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Abstrakt

Zika a Dengue jsou flaviviry $ifici se v lidskych populacich obyvajici tropické oblasti
skrze komafi mezihostitele. Flaviviry zpusobuji horecky, které se mohou v ptipadé
Dengue rozvinout az do Zivot ohrozujici hemorrhagické formy. Existuje mozna
souvislost mezi téhotnymi zenami nakazenymi virem Zika a zvySenym rizikem vzniku
mikrocefalie u novorozencu. Flavivirové horecky se v dnesni dobé¢ 1é¢i hlavné
symptomaticky, nicméné je zde snaha o vyvoj latek blokujici Zivotni cyklus virta a jejich
sifeni v organismu. Vhodnym cilem takovych latek jsou specifické virové enzymy,
napiifklad flavivirova proteasa. Tato serinova proteasa chymotrypsinového typu je
tvofena heterodimerem flavivirovych nestrukturnich proteind NS2B a NS3. Doména
NS3 obsahuje také helikasu, tu je vSak mozné pro studii samotné proteasy
rekombinantné odstranit. Protein NS2B je transmembranovy, s doménou NS3 vsak
interaguje pouze hydrofilni, 40 aminokyselinovy peptid. Ten funguje jako chaperon a
podili se na vazb¢ substratu v aktivaim misté. V této praci bylo studovano Sest variant
rekombinantnich proteint obsahujici aktiva¢ni peptid NS2B a proteasovou doménu
NS3. Tyto proteiny byly exprimovany a purifikovany. Ctyii varianty byly
charakterizovany v enzymologickych studiich, véetné testovani moznych inhibitora.
Toto testovani odhalilo inhibici variant Zika proteas dipeptidem navrzenym jako analog

substratu proteasy viru Dengue.



Abstract in English

Zika and Dengue flaviviruses are transmitted by mosquitoes in human populations living
in tropical areas. They cause fevers which in the case of Dengue can lead to life
threatening haemorrhagic form. There is a possible relationship between pregnant
women being infected by Zika virus and higher risk of microcephaly in new-borns. The
infection is currently treated mainly symptomatically. However, there is an effort to
develop compounds which block viral life cycle and viral spread through organism. Viral
enzymes, such as flaviviral proteases, are regarded as suitable targets for this effort. These
serine proteases with chymotrypsin fold are heterodimers which consist of flaviviral non-
structural proteins NS2B and NS3. NS3 domain also contains a helicase, which can be
removed by gene recombination for study purposes. NS2B is a transmembrane protein,
but only a hydrophilic 40 amino acid peptide is important for the interaction with NS3
domain. This peptide has a chaperon function and participates in substrate binding to
the active site. In this study, six variants of recombinant proteins containing activating
peptide of NS2B and protease domain of NS3 were expressed and purified. Four
variants were characterized in enzymologic studies including testing of possible
inhibitors. A dipeptide formally prepared as inhibitor of Dengue protease active site was

identified as Zika protease inhibitor as well. (in Czech)
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1 Uvod
1.1 Flaviviry Zika a Dengue

V této praci byly studovany proteasy vira Zika a Dengue. Tyto viry jsou zastupci rodu
Flavivirus, kam se fadi také virus zluté zimnice, viry kliS€ovych encefalitid nebo virus
zapadonilské horecky [1]. Jsou to obalené viry z celedi Flaviviridae, kam patii i veterinarné
vyznamny virovy rod Pestzvirus ¢i rod lidskych patogent Hepacivirus, mezi néz patif virus

hepatitidy C.

Virion flavivirt je tvofen lipidovou dvojvrstvou, do které je vnofen glykoprotein E (z
angl. envelope — obalka) spolecné s transmembranovym proteinem M (z angl.
membrane). Kapsida je vystavéna zproteinu C (z angl. capsid) v komplexu
s jednofetézcovou pozitivni RNA (+ssRNA) [2]. Stavba virové ¢astice je znazornéna na

obr. 1.
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Obr. 1: Stavba flavivirové ¢astice. Pod obalkovym proteinem E asociovanym na membranu skrze membranovy protein M je

vystavéna virova kapsida z proteinu C ukryvajici +ssRNA (pfevzato a upraveno z [3]).

Flaviviry vstupuji do hostitelskych bunék receptory zprostfedkovanou endocytézou.
Virus Dengue vyuziva sirokou skalu receptoru, napifklad receptor dendritickych bunék
DC-SIGN (z angl. dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule 3-grabbing non-
integrin) [4], makrofagovy receptor CD-14 [5] nebo membranovy chaperon GRP78/BiP
(z angl. glucose-regulating protein 78/binding immunoglobulin protein) [6]. Kyselé
prostfedi endosomu spousti pfestavbu virionu a fizi virové a bunécné membrany. Tim

je virova castice rozvolnéna a do cytoplasmy se dostava virova RNA, ktera muze byt



pfepsana na negativni vlakno a poté zpét na porzitivni nebo slouzi jako templat pro
tvorbu virového polyproteinu hostitelskym translacnim aparitem [7]. Nove
syntetizovany virovy polyprotein je propleten membranou endoplasmatického retikula
(ER). Na vnitfni strané¢ ER je stépen hostitelskymi proteasami a na cytosolické virovou
proteasou na tii strukturni proteiny (C, E, prM) a sedm nestrukturnich proteint s riznou
funkcf (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) [8, 9]. Jejich funkce a membranova

otientace polyproteinu je vyobrazena na obr. 2.
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Obr. 2: Membranova orientace flavivirového polyproteinu s vyobrazenymi $tépnymi misty a funkcemi jednotlivich produktt

stépeni. MTasa = methyltransferasa, RARp = RNA-dependentni RNA-polymerasa. Vytvofeno pro [10] a upraveno.

Na membrané endoplasmatického retikula se Stépené proteiny skladaji v nezralou
virovou ¢astici, ktera dozrava pii transportu pres Golgiho aparat stépenim proteinu prM
na M hostitelskou proteasou furin. Infekeni viriony jsou z bunky vylouceny exocytézou

[7]-



1.2 Nemoci spojené s flaviviry

Nakaza virem Dengue je ¢asto asymptomaticka [11]. Pokud se projevi, tak jako kopfivka
¢i hore¢naté onemocnén{ s mirnym prabc¢hem, vyskytnout se muze i bolest svala [12].
Muze se vsak rozvinout az do hemorrhagické formy ohrozujici Zivot, kdy dochazi
k rozsahlému krvaceni az k organovému selhani [13—15]. Pfi nakaze virem Zika ztstava
60-80 % pifipadi asymptomatickych, zbyla procenta se projevuji zvySenou teplotou,
bolesti kloubti ¢i vyrazkou, ktera se z obliceje postupné rozsifuje po celém téle [16, 17].
Nemoci zpusobené flaviviry maji tedy podobny prabéh, odhadnout pivodce nemoci
muzeme dle mista, kde k nakaze doslo [17]. Spolehlivéjsi metodou je RT-PCR [18] nebo
stanoveni pomoci protilatek, kde je vsak omezujici podobna reaktivita protilatek proti

obalovym proteinim Dengue a Zika [19].

Vétdina flavivirt je pfenasenych komary nebo klist'aty, fadi se tak mezi arboviry [2].
Nejvyznamnéjsim zastupcem virt prenasenymi klist’aty je virus kliStové encefalitidy
(TBEV, z angl. tick-borne encephalitis virus), ktery se vyskytuje v mirném pasu, od
pobfezi zapadni Evropy az po Japonsko [20]. Flaviviry pfenasené komary jsou doménou
tropickych oblasti, nicméné obcas se infekce vyskytne i jinde, vétsinou v souvislosti
s cestovanim z postizenych oblasti. Nékteré flaviviry se sporadicky pfenaseji i v mirném
pasmu komary (napf. Usutu virus napadajici ptaky [21] nebo virus zapadonilské horecky
(WNV, zangl. West Nile virus) na jizn{ Moravé [22]). Viry Dengue a Zika, jejichz
proteiny jsou studovany v této praci, jsou vyhradné prenaseny komary rodu Aedes [23,
24]. Tento komar ma puvod v tropickych oblastech, jeho sporadicky vyskyt je vSak znam
i1 v Evropé [25]. Navzdory sporadickému vyskytu tohoto komara je datovana epidemie
Dengue ve 20. letech 20. stoleti v Recku [15] ¢ mensi lokalni vyskyt v roce 2010 ve
Francii [26]. Pfed nakazou virem Zika vinou rozsifeni komara Aedes nasledkem

globalniho oteplovani v Evropé varovala Svétova zdravotnicka organizace v roce 2016
[27].

Prvni ze zkoumanych vira, Zika, byl objeven v Ugand¢ roku 1947 [23]. Prvni vétsi vyskyt
je vsak datovan na rok 2007, kdy byla propukla epidemie v africkém Gabonu a na ostrove

Spojenych statd Mikronézie Yap [28, 29], pozdéji (2013) ve Francouzské polynézii [16].



V Brazilii (2015) byla epidemie nejvétsi a v souvislosti s ni bylo poukazano na moznou

souvislost s mikrocefalif novorozencu a Guillain-Barrého syndromem [30].

Ukazuje se, ze ne ve vsech pifpadech t¢hotenstvi s nakazou virem Zika se vyskytne
defekt, zalezi nejspise na dalsich faktorech [31, 32]. Virus napada radialn{ glie v mozku
prostfednictvim receptoru AXL [33], dale neuralni progenitorové bunky a fibroblasty
[34]. Virovy NS5 protein blokuje TBK1 (TANK-vazajici kinasu 1, z angl. TANK-
binding kinase), dtlezitou pro mitotickou, apoptickou i imunni signalizaci a produkci
interferonu 1 [35-37], jehoz indukce muze byt dile zablokovana mutovanym NSI
proteinem [38]. NS4A protein blokuje signalizaci pomoci RLR (z angl. RIG-I (z angl.
retinoic acid-inducible gene I) like receptor) a MAVS (mitochondridlni antivirovy
signalizacni protein) a spolecné s NS2B blokuje drahu Akt-mTOR dulezitou pfi vyvoji
gliovych bunék a neuront [39, 40]. Dale bylo prokazano stépeni hostitelskych proteint
STING a JAK1 virovou proteasou [41, 42]. VSechny tyto déje jsou pathogenni a mohou

pfispivat ke vzniku mikrocefalie, 1 kdyZz onemocnéni je pravdépodobné multifaktorialni.

Druhym zkoumanym virem v této praci je virus Dengue. Prvni pisemné zminky o
horeckach Dengue (jakozto ,,kloubnich horeckiach®) jsou z asijského ostrova Jakarta a
egyptské Kahiry, kde nemoc propukla na konci 18. stoleti [9, 43]. Nejvétsi popsané
epidemie vsak prob¢hly ve 20. letech 20. stoleti v USA (postizeno 1 az 2 miliony lidi),
Recku a Austrélii a dile ve 40. letech v Japonsku [9, 44]. Nyni se rozliduji ¢tyfi sérotypy,
které se vyskytuji v tropickych oblastech Ameriky, Asie a Afriky [45, 46].

Molekularni podstata onemocnéni je dana interakcemi virovych proteint s hostitelskymi
a ovlivnéni nékterych biochemickych drah dalezitych pro organismus. Protein NS3 viru
Dengue reaguje s hostitelskou GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa), ¢imz
zabraniuje glykolyze, a vede kakumulaci intermediatd glykolyzy, pfedevsim
glyceraldehyd-3-fosfatu [47]. Virus Dengue také zpusobuje relokalizaci synthasy
mastnych kyselin do mista replikace viru [48] a ohyba membranu pomoci NS4A, ¢imz
ustanovuje vlastni replikacni komplex, omezuje tim vsak metabolismus hostitelské burky
[49]. Avsak nejvice interaguje s bunkami strukturni protein E, ktery je zodpovédny za
vazbu na receptory, zpusobuje hemaglutinaci erythrocyta a brani virus pfed imunitnim

systémem [12]. Dengue virus také muze vstupovat do mozku a zpusobovat encefalitidu



[50]. Velkym problémem je nakaza clovéka vylééeného z nemoci zpusobené jednim
sérotypem viru Dengue sérotypem odlisnym. B lymfocyty tak produkujf protilatky, které
nejsou schopny virus neutralizovat, ale vazou se na jeho povrch. Opsonizovany virus se
snadno dostava do makrofagt, unika z fagosomu a mnozi se. Tento zhorseny prabch
onemocnéni se nazyva ADE (z angl. Antibody Dependent Enhancement, zesilen{ zavislé
na protilatkach). Zejména u malych dét tak souvisi sekundarni nakaza s projevem

nemoci znamym jako tzv. DSS (z angl. Dengue shock syndrom) [51].

1.3 Prevence a lécba flavivirovych onemocnéni

Proti viru Zika zatim neexistuje vakcina, proto je nejucinnéjsi prevenci nakazy vyhybani
se hmyzim vektoram §ificim virus a také vyhybani se oblastem jejich zvySeného vyskytu
[52]. Vakciny jsou nicméné intenzivné vyvijeny [53, 54]. I pfes to, ze nemoc se v soucasné
dob¢ léci symptomaticky, jsou usilovné vyvijena virostatika cilené branici viru Zika
v expanzi v hostitelském organismu. Podporuji imunitni systém pacienta, cili na
hostitelské biochemické drahy dulezité pro zivotni cyklus viru nebo blokuji specifické
virové proteiny. Imunitni systém napifklad podporuji interferony, po jejich podani se
zdravotni stav pacientt zlepsuje [55]. Dulezitym procesem pro mnozeni vird je jejich
vstup do bunék. Pokud by se tento mechanismus zablokoval, virus se nemutze dale
mnozit a onemocnén{ nemusi vibec propuknout. Tyto inhibicni vlastnosti byly zjistény
u flavonoidt baicalein, baicalin [56] a isokvercitrin [57]. Vstupu viriont do bunck také
zamezuji anorganické polyoxometalaty [58] ¢i peptidové inhibitory [59]. Blokatory
vstupu byly téz objeveny testovanim knihoven nizkomolarnich latek [60]. Virus
potiebuje pro svoji replikaci dostatek vhodnych nukleotidtrifosfatt. Inhibice hostitelské
inosinmonofosfat dehydrogenasy, zprostfedkujici jejich pfeménu, mnozeni viru blokuje
[61]. Dalsi skupinou léku, které by mohly byt pouzity na razné cilové molekuly dulezité
pro virus, jsou latky, které jiz byly schvaleny k uzivani, ale jsou pouzivany k 1éceni jinych
chorob. Pokud by byly odhaleny jejich funkce v blokaci viru Zika, mohlo by byt jejich
pouzivani pfevedeno do praxe rychleji nez pouzivani latek zcela novych, které by bylo
potieba vyvijet a testovat. Dobrym cilem inhibice zivotniho cyklu viru jsou virové

enzymy vzniklé §tépenim polyproteinu, NS5 protein [62, 63] a NS3 protein [64, 65]. Proti



helikasové doméné proteinu NS3 viru Zika byl dspésné testovan inhibitor RNA
polymerasy z HCV Sofosbuvir [66]. Inhibi¢ni vlastnosti dalsich latek blokujicich NS5
RNA polymerasu pfibuzného viru hepatitidy C byly studovany 7 silico [67]. Testovana
byla 1 léciva jinych, nepfibuznych chorob [68-70].

Vakcina proti Dengue v uspokojivé formé také neexistuje, nicméné jsou zde jisté
pozadavky na to, jaké by méla mit vlastnosti. Méla by byt tetravalentni, tzn. pokryvat
vSechny Ctyfi sérotypy tohoto viru, kvali komplikacim pfi ndkaze jinym sérotypem vinou
ADE efektu. Dale by méla byt bezpecna pro déti od 9 do 12 meésicu, coz je rizikova
skupina, kterou nejcastéji postihuji nejhorsi projevy nemoci. Takova vakcina byla
vyvijena [71-75]. Vysledkem téchto snah je vakcina CYD-TVD [76] s licenci k plosnému
pouziti, ktera vak také neni idealni. Pfi testovani této vakciny v postizenych oblastech
bylo zjisténo, ze tato latka spolehlivé nechrani organismus proti sérotypu DENV-2, coz
muze byt zptusobeno lisicimi se mutacemi antigenu ve vakciné a antigenu vyskytujiciho
se na povrchu viru ve zkoumané geografické oblasti [77]. Latka také neni vhodna pro
osoby, které infekci jesté neprodélaly, jelikoz u nich po vakcinaci hrozi horsi prabéh
onemocnéni v pfipadé¢ styku s virem [78]. Latka se doporucuje podavat osobam, které
jiz virem Dengue nakazeny byly. Prvni nakaza byva asymptomatickd ¢i je spojena
s nizkou horeckou, hemorrhagicka forma se vétsinou vyvine po druhé ndkaze virem,
proto ma smysl tuto latku podavat pouze séropozitivnim pacientim. Dalsi vyvijené
vakciny jsou TV003 [79] a TAK-003 [80]. Tyto latky jsou vyvijeny s pouzitim antigenu
ptM/E. Dalsim antigenem vyuzivanym ve vakcinach je NS1 [81, 82]. Pfi nasazeni
vakciny je tfeba vzit v potaz fakt, Ze organismus dfive vystaveny viru Zika je nachylnéjsi
k nakaze virem Dengue, vakcina tak mutze ptsobit neadekvatné v oblastech, kde se oba
tyto arboviry vyskytuji zaroven [83]. Organismus vystaveny nejprve viru Dengue a pak

viru Zika vsak reaguje standardné [84].

Horecka Dengue a jeji projevy (DHF, DSS) se, podobné jako Zika, 1é¢i zatim pouze
symptomaticky [85]. Nicméné je snaha 1 o vyvoj antivirotik zabranujici mnozeni tohoto
viru v hostitelském organismu. Jako jeden ze zdroju potencialnich inhibitort virovych
enzymu slouz{ i v tomto inhibitory proti jinym pifbuznym virdm, napf. proti viru

hepatitidy C. Testovanim vlivu latek z téchto knihoven viici enzymtum viru Dengue byly



pravé objeveny vyse zminéné inhibitory RNA-dependentni RNA-polymerasy (RARp) z
domény NS5 [86-90], z nichz n¢které jsou prave spolecné s virem hepatitidy C. Z 1é¢iv
nepifbuznych chorob byl proti flaviviram ac¢inny napiiklad ivermectin, ktery je pavodné
vyvinut jak antihelminticum [91]. Dale se podafilo inhibovat ATPasovou doménu
proteinu NS3 [92, 93] a s nf tzce spjatou helikasovou domény tohoto proteinu [94].
Potencialné vyuzitelnymi latkami jsou latky vazajici se na E protein [95, 96] nebo latky
zabranujici interakci methyltransferasy a helikasy [97, 98]. Studie vazeb
nizkomolekularnich latek a proteind odhalily vazbu inhibitoru Q63 na RdRp doménu
[99] ¢1 methyltransferasu [100] NS5 proteinu, pro ktery byly nalezeny i dalsi inhibitory
vazajici se na jina mista [101-103]. Vyuzitim znalosti aktivnich mist a alosterickych
vazebnych mist virovych proteint byly navrzeny latky, které by se mohly vazat na tato
mista, konkrétné byly testovany latky vazajici NS5 protein [104—106] a C protein [107].
Rada inhibitort byla navriena i silico [87, 108=112], a to nejen pro NS5 protein, ale i pro
helikasovou doménu NS3 proteinu [113]. V neposledni fadé¢ slouzily ke
zjisténi blokatora zivotnfho cyklu viru Dengue pokusy na bunécnych liniich [114-129] a

pokusy s analogy nukleosidu [130-133].

Velmi atraktivnim cilem antivirové terapie je, jak se ukazalo pfi vyvoji lé¢iv onemocnéni
zpusobenych hepatitidou C ¢i HIV, virova proteasa [134, 135]. Proteasovou aktivitu
v pfipadé virti Zika a Dengue vykazuje heterodimer NS2B-NS3. I to je jeden z dtvodd,

proc¢ je zajimavé tento enzym zkoumat.

1.4 Flavivirovy heterodimerni enzym NS2B-NS3

Jednim z virovych enzymt je heterodimer NS2B-NS3. Tento enzym vykazuje
proteasovou, helikasovou, ATPasovou a RNA 5‘trifosfatasovou aktivitu. Protein NS3
lze na zakladé struktury a enzymové aktivity rozdélit na dvé domény: na N-konci 1ze
rozpoznat proteasovou doménu a na C-konci helikasovou doménu vykazujici také
vsechny zbylé zminéné enzymové aktivity. Ob¢ funkéni domény lze rekombinantne
pripravit oddélen¢, aniz by ztratily na funkcnosti. Proteasa vsak vyzaduje pro svoji
aktivitu NS2B [136]. NS2B protein ma na svém N-konci dvé transmembranové

sroubovice a na svém C-konci jednu doménu zakotvenou v membrané. Mezi nimi je 40



aminokyselinovy hydrofiln{ peptid, ktery interaguje s NS3, a to s proteasovou doménou.
Prvnich 20 aminokyselin od N-konce funguje jako chaperon, pomaha zaujmout
spravnou konformaci proteasy. Druhych dvacet aminokyselin participuje v aktivnim

misté proteasy [137]. Cely protein je znazornén na obrazku 3 na nasledujici strané.

Obr. 3: Flavivirovy heterodimer NS2B-NS3 (DENV4) [138]. Horni, svétle fialova doména je proteasova doména NS3
obalend aktiva¢nim 40 aminokyselinovym peptidem NS2B v modré barvé. Spodni, tmavé fialova doména vykazuje
helikasovou, ATPasovou a RNA 5%trifosfatasovu aktivitu. Sedé je vyobrazena 10 aminokyselinova spojka, ktera
nezaujima strukturné daleZitou funkei pro zadny z enzymd, ale zprostfedkovava interakci mezi obéma doménami.

Struktura byla obarvena v programu PyMOL, v PDB je uvedena pod kédem 2VBC.

Jak jiz bylo feceno v kapitole 1.1, proteasa je dulezita pro maturaci virové castice, a to

kvali $tépeni polyproteinu na jednotlivé funkéni proteiny, véetné proteasy samotné.

Proteasa viru Zika i proteasa viru Dengue se fadi mezi serinové proteasy. Aktivni misto,
které se naléza na proteinu NS3, obsahuje katalytické zbytky serin 135, histidin 51 a
aspartat 75. NS3 protein stabilizovany hydrofilnim 40 aminokyselinovym peptidem
z NS2B zaujima strukturu podobnou chymotrypsinu [137]. Aktivacni peptid je mezi
flaviviry silné¢ konzervovany [139]. I v NS3 proteasové doméné lze u obou flavivira
nalézt podobné prvky. Proteiny obou virt jsou tvofeny dvéma 3-barely, mezi nimiz se
nachazi katalyticka triada. Oba B-barely jsou tvofeny Sesti -listy, pficemz mezi tfetim a

ctvrtym B-listem se nachazi a-helix [140] (Obr. 4 na nasledujici stran¢).



Obr. 4: Struktura proteasy viru Dengue 2 (v PDB pod kédem 2FOM) [141]. Fialové je znazornén protein NS3, modfe pak
NS2B aktivacni peptid. Oranzove jsou zvyraznény oba konce NS3 proteinu a jsou i popsany. Stejné jsou znaceny a
popsany konce NS2B aktiva¢niho peptidu. Katalyticka triada proteasy je popsana a obarvena dle atomt v reziduich,

které jsou vykresleny. Obrazek byl pofizen v aplikaci PyMOL.

Pokud enzym neni v komplexu se substratem ¢i inhibitorem, zaujima tzv. otevienou
konformaci. To znamena, ze struktura NS2B je rozvolnéna a nema rigidni strukturu. Po
vazbé substratu ¢i inhibitoru aktivatho mista se vSak aktivaéni peptid ovine kolem NS3
a zaujme své misto v aktivnim misté [142, 143]. Po rozstépeni polyproteinu nema NS3
transmembranovu doménu, NS3 je vsak drzen u membrany ER pravé pomoci proteinu
NS2B, ktery ma 3 transmembranové domény [144]. Dalsimi davody, pro¢ se enzym
vyskytuje jako heterodimer, mizou byt jeho rozdilné funkce v bunce. Samotny NS3
protein bez svého aktivacniho peptidu vaze synthasu mastnych kyselin, coz ma pozitivni

efekt pro udrzeni replika¢ntho komplexu [145].

Proteasa §tépi substraty s bazickymi aminokyselinami [146—149]. Vysledkem reakce jsou
dva produkty, z nichz jeden ma na svém C-konci kombinace aminokyselin Arg-Arg, Arg-
Lys, Lys-Arg nebo Gln-Arg a druhy na N-konci obsahuje Gly, Ala nebo Ser. Typickym
substratem je tak napiiklad sekvence Lys-Thr-Gly-Lys-Arg-Ser-Gly, coz je §tépné misto



nachazejici se mezi NS2B a NS3 proteinem viru Zika. Proteasa vytvafi mezi argininem a

serinem [149].

Proteasova a helikasova doména je spojena kovalentné desetiaminokyselinovou spojkou,
takto je propojen C-konec proteasy a N-konec helikasy (obr. 3 na str. 8). Tyto
aminokyseliny se pfimo nepodileji na jednotlivych enzymovych aktivitich, mohou vsak
mit dualezity vliv. na spravnou enzymovou funkci helikasové domény

zprostifedkovavanim elektrostatickych interakei [150].

Helikasova doména hraje dulezitou roli pfi replikaci virové genetické informace. Je
soucasti replikacntho komplexu, kde interaguje s NS5 proteinem [151]. Helikasova
aktivita je spojena s ATPasovou aktivitou, energie uvolnéna béhem hydrolyzy ATP je
vyuzita pro rozplétani dvouvldknové RNA wvzniklé béhem replikace [152].
Dvouvlaknova RNA vznika z jednovlaknového templatu neseného virem pomoci RNA
dependentni RNA polymerasy proteinu NS5 [153]. Pravé ta je rozplétana helikasou a na
budouci genomové pozitivni jednovlaknové RNA je tvofena cepicka spolec¢nou aktivitou
enzymu NS3 a NS5 [151]. RNA 5*trifosfatasova aktivita NS3 zajist'uje odstépeni
jednoho ze tif fosfata na 5 konci této RNA [154] a guanylyl transferasa proteinu NS5
pak z GTP odstépuje pyrofosfat a guanylyl monofosfat pfipojuje k 5° konci RNA [155].
Nasledna dvojita methylace prvni (postreplikacné pfipojeny guanin) a druhé baze je

zprostifedkovana methyltransferasou NS5 proteinu [156].

V této praci je studovana pouze proteasova doména obou flavivird. Ke zkoumani
proteolytické aktivity tato doména zcela postacuje (aminokyselinové zbytky 1-177 NS3).
Ke spravné funkci vsak vyzaduje aktivacni peptid (zbytky 45-96 NS2B) [138]. Proteasa
viru Dengue byla nejprve pfipravena jako varianta s kovalentni spojkou mezi doménami
[141, 157]. To znamena, ze C-konec aktivacniho peptidu NS2B je spojen s N-koncem
NS3 proteinu kovalentné sekvenci ¢tyf glycindg, serinu a dalsich ¢tyf glycina (sekvence
G4SGy). Vysledkem je fuzni protein, ve kterém mezi obéma proteiny neni pfirozené
stepné misto. Protein je exprimovan jako jedna dlouhd aminokyselinova sekvence, coz
zabranuje disociaci obou domén. Takové konstrukty byly pozdéji pfipraveny i pro

proteasu viru Zika [158]. Pro virus Zika byly také studovany varianty fuzniho proteinu

bez kovalentni spojky se zachovanym pfirozenym stépnym mistem [156]. Dal§i moznou
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variantou je pouzitf bicistronnfho plasmidu. V bakterialnich burkach je tak exprimovan
hydrofiln{ fragment NS2B, tj. aktivacni peptid nezavisle na NS3 a naslednymi

nekovalentnimi interakcemi je slozen funkéni protein [160, 161].

1.5 Inhibitory virovych proteas

Jak jiz bylo feceno, proteasy hraji dtlezitou roli v zivotnim cyklu flavivirt. Jejich inhibice
tak muze vést k zastaveni replikace viru a je jednou z moznych cest 1éceni flavivirovych
onemocnéni. Cesty k vyvoji proteasovych inhibitord mohou byt rizné: 1ze pouzit léciva
puvodné vyvinuta pro jiné ucely, navrhnout inhibitor na zakladé znalosti aktivniho nebo
alosterického mista ¢i nahodné testovat knihovny jiz pfipravenych sloucenin a takto

ziskané struktury posléze optimalizovat.

Logickym mistem vazby potencialniho inhibitoru je aktivni misto. Blokovanim tohoto
mista je zabranéno vazbé a zpracovani substriatu, proto bylo navrzeno nékolik
modifikovanych peptidti podobnych substratu schopnych vazat a blokovat aktivni misto
[162—167]. Aktivni misto flavivirovych proteas je ploché, vaze dvé bazické aminokyseliny
nasledované malou nenabitou aminokyselinou [158], coz je tfeba vzit v potaz pfi navrhu
inhibitoru cilenych do aktivniho mista téchto proteas. Znalosti aktivniho mista lze vyuzit

1 pfi navrhu inhibitort i sifico [168—172].

Pred vystépenim NS3 z polyproteinu vykazuje proteasa aktivitu také, 1 kdyz znacné
snizenou oproti volné formé NS2B-NS3. Tato prekurzorova forma proteasy vsak také
nabizi dalsi moznost blokace [173]. Jinou zajimavou moznosti je vyvoj aptamert
(oligonukleotidové sekvence vazajici proteiny). Testovanim knihoven aptamert byla
ziskana struktura, ktera byla uspésné testovana proti NS3 proteinu viru hepatitidy C

[174].

1.5.1 Inhibitory Dengue proteasy
Pro Dengue proteasu NS2B-NS3 bylo publikovano nékolik inhibitorta [165, 175-184].
Funkéni skupiny, které se vyskytuji na téchto peptidovych inhibitorech, tvofi

s katalytickym serinem flavivirové proteasy kovalentni vazbu, a jsou tedy zodpovédné za
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ireverzibilni inhibici. Jeden takovy tetrapeptidovy aldehyd inhibujici aktivitu proteasy
viru Dengue je vyobrazen na obr. 5 na nasledujici stran¢.

HN_-‘:T,.NHE

Me HM

(K=58um)  NH2 HNZ ™~ NH,

Obr. 5: Aldehydovy tetrapeptid uzivany k inhibici proteasy viru Dengue [167]. Inhibi¢ni konstanta tohoto inhibitoru byla

stanovena na 5,8 pM.

Obecné inhibitory serinovych proteas (leupeptin, PMSF atd.)) Dengue proteasu

neinhibuji, vyjma aprotininu [185].

Navrzeny byly také nizkomolekularni inhibitory vazajici se mimo aktivni misto [186],
dalsi byly ziskany testovanim velkych knihoven rtznych latek [184]. Jako alosterické

inhibitory byly identifikovany nckteré flavonoidy [187].

1.5.2 Inhibitory Zika proteasy

Proteasa viru Zika se zacala studovat pomérné nedavno, proto je znamo i mén¢
inhibitora. Navzdory tomu, Ze flavivirové proteasy jsou serinového typu, je proteasa viru
Zika inhibovana, podobné jako proteasa viru Dengue, pouze aprotininem — jiné obecné
inhibitory serinovych proteas nejsou schopny tyto enzymy vazat a blokovat [142]. Byly
navrzeny a testovany peptidové inbitory vazajici aktivni misto [163, 188]. Novym
piistupem je pouziti metalopeptida [189]. Mimo latky vazajici aktivni centrum zacaly
vyvijet i latky vyhledavajici jina vazebna mista. Alostericka mista nalezena na povrchu
Zika proteasy jsou vazana cyklickymi peptidy, pro které byly naméfeny nanomolarni
inhibi¢ni konstanty [190]. Testovany byly také i nékteré flavonoidy, které jsou znamy, ze
tlumi{ flavivirové horecky. Flavonoid myricetin byl dspésné testovan jako inhibitor
proteasy [191]. Berberin, uzivany jako potravinovy doplnck, zlepsuje stav pacienti
postizenych horeckami zptisobenych virem Zika, divodem je nejspise inhibice proteasy

[192].
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2 Cile prace
e Navrhnout moznosti purifikace Sesti faznich rekombinantnich variant
flavivirovych proteas
e Charakterizovat purifikované enzymy metodami enzymové kinetiky

e Otestovat potencialn{ inhibitory flavivirovych proteas
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3 Pouzité chemikalie a pristroje

96jamkova desticka s rovnym dnem (Greiner)
Akrylamid (Sigma-Aldrich)

Ampicilin (Biotika)

APS (Sigma-Aldrich)

BioPhotometer D30 (Eppendorf)
Bisakrylamid (Sigma-Aldrich)

Bromfenolova modf (Serva)

Emulsiflex C3 (Avestin)

Glycin (Sigma-Aldrich)

HilLoad Superdex 75 prepgrade (GE Healthcare Life Sciences)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma-Aldrich)
Kyselina octova (Penta)

Milli-Q Advantage A10 (Merck Millipore)

Mono Q 5/50 GL (Sigma-Aldrich)

NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific)
Precision Plus Protein™ All Blue (Bio-Rad) marker
Quantum ST4-1100 (Vilber)

Sacharosa (Lach-ner)

SDS (Sigma-Aldrich)

Sorvall Evolution RC (Thermo Scientific)

Tecan Infinite M1000 (Tecan Group Ltd.)

TEMED (Sigma-Aldrich)
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Trio 48 — Analytik Jena (Biometra)
Tris (Promega)

Tween 20 (USB Corporation)

15



4 Metody

4.1 Ptiprava expresnich vektort

Plasmidy pET-16b s genetickou informaci pro expresi pozadovaného fuznfho proteinu
byly pfipraveny dfive - v ramci mé bakalafské prace Pfiprava expresnich vektort pro
produkci fazniho proteinu NS2-NS3 vira Zika a Dengue, ktera vznikla na Ustavu

organické chemie a biochemie pod vedenim doc. Jana Konvalinky.

4.1.1 Transformace plasmidové DNA

Vybrany vektor pET-16b obsahujici genetickou informaci pro fazni protein a
ampicilinovou rezistenci byl transformovan do bakterii E. co// BL21(DE3)RIL metodou
tepelného Soku (z angl. heat shock). Plasmid byl pfidan k roztoku s bakteriemi a smés
byla ponechana na ledu po 30 min. Nasledn¢ byla smés pfresunuta do inkubatoru o 42
°C na 90 s. Po vyjmuti z inkubatoru a 5 min chlazeni na ledu bylo ke smési ptidano 200
ul LB média a po 1 h v 37 °C byla bakterialni smés rozetfena na agarosové plotny
obsahujici LB medium a ampicilin. Pfes noc vyrostlé bakterialni kolonie byly ockovany

do LB media obsahujictho 100 pg/ml ampicilinu (Biotika).

4.2 Exprese a purifikace virovych proteas

4.2.1 Exprese flznich protein{

Plasmidy obsahujici sekvenci pro fuzni proteiny byly pro expresi transformovany do
bakterii E. c¢o/ BL21(DE3)RIL metodou teplotntho soku popsanou vyse. Plotny
s narostlymi koloniemi byly setfeny a suspendovany ve sterilnim LB mediu (objem 1-2
1) obsahujici 100 pg/ml ampicilinu. Bakterie byly inkubovany v 37 °C po cca 2 h, prabé¢h
rastu byl sledovan méfenim optické hustoty (neboli OD, z angl. optical density) pfi
vlnové délce 600 nm na spektrometru BioPhotometer D30 (Eppendorf). Po dosazeni
ODsoo 0,6 — 0,8 byla indukovana exprese proteina pfidanim IPTG (isopropyl B-D-1-
thiogalaktopyranosid) do kone¢né koncentrace 1 mM. Po indukci byla teplota snizena
na 20 °C po 3 h a poté na 12 °C pfes noc. Druhy den byla suspenze stocena pii 6000x g
10 min pfi 20 °C na centrifuze Thermo Scientific Sorvall Evolution RC a peleta

suspendovana v lyza¢nim pufru (50 mM Tris. HCL, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 7,6).
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4.2.2 Lyze bakterii

Bakterie byly po nartstu homogenizovany Elvehjem-Potterovym homogenizatorem a
rozbity pfistrojem Emulsiflex C3 (Avestin) pfi tlakovych razech 1100 bar. Lyzat byl
stocen pii 20 000x g po 20 min pii 4 °C a supernatant obsahujici rozpusténé proteiny

byl dale zpracovan.

4.2.3 Purifikace na Ni-NTA

Visechny fuzni proteiny obsahovaly na svém N-konci histidinovou kotvu (HisTag). Proto
prvnim purifikaénim krokem byla aplikace bunééného lyzatu na nosi¢ s navazanym
nitrilotrisacetatem chelatujici nikelnaty kation (Ni-NTA), na ktery se histidinova kotva
afinitné vazala. Po 1 h byla smés stocena, lyzat byl odstranén (frakce FT, z angl. flow-
through) a nosic¢ s afinitné vazanymi proteiny byl promyt deseti objemy (10 x 5 ml)
promyvactho pufru (50 mM Tris. HCI, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,6). Eluce
probihala minimalné 1 h v eluénim pufru (50 mM Tris. HCI, 300 mM NaCl, 250 mM
imidazol, pH 7,6).

4.2.4 Dialyza a stépeni TEV proteasou

Proteinova frakce ziskana eluci z Ni-NTA byla pfed dal$im zpracovanim dialyzovana,
roztok tak byl zbaven imidazolu a pfeveden do stejného pufru, ve kterém byla
ekvilibrovana chromatograficka kolona pro nasledny purifikacni krok (50 mM Tris. HCI,
14 mM B-merkaptoethanol, pH 7,6, Milli-Q voda pro iontoveé vyménnou chromatografii,
stejny pufr s piidavkem 150 mM NaCl pro gelovou permeacni chromatografii). Béehem
dialyzy, ktera probihala 24 — 72h pii 4 °C, byla odstépena afinitni kotva TEV proteasou.
Po stépeni byly nepotfebné casti (odstépena histidinova kotva, zbyly, dokonale
nestépeny protein s histidinovou kotvou a TEV proteasa — obsahuje také histidinovou
kotvu) odstranény navazanim na Ni-NTA (viz vySe), dale zpracovavanou casti byla

tentokrat frakce, ktera vytekla (=FT). Ta byla dale purifikovana.

4.2.5 Purifikace iontové vyménnou chromatografii

Dalsim purifika¢nim krokem byla iontové vyménna chromatografie s gradientem
iontové sily. Ten byl ziskan pouzitim dvou pufri o rozdilné koncentraci NaCl (0 M a 2
M). Zbylé slozeni bylo stejné: 50 mM Tris. HCI, 14 mM B-merkaptoethanol, pH 7,6,
Milli-Q voda. Vyména probihala na koloné Mono Q 5/50 GL (Sigma-Aldrich). Vzorek
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byl na kolonu pfivadén systémem FPLC (z angl. fast protein liquid chromatography),
frakce byly analyzovany spektrofotometricky absorbanci pfi vlnové délce 280 nm.
Vysledné proteinové frakce byly zamrazeny v 50 % glycerolu v -80 °C nebo byly rovnou
pouzity k méfeni aktivity.

4.2.6 Purifikace pomoci gelové permeacni chromatografie

Alternativou k iontové vyménné chromatografii byla gelova chromatografie. Vyuzivana
byla kolona Hil.oad Superdex 75 prepgrade (GE Healthcare Life Sciences) s gelem na
bazi dextranu. Zfiltrovany a odvzdusnény pufr, kterym se kolona promyvala, byl stejny,
jako dialyzacni (50 mM Tris. HCI, 150 mM NaCl, 14 mM (B-merkaptoethanol, pH 7,0,
Milli-Q voda). K aplikaci na kolonu slouzilo FPLC (kapalinova chromatografie slouzici
k rychlému cisténi proteint, z angl. fast protein liquid chromatography), koncentrace

proteinu byla v prabé¢hu sledovana spektrometricky pfi vinové délce 280 nm.

4.2.7 Proteinova elektroforéza

K analyze prabéhu purifikace byly odebirany vzorky z jednotlivych frakci ziskanych po
kazdém purifikacnim kroku. Ty byly povafeny s pufrem (0,35 M Tris. HCL, 10 % (w/v)
dodecylsulfat sodny (SDS), 30 % (v/v) glycerol, 0,012 % (w/v) bromfenolova modt, 4
% (v/v) B-merkaptoethanol, pH 6,8) a analyzovany metodou SDS-PAGE (gelova
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s vyuzitim dodecylsulfatu sodného, z angl.
sodium dodecylsulphate — polyacrylamid gel electrophoresis). Pouzivan byl 5%
zaostrovaci gel (0,1 % N,N‘-methylenbisakrylamid, 4,9 % akrylamid, 0,1 % SDS, 0,1 %
peroxodisiran amonny (APS), 250 mM Tris.HClI pH 6,8, 13 mM N,N,N‘N*
tetramethylethan-1,2-diamin  (TEMED)) a délici  16% gel (0,5 % N,N*-
methylenbisakrylamid, 15,5 % akrylamid, 0,1 % SDS, 0,1 % APS, 375 mM Tris. HCI pH
8,8, 6,7 mM TEMED). Po aplikaci na gel proteiny denaturované SDS putovaly
v chlazeném pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS) mezi elektrodami s napétim
200 V minimaln¢ 1 h. K porovnani molekulovych hmotnosti slouzil marker Precision
Plus Protein™ All Blue (Bio-Rad). Gel byl nasledné zpracovavan a barven pomoci

stfibra.
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4.2.8 Barveni gelu stribrem

Gel s rozdélenymi proteiny podle jejich elektroforetické pohyblivosti byl vlozen do
fixatnitho roztoku — 12 % (v/v) kyselina octova, 50 % (v/v) methanol, 0,05 %
formaldehyd). Po minimalné¢ 30 min byl 3x promyt promyvacim roztokem (50 %
methanol) po 15 min. Po 1 min expozici (0,2 g/l NaxS203.5H20) byl gel promyt
destilovanou vodou, 20 min impregnovan (2 g/1 AgNO3 0,05 % formaldehyd), znovu
promyt destilovanou vodou a vyvolavan (60 g/l NaxCOs3, 4 mg/1 Na2S203.5H20, 0,05
% formaldehydu) do objeveni elfogramu (obvykle 2 min). Gel se zobrazenymi proteiny

byl vyfocen a analyzovan.

4.3 Méreni enzymové aktivity

4.3.1 Fluorometrické stanoveni aktivity flavivirovych proteas

Pro stanoveni aktivity proteas byl pouzit peptidovy substrat s fluorescenéni znacku
(EDANS, s absorpénim maximem Aaps= 336 nm a emisnim maximem Aem = 490 nm) a
zhaSedlem (Dabcyl, jeho absorpéni maximum se rovna emisnimu maximu EDANS,
Aabs=490 nm), ktery vychazel z dffve publikovaného substratu optimalizovaného pro
proteasu viru Dengue [193]. Stépeny peptid o sekvenci AERRGRIG byl oznacen na N-
konci skupinou Dabcyl a na C-konci skupinou EDANS. Pokud byl peptid neporusen,
fluorescence EDANS byla zhasena skupinou Dabcyl (efekt se projevi pfi vzdalenosti
obou sloucenin 10-100 A) Po rozstépeni proteasou a zvétSeni vzdalenosti mezi
slouceninami vsak EDANS zac¢ne vykazovat fluorescenci. Toto chovani je umérné
koncentraci stépeného peptidu, potazmo aktivité proteasy, kterou tak lze sledovat v case.
Méfeni probihalo v cerné 96jamkové desticce s rovnym dnem (Greiner), ktera byla
analyzovana fluorimetrem Tecan Infinite M1000. Princip fluorescenéné znaceného
substratu je znazornén na obr. 6. Reakce probihala v pufru obsahujici 50 mM Tris. HCI
o pH 9,0, 30 % (v/v) glycerol, 0,1 % Triton X-100 a Milli-Q vodu. Reakéni objem byl
vzdy 100 pl. Reakce byla startovana pfidanim 3 pg piislusného enzymu. Pro testovani
inhibitora byl pouzit 40 uM substrat. Stépeni substratu proteasou bylo nezavisle ovéteno

pomoci vysokotlakové kapalinové chromatogratie na oddéleni Medicinalni chemie

UOCHB.
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Obt. 6: Princip fluorometrického stanoveni aktivity flavivirovych proteas, upraveno [194]. (A) Jako fluorescenéni sonda slouzi
EDANS (Aabs=336 nm, Aem=490 nm), jako zhasedlo Dabcyl (Aaps=490 nm). Jejich absorpéni a emisni spektra jsou
naznacena v grafu. (B) Pokud peptid nenf st¢pen, Dabceyl zhasi fluorescenci EDANS. Po rozstépeni peptidu proteasou

a oddaleni obou slouc¢enin EDANS vydava fluorescenéni zafeni s maximem intenzity kolem 490 nm.

4.4 Vyhodnocovani ziskanych dat a pouZiti softwaru

4.4.1 Pouzity software

K vyhodnoceni dat z méfeni fluorescence pro stanoveni Michaelisovy konstanty a titraci
aktivnich mist slouzil program GraFit 5.0.4 (Erithacus Software) [195]. Tabulky a grafy
byly dale vyhodnocovany v programech Microsoft Excel (Microsoft) [196], GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software) [197] a OriginPro 8 (Originlab) [198]. Struktury proteint
byly zpracovany v programu PyMOL Molecular Graphics System 1.3 (Schrédinger LLLC)
[199].

4.4.2 Méreni enzymové kinetiky
Pro charakterizaci dvojice enzym-substrat byl pouZit kineticky model podle Michaelise a

Mentenové. Vychazi se z n¢kolika predpokladu, které zjednodusuji vypocet: koncentrace
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substratu je mnohem vétsi nez koncentrace enzymu, dale se pocita pouze s pfimou
reakci, tzn. koncentrace produktu je nulovd a méfi se pocatecni rychlost reakce (systém
nedospél do rovnovahy). Pfredpoklada se, ze koncentrace intermediatu ES se neméni

v ¢ase. Potom muzeme pfi vypoctech vychazet z rovnice
Ky k.

kde E je enzym, § je substrat, ES je komplex enzymu se substratem a P oznacuje
produkt. Pro pocatecni rychlost reakce » muzeme poté psat zavislost

_ Vmax-[S]
" Km+[S]

2

kde [§] oznacuje koncentraci substratu, [ maximalni rychlost reakce a K,, oznacuje
Michaelisovu konstantu, ktera je podilem souctu konstant pfimych reakci (&7 + 42) ku
konstanté zpétné reakce £ a v praxi vyjadiuje koncentraci substratu pfi prabchu reakce

rychlosti 1/ 2. Pro 1/ mizeme také psat

Vinax = Kcat-[Etl, 3

kde [E] je celkova koncentrace enzymu a 4. je katalyticka konstanta, ktera se pii splnéni
podminek pro vztah Michaelis-Mentenové rovna 42 a vyjadiuje, kolik molekul substratu
je pfeménéno jednou molekulou enzymu za sekundu. Konstanty K, a £ jsou specifické

pro kazdou dvojici enzym-substrat.

4.4.3 Vyhodnocovani inhibice proteolytické reakce

Prabéh reakce muze byt zablokovan inhibitory. Z hlediska priabé¢hu muzeme inhibici
deélit na kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni ¢i smisenou. Kompetitivni inhibitor

blokuje enzym tak, Ze neni schopen navazat substrat. Reakce tak probiha podle rovnice

E+1<=El 4

kde I je inhibitor, EI komplex enzymu a inhibitoru a K;‘je zdanliva inhibi¢n{ konstanta

definovana jako disocia¢n{ konstanta rozpadu komplexu EI, tzn.

r_ [ELU]
K; = D (5)
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Zdanlivou inhibi¢ni konstantu K;‘lze pouzit pfi vypoctu pravé inhibi¢ni konstanty
podle vztahu

r_ 5]

K; = K;(1 ) 6)
m

Pro inhibitory s K;*do 10 nmol/dm? (inhibitory vazajici se tésné) lze pouzit

Morttisontv vynos relativai rychlosti (2;/20) vaci koncentraci inhibitoru [200]. Tento

vynos byl vyuzit pro nelinearn{ regresi programem GraFit 5.0.4 (Erithacus Software),

ktery vyuziva vztah

2
. [E]+[I]+Ki<1+%>— \/([E]+[I]+Ki<1+%>> _4[E][1]
o 1T 2[E] ’

()

kde 2; je pocatecni reakéni rychlost pro danou koncentraci inhibitoru, 2 je pocatecni
reakéni rychlost pro reakei bez inhibitoru a [$]o je pocatecni koncentrace substratu.

Jelikoz K je konstantni, pfi neménném [E] a [$]o mizeme odecitat K.

Pro inhibitory, které vykazovaly K;‘nad 100 nmol/dm? byl pouzit Dixonav vynos, coz

je zavislost reciproké hodnoty reakéni rychlosti na koncentraci inhibitoru [201], tzn.

vztah
Km
1+-M
1 Knm [S]
LRSSy § (PR 8
v Vmax[S1Ki [ ] Vimax ®)
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5 Vysledky

5.1 Exprese proteas ve formé& fUznich proteinQ

Expresni plasmidy byly pfipraveny v ramci mé bakalafské prace s nazvem Pfiprava
expresnich vektora pro produkci fuzniho proteinu NS2-NS3 virti Zika a Dengue, ktera
vznikla na Ustavu organické chemie a biochemie pod vedenim doc. Jana Konvalinky.
Vsechny varianty sekvenci pro fuzni protein byly klonovany do expresntho vektoru
pET-16b. Byly vytvofeny tii varianty virovych proteas dvou ruznych flavivira, Zika a

Dengue typu 2 (viz obr. 7). Cela aminokyselinova sekvence je obsazena v pfiloze.

Viechny varianty obsahuji proteasovou doménu proteinu NS3, ktera je na N-konci
fazovana s aktivacnim peptidem proteinu NS2B, tzn. 40 hydrofilnich aminokyselin (viz
kapitolu 1.4). Aktivacni peptid a proteasova doména jsou spojeny bud'to kovalentni
spojkou (4x glycin, serin, 4x glycin), TEV $tépnym mistem nebo pfirozenym Stépnym
mistem flavivirovych proteas. Pouzité varianty jsou znazornény na obrazku 7 na
nasledujici strané. VSechny varianty maji na svém N-konci histidinovou kotvu (10x
histidin) nasledovanou s$tépnym mistem pro TEV proteasu (proteasa viru leptané
tabakové mozaiky, zangl. Tobacco etch virus) nebo Stépnym mistem pro faktor
koagulac¢ni kaskady Xa. Tato stépnd mista umoznujf fizené odstranén{ histidinové kotvy

ve vhodné fazi purifikacniho procesu.
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Molekulova | Zkratka
hmotnost | uzivana
v kDa v textu

(+HisTag) -HisTag

A A (28,1) 25,7 Dnat

Stépné misto Spoj se 3t&pnym mistem
pro TEV proteasu pro flavivirovou proteasu

_Hi | X - (28,9)26,3 | Ztev
b)_HlsTag; NS2B ;NS3pro_ 087261 | Dtev

St&pné misto  Spoj se Et&pnym mistem
pro Xa faktor  pro TEV proteasu

- ¥ ¥ | (28,1)25,8 | ZKd
c) H|sTag; NS2B ;NS3pr0— (28,0) 25,6 | DKd

St&pné misto Kovalentni spoj
pro TEV proteasu (sekvence GGGGSGGGG)

Obr. 7: Varianty fazniho proteinu charakterizované v této praci. Vsechny varianty obsahujf histidinovou kotvu, NS2B aktivacni
peptid a NS3 proteasovou doménu. Celé aminokyselinové sekvence jsou obsazeny v pifloze. V pravé tabulce jsou
uvedeny molekulové hmotnosti v kilodaltonech s histidinovou kotvou (v zavorce) a bez ni. V pravém sloupci tabulky
jsou uvedeny zkratky pouzité pro konstrukty v této praci, vyskytuji se zejména v obrazcich. a) Varianta obsahujici
piirozené $tépné misto mezi obéma castmi heterodimeru. Afinitni kotva se odstépuje TEV proteasou. b) Varianta
obsahujici $tépné misto pro TEV proteasu mezi funkénimi doménami. Afinitni kotva se odstépuje Xa faktorem. c)

Vatianta s kovalentné spojenymi doménami. Histidinova kotva se odstépuje TEV proteasou.

Pro expresi téchto proteinta byl pouzit bakterialni kmen E. co/7 BL21(DE3)RIL obsahujici
chromozomalni kopii T7-RNA polymerasy, ktera je vysoce efektivni v syntéze RNA a
jejiz produkce se spousti pfidavkem IPTG. V plasmidu pET16b jsou nukleotidové
sekvence pro expresi proteint vlozeny za T7 promotor. Po indukci T7-RNA polymerasy
pomoci IPTG naseda T7 polymearasa na tento promotor a spousti produkci mRNA,
kédujici dany rekombinantni protein. Bazalni produkce T7 RNA polymerasy je pfed
indukci potlacena represorem Lacl, ktery se exprimuje z plasmidu pET16b. Bakterialni
kmen E. co/f BL21(DE3)RIL dale nese plasmid kodujici varianty tRNA pro Arg, Ile, Leu

s kodony castéji se vyskytujicimi u eukaryot.
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Po transformaci pozadovanym expresnim plasmidem byly bakterie rozetfeny na agarové
plotny s LB médiem a ampicilinem a byly ponechany pfes noc ve 37 °C. Z této kultury

bylo pfipraveno inokulum pro narast v tekutém médiu.

Rust bakterii v tekutém médiu byl sledovan pomoci méfeni optické hustoty. Vysledkem
takového méfeni je rastova kiivka (obr. 8 na nasledujici strané). V prvni fazi rastové
kfivky, takzvané klidové ¢i lag fazi, se bakterie pfizpusobovaly se novym rastovym
podminkam. Proto je kfivka téméf konstantni, s pfizpusobenim bakterii rastovym
podminkam dochazi k postupnému zvySovani rastové rychlosti (na obr. 8 do pfiblizné
200 min). Poté, co se bakterialni bunky pfizptsobily, zacaly se intenzivné délit, coz se
popisuje jako exponencialni ¢i log faze (na obr. 8 obdobi od cca 200 min). Tento rist by
teoreticky mohl pokracovat az do vycerpani zivin, nicméné pfi ODgoo = 0,6 byly burky
indukovany IPTG a ochlazeny na 12 °C, ¢imz se rast zpomalil. V této fazi je indukovana
produkce T7-RNA polymerasy a exprese fuzniho proteinu a bunka vyuziva vétsinu
energie ke tvorbé konstruktu klonovaného v expresnim plasmidu. Po indukci byly buriky
kultivovany pfi 20 °C po 3 ha poté pfi 12 °C pfes noc. Kone¢na hodnota optické hustoty
se nachazi v intervalu 1,5 — 2,5, coz odpovida predpokladané hodnoté po indukei syntézy
pozadovaného proteinu pod silnym promotorem. Pokud by indukce neprob¢hla, opticka
hustota by nelezela v intervalu 1,5 — 2,5 a byla by bud’ vyssi (buniky jesté nedosahly
stacionarni faze a stale exponencialné rostou) nebo nizsi (bunky pferostly a odumiraji

vinou akumulace toxickych produktd nebo vycerpanim zivin z média).
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Obr. 8: Ukdzka ristové kiivky pro bakterie E. co/i BL21(DE3)RIL nesouci expresni plasmid pro produkei Zika proteasy
s pfirozenym §tépnym mistem. V tomto pfipadé byly bakterie indukovany pii optické hustoté 0,6. Na ose y je

vynesena opticka hustota pfi 600 nm, na ose x ¢as v minutich.

5.2 Purifikace fUznich protein{
Purifikace fuznich proteint probihala podle nami navrzeného schématu na obr. 9 na

nasledujici strané.
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Obr. 9: Schéma purifikacniho protokolu. Po rozbiti bunék tlakem byly fuzni proteiny v roztoku nabohaceny na nitrilotrisacetatu

chelatujici nikelnaty kation (Ni-NTA) diky histidinové kotvé na N-konci. Po vymyti z Ni-NTA byly proteiny dialyzovany

a zaroven byla $tépena histidinova kotva, kterd se opétovnym vyuzitim Ni-NTA spoleéné s proteasou odstranila.

Findlnim purifikacnim krokem byla iontové vyménna chromatografie IEX) nebo gelova permeacni chromatografie

(GPC).

Prvnim krokem bylo rozbiti bakterii pfistrojem Emulziflex C3 (Avestin), nasledovala

vsadkova purifikace pomoci afinitni histidinové kotvy pfes Ni-NTA. Po 60h stépeni

afinitnf kotvy TEV proteasou béhem dialyzy (obr. 10, nasledujici strana) byly nestépené

zbytky odstranény pomoci Ni-NTA a analyzovana byla frakce, ktera se na kolonu

nevazala. Tim byla odstranéna TEV proteasa, histidinové kotvy a nenastépeny protein.
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Obr. 10: Ukazka $tépent afinitni histidinové kotvy (HisTag) TEV proteasou — analjza produktd SDS-PAGE. V drize 1) putoval
marker Precision Plus Protein™ All Blue (Bio-Rad), v draze 2) proteasa viru Zika s kovalentné spojenymi doménami
a s histidinovou kotvou na N-konci a v draze 3) se rozdélovala frakce proteinu po 60h $tépeni ekvimolarnim
mnozstvim TEV proteasy. Stépeni probihalo béhem dialjzy v pufru obsahujici 50 mM Tris.HCl pH 7,6, 14 mM
merkaptoethanol a Milli-Q vodu. V kazdé draze putovaly piiblizné 4 pg proteinu. Jak 1ze vidét, kotvu se podafilo plné
odstepit.
Po odstranéni afinitni kotvy byla dal§im purifikacnim krokem iontové vyménna
chromatografie nebo gelova chromatografie. Iontové vyménna chromatografie je u¢inna
pro rychlou pfipravu proteinu, frakce lze s tuspéchem pouzit napfiklad pro
enzymologické studie. Pro krystalografické studie vsak je zapotiebi vétsi Cistoty, proto
se vyuziva gelova permeacni chromatografie, ktera vsak trva déle. Jelikoz se pfipravou
krystald s vazanymi inhibitory chceme do budoucna zabyvat, byla tato purifika¢ni

metoda také testovana. Ukazka chromatogramu z gelové permeacni chromatografie je

na obrazku 11 na nasledujici strané.

28



mAU pri 280nm
2500

2000

15001

Obr. 11: Ukazka chromatogramu ziskaného pii purifikaci varianty fuzniho proteinu viru Zika s pfirozenym $tépnym mistem
pomoci gelové permeacni chromatografie, kolona HilLoad Superdex 75 prepgrade (GE Healthcare Life Sciences)

s dextranovym nosic¢em. Proteasa vytékala z kolony ve frakcich B6 — C2.

Pred a po kazdém purifikacnim kroku byl odebran vzorek a analyzovan pomoci SDS-
PAGE. Na obr. 12 je ukazka analyzy pomoci SDS elektroforézy v prabéhu purifikace na

piikladu varianty Zika proteasy s pfirozenym stépnym mistem.

2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 12: Analyza purifika¢nich kroka pro variantu fiznfho proteinu Dengue proteasy s pfirozenym $tépnym mistem. V 1. draze
putoval 1 pl markeru Precision Plus Protein All Blue (Bio-Rad), v 2. draze bakterie nesouci expresni plasmid pied
indukci, ve 3. draze pak tyto bakterie po indukci (nanaska vzorku z 2. a 3. drahy vzdy 20 ul z celkovych 0,5 I). Do
drahy 4 byl nasazen vzorek proteinti pfed purifikaci na Ni-NTA, do drahy 5 frakce proteint vytékajici z Ni-NTA bez
adsorpce, do drahy 6 frakce proteinti vymytych promyvacim pufrem (naniska 4. a 5. drahy byla 2 pl z 50 ml vzorku,
nanaska 6. dréhy byla 10 ul 2z 50 ml vzorku). Cistény protein pomoci Ni-NTA je v draze 7 (5 pl z 6 ml). Stépeny a

dialyzovany protein je separovan v drize 8 (5 ul z 6 ml), frakce pfed gelovou chromatografii s odstranénou TEV
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proteasou a nestépenymi zbytky putuje v draze 9 (5 pl z 6 ml), frakce po gelové chromatografii v draze 10 (25 ul z 2
ml, koncentrace 1,5 mg/ml). Protein m4 teoretickou molekulovou hmotnost 28,1 kDa, proteasovda doména NS3 23,4

kDa, aktiva¢ni peptid NS2B 4,7 kDa (neni na gelu viditelny, vyputoval s ¢elem).

Vsechny varianty proteas vira Zika a Dengue byly purifikovany a analyzovany pomoci
SDS-PAGE (obr. 13). Varianty se $tépnym mistem pro TEV proteasu na tomto

elektroforeogramu nejsou uvedeny, jelikoz nebyly pfedmétem enzymologickych studif

(viz dale).

75 kDa ->+

50 kDa ->= H

S
25 kDa ->-

10 kDa ->|

Obr. 13: Purifikované varianty fuznich proteint (pouzivané dale pro charakterizaci) analyzované pomoci SDS-PAGE. V prvni
draze putoval marker Precision Plus Protein™ All Blue (Bio-Rad). V druhé draze bylo naneseno 10 pl varianty
proteasy viru Zika s kovalentné spojnymi doménami, ve tieti draze 30 pl varianty proteasy viru Dengue s kovalentné
spojenymi doménami, ve ¢tvrté draze bylo naneseno 10 pl varianty proteasy viru Zika s pfirozenym $tépnym mistem
a paté draze gelu bylo naneseno 15 pl varianty proteasy viru Dengue s pfirozenym $tépnym mistem. V kazdé draze

bylo analyzovano 30 pg proteinu z celkového objemu analyzované frakce vytékajici z chromatografické kolony 2 ml.

Vytézek byl stanoven jako koncentrace celkového proteinu méfenim absorbance pii 280
nm a je uveden v tabulce 1 na nasledujici strané. Tento vytézek byl ziskan vzdy

z pfiblizné 16 g bakterii, které narostly ve 4 1 LB média.
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Tab. 1: Vytézky purifikaci fiznich proteind pouzivanych pro dalsi charakterizaci. Protein byl ziskan vzdy z piiblizné 16 g

bakterif, které narostly ve 4 litech LB média.

Varianta fuzniho proteinu | Vytézek (mg)
Zkd 18,0
Znat 12,8
Dkd 14,2
Dnat 10,2

5.2.1 Varianty se stépnym mistem pro TEV proteasu mezi doménami NS2B a
NS3

Varianty obsahujici st¢pné misto pro TEV proteasu mezi aktivacnim peptidem NS2B a
proteasovou doménou NS3 byly purifikovany stejné, jako ostatni varianty fuznich
proteinu. Tyto varianty by mohly slouzit ke srovnavacim studiim vlastnostf proteas pfed
autokatalytickym $tépenim a po ném. Po analyze pomoci SDS-PAGE vsak bylo zjisténo,
ze 1 pfes eliminaci autokatalytického $tépného mista se tyto proteiny nejspise stépi (obr.
14 na nasledujici strané). Toto nové $tépné misto se bude dale zkoumat, napiiklad
pomoci hmotnostni spektromettie na specializovaném oddéleni na UOCHB. Pro téely
diplomové prace byly tyto varianty vyfazeny a dale se pracovalo pouze s variantami

s pfirozenym stépnym mistem a s kovalentné spojenymi doménami.

1 2 3 4

Obr. 14: Stépené varianty se §tépnym mistem pro TEV proteasu. V prvni dréze putoval marker Precision Plus Protein™ All

Blue (Bio-Rad). V drahdch 2-4 byly déleny varianty proteas $tépenych TEV (2 — Dengue proteasa, 16 pug; 3 a 4 — Zika
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proteasa, 5 pg a 10 pg, vzdy 10 pl z 2 ml frakce vytékajici z chromatografické kolony) po separaci pomoci gelové

chromatografie. Naneseno vzdy 10 pl z celkového objemu kazdé frakce 2 ml.

5.3 Charakterizace dvojice enzym-substrat

Pro charakterizaci enzymu byl pouzit fluorescencné znaceny substrat o sekvenci Ala-
Glu-Arg-Arg-Gly-Arg-Tle-Gly, ktery byl syntetizovan na UOCHB a vychazel
z publikovaného substratu pro proteasu viru Dengue [193]. Tento substrat jsme uspésné
pouzili 1 pro proteasu viru Zika. Data byla ziskana méfenim fluorescence na piistroji
Tecan Infinite M1000 a vyhodnocovana pomoci programu GraFit. Oktapeptidovy
substrat obsahoval na svém N-konci zhasedlo Dabcyl absorbujici pfi 472 nm, na C-konci
emitor EDANS absorbujici pfi 336 nm a emitujici zafeni o vlnové délce 490 nm (viz
kap. 4.3.1). Pokud jsou molekuly spojeny peptidovym substraitem, probiha Forsterav
resonancni energeticky pfenos (FRET, z angl. Forster resonance energy transfer) a
substrat nevykazuje zadnou fluorescenci. Pokud vsak enzym substrat rozstépi, molekula

zhasedla difunduje od molekuly emitoru a zaznamename zvysenou fluorescenci. Takto

Ize sledovat miru Stépeni substratu v roztoku.

Méfena fluorescence je pifimo zavisla na koncentraci produktu v roztoku. Pro

fluorescenci v daném case, I, tak mizeme zavést vztah
F = FO + AEI(SO - S), (9)

kde Fp je signal substratu, e je zdanliva konstanta améry zavislosti fluorescence na
koncentraci (tato hodnota byla zjisténa pro dané uspofadani experimentu, které bylo
stejné béhem vSech méfeni, zahrnuje nastaveni piistroje i reakcéni objem, tj. optickou
drahu), So je koncentrace substratu v ¢ase 0 a § je koncentrace substratu v daném case.
Rozdil 50 - § nam potom dava koncentraci produktu. Tato zavislost je linearni, ne vsak
po cely koncentracni rozsah. Pfi vysokych koncentracich se projevi intermolekulové
zhaseni fluorescence mezi dvéma vzajemné blizkymi molekulami substratu a dale
absorpce rozpoustédla. Proto byla tato zavislost proméfena pfi riznych koncentracich
produktu (obr. 15 na nasledujici stran¢). Produkt byl ziskan aplnym Stépenim substratu
proteasou viru Zika s kovalentné spojenymi doménami pfes noc (pro reakci byly pouzity

3 pg proteinu) v reakénim pufru (viz kapitolu 4.3). Pfi uplném Stépeni se koncentrace
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vlozeného substratu pifimo rovna koncentraci produktu. Ve vztahu pro fluorescenci tak
odpada koncentrace nestépené¢ho substratu a z naméfenych hodnot muzeme pi{mo

ziskat zdanlivou konstantu uméry Ae*

2000 »  Produkt

Substrat
7000 . .. y = 72,066x + 407,41
Mimao linedrni

6000 zavislost o I

(AU}
&
=
4
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=
[=]
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[=]
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L
(=]
(=]
[==]

2000

1000 = - y = 3,8771x + 47,165
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Obr. 15: Stanoveni koeficientu pomoci zcela rozstépeného substratu (=produktu) proteasou viru Zika s kovalentné spojenymi
doménami (podminky v kapitole 4.3). Ze zavislosti fluorescence na koncentraci byla stanovena hodnota koeficientu

umoztiujictho pfevod zmény fluorescence v ¢ase na reakéni rychlost.

Uplné $tépeni bylo zkontrolovano piidanim enzymu (3 pg) pred méfenim vysledné
fluorescence. Po pfidani cerstvého enzymu fluorescence jiz nerostla. Nelinearni oblast
se objevuje pfi koncentraci 90 uM a vyssi, proto mizeme linearni pfevod fluorescence
na koncentraci produktu brat v potaz v koncentra¢nim rozsahu 0-80 puM. Zdanliva
konstanta uméry Ae‘se rovna smérnici linearni zavislosti pro produkt a rovna pfiblizné
hodnot¢ 72 AU.uM-'. Stanoven{ zmény koncentrace produktu pomoci zmény

fluorescence a Ae‘potiebujeme ke zjisteni reakéni rychlosti.

5.3.1 Stanoveni Michaelisovy konstanty
Dvojice enzym-substrat se obvykle charakterizuje pomoci konstant Ky a A Tyto
konstanty ziskime z vynosu Michaleise a Mentenové, coz je zavislost reakéni rychlosti

na koncentraci substratu pfi konstantni koncentraci enzymu (viz kapitolu 4.4.2). Reakéni
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rychlost byla méfena pomoci zmény fluorescence vzorku v case po pfidani 3 ug
piislusného enzymu do roztoku obsahujici reakéni pufr (viz kapitolu 4.3) a 40pM
substrat. Reakce probihala v celkovém reakénim objemu 100 pl. Ukazka grafického
vyhodnoceni dat pomoci programu GraFit véetné vypoctenych velicin Ky a I ze
zavislosti je zobrazena na obrazku 16. Naméfené hodnoty Michaelisovych konstant a
maximalnich rychlosti reakci jsou pro vsechny varianty enzymu uvedeny v tabulce 2 na

strané 30.

0 20 40 60 80
C (pmol.|'1)

Smeér.

Hodnota odch.

Vmax 22 ymol.It.st 1,1
Km 31 pymol.I** 3,8

Obr. 16: Stanoveni Michaelisovy konstanty pro proteasu viru Zika s kovalentn¢ spojenymi doménami programem GraFit.
Progtam urcoval Michaelisovu konstantu (K,) z naméfenych kfivek $tépeni riznych koncentraci substratu v ¢ase.
Smeérnice téchto zavislosti fluorescence na case urcuje rychlost stépent, ktera byla pro kazdou koncentraci jind. Program
z téchto hodnot stanovi Michaelisovu konstantu véetné odchylek. Déle program stanovi hodnotu maximalni rychlosti

Vmax- Reakee probihala v reakénim pufru (viz kapitolu 4.3) se 3 pg proteinu v celkovém reakénim objemu 100 pl.

5.3.2 Stanoveni katalytické konstanty kcat

Mimo Michaelisovu konstantu lze dvojici enzym-substrat charakterizovat stanovenim
katalytické konstanty k.. Ta je konstantou vyjadfujici rychlost rozpadu komplexu
enzym-substrat na enzym a produkt (viz kapitolu 4.4.2). Pro urceni katalytické konstanty
je potfeba znat maximalni rychlost reakce (17,.) a koncentraci aktivnich mist ([E7]).
Koncentrace celkového proteinu urcena absorbanci pfi 280 nm vsak nemusi vzdy

odpovidat koncentraci enzymu (pfi této vlnové délce absorbuje i Spatné sbaleny nebo
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Stépeny protein, roztok muze obsahovat interferujici latky atd.). Proto se pro toto
stanoveni vyuziva titrace aktivnich mist kompetitivaim inhibitorem. V této praci byl
pouzit inhibitor serinovych proteas aprotinin neboli BPTI (z angl. bovine pancreatic
trypsine inhibitor). Tento inhibitor vaze serinové proteasy s K;‘pfiblizné 1 nmol/l, proto
lze pro toto stanoveni pouzit Morrisonuv vynos (viz kapitolu 4.4.2). Vyhodnocovala se
zavislost relativn{ rychlosti katalyzy (podil rychlosti reakce s inhibitorem vici rychlosti
reakce bez inhibitoru) na koncentraci inhibitoru v reakénim pufru (pro slozeni viz
kapitolu 4.3), koncentrace substratu byla 40 uM. Reakce ve 100 uL pufru byla startovana
pfidanim 3 pg enzymu. Vyhodnoceni probihalo v programu GraFit, ukazka takovéhoto
vyhodnoceni je na obrazku 17. Konstrukt Zika s pfirozenym $tépnym mistem se nam
titrovat nepodafilo (viz kapitolu 6). Pro vSechny enzymy program vyhodnotil i hodnotu
K* (tab. 3, strana 36). Hodnota zdanlivé inhibi¢ni konstanty proteasy viru Zika

s pfirozenym $tépnym mistem byla ziskana pomoci Dixonova vynosu.

0 200 400 600 800 1000
Inhibitor (nM)

Hodnota Smeér.

(nM) odch.
Ky’ 3,90 0,069
Kone. aktivnich mist 154,5 0,30

Obr. 17: Titrace aktivnich mist proteasy viru Dengue s pfirozenym $tépnym mistem pomoci aprotininu. Vyhodnocuje se
pomoci zavislosti relativai rychlosti na koncentraci inhibitoru (Morrisondv vynos). Toto vyhodnoceni probéhlo

v programu GraFit, ktery vyhodnocuje i zdanlivou inhibi¢ni konstantu. Reakéni podminky jsou uvedeny v kapitole 4.3.
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Pomoci maximalni rychlosti reakce a koncentrace aktivnich mist 1ze stanovit £ dvojice
enzym-substrat (viz kapitolu 4.4.1). Tato hodnota je uvedena v tabulce 2. Program

vyhodnotil i K;‘kazdého enzymu pro BPTI. Tato data jsou v tabulce 3.

Tab. 2: Hodnoty K, 1/, koncentrace aktivnich mist a £, pro dvojice enzym-substrat. Stfedni hodnoty i smérodatné

odchylky jsou vypocteny pomoci programu GraFit.

* = hodnoty odhadnuté z koncentrace celkového proteinu stanovené pomoci absorbance pfi 280 nm. Tohoto
zpusobu bylo vyuzito pro stanoveni &, proteasy viru Zika s pfirozenym §tépnym mistem, jelikoz pomoci BPTT nelze

aktivni mista tohoto enzymu spolehlivé titrovat.

Km Vmax Cakt. m. Kcat Kcat/Km

(UM) (nmol/s.l) (nmol/I) (1/s) (1/s.mM)
Zkd 31 22 104 0,2 0,007
Znat 50 49 1149%* 0,04%* 0,002%*
Dkd 15 7,7 58 0,1 0,009
Dnat 16 4,7 154,5 0,03 0,002

Tab. 3: Hodnoty K;‘a K; ziskané béhem titrace aktivnich mist aprotininem. Hodnoty Zkd, Dkd a Dnat byly vypocteny
z Morrisonova vynosu programem GraFit pfi titraci aktivnfho mista aprotininem. Hodnota pro Znat je ziskana

Dixonovym vynosem.

Ki' (BPTI) Ki (BPTI)
(nmol/1) (nmol/I)
Zkd 4 1,5
Znat 287,1 159,50
Dkd 0,3 0,08
Dnat 3,90 1,115

5.4 Testovani potencialnich inhibitorl proteas

5.4.1 Dimethylsulfoxid

Pro flavivirové proteasy byly vyzkouseny inhibicni vlastnosti nékterych pomocnych
latek. Nejprve byla ozkousena inhibice DMSO (dimethylsulfoxid), jelikoz substrat i
ostatni inhibitory byly v tomto rozpoustédle pfipravovany, a tudiz by se s pifpadnou
inhibici DMSO muselo pii charakterizaci substratu i inhibitorta po¢itat. Koncentrace této
latky v reakénim objemu je mensi nez 1 %. Na obrazku 18 na nasledujici strané je graf
vyjadfujici relativni rychlost reakei probihajici v 1% a 3% DMSO. Jak lze vypozorovat,
1% DMSO neovliviiuje méfeni, 3% snizuje aktivitu Dengue proteas. Proto koncentrace

DMSO v reakénim roztoku nepfesahla 1 %.
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: E3 1%
E3 3%

ViIVO

Obr. 18: Aktivita proteas v 1 % a 3 % DMSO. Na ose y je relativni rychlost reakce (podil rychlosti reakce s inhibitorem a bez

inhibitoru). Reakéni podminky jsou uvedeny v kapitole 4.3.

5.4.2 Inhibitory serinovych a aspartatovych proteas

Dalsi inhibitory testované v této diplomové praci byly inhibitory serinovych proteas
(leupeptin, aprotinin, fenylmethylsulfonyl fluorid) a inhibitory proteasy viru HIV. Z této
skupiny byl jedinym tc¢innym inhibitorem aprotinin (BPTT), ktery byl dale pouzit k titraci
aktivnich mist. Ostatn{ inhibitory flavivirové proteasy uspokojivé neinhibuji (obr. 19 na

nasledujici strané).
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Obt. 19: Testovani inhibitort proteas. Byly testovany inhibitory setinovych proteas (leupeptin, aprotinin, PMSF =
fenylmethylsulfonyl fluorid) a inhibitory HIV proteasy (ostatni) o koncentraci 20 uM. Na ose y je relativai rychlost
(rychlost inhibované reakce ku rychlosti reakce bez inhibitoru). Reakéni podminky jsou uvedeny v kapitole 4.3.
V grafu je vzdy v prvnim sloupci relativni aktivita pro kovalentni dimer proteasy viru Zika, v druhém sloupci relativni

aktivita stejného konstruktu viru Dengue.

5.4.3 Flavonoidy

Jako inhibitory byly dfive prokazany nékteré flavonoidy [191]. Proto byla proméfena
série flavonoidd a jejich derivatd dostupnych na UOCHB. Inhibice byla zkousena na 3
ng kovalentnich dimert obou flavivirovych proteas v reakénim pufru (viz kapitolu 4.3.1)
za pFitomnosti 40uM substratu a 20uM flavonoidu. Zadny z dostupnych flavonoidia véak

Zika proteasu uspokojivé neinhiboval (obr. 20).
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Obr. 20: Inhibice kovalentnitho dimeru Zika proteasy flavonoidy. Méfeni probihala v triplikatech v reakénich podminkich

(kapitola 4.3) s 20 uM flavonoidu.
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Inhibi¢ni vlastnosti byly testovany i na protease viru Dengue. Aktivita kovalentné

spojené proteasy byla snizena zhruba na polovinu pouze flavonoidem VZ-784 (obr. 21).
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Obt. 21: Inhibice kovalentniho dimeru Dengue proteasy flavonoidy. Méfeni probihala v triplikdtech v reakénich podminkach

(viz kapitolu 4.3.1) za piitomnosti 20 pM flavonoidu.

Tento flavonoid je derivitem quercetinu. Na UOCHB jej uvafil Vaclav Zima pod

vedenim Dr. Alese Machary z laboratofe Dr. Pavla Majera. Jeho struktura je na obr. 22.

Obr. 22: Flavonoid VZ-784. Nakresleno v programu ChemDraw [202].

39



5.4.4 Inhibitor aktivniho mista proteasy viru Dengue MH-ZD1

Logickym cilem pii inhibici enzymu je aktivni misto. Proto jsme testovali slouceninu
pfipravenou na UOCHB Ing, Martinem Hradilkem, Ph.D., ktera vychazela z jiz dfive

publikovaného inhibitoru proteasy viru Dengue [203]. Struktura inhibitoru je na obr. 23.

H;N NH
Y o
NH F
E
F
H

o

NH,
Obt. 23: Struktura inhibitoru MH-ZD1 [203].

Tento inhibitor aktivniho mista proteasy viru Dengue, nazvan MH-ZD1, jsme testovali
se vSemi variantami nami pfipravenych flavivirovych proteas. Relativni aktivita

v reakénim roztoku obsahujici 1 pM inhibitor je na obrazku 24.

Obr. 24: Testovan{ inhibitoru aktivniho mista proteasy viru Dengue na vSech variantach enzymu. Reakéni podminky jsou

0.0

o
N

uvedeny v kapitole 4.3. Na ose y je relativni rychlost reakci. Méfeni probihala v triplikdtech s koncentraci inhibitoru

MH-ZD1 1 uM.
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Pro tento inhibitor byla stanovena inhibicni konstanta proteasy viru Zika s kovalentné
spojenymi doménami pomoci Dixonova vynosu (obr. 25 na nasledujici stran¢), ze
kterého jsme ziskali hodnotu zdanlivé inhibi¢ni konstanty. Pomoci vztahu (6) z kapitoly

4.4.3 jsme poté urcili pravou inhibic¢ni konstantu. Tato hodnota ¢inila K; = 330 nM.
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Obt. 25: Dixontv vinos pro hodnoty ziskané pii testovan{ Gc¢inku inhibitoru MH-ZD1 na proteasu viru Zika s kovalentné
spojenymi doménami. Na ose y je reciproka hodnota poéatecni reakéni rychlosti, na ose x je vynesena koncentrace

inhibitoru. Reakéni podminky jsou uvedeny v kapitole 4.3.

Inhibice ostatnich variant enzymu inhibitorem MH-ZD1 v této praci testovany nebyly.
Z obr. 24 na pfedchozi strané vSak lze pfedpokladat, Zze inhibi¢ni konstanty variant
proteasy viru Dengue budou niz$i nez konstanta varianty proteasy viru Zika s kovalentné

spojenymi doménami.
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6 Diskuze

Pro fuzni proteiny proteas flavivird Zika a Dengue byl navrzen purifikaéni protokol,
jehoz dodrzenim jsme ziskali dostatecné mnozstvi proteinu (viz tabulku 1, str. 31). To
naznacuje, ze konstrukt je navrzen (i vzhledem k dalsi charakterizaci) dobfe a neobsahuje
takové hydrofobni sekvence, které by vedly k precipitaci ¢i vazbu a kumulaci produktu
na membranovou frakci v bakterialnim lyzatu (obr. 12, str. 29). Purifikované proteiny

budou dale pouzity pro kinetické studie a pro biofyzikalni charakterizaci.

Pfi purifikaci Zika proteas pomoci gelové permeacni chromatografie se ukazuje, ze
protein tvofi dimery navzdory redukénimu prostredi (14 mM merkaptoethanol, viz
kapitolu 4.2.6 a obr. 11 na str. 29). Toto chovani jiz bylo zjisténo dfive, pficemz
kovalentné spojena varianta proteasy vytvafi dimery ochotnéji, nez varianta s pfirozenym

stépnym mistem [159].

Konstrukty, kde je pfirozené stépné misto mezi NS2B a NS3 nahrazeno stépnym mistem
pro TEV proteasu se v rozporu s nasim pfedpokladem stépily béhem purifikace. Bud’
nastalo autokatalytické Stépeni proteasou v alternativaim stépném misté nebo doslo ke
stépeni bakterialni proteasou z bunécného lyzatu v dusledku zménénych vlastnosti Zika
a Dengue proteas vlivem zavedenych mutaci, nejpravdépodobnéji diky odlisnému
sbalen{ téchto proteint. Proto se pfi analyze na SDS-PAGE objevuji dva pruhy
odpovidajici mensi molekulové hmotnosti, nez by mél protein nestépeny (obr. 14, str.
31). Jelikoz ostatni varianty fuznich proteinu se takto nestépi (obr. 13, str. 30), musi byt
tato anomalie vinou zavedeni Stépného mista. Divodem muze byt nechténé strukturni
odhaleni nového $tépného mista bud pro virovou proteasu nebo pro bakterialni
proteasy. Pro zjistén{ pozice tohoto nového stépného mista budou vzorky obsahujici dva
a vice pruhu z SDS elektroforeogramu zaslany na analyzu hmotnostni spektrometrii na
piislusné oddéleni UOCHB. Bylo by mozné vytvofit konstrukty s mutovanym
alternativaim nezadoucim $tépnym mistem a ovéfit, zda-li odpovida nami odhadované

sekvenci.

Inaktivni konstrukty se stejnym §tépnym mistem, ale s mutantnim aktivnim mistem by
také mohly slouzit k rozliSeni mezi autokatalyzou a Stépeni bakterialnimi proteasami

v prub¢hu purifikace, ktera zavedenim nové sekvence do proteinu muize nove nastavat.
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V pfipadé autokatalyzy by konstrukty s mutaci v aktivnim mist¢ a s TEV stépnym
mistem mezi NS2B a NS3 zustaly nestépené a mohly byt ev. vyuzity pro ovéfeni, zda-li
zavedeni $tépného mista TEV mezi obé domény neovliviiuje sekundarni strukturu a
nevystavuje tak pfirozené sbalené potencialni Stépné misto pro Stépeni jinymi

proteasami.

I pfes to, ze jsou tyto varianty Stépeny, vykazuji proteolytickou aktivitu vici substratu, a
to s Ky = 59 uM pro variantu proteasy Zika se stépnym mistem pro TEV proteasu (data
neuvedena v této praci). Zda se tedy, ze aktivni misto ztstalo funkc¢ni, a aktivita této
varianty je podobna aktivité varianty proteasy Ziky s pfirozenym stépnym mistem (Ky =

50 pM).

Pro enzymologické charakeristiky byly pouzity 4 wvarianty: proteasa viru Zika
s pfirozenym $tépnym mistem (=Znat) nebo s kovalentné spojenymi doménami
(=ZKd), dale proteasa viru Dengue s pfirozenym Stépnym mistem (=Dnat) nebo
s kovalentné spojenymi doménami (=DKd). Pro vSechny tyto varianty byly urceny
konstanty K, a 4. v reakcich s fluorescencné znacenym oktapeptidovym substratem (viz
kap. 4.3.1). Koncentrace aktivnich mist byla stanovena titraci aprotininem, vyjma varianty
Zika proteasy s pfirozenym stépnym mistem, pro kterou byla koncentrace aktivnich mist

ztotoznéna s celkovou koncentraci proteinu, ziskanou absorbanci pfi 280 nm.

Ze stanovenych konstant 1ze soudit, ze ZKd vaze fluorescentné znaceny substrat lépe
nez Znat, varianta s pfirozenym stépnym vsak substrat pfeménuje rychleji (pro ZKd: Ky
=31 uM, kw = 0,2 s°1; pro Znat: Ky = 50 uM, kwr = 0,04 s-1). Vyssi Ky varianty Znat
muze byt dano volnym koncem varianty s pfirozenym $tépnym mistem o sekvenci Trp-
Gly-Lys-Arg, které proteasa vyhledava jakozto substrat a kompetuje s oktapeptidovym
fluorescenéné znacenym proteinem. Tato skutecnost byla jiz publikovana pro jiny
substrat [159]. Davodem vSak muze byt i vétsi rozvolnénost varianty s pfirozenym
stépnym mistem, a tudiz vétsi entropicka bariéra pifi vazbé substratu. Rychlejsi stépeni
substratu variantou s pfirozenym S$tépnym mistem muze byt dana lepsi orientaci

substratu v aktivaim misté nez u varianty s kovalentné spojenymi doménami, kde muze

glycinovy linker stericky branit vazbe.
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Dengue varianty proteasy naproti obéma variantam proteasy viru Zika vazi substrat 1épe,
a to s podobnymi Michaelisovymi konstantami (DKd: Ky = 15 pM; Dnat = 16 pM).
Toto chovani se da ocekavat, jelikoz substrat byl pfipraven jakozto substrat pro proteasu
viru Dengue. Katalytické konstanty se naproti tomu podobaji analogickym variantam
proteas viru Zika (DKd: 4w = 0,1 s'; Dnat: £ = 0,03 s1). Davod rozdilnych
katalytickych konstant mezi kovalentné spojenou proteasou a proteasou s pfirozenym
stépnym mistem muze byt stejny, jako u proteas viru Zika. Roli maze hrat i odlisnd
dimerizace. Katalyticka konstanta ale zavisi 1 na pouzitém substratu, pro jiny substrat by

mohla byt situace odlisna (napftiklad vyssi £., pro Dnat, nez pro DKd) [204].

Tti ze ctyf variant se podafilo titrovat aprotininem, stanovily se tak koncentrace aktivnich
mist a inhibi¢ni konstanty (ZKd: K; = 1,5 nM, DKd: K; = 0,08 nM, Dnat: K; = 1,12 nM).
Nejlépe tedy aprotinin inhibuje Dengue proteasu s kovalentné spojenymi doménami,
inhibi¢ni konstanty ZKd a Dnat jsou si podobné. Rozdil mezi inhibi¢nimi konstantami
DKd a Dnat mtze byt opét kompetici volného konce o aktivni misto tak, jako pfi vazbé
substratu nebo muze jit o vyssi entropickou bariéru. Ve vSech téchto pfipadech se vsak
jedna o spolehlivy inhibitor k titraci aktivnich mist, jelikoz vSechny tyto konstanty jsou
v nanomolarni oblasti. Ostatni testované inhibitory serinovych proteas a proteasy viru

HIV byly vaci flavivirovym proteasam neucinné (obr. 19 na str. 38)

Variantu proteasy Zika s pfirozenym S$tépnym mistem se nepodafilo titrovat
aprotininem. Je to tim, ze K;*je vyssi, nez 10 uM, je tedy tfeba pfidat fadové vice
inhibitoru, nez je enzymu, proto nelze pouzit vyhodnoceni dle Morrisona. I tento rozdil
ve vazbé BPTI byl jiz difve pozorovan, duvody jsou zfejmé podobné, jako pfi vazbé
substratu [159]. Analogickou Dengue proteasu s pfirozenym Stépnym mistem se vSak
podatilo spolehlivé titrovat a urcit £..1 K; (obr. 26 na nasledujici strané, srovnej s obr. 17

na strané 35).
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Obt. 26: Morrisonuv vynos pro vatiantu proteasy viru Zika s pfirozenym $tépnym mistem. Po srovnani s obr. 17 na strané 36
1ze vidét, Ze tato zavislost je odlisna, proto dle ni nelze urcit koncentraci aktivnich mist. Na ose y je vynesena relativnf

rychlost reakce (vi/vo), na ose x koncentrace inhibitoru. Reakce probihala v 40 uM substritu v reakénim pufru (viz

kap. 4.3.1) v reakénim objemu 100 ul. Bylo pouzito 6 pug enzymu s pfirozenym $tépnym mistem.

Ackoli byla jiz v minulosti studovana schopnost flavonoida inhibovat flavivirové
proteasy [191], v nami testované sadé inhibitora byl nalezen pouze jeden potencialni
inhibitor Dengue proteasy (obr. 20 na strané 38 a obr. 21 na stran¢ 39). Zjevné zalezi na
konkrétnim flavonoidu, ne vSechny jsou schopny inhibovat proteasu, i kdyz muzou
snizovat mnozeni viru. Pfi pifpravé derivatd s ocekavanymi lepsimi inhibi¢nimi
vlastnostmi je tfeba brat v uvahu, ze drobné zmény ve struktufe ligandu mohou vyrazné
ovlivnit jeho afinitu k cilovému enzymu. V nasem pfipadé inhibuje flavonoid VZ-784, a
to variantu DKd (struktura flavonoidu na obr. 22 na stran¢ 39). 20 uM inhibitor snizuje
aktivitu proteasy o polovinu (viz obr. 21 na str. 39). Ackoliv VZ-784 obsahuje
hydrofobni methoxy skupiny, 100uM flavonoid ma 99% rozpustnost v daném pufru
(stanoveno na UOCHB).

Inhibitor ptipraveny na UOCHB podle navrhu inhibitoru Dengue proteasy (MH-ZD1)
byl Gspésné testovan i pro proteasu viru Zika, coz pfed tim nebylo zjisténo. Vsechny
varianty jsou timto enzymem inhibovany, i kdyz v razné mife (viz obr. 24 na str. 40). Ze
struktury tohoto inhibitoru lze vychazet pfi navrhu novych inhibitora proteasy viru Zika,

napiifklad po vyfeseni struktury tohoto proteinu s navazanym inhibitorem a analyze
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struktury aktivniho mista a jeho interakei s funkénimi skupinami ligandu. Inhibi¢ni

konstanta tohoto inhibitoru a varianty proteasy ZKd byla stanovena na K;= 330 nM.

Ctyfi z8$esti variant virovjch proteas se podafilo izolovat a enzymologicky
charakterizovat. Z testovanych flavonoida byl urcen pouze jeden, VZ-784, jakozto
inhibitor Dengue proteasy s kovalentné spojenymi doménami. Pro vyvoj novych
potencialnich inhibitort je tedy lepsi vychazet ze struktury substratu. Takto pfipraveny
inhibitor optimalizovany pro proteasu viru Dengue jsme testovali i pro Zika proteasu
(MH-ZD1). Pro snizeni inhibi¢n{ konstanty na jednotky nanomolt je vsak potfeba

strukturu inhibitoru dale optimalizovat.
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7 Zavér

Vysledkem této prace je purifikacni protokol pro fizni proteiny proteas flavivira Zika a
Dengue. Timto postupem se podafilo proteiny uspokojivé vycistit a ziskat 18 mg
proteasy viru Zika s kovalentné spojenymi doménami (=ZKd), 14,2 mg proteasy viru
Dengue s kovalentné spojenymi doménami (=DKd), 12,8 mg proteasy viru Zika
s pfirozenym $tépnym mistem (=Znat) a 10,2 mg proteasy viru Dengue s pfirozenym
sté¢pnym mistem (=Dnat). Tyto proteiny slouzily dale k enzymologickym

charakterizacim.

Pripravené fuzni proteiny byly dale enzymologicky charakterizovany s pouzitim
syntetického fluorescenéniho oktapeptidového substratu piipraveného na UOCHB
modifikaci jiz publikovaného peptidového substratu pro proteasu viru Dengue [193].
Byla stanovena Michaelisova konstanta a katalyticka konstanta pro kazdou dvojici
enzym-substrat. Pro variantu proteasy viru Zika s kovalentné spojenymi doménami byly
konstanty Ky = 31 uM a k. = 0,2 s71, pro variantu proteasy viru Dengue s kovalentné
spojenymi doménami pak Ky = 15 uM a k= 0,1 s°1, pro variantu proteasy viru Zika
s pfirozenym Stépnym mistem je Ky = 50 uM a £wr = 0,04 51 a pro variantu proteasy

viru Dengue s pfirozenym stépnym mistem bylo stanoveno Ky = 16 uM a £ =0,03 s-1.

Dale byly testovany rtzné inhibitory; ze znamych inhibitort serinovych proteas byl
funkéni pouze aprotinin, a to v nM koncentracnim rozsahu pro vsechny testované
varianty mimo proteasu viru Zika s pfirozenym $tépnym mistem, kde byla konstanta
vyssi (ZKd K; = 1,5 nM, DKd K; = 0,08 nM, Znat K; = 287,1 nM, Dnat K; = 1,115 nM).
Pro dvojice vykazujici nanomolarni inhibi¢ni konstanty bylo BPTI vyuzito pro titraci
aktivnich mist, potazmo pro uréeni katalytickych konstant. Dale byla testovana série
flavonoidu, ze kterych slabou inhibici vykazoval flavonoid VZ-784, a to pouze pro
proteasu viru Dengue. Synteticky dipeptidovy inhibitor aktivniho mista MH-ZD1, jiz
dffve navrzeny jako inhibitor Dengue proteasy a syntetizovany na UOCHB, byl Gspésné
testovan pro vsechny varianty fuznich proteind (véetné variant proteas viru Zika). Pro
variantu proteasy viru Zika s kovalentné spojenymi doménami byla urcena inhibi¢ni

konstanta, a to K; = 330 nM.
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Ziskana chemicka individua a data z enzymovych méfeni budou pouzita pro racionaln{
navrh novych inhibitorti a pro navrh testovacich metod s vysokou vykonnosti (z angl.
high throughput screening) k testovani velkych knihoven nizkomolekularnich latek coby
potencialnich inhibitort. Ziskané proteiny mohou byt pouzity k dalsim strukturnim a

biofyzikalnim studiim.
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