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KOPSAVILKUMS

SARS-CoV-2 paradijas 2019. gada nogalé un atri vien kluva par nopietnu draudu
sabiedribas veselibai, radot vajadzibu pec terapeitiskiem lidzekliem ta izraisitas slimibas
Covid-19 arstéSanai. Viens variants ir radit potentu inhibitoru pret kadu no proteiniem, kas
nepiecieSams virusa dzives cikla istenosanai. Potencials mérkis ir nestrukturalais proteins 14
(nsp14), kura metiltransferazes aktivitate svariga virusa mRNS stabilitatei un translacijai.

Darba mérkis bija iegut aktivu SARS-CoV-2 nspl4/nspl10 kompleksu un, veicot KMR
fragmentu skriningu, meklét savienojumus, kas saistas ta metiltransferazes aktivaja centra (S-
adenozil-L-metionina (SAM) saistiSanas kabata). P&tijuma ietvaros E. coli ekspresijas sisttma
tika producéti nsp14 un nsp10 proteini un tika veikts nsp14/nsp10 kompleksa KMR skrinings
695 fragmentu bibliotekai. No 47 savienojumiem, kas KMR eksperimentos uzradija saistibu,
divi konkurgja ar SAM analogu sinefunginu, noradot uz to, ka ir spgjigi saistities
metiltransferazes aktivaja centra.

Bakalaura darbs tika izstradats Latvijas Organiskas sintézes institiita, Valsts p&tijumu
programmas (VPP) “Covid-19 seku mazinaSanai” projekta “Jaunu terapeitisko un
profilaktisko Iidzeklu izstrade pret Covid-19 un koronavirusiem” ietvaros.

Atslegvardi: SARS-CoV-2, metiltransferaze, proteinu producésana, KMR

skrinings, fragmenti



SUMMARY

SARS-CoV-2 first appeared at the end of 2019 and quickly became a serious public
health threat, creating a need for therapeutic agents that could treat the disease. One option is
to develop a potent inhibitor against a protein that is crucial for the viral life cycle. One such
potential target is the non-structural protein 14 (nsp14) that acts as a methyltransferase and is
important for viral mRNA stability and translation.

The main objective of this work was to produce an active SARS-CoV-2 nspl4 and
using NMR fragment screening look for compounds that bind to the S-adenosyl-L-methionine
(SAM) binding pocket. In this study, nspl4 and nsplO were produced in the E. coli
expression system and a library of 695 fragments was screened on the nsp14/nspl0 complex
using NMR spectroscopy. Out of the 47 compounds that showed binding in the NMR
experiments, two showed competitive binding with the SAM analog sinefungin, indicating
that they bind at the methyltransferase active site.

The work was carried out at the Latvian Institute of Organic Synthesis as a part of the
State Research Program project “Towards new therapeutic and prophylactic treatments
against Covid-19 and coronaviruses”.

Keywords: SARS-CoV-2, methyltransferase, protein production, NMR screening,

fragments



APZIMEJUMU SARAKSTS

CPMG - Carr-Purcell-Meiboom-Gill

DMSO - dimetilsulfoksids

DNS — dezoksiribonukleinskabe

DTT - ditiotreitols

EDTA - etiléendiamintetraetikskabe

HSQC - heterokodola viena kvanta koherence
ITK — izotermalas titréSanas kalorimetrija

IPTG — izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozids
KMR — kodolu magn&tiska rezonanse

KOE — kodolu Overhauzera efekts

LB — lizogéna barotne

MES — 2-(N-morfolino)-etansulfonskabe

OD600 — optiskais blivums pie 600 nm

RNS — ribonukleinskabe

SAH — S-adenozil-L-homocisteins

SAM - S-adenozil-L-metionins

SARS — Severe acute respiratory syndrome
MERS — Middle eastern respitory syndrome

SDS — natrija dodecilsulfats

SDS-PAGE — natrija dodecilsulfata poliakrilamida géla elektroforéze
SOC — superoptimala barotne ar katabolitu supresiju
STD - saturation transfer difference

Tris — 2-amino-2-(hidroksimetil)-propan-1,3-diols
UV — ultravioletais starojums

waterLOGSY — Water-Ligand Observed via Gradient SpectroscopY
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IEVADS

SARS-CoV-2 ir viruss, kura izraisita slimiba Covid-19 var atstat smagas sekas uz
cilveku veselibu. Paslaik pieejamas vairakas vakcinas pret So virusu, tacu to efektivitate ar
laiku mazinas, ka arf ir atSkiriga pret dazadiem virusa celmiem. Efektivas zales pret Covid-19
vél nav izstradatas. Virusa nspl4 ar N7-guanilmetiltransferazes aktivitati ir viens no
enzimiem, kas piedalas virala mRNS cap struktiiras radi$ana. ST struktiira nodro$ina mRNS
stabilitati, translaciju un izvairiSanos no imiinsistémas detekcijas un ir nepiecieSama virusa
dzives ciklam. Tas padara nsp14 par potencialu zalu mérki.

Uz fragmentiem balstita zalu atklaSana ir plasi izmantota pieeja, lai raditu jaunus
terapeitiskos lidzeklus. Pirmais solis ir fragmentu skrinings, kura meérkis ir identificet
savienojumus, kas saistas pie konkréta mérkproteina. Talakie zalu attistiSanas soli balstas uz
So savienojumu modificéSanu, lai iegitu inhibitorus ar augstu saistiSanas stiprumu un
selektivitati.

Darba merkis ir identificét savienojumus, kas saistas metiltransferazes nsp14 aktivaja
centra

Darba uzdevumi:

e veikt proteinu nsp14 un nsp10 attiriSanu
e parbaudit nsp14/nsp10 kompleksa aktivitati
e veikt KMR skriningu 695 fragmentu bibliotekai

e analizet skrininga datus



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. SARS-CoV-2 viruss

SARS-CoV-2 tika atklats 2019. gada decembri Kina, un saistiba ar ta straujo izplatibu
2020. gada 11. marta Pasaules Veselibas organizacija pasludinaja pandémiju'. Tas ir tresais
zoonotiskais beta koronaviruss, kas paradijies kops$ 21. gs. sakuma — pirmais bija SARS-CoV-
1 2003. gada, kas paradijas Kina un izplatijas pa 30 valstim, un tam sekoja MERS-CoV 2012.
gada, kur§ skara 26 valstis, pie tam mirstiba no §1 virusa tika novértéta pie 30%

Péc 2022. gada maija datiem, ar SARS-CoV-2 izraisito slimibu Covid-19 slimojusi
525 miljoni cilvéku, no kuriem 6,3 miljoni ir mirusi, tacu pétijumi liecina, ka patiesais navju
skaits ir pat daudz augstaks’. Galvenie Covid-19 simptomi ir drudzis, klepus, nogurums un
griitibas elpot’. Slimiba var radit nopietnus bojajumus galvenokart plau$am, var skart ari
nieru, smadzenu un sirds darbibu’. Tostarp aptuveni 10% Covid-19 slimnieku tadi simptomi
ka nogurums, kruskurvja sapes, locitavu sapes un kognitivie trauc€jumi var saglabaties
ilgstosi no vairakam nedg]am lidz pat ménesiem, ko d&veé par long covid jeb garo covid®.

Arkartas apstak]os rekordliela atruma — nepilna gada laika kop$§ pandémijas sakuma —
paradijas pirmie vakcinu kandidati pret SARS-CoV-2, no kuram tris galvenie ir uz mRNS
tehnologiju balstitas Pfizer&BioNTech un Moderna vakcinas, kuras sakotngjos kliniskajos
pétijumos uzradija 95% efektivitati, un uz adenovirusa bazes izstradata AstraZeneca vakcina
ar novérteto efektivitati 67%’. Tadu $o vakcinu efektivitate laika gaita ievérojami samazinas,
jo ar laiku asinis mazinas pret pika proteinu izstradato antivielu koncentracija®. Aktuala ir ari
virusa mainiba un jaunu ta variantu raSanas, pret kuriem vakcinas ir vél jo mazak efektivas.
Vakcinas izraisa antivielu veidoSanos pret virusa pika (spike) proteinu, tatu no vakcinam giita
imiina atbilde ir vajaka pret tiem SARS-CoV-2 variantiem, kuros §is proteins ir akumulgjis
daudzas mutacijas”'’. Joprojam aktuali radit efektivus terapeitiskos lidzeklus pret SARS-
CoV-2 un potencialiem jauniem koronavirusiem nakotng€. Viena iespgja ir jau eksistgjoSu
zalvielu parprofiléSana, piem&ram, zalu remdesivir parprofilésana, tacu §1 pieeja nav bijusi
ipasi efektiva''. V@&l viena iesp&ja ir radit jaunas zales konkréti pret kadu no 31 virusa
proteiniem, kas nepiecieSami virusa dzives cikla realizacijai.

SARS-CoV-2 pieder pie positive-sense ssSRNS (+RNS) virusiem, pie valsts Riboviria,
kartas Nidovirales, dzimtas Coroniridae, apakSdzimtas Corovirinae. Ta genoms ir 29,9 kb
liels — divas treSdalas virusa genoma aiznem divi atvértie lasiSanas ramji: Orfla un Orflab.
To kodetie poliproteini (attiecigi ppla un pplab) tiek autoproteolitiski saskelti par

16 nestrukturalajiem proteiniem (non-structural proteins jeb nsp), starp kuriem ir gan enzimi,



gan to paligproteini, kuru funkcija ir nodroSinat veiksmigu virusa genoma replikaciju,
transkripciju un translaciju inficétaja eikariotu $iina. TreSdalu genoma veido géni, kas kode
virusa strukturalos proteinus — pika (S), apvalka (E), membranas (M) un nukleokapsida (N)

proteinus'* (1. attels).
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1. attels. SARS-CoV-2 genoma struktiira un kodétie proteini.'?
Figure 1. SARS-CoV-2 genome structure and encoded proteins.'

1.2. Virusa mRNS cap struktara.
1.2.1. Cap veidoSanas.

Virusa RNS transkripcija notiek inficétas Stinas citoplazma. Tai seko jaunsintezetas
mRNS capping process, kura iesaistiti pieci no virusa nestrukturalajiem protetniem. Vispirms
péc RNS sintézes nspl3, kuram piemit RNS trifosfatazes aktivitate, noskel terminalo
y-fosfatgrupu no adenozina trifosfata (5’ pppA — ppA). Tad nspl2, kas funkcioné ka RNS-
guaniltransferaze, adenozina difosfatam pievieno guaninu, gener&jot GpppA cap struktiiru.
P&c tam nspl4, kam piemit N7-metiltransferazes aktivitate, metilé guanina N7 poziciju, radot
m7G jeb cap-0 struktiru. Visbeidzot nspl6/nspl0 komplekss ar 2’-O-metiltransferazes
aktivitati veic cap-0 struktiiras ribozes 2’-O metilésanu, pabeidzot viralas mRNS cap

struktiiras formesanu — §ada stadija to sauc par cap-1 struktiiru'® (2. attgls).
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2. attels. SARS-CoV-2 mRNS capping mehanisms.
Figure 2. SARS-CoV-2 mRNA capping mechanism.
1.2.2. Cap funkcijas.

ST modificédana padara virusa mRNS lidzigaku eikariota mRNS, kam ari ir cap
struktiira, ko transkripcijas procesa laika Stinas kodola pievieno RNS polimeraze II. Cap
struktira nodro§ina mRNS translaciju, laujot saistities eikariotu translacijas iniciacijas
faktoram 4E (precizak, ta subvienibai eIF4AE)'*". Cap struktiira ari ir svariga ribosomu
saisti$anai un lai izvairitos no 5’ — 3’ eksoribonukledzu degradacijas'®. Pie tam mRNS bez
cap struktiiras, specifiski bez 2’-O metiléSanas, ko veic nspl6/nspl0 komplekss, izsauc

e e [ e e o1 .. 17.18
iminsistémas atbildi — pastiprinatu antiviralo citokinu ekspresiju'”'®.

1.2.3. Nsp14 — bifunkcionals enzims

Viens no nestrukturalajiem proteiniem, kas nepiecieSams virusa genoma replikacijai
inficetajas Sinas, ir nspl4. Tas ir 60 kDa liels enzims, kur§ sastav no diviem galvenajiem
doméniem — N-terminalas dalas eksoribonukleazes (ExoN) doména un C-terminala
metiltransferazes (MTazes) doména. Abus doménus savieno hinge jeb enges doméns
(3.attels). N-terminalas dalas 3° — 5’ proofreading eksoribonukleazes aktivitati atklaja
Minskaia et al 2006. gada'’. ExoN aktivitatei nepiecieSams aktivéjosais kofaktors nsp10 — tas

ir 16 kDa liels proteins, kas satur divus cinka pirkstu motivus, funkcioné ka vairaku virusa
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replikativo enzimu aktivacijas kofaktors™. Nspl0, saistoties pie ExoN doména, izmaina ta
aktiva centra konformaciju, palielinot aktivitati 35 reizes™'.

Savukart nsp14 C-terminalajai dalai piemit N7-guanina metiltransferazes aktivitate, ko
atklagja Chen et al 2009. gada®. Nspl4 ka metilgrupas donoru izmanto S-adenozil-L-
metiontnu (SAM). MetiléSanas rezultata rodas m7G cap-0 struktira un S-adenozil-L-

homocisteins (SAH).
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3. att€ls. Nspl4/nsp10 kompleksa struktiira. Zila krasa — 3’- 5 eksoribonukleazes doméns,

dzeltend — N7-guanilmetiltransferazes domeéns, roza — enges doméns, oranza — nsp10.%°

Figure 3. Nspl4/nspl0 complex structure. Shown in blue — the 3’— 5’ exoribonuclease
domain, in yellow — the N7-guanyl methyltransferase domain, in pink — the hinge domain, in

orange —nspl0.

MTazes doména aktivitatei nav nepieciesams kofaktors nsp10. Doménu veido 12 beta
k&des un piecas alfa spirales, centrala beta plaksne sastav no piecam beta k€dem (beta 11, 12,
14, 15,22).%

SARS-CoV-1 nspl14/10 kompleksa kristala struktiira tika publicéta 2015. gada,** krio-
EM struktiira publicéta 2021. gada.” Tikai pavisam nesen — 2022. gada marta tika publicéta
publicéta SARS-CoV-2 nspl4 kristala struktiira bez nspl0, kas lauj salidzinat kofaktora

ietekmi uz nspl4 ExoN un MTazes doménu konformacijam. Visizteiktaka izmaina ir ExoN

11



konformacija, pirmajam 60 aminoskabém ir kompaktaka konformacija un augstaks alfa
spiralu skaits, ka arT netiek formé&ta pirma beta plaksne, kas asoci€jas ar nsp10 cinka pirksta
motivu. MTazes doména izteiktakas atSkiribas ir SAM/SAH mijiedarbibas cilpa (4. attéls)
356 — 378 atlikumos, kas dazas vietas veido polaras mijiedarbibas ar ExoN doménu (S357 ar
V287, D358 ar H283) un enges doménu (S577 ar H427, K359 ar D415). Pie tam MTazes
doména, lidzigi ka ExoN doména, novérojama sekundaras struktiiras elementu nomaina
(interchange), kur vienu no centralo beta plaksni veidojoSajam beta k&dém nomaina alfa

spirile (363-366 atlikumos).*

SAM/SAH
| interacting loop

.|
2l

SARS-CoV NSP14
SARS-CoV-2 NSP14

4. att€ls. SAM/SAH mijiedarbibas cilpu salidzinajums: Zala krasa SARS-CoV nspl14/nsp10
kompleksa SAM/SAH mijiedarbibas cilpa. Zila krasa SARS-CoV-2 nspl4 SAM/SAH

mijiedarbibas cilpa.*®

Figure 4. Comparison of SAM/SAH interacting loops: SARS-CoV nspl4/nspl0 complex
shown in green, SARS-CoV-2 nsp14 shown in blue.*

1.3. Uz fragmentiem balstita zalu izveide
1.3.1. Zalu veidoSanas process.

Uz fragmentiem balstita zalu izveide (FBDD — Fragment Based Drug Design) ir pieeja
jaunu terapeitisku Iidzeklu izstradei. Procesa pamata ir jaunu vielu dizainéSana, sakot ar
fragmentiem. Vispirms tiek dizaingta fragmentu bibliotéka, kas parasti satur vairakus simtus
lidz pat tiksto§us mazmolekularu (< 300 Da) savienojumu®’. Tad veic $o biblioteku skriningu
pret izvéleto terapeitisko mérki, piemeéram, virusa proteinu. Skrininga mérkis ir identificet,

kuri no bibliotekas fragmentiem saistas pie mérka. Fragmentu mazo izm&ru un vienkarsas
12



kimiskas struktiiras dé| saistibas ar proteinu ir vajas (WM — mM diapazona)®®, un $adu saistibu
detekt€Sanai nepiecieSamas augsti jutigas biofizikalas metodes. Visplasak izmantotas
biofizikalas metodes fragmentu skriningam ir kodolu magnétiskas rezonanses spektroskopija
(KMR), diferenciala skengSanas fluorimetrija (DSF), izotermalas titréSanas kalorimetrija
(ITK), virsmas plazmona rezonanse (VPR) un rentgenstaru difrakcija. Kad veikta
savienojumu identifikacija, talak raksturo fragmenta saistiSanas veidu — kur tieSi tas saistas
pie mérkproteina, kadas kimiskas saites veido, utt. ST informacija lauj pétit fragmenta
struktiiras — aktivitates saistibu (SAR — structure-activity relationship), lai talak veiktu
racionalu fragmentu “audzeSanu” jeb attistiSanu par lielakam, sarezgitakam molekulam, kas
nu jau daudz specifiskak un stiprak saistisies pie mérka. ST pieeja ir salidzinosi léta un paver
plasas iespgjas radit specifiskas zales.

a b

Fragment-based drug discovery
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O)\ N
OH H ICsp ~1 mM ICgo ~10nM
Cl HaN
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5. att€ls. Uz fragmentiem balstitas zalu izstrades pieeja. a — fragmentu struktiiru pieméri. b —

fragmenta attisti$ana par potentu inhibitoru ar spécigu saistibu pie mérkproteina®®,

Figure 5. Fragment-based drug discovery approach. a — examples of fragment structures. b —
development of a fragment into a potent inhibitor with a high binding affinity to the target

protein.
1.3.2. Proteina-liganda mijiedarbibas pétijumi ar KMR.

KMR skriningam pamatad var izmantot divu veidu pieejas — eksperimentus, kuros
noveéro ligandu signalu izmainas mérkproteina klatbutné (ligand-observed experiments), un
eksperimentus, kuros novéro proteina signalu izmainas ligandu klatbitné (protein-observed
experiments). PriekSrociba eksperimentiem, kas fokus€jas uz ligandu signalu izmainam ir
tada, ka nepieciesams mazs daudzums proteina, pie tam nav ierobezojumu proteina izméram,
ka tas ir protein-observed eksperimentu gadijuma, kur lieliem proteiniem (>30 kDa) griiti
iegiit kvalitativus spektrus ar augstu signalu izskirtsp&ju. Pieméri plasi izmantotiem ligandu

saistibas izpétes eksperimentiem ir STD, waterLOGSY, T;p. Liganda saistibas raksturoSanai
13



var pielietot arT 'H-""N-HSQC eksperimentu, kurd salidzina proteina aminoskabju signalu
nobides liganda klatbutné. Tadgadi var noteikt vietu, kur ligands piesaistijies pie
mérkproteina, iesp&jams ari noteikt saistibas stiprumu®. Tadu 3adiem eksperimentiem

japroducg proteins ar "°N izotopa iezZimém, kas ir dargs process.
1.3.2.1. WaterLOGSY eksperiments.

WaterLOGSY ir viens no plasak izmantotajiem KMR eksperimentiem ligandu signalu
noverosanas fragmentu skriningam. Ta darbibas princips ir saistits ar magnetizacijas parnesi
caur fidens molekulam uz ligandiem, izmantojot kodolu Overhauzera efektu (KOE). Ligandi,
kas nesaistas ar proteinu, magnetizaciju sanem no brivam tidens molekulam skiduma, turpreti
ligandi, kas saistas ar proteinu, magnetizaciju sanem pastarpinati, parnesot to no ar proteinu
saistitam fidens molekulam vai art labiliem protoniem. KOE $ajos gadijumos ir pret€ja zime —
ar proteinu saistita liganda KOE bis negativs (waterLOGSY eksperimenta pozitivs signals)
un briva liganda KOE ar idens molekulam biis pozitivs (waterLOGSY eksperimenta negativs

signals).*
1.3.2.2. T1p eksperiments.

Sis ligandu novérosanas KMR eksperiments balstas uz relaksacijas atrumu atkiribu
mazam un lielam molekulam.”’ Mazam molekulam relaksacija notick lenak, bet liclam
molekulam — atrak. Saja eksperimenta tiek iegiits no transversas (transverse) relaksacijas
atkarigs signals. Ligandam saistoties pie proteina, tas ieglist makromolekulai Iidzigu
relaksacijas atrumu. Izmantojot 400 ms spin-lock, tiek panakta proteinu un ar tiem saistoSos
ligandu signalu izfiltréSana — salidzinot liganda Tip spektru bez proteina un proteina

klatbutng, saistibas gadijuma noveéro liganda signalu intensitates samazina$anos.
1.4. Saistibas konkurences pétiSana

Saja pétijuma tika izmantoti waterLOGSY un T;p eksperimenti fragmentiem bez un
nspl4/nspl0 kompleksa klatbutn€. Papildu tam tika veikta ari fragmentu saistibas
konkurences pétiSana ar dabiga metiltransferazes liganda — metilgrupas donora S-adenozil-L-
metiontna (SAM) analogu sinefunginu (6. att€ls). Sinefungins (adenozil-ornitins) ir
antibiotika, kas pirmoreiz tika izdalita no Streptomyces griseolus.’® Tas spécigi konkuré ar
SAM un ir plasi pielietots ki SAM atkarigu DNS metiltransferazu inhibitors.>

P&c proteina pievienoSanas fragmentu maisijumam saistibas gadijuma attiecigo

fragmentu signali izmainisies, salidzinot ar atskaites spektriem — waterLOGSY gadijuma
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signali kltis mazak negativi un T;p gadijuma signali zaud@s intensitati. Gadijuma, ja fragmenti
saistas nspl4 SAM-saistiSanas kabata, péc sinefungina pievienoSanas notiktu fragmenta un
sinefungina konkurence par saistibu pie proteina. Rezultata sinefungina klatbiitné fragments

tiktu “izspiests” no saistibas vietas un fragmenta signali atgiitu sakotn&jo intensitati.

NHg NH3
ooc™>"s7 =N Ne, 00c ™" PN NH,
0] N\%\K \\SEZ/N\X/\\(
N N
N=/ N=/
HO OH HO OH

S-adenosyl-L-methionine (SAM) S-adenosyl-L-homocysteine (SAH)

NH,
HO -~ NH,

=N NH,
(0] O_N \8/\\<
N

HO  OH
Sinefungin

6. attéls. SAM, SAH un sinefungina struktiiras.*

Figure 6. Structures of SAM, SAH and sinefungin.*
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali

2.1.1. Reagenti un vielas

Agars (Fisher Scientific, Meksika);

Amonija hlorids (Sigma Aldrich, Spanija);

Ampicilins (Thermo Fisher, Belgija);

BME Vitamins 100x solution (Sigma Aldrich, Anglija);
Bromfenolzilais (Fisher Scientific, Indija);

D20 (Euroisotop, Vacija);

DMSO (Sigma Aldrich, Vacija);

DTT (Sigma Aldrich, Kanada);

EDTA (Acros Organics, Belgija);

Etanols, 96% (Latvijas Balzams, Latvija);

EZ-Run proteinu markieris (Fisher Scientific);
Glicerins (Fisher Scientific, ASV);

IPTG (Fisher Scientific, Italija);

Kalcija hlorids (Acros Organics, Cehija);

Kalija dihidrogénfosfats (Fisher Scientific, ASV);
Kalija hlorids (Fisher Scientific, ASV);

Kanamicins (Thermo Fisher, Belgija);

Magnija sulfats (AppliChem, Vacija);

MES monohidrats (Fisher Scientific, ASV);

Natrija azids (Acros Organics, Indija);

Natrija dodecilsulfats (SDS) (Fisher Scientific, Japana);
Natrija hidroksids (Acros Organics, Polija);

Natrija hipohlorits (Fisher Scientific, Anglija)

Natrija hlorids (Fisher Scientific, ASV);

Rauga ekstrakts (Acros Organics, Kina);

Salsskabe (Sigma Aldrich, Vacija);

PageBlue Protein Staining Solution (Thermo Scientific, Lietuva);
Triptons (Fisher Scientific, ASV);

Tris (Fisher Scientific, ASV);
16



2.1.2. Barotnes un Skidumi

e 1 M IPTG skidums tident;

e 100 mg/mL ampicilina §kidums tident;

e 50 mg/mL kanamicina $kidums tident;

e 5 M NaCl skidums tident,

e 1 M DTT skidums tdent;

o 70%, 20% etanols;

e Agarizeta LB barotne: 10 g/L triptons, 5 g/L rauga ekstrakts, 10 g/L NaCl, 20
g/L agars

e 2TY 8kidra barotne: 16 g/L triptons, 10 g/L rauga ekstrakts, 5 g/ NaCl, 100

mg/L ampicilins;

2.1.3. Buferskidumi proteina attiriSanai

LizeéSanas bufer§kidums:

50 mM Tris, pH 8,3, 500 mM NaCl, 2 mM DTT, 1 mM MgCl,, 0,1 % Triton X-100 (v/v), 5%

glicerins (v/v).
Lidzsvaro$anas buferSkidums nikela afinitates hromatografijai (turpmak “bufer§kidums A”):

20mM Tris, pH 8,3, 500 mM NaCl, 40 mM imidazols, 2 mM DTT, 1 mM MgCI2,

5% glicerins (V/v).
Eluésanas buferS$kidums nikela afinitates hromatografijai (turpmak “bufers§kidums B”):

20mM Tris, pH 8,3, 500 mM NaCl, 500 mM imidazols, 2 mM DTT, 1 mM MgCl,,

5% glicerins (V/v).
BuferSkidums gélfiltracijas hromatografijai:

20 mM Tris, pH 8,3, 500 mM NaCl, 2 mM DTT, 1 mM MgCl,, 5% glicerins (v/v).

KMR skrininga paraugu bufer§kidums:

20 mM kalijja fosfats, pH 8,0, 500 mM KCIl, 0,5 mM DTT, 0,5 mM MgCl,, (10% D,0).
SDS géla elektroforézes bufer§kidums (Running Buffer) (20x):

1 M MES, 1 M Tris, 2% SDS, 20 mM EDTA, pH 7,3.

Laemmli paraugu uzne$anas bufer§kidums (2x):

120 mM Tris, 20% glicerins, 4% SDS, 200 mM DTT, 0,02% bromfenolzilais, pH 6,8
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2.1.4. Komplekti

GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, Lietuva)
2.2. Aparatiira

-20°C saldetavas KW Apparecchi Scientificic;
-80°C saldetava Witeg WUF-400;

600 MHz kodolmagnétiskas rezonanses spektrometrs Bruker Avance Neo ar QCI-F

kriozondi,
Analitiskie svari KERN ABT 120-5DM;
Autoklavs Systex DX-65;

BaroSanas bloks vertikalas elektroforézes sistemai Cleaver Scientific Ltd CS-300V

Omni-PAC;
Biologiskas drosibas skapis (laminara skapis) ESCO Streamline SC2-4All;

Centrifugas: Beckman Coulter Avanti J-E (ar nomainamiem rotoriem: JLA-10.500 un

Frakcionétajs GE Healthcare Frac-920;

Gelfiltracijas kolonna GE Healthcare HilL.oad 16/600 Superdex 200 pg;
Gelfiltracijas kolonna Superdex 75 16/600;

Inkubators-kratitajs Biosan ES-20;

Inkubators-kratitajs Infors HT Multitron Standard;

Laboratorijas svari KERN PLJ 750-3N;

Magnétiskie maisitaji Biosan MS-3000;

Mikrotilpumu spektrofotometrs NanoDrop 2000c;

Mikrovilgu krasns SAMSUNG MG23F301TAK;

Multifunkcionalais orbitalais kratitajs Biosan PSU-20i;

Katjonapmainas hromatografijas kolonnas GE Healthcare HTSPHP (5 mL);
pH-metrs Oakton pH-1100;

Preperativas proteinu $kidrumu hromatografijas sistéma AKTA Purifier 10;
Termobloks Biosan TS-100C;

Udens vanna Biosan Grant WB-28S;

Ultraskanas homogenizators Hielscher UP200HTt;

Ultraskanas vanna Bandeln Sonorex Super;

Vertikala elektroforézes sistema XCell SureLock Mini-Cell;

Vorteksa iekarta Biosan V-1 plus.
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2.3. Laboratorijas inventars un materiali

1,5 mL, 2 mL mikrom&genes (Sarstedt);

10 mm plastmasas kivetes (Sarstedt);

50 mL centrifugas stobrini (Beckman Coulter);

500 mL centrifiigas pudeles (Beckman Coulter);

Aluminija folija (Thomas Scientific);

Autoklavésanas lenta (Thomas Scientific);

Automatiskas pipetes: 0,1-3,0 uL, 2-20 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL (Biohit);
Steritop 0,22 um pudelu filtri buferSkidumu filtréSanai (Merck Millipore);
Centrifugacijas filtri Amicon-ultra ar membranas caurlaidibu 3 kDa: 0,5 mL, 15 mL
(Merck Millipore);

Cilpas koloniju izoléSanai (Sarstedt);

Koniskas kolbas: 250 mL un 2 L (Schott);

Lateksa cimdi (Klinion);

Lidzinataji Petri platém (Sarstedt);

Parafina pléve (Parafilm);

Petri plates (Sarstedt);

Pipesu uzgali: 20 puL, 200 pL, 1000 pL (Sarstedt);

Plastmasas cilindri: 100 mL, 500 mL, 1000 mL (VWR);

Plastmasas varglazes: 1 L,2 L, 3L, 5L (VWR);

Serologiska pipete PipetBoy (Integra);

Serologiskas pipetes uzgali: 5 mL, 10 mL, 25 mL (Sarstedt);

Spectra Por dializes membranas ar caurladibu 3,5 kDa (Spectrum Laboratories);
Sterili polipropiléna stobrini: 15 mL, 50 mL (Sarstedt);

Stikla cilindri: 250 mL, 500 mL (Marienfield);

Stikla pudeles: 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1 L, 2 L (Schott);

Stikla varglazes: 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL (Rasotherm);

Slirces: 500 uL, 3 mL, 5 mL, 20 mL, 50 mL (Omnifix);

Sliréu filtri: 0,22 pm, 0,45 pm (Sarstedt)
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2.4. Bakteriju celmi un plazmidas

e BL2I1(DE3) E. Coli baktériju celms

e XL-1 Blue E. Coli bakteriju celms

e NR-52425 (GenScript) nsp10

e pRSF-Duetl (Novagen) pilna garuma nsp14
e pET28a (Novagen) nspl4 MTazes doméns

2.5. Lietojumprogrammas

MestReNova v.12.0.0. "H 1D KMR spektru analiz&$anai
ExPASy ProtParam proteinu parametru aprékinaSanai
TopSpin v. 4.1.1. — KMR spektru uznemsanai un analizei
MarvinView — v. 22.9.0 fragmentu strukttiru analizei

MicroCal Origin 7 SR4 software (OriginLab) — ITK datu analizei
2.6. Metodes
2.6.1. Transformacija E. coli Suinas

Uz ledus atkausé 50 uL E. coli kompetentas Siinas (glabatas -80°C) un plazmidu
(glabata -20°C). Péc 20 min $tnam pievieno 1 pL plazmidas (DNS koncentracija 50 ng/pL),
inkub& uz ledus 30 min. Tad 1,5 mL mikrom&geni ar §tinam ievieto Gidens vanna 42 °C uz
45 s (siltum3oks), p&c tam 2 min inkubg uz ledus. S@inam pievieno 1 mL SOC barotnes un uz
1 h atstaj inkubéties 37°C ar 400 apgr./min kratiSanu. Maistjumu centrifugé 3 min 4500 g un
péc tam nosiic 950 puL barotnes supernatanta. Atlikusaja tilpuma resuspendé Siinas un izklaj
uz LB agara plates, kas satur atbilstoSo antibiotiku 50 pg/mL koncentracija pozitivo koloniju

selekcijai. Plati atstaj inkubgties 37°C pa nakti (12-16 h).

2.6.2. Plazmidu izdaliana no E. coli §inam péc GeneJET™ Gel Extraction Kit

protokola

Laminara skapi ar sterilu cilpu pagem vienu transforméto koloniju un ievieto 250 mL
kolba, kura satur 20 mL LB barotnes ar atbilstoSo antibiotiku. Kolbu ievieto inkubatora un
Stnas audze 37 °C 16 h ar kratiSanu 200 apgr./min.

15 mL sterila stobripa ievieto 10 mL izaudz&to Stnu kultiras un centrifugé 2 min

6800 g istabas temperatira. Nolej supernatantu, nos€dusas Siinas resuspendé 250 pL
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resuspendésanas Skiduma (Resuspension Solution) un parlej 2 mL mikromégeng. Tad
pievieno 250 pL lizéSanas Skiduma (Lysis Solution), apvérSot mikrom&geni 2 — 4 reizes.
Pievieno 350 uL neitralizacijas Skiduma (Neutralization Solution), apverSot mikrom&geni 2 —
4 reizes. Centrifugé 5 min 14000 apgr./min, uzmanigi nosiic supernatantu un parnes uz
GeneJET™ kolonnu, centrifugé 1 min 14000 apgr./min. Nolej caurpliidi, pievieno 500 uL
mazgasanas Skiduma (Wash Solution) un centrifugé 1 min apgr./min, atkarto mazgasanu vél
vienu reizi. Centrifugé tukSo kolonnu ar saistito DNS 1 min apgr./min, lai atbrivotos no
palikusa mazgasanas skiduma. Kolonnu parvieto uz jaunu 1,5 mL mikrom&geni, pievieno
25 elugsanas buferskiduma (Elution Buffer), kas ieprieks tika uzkarséts 1idz 65°C. Inkubé
2 min istabas temperatiira, tad centrifugé 2 min 14000 apgr./min. Savac mikrom&geni ar

izdalito plazmidas Skidumu. DNS koncentraciju méra ar spektrofotometru.
2.6.3. Proteina géna ekspresija E. coli Sinas

Laminara skapi 250 mL kolba ievieto 30 mL LB barotnes un pievieno antibiotiku:
nspl4 producéSanai pievieno kanamicinu Iidz beigu koncentracijai 50 pg/mL, nsplO
producésanai — ampicilinu lidz beigu koncentracijai 100 pg/mL. Barotn€ ar sterilu cilpu no
transformétas plates inokul€ vienu koloniju. Atstaj pa nakti augt inkubatora 30 °C ar kratiSanu
200 apgr./min. No rita ar spektrofotometru noméra $iinu kultiras optisko blivumu ODg.
Véelama nakts kultiiras ODgoo vertiba ir 1,5 — 3,0. Pie 6000 g nocentrifugé tadu kulttiras
tilpumu, lai, resuspend&jot 2 L LB barotnes, sakotngjais ODgg biitu 0,05. Veic nocentrifugéto
§tinu resuspensiju sagatavotaja barotn€, resuspensiju sadala pa 500 mL cetras 2 L kolbas un
atstaj augt inkubatora 37 °C 180 apgr./min. P&c 1 h parbauda $iinu kultiiras ODggo vertibu —
kad ta sasniedz 0,3, kolbas parliek inkubatora, kas atdzeséts lidz 20 °C. Péc 40 min noméra
ODggp vertibu — kad ta sasniegusi 0,8, veic proteina producésanas indukciju, stnu kultiram
pievienojot IPTG lidz 0,1 mM beigu koncentracijai. Stinas atstaj inkubéties pa nakti (12 — 14
h) 20 °C ar kratiSanu 200 apgr./min. Nakamaja diena S$tnu kultiru nocentrifuge
15 min 7000 g 4 °C. Siinas parliek 50 mL plastmasas stobrina, nosver un ievieto uzglabasana

saldetava -20 °C.
2.6.4. E. coli Stinu sagrausana ar ultraskanu

Uz ledus atsalde 50 mL stobrinu ar sasaldétajam $tinam. Veic Stnu resuspendéSanu
lizes buferskiduma (10 mL uz 1 g $iinu), parnes uz atbilstosa tilpuma varglazi, kas ievietota
ledus vannina. To sonic€ 10 min ar ultraskanas impulsiem rezima 1 s impulss, 1 s pauze, 100

W, amplitiida atkariba no tilpuma (50 — 100 mL 70%, >100 mL 90%). Lizatu centrifuge
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27000 xg 45 min 4 °C. Savac supernatantu, kas satur SkistoSo producéto proteinu un filtré
caur 0,22 um filtru. Ja nepiecieSams, $iinu paliekas var resuspendét 8M urinvielas Skiduma
lidz sakotn€jam lizata tilpumam, lai ar SDS géla elektroforézi kvantitativi analizétu skistosa

un neskistosa proteina relativo daudzumu.

_——V

2.6.5. Proteina attiriSana ar nikela afinitates hromatografiju

Hromatografija izmanto HisTrap kolonnu — ta satur nikela sefarozi. Veic HisTrap
kolonnas (tilpums 5 mL) mazgaSanu — vispirms 5 kolonnas tilpumi jeb 25 mL tdens, tad
25 mL buferSkiduma B, lai ar augstu imidazola koncentraciju (500 mM) aizvietotu un no
kolonnas nikela matricas liktu atsaistities jebkadiem savienojumiem. Kolonnu stabilizé ar
5 kolonnas tilpumiem buferSkiduma A. Uz kolonnas uznes filtréto lizatu, varglaze savacot
caurplides frakciju. Uz kolonnas saistito proteinu mazga ar 10% koncentraciju buferskiduma
B (50 mM imidazols), savacot atsaistitos proteinus 15 mL stobrina, un visbeidzot proteinu
elué ar 100% koncentraciju buferskiduma B, frakciongjot pa 2 mL mikrom&genés. Savaktas

frakcijas analize ar SDS géla elektroforézi. Salej kopa proteinu saturosas frakcijas.
2.6.6. Proteina attiriSana ar gelfiltracijas hromatografiju

Mazga géelfiltracijas kolonnu — nspl4 attiriSanai izmanto Superdex 200pg 16/600
kolonnu, nsplO attiriSanai izmanto Superdex 75pg 16/600 kolonnu — vispirms ar
1,25 kolonnas tilpumiem (150 mL) tdens, tad ar 1,25 kolonnas tilpumiem gglfiltracijas
buferS§kiduma. Proteinu iekoncentré Iidz aptuveni 3 mL tilpumam, inZekte uz kolonnas un
veic hromatografiju ar plismas atrumu 1 mL/min. Proteinu savac 2 mL frakcijas, analizé ar

SDS géla elektroforézi. Tiru proteinu saturosas frakcijas salej kopa.
2.6.7. Proteina buferSkiduma apmainas hromatografija

Mazga HiTrap (Desalting) kolonnu ar 5 kolonnas tilpumiem (25 mL) udens, tad
stabilizé ar 5 kolonnas tilpumiem KMR skrininga buferskiduma. Proteinu iekoncentré vismaz
lidz 1,5 mL tilpumam un inzekt€ uz kolonnas, uzreiz sakot frakcion&t pa 0,5 mL. Proteina
koncentraciju dazadas frakcijas nomeéra ar spektrofotometru. Tam nepiecieSams zinat proteina
molmasu un ekstinkcijas koeficientu. Darba izmantoto proteinu teorétiskie parametri ir $adi:

e Nspl0 139 aa, 16.24 kDa, 12,950 M cm’';
® Pilna garuma nspl4 aa 1 — 527 60.01 kDa, 91,660 M-' cm™;

®* Nspl4 Mtazes doménam aa 288-527 27.82 kDa, 48,970 M' cm™'.
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2.6.8. SDS-PAGE proteinu analize/Elektroforeze poliakrilamida gela

Analiz€jamos paraugus sajauc ar 2x Laemmli buferSkidumu tilpumu attieciba 1:1,
vorteks€ un centrifugé 10 s 6000 xg. Paraugus denature, karsgjot 98°C 10 min ar kratiSanu
400 apgr./min. P&c kars€Sanas paraugus centrifugé 10 s min 6000 xg un katra SDS
elektroforézes géla kasetes celina iepilda pa 5 uL parauga, vienu celinu atstajot ar1 proteinu
markierim (arT 5 pL). Elektroforézes vannu pieslédz pie baroSanas bloka, 35 min laiz ar
125 mA stravu pie 200 V sprieguma. P&c tam g€lu iznem no kasetes, mazga ar tideni (3 reizes
ar 100 mL), karsgjot to mikrovilnu krasnt (45 s, 800 W). P&c tam g€lu 1 min atstaj kratities uz
orbitala kratitaja. Tad g€lam pievieno 20 mL krasvielas, karsé mikrovilpu krasni (30 s,
800 W) un atstaj iekrasoties 10 min uz orbitala kratitaja. Visbeidzot krasvielu nolej un gélu
skalo ar tdeni, lai nomazgatu lieko krasu un atgiitu g€la caurspidigo fonu, uz kura biis

redzami zilas proteina joslas.
2.6.9. Izotermalas titréSanas kalorimetrija (ITK)

Titrésanas eksperimentus veica 25 °C ar 15 uM nspl4/nspl0 kompleksu KMR
skrininga buferSkiduma (bez D,O). Tika veiktas 20 sinefungina (200 uM izejas Skidums)
injekcijas. Katra titréSana sakas ar mazu 0,3 pL injekciju, lai kompensétu difuizijas efektus, un
turpingjas ar 2 uLx20 injekcijam ar 120 s pauzém starp katru injekciju. TitréSanas datus

pielagoja teorétiskai titréSanas liknei, izmantojot MicroCal Origin 7 SR4 lietojumprogrammu.

2.6.10. KMR fragmentu skrininga paraugu sagatavoSana un spektru uzpemsanas

parametri

Skriningu veica ar Diamond-SGC-iNEXT (DSI) Poised Library.

Fragmentu skrininga parauga beigu tilpums ir 180 pL, to iepilda 3 mm KMR ampula.

o vy =1

skrininga bufer§kiduma Iidz 250 uM beigu koncentracijai. Talak atskaites paraugam pievieno
nspl4 un nspl0 kompleksu lidz 12,5 uM beigu koncentracijai. Lai parbauditu saistibas
konkurenci ar zinamo nsp14 inhibitoru sinefunginu, paraugam to pievieno lidz 250 uM beigu
koncentracijai. Molara attieciba starp protetnu un ligandiem ir 1:20.

Katram paraugam uzgem 1D protonu, WaterLOGSY un T;p spektrus tris variantiem:
atskaites paraugam tikai ar fragmentiem, paraugam ar fragmentiem un pievienotu

nspl4/nsp10 kompleksu un paraugam ar pievienotu zinamo inhibitoru sinefunginu.
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KMR eksperimentus veic 298 K temperatira uz 600 MHz Bruker Advance Neo
spektrometra, aprikotam ar QCI-F kriozondi.

WaterLOGSY spektrus uzpem ar 128 uzkrajumiem) un samaisisanas laiku) 1,7 s. Udens
nospiesanu panak ar excitation sculpting with gradients un proteinu signalus filtré ar 30 ms
trim pulsu.

CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) Tp spektrus uznem ar 128 uzkrajumiem, fidens

signala pirms-piesatinaSanu starpskenéSanas aizkaves laika un spin-lock laiku 400 ms.
2.6.11. KMR datu analizes metodes

KMR spektru analizi veic, izmantojot TopSpin un MestReNova lietojumprogrammas.
Kritériji fragmenta saistibas noteikSanai WaterLOGSY un T,p eksperimentos ir >20% signala
intensitates izmainas. Kritériji saistibas konkurences identificéSanai abos eksperimentos ir
signala intensitates atgiiSana.

Lai noteiktu konkréto fragmentu no 8 savienojumu maisijuma, kura signali mainijusies
un uzrada fragmenta saistibu, lietojumprogramma MestReNova veic individualo fragmentu

un fragmentu maisijuma 1D protonu spektru salidzinajumu, tos parklajot.
2.6.12. Darba drosiba

P&c darba ar genétiski modificétam $unu kultiram izmantotajam barotném pievieno
Virkon™ S Iidz beigu koncentracijai 1% un laboratorijas inventaru dezinficgé ar
g y y

1% Virkon™ § $kidumu.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Nsp14 un nsp10 ekspresija un attiriSana.

3.1.1. Nsp14 ekspresija un attiriSana.
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7. att€ls. Nsp14 attirisana. A — SDS-PAGE géls péc Siinu lizéSanas, kur N — nogul$nu frakcija,
S — supernatanta frakcija. B — nikela afinitates hromatogramma. Tumsi zila krasa absorbcija
pie 280 nm. Oranza krasa — buferskiduma B koncentracija. C — SDS-PAGE géls péc nikela
afinitates hromatografijas (celini 1 — 3) un gélfiltracijas (celini 4 — 11), kur 1 — caurpliide, 2 —
mazgasana, 3 — eluats, 4, 5 — agregati, M — markieris, 6 -11 — frakcijas ar tiru nspl4. D —

gélfiltracijas hromatogramma.

Figure 7. Nspl4 purification. Absorption at 280 nm ir shown in dark blue. Buffer B
concentration shown in orange. A — SDS-PAGE gel after cell lysis, where N shows the cell
pellet fraction, S — supernatant fraction. B— nickel affinity chromatogram. Absorption at 280
nm is shown in dark blue. Buffer B concentration shown in pink. C — SDS-PAGE gel after
nickel affinity chromatography (wells 1 — 3) and gelfiltration (wells 4 — 11), where 1 —
flowthrough, 2 - washing, 3 — -eluate, 4, 5 - aggregates, M — marker,

6 — 11 — fractions containing pure nsp14. D — gelfiltration chromatogram.

P&c Stunu sagrauSanas ar ultraskanu, lielaka dala producéta nspl4 proteina atradas
supernatanta jeb iegiitais proteins bija SkistoSs (7. att€ls A, celin§ S), nogulsnés noveéroja

minimalu nspl4 daudzumu (7. attéls A, celin§ N). Nspl4 attiriSanai vispirms veica nikela
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afinitates hromatografiju (7. attéls B). P& proteina uzneSanas uz kolonnas piesaistijas viss
nspl4, par ko var spriest péc caurpliides frakcijas, kas nesatur nspl4 (7. attéls C, celip$ 1).
veica mazgasanu ar 10% B buferSkiduma, kas lava atsaistities vairakiem nespecifiski
saistitiem piemaisijumiem, kurus var redz&t SDS-PAGE ggla (7. attéla C celina 2). Elugjot
nspl4 ar 100% B buferskiduma, panaca ta atsaistiSanos, tacu Iidz ar to atsaistijas ar1 lielaks
nespecifiski saistijies piemaisijums, kas redzams celina 3. Elugjot ar zemaku B koncentraciju,
notika dal€ja nsp14 atsaistiSanas liela tilpuma (> 4 mL), ko p&c tam naktos iekoncentrét pirms
gelfiltracijas. Tas varétu izraisit proteina nogulSnu veidoSanos, tadé] eluéSanu veica ar
100% B, iegustot eluatu aptuveni 3 mL tilpuma. Talakai attiriSanai veica gelfiltracijas
hromatografiju (7. attels D), kura izdevas atdalit nspl4 no piemaisijumiem un iegt
pietickami tiru proteinu talakiem aktivitates testiem un eksperimentiem. legtitais nspl4

daudzums bija 6 mgno 1 L 2TY barotnes.
3.1.2. Nsp10 ekspresija un attiriSana.

Lidzigi ka nsp14 gadijuma $tinu lizatam veica nikela afinitates hromatografiju (8. attels
A). Pie kolonnas matricas piesaistijas viss uz kolonnas uznestais nsp10 proteins — caurpliides
frakcija nebija noveérojama proteina josla pie 16 kDa (8. atteéls B 3. celins). Mazgajot
piesaistito proteinu ar 10% B, tika atsaistiti daudzi nespecifiski saistitie proteini. Elugjot ar
100% B buferskiduma, no kolonnas atsaistijas nspl10 un vél dazi piemaisijumi. (8. att€ls B).
Lidzigi ka nspl4, ar1 nsplO saka atsaistities no kolonnas, mazgajot ar 20-40 % B
koncentraciju, tadel izmantoja 100% B eluacijai, lai ieglitu mazaku eluata tilpumu.

Tad veica gélfiltracijas hromatografiju (8. attéls C), kura izdevas atdalit nspl0 no
lielakiem piemaisijumiem, kas elugjas piki ar virsotni pie 60 mL, turpreti pats nsp10 elugjas ar
virsotni pie 72 mL. Nsp10 iznakums bija 35 mg/L 2TY barotnes.

P&c gelfiltracijas hromatografijam gan nsp14, gan nspl0 veica buferSkidumu apmainas
hromatografijas uz KMR skrininga buferSkidumu, lai atbrivotos no buferskidumu
komponentém, galvenokart glicerina, kuru signali biitu redzami 'H spektrd un tadgjadi
pazeminatu spektru kvalitati un apgriitinatu datu analizi.

Kopuma var secinat, ka nspl4 iznakumi (6 mg/L. 2TY barotnes) bija gandriz seSas
reizes mazaki neka nsp10 iznakumi (35 mg/L 2TY barotnes), kas bija sagaidams, jo nspl4 ir
lielaks proteins (60 kDa) neka nspl10 (16 kDa) un tas ietekmé ekspresijas efektivitati. Nsp10
nenoveroja stabilitates problémas ne attiriSanas procesa, ne ilgstosi uzglabajot 4 °C. Turpreti
nspl4 bija daudz nestabilaks — augstas koncentracijas (> 3 mg/mL) un temperatiira virs 4 °C

tam bija izteikta tendence veidot nogulsnes. Ta stabilitatei bija nepiecieSama augsta sals
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koncentracija (virs 400 mM), ka ari reducgjoSa agenta klatbltne. Stabilitati uzlaboja
kompleksa veidosana ar nspl0 — noveroja mazak intensivu nogul$nu veidoSanos, tacu pat
kompleksu ilgstosi nevar€ja uzglabat 4 °C. Proteina nestabilitate palélinaja KMR skrininga

procesu — limit&josais faktors bija svaiga, aktiva proteina pieejamiba.
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8. attéls. Nsp10 attiriSana. A — nikela afinitates hromatografijas hromatogramma. Tumsi zila
krasa absorbcija pie 280 nm. Oranza krasa — bufera B koncentracija. B — SDS-PAGE ggls péc
nikela afinitates hromatografijas (celini 2 — 5) un gélfiltracijas hromatografijas (celini 6 — 13),
kur 2 — lizata supernatants, 3 — caurpliide, 4 — mazgasSana, 5 — eluats, 6 — agregati, 7 — 13 — tirs

nspl10. C — gelfiltracijas hromatografijas hromatogramma.

Figure 8. NsplO purification. A — nickel affinity chromatogram. Absorption at 280 nm is
shown in dark blue. Buffer B concentration is shown in orange. B — SDS-PAGE gel after
nickel affinity chromatography (wells 2 — 5) and gelfiltration chromatography (wells 6 — 13),
where 2 — lysate supernatant, 3 — flowthrough, 4 — washing, 5 — eluate, 6 — aggregates, 7 — 13

— pure nsp10. C — gelfiltration chromatogram.
3.1.3. Nsp14/10 kompleksa aktivitates novértesana.

Lai izveidotu nsp14/nsp10 kompleksu, péc buferskiduma apmainas savienoja nsp10 un
nspl4 proteinus 1:1 molara attieciba. Kompleksa aktivitati noteica, veicot HTRF

(homogeneous time-resolved fluorescent energy transfer) enzimatiskas aktivitates testu
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(sadarbiba ar LOSI Farmakologijas laboratoriju), kura tiek kvantificéts reakcijas laika
atbrivotais SAH. Enzimatiskajos testos komplekss uzradija 70% aktivitati.

Attirita nspl4 aktivitates noverté€Sanai papildus veica izotermalas titréSanas
kalorimetrijas (ITK) eksperimentu ar SAM analogu sinefunginu, kuru talak KMR skrininga
eksperimentos izmantoja ka zinamo inhibitoru konkur&joSas saistibas pétiSanai
metiltransferazes SAM saistiSanas kabata. Eksperiments pie reizes kalpo arT ka pozitiva
kontrole.

9. attela redzams ITK titréSanas piemérs. Saja gadfjuma proteina aktivitate ir 68%, ko
nosaka pec stehiometrijas, pienemot, ka proteins ar ligandu saistas attieciba 1:1. Sinefungina
saistibas stiprums ir Kp = 1,96 uM. Nemot véra, ka fragmentu saistibas stiprumi ir mazi
(augsti uM lidz mM regiona) to mazo izméeru dél, sinefungina saistibas stiprums ir pietickami
augsts, lai spétu “izspiest” konkurgjoSos fragmentus no ta saistibas vietas nspl4 SAM

saistibas kabata. Var secinat, ka nsp14 ir pietieckami aktivs un spg&jigs saistit inhibitoru.
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9. attéls. ITK nsp14 un sinefungina titréSanas likne.
Figure 9. ITC titration curve of nsp14 and sinefungin.

Kompleksam nsp14/nsp10 veica KMR kontroles eksperimentus - waterLOGSY un Tp
- ar sinefunginu. 10. att€la redzams, ka abos eksperimentos novérojami pozitivi rezultati —

signala fazes maina waterLOGSY eksperimenta un signala intensitates samazinasanas
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par >20 % T;p eksperimenta, kas apstiprina proteina aktivitati un eksperimentu jutibas

piemérotibu talakiem skrininga eksperimentiem.

A

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ S e B e N s e e A
8.40 8.35 830 825 820 815 810 805 800 7.95 7.90 6.10 6.05 6.00 5.95 590 5.85 5.80 5.75
f1ppm,

M

840 830 820 810 800 7.90 625 615 605 595 585 57
f1ppm,
10. attels. Nspl4/nspl0 saistibas ar sinefunginu detektéSana ar KMR eksperimentiem.

Sarkana krasa sinefungina atskaites spektri, zila krasa spektri sinefunginam un nsp14/nsp10 A

— waterLOGSY eksperiments. B — Tp eksperiments.

Figure 10. Detection of nspl4/nspl0 binding with sinefungin using NMR experiments.

Shown in red — sinefungin reference spectra, shown in blue — spectra for sinefungin with

nspl4/nspl10. A — waterLOGSY experiment. B — Tip experiment.
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3.2. KMR skrinings fragmentu bibliotekai.
3.2.1. Saistibu uzradosu savienojumu identificeSana.

Tika veikts KMR skrinings 695 fragmentu bibliotekai. Peétjjuma laika kopa tika
pagatavoti 174 paraugi (katrd parauga pa 8 fragmentiem). Katram paraugam uznéma 'H
spektrus, ka ar veica waterLOGSY un T;p eksperimentus: vispirms bez proteina, tad ar
pievienotu nspl4/nspl10 kompleksu, tad ar pievienotu sinefunginu. Kopa tika uznpemti 783

spektri. Skrininga eksperimentu veikSana ilga aptuveni ménesi.

st

60 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 7.00 4.00 2.90 2.80 2.70  1.75 1.6590 0.80
f1ppm,
11. attéls. Cetru waterLOGSY spektru parklajums. Sarkana krasa — atskaites spektrs, zala
krasa spektrs uzreiz péc nspl4/nspl0 pievienoSanas, zila krasa — spektrs péc sinefungina
pievienosanas, violeta krasa — spektrs tam paSam paraugam 24 h péc sinefungina

pievienoSanas.

Figure 11. Superimposition of four waterLOGSY spectra. Shown in red — reference spectrum,
in green — spectrum after the addition of nsp14/nsp10, in blue — spectrum after the addition of
sinefungin, in purple — spectrum for the same sample 24 hours after the addition of

sinefungin.

Kopuma viena attiriSanas reiz€ (no 1 L 2TY barotnes gan nspl4, gan nspl0) iegiitais
nspl4/nspl0 kompleksa daudzums teorétiski pietika, lai izveidotu 40 KMR skrininga
paraugus, tacu jau iepriek§ minéto nsp14 stabilitates problému dél paraugu skaits bija mazaks
— aptuveni 30. Nsp14 nestabilitate augstas koncentracijas ari bija iemesls, kapéc nacas mainit

paraugu gatavosanas procesu — tika gatavoti atseviski paraugi atskaites spektru uznemsanai un
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atseviSki paraugi proteinu saturoSu paraugu spektru uzpemsSanai, jo, lai pievienotu
nspl4/nspl0 kompleksu jau gatavam atskaites paraugam, proteina kompleksam jabiit
iekoncentrétam lidz augstai koncentracijai (>10 mg/mL). Citadi nakas pievienot parak lielu
tilpumu, kas iev@rojami pazemina paraugd esoSo fragmentu koncentracijas, padarot
eksperimentu rezultatu analizi neiesp&jamu, ka ar1 trauc€jot tidens signala nospieSanu. Kad
sakuma tika meginats iekoncentrét nspl4/nsp10 kompleksu >10 mg/mL koncentracija un
pievienot to atskaites paraugam, waterLOGSY un T, p eksperimentos novéroja, ka lielaka dala
fragmentu signalu uzrada saistibu, bet péc sinefungina pievienoSanas lielaka dala signalu
intensitaSu samazinajas, kas liecindja nevis par specifisku saistibu, bet gan par proteina
degradaciju, ko vargja arT novérot KMR parauga ampula. Lai parliecinatos, ka pie vainas
proteina degradacija, paraugam uznema tos paSus spektrus 24 h péc sinefungina
pievienoSanas un, patieSam, noveroja signalu intensitates mazinasanos ar laiku (11. attels.).

Veicot datu analizi, ka saistibu pienéma signala intensitates izmaigu par >20% gan
waterLOGSY, gan T;p eksperimentd. Ja parauga novéroja saistibas pazimi kada no
eksperimentiem, veica konkréta savienojuma identitates noteikSanu. Piemérs saistibas
noveéroSanai fragmentu maisijuma gan waterLOGSY, gan T;p eksperimentos att€lots
12. attela.

Lai identific€tu savienojumu, veica fragmentu maisijuma un to veidojoSo individualo
fragmentu atskaites 'H spektru savietojumu. 12. attéla redzams piemérs fragmenta, kur§ abos
eksperimentos uzradija saistibu, identific€Sanai. Konkrétaja gadijuma visi saistibu uzradoSie
signali atbilda vienam fragmentam ar kodu Z276545932. Savienojumu identifikaciju
apgrutingja pH atSkiribas fragmentu maisijumu un individualo savienojumu atskaites
spektriem.

Kopuma saistibu ar nsp14/nsp10 kompleksu vismaz viena no eksperimentiem uzradija
46 savienojumi (1. tabula). No tiem pozitivi rezultati abos eksperimentos bija
26 savienojumiem, tikai waterLOGSY eksperimenta — 17 savienojumiem, bet tikai Tip

eksperimenta — 3 savienojumiem.
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83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 39
f1ppm,

[T _JM_UJ,

83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 39
f1ppm,

12. attéls. Nespecifiskas saistibas identificéSana fragmentu maisijumam. Sarkana krasa —
atskaites spektri, zala krasa — spektri paraugam ar pievienotu nspl4/nspl10. Melnas bultinas

izce] signalus, kas norada uz saistibu. A — waterLOGSY eksperiments. B — T;p eksperiments.

Figure 12. Identification of nonspecific binding for a fragment mixture. Shown in red —
reference spectra, in green — spectra of samples with added nsp14/nsp10. Black arrows show

signals which indicate binding, A — waterLOGSY experiment. B — T;p experiment.
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'86 85 84 83 82 81 80 79 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9
f1ppm,

12. attéls. Fragmenta identittes noteikSana. Zila krasda — 'H spektrs fragmentu mikstiirai,

sarkana krasa — 'H atskaites spektrs identificétajam savienojumam.

Figure 12. Determination of the fragment identity. Shown in blue — 'H spectrum for the

fragment mixture, shown in red — 'H reference spectrum of the individual identified
g P

compound.
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1. tabula.
Saistibu uzradosie savienojumi WaterLOGSY un CPMG eksperimentos.
Table 1.
Compounds that showed binding in WaterLOGSY and CPMG experiments.

1D WaterLOGSY Tip
727797417
755671900
731432226
72856434871
72856434816
731697001
71275599911
7321318226
757515803
71741973467
719739650
730612387
71217741507
7285675722
71623890017
7281077318
757792053
71273312153
7102895082
7219104216
71354416068
756347187
730620520
71086293874
744592329
786416929
7136583524
753860899
758982727
757101343
719733482
71741960769
7208334100
72301438417
7123970702
72856434779
7363993198
753834613
731792168
7296054478
732386228
72856434805
7276545932
757292378
ZN26251905
ZN30820160
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3.2.2. Ar sinefunginu konkurgjoSie savienojumi.

No identificétajiem 46 savienojumiem, kas uzradija saistibu, ar sinefunginu saistibas
konkurenci uzradija tikai divi (skat. 13. un 14. attelus). Tiem bija pozitivi gan waterLOGSY,
gan Tp testi, tas ir, noveroja signala intensitates izmaigu par >20% p&c nspl4/nspl0
kompleksa pievienoSanas Savukart péc sinefungina pievienoSanas signalu intensitate tika

pilnigi vai dal&ji atgiita.

A 7\
A AAN o A [\ o
. v S MN\AA AN VN A A WA / LI
Apa NV WA S W M AN A W p v~/

WM/\/‘V\/\/‘%W/W

NH,

04 802 800 798 79683 781 779 777 775 773 231 229 227 22

flppm, N CH3

806 802 798 794 790 78 782 778 774 232 228
flppm,

13. attels. Specifiskas saistibas identific€Sana. Zila krasa — atskaites spektri, zala krasa —
spektri ar pievienotu nsp14/10 kompleksu, sarkana — spektri ar pievienotu sinefunginu. A —

waterLOGSY eksperimenti. B — T;p eksperimenti. C — identificéta savienojuma struktiira.

Figure 13. Identification of specific binding. Shown in blue — reference spectra, in green —
spectra with added nspl4/nspl0 complex, in red — spectra with added sinefungin. A —

waterLOGSY experiments. B — Tp experiments. C — structure of the identified compound.
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flppm, \

B 3

6.65 660 2,50 2.45 2.40 2.35 2.30 2.25 220
flppm,

14. attels. Specifiskas saistibas identific€Sana. Zila krasa — atskaites spektri, zala krasa —
spektri ar pievienotu nsp14/nsp10 kompleksu, sarkana — spektri ar pievienotu sinefunginu. A

— waterLOGSY eksperimenti. B — T p eksperimenti. C — identificéta savienojuma struktiira.

Figure 14. Identification of specific binding. Shown in blue — reference spectra, in green —
spectra with added nspl4/nspl0 complex, in red — spectra with added sinefungin. A —

waterLOGSY experiments. B — T p experiments. C — structure of the identified compound.

Kaut gan tikai diviem savienojumiem novéroja konkurenci ar sinefunginu, nevar
apgalvot, ka tie ir vienigie fragmenti, kas saistas metiltransferazes aktivaja centra. lesp&jams,
savienojumi ar nespecifisku saistibu ari saistds konkrétaja kabata tikai cita vieta neka
sinefungins. Dala savienojumu, iesp&jams, saistas pie nspl4 citas vietas, pieméram RNS
saistiSanas kabata vai eksoribonukleazes doména aktivaja centra. Savukart loti iesp&jams, ka
dala no saistibu uzradoSajiem savienojumiem tieSam veido nespecifiskas saistibas.
Gadijumos, kad tikai viens no eksperimentiem uzradija saistibu, pastav lielaka iesp&ja, ka tika
iegiits Skietami pozitivs rezultats (false positive) neka gadijumos, kad abi eksperimenti
uzradija pozitivu rezultatu.

No savienojumiem, kas uzradija saistibu tikai viena eksperimenta, lielaka dala bija

waterLOGSY eksperimentos, kas liecina par §1 eksperimenta augstaku jutibu salidzinajuma ar
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Tip eksperimentu pétamas sisteémas ietvaros, kas norada uz efektivu magnetizacijas parnesi

spinu difuzijas del.

3.3. Metiltransferazes doména 'H-""N-HSQC spektrs.

Ka jau minéts nodala “1. Literattras apskats”, ar KMR iesp&jams ar1 noteikt liganda
saistiands vietu proteind. Tam nepiecieSams producét ar "N izotopiem iezimétu proteinu,
kuram var uzgpemt 'H-"N-HSQC spektru. Taja katrs signals atbilst konkrétas proteina
aminoskabes pamatvirknes NH signalam, ka arT dazam aminoskab&m spektra paradas art sanu
kédes NH signali (piem., asparaginam, glutaminam, triptofanam un argininam). Rezultata
ieglits proteina strukturalais “pirkstu nospiedums”. Ja veikta spektra asignéSana, kura
identificets, kada aminoskabe atbilst katram signalam, tad §1 metode ir noderigs riks, lai pétitu
savienojumu saistibu pie proteina. Uzgemot spektrus proteinam pirms un péc savienojuma
pievienoSanas, novero atSkiribas aminoskabju signalu kimiskajas nobides, lai noteiktu, kur

savienojums saistas.

T
F1[ppm]

T
110

7| T T
1 10 9 8 7 6 F2 [ppm]

15. attéls. 2D 'H-""N-HSQC spektrs '°N iezimétam nsp14 MTazes doménam.
Figure 15. 2D "H-""N-HSQC spectrum for '°N labeled nsp14 MTase domain.

Sim noliikam tika ekspreséts un attirits °N ieziméts nspl4 metiltransferazes doméns
(288.-527. aminoskabes, 28 kDa), kuram uznéma 'H-">’N-HSQC spektru (15. attéls). Diemz&l,

ieglitais spektrs nav augstas kvalitates. Taja redzami dazi atseviski, intensivi signali, tacu
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spektra centra gandriz nav iespjams atskirt individualus signalus. Sis norada uz nspl4
MTazes doména relativi augsto nestabilitati. Rezultata, no iegtitajiem datiem nevarétu asignét

pamatvirknes aminoskabju signalus, ka ar1 nebiitu iesp&jams noteikt liganda saistibas vietu pie

proteina.
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SECINAJUMI

Bakalaura darba apgiita un efektivi pielietota nspl4 un nsplO proteinu ekspresija
Escherichia coli $tinas $kistosa un akttva forma.

Izstradats protokols fragmentu bibliotekas skriningam ar KMR metodi.

Optimiz€jot eksperimentu apstaklus, tika atklats, ka nspl4 aktivitati veicina augsta sals
koncentracija, reducgjosa agenta klatbuitne, uzglabasana zema temperatiira bez sasalSanas
zemas koncentracijas.

. Nspl0 pievienoSana stehiometriska daudzuma butiski uzlabo nsp14 stabilitati.

Petamas sist€mas ietvaros waterLOGSY eksperiments uzradija lielaku jutigumu
salidzinajuma ar T;p eksperimentu.

Izmantojot waterLOGSY un T;p eksperimentus atklati 44 fragmenti, kas uzradija

neselektivu un divi — selektivu saistibu attieciba pret SAM-saistiSanas kabatu.
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PATEICIBAS

Autore izsaka pateicibu Latvijas Organiskas sintezes institiita Fizikali organiskas
kimijas laboratorijas vaditajam Kristapam Jaudzemam par iesp&ju So darbu izstradat vina

vaditaja laboratorija. Pateiciba arT laboratorijas kolégiem par atbalstu darba izstrades procesa.
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