Abstrakt

Virus chiipky napadé ptactvo a savce a zpusobuje u nich zdvaznou infekci, kterd je
ro¢n¢ pri¢inou témef piil milionu lidskych obéti. Dodnes jsou terapeutickymi cily pouze dvé
molekuly v zivotnim cyklu viru — M2 protonovy kandl a neuraminidasa. Vznik novych
pandemickych subtypt je souCasné s vyvojem resistentnich variant proti soucasnym lékim
zavaznym podnétem pro nalezeni novych cilti a potencidlné jejich inhibitorti. V nedévné
dobé byla pomoci strukturni krystalografie identifikovdna protein-proteinova interakce
mezi PA a PB1 podjednotkou virové polymerasy jakozto zajimavy therapeuticky cil.
Zajimavé je, Zze tato interakce je zprostiedkovana jen nckolika interagujicimi
aminokyselinovymi zbytky. Dalsi zajimavy fakt je, Ze tyto zbytky vykazuji vysokou
konzervovanost mezi variantami viru chfipky typu A, coz by v ptipad¢ nalezeni inhibitoru

mohlo umoznit zacilit Sirokospektralni 1écbu proti vSem kmeniim tohoto typu viru.

V této praci jsem se zabyval expresi a purifikaci dvou fiznich rekombinantnich
proteinovych konstruktii C-terminalni domény PA podjednotky (CPA) z pandemického
subtypu viru chiipky A/California/07/2009 (H1NT1). Prvni konstrukt byl navrhnut k evaulaci
kinetickych vlastnosti interakce mezi PB1 peptidem a CPA proteinem. Dale byl tento
konstrukt pouzit k vyvoji vysoko-kapacitni testovaci analyzy latek na bazi technologie
AlphaScreen. Pomoci této analyzy jsme testovali zkracované PB1 peptidy s umyslem
vyhledat minimalni peptid, ktery by si zachoval vazebné vastnosti vii¢i proteinu CPA. Dale
jsem navrhl druhy rekombinantni protein sestavajici se z hexahistidinové kotvy spojené s
proteinem SUMO zlepSujicim rozpustnost, vazanym na CPA protein. Tento protein byl po
odStepeni fuzni kotvy nasledné vyuZit pro krystaliza¢ni experimenty metodou difuze par,
které vedly k ziskani 3D struktury poskytujici informace vyuZitelné v racionalnim navrhu
1é¢iv. Na zavér byla navrzena dal$i vysokokapacitni testovaci metoda pro hledani sloucenin

v knithovnach pro nalezeni novych latek rozruSujicich protein-proteinové interakce.
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