypropylenova mikrodesticka (Beckam Coulter, USA)

e C(Centrifugacni zkumavky typu Falcon (Carl Roth, Némecko)

e Eppendorfovy zkumavky (Kartell, Mildn, Italie)

® Gel pro SDS-PAGE 7.5% Mini-PROTEAN TGX (Bio-Rad, USA)

® Gel pro SDS-PAGE 12% Mini-PROTEAN TGX (Bio-Rad, USA)

® Hemocytometr pro pocitani bunék (Housser Scientific, USA)

e Koncentrator Vivaspin Turbo 4 (MWCO 10 000) (Sartorius AG, Némecko)
e Laboratorni sklo (Simax, Ceska republika)

e (dstredivé filtracni zkumavky Amicon Ultra 10K (Merck Millipore, Irsko)
e PCR stripy 200 ul Ultraflux (Scientific Specialties Inc, USA)

® Pipety (Gilson, USA)

e Stiikackové filtry PVDF-L 0,22 pm (Carl Roth, Némecko)

e Spicky (Sorenson, Bioscience, USA)

4.3 Chemikalie

e Acetonitril (Carl Roth, Némecko)

e Akrylamid/Bisakrylamid 30% Rotiphorese (37,5:1) (Carl Roth, Némecko)
e Ampicilin (Carl Roth, Némecko)

® Amylosa resin (New England BioLabs, USA)

e [(-merkaptoethanol (Carl Roth, Némecko)

® Brom-fenolova modft (Carl Eoth, Némecko)
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Coomassie Brilliant Blue G 250 (Sigma-Aldrich, USA)

Dialyza¢ni membrana Membra-Cel MD34 (MWCO 14000) (Carl Roth, Némecko)
Dithiotreitol (DTT) (Penta chemicals, Ceska republika)

Dodecyl siran sodny (SDS) (Carl Roth, Némecko)

Ethanol (Penta chemicals, Ceska republika)

Ethylendiamin tetraoctova kyselina (EDTA) (Carl Roth, Némecko)
FuGENE 6 roztok (Promega, USA)

Gentamycin (Carl Rothe, Némecko)

Glycerol (Lach-Ner, Ceska republika)

Guanosintrifosfat (GTP) (New England Biolabs, USA)

His pur Ni-NTA resin (Thermo Fisher Scientific, USA)

Hov¢zi inhibitor RN Ase (Carl Roth, Némecko)

Chlorid draselny (KCI) (Lach-ner, Ceska republika)

Chlorid horeénaty (MgCls) (Lach-ner, Ceska republika)

Chlorid sodny (NaCl) (Lach-ner, Ceska republika)

Isopropanol (Penta chemicals, Ceska republika)

Imidazol (Penta chemicals, Ceska republika)

Kanamycin (Carl Roth, Némecko)

Kyselina mraven¢i (HCOOH) (Penta chemicals, Ceské republika)
Maltéza (Lach-ner, Ceska republika)

Proteinovy standard PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa
(Thermo Fisher Scientific, USA)

Siran zine&naty (ZnSOu) (Penta chemicals, Ceska republika)
Tripanova modf (barvivo na buniky) (Sigma-Aldrich, USA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris-HCI) (Carl Roth, Némecko)
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4.4 Média a pufry

e 20x koncentrovany fosfatovy pufr: 1 M Na,HPO4 - 12 H>O, 1M KH;PO4, 0,5 M
(NH4)2S04
® 50x koncentrovany 5052 pufr (+100 mg MgCL): 25% glycerol, 2,5% glukoza, 10%

laktéza
® 1000x koncentrovany roztok Ampicilinu: 100 mg/ml = EtOH : H>O (1:1)
® 1000x koncentrovany roztok Gentamycinu: 41 mg/ml vodni roztok
e 1000x koncentrovany roztok Kanamycinu: 40 mg/ml vodni roztok

e Coomassie Brilliant Blue barvici roztok na gely (50 % methanol (v/v), 3mM Coomassie

Brilliant Blue G-250, 1,5M CH3COOH)

e Ekvilibra¢ni pufr (pro gelovou permeacni chromatografii): 20mM Tris pH 8, 150mM
NaCl, 3mM B-merkaptoethanol, 10% glycerol (v/v)

e Elucni pufr A (pro afinitni chromatografii s amylosa-resinem): 200mM NaCl, 20mM
Tris pH 8, 3mM B-merkaptoethanol, 10% glycerol (v/v), 20mM maltoza

e FElu¢ni pufr B (pro afinitni chromatografii s Ni-NTA resinem): 200mM NaCl, 50mM
Tris pH 8, 300mM imidazol, 3mM B-merkaptoethanol, 10% glycerol (v/v)

e Gibco médium pro kultivaci hmyzich bunék bez séra S-900TM II SFM (1X) (Thermo
Fisher Scientific, USA)

® [B médium s agarem pro kultivaci bun¢k E. coli dle Lennoxe (Sigma-Aldrich, USA):
0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1 % (w/v) trypton, 85 mM NaCl

® LB agar podle Lennoxe (Sigma-Aldrich, USA)

e Lyzatni pufr A: 200mM NaCl, 20mM Tris pH 8§, 5SmM MgSO4, 3mM fB-
merkaptoethanol, 10% glycerol (v/v)

e Lyzacni pufr B: 200mM NaCl, 50mM Tris pH 8, 20mM imidazol, SmM MgSOas, 3mM
B-merkaptoethanol, 10% glycerol (v/v)

® Mobilni faze pro hmotnostni analyzu: 70% acetonitril, 0,1% kyselina mravenci
e PBS pufr: 137mM NaCl, 10mM Na,HPOy4, 2,7mM KCI, 1,8mM KH>PO4

e Pufr P1: 50mM Tris pH 8, 10mM EDTA, 100 mg/ml RNAasa A

e Pufr P2 (lyza¢ni pufr): 200mM NaOH, 1% SDS (w/v)

e Pufr P3 (neutraliza¢ni pufr): 3M acetat draselny pH 5
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Reakéni pufr 10x koncentrovany: 50mM Tris pH 8, SmM KCl, 10mM MgCl,, 10mM
DTT

Sterilni bez proteinové médium urcené pro kultivaci hmyzich bun€k s L-Glutaminem
Insect-Xpress (BioWhittaker, Belgie)

TE pufr: 10mM Tris pH 8, ImM EDTA

Tris-glycinovy pufr (25 mM Tris pH 8,8, 0,26 M glycin, 0,1 % SDS (v/v))

Vymyvaci pufr A: 500mM NaCl, 20mM Tris pH 8, 3mM B-merkaptoethanol, 10%
glycerol

Vymyvaci pufr B: 1M NaCl, 50mM Tris pH 8, 20mM imidazol, 3mM f-
merkaptoethanol, 10% glycerol

Vzorkovy pufr: 125mM Tris pH 6,8; 20% (v/v) glycerol; 0,2% (v/v) bromfenolova
modf; 4% (w/v) SDS; 10% (v/v) B — merkaptoethanol

ZY médium: 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 2,8mM Glukoza, 6mM
laktéza, 0,5% (v/v) glycerol, ImM MgClz, 25mM (NH4)2SO4, 50mM KH>PO4, 50mM
Na;HPO4

4.5 Enzymy a bunky

Benzonasa, nukleasa (Merck Millipore, Irsko)

E. coli DH10BacY bunky

E. coli BL21 (DE3) — Codon Plus RIL

Hmyzi buiiky z druhu Blyskavky kukuti¢né (lat. Spodoptera frugiperda), linie Sf9

SUMO proteasa s histidinovou kotvou (pfipraveno v laboratofi)

4.6 DNA plazmidy

E1-E12 pSUMO vektor s Hisgx znackou
E1 pACEBac vektor s MBP znackou
E1 pET24 vektor s Hisgx znackou

E1 pSUMO vektor s Hissx znackou
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e E12 pKUMO vektor s Hisgx znackou

4.7 Ptiprava rekombinantnich proteintit E1 a E12 v buiikdch
E. coli BL21(DE3) — Codon plus RIL

4.7.1 Transformace bakterii

Plazmidy obsahujici pozadované geny byly pfipraveny Mgr. et Mgr. Evzenem Boufem,
PhD. a Mgr. Barborou Landovou, PhD. Pro transformaci v buiikdch E. coli BL21(DE3) —
Codon plus RIL byly pouzity rekombinantni plazmidy:
o E1-E12_pSUMO: Obsahujici geny pro proteiny E1 a E12, oba oznaceny SUMO tagem.
o E1_pET-24: Obsahujici gen pro protein E1.
e E1_pSUMO: Obsahujici gen pro protein E1 se SUMO proteinem na N-konci.
e E12 pKUMO: Obsahujici gen pro protein E12 se SUMO proteinem na N-konci
s kanamycinovou rezistenci.
Vsechny plazmidy obsahuji histidinovou kotvu na N-konci pro usnadnéni purifikace

proteinl. Fyzikalni vlastnosti exprimovanych proteinii jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Fyzikalni vlastnosti rekombinantnich proteinii. AA — aminokyselina; MW —
molekulova hmotnost; pl —izoelektricky bod, EK — extinkéni koeficient; SUMO (z angl. Small

ubiquitin-like modifier) — protein nesouci histidinovou kotvu a §tépné misto pro SUMO

proteasu.
Protein Pocet AA MW pl EK
El 845 96852 8,10 0,878
E12 287 33453 8,88 0,997
E1-E12 1132 130287 8,50 0,909
E12-SUMO 398 46196 7,74 0,755

Rozmrazené kompetentni buiiky E. coli BL21(DE3) — Codon plus RIL, ulozené na ledu
v mikrozkumavkéach (20 pl), byly smichany s rekombinantnimi plazmidy (1,5 pl). Samotna

transformace plazmidi do bunék probihala tepelnym Sokem: mikrozkumavky byly vlozeny do
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vodni lazné (42 °C) na 42 sekund, poté byly okamzité pfemistény na led na 5 minut. K bunécné
suspenzi bylo pfiddno 0,5 ml LB média s agarem dle Lennoxe (Sigma-Aldrich) a
mikrozkumavky byly nésledné¢ umistény do tfepacky (VWR) pti 37 °C a 400 rpm po dobu 30
minut.

Mezitim byly pfipraveny 15 ml zkumavky s 6 ml LB média s agarem dle Lennoxe a 6
ul pfislusného 1000x koncentrovaného antibiotika (viz tabulka 2). Po vyjmuti bunck z
orbitdlniho inkubdtoru byly bakterie pfeneseny do téchto zkumavek obsahujicich piislusné
komponenty. Takto pfipravené suspenze byly ulozeny zpét do orbitalnich tiepacek (za stejnych

podminek) pifes noc.

Tabulka 2: Plazmidy a jejich rezistence na antibiotika.

Plazmid Antibiotikum
E1-E12_pSUMO Ampicilin
E1_pET-24 Kanamycin
E1_pSUMO Ampicilin
E12_pKUMO Kanamycin

4.7.2 Exprese rekombinantnich proteinti

Do dvou litrovych Erlenmayerovych baiikach bylo k 1 1 ZY média ptidano 50 ml
20x koncentrovaného fosfatového pufru a 20 ml 50x koncentrovaného 5052 pufru. K
pfipravenym médiim bylo pfiddno 5 pl 1M roztoku ZnSO4 a 1 ml pfislusného 1000x
koncentrovaného rezistentniho antibiotika. Bunécné suspenze byly rozdéleny do jednotlivych
Erlenmayerovych banck. Baiiky byly ulozeny do orbitalni tfepacky (37 °C, 200 rpm) az do
dosazeni optické hustoty pti 600 nm (ODeoo) v rozmezi 0,6 — 0,7. Jakmile byla tato hodnota

dosaZena, byla teplota sniZena na 18 °C a exprese proteinll probihala pfi no¢ni inkubaci.

4.7.3 Izolace rekombinantnich proteint

Pti praci s bakterialnimi peletami, suspenzemi, lyzaty nebo proteiny byly vzorky vzdy
udrzovéany na ledu nebo v chladu. Po no¢ni inkubaci byly buiiky odstiedény (6 000x g, 6 min,
4 °C) v 1 1 kyvetadch (Beckman Coulter) v centrifuze Avanti J-26S XPI, rotor JLA-9.1000
(Beckman Coulter). Vznikly supernatant byl odstranén a k peleté byl pfidan lyzaéni pufr B (10—

20 ml). Peleta byla resuspendovana pomoci laboratorni 1Zi€ky a homogenizatoru
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POLYTRON™ PT 2500 E (Kinematica AG) (10 000 rpm). Suspenze byla nasledné lyzovéana
pomoci ultrazvukového sonikatoru Q700 (QSonica Sonicators) (amplituda 80 Hz, puls 1 s,
pauza 3 s, Cas sonikace 1 min, 2 cykly). Zlyzované bunééna suspenze byla pienesena do 50 ml
zkumavek (Beckman Coulter) a centrifugovana v centrifuze Avanti J-301, rotor JA 25.50 Ti
(Beckman Coulter) (30 000x g, 30 min, 4 °C). Vznikly supernatant byl pomalu pielit do 50 ml

zkumavek, pfi¢emz peleta se uvolnila.

4.7.4 Afinitni chromatografie

K odd¢leni proteinit od zbylych bunécnych komponent byla vyuzita afinitni
chromatografie pomoci agarosového Ni-NTA resinového nosice (Thermo Fisher), pfi¢emz Ni**
ionty se nespecificky vazou (jsou chelatovany) na imidazolovy kruh nachazejici se v
histidinech. 8 ml nosic¢e Ni-NTA resin bylo ptfidano do plastové kolony s fritou, ktera byla
ptecisténa destilovanou vodou (2%) a lyza¢nim pufrem B. K pfipravenému resinu bylo pfidano
5 ml lyza¢niho pufru B a smés byla rozdélena do 50 ml zkumavek obsahujicich supernatant po
izolaci. Vzorky byly ulozeny na vélcovou tfepacku Tube Roller (Benchmark Scientific) (30
min, 4 °C).

Vzorky byly poté centrifugovany na centrifuze Allegra X-15R, rotor SX7450A
(Beckman Coulter) (500x g, 3 min, 4 °C). Supernatant byl odstranén a k resinu bylo ptidano
20-30 ml vymyvaciho pufru B. Peleta byla opatrné resuspendovana ota¢ivym pohybem a
nasledné centrifugovana za stejnych podminek. Po odstranéni supernatantu bylo k vzorkiim
pfidano 40 ml lyza¢niho pufru B. Zkumavky byly opét vloZeny do centrifugy a odsttedény za
stejnych podminek. Vzorky byly takto o¢istény od vysoké koncentrace NaCl (3x).

Po poslednim ocisténi bylo k peleté¢ pfidano 5 ml lyza¢niho pufru B, peleta byla
resuspendovana a nasledné prenesena do plastovych kolon s fritou. Po pfeteceni lyza¢niho
pufru B ptes kolonu bylo napipetovano 5 ml elu¢niho pufru B. Eluované vzorky byly zachyceny

do 15 ml zkumavek.

4.7.5 Dialyza a Stépeni histidinové kotvy

Eluované vzorky proteini byly vloZzeny do dialyza¢nich membran Membra-Cel MD34
(Carl Roth). Ke vzorkiim byla pfidana SUMO proteasa (100 ul). Membrany byly uzaviené a
vlozeny do lysa¢niho pufru B. Stépeni probihalo pies noc na magnetické michadce KMO-2

Basic (USA) (50 rpm, 4 °C).
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4.7.6 Reversni afinitni chromatografie

Tento krok slouzil k odd€leni SUMO proteasy od proteinti, a také k odstranéni protein
pochézejicich z bakterii, které se nespecificky vazaly na Ni-NTA resin. Ni-NTA nosi¢ byl
nejprve precistén 0,5 M EDTA roztokem a destilovanou vodou (4x) v plastové kolon¢ s fritou.
Nosic¢ byl aktivovan 100 uM roztokem NiCl,. Resin byl ekvilibrovan lyza¢nim pufrem B. Po
resuspendovani resinu v 6 ml lysa¢niho pufru B byl rozdélen do vzorki proteini v 15 ml
zkumavkach. Zkumavky byly ulozeny na valcovou tfepacku Tube Roller (Benchmark
Scientific) (30 min, 4 °C). Poté byly vzorky pteneseny do plastovych kolonek s fritou a eluat

byl rovnou zachycovéan do 15 ml zkumavek.

4.7.7 Gelova permeacni chromatografie a elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu

Proteinové vzorky byly odstiedény na centrifuze Allegra X-15R, rotor SX7450A
(Beckman Coulter) (4000x g, 10 min, 4 °C). Vzorky byly nasledné¢ davkovany do
chromatografického systému AKTA pure (Cytiva), na ktery byla pfipojena kolona HiLoad
16/600 Superdex 75 pg (Sigma-Aldrich). Objem plnici smycky byl 5 ml. Pro mobilni fazi byl
zvolen ekvilibracni pufr s prutokovou rychlosti 1 ml/min. Na vystupu byla méfena absorbance
pti 280 a 254 nm. Frakce byly jimany v objemu 1,5 ml do 96-jamkové desticky s hlubokym
dnem (Axygen).

Podle hodnot absorbance (A2so) z vystupniho chromatogramu byly analyzovéany
vybrané frakce pomoci elektroforézy v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE, z
anglic¢tiny Sodium dodecyl! sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis). 10 pl vzorku frakce
bylo smichdno s 2 pl 5% koncentrovaného vzorkového pufru a naneseno na 12% Mini-
PROTEAN TGX gel (Bio-Rad). Do prvni jamky byl nanesen proteinovy standard PageRuler™
Plus (Thermo Fisher Scientific) (5 upl). Gel byl vlozen do SDS-PAGE soustavy Mini-
PROTEAN TETRA Vertical (Bio-Rad), ptfipojen zdroj napéti PowerPac HV (Bio-Rad, USA)
a elektroforéza byla spusténa (45 min, 210 V, laboratorni teplota).

Po ukonceni SDS-PAGE byl gel promyt vodou a ulozen do misky s barvicim roztokem
Coomassie Brilliant Blue G 250 (Sigma-Aldrich, USA) a kratce zahiat. Nasledovala 3minutova
inkubace na horizontalni tfepacce WiseShake (Witeg Labortechnik). Poté byl barvici roztok

odstranén a gel byl odbarven analogickym zpiisobem ve vod¢ (inkubace ptes noc).
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4.8 Ptiprava rekombinantniho proteinu El v hmyzich

bunkach Sf9

4.8.1 Ptiprava rekombinantniho bacmidu

Rekombinantni plazmid E1 pACEBac byl zaklonovany Mgr. Barborou Landovou,
PhD. Plazmid obsahoval gen kddujici protein El, ktery byl na N-konci oznaceny maltézou
vazajicim proteinem (MBP, angl. Maltose binding protein). Vlastnosti genu jsou uvedeny

v tabulce 3.

Tabulka 3: Fyzikalni vlastnosti exprimovaného proteinu. 3C — specificka sekvence stépena

3C proteasou; MBP znacka

Protein Pocet AA MW pl EK
El 845 96852 8,10 0,878
E1-3C-MBP 1240 140200 6,24 1,080
E1(MBP)-E12 1519 172751 6,95 1,069

Prvnim krokem byla transformace bunc¢k E. col/i DH10BacY. Byla vyuzita metoda
tepelného Soku (viz postup v kapitole 4.7.1). Inkuba¢ni doba trvala 3 hodiny.

Po inkubaci byla suspenze bunék steriln€ nanesena na misku s agarem, ktera obsahovala
smés antibiotik (50 pg/ml kanamycin, 10 pg/ml tetracyklin, 7 pg/ml gentamycin), IPTG a X-
Gal. Misky byly uloZzeny do CO2 inkubatoru (Sanyo) (37 °C, 24 h). Buiky, ve kterych se
uspéSné transpozoval gen do rekombinantniho bacmidu, byly bilé; modré bakterie gen
neobsahovaly. To vychazi z toho, Ze v misté zaclenéni insertu se nachdzi gen pro B-
galaktosidasu, ktery zlistava aktivni v pfipad€ neuspésné transpozice a reaguje s chromogennim
substratem X-gal. Z misky bylo pomoci sterilnich Spicek odebrano 6 rGznych bilych kolonii
obsahujicich pozadovany gen a pfeneseny do 13 ml zkumavek, kde se nachazelo LB médium s
agarem (5 ml), 1000x koncentrovany gentamycin (0,7 pl) a 1000x koncentrovany Kan (5 pl).
Takto pfipravené vzorky byly uloZeny do inkubatorové tiepacky (VWR) (400 rpm, 37 °C, 24
h).
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4.8.2 1zolace bacmidu z baktérii E. coli DH10BacY

Bakterialni buiikky byly po 24h inkubaci odstiedény v centrifuze Allegra X-15R
(Beckman Coulter) (4 000x g, 15 min, 4 °C). Vznikl¢ pelety byly resuspendovany v pufru P1
(300 pl) a pteneseny do 1,5ml mikrozkumavek. K suspenzim byl pipetovan pufr P2 (300 pl),
mirn¢ promichany na Vortexu Genie 2 (Scientific Industries) a inkubovany 5 minut pii
laboratorni teploté. K vzorkiim byl opatrné piidan pufr P3 (300 ul) a mikrozkumavky byly
ulozeny na led (10 min).

Bila vysrazena E. coli DNA a proteiny byly odstfedény na stolni centrifuze Centrifuge
5418 R, rotor FA-45-18-11 (Eppendorf) (14 000x g, 10 min, laboratorni teplota). Do
mikrozkumavek, kde bylo predem ptipraveno 800 ul isopropanolu, se pfenesly supernatanty
obsahujici bacmidovou DNA. Vzorky byly nékolikrat pfevraceny a inkubovany na ledu
(10 min). Bacmidovd DNA se vysrazela a nasledné byla odstfedéna na stolni centrifuze
(14 000x g, 15 min, laboratorni teplota). Obezietné byl odstranén supernatant a k peletdm
(Spatné viditelnym) byl pfidan studeny 80% ethanol (500 pl). Pelety byly pfeciStény pomalym
prevracenim mikrozkumavek a odstiedény na stolni centrifuze (14 000% g, 5 min, laboratorni
teplota). Bylo odstranéno co nejvice supernatantu a pelety byly rozpustény v TE pufru (40 pl).
Koncentrace bacmidové DNA byla zméfena na spektrofotometru Nanodrop ND-1000 (Thermo

Scientific) (254 nm, blank vii¢i TE pufru) a uskladnéna v lednici.

4.8.3 Transfekce hmyzich buné€k z linie Sf9

Pro nadchazejici kapitoly 4.8.3; 4.8.4; 4.8.5 probihala prace v laminarnim boxu uréeném
pouze pro infikované bunky Sf9. Bacmidova DNA byla pfidana do sterilniho PBS pufru tak,
aby vysledné mnozstvi DNA ¢inilo 1-3 pg a kone¢ny objem roztoku byl 50 pl. Soucasné bylo
potieba ptipravit ¢inidlo pro samotnou transfekci bun€k, které pro 1 vzorek DNA obsahovalo
1 pl roztoku FuGENE 6 (Promega) a 49 ul PBS pufru. Vzorky DNA byly smichany s
transfekénim ¢inidlem v poméru 1:1 (50 pl + 50 pl) a smés byla inkubovana pfi laboratorni
teploté (30 min).

Mezitim byla pfipravena kultiva¢ni 24-jamkové desticka s hmyzimi buiikami linie Sf9
(500 pl), jejichz koncentrace byla 1 milion/ml. Koncentrace bun¢k byla pfedem vypocitana
pomoci hemocytometru (Hausser Scientific) a vizualizacniho barviva trypanova modi (Sigma-

Aldrich) pod inverznim mikroskopem Nikon Eclipse TS100 (Nikon). K zifedéni bun¢k bylo
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pouzito sterilni médium bez proteinti urcené pro kultivaci hmyzich bun¢k s L-Glutaminem
Insect-Xpress (BioWhittaker).

Po ukonceni inkubace byl kazdy vzorek smési (DNA a transfek¢ni ¢inidlo) rozdélen do
dvou jamek (75 pl a 25 pl) obsahujicich kultivaéni médium. Prazdné jamky byly doplnény PBS
pufrem (500 pl). Kultivacni desticka byla vlozena do CO2 inkubatoru (Sanyo) na 4-5 dni pfi
27 °C. Béhem inkubace byla sledovana fluorescence zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP,
z angl. Green fluorescent protein) pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Olympus IX81
(Olympus). Gen pro tento protein je puvodné kodovany v bacmidu DH10BacY bakterii. Z
jamek, které vykazovaly silnou fluorescenci, bylo odebrano kultiva¢ni médium obsahujici

bakulovirus 1. generace a uskladnéno v lednici nebo pouzito pro dalsi praci.

4.8.4 Vyroba 2. generace bakulovirQ

Do 250ml sterilnich Erlenmayerovych bané€k byla ptfipravena Sf9 bun&tnd suspenze
(c =3 miliony/ml). Vypocet koncentrace a zfedéni bun€k probchlo stejnym postupem jako
v kapitole 4.8.3. K témto suspenzim byly ptfidany vybrané bakuloviry 1. generace (500 pl).
Banky byly vlozeny opét na 4-5 dni do inkubatorové tfepacky Innova 40 Series (New
Brunswick) (105 rpm, 27 °C). Po inkubaci byly vzorky odstfedény v centrifuze Allegra X-15 R
(Beckman Coulter) (2000x g, 10 min, laboratorni teplota). Bakuloviry 2. generace obsazené

v supernatantech byly uskladnény v lednici.

4.8.5 Expresni test a SDS-PAGE

Do 24 jamkové kultivaéni desti¢ky byly pfipraveny Sf9 bunky (¢ = 2-3 miliony/ml,
500 pl) a pfidany jednotlivé bakuloviry 2. generace (po 10 pl a 20 pl). Zbylé jamky byly
naplnény PBS pufrem (500 pl). Desticka byla ulozena do CO2 inkubatoru (Sanyo) na 4-5 dni
(27 °C). Fluorescence GFP byla sledovana na fluorescencnim mikroskopu Olympus [X81
(Olympus).

Po inkubaci byly z jamek odebrany média obsahujici bakuloviry. Srazené buiiky na dné
byly resuspendovany v PBS pufru (100 ul), ktery obsahoval 10 mM MgCl,. Suspenze byla
pfesunuta do 1,5ml mikrozkumavek. Do kazdé suspenze byla pifiddna benzonasa (Merck
Millipore) (1 pl) a promichéna na Vortexu Genie 2 (Scientific Industries). Po 5 minutové

inkubaci bylo z kazdého vzorku odebrano 20 pl a 5x zfedéno v PBS pufru.
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Pro sledovani expresi genu byla pouzitd SDS-PAGE v 10% polyakrylamidovém gelu
(viz. Tabulka 4). Ke vzorkiim (i zfedénym) byl pfidan 5x koncentrovany vzorkovaci puftr. Byl
nanesen proteinovy standard PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific) (5 ul), kontrolni vzorky (20 pl) a jednotlivy vzorky infikovanych bunék (20 ul). Gel
byl umistén do elektroforetické soustavy Mini-PROTEAN TETRA Vertical (Bio-Rad) a
ptipojen k zdroji napéti PowerPac HV Basic (Bio-Rad) (45 min, 200 V, laboratorni teplota).

Tabulka 4: SloZeni 10% gelu pro SDS.

SloZeni Zaostrovaci gel Separacni gel
Akrylamid/bisakrylamid (37,5:1) 4 % (v/v) 10 % (v/v)
Tris-Cl 125 mM pH 6,8 375 mM pH 8,8
TEMED 0,005 % (v/v) 0,001 % (v/v)
Persiran amonny 0,05 % (w/v) 0,05 % (w/v)
SDS 0,1 % (wW/v) 0,1 % (w/v)

Odbarveni gelu probihalo podle postupu uvedeného v kapitole 4.7.7.

4.8.6 Exprese proteinu E1 v bunikkach Sf9

Do tfi dvoulitrovych Erlenmayerovych baiiek byla pfipravena Sf9 hmyzi bunécna
suspenze (0,5 1, ¢ =4 miliony/ml), pti¢emz vypocet koncentrace a zfedéni bun¢k probihal podle
postupu v kapitole 4.8.3. Do kazdé baniky byl pfidan vybrany bakulovirus 2. generace (5 ml).
Banky byly umistény do inkubatorové tfepacky Innova 40 Series (New Brunswick Scientific)

a inkubovany po dobu 3 dnti (105 rpm, 27 °C).

4.8.7 Izolace rekombinantniho proteinu E1l

Pfi praci s bunéénym lyzatem bylo dbano na to, aby byly vzorky chlazeny na ledu. Po
ukonceni inkubace byly suspenze pielity do 11 kyvet (Beckman Coulter) a odstfedény na
centrifuze Avanti J-26S XPI, rotor JLA-9.1000 (Beckman Coulter) (3000x g, 10 min, 4 °C).
Supernatant byl opatrné zlit kvili slabé usazené peleté, kterd byla resuspendovéna v 30 ml
lyza¢niho pufru A. Buiky byly pteloZzeny do kovovych kelimkli a homogenizovany pomoci
homogenizaitoru POLYTRON™ PT 2500 E (Kinematica AG) (5000 rpm). Lyza bunék
probihala pomoci sonikatoru Q700 (QSonica Sonicators) (amplituda 80 Hz, pulz 2 s, pauza 6 s,
¢as sonikace 2 min, 2 cykly). Lyzat byl pfenesen do 50 ml kyvet (Beckman Coulter) a odstiedén
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na centrifuze Avanti J-30I, rotor JA 25.50 Ti (Beckman Coulter) (30 000x g, 30 min, 4 °C). Po

odstiedéni byl supernatant pielit do 50 ml zkumavky.
4.8.8 Afinitni chromatografie

K oddéleni proteinu E1 od ostatnich bunéénych slozek byl pouzit resin, ktery mé na
sob¢ navazanou amylosu. Na tuto amylosu se specificky vazou proteiny schopné vazat maltozu,
v naSem piipadé¢ MBP. 5 ml amylosového resinu (New England BioLabs) bylo napipetovano
do plastové kolony s fritou. Po pieplachnuti destilovanou vodou (2%), lyza¢nim pufrem A (1x)
a resuspendovani v lyzacnim pufru A (5 ml) byl resin pielit k supernatantu. Vzorky byly
uloZeny na valcovou tiepacku Tube Roller (Benchmark Scientific) (pfes noc, 4 °C).

Resin byl vlozen do centrifugy Allegra X-15 R (Beckman Coulter) (600% g, 3 min,
4 °C). Peleta byla rozpusténa ve vymyvacim pufru A (25 ml) a odstfedéna za stejnych
podminek. Nasledné byla peleta ocisténa od vysoké koncentrace soli pomoci lyza¢niho pufru
A (2%) (25 ml). Po poslednim ocisténi byl resin pienesen do plastové kolony s fritou. K resinu

byl pipetovan elu¢ny pufr A (4 ml) a eluat byl zachycovan do 15 ml zkumavky.

4.8.9 SDS-PAGE

K analyze byl vybran 12% gel pro SDS-PAGE Mini-PROTEAN TGX (Bio-Rad).
Vzorek eluatu (10 pl) byl smichan s 5x koncentrovanym vzorkovym pufrem (2 pl). Do prvni
jamky byl nanesen proteinovy standard PageRuler™ Plus (Thermo Fisher Scientific) (5 pl) a
do druhé jamky vzorek proteinu (12 pl). Gel byl umistén do soupravy pro elektroforézu Mini-
PROTEAN TETRA Vertical (Bio-Rad) a pfipojen k zdroji PowerPac HV (Bio-Rad).
Elektroforéza probihala pti 210 V po dobu 45 minut pfi laboratorni teploté.

Odbarveni gelu probihalo stejnym postupem jako je uvedeno v kapitole 4.7.7.

4.9 Aktivitni esej

Pii enzymovych testech in vitro probihala prace v laminarnim boxu zbavenych od RN4s.
VSechny reakce probihaly v reakénim pufru s pfisluSnymi substraty a 40x zfedénym hovézim
RNAse inhibitorem (Carl Roth) pii laboratorni teploté po dobu 1 hodiny. Celkovy objem reakce
¢inil 15 pl. Pokud néjaka slozka nebyla pfitomna v dané reakci, byla do reakéni smési doplnéna
ekvivalentnim objemem roztoku, v kterém byla rozpuSténa. Reakce byla zahdjena poslednim

pfidavkem enzymu. Kazda reakce byla provedena v triplikatech. Enzymové reakce byly
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zastaveny pridanim kyseliny mravenci (45 pl), ¢imz byla jeji findlni koncentrace v reakcni
smési nastavena na 5 %.

Po ukonceni enzymovych reakci byly vzorky (60 pl) pfeneseny do 384-jamkové
polypropylenové mikrodesticky (Beckman Coulter), uréené pro hmotnostni analyzu v
hmotnostnim systému Sciex 6500+ Triple Quadrupole (Sciex). Tento systém pracoval s ESI (z
angl. Electrospray ionization). Aktivita MTase byla méfena jako mnozstvi produktu reakce,
SAH.

Analyza probihala v rezimu MRM (z angl. Multiple-reaction-monitoring), pricemz
rozhrani spektrometru bylo vyhtato na 350 °C. Deklasteriza¢ni potencial byl nastaven na 20 V,
vstupni potencidl na 10 V a kolizni energie na 28 eV.

Z mikrotitracni desticky bylo odebrano 10 nl vzorku a ptfidano do mobilni faze urcené
pro hmotnostni analyzu s pritokovou rychlosti 0,46 ml/min. Pro kvantifikaci ionu SAH byla

métena charakteristicka hodnota m/z = 385,1. Kazdy vzorek byl méfen ttikrat.

4.9.1 Ptiprava vzorku

Vzorek proteinu E1, oznaceny maltdézou vazajicim proteinem (MBP), byl pfenesen do
koncentracni zkumavky Vivaspin Turbo 4 (MWCO 10 000) (Sartorius AG). Vzorek byl
centrifugovan v centrifuze Allegra X-15 R (Beckman Coulter) pti 4000% g po dobu 15 minut
pti 4 °C. Centrifugace probihala v cyklech, dokud nebyla dosazena koncentrace 10,83 mg/ml,
coz odpovidalo 77,75 uM. Koncentrace byla métena spektrofotometrem Nanodrop ND-1000
(Thermo Scientific).

Podobny postup byl pouzit pro zkoncentrovéani proteinu E12. Vybrané frakce z gelové
permeacni chromatografie (kapitola 4.7.7) byly slou¢eny do jedné vzorky a nasledné
koncentrovany, az byla dosazena koncentrace 2,53 mg/ml, coz odpovidalo 75,63 uM.

Vzorky proteinu E1-MBP a E12 byly smichany v poméru 1:1,5. SmiSeny komplex byl
nasledné koncentrovan pomoci koncentra¢nich zkumavek Vivaspin Turbo 4 (MWCO 10 000)
(Sartorius AG). Koncentrace komplexu byla sledovana béhem centrifugace v centrifuze Allegra
X-15 R (Beckman Coulter) pii 4000x g po dobu 15 minut pii 4 °C, dokud nebyla dosazena
konecnd koncentrace 10,08 mg/ml, coz odpovidalo 58,26 uM.
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4.9.2 Optimalizace RNA

Pro vSechny reakce byla vybrana RNA o délce 35 bazi. Vysledna koncentrace komplexu
E1-E12 (déle jen ,,E) byla stanovena na 0,5 uM. Koncentrace RNA se pohybovala v rozmezi
0-60 uM. Koncentrace substratu SAM byla 60 uM a GTP jako dalsiho substratu 500 puM.
Soucasné¢ byla méfena kontrolni reakce bez GTP. Ptrehled koncentraci RNA a GTP pro

jednotlivé reakce je uveden v tabulce 5.

Tabulka 5: Piehled koncentraci hlavnich sloZek pro optimalizaci RNA.

Reakce Slozka Vysledni koncentrace [pM]
| RNA 0
' GTP 500
RNA 0
2.
GTP x
; RNA 15
' GTP 500
RNA 15
4.
GTP x
5 RNA 30
' GTP 500
. RNA 30
' GTP y
. RNA 45
' GTP 500
; RNA 45
' GTP y
9 RNA 60
' GTP 500
RNA 60
10.
GTP x

Ptehled vsech slozek reakei a jejich ptislusnych objemt jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6: Objemy sloZek reakci.

Slozka Objem [pl]
RNA 7
GTP 2
10x koncentrovany reak¢ni pufr 1,5
Hovézi inhibitor RN4as 1
SAM 1,5
Komplex E1-E12 2

4.9.3 Optimalizace GTP

Skala pro optimalizaci GTP byla v rozsahu 0-1 mM. Vysledna koncentrace
enzymového komplexu E1-E12 ¢inila 0,5 uM, koncentrace SAM byla 60 uM a koncentrace
RNA byla 30 puM. Kontrolni vzorky byly méfeny bez ptitomnosti RNA. Ptehled

optimalizacnich reakci pro GTP jsou uvedeny v tabulce 7. Objemy sloZek reakce jsou uvedeny

v tabulce 6.
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Tabulka 7: Charakteristické sloZeni v optimalizac¢nich reakcich pro GTP.

Reakce Slozka Vysledni koncentrace [pM]
| RNA 30
' GTP 0
RNA x
2
GTP 0
; RNA 30
‘ GTP 250
RNA x
4.
GTP 250
RNA 30
5.
GTP 500
RNA X
6.
GTP 500
RNA 30
7.
GTP 750
RNA x
8.
GTP 750
o RNA 30
' GTP 1000
RNA x
10.
GTP 1000
4.9.4 Optimalizace SAM

Posledni optimalizovanou sloZzkou byl MTase substrat SAM. Pro n¢j byla vytvofena

Skéla v rozsahu 0-60 pM. Koncentrace RNA ¢inila 30 pM a koncentrace GTP 500 uM. V

reakcich byl pfitomen 0,5 uM E a kontroly neobsahovaly Zadny enzym. Ptehled sloZek reakci

je uveden v tabulce 8. Objemy reakci jsou uvedeny v tabulce 6.

45



Tabulka 8: Charakteristické sloZeni v optimaliza¢ni smési pro SAM.

Reakce Slozka Vysledni koncentrace [pM]
| SAM 0
' E 0,5
SAM 0
2
E x
; SAM 15
' E 0,5
SAM 15
4.
E x
5 SAM 30
' E 0,5
SAM 30
6.
E X
. SAM 45
' E 0,5
SAM 45
8.
E X
0 SAM 60
' E 0,5
SAM 60
10.
E X

4.9.5 Aktivita E a inhibice sinefunginem

Koncentrace enzymu byla zvolena na 0,5 uM a 0,1 puM. Koncentrace GTP cinila 400
uM, koncentrace SAM C¢inila 25 pM a koncentrace RNA byla 12 uM. Jako kontroly byly
zvoleny reakce bez RNA a jeden vzorek s pouze velkou podjednotkou enzymu E1 o koncentraci
0,5 uM.

Byla také sledovana inhibice enzymatické aktivity nespecifickym inhibitorem MTase
sinefunginem (dale jen ,,SIN®). Byly vybrany dvé rozdilné koncentrace SIN. Pfi sledovani
inhibice nebyly ze smési odebrany zadné substraty. Piehled slozek reakci je uveden v tabulce

10. Mnozstvi jednotlivych slozek je uvedeno v tabulce 9.
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Tabulka 9: Objem sloZek pouzitych pri sledovani enzymové aktivity a jeji inhibice.

Slozka Objem [pl]
RNA 7
GTP 1
10x koncentrovany reak¢ni pufr 1,5
Hov¢zi inhibitor RNAse 1
SAM 1,5
SIN 1
Enzym 2

Tabulka 10: Koncentrace charakteristickych slozek v reakéni smési.

Reakce Slozka Koncentrace [pM]
; El enzym 0,5
' RNA 25
E 0,5
2
RNA 25
E 0,1
3.
RNA 25
E 0,5
4.
RNA X
E 0,1
5.
RNA X
E 0,5
6.
SIN 1
E 0,1
7
SIN 1
E 0,5
8.
SIN 20
E 0,1
9.
SIN 20
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4.9.6 Kvantifikace SAH

Pro kvantifikaci vzniklého produktu enzymatické reakce byly pfipraveny vzorky se
standardem SAH (15 pl). K témto reakcim byla rovnéz pridana kyselina mravenci (45 pl).
Z namétenych vysledku byl stanoven kalibracni graf's ptislusnou kalibra¢ni rovnici. Kalibra¢ni

rozsah byl v rozsahu 0,3-10 pM.

4.9.7 Efektivni davka (ECso) SIN

Efektivni davka SIN byla stanovena pii koncentraci E 0,5 uM. Koncentrace SAM ¢inila
25 uM, RNA 12 uM a koncentrace GTP byla 400 uM. Pfi méfeni ECso nebyly pouzity kontrolni
vzorky. Rozsah koncentraci SIN byl 0—10 uM. Piehled reakénich smési je uveden v tabulce 11.

Objemy piidavanych komponent jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 11: Koncentraéni rozsah pro ECso.
Reakce Koncentrace SIN [uM]

10°
10
107
102
10!
10°

i B U

4.9.8 Analyza aktivity podjednotky E1

Sledovana byla také aktivita samotné E1 podjednotky. Byly zvoleny reakce bez GTP,
RNA a také bez inhibice SIN. Koncentrace E1 byla 0,5 pM a koncentrace ostatnich komponent
reakci byly totozné jako v kapitole 4.9.6. Rozd¢leni reakci je uvedeno v tabulce 12. Objemy

slozek jsou uvedeny v tabulce 9.
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Tabulka 12: Piehled charakteristickych sloZek reakce.

Reakce Charakteristicka slozka
l. - GTP
2. - RNA
3. + 1 uM SIN
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S5 Vysledky

5.1 Ptiprava proteinti E1 a E12 v buiikach E. coli BL21(DE3)
- Codon Plus RIL

5.1.1 Transformace bakterii

Kompetentni bunky E. coli BL21(DE3) - Codon Plus RIL byly transformovany
jednotlivymi plazmidy nesouci geny pro E1 a E12 podjednotku. Exprese téchto proteinil
probihala v autoindukénim kultivaénim médiu ZY. Uspé&$nost exprese proteini byla sledovana

pomoci SDS-PAGE a vysledky jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13: Vysledky exprese proteinii z jejich plazmid.
Plazmid Vysledek

Spatna syntéza podjednotky E1, E12
E1-E12_ pSUMO
v malém mnozstvi

Dobra syntéza podjednotky, nerozpustny

E1_pET-24 _
protein
E1_pSUMO Spatna syntéza podjednotky E1
E12_pKUMO Dobré syntéza podjednotky

V bunkéch E. coli probihala dale jenom exprese proteinu E12.

5.1.2 1zolace a purifikace podjednotky E12

Prvnim krokem v izolaci proteinu byla 1yza bun¢k pomoci sonikatoru. Po centrifugaci
lyzatu byl protein izolovan prostfednictvim afinitni chromatografie na nosi¢i Ni-NTA resin.
Protein byl imobilizovén na tomto nosici a o€istén od ostatnich slozek vyuzitim vymyvaciho a
lyzac¢niho pufru B. Eluce podjednotek probihala pomoci elu¢niho pufru B.

Stépeni polyhistidinové kotvy probihalo v dialyzaéni membrang. Poté byl protein E12

oddélen od necistot pomoci reverzni chelata¢ni chromatografie.
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Vzorek byl odstfedén v centrifugalni nadobé pied jeho vlozenim do HPLC systému a

vzorek byl pIn€ o€istén na zakladé riizné velikosti molekul (Obr. 9). Frakce byly sbirany po 1,5

ml do hluboké desticky, u kterych byla métena absorbance pii 280 nm. Analyza frakci probihala
pomoci SDS-PAGE na 12% gelu (Obr. 10). Frakce s obsahem proteinu E12 (B.8 — C.1) byly

spojeny.

65.72

\ @

3 40 45 50 55 €0 65 70 75

80

8

Obrazek 9: Chromatogram po gelové permeacni chromatografie. Modra kiivka

znazornujici absorbanci Azgo. Ve spodni €asti je znazornén elu¢ni objem a frakce.
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kDa

M A8 A10 A1l B4 B.7 B.8 B.10 C1 C2

250
130
100

70
55

35

El12
25

15

10

Obrazek 10: Elektroforeogram vybranych frakci po HPLC proteinu E12. M = proteinovy
standard (marker), kDa = velikost molekul v kilodaltnech, B.8§ — C.1 = vybrany proteinové

frakce.

5.2 Ptiprava proteinu E1 v hmyzich bunkach linie Sf9

5.2.1 Transfekce bunék

Po transformaci bunék DH10BacY bylo vybrano 6 riznych bacmidovych plazmidi
nesouci gen pro protein E1. Tyto bacmidy byly pouzity k transfekci hmyzich bun¢k Sf9. Mira
infek¢nosti byla sledovana pomoci fluorescencniho mikroskopu, pfi¢emz intenzita fluorescence
hmyzich bunc¢k byla korelovana s UspéSnosti infekce (Obr. 11A). Neinfikované buiky

fluorescenci nevykazovaly (Obr. 11B).

52



Obrazek 11: Buiiky Sf9 pod mikroskopem. (A) Infikované hmyzi buiiky bakulovirem, které
jsou fluorescentni diky expresi GFP, zobrazené pod fluorescencnim mikroskopem
(10x zvétseni). (B) Neinfikované kontrolni buniky zobrazené pod svételnym mikroskopem

(10x zvétsent).

Uroveti exprese genu E1 proteinu byla sledovana pomoci expresniho testu a vizualizace
na SDS-PAGE (Obr. 12). Byly testovany tfi riizné infikované kultury, pficemz vSechny
vykazaly pozitivni vysledek s podobnou intenzitou exprese. Pro expresi proteinu ve 1,5 1 médiu

byl vybran klon 6 na zaklad¢ téchto vysledki.

kDa K KG5x) #3  #3(5x) #5 #5(5x) #6

250

130
100
70

55

35
25

Obrazek 12: Expresni test Sf9 bunék infikovanych bakulovirem na 10%
polyakrylamidovém gelu. V buiikach byl pfitomen gen pro E1-MBP. Cislo v zavorce udava

fedéni vzorku. K = kontrola (neinfikované buiiky), # = virovy klon, M = proteinovy marker.
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5.2.2 Izolace a purifikace proteinu E1

Protein E1 byl izolovan z bunécného supernatantu vyuzitim afinitni chromatografie po
jeho pfedchozim sonikovani a odstfedéni lyzatu. Protein E1 byl zachycen na amylozovém
resinu prostfednictvim MBP vazajici se na tento nosi¢. Po no¢ni inkubaci s resinem byl
procistén vymyvacim a lyzacnim pufrem A. Eluét byl poté analyzovan na 7,5% SDS-PAGE
gelu (Obr. 13).

kDa M E

250

130 | @ «—— EI-MBP
100 |

70 |-

55 .

35

25 -

Obrazek 13: Elektroforeogram proteinu E1 po afinitni chromatografii na amylozovém

nosici. E = drdha E obsahuje eluat po chromatografii, M = proteinovy marker.

5.3 Aktivitni esej

Vzorek proteinu E1 s navdzanou MBP kotvou byl zkoncentrovan na hodnotu 77,75 pM.
Vzorek E12 byl zkoncentrovan na hodnotu 75,63 uM. Oba proteiny byly smichany v poméru
1:1,5 (E1:E12). Vysledna koncentrace komplexu E1-E12 ¢inila 58,26 uM.

5.3.1 Optimaliza¢ni reakce

Pro zji$téni optiméalniho mnozstvi substratu byly provedeny reakce, pfi kterych byla
sledovéana ucinnost enzymatické aktivity na zakladé riiznych koncentraci RNA, GTP a SAM.

Vsechny tfi reakce probihaly soucasné a byly méfeny na hmotnostnim spektrometru (Obr. 14).
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Obrazek 14: Hmotnostni spektra ziskana pro optimalizacni reakce. Intenzita vrcholu je

zavisla na mnozstvi métreného SAH. Horizontalni osa predstavuje cas, ve kterym byla dana

reakce métena. Ciselny tidaj nad vrcholem znaci konkrétni ¢as méteni.

Z téchto dat byly pomoci integrace ziskany hodnoty ploch pod kiivkou (dale jen ,,peak

area®). Jednotky vrcholi jsou umérné intenzité signalu. Hodnoty ploch pro optimalizaci RNA

jsou uvedeny v tabulce 14.
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Tabulka 14 A.: Naméiené hodnoty pro reakce s 500 pM GTP.
Koncentrace RNA [pM] Peak Area

|

61030
0 62576 60503
57903
310533
15 322200 321633
332166
319833
30 324266 329822
345366
285266
45 293966 294333
303766
324500
60 310966 311266
298333

Tabulka 14 A.: Naméfené hodnoty pro reakce bez GTP.
Koncentrace RNA [pM] Peak Area

|

11643
0 11556 10266
7598

226966
15 235400 236011

245666

288233
30 305866 297900

299600
270900
45 280433 281922
294433
275366
60 275733 284233

301600
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Obrazek 16: Graf zavislosti enzymatické aktivity E na koncentraci RNA o velikosti 35
pari. Modrou barvou je vyznaena kiivka pro reakce s 500 uM GTP, oranZovou barvou je

vyznacena kiivka pro reakce bez GTP. ,,Peak Area* predstavuje plochu pod kiivkou vrcholu.

Maximalni aktivita byla dosazena pii koncentraci RNA v rozmezi 15-30 uM, pfi¢emz

pro aktivni reakce byla zvolena koncentrace 12 uM.
Optimalizace GTP byla provadéna obdobné¢; jako kontrola byly pouzity reakce bez
RNA. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulkach 15A a 15B.
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Tabulka 15 A: Namérené hodnoty pro reakce s 30 phM RNA. x = hodnota, kterd nebyla
zapoctena kvili vysoké odchylce

Koncentrace GTP [pM] Peak Area

|

294100
0 286633 290022
289333
326833
250 343000 331644
325100
276266
500 325300 300783
2670 x
297233
750 317000 302566
293466
323833
1000 292800 312777
321700

Tabulka 15 A: Namérené hodnoty pro reakce bez RNA.
Koncentrace GTP [pM] Peak Area

&

13580
0 14516 14093
14183

60536
250 33943 41972
31436
59403
500 43956 49863
46230
68226
750 57620 68093
78433
127300
1000 139100 133966
135500

58



350000
300000
250000

200000

150000
100000 /
50000 /—' ——

0
0 250 500 750 1000

GTP [uM]

Peak Area

+30 UM RNA e - RNA

Obrizek 17: Graf zavislosti enzymatické aktivity E na koncentraci GTP. Zlutou barvou je
vyznacend kiivka pro optimalizaci s 30 pM RNA, cernd kiivka ptfedstavuje reakce bez RNA.

,Peak Area“ predstavuje plochu pod kiivkou vrcholu.

Maximalni aktivita byla dosaZena pti koncentraci 250 uM GTP, pficemz hodnota pouze
mirné klesala pfi vysSich koncentracich. Pro aktivni reakce byla zvolena koncentrace 400 uM
GTP. Hodnota ptfi 500 uM (2670) nebyla zahrnuta kvili vysoké odchylce, ktera mohla byt
zpusobena chybou pfi ptiprave.

Posledni optimalizovanou sloZzkou byl SAM. Jako kontrola byla pouZita simultanni

reakce bez E. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 16.
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Tabulka 15 A: Namérené hodnoty pro reakce s 0,5 pM E.
Koncentrace GTP [pM] Peak Area

&

455
0 554 495
477
129233
15 112766 118033
112100
237766
30 227733 234355
237566
317866
45 295366 299866
286366
335333
60 290933 319377
331866

Tabulka 15 A: Namérené hodnoty pro reakce bez E.
Koncentrace GTP [pM] Peak Area

&

273
0 227 219
158

2451
15 2206 2373
2462
5316
30 5355 5181
4873
8105
45 8015 8294
8762
10236
60 9647 10131
10509
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Obrazek 18: Graf zavislosti enzymatické aktivity E na koncentraci SAM. Zelenou kiivkou
je vyznacena zavilost aktivity s ptidavkem 0,5 uM E, ¢ervenou barvou je vyznacena kiivka pro

zavislost bez ptidavku E. ,,Peak Area* predstavuje obsah plochy pod vrcholem signélu.

Pro aktivitni reakce byla zvolena koncentrace SAM 25 uM.

5.3.2 Aktivita a inhibice komplexu E1-E12

Pro kvantifikaci pfeménéného SAM enzymatickou reakci byla vytvofena kalibra¢ni
ktivka pro SAH s koncentra¢nim rozsahem 0,3 — 10 uM (Obr. 20). Pfislu§né naméfené hodnoty
jsou uvedeny v tabulce 16.

Nasledné bylo provedeno meéfeni enzymatické aktivity E za rliznych podminek.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 17 a na obrazku 21.
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Obrazek 19: Hmotnostni spektra enzymatické aktivity komplexu E1-E12. Horizontalni osa

pfedstavuje cas, ve kterym byla méfend dand reakce. Vertikdlni osa pfedstavuje intenzitu

méfeného signalu. Ciselny signal oznaduje ¢as, ve kterym byla zméfena dana reakce.
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Tabulka 15 A: Namérené hodnoty pro reakce s 0,5 pM E.

Koncentrace SAH [pM] Peak Area x
12786
03 13253 12564
11653
21016
05 20930 20880
20693
40293
1 45666 42980
384866
43983
3 126633 121516
116400
124666
S 189100 190033
190966
208133
10 386500 379666
372833
400000 .
350000 y = 37648x +3701,9
300000
© 250000
f: 200000 o
§ 150000 _
100000 2
50000 .
0o ¥
0 2 4 6 8 10 12

¢ (SAH) [uM]

Obrazek 20: Kalibracni krivka. Zavislost koncentrace SAH na ploSe pod kiivkou (,,Peak
Area®).
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Tabulka 16. Hodnoty pro kvantifikaci enzymatické aktivity a inhibice E (E1).
Reakce Peak Area x ¢ (SAH) [pM]

120266
0,5 pM E1 166966 143111 3,70
142100

42746
0,SpM E 40866 40468 0,98
37793
5902
0,1 tM E 5957 5795 ~0
5526
12580
0,5 pM E - RNA 12410 12287 0,23
11873
5974
5858 5888 ~0
5833
5870
5907 5929 ~0
6011

0,1 pM E - RNA

0,5 M E + 1 pM SIN

5558
=+ =
0,1 p(M E + 1 pM SIN 5368 5430 ~0

5364
0,5 tM E + 20 pM 5244

SIN 5390 5333 ~0
5365
0,1 pM E + 20 pM 4775

SIN 5550 5202 ~0
5280
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Obrazek 21: Grafické znazornéni enzymatické aktivity. VSechny reakce obsahovaly 25 uM
SAM a 400 uM GTP. Vsechny reakce obsahovaly 12 uM RNA, vyjimku tvoii reakce
s oznacenim ,.— RNA®, které neobsahovali v reakci Zzddnou RNA. V reakcich byly pouzity 2
koncentrace E, ti jsou oznaceny v horizontalni ¢asti grafu. ,Peak Area® ptfedstavuje obsah
plochy pod kfivkou. Oranzovou barvou je vyznacena kontrola s podjednotkou El; Zlutou
barvou reakce s 0,5 uM a 0,1 uM E; ¢ervenou barvou kontrola bez RNA pro ob¢ koncentrace

E. Inhibice 1 uM SIN je zndzornéna zelenou barvou; riZovou barvou je zndzornéna inhibice pfi

20 uM SIN.

Z grafu je patrné, ze nejvyssi aktivitu vykazuje samotnéd podjednotka E1. Aktivita 0,5
uM komplexu E1-E12 je 3,5krat niZsi, ale stale dostate¢né vysoka. Naopak, 0,1 uM koncentrace
komplexu je pfili§ nizkd, aby byla efektivni. Kontrola bez RNA vykazuje pozitivni MTase
aktivitu, coz naznacuje, Ze 1 bez RNA dochézi k drobné methylaci slozek reakce. Inhibicni

reakce ukazuji, Ze koncentrace 1 pM SIN je dostate¢nd k uplné inhibici substratu.

5.3.3 ECso

Pro urceni poloviéni maximalni i¢inné koncentrace SIN byla pfipravena deseti nasobna
tedici fada. Rozsah koncentraci SIN byl od 1x107° uM do 1 uM pfi pouziti 0,5 uM E. Naméfené

hodnoty jsou uvedeny v tabulce 17 a zobrazeny na obrazku 21.
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Tabulka 17: Hodnoty odezvy pro méfeni ECso. X = hodnota nebyla zapoctena kvili vysoké

odchylce.
Reakce

Peak Area

=

105

10+

1073

102

10!

188000 x
236000
212000
203000
218000
223000
110000
108000
113000
12000
9480
9610
8250
8860
8610
13000
11200
13100
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110000
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12400
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Obrazek 22: Graf ECso pro SIN. Horizontalni osa oznacuje koncentraci SIN v dekadickém

logaritmickém méfitku. Vertikdlni os znac¢i enzymatickou aktivitu komplexu E1-E12

v jednotkach obsahu ploch pod ktivkou (,,Peak Area).

Z grafu je patrné, Ze ECso SIN pro 0,5 uM komplex E1-E12 z MPXV je 1x1073 uM

5.3.4 Kontrola E1 podjednotky

JelikoZ samostatna podjednotka E1 vykazovala zna€nou aktivitu, bylo tieba ovéfit, zda
aktivitu MTase domény ovliviiuji dal§i faktory jako napr. pfitomnost substrati dil¢ich
sptazenych reakci (TPase a GTase). Pro tento ucel byla vytvofena kontrola bez GTP, RNA a
také s ptidavkem 1 uM SIN. Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce 19 a na obrazku 24.

Na toto méfeni byl vytvofen samostatni kalibracni graf s kalibracni kiivkou. Namétené

odezvy signélu jsou uvedeny v tabulce 18 a vizualizovany v obrazku 23.
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Tabulka 18: Namérené hodnoty pro kalibra¢ni krivku.

Koncentrace SAH [pM]

Peak Area

=

0,3

0,5

10

195
517
303
407
438
361
217
328
259

80700
82900
80300

127000

122000

127000

233000

252000

241000

68

249

402

268

81300

125000

242000
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Obrazek 23: Kalibraéni graf s prisluSnou kalibra¢ni kiivkou pro SAH. ,Peak Area‘

predstavuje obsah plochy pod kiivkou.

Tabulka 19: Namérené hodnoty pro kontrolu proteinu E1.

&=

Reakce Peak Area

12

13

¢ (SAH) [pM]

8280
8260

8000
13400

-RNA 13900 13600

-GTP 8130

13600

27100

26900

69

0,13

0,66



30000

25000

20000
©
o
<<

< 15000
©
(O]
a

10000

- .
0
- GTP - RNA +1 uM SIN
Vzorky E1

Obrazek 24: Grafické znazornéni aktivity podjednotky E1. Vertikalni osa pfedstavuje
enzymatickou aktivitu proteinu E1. ,,Peak Area* = obsah vrcholu pod kiivkou. Koncentrace E1
predstavovala 0,5 uM, SAM 25 uM, GTP 400 uM. Symbol ,,-“ v horizontalni ¢asti znaci, ze

dana reakce neobsahovala pfislusnou slozku napr.: - GTP reakce neobsahovala substrat GTP.
Z méfeni podjednotky E1 je patrné, Ze jeji aktivita je vySsi nez u komplexu E1-E12.

Tento vysledek se projevil i ve vSech kontrolach. Je tedy mozné odhadnout, ze E1 bude schopna

methylovat nejen pozici N-7 v guanosinu (GTP), ale také samotnou RNA.
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6 Diskuse

Cilem této prace bylo biochemicky charakterizovat Cepickujici enzym z viru opicich
neStovic. Tento enzym se skladd z podjednotky E1, kterd obsahuje vSechny tfi katalytické
domény potiebné pro tvorbu cap-0. Od N-konce jsou za sebou fazeny domény TPase, GTPase
a MTase. TPase a GTPase nevyzaduji pro svou spravnou funkci dalsi enzymy nebo kofaktory,
coz vSak neplati pro MTase doménu, jejiz aktivita je stimulovana podjednotkou E12. V ramci
nasi prace jsme se zaméfili na zkouméani MTase domény (Chen et al. 2024).

Pro tento ucel bylo nezbytné piipravit dimerni komplex E1-E12. Tato ¢ast prace piinesla
nejvetsi vyzvu, protoze exprese podjednotky E1 byla obtiznd. Jak jiz bylo zminéno, pfiprava
vektori nebyla soucasti této prace, a tyto vektory byly pfipraveny doktorem Boufou a
doktorkou Landovou. Prvnim testovanym vektorem byl E1-E12 pSUMO. Byly zkouSeny
rizné transformacni a expresni podminky, avsak vysledky ukazaly netiplnou syntézu E1 a nizky
vytézek E12. Tento plazmid slouzil jako zaklad pro klonovani dalSich plazmid.

DalSimi testovanymi plazmidy byly E1 pKUMO a EI12 pKUMO. U prvniho
zminovaného plazmidu byl vysledek obdobny jako u ptedeslého vektoru, tedy neuplnd syntéza
El. Naopak E12 se exprimoval ve vys$si mife z plazmidu, ktery obsahoval samostatné gen pro
E12 (E12_ pKUMO), nez z plazmidu, ktery obsahoval oba geny, E1 i E12 (E1-E12_pSUMO).
Plazmid E12 pKUMO byl proto v této praci pouzit pro syntézu proteinu E12. Klonovani a
exprese proteinu ve vektoru pET-24 byly uspé$né, avSak problémem byla nevyhovujici
rozpustnost proteinu. Po téchto zjiSténich bylo rozhodnuto opustit expresi E1 v bakteriich E.
coli a ptejit k expresi v hmyzich buiikach S9.

Vyhodou exprese v hmyzich bunikdch je jejich schopnost provadét posttranslacni
modifikace a spravné sbalit protein (Usami et al. 2010). Nicméné, tento piistup je Casove
narocny, vyZaduje uskladnéni hmyzich bunék a je finanéné ndkladny na pfipravu
rekombinantnich proteinti. Gen nesouci E1 byl klonovan do vektoru pACEBac spolu s MBP na
N-konci. Tento vektor byl nasledné transformovan do bakterii DH10Bac. Z vybranych 6 kolonii
byl izolovan bacmid. Po transfekci do hmyzich bun€k Sf9 a zaznamenani vyrazné fluorescenci
bylo nezbytné zkontrolovat miru exprese pozadované¢ho genu. K tomu ucelu byl proveden
expresni test, jehoz vysledky jsou uvedeny v obrazku 11. Na zaklad¢ téchto vysledkl jsme byli
schopni pfipravit dostate¢né mnoZstvi rekombinantniho proteinu E1.

Izolace a purifikace obou proteini probihala odlisné. Podjednotka E12 byla po lyzi

bunek navdzana pres histidinovou kotvu na Ni-NTA resin. Nasledné byla provedena dialyza se
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Stépenim SUMO proteinu (s histidinovou kotvou) a reverzni afinitni chromatografie. Vzorek
vSak nedosahoval pozadované Cistoty, a proto byl podroben gelové permeacni chromatografii
(obr. 8). Po této chromatografii byly spojeny vybrané frakce a koncentrace proteinu byla
upravena na 75,63 uM. Téato koncentrace byla zvolena z divodu vyhodnéjSiho uskladnéni
vzorky.

Izolace proteinu El1 probihala na amylosovém nosi¢i. Tento resin byl pfidan k
bunécnému lyzatu. Po eluci v plastové koloné s fritou a kontrole SDS-PAGE (obr. 13) nebylo
vzorku proteinu E1 nutné dale purifikovat. Kvili ztratim béhem purifika¢nich metod jsme se
rozhodli nestépit MBP. Enzymatickd aktivita proteinu nebyla ovlivnéna ptitomnosti MBP
znacky, coz bylo potvrzeno doktorkou Chalupskou. Koncentrace proteinu E1 byla zvolena na
77,75 uM z diivodu snadnéj$iho smichani v spravném poméru se vzorkem proteinu E12.
Vzorky E1 a E12 byly smichané v poméru 1:1,5 (nadbytek E12) a findlni koncentrace komplexu
byla upravena na 58,26 uM. Tato vysoka koncentrace byla zvolena s ohledem na pozadavky
hmotnostniho analyzatoru. Pfi ptipravé vzorek pro aktivitni eseje bylo ze zasobniho vzorku
odebirdno mnozstvi v jednotkdch mikrolitrd. To zarucilo, aby se neposkodili ¢asti tohoto
ptistroje, které by mohlo nastat pfi vysSich koncentracich slozek, které jsou ptitomny v pufrech,
hlavné NaCl.

Enzymaticka aktivita N7-MTase domény podjednotky E1 byla testovana in vitro
aktivitnimi esejemi, kde se sledovalo mnozstvi vzniklého SAH. Tento produkt vznika
proménou SAM, ktery je donorem methylové skupiny. Methylace ¢epicky je poslednim krokem
v procesu, a proto byly do reakci zahrnuty vSechny slozky pottebné pro tvorbu cap 0 (35-merni
RNA, GTP, SAM).

Koncentrace enzymu 0,5 uM byla zvolena kvuli jeji dostatecné odezvé a vysokym
nakladlim na pfipravu enzymu. VSechny reakce byly zastaveny pfidavkem kyseliny mravenci,
ktera denaturuje proteiny. Kvantifikace SAH v jednotlivych vzorcich probihala na hmotnostnim
spektrometru s kvadrupdlovym analyzatorem v MRM rezimu.

Optimalni koncentrace slozek reakce je klicova pro spravné méfeni aktivity komplexu
E1-E12. Z tohoto diivodu byly provedeny tfi optimaliza¢ni experimenty pro tii hlavni substraty
Ucastnici se reakce. U kazdé reakce byla ménéna koncentrace jednoho substratu, zatimco
koncentrace ostatnich dvou sloZek zistaly konstantni. Jako kontrola byla zvolena také reakce
bez enzymu. Timto zptisobem jsme urcili optimalni koncentrace 35-merni RNA, GTP a SAM.

Pfi optimalizaci vstupniho mnozstvi RNA (obr. 16) se ukazalo, ze aktivita enzymu
prudce nariistd a nasledné s rostouci koncentraci RNA pomalu klesa. Optimalni koncentrace

RNA se pohybovala v rozmezi 15-30 uM. Zajimavé je, Zze kontrola bez GTP vykazovala
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vysokou aktivitu, ktera byla téméf identickd pii koncentraci 45 uM RNA. To naznacuje, ze
vazebné misto pro GpppN-RNA nemusi byt specifické a dochazi také k 2'-O-methylaci RNA.
Tento zavér je podporovan vysledky optimalizace GTP, kde aktivita zistava témét konstantni
1 pfi 0 uM GTP a jen velmi mirn€ se méni s koncentraci az 500 uM GTP. Maximalni aktivita
byla pozorovana pii koncentraci 250 uM GTP. Abychom predesli snizené aktivité kviili
vyCerpani substratu, byla zvolena koncentrace vyssi nez 250 uM, konkrétné 400 uM GTP.
Kontrola bez RNA ukazuje pomaly nartst aktivity, pficemz vyrazny skok nastava pii 1000 uM
GTP. To naznacuje, ze E1 miize methylovat také volnou GTP.

Posledni optimalizovanou slozkou byl SAM. V tomto grafu (obr. 18) je vidét, ze aktivita
enzymu linearné roste do koncentrace 30 uM SAM, poté nabira tvar hyperboly. Maximalni
enzymaticka aktivita byla dosazena pii 60 uM SAM, kdy jsou vSechna aktivni mista enzymu
obsazena substritem a reakce se fidi kinetikou nultého fddu. Pro naSi praci jsme zvolili
koncentraci 25 uM SAM, ktera je v poloviné maximalni enzymatické aktivity. Kontrola bez
prfidavku enzymu ukézala pouze nepatrné zvySovani aktivity, coz je zpusobeno vyssi
koncentraci SAM a Sumem v méfeni.

Pii méfeni enzymatické aktivity (obr. 21) byly zahrnuty kontroly bez RNA a také
samotna podjednotka E1. Byla odzkousSena 1 nizs§i koncentrace (0,1 uM) komplexu E1-E12. U
koncentrace 0,5 uM E byla za hodinu pii laboratorni teploté (25 °C) z 25 uM SAM proménéna
pouze 0,98 uM. Enzymaticka aktivita za téchto podminek nebyla vysokd; vysSich hodnot
bychom doséhli pti inkubaci pii 37 °C. Nicméné, pfi této teploté by mohly byt vysledky
zkreslené, protoZe enzymaticka inhibice SIN by nemusela probihat spravné.

Zjistili jsme, Ze koncentrace 0,5 pM enzymu je hrani¢ni a pfi niz$i koncentraci
enzymaticka reakce neprobihd. Kontrola bez RNA potvrdila ¢astecnou methylaci GTP, pficemz
z 25 uM SAM se proménilo pouze 0,23 uM. U podjednotky E1 byl zaznamenén ptekvapivy
vysledek: ve vSech triplikatech byly pozorovany vysoké koncentrace SAH. To naznacuje, Ze
aktivita E1 je 3,5x vyssi nez u komplexu E1-E12, pfi¢emZ se proménilo az 3,7 uM SAM.

Nasim hlavnim cilem je hledani novych inhibitorti pro virové methyltransferazy. V této
souvislosti jsme testovali inhibici ¢epickujiciho enzymu z MPXV nespecifickym inhibitorem
MTase, sinefunginem (SIN). Byly zvoleny koncentrace 1 uM a 20 pM této latky. Inhibice byla
vyznamna nejen pii vyS$§i koncentraci, ale i pfi 1 uM SIN, coz vedlo k rozhodnuti déle
prozkoumat efektivni davku (ECso).

Pro urceni ECso byla vytvoiena desitkova fedici fada v rozsahu 1 x 10 az 1 uM SIN.
Inhibice dosdhla téméf minima. Z grafu (obr. 21) byla odvozena ECsg pfiblizné 1 x 1073 uM

pro 0,5 uM komplex E1-E12. Tato nizké koncentrace indikuje vysokou potenci inhibitoru.
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V posledni ¢asti jsme se zaméiili na testovani aktivity samotné podjednotky El.
Vsechny vzorky byly kontrolni, zahrnujici reakce bez GTP, bez RNA nebo s ptidavkem 1 uM
SIN. Z hodnot kalibra¢ni kiivky (tab. 18) a rovnice (obr. 23) nebylo mozné definitivné urcit
finalni koncentraci proménéného SAM. Podle namétenych hodnot (tab. 19) a porovnani s
hodnotami v tabulce 18 je vidét, ze SAM byl spotiebovany ve vSech reakcich. AvSak podle
ptislusné rovnice neprobihala reakce pouze u kontroly bez GTP. U reakci bez ptidavku RNA a
s 1uM ptridavkem SIN je pozorovana zvySena aktivita i pfes hodnoty kalibrac¢ni kiivky
(Obr. 23). Podle rovnice se v reakci bez RNA proménilo 0,13 pM SAM, coz ptedstavuje 0,5 %
z puvodniho mnozstvi. Skutecnou spotfebu SAM lze pouze odhadovat, ale tento vysledek
naznacuje methylaci volné GTP podjednotkou E1, jelikoz se v dané reakci nenachézi RNA jako
dal$i mozny substrat. Méfenim methylované GTP ve vzorkach na hmotnostnim spektrometru
bychom dokazali ur€it, zda se SAM skute¢né spotifeboval na methylaci volné GTP. Doposud
nejsou zaznamendna zadna studie, které by podpofili nebo vyvratili tuto myslenku. Pfi reakei s
1 uM SIN byla viditelna dvakrat vyssi aktivita nez u reakce bez RNA. Navzdory pfitomnosti
inhibitoru, ktery pfi stejnych podminkach plné inhiboval komplex E1-E12, zde vidime
vyznamnou aktivitu. Podle rovnice se proménilo 0,66 uM SAM, coz piedstavuje 2,5 %
z ptivodniho mnozstvi, avSak skutecnd koncentrace SAH se miize pohybovat pod 3 uM dle
hodnot z tabulky 18. Pro potvrzeni skute¢nych namétenych hodnot SAH by bylo potieba
zopakovat méfeni s novymi pfipravenymi vzorky pro stanoveni kalibra¢ni kiivky a s uz$im
rozsahem do 3 pM. Kontrola s 0,5 uM E1 a jeji pivodni méfeni potvrzuji, Ze podjednotka E1
je sama o sobé¢ aktivni.

Cepickujici enzymy z MPXV a VACV vykazuji vysokou miru homologie, coz vedlo k
ocekavani, ze vysledky této prace budou podobné tém, které byly ziskdny pro VACV, jakoZzto
nejvice prozkoumaného Cepickujicitho enzymu. Nicménég, vysledky ukazuji, Ze 1 pfes témet
identickou katalytickou podjednotku (E1/D1) existuji vyznamné rozdily. Podle Pefa et al.
(2007) je MTase aktivita D1 ptiblizn€ 40-50krat nizsi nez v komplexu s D1-D12. Naopak, nase
vysledky ukazuji, Ze samostatna podjednotka E1 je 3,5krat aktivnéjsi nez v komplexu E1-E12.
To naznacuje, Ze E12 miiZe mit spiSe regulacni roli ve virové replikaci nez stimulovat MTase
aktivitu. Podjednotka E1, kterd se jen malo li$i od D1, vykazuje vyssi MTase aktivitu a nemusi
byt tolik stimulovana. Naopak, vys$si aktivita E1 mliZze znamenat, ze E12 reguluje vznik cap-0.
Heterodimér E1-E12 se pravdépodobné ucastni regulace transkripce podobné jako komplex
D1-D12. Pro hlubsi pochopeni tohoto mechanismu a roli E1 a E12 by bylo nezbytné zkoumat

jejich vliv ve viru jako celku.
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7 Zavér

Cile prace: Vsechny cile této prace byly Gspésné splnény, véetné charakterizace jak
dimerniho komplexu E1-E12, tak i samotn¢ podjednotky E1.

Piiprava a purifikace proteini: Podjednotka EI12 byla UspéSné¢ piipravena v
expresnim systému bakterii E. coli (E12 pKUMO). Komplikace spojené s piipravou
velké podjednotky byly vyfeSeny pouzitim hmyzich bunék z linie Sf9, kde byla
dosazena znacna exprese. Oba proteiny byly purifikovany afinitni chromatografii,
pricemz pro E12 byla pouzita také gelova permeacni chromatografie.

Studium enzymatické aktivity: Pro studium in vitro MTase aktivity byly nejprve
provedeny optimalizacni reakce pro RNA, GTP a SAM. Mira aktivity komplexu E1-
E12 byla zméfena pomoci aktivitnich a inhibi¢nich eseji. Byla rovnéZ identifikovana
substratova nespecificnost MTase domény. Stanovili jsme ECso pro sinefungin a ovéfili
aktivitu podjednotky E1. Mira aktivity byla méfena pomoci hmotnostniho spektrometru
s kvadrupolovym analyzatorem v MRM rezimu.

Vyznam vysledkii: Vysledky této prace ukazaly odchylky v cEepickujicim enzymu
poziistavajiciho z proteinového komplexu E1-E12 MPXV oproti jinym virim z rodu
Orthopoxviridae. Studium MTase domény proteinu E1 ukézal odliSnost v enzymatické
aktivit¢ od homolognich enzyma téhoz typu. Tato skuteCnost mize napomoct
v budoucim vyvoji Iéku pro MPXV. Poznatky z této prace mohou piispet k dalsimu

vyzkumu a lep§imu pochopeni virovych mechanismd, které maji globalni vyznam.
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