METODY

Exprese a purifikace proteini flavivirovych proteini

Umélé geny flavivirovych proteinii NS5 byly ziskany od spole¢nosti EVAg (z angl. European
Virus Archive goes Global). Sekvence kodujici RARp domény byly zaklonovany do vektoru
pET28b pomoci Gibsonovi reakce. Vysledné proteiny nesly na N-konci histidinovou kotvu
(6xHis), za kterou nasledovalo §tépné misto pro TEV proteazu. Sekvence kddujici MTazovou
doménu byla zaklonovdna pomoci restrikéniho klonovani ($t€pna mista BamHI a Xhol)
do vektoru pSUMO, ktery byl pfedem piipraven u nas v laboratofi. Vysledny protein
obsahoval His-SUMO (8xHis-SUMO) kotvu na N-konci.

Vsechny proteiny byly exprimovéany a purifikovany s vyuzitim standardnich protokoll pro
virové enzymy v systému E. coli. Geny byly exprimovany v kmeni E. coli BL21-CodonPlus
(DE3) RIL v LB médiu doplnéném o 50uM ZnSO4 a ImM MgCl,. Bakterie byly sklizeny
centrifugaci, resuspendovany a poté sonikovany v lyzaénim pufru (50 mM Tris-HCI pH 8,0,
20 mM imidazol, 500 mM NaCl, 10 % (v/v) glycerol, 3 mM B-merkaptoethanol). Po lyze
bunék byl supernatant navdzan na Ni-NTA agar6zové kulicky (Macherey-Nagel), promyt
lyza¢nim pufrem se zvySenou koncentraci NaCl na 1 M a protein byl nasledné eluovan

pomoci lyzacniho pufru obsahujici 300 mM imidazol.

U vsech RdRp a NS5 proteinii byla histidinova kotva $tépena pomoci TEV proteazy
v dialyzaénim stfevu proti lyzaénimu pufru pii 4 °C pifes noc a proteiny byly dale
purifikovany pomoci afinitni chromatografie za vyuziti kolon HiTrap Heparin HP, HiTrap Q
HP nebo HiTrap SP HP (Cytiva). Nasledovala gelova permeacni chromatografie na koloné
Superdex 200 16/600 (GE Life Science) v pufru o slozeni: 20 mM CHES pH 9,5,
800mM NacCl, 10 % (v/v) glycerol a 1 mM TCEP.

V ptipad¢ MTaz byla SUMO kotva odstépena pomoci Ulpl protedzy za dialyzy proti
lyzacnimu pufru pii 4 °C ptes noc. Odstépend kotva byla odstranéna pomoci Ni-NTA
agarozovych kulicek a proteiny byly dale purifikovany pomoci gelové permeacni
chromatografie na kolon€ Superdex 75 16/600 (GE Life Sciences) v pufru o sloZeni 25 mM
HEPES pH 7,5, 500 mM NacCl, 5% glycerol a I mM TCEP. Na zavér byly precisténé proteiny
koncentrovany na koncentraci 4 mg/ml v ptipadé RdRp a NS5 proteintt a na 10 mg/ml

v ptipad¢ MTéaz a poté zmrazeny pii -80 °C a uchovany pro dalsi pouziti.



Exprese a purifikace proteinii ze SARS-CoV-2

Geny kodujici proteiny NSP7, NSP8 a NSP12 ze SARS-CoV-2 byly ziskdny komercné
(Invitrogen). Gen koédujici sekvenci proteinu NSP7 byl zaklonovan do prvni pozice pro
klonovani do upraveného vektoru pRSF-Duet obsahujici histidinovou kotvu (6xHis) na N-
konci, nasledovanou GBI solubiliza¢ni kotvou, spojovaci sekvenci 10 asparaginovych zbytka
a Stépnym mistem pro TEV protedzu. Do druhé klonovaci pozice byl nésledné zaklonovan
gen pro NSP8, ktery neobsahoval zadnou kotvu. Gen kodujici sekvenci proteinu NSP12 byl

zaklonovan do vektoru pAceBac obsahujici histidinovou kotvu na C-konci.

Komplex proteinu NSP7 a NSP8 byl exprimovan v kmeni E. coli BL21-STAR (DE3) v LB
médiu. Bakterie byly sklizeny centrifugaci, resuspendovany a poté sonikovany v lyza¢nim
pufru (50 mM HEPES pH 7,5, 20 mM imidazol, 300 mM NaCl, 10 % glycerol, 3mM f-
merkaptoethanol). Po centrifugaci byl supernatant navazdn na Ni-NTA agar6zové kulicky
(Macherey-Nagel), promyt lyza¢nim pufrem se zvySenou koncentraci NaCl na 1 M a protein
byl nasledné eluovan pomoci lyza¢niho pufru obsahujici 300 mM imidazol. 6xHis-GB1 kotva
byla odstépena pomoci TEV protedzy a oddélena od proteinu navazanim na Ni-NTA
agarozové kulicky za stejnych podminek, jak bylo popsano vyse. Komplex proteini
NSP7/NSP8 byl nasledné purifikovan pomoci gelové permeacni chromatografie na koloné
Superdex 75 16/600 (GE Life Sciences) v pufru o sloZzeni 20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM
NaCl, 3mM p-merkaptoethanol. Cisté proteiny byly nasledné zakoncentrovany na koncentraci

5 mg/ml, zmraZeny v kapalném dusiku a uchovany pti -80°C k dal§imu pouZiti.

Plazmid s NSP12 byl pouzit k pfipravé rekombinantniho bakuloviru, kterym byly infikovany
buniky Sf9. Po 68 hodinach byly buiky sklizeny centrifugaci, resuspendovany v lyzacnim
pufru (20 mM HEPES pH 7,5, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, 3mM MgCl,, 10% (v/v)
glycerol, 3mM B-merkaptoethanol) a sonikovany (Q700 Sonicator, QSonica). Bakterialni
lyzat byl nasledné centrifugovdn a supernatant byl poté inkubovan s Ni-NTA agardzou,
promyt lyzaénim pufrem a eluovdn pomoci lyzacniho pufru se zvySenou koncentraci
imidazolu (300 mM). Nasledovala gelova permeacni chromatografie na koloné¢ Superdex 200
16/600 (GE Healthcare) v pufru (20 mM HEPES pH 7,4, 300 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 10 %
(v/v) glycerol a 3 mM B-merkaptoethanolu). Cisty protein NSP12 byl zakoncentrovan

na koncentraci 5 mg/ml, poté zmrazen v tekutém dusiku a uloZen pfi -80 °C k dal§imu pouziti.



Krystalizace a krystalograficka analyza

Krystaly Ntaya RdRp a MTazy v komplexu se SAHem rostly 7 dni pii 18 °C v uspotradéani
sedici kapky. Krystalizacni smés tedy obsahovala protein a roztok se srazedlem (0,1 M
Trizma/Bicin pH 8,5, 0,02 M smés monosacharida, 10 % (w/v) PEG 4000, 20 % (v/v)
glycerol) v poméru 1:1 (200 nl kazdé¢). GTP bylo pfidano v koncentraci 10 mM za pfitomnosti
ImM Mg?" a smé&s byla inkubovéna s krystaly pfes noc. Krystaly Ntaya MTazy v komplexu
se sinefunginem rostly dva tydny v krystalizacni desticce v uspotadani sedici kapky. Roztok
obsahoval 4,0 M mravencan sodny. Krystaly nevyzadovaly kryoprotekci, a tak byly ihned

zmrazeny v kapalném dusiku.

Krystaly Ntaya a Zika MTaz pouzité ke krystalizaci s latkou AT-9010 narostly za 4 dny
pti 18 °C. SloZeni roztoku v jamce v ptipadé Ntaya viru bylo 0,2 M trihydrat octanu sodného,
0,1 M HEPES sodny pH 7,5, 25% (w/v) PEG 3350 a v pfipad¢ Ziky 0,2 M MgCl,, 0,1 M
HEPES pH 7.5, 25% (w/v) PEG 3350. Krystaly byly poté inkubovany s latkou AT-9010 pies
noc v piitomnosti 1 mM Mg?*. Krystaly byly nasledné ochranény proti namrznuti piidinim

20% glycerolu a zamraZeny v tekutém dusiku.

Datasety byly ziskdny bud’ méfenim na domacim zdroji (rota¢ni anoda, Rigaku Micromax-
007 HF) nebo na synchrotronu BESSY II V Berliné. Data byla integrovana a Skalovana
pomoci XDS. Problém fazi byl feSen pomoci molekularniho nahrazeni s vyuZitim struktur
Zika MTazy (PDB: SMRK) a polymerazy viru zluté zimnice (PDB: 6QSN). Poc¢ate¢ni modely
byly ziskany pomoci Phaser programu z balicku Phenix a dale zpfesiiovani automaticky
pomoci Phenix refine a manudlni stavbou modelu v programu Coot. Atomové soufadnice

a strukturni faktory byly uloZzeny v PDB databazi.

Stanoveni polymerazové aktivity flavivirovych RdRp pomoci detekce prodluZovani

primeru

Polymerazova aktivita RdARp domén proteinu NS5 byla stanovena v reakci, kdy dochézelo
k prodluzovani fluorescenéné znaceného RNA primeru (Cy5 5’-
AGAACCUGUUGAACAAAAGC-3’) podle templatu (5’-AUUAUUAGCUGCUUUUGU-
3’). Reakce byla provedena v reakéni smeési obsahujici 30 nM protein, 10 nM komplex
templat/primer RNA, 10 uM NTP v reakénim pufru (5 mM Tris-HCI pH 7,4, 10 mM DTT,
0,5 % Triton X-100, 1% glycerol, 3 mM MnCl,) v celkovém objemu reakce 20 ul. Reakce

byly inkubovény pii 33 °C jednu hodinu, nésledné zastaveny pfidanim denaturujiciho pufru
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obsahujiciho 80% formamid a 50mM EDTA. Vzorky byly poté denaturovany pii 95 °C
10 minut a produkty byly rozdéleny pomoci 20% denaturujiciho polyakrylamidového gelu
(8 M mocovina, 1x TBE, 20% akrylamid (19:1)). Data byla kvantifikovana pomoci programu
ImagelJ (NIH) a byla vyhodnocena v programu GraphPad Prism (Dotmatics). Ziskand data

byla v grafech proloZzena sigmoidalni kiivkou zavislosti odpovédi na davce.

Stanoveni polymerazové aktivity proteini ze SARS-CoV-2 pomoci detekce prodluZovani

primeru.

Metoda byla provedena stejn¢ jako bylo popsano vyse pro flaviviry s nékolika obménami. Byl
pouzit reakéni pufr o sloZzeni 10 mM Tris pH 8.0, 2 mM MgCl;, 10 mM KCIl, 1 mM -
merkaptoethanol. Celkovy objem reakce byl 10 ul a reakéni smés obsahovala 10 pM NTP,
0,5 uM komplex primer/templat RNA, 1 uM NSP12 a 3 uM NSP7/NS8. Rovnéz se lisila
sekvence primeru (HEX-5-AGAACCUGUUGAACAAAAGC-3') a templatu (5'-
AUUAUUAGCUGCUUUUGUUCAACAGGUUCU-3"

Stanoveni polymerazové aktivity proteini ze SARS-CoV-2 pomoci radioaktivniho

méreni detekce prodluZovani primeru

Jako primer byla pouZita RNA P-5'-AGAACCUGUUGAACAAAAGC-3' a jako templat T-5'-
U25-GCUUUUGUUCAACAGGUUCU-3" a bylo pfidano 0,01 pCi/puL [a-32P]-ATP. Po
inkubaci bylo 5 ul reakce naneseno na celulézovou membranu s aniontovou vymeénou
(WhatmanTM Grade DE81 DEAE cellulose paper; GE Healthcare) v triplikatech. Membréana
byla nasledné¢ vysuSena a Sxpromyta roztokem 0,125 mM Na,HPO4, vodou a ethanolem
a znovu vysuSeny. Suchy filtrani papir byl nasledné vloZen do vyvoléavaci kazety s filmem
pfes noc a umistén do -80°C. Nasledné byl film analyzovan za pomoci vizualizace fosforu.
Desticka byla skenovana na zafizeni Amersham Typhoon 5 Biomolecular Imager
(GE Healthcare), produkty byly kvantifikovany pomoci softwaru Image Studio Lite (LI-COR)
a data byla zpracovana v GraphPad verze 6 (GraphPad Prism verze 6, GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).

Stanoveni aktivity flavivirovych MTaz

MTézova aktivita byla stanovena kolegyni RNDr. Dominikou Chalupskou Ph.D. Byl pouzit
RNA substrat s m7Gp3A cepickou sekvencné odpovidajici piislusnému viru. Reakéni smés
obsahovala 4uM SAM, 4uM RNA s m7Gp3A cepickou v reakénim pufru (SmM Tris pH 8,0,

1 mM TCEP, 0,1 mg/ml BSA, 0,005% Triton X-100, 1 mM MgCl,). Reakce byla zahéjena
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piidanim ptislusné MTazy o vysledné koncentraci 0,5 uM v celkovém objemu 6 pl. Reakéni
smés byla inkubovana pti 25 °C po dobu 0-100 minut a analyzovéna pomoci systému Echo
spojené¢ho s kvadrup6lovym hmotnostnim spektrometrem Sciex 6500 s ioniza¢nim zdrojem
typu elektrosprej. Aktivita MTaz byla méfena na zakladé mnozstvi reakéniho produktu,

kterym byl SAH.



