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Anotace

Cilem prace bylo vyprodukovat a purifikovat dva proteiny: helikdzovou doménu nestrukturniho
proteinu NS3 viru klistové encefalitidy a jeji mutantni variantu, ve které byl prolin na pozici
229 cilenou mutagenezi nahrazen alaninem, a nasledn¢ zjistit ATP4zovou aktivitu mutantniho
proteinu. Oba proteiny byly Gspésné ziskdny a enzymaticka aktivita mutantniho proteinu zdarné
zméfena. Tato aktivita byla ve srovnani s helikdzovou doménou NS3 znac¢né oslabena, z ¢ehoz
vyplyva, ze prolin na pozici 229 je zasadni pro spravnou funkcénost enzymu. Detailni
charakteristika mutovaného proteinu mize byt pouzita pro vyvoj specifického allosterického
inhibitoru proti VKE.

Klicova slova

Virus klistové encefalitidy e helikdzovd doména nestrukturniho proteinu NS3 e Enzymaticka
aktivita e afinita k jednovladknové RNA e Prolin na pozici 229 e allosterie

Annotation

The goal of this thesis was to produce and purify two proteins: the helicase domain of non-
structural protein NS3 and its mutant variant, in which the proline in position 229 was
substituted with alanine by site-directed mutagenesis, and afterwards to test the ATPase activity
of said mutant protein. Both proteins were successfully produced and purified and the mutant
was tested. By comparison to the unchanged helicase domain of NS3, the mutant’s enzymatic
activity was significantly weakened, which points to the conclusion that proline in position 229
plays a vital role in the enzyme’s function. The detailed characterization of the mutant will pave
the way for design of new allosteric inhibitor against TBEV.
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Tick-borne encephalitis virus  helicase domain of the non-structural protein NS3 e enzymatic
activity e affinity to single-stranded RNA e Proline in position 229 e allostery
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1 UvVOD

Virus klistové encefalitidy (VKE) je zavazny lidsky patogen, ktery v nékterych piipadech
zpusobuje zanéty centralni nervové soustavy, souhrnné oznacované jako klistova encefalitida
(KE). Patii do rodu flavivirt. Rada dal3ich zastupcii z této skupiny je rovnéz patogennich (napf-.
virus zapadonilské horecky, ZIKA nebo Dengue) a zplisobuje mnohd zavaznad onemocnéni,
jakymi jsou napt. hemorhagické horecky ¢i encefalitidy [6].

Proti VKE se lze preventivné chranit ockovanim stejné jako proti né€kterym dal$im flaviviram.
Mira proockovanosti populace je vSak vfadé rizikovych oblasti (v€etné Evropy) nizka.
V soucasné dob¢ navic neexistuje zadnd ucinna lécba a zna¢na pozornost je vénovana vyvoji
specifickych antivirotik, jez by byly schopny narusit Zivotni cyklus viru v lidském hostiteli, a
tim mirnit nebo ptimo 1é¢it ptiznaky KE [3][19].

Tato prace navazuje na studii provedenou Paulinou D. Aninditou & kol. vroce 2022 na
Piirodovédecké fakulté Jiho¢eské univerzity v Ceskych Bud&jovicich, ktera se zabyvala jednim
ze dvou nestrukturnich proteintit VKE, které vykazuji enzymatickou aktivitu. Timto proteinem
je nestrukturni protein NS3, konkrétné pak jeho helikdzova doména (NS3H), ktera je nezbytna
pro prubéh virového Zivotniho cyklu (viz kapitola 2.2.2). Pro svou klicovou tlohu se jedna o
slibnou kandidatni molekulu pro vyvoj specifickych antivirotik. Pokud by se podafilo vyvinout
vhodnou 1é€bu cilici na tento konkrétni protein, doslo by ke znaénému oslabeni VKE v hostiteli.
Problémem NS3H ovSem je, Ze sdili fadu podobnosti s nékterymi helikdzami lidského
organismu, coz nam znemoziuje cilit pfimo na aktivni mista tohoto proteinu. Takovou lécbou
bychom totiz neposkodili pouze virus, ale i infikovaného hostitele [3].

Jiz zminovana studie vSak odhalila pomérné jedine¢ny mechanismus v NS3H, ktery ji od
vétSiny podobnych helikaz odlisuje; pro spravnou funkci tohoto proteinu je tieba allosterického
modifikatoru v podob¢ jednovldknové RNA (ssRNA) (viz kapitola 2.3.2). Pozornost tedy byla
zamé&fena na konkrétni aminokyseliny v peptidovém fetézci NS3H, které jsou zodpovédné za
afinitu proteinu k ssSRNA. Doposud byl testovan vliv péti riznych aminokyselin, pficemz jako
nachdazi prolin na pozici 229 (P229). Z nepublikovanych in silico experimentd vyplyva, ze P229
by rovnéz mohl mit na tuto interakci vliv. Cilem této prace je tuto hypotézu ovéfit, piipadné
vyvratit [3].

Za timto ucelem byly v ramci této prace vyprodukovany a purifikovany dva proteiny: NS3H a
jeho mutantni varianta, na niz byl cilenou mutagenezi nahrazen prolin na pozici 229 alaninem
(P229A), coz je velice malo reaktivni aminokyselina. Nésledné byla otestovana enzymaticka
aktivita mutantniho proteinu a jejim porovnanim s NS3H bylo mozné ur¢it, jaky je vliv P229
na enzymatickou aktivitu NS3H [3].



Poznamka k ¢lenéni prace

Tato prace vznikala primarné jako stiedoskolské odborna ¢innost, ale také jako prace maturitni,
a vzhledem k univerzitnimu prostedi, ve kterém byla provadéna, bylo snahou autora splnit
rovnéz nalezitosti prace védecké. Této snaze padla za obét struktura typicka pro stfedoskolskou
praci, kterou by bylo mozné jednozna¢né rozdélit na uvod, teoretickou ¢ast, praktickou ¢ast a
zavér. Vysledkem je prace, kterd obsahuje Uvod nasledovany rozsahlejsim teoretickym
uvodem, jenz plni funkci teoretické Casti a je nazvan Virus klistové encefalitidy a jeho proteiny
(kapitola 2). V akademické praci by nasledovala kapitola Materidl a metody (kapitola 4)
popisujici piesny prubéh vSech experimentl. Tu zde vSak jesté predchéazi kapitola Principy
vybranych metod (kapitola 3), ktera ma za cil objasnit n¢které zajimavé techniky, jez byly v této
praci pouzity, ale se kterymi se obvykle student na urovni stfedni $koly nedostane do styku. Po
kapitole Material a metody nasleduje kapitola Vysledky (kapitola 5), ve které jsou uvedena
veskera data ziskana touto praci. Ke konci prace se nachazi kapitola Diskuze (kapitola 6), ktera
obsahuje poohlédnuti za celou praci doplnéné o navrhy na dal$i mozny vyzkum. Zavérecnou
kapitolou je, jak uz tomu tak byva, Zdaver (kapitola 7), ve které jsou kratce shrnuty dosazené
cile a vysledky prace.



2 VIRUS KLIiSTOVE ENCEFALITIDY A JEHO
PROTEINY

2.1 Flaviviry

Flaviviry jsou rodem obalenych viri z ¢eledi Flaviviridae, do kterého fadime vice nez 70
zastupcl. Jejich genetickd informace méa formu jednovldknové RNA (ssRNA) s pozitivni
polaritou. Jedna se vétSinou o tzv. arboviry, tedy viry pfendsené ¢lenovci, typicky komary nebo
klistaty. Jejich findlnimi hostiteli jsou savci (virova replikace vSak probiha i v pienaSecich),
vcetné Cloveka, na né€z je virus nejcastéji prenesen pii sani krve nakazenym clenoveem [6].

Mnoho flavivird patii mezi zdvazné lidské patogeny. Jako ptiklad mizZeme uvést virus Zika
(ZIKV), ktery zpiisobuje horecku zika, virus Dengue (DENV), pivodce horecky dengue, virus
zluté zimnice (YFV, z anglického ,,yellow fever virus®) nebo virus zptisobujici zapadonilskou
horecku (WNYV, z anglického ,,west nile virus*). Vétsina flavivirovych infekei je bezptiznakova
nebo se projevuje piiznaky podobnymi chfipce (horeckou, bolesti hlavy, kloubl a svald,
nevolnosti ¢i zvracenim). V nékterych piipadech vSak dochdzi krozvinuti mnohem
encefalitidy (VKE), paralyza a Zloutenka, ke kterym dochazi v nékterych piipadech nikazy
YFV, nebo vnitini krvaceni zpisobené virem Dengue. Vice nez polovina svétové populace je
v souCasnosti ohrozena alespont jednim flavivirem. Proti nékterym znich je mozné se
preventivné chréanit vakcinaci, stile vSak neni k dispozici ti¢inna 1écba v podob¢ specifickych
antivirotik [6].



2.2 Virus kliStové encefalitidy

Jednim ze zastupct flavivirt je virus klistové encefalitidy (VKE, pfipadné TBEV z anglického
,» lick-Borne Encephalitis Virus,* viz obrazek 1). Jim zptisobovana klistova encefalitida (KE)
je velmi zavazné onemocnéni postihujici Cloveéka, které¢ v nékterych ptipadech poskozuje
centralni nervovou soustavu [19]. Pfenaseci tohoto viru jsou klistata z Eeledi Ixodidae, v CR se
jedna o klist€ obecné (Ixodes ricinus) [22]. Byt pienos klistaty je tim nejbéznéjSim, byly
zaznamenany i piipady nakazy konzumaci nepasterizovanych mlécnych produktti infikovanych
domacich zvitat [19]. Rozezndvame pét variant VKE, které se zdsadné liSi svou virulenci
(zavaznosti infekce). Témito variantami jsou evropskd (TBEV-Eu), sibifskd (TBEV-Sib),
dalnovychodni (TBEV-FE) a dvé neddvno objevené: bajkalska (TBEV-Bkl) a himalajska
(TBEV-Him) [14][19]. Za zminku stoji, Ze jednotlivé varianty se 1i§i jen minimalné co do
aminokyselinové sekvence svych proteinl. Z toho lze usuzovat, ze jejich zna¢né rozdilna
virulence je zpisobena pouze nékolika méalo aminokyselinami, ptipadné nekddujicimi oblastmi
jejich genetické informace (tedy useky RNA, které nejsou translatovany ribozomy hostitele na
proteiny, ale maji signalni ¢i regula¢ni funkei) [19].

Zrala virova Gastice Nezrala virova ¢astice

(Fiizik &kol., 2018)

Obrazek 1: Struktura virové obalky VKE. Na obrazku je zobrazeno srovnani zralé virové
castice (nalevo) s nezralou (napravo). Tri E-M dimery tvorici zdikladni jednotku
ikosahedralni symetrie zralé castice jsou od sebe na levém snimku barevné odliseny (zelend,
fialova, oranzova). Velikosti castic byly upraveny pro potreby obrazku a vzdjemny pomér
velikosti je pouze priblizny. Snimky byly porizeny kryoelektronovou mikroskopii [13]. Zdroj
puvodnich snimkii: Fiizik &kol., 2018 [13]. Snimky upraveny v programu BioRender.com

Roc¢né je celosvétove hlaseno vice nez 10 000 ptipadit ndkazy VKE. Piedpoklada se vsak, ze
skutecny pocet je znacné vyssi, vzhledem k tomu, Ze onemocnéni klistovou encefalitidou byva
vétSinou asymptomatické, piipadné je v akutni fazi svymi piiznaky podobné chfipce. V Casti
pfipadi ale dochdzi k rozvoji encefalitidy ¢i meningitidy, tedy zanéth centrdlni nervové
soustavy (CNS), které jsou provazeny zavaznymi neurologickymi pfiznaky, jez casto
ptetrvavaji fadu let po odeznéni akutni fadze. Nékteré infekce VKE konci i smrti pacienta.



Smrtnost KE je vyrazné€ variabilni v zavislosti na varianté viru. Nejvyssi je u TBEV-FE, kde se
pohybuje az okolo 40 % [19].

2.2.1 Struktura virové Castice

VKE je, stejn€ jako ostatni flaviviry, sférickym obalenym virem (tzn. vyuzivajicim ve své
virové Castici membranu hostitele), jehoz ¢astice (viriony) maji pramér pfiblizné¢ 50nm (viz
obrazek 2) [19]. Kazdy virion nese jednu jednovlaknovou nukleovou kyselinu RNA (ssRNA)
o pozitivni polarit¢ (tzn. mizZe byt rovnou piepisovana do proteinli bez piedchozi tvorby
komplementarniho vlakna) a délce ptiblizné 11 000 dusikatych bazi. Tato ssRNA obsahuje
jeden otevieny Cteci ramec (ORF, z anglického ,,open reading frame*), ktery je z obou stran
doplnén o nekodujici oblasti, tzv. 5’"UTR a 3'UTR (z anglického ,,untranslated region‘), podle
nichZ nejsou tvofeny proteiny, ale hraji dulezitou roli pfi virové replikaci. Poslednim
komponentem virové nukleové kyseliny je koncova struktura na 5"UTR zvana 5 ¢epicka, ktera
chrani virovou RNA pied degradaci v buitkkdch hostitele a napoméhd iniciaci translace [6].
Geneticka informace je schematicky znazornéna na obrazku 3. Tato ssSRNA koduje pro jediny
protein (tzv. polyprotein), ktery je nasledné enzymaticky Stépen na jednotlivé strukturni a
nestrukturni proteiny. Témito proteiny jsou: tii strukturni proteiny C, E a M, jimiZ se zabyva
nasledujici text, a sedm nestrukturnich proteini (NS1-NS5),, o kterych se pojednava
v kapitolach nize [19].

Schematické znazornéni

3| virionu VKE
[:] protein E

’ - . D protein M
' ‘ - protein C

' ‘ fosfolipidova
(,J . membrana

virova ssRNA

‘ ' ] ] k d;
apsida

(Pulkkinen &kol., 2018)

Obrazek 2: Schematické zndazornéni virionu VKE [19]. Piivodni
obrazek: Pulkkinen &kol., 2018 [19]. Obrazek upraven pomoci
programu BioRender.com

Nejvnitingj$im obalem nukleové kyseliny je kapsida (pfipadné nukleokapsida, hovotime-li o
struktufe véetné uvnitt obsazené nukleové kyseliny), tvofena vice jednotkami kapsidového

" oznaleni nestrukturni neznamena, ze by snad tyto proteiny nemély vlastni strukturu: maji vlastni primarni,
sekundarni i terciarni strukturu. Virové proteiny délime podle toho, zda jsou soucasti struktury virionu
(strukturni), ¢i nikoliv (nestrukturni). VSechny tyto proteiny jsou vSak nezbytné pro existenci viru.
Nestrukturni proteiny jsou dilezité pro napf. replikaci viru v burikach, interakci s imunitnim systémem
hostitele nebo zastavaji funkci kofaktora
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proteinu (protein C). V soucasné dobé mame vice poznatkli o samotném proteinu C nez o celé
kapsidé, jejiz struktura neni zcela objasnéna. Piedpoklada se, ze virion obsahuje ptiblizné 500
kopii tohoto proteinu. Piesnd struktura proteinu C byla identifikovana u nékolika flavivirt
(napt. DENV, ZIKV WNYV, VKE). I pfes pomérn¢ velkou variabilitu v primarni struktufe (t;.
pofadi aminokyselin v peptidovém fetézci) sdili vSechny proteiny C jednotlivych virh
obdobnou sekundarni a terciarni strukturu, tedy prostorové uspofadéani. Protein C z VKE ma
105 aminokyselin a tvoii antiparalelni dimer [19].

ssRNA viru klistové encefalitidy

11 000 bazi
5'Cepitka | |
\ (AN ENEEN
I J | J
S'UTR ORF 3'UTR
(,,Untranslated reagion®) (,,open reading frame*) (,,Untranslated reagion®)
nekodujici oblast otevieny Cteci ramec nekodujici oblast

Obrazek 3: Schematické zndzornéni virové ssRNA VKE [6]. Obrazek vytvoren v programu
BioRender.com

Obal virionu VKE tvoii fosfolipidovd membrana, do které jsou zasazeny dva virové proteiny,
jez oznacujeme jako protein E (z anglického ,.envelope® protein) a protein M (z anglického
,membrane* protein). Oba proteiny jsou v membrané (pochdzejici pivodné z drsného
endoplazmatického retikula hostitele) zasazeny v takovém mnozstvi, Ze kryji cely jeji povrch a
zpusobuji jeji deformaci. Spole¢né pak vytvareji E-M heterodimery. Tti takovéto dimery tvori
zakladni jednotku ikosahedralni symetrie celého virionu. Tento virovy obal je také zodpovédny
za hladky povrch zralé virové Castice, jenz je pro flaviviry typicky. Snimek struktury virionu
VKE byl jiz s vyuzitim kryoelektronové mikroskopie potizen (Fiizik, 2018) a je k nalezeni
na obrazku 1 [19].

Peptidovy fetézec proteinu E se sklada ze 496 aminokyselin. Kazdy monomer proteinu E ma
Ctyfi domény, z nichz tii vytvari ektodoménu, kterd pokryvé povrch virového obalu. Jedna se o
glykoprotein, tedy o protein obsahujici tzv. glykosyla¢ni oblast, kam se miZe navazat sacharid,
nebo derivat sacharidu. To hraje vyznamnou roli pfi opousténi bunky virem. Pii zkoumani
kryoelektronovou mikroskopii byla na tomto misté pozorovana latka, kterd svou hustotou
odpovida N-acetyl-D-glukosaminu. Protein E je rovnéz zdsadni pfi pronikani viru do buiky
a pfi uvoliovani virové RNA do cytoplasmy (viz kapitola 2.2.2) [19].

Protein M je mnohem mensi nez protein E. Skladad se pouze ze 75 aminokyselin a slouzi
nejspise jako stmelovaci protein, ktery spojuje jednotlivé proteiny E dohromady, za vzniku
heterotetrameru E-M-M-E, které jsou zakladni stavebni jednotkou virového obalu. Dalsi
ptedpokladanou funkci proteinu M je zabranéni predasné konformacéni zméné, kterou prochazi
protein E pii nizkém pH, a uvoliiuje tak RNA z endozomu do cytoplasmy (viz kapitola 2.2.2).
Protein M je translatovan v podobé& tzv. ,pre-membrane protein® (prM), ktery je vice nez
dvakrat delsi (162 aminokyselin) a jehoz nasledna (post-transla¢ni) tprava v Golgiho aparatu
je zasadnim procesem pro maturaci viriond [19].
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2.2.2 Zivotni cyklus VKE

Zivotni cyklus VKE po infekci organismu obnasi proniknuti do buiiky, syntézu virovych
proteinti a replikaci virové RNA, sestaveni a maturaci virionii a nasledné opusténi buriky.
Nasledujici shrnuti se bude zabyvat pouze virovym cyklem v savéim hostiteli, ktery sice
probiha i v klistéti, ale je do zna¢né miry neprozkouman [19].

Virus proniké do buniky nej¢astéji na zdkladé receptory-fizené endocytdzy. Predpoklada se, ze
povrchové struktury virionu jsou rozpoznany bunéénymi receptory bud’to laminin-vazajicim
proteinem (anglicky ,,Jaminin-binding protein“, LBP), nebo aV3 integrinem. Proniknuti do
buitky mulze probéhnout bez jiz zminéného sacharidového derivatu (navdzaného na
glykosyla¢ni oblast proteinu E), ale jeho absence vyznamné snizuje schopnost viru infikovat
nervové buniky. Po navadzani virionu na receptor dochazi k endocytéze. Membrana spolu
s virem se vchlipi dovnitf za vzniku membranového vacku, endosomu [19].

Polyprotein VKE
N-konec ~3400 aminokyselin C-konec
I
Voo b b by N2A NS28 NSaA  §
( 2K
N @) (CED) (S (O () o o ) é
( | ( |
mentrina £X ) Il U2
cytoplazma ® &, U I g T <
f\ t 1t NSs 4
| I
SP-strukturni proteiny NP-nestrukturni proteiny
mista enzymatického stéihani: = protedzami hostitele po translaci
proteazou hostitele pfi zrani virionu Golgiho aparatu
= virovou protedzou NS3 ( Pulkkinen &kol., 2018)

Obrazek 4: Schematické zndazornéni virové polyproteinu VKE v membrané

endoplazmatického retikula (ER) [19]. Puvodni obrdzek: Pulkkinen &kol., 2018 [19].

Obrazek upraven v programu BioRender.com
Uvniti endosomu dochézi k prudkému snizeni pH v rameci Stépnych procest butiky. To spusti
konformac¢ni zmény proteinu E, které¢ vedou ke splynuti virové a endosomélni membrany a k
uvolnéni nukleokapsidy do cytosolu. Zde dojde k jejimu rozpadu a uvolnéni virové RNA.
Piesny mechanismus rozpadu neni u VKE zndm, ovSem u DENV se ukézalo, Ze souvisi
s procesy, které jsou vlastni eukaryotickym bunkdm a slouzi k odstranovani posSkozenych
proteint [19].

Virova RNA je po uvolnéni do vnitiniho prostoru buiiky translatovana hostitelskymi ribozomy
na membrané drsného endoplazmatického retikula (ER) za vzniku polyproteinu o délce zhruba
3400 aminokyselin. Ten prochazi dovnitf a ven membranou ER tak, aby se jednotlivé strukturni
(SP) a nestrukturni (NP) proteiny, které vzniknou jeho enzymatickym rozstfihanim, nachazely
na té stran& membrany, kde maji plnit svou funkci. Cast proteinii membranou piimo prochézi,
coz ma také svou roli v nasledujicich procesech. Po syntéze polyproteinu dochézi k jeho
sttihani, které vykonavaji zejména virové (NS3), ale i hostitelské proteazy. Schematické
zobrazeni polyproteinu se nachazi na obrazku 4 [19].

Vysledkem $tépeni jsou tfi SP (protein C, protein E a protein prM) a sedm NP (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5) [19]. Hlavni funkci NP je tvorba tzv. RNA-replikacniho
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komplexu, ktery nasledné slouzi, jak nazev napovida, k replikaci virové RNA. Jedinymi NP,
které vykazuji enzymatickou ¢innost, jsou NS3 a NS5. Ostatni proteiny pak bud’to slouZzi jako
jejich kofaktory, nebo je vdZzou k membran¢ ER, kterou zdroven deformuji a vytvareji v ni
specifickou vchlipeninu, tzv. replikaéni kompartment. Zde poté probihd samotna replikace.
NS3 zastava enzymatickou funkci protedzy, RNA helikdzy, nukleosidtrifosfatdizy a RNA
trifosfatazy. NS5 pak katalyzuje reakce souvisejici se syntézou 5'Cepicky (methyltransferazova
a guanylyltransferazova aktivita), predev§im vSak funguje jako samotna RNA-dependentni
RNA polymeraza [6]. Oba proteiny se nachédzeji na cytosolové strané ER membrany, uvnitf
replika¢niho kompartmentu, kde nasledné dochazi k replikaci virové RNA [19].

Nové vzniklé kopie RNA nachdzejici se na cytosolové stran¢ membrany ER jsou obalovany
proteinem C za vzniku nukleokapsidy. Byt samotnd vazba RNA na protein C je podle vSeho
nespecifického charakteru, existuji rzné mechanismy, které zajiStuji, Ze nedochazi
k obalovani ptfevazné jinych RNA (napt. mRNA hostitele) nez té nesouci genetickou informaci
viru. Vyzkum ostatnich flaviviri naznacuje, Zze jednim z téchto mechanismi by mohlo byt
Casové provazani procest replikace RNA a translace proteinu C. Tim je zajiSténo, Ze se protein
C avirové RNA budou vyskytovat v blizkosti membrany ER ve stejnou chvili a jejich vzdjemna
interakce tak bude pravdépodobnéjsi nez vazba proteinu na jinou RNA. Dalsi variantou je, Ze
skladani kapsidy neni zpisobeno pouze vlastnostmi proteinu C, ale Ze se na ném podileji i
nekteré virové NP, které RNA specificitu zpisobuji [19].

Po slozeni nukleokapsidy dochézi k jejimu proniknuti do ER a obaleni virionu membranou ER,
V niZ jsou zasazeny proteiny E a prM. Pfesny mechanismus obaleni nukleokapsidy membranou
neni objasnén. Proniknutim nukleokapsidy do ER vznikaji tzv. nezralé viriony: obsahuji ve své
membranové obalce prM, tedy proteinovy prekurzor (ptedchiidce) proteinu M. Protein prM
tvofi heterodimery s proteinem E. Pfi pokusech urcit strukturu téchto heterodimerti pomoci
kryoelektronové mikroskopie, byly opakované pofizovany snimky s niz§im rozliSenim, nez
jaké je mozné ziskat stejnym zpusobem u zralych virovych castic. To naznacuje, Ze tyto
membranové struktury nezralé ¢astice vykazuji vyssi flexibilitu. Povrch nezralych viriont je
(na rozdil od hladkého povrchu zralych virovych ¢astic) pokryt fadou hrotd. Rozdilny tvar lze
opét pfipsat proteinu prM, ktery zptisobuje jinou konformaci heterotetrameru na povrchu.
Srovnani zralé a nezralé Castice je videét na obrazku 1. Nezralé Castice jsou mnohem méné
stabilni nez ty zralé a nejsou v této podob¢ schopny infekce dalSich bunék [19].

Z ER se nezralé viriony dostavaji do Golgiho aparatu. V trans (vystupni) ¢asti Golgiho aparatu
se nachazi oblast s nizkym pH. Kdyz s ni pfijde nezrala ¢astice do kontaktu, dochazi u ni ke
konformacnim zménam a jeji povrch se stava hladkym, stejné€ jako je tomu tak u zralé Castice.
Konformac¢nimi zménami je zaroven odhalen prM a dochdzi k odstfihnuti jeho ¢asti proteazou
hostitele, furinem, ¢imz vznika zraly virion [19].

Ne u vSech viriont vSak dochazi k uplné maturaci. Vznikaji tak pouze ¢aste¢né zralé virové
Castice, které jsou vsak jiz schopné infekce dalSich bunék. Tyto Castice jsou znacné nejednotné,
co do své struktury i antigenity (tj. schopnosti vyvolavat imunitni reakci). Je tedy mozné, Ze se
jedné o zptisob, kterym se virus vyhybda imunitnimu systému hostitele. Zralé a ¢astecné zralé
viriony opoustéji butiku pomoci exocytdzy a napadaji dalsi hostitelské bunky [19].
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2.3 Nestrukturni protein NS3

V ptedchozi kapitole bylo nastinéno, jak probiha Zivotni cyklus VKE v sav¢ich buiikach. Aby
probihat mohl, je zapotiebi fady enzymatickych reakei. Cést z nich zajidt'uji enzymy hostitelské
bunky, ale o ty hlavni se musi postarat enzymy samotného viru, které vznikly z virového
polyproteinu [6][19]. Témi jsou jiz zminéné nestrukturni proteiny (NP) NS3 a NS5. Oba
zastavaji hned nékolik enzymatickych funkci a oba jsou klicové pro zivotni cyklus viru [6].
Tato kapitola se ovSem vénuje pouze NP NS3, jenz je sttedobodem celé této prace.

NS3 (z anglického ,,non-structural protein 3) se sklada ze dvou domén. Pod pojmem doména
rozumime strukturni ¢ast proteinu, zastavajici ur€itou funkci. Témito doménami jsou N-
terminalni (tedy blize kté strané peptidového fetézce, ktery je zakoncen volnou
aminoskupinou) protedzova doména a C-termindlni (naopak blize konci s volnou karboxylovou
skupinou) helikdzova doména. Zatimco protedzova doména hraje vyznamnou roli ve §tépeni
virového polyproteinu, u helikazové domény pozorujeme tfi navzajem provazané enzymatické
aktivity: nukleosidtrifosfatovou aktivitu, RNA trifosfatovou aktivitu a v neposledni fadé¢ RNA
helikdzovou aktivitu. Obé domény jsou spojeny, kratkym ohebnym peptidovym fetézcem, ktery
je oznacovan jako ,,linker (viz obrazek 5). Neni zcela jasné, jak tizce jsou ¢innosti obou domén
provazany a zda mé pfitomnost jedné vliv na funkénost druhé. Existuji studie ukazujici, Ze
absence protedzové domény zpuUsobila zasadni pokles aktivity domény helikdzové, jiné
experimenty ale dokladaji, ze domény nejsou nijak provazané. Rozdilnost vysledkt vSak mtlize
byt pfisouzena rozdilnym technikdm, jakymi byly jednotlivé experimenty provadény [6].
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2.3.1 Helikazova doména NS3

Helikazova doména NS3 (NS3H) je vétsi z obou domén tohoto proteinu. Tvofi ji fetézec 434
aminokyselin na C-termindlni strané (protedzova doména se oproti tomu sklada pouze ze 172
aminokyselin). VE&tsi délce odpovida i mnozstvi enzymatickych aktivit této domény, které byly
jmenovany uz v pifedchdzejicim textu [3].

‘/) C-konec
Helikazova

doména NS3

( Helikazova

misto vstupu z
brana

do proteinu
Pohyb RNA proteinempsnn g

—

N-konec

s ,,linkerem“ pfipojujicim
proteazovou doménu

NTPazové & RTPazové
aktivni misto
(Anindita &kol, 2022)

Obrazek 5: Model helikazové domény NS3 s pribliznym zakreslenim aktivnich mist [3][6].
Na obrazku jsou dale oznaceny o2 & a7 helixy, u kterych po navazani ssSRNA dochdzi ke
konformacnim zménam (viz Sipky), které umozni uvolnéni P; z aktivniho mista. Poté jsou
oznaceny oba konce peptidového retézce [3]. Fialova Sipka zndzornuje pohyb RNA skrze
aktivni misto (helikazovou branu). Rovnéz je oznaceno misto vstupu dsRNA do proteinu [6].
Model proteinu: Anindita &kol, 2022 [3]. Obrazek vytvoren v programu BioRender.com

Prvni z téchto aktivit je aktivita RNA trifosfatazova (zkracené¢ RTPazova). Jeji funkci je Giprava
nové vzniklého vlakna virové RNA, ze kterého odstépuje y-fosfat (nejkrajnéjsi ze tii fosfati
napojenych na posledni nukleotid na 5" konci vldkna) a umoziuje tak tvorbu koncové struktury
(57 ¢epicky), kterou katalyzuje NS5 [6].

Dalsi aktivitou NS3H je nukleosidtrifosfatazova (NTPazova). Enzym §tépi vysokoenergetickou
vazbu mezi B- a y-fosfatem ribonukleosidtrifosfati (NTP)! [3][6]. Enzymy katalyzou této
reakce ziskdvaji energii, jez je nasledné vyuzita pro teti enzymatickou ¢innost této domény, a
sice RNA-helikdzovou aktivitu. NTP4za je schopna Stépeni vSech ¢tyt typa nukleosidtrifosfatt

ii ribonukleosidtrifosfat a nukleosidtrifosfat jsou synonyma. V prvnim z nich je pouze zdiraznéna skute¢nost,
ktera je v druhém brana za samoziejmou a sice, Ze v latce je dusikata baze navazana na cukr ribozu. Bézné
se setkavame jeste s druhym typem nukleosidu, kde je dusikata baze navazana na cukr deoxyribozu. Takovy
nukleosid by pak mél byt byt oznacovan jako deoxyribonukleosid
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(adenosintrifosfat — ATP; guanosintrifostat — GTP, cytidintrifosfat — CTP, uridintrifosfat — UTP)
[3].

Obé¢ vyse popsané aktivity (RTPazova a NTPazova) probihaji ve stejné oblasti na NS3H (viz
obrazek 5). K posledni, helikazové aktivité, vSak dochazi v pomérné vzdaleném aktivnim
misté, které je oznacovano jako helikdzova brana (viz obrazek 5). Tato aktivita enzymu
napoméha rozdéleni dvouvldknové RNA (dsRNA) v asociaci s proteinem NS5 na dvé
jednovlaknové RNA (ssRNA). Mechanismus tohoto procesu je zatim velmi malo popsany, ale
predpokladé se Ze: jedno z vlaken nasledné pokracuje k aktivnimu mistu RNA polymerazy
NS5, kde je k nému opét syntetizovano komplementarni vldkno a cely proces se opakuje,
zatimco druhé je dal$imi enzymatickymi procesy NS3 a NS5 opatieno strukturou 5’¢epicky a
stava se tak finalni genetickou informaci VKE, kterda mtize byt obalena kapsidou [6]. Uz bylo
feceno, ze tato aktivita je zavisla na energii z NTPazové ¢innosti. Usuzuje se, ze pii Stépeni
NTP dochézi ke konformacnim zméndm na proteinu, které napomahaji v misté helikdzové
brany k rozdéleni dsRNA [3].

Helikéza NS3 patii mezi tzv. DEAD/DEAH-box helikazy, které spadaji do skupiny SF2 helikaz
(z anglického ,,superfamily 2) [2][11]. Rada helikaz v lidském organismu rovn&Z patii do této
kategorie (napf. hraji kli¢ovou roli pii replikaci DNA). SF2 helikazy jsou vysoce konzervované
(panuje mezi nimi znacnd podobnost v aminokyselinovych sekvencich, které¢ definuji oblasti
podilejici se na enzymatické aktivité, tzv. motivy), coz zpisobuje i podobnost mechanismt,
JjimiZ tyto enzymy katalyzuji své reakce. Problém pak miiZze nastat, pokud bychom pii 1é¢bé
VKE cilili pfimo na aktivni mista virového enzymu. Zablokujeme tak totiz nejenom virovou
helikézu, ale s vysokou pravdépodobnosti i helikazy lidského organismu, které jsou nezbytné
pro jeho spravnou funkci [11]. Vyzkum se tudiz soustfedi na osvétleni mechanismu, jakym
mezi sebou aktivni mista NTPazy a helikdzy komunikuji a jak by se tato komunikace dala
vyuZzit pro vytvoreni allosterického inhibitoru' [3].

2.3.2 Zavislost NTPazové aktivity na pritomnosti sSRNA

V ptedchozim textu je uvedeno, Ze RNA-helikazova aktivita NS3H je energeticky zavisla na
jeho NTPéazové aktivité. Rovnéz se vSak ukazuje, Ze ssSRNA maé zasadni stimulacni efekt na
NTPazovou aktivitu a Ze v jeji nepfitomnosti dochazi prakticky k zastaveni NTPazové aktivity.
Neprobiha-li hydrolyza NTP, nedochazi ani k helikdzovému rozplétani dsRNA, bez kterého
nemuze probihat Zivotni cyklus VKE. Ukazuje se, ze vazba urcitych aminokyselin v helikazové
brané na ssRNA, zptsobuje konformacni zmény, které vedou k allosterické aktivaci NTPazové

iii jako allostericky inhibi¢ni efekt se ozna¢uje vliv uréité molekuly, kofaktoru, na enzymatickou aktivitu
proteinu, na ktery se tato molekula vdZze mimo enzymaticky aktivni oblast. Po navazani dochazi ke
konformaénim zménam na enzymu, jejichz disledkem dojde i ke zménam v aktivnim miste, které maji za
nasledek oslabeni enzymatické aktivity
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aktivity. Z krystalografickych studii a in silico (po¢itatovych) modelti vyplyva, Ze bez téchto
strukturnich zmén zlstava fostat (P;) po hydrolyze NTP zablokovén v aktivnim misté enzymu,
¢imz znemoziuje vazbu nového NTP a dalsi pribéh reakce. Pokud je vSak na enzym navézana
ssRNA, dochazi ke strukturnim zménam, konkrétn€ k posunu helixii a2 a a7 (viz obrazek 5),
které umozni uvolnéni P; z aktivniho mista a mize zde probéhnout dalsi hydrolyza NTP [3].

V soucasné dob¢ bylo identifikovano nékolik konkrétnich aminokyselin v peptidovém fetézci
NS3H, které se vyskytuji v oblasti helikdzové brany a podileji se na vazbé proteinu k ssSRNA.
Nejzasadnéjsi vliv z dosud zkoumanych aminokyselin m¢l arginin na pozici 231 (R231). Pii
jeho nahrazeni alaninem (velmi madlo reaktivni aminokyselinou) doslo k témétf uplnému
zastaveni NTPazové aktivity. Prolin na pozici 229 (P229) se nachéazi v jeho tésné blizkosti a
navic je (stejn€ jako R231) piitomen v primarni struktufe NS3 hned nékolika flavivird. Z in
silico experimentu vyplynulo, Ze mutace prolinu na pozici 229 na alanin (P229A) ma vliv na
vazbu ssRNA, s ni spojené strukturni zmény v proteinu a NTPazovou aktivitu. K ovéfeni tohoto
in silico experimentu, byl cilenou mutagenezi vytvofen P229A mutant helikdzové domény
proteinu NS3 (ve zbytku prace oznaCovan jako pozménény NS3H, zkracené NS3H,) a jeho

naslednou produkei a biochemickou charakterizaci se zabyvé tato prace [3].

v Krystalografie je analytickd metoda, ve které vyuzivame rizného chovani Rontgenovych paprska
v riznych typech krystalovych mtizek. Povede-li se ndm vysokou koncentraci a vhodnymi podminkami
docilit vzniku proteinového krystalu, jsme pak na zakladé tohoto krystalu schopni identifikovat konformaci
proteinu, pripadné konformaci proteinu v komplexu s né&jakou latkou. Srovnanim rozdilnych krystalt
proteinti v komplexu s jednotlivymi meziprodukty enzymatické reakce jsme schopni zjistit, jak se méni
konformace proteinu v pribéhu této reakce [15]
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3  PRINCIPY VYBRANYCH METOD

3.1 Bakterialni expresni systém

Aby mohl byt protein testovan, musi byt nejdiive ziskan v dostateném mnozstvi a Cistoté. In
vitro syntéza proteinll postupnym spojovanim aminokyselin je velice narocna, piihlédneme-li
k tomu, ze peptidové fetézce proteinti se bézné sklddaji ze stovek, ¢i dokonce tisict
aminokyselin. Také skladani proteinu do spravné sekunddrni a terciarni struktury, ktera je
klicova pro funkci, jde pfi tomto druhu ptipravy jen tézko zajistit. V soucasné dobé se k ziskani
proteintl (at’ uz pro vyzkumné, hospodarské, ¢i medicinské ucely) nejcastéji vyuziva bunécnych
expresnich systému. Princip je velmi jednoduchy: do bunky vlozime DNA, kterd koduje
zajmovy protein a ten je nasledné produkovan spolu s ostatnimi bunéénymi proteiny [7].

Bunééné expresni systémy rozliSujeme podle typu pouzitych bunék. Pro umélou ptipravu
proteintt mizeme vyuzit bakterialni, kvasinkové, hmyzi, rostlinné ¢i sav¢i buiiky. Nejbéznéji
vyuzivanym je bakteridlni expresni systém. Bakterie maji fadu vlastnosti, které¢ je Cini
expresnim systémem prvni volby: vyzaduji pro svou existenci pomérné snadno zajistitelné
podminky (levné zivné médium, nenarocné zivotni podminky), rychle se mnozi, a navic jsou
ptirozené schopny pfijimat novou genetickou informaci ve formé plasmidu (viz kapitola 3.1.2),
coz ndm jejich vyuziti dale zjednodusuje [7].

3.1.1 Bunky E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL

Pro produkci proteinti v této praci byl zvolen bakterialni expresni systém, konkrétné bunky
Escherichia coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL competent cells (Agilent Technologies), které
byly pouzity pro produkci NS3H v pfedchdzejici studii [3]. Jednou z vyhod tohoto kmene je
pfitomnost plasmidu nesouciho genetickou informaci kodujici vybrané druhy tRNA (R-arginin,
I-isoleucine, P-prolin, L-leucin), které se v E. coli pfirozen¢ vyskytuji v pomérné¢ malém
mnozstvi, coz komplikuje expresi heterolognich (cizorodych) proteind. Tento plasmid navic
zprostifedkovava rezistenci na antibiotikum chloramfenicol, ¢ehoZ se vyuziva pii selektivnim
rastu bakteridlni kolonie, ktery je nezbytny pro efektivni produkci zdjmového proteinu.
Bakterie jsou inkubovdny v prostiedi sur€itou koncentraci daného antibiotika
(u chloramfenicolu se vyuziva koncentrace 35 pug/ml). Pokud by tedy doslo k zavleceni
jinych bakterii, ¢i ztrat€¢ plasmidu pii bunééném déleni, budou tyto bakterie usmrceny
antibiotikem [1].
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3.1.2 Plasmid pET-19b

Plasmidy jsou kruhové molekuly DNA, které se bézn¢ vyskytuji v bakteriich. Nesou obycejné
gen zprostiedkovavajici uréitou novou vlastnost bakterie, kterd neni obsazena v bakterialnim
genomu a davéa bakterii vyhodu nad konkurenci. Muze jit napf. o rezistenci vici druhu
antibiotik, ¢i schopnost zpracovavat specificky druh potravy. Bakterie nejsou schopny
pohlavniho rozmnozovéani, jsou vSak schopné si vzajemné predévat plasmidy, ¢imz je udrZena

10xHis
gen His-tagu vyuzivaného
pii IMAC purifikaci

P lac operator

jista troven genetické variability [8].

NS3H/NS3H, —

vloZeny gen zajmového
proteinu

T7 terminator ——~_

— T7 promotor

promotor

promotor

AmpR —~

koduje pro B-laktamazu, ktera

zprostiedkovava rezistenci na
atibiotikum ampicilin

terminator —/

\— lacl

koduje pro lac represor vazajici se
na lac operator, ¢imz se blokuje
transkripce gent

\— terminator

Obrazek 6: Schematické znazornéni plasmidu pET-19b pouzitého k transformaci bunék
v této prdci. Na plasmidu je zobrazeno umisteéni jednotlivych genit a pro né relevantnich
regulacnich sekvenci. Cervené oznacené T7 promotor a T7 termindtor slouzi k signalizaci
T7 RNA-polymeraze. Fialové promotory a terminatory pak jinym konkrétnim bunécnym
RNA-polymerazam [20]. Obrdzek vytvoren pomoci programu BioRender.com

Pii pouziti bakteridlniho expresniho systému vlozime do plasmidu genetickou informaci
kédujici na§ zdjmovy protein. Vznika tzv. rekombinantni DNA, ¢imz oznacujeme jakoukoliv
genetickou informaci, ktera se bézné v zivych organismech (véetné virl) nevyskytuje a byla
vytvofena laboratorné. Vznikly rekombinantni plasmid poté vlozime do zvolené bakterie
procesem zvanym transformace [7].

V této praci byl vyuzit plasmid s oznacenim pET-19b, do n¢hoz byl vlozen gen kodujici
bud’ protein NS3H ¢i mutovany protein NS3H,. Gen zdjmového proteinu je vloZen za T7
promotor (tedy ve sméru transkripce) a pod kontrolu lac operonu, coz jsou klicové soucasti T7
expresniho systému, ktery byl pro produkci proteinti vyuzit (viz kapitola 3.1.3) [9][20].

Plasmid dale nese gen, jenz koduje protein zprostiedkovavajici rezistenci na ampicilin a
pfibuzna antibiotika, coz je zdsadni pro selekci bunéénych kolonii, u kterych doslo
k Gspésnému piijmuti plasmidu. Stru¢nd mapa plasmidu pET-19b je zachycena na obrazku 6
[20].
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3.1.3 T7 expresni systém

Jako T7 expresni systém oznacujeme soustavu navzajem provazanych bunéénych mechanismu
a usekl genetickych informaci jak v bunikach E. coli kmene BL21, tak na plasmidu pET-19b,
které spolecné zajist'uji efektivni, ale regulovatelnou expresi zajmového proteinu. Centralnim
komponentem tohoto systému je T7 RNA polymerdza (T7 RNAP), kterd pochazi
z T7 bakteriofagu a umoznuje genovou transkripci nasobné rychlejsi nez RNA polymeréaza E.
coli [9][21]. Gen kodujici T7 RNAP se nachdzi v genomu nami pouzitého bakterialniho kmene.
Pouzity plasmid nese tzv. T7 promotor (specifickd sekvence DNA), na néjz se T7 RNAP navaze
a zacne transkripci genti uloZenych za timto mistem. Pokud sem ulozime gen naseho zdjmového
proteinu, bude transkribovan T7 RNAP [21].

Pokud by se vSak T7 expresni systém skladal pouze z vyse popsanych sloZek, nebylo by mozné
expresi proteinu nijak regulovat. Pfed€asné exprese je z mnoha diivodl nezadouci (napt. uméle
vlozeny gen mize kédovat protein, ktery je pro burniku toxicky). Buiiky musi navic vynakladat
velké mnozstvi energie na produkci cizorodého proteinu, ¢imz je jejich riist omezen a nemaji
Sanci dosahnout faze exponencidlniho ristu, ve které je produkce cizorodého proteinu
nejucinngjsi. Bunka ma také fadu mechanismu, kterymi se proti dlouhodobé nadbyte¢né
produkci vlastnich ¢i cizich proteinli mize branit, coz opét ohrozuje vysledny vytézek [7]. Je
tedy dtlezité, aby exprese v T7 expresnim systému probihala jen za pozadovanych podminek.
Za timto ucelem bylo vyuzito lac operonu (soubor gent kodujicich proteiny laktéozového
metabolismu). Genom E. coli byl modifikovén a byl do n¢j vlozen gen pro lac represor (blokuje
expresi genll vazbou na lac operator — specifickd sekvence DNA) a gen kodujici T7 RNAP byl
vlozen za lac promotor (jehoz soucésti je i lac operator). Aby byla zajisténa vétsi specifita, byl
lac operator vlozen i do T7 promotoru na pET plasmidu. V nepfitomnosti laktozy je tedy
produkovan lac represor, jenZ se vaZze na lac operator, ¢imz nedochdazi k transkripci genu pro
T7 RNAP. 1 kdyby doslo k urcité zbytkové produkci T7 RNAP (d¢j, pti kterém v malé mife
dochazi k expresi zablokovanych gent, se nazyva ,leaky expression“ a je typicky pro geny
transkribované RNA polymerdzami s velmi vysokou aktivitou), vznikla T7 RNAP nebude
schopna transkribovat zajmovy gen, jenz je rovnéz zablokovan lac represorem. Byt k jisté
urovni exprese bude dochazet vzdy, touto dvojitou regulaci je produkce zajmového proteinu
pted indukci snizena natolik, Ze vétSinou neptedstavuje piekazku pro rist bakteridlni kultury

[9].
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Obrazek 7: Schematické zndzornéni indukce T7 expresniho systému pomoci Isopropyl-f>-
D-thiogalaktosidu (IPTG). Obrazek vytvoren pomoci programu BioRender.com

Samotna indukce proteinové produkce pak probihd pfidanim Isopropyl-B-D-thiogalaktosidu
(IPTG), nejcastéji o koncentraci 1mM. Jedna se o nestépitelny analog laktozy, ktery se vaze na
lac represor a zptsobi jeho odpojeni od lac operatoru. Tim je spusténa produkce T7 RNAP a
nasledné 1 z4jmového proteinu. Cely proces je znazornén na obrazku 7 [9].

3.2 Pilotni produkce

Pokud produkujeme v bakterialnim expresnim systému protein, ktery nebyl timto zpiisobem
dosud ziskdvan, provadime nejprve tzv. pilotni produkeci. Bakteridlni kulturu s vlozenym
plasmidem nechame riist za definovanych podminek a zjistujeme, kdy byl vynos zdjmového
proteinu nejvysSi. Podminky, které se ukézou jako nejlepSi, nasledné¢ pouzijeme pfi
velkoobjemové produkci. Standardné testovanymi podminkami jsou teplota, pii které
bakterialni kultura roste, Cas, po ktery produkce probiha ¢i mnoZzstvi indukéni latky (k tomuto
kroku se pfistupuje nejcastéji u potencidlné toxickych proteinii a v této praci podminka
testovana nebyla).

Teplota ma zédsadni vliv na rychlost vSech bunéénych procest. S vyssi teplotou dochazi
k rychlejsi translaci. Vyssi rychlost translace mlize mit pozitivni vliv na produkci zdjmového
proteinu, ale ¢asto dochdzi k nespravnému slozeni sekundérni a terciarni struktury, ¢imz se
protein stava nepouzitelnym a je uloZen do tzv. inkluznich télisek. Jedna se o utvary tvorené
agregovanymi latkami (at uz odpadnimi nebo rezervnimi), pro které¢ builkka nema vyuziti.
V bakteriich se vyskytuji pfirozené¢ a zamezuji piehlceni vnitiniho prostoru nepotiebnymi
surovinami. V téliskéach ptichazeji proteiny o svou spravnou sekundarni a terciarni strukturu a
stavaji se nefunkénimi. Existuji sice metody, kterymi Ize spravného slozeni proteinu docilit 1
po produkci do inkluznich télisek, ty jsou vSak pomérné komplikované a casto vedou
k nejistému vysledku. Tudiz je zadouci se bez nich obejit. V ramci pilotni produkce NS3H,,
byly otestovany dv¢ teploty: 18 °C, teplota pouzivana pii produkci NS3H, a 30 °C, teplota blizsi
teploté, ve které se E. coli ptirozené vyskytuje [7].
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Dalsi testovanou podminkou byl ¢as, béhem kterého je bunééné kultura ponechana produkovat
protein po indukci IPTG. Cim del3i ¢as je buitkAm na produkci déan, tim vice zajmového
proteinu maji moznost vytvorit. Bakterie jsou vSak schopny se v ptipadé dlouhodobé produkce
neuzitecného proteinu chranit naptiklad tvorbou jiz zminénych inkluznich télisek ¢i
proteolytickym $tépenim proteinu pro dalsi ucely (energeticky metabolismus, vznik novych
proteintl). K ulozeni ¢asti zdjmového proteinu do inkluznich télisek dochazi témér vzdy,
ukon¢enim produkce ve spravnou chvili vSak miizeme maximalizovat zisk jiz
vyprodukovaného proteinu predtim, nez jej buitka stihne timto zpisobem znehodnotit. Pii
pilotni produkci provedené v ramci této prace bylo mnozstvi zdjmového proteinu v kulturach
rostoucich pfi riznych teplotach zjisStovano ve tiech ¢asovych intervalech. Pti teploté 30 °C byl
vzorek kultury odebran 2 h, 4 h a 6 h po indukci. S ohledem na pomalej$i pritbéh produkce pii
nizsi teploté byly odbéry u kultury rostouci pti 18 °C provedeny po 3 h, 6 h a nasledujiciho dne

[7].
3.3 Gelova elektroforéza SDS-PAGE

SDS-PAGE je zkratka anglického ,,Sodium Dodecyl Sulphate-PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis“ a jednd se o nejbéznéjsi typ elektroforézy, ktery se pouziva k analyze
proteinovych vzorkl. Nejde vSak o kvalitativni analyzu (zabyvajici se vlastnostmi proteintl),
ale pouze velikostni: proteiny jsou nejdiive denaturovany teplotou 95 °C v ptitomnosti dodecyl
siranu sodného (v angli¢nité ,,sodium dodecyl sulphate®, SDS, podle kterého je metoda
pojmenovana) a [-mercaptoetanolu, ktery zpisobi preruSeni disulfidickych mustkt
v molekulach. SDS se zaroven vaze na proteiny v mnozstvi umérném jejich velikosti, ¢imz se
stavaji zaporn¢ nabitymi. Vzorek je poté vlozen do jamek polyakrylamidového gelu, jenz je
ponofeny ve specifickém pufru (obsahuje mimo jiné dal$i dodecylsiran sodny) umoziujicim
prichod elektrického proudu. V aparatufe je nasledné vytvoteno elektrické napéti a zaporné
nabité proteiny jsou v denaturovaném stavu tlaceny skrze gel smérem k anod¢€. Rychlost jejich
pohybu je nepiimo umérnd velikosti proteinu, nebot’ vét§im molekuldm klade gel pfi pohybu
veétsi odpor, a pohybuji se tudiz pomaleji. Po vypnuti el. pole nach4dzime tedy vzorek rozdéleny
na jednotlivé proteiny dle jejich velikosti. Nejmensi a nejlehci proteiny jsou nejdale od mista
na gelu, kam byl vzorek vloZen, nejvétsi proteiny pak urazily vzdalenost nejkratsi. Proces je
znazornén na obrazku 8 [18].
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Pribéh gelové elektroforézy SDS-PAGE
1. 2.

Polymeraci akrylamidu a bisakrylamidu
vytvofime polyakrylamidovy gel

3. 4.

Na gel vlozime denaturované vzorky

Vytvofime v gelu elektrické napéti a

vzorky jsou taZeny smérem k anods Proteiny jsou rozdéleny podle velikosti

Obrazek 8: Schematické znazorneni pribéhu gelové elektroforézy
SDS-PAGE. Zkoumané vzorky jsou zobrazeny fialove, Obrazek
vytvoren pomoci programu BioRender.com

Produktem SDS-PAGE je gel, na kterém jsou fixovany a obarveny jednotlivé slozky ptivodniho
vzorku. Vzorky jsou do gelu umistovany seshora, a to jak v praxi, tak v konvencni orientaci,
v jaké jsou snimky gelu pofizovany a prezentovany. Na gel Ize umistit vice vzorkl najednou,
kazdy pak na findlnim snimku zaujimé jeden sloupec. Sloupec nejvice vlevo je pak zpravidla
vyhrazen pro tzv. ,,ladder” (v pfimém ptekladu ,,zebtik*), oznaCovany rovnéz jako proteinovy
standard. Jde o pfedpfipravenou smés proteind o definovanych velikostech, kterd ndm poméha
se zorientovat ve vysledném gelu. K proteinovému standardu je od vyrobce dodavan kli¢, ktery
k jednotlivym frakcim vzniklym elektroforézou piitfazuje velikost, respektive relativni
molekulovou hmotnost'. Zname-li pak pfibliznou velikost zajmového proteinu, mizeme podle
,ladderu® zjistit, zda se v daném vzorku naléza frakce, ktera by mu svou velikosti odpovidala,
a tim urcit, zda je ve vzorku pfitomen, ¢i nikoliv. Pii vS§ech SDS-PAGE provedenych v ramci
této prace byl vyuzit PageRuler™ Unstained protein ladder (Thermo Fisher Scientific). Ukazku
popsaného snimku gelu naleznete na obrazku 15 [18].

3.4 Kolonova chromatografie

Po produkci v bakteridlnim expresnim systému neziskame ¢isty protein, ale bakterialni kulturu,
v niz nd$ z4jmovy protein tvoii pouze nékolik malo promile, nanejvys procent z celkového
objemu piitomnych molekul. Aby vSak mohl byt jakkoliv testovan, je zapotiebi jej ziskat
v mnohem C¢istsi podobé. Proces ziskavani latky ze smési se oznacuje jako purifikace a je pfi
ném vyuzivano mnoha rtznych purifikacnich metod. Bézn¢ pouzivanou metodou je tzv.
kolonova chromatografie. Tato metoda probihd v tzv. koloné (viz obrazek 10), kterou si lze
predstavit jako valec obsahujici stacionarni a mobilni slozku neboli fazi. Stacionarni faze je
nepohyblivé uchycena ve valci, zatimco mobilni faize md formu roztoku a valcem protéka.

v v ptipad¢€ proteinti to byvaji fadove desitky kDa, neboli kilodaltoni. Jeden kilodalton odpovida molarni
hmotnosti 1000 g/mol
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Slozeni obou fazi zavisi na konkrétnim typu chromatografie. V mobilni slozZce je rozpusténa
smés obsahujici latku, kterou purifikujeme [24].

Stacionarni fdze mé schopnost zadrzovat latky na zéklad¢ rozdilnych chemicko-fyzikéalnich
vlastnosti. Miize zde dochazet naptiklad ke vzniku komplext staciondrni faze s purifikovanou
latkou, pfipadné ke vzniku jiného druhu mezimolekulové interakce. Staciondrni fize ale mize
mit také charakter inertni porovité latky (nedochéazi k zadné interakci mezi mobilni a staciondrni
fazi), kterou molekuly prochazeji rliznou rychlosti pouze na zéklad¢ své velikosti. Ve vSech
pfipadech je vSak zasadni, aby na zéklad€ rozdilnych chemicko-fyzikalnich vlastnosti mezi
mobilni a stacionarni fazi doslo k rozdéleni mobilni faze. Nejrychleji protékaji kolonou latky,
které jsou nejvetsi nebo se staciondrni fazi interaguji nejméné ¢i vibec. Latky, u kterych
k ngjaké interakci dochézi, pak protékaji pomaleji, pfipadné¢ dokonce zlstavaji v koloné
navazany a je zapotiebi je zni uvolnit (viz kapitola 3.4.1). Ve vSech piipadech je mozné
interagujici latky odchytavat samostatné (nebot’ kolonu opoustéji v jiny okamzik) a tim je
purifikovat [24].

Schematicky nakres pribéhu
afinitni kolonové chromatografie

mobilni faze

—— =
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Obrazek 9: Schematicky ndkres priubéhu afinitni kolonové
chromatografie. Zobrazena je kolona ve trech riiznych
fazich purifikace. Oranzové je zobrazen protein, ktery
purifikujeme, Sedé ostatni proteiny ze smési [24]. Obrdzek
vytvoren pomoci aplikace BioRender.com

Stacionarni faze Casto interaguje s vice nez jednou konkrétni latkou a pro dostate¢nou purifikaci
je vétSinou nutné provést vice riznych kolonovych chromatografii, které vyuzivaji odlisné
vlastnosti zajmov¢ latky [24]. Pti purifikaci NS3H a NS3H,, byly vyuZity tfi druhy kolonové
chromatografie, jimiz se zabyvaji nasledujici kapitoly.
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3.4.1 Afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech

Afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech (zkracené IMAC, z anglického
,Jmmobilized Metal Affinity Chromatography*) je typem afinitni kolonové chromatografie, pti
které dochazi ke vzniku donor-akceptorové vazby mezi dvoumocnymi kovovymi ionty
(nejast&ji nikelnatymi Ni?* ¢&i kobaltnatymi Co?*) a aminokyselinou histidinu. Zatimco
kovové ionty jsou imobilizovany na stacionarni fazi, histidiny jsou pfitomny v proteinech
rozpusténych v mobilni fazi. Protein obsahujici dostate¢né mnozstvi histidinti (které navic musi
byt exponované na jeho povrchu, aby mohly s ionty interagovat), se zachyti na stacionarni fazi
vznikem komplexu mezi histidinem a kovovym iontem a dojde tak k jeho oddéleni od ostatnich
latek smési [12].

Abychom nebyli zdvisli na tom, zda purifikovany protein obsahuje dostatek vhodné
lokalizovanych histidinti, je na n¢j umistén tzv. ,,His-tag.“ Jedna se o n€kolik (nejcastéji 6-10)
po sobé jdoucich histidinii zafazenych na jeden z koncl proteinu (v naSem piipadé deset
histidint na N-konci [20]) [12]. Geneticka informace kodujici pro ,,His-tag® byla uloZena jiz na
plasmidu pET-19b tésné pied misto, kam byl nasledné vlozen gen zdjmového proteinu (viz
obrazek 6). ,,His-tag* je tudiZ na proteinu ptitomen jiz od translace [20].

Zajmovy protein je tedy pfi prichodu kolonou zachycen na stacionarni fazi na rozdil od zbytku
smési, kterd kolonou protéka. Nasledné je tieba protein z kolony uvolnit. Toho 1ze docilit
napusténim kolony latkou, kterda ma vyssi afinitu ke kovovym iontlim nez histidin. Touto latkou
je imidazol. Pokud budeme postupné zvySovat koncentraci imidazolu, v urcitou chvili dojde
k vyvazani zajmového proteinu z komplexd, které jej zadrzovaly v koloné, a k jeho vyplaveni
ven z kolony. Obecny prub¢h afinitni chromatografie je zachycen na obrazku 9 [12].

Nevyhodou IMAC je pfirozeny vyskyt proteinli bohatych na histidin (v literatufe oznaovany
jako ,histidine-rich proteins®), které se v kolon¢ vazou spolu se zajmovym proteinem. Malou
Cast z téchto nespecificky navazanych proteintli, jejiz afinita ke kovovym iontim je sice
dostatecnd na jejich udrZeni v kolonég, ale pfesto vyrazné niz8i nez afinita ,His-tagem®
opatfen¢ho proteinu, l1ze oddélit naplnénim kolony nizkou koncentraci imidazolu (pouziva se
koncentrace 50 mM). Tato koncentrace je dostatecné¢ vysoka, aby doslo k uvolnéni slabé
navazanych proteini, ale pfili§ nizk4d na uvolnéni zdjmového proteinu (v zavislosti na délce
pouzitého ,,His-tagu* a potencialni oligomerizaci proteinu dochéazi k uvolnéni z kolony pfi
koncentraci imidazolu 250 mM a vice). Cést proteind se viak vaZze s podobnou afinitou a neni
mozné je touto purifikaci od zajmového proteinu oddélit. Ziskany purifikovany vzorek je tudiz
tieba podrobit dalSim purifika¢nim kroktim [12].
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3.4.2 Heparinova afinitni chromatografie

Heparinova chromatografie funguje na velice podobném principu jako chromatografie
ptedchozi. Jedna se rovnéz o afinitni chromatografii, na stacionarni fazi je v§ak v tomto ptipadé
pfitomen heparin (negativné nabity polysacharid), na ktery se vaze Siroké spektrum proteinti
(napt. DNA/RNA vézajici proteiny, koagulacni proteiny). Vyhodou této purifikace je, Ze neni
zapotiebi zdjmovy protein néjakym zpiisobem upravovat, jak je tomu u IMAC, kde je nutné
vlozit na protein ,,His-tag®. Nevyhodou je pak jiz zminéna skutecnost, Ze se na heparin vaze
vicero riznych proteind. Rovnéz neni tedy mozné vyuzit tuto chromatografii jako jediny
purifikacni krok. V pfipadé NS3H ptedpokladame, Ze afinita k heparinu je zplsobena
podobnosti jeho sktruktury se strukturou fosfat-ribdzového fetézce RNA, ke kterému se protein
vaze. K eluci neboli uvolnéni proteini z kolony se vyuzivé iontového tlaku anorganickych soli
(napt. NaCl). Postupné zvySujeme jejich koncentraci v kolon¢€, ¢imz v ur€itou chvili dochazi
k vyvéazani proteinli z vazby s heparinem a k jejich vyplaveni [5].

~ HiTrap™ 5m|
arin HP

Obrazek 10: Fotografie kolony HiTrap Heparin HP column (Cytiva), pouzité pri
obou heparinovych afinitnich chromatografiich provedenych v ramci této prace
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3.4.3 Velikostné vylucovaci chromatografie

U velikostné vylucovaci chromatografie (nékdy také oznacované jako rozmérove vylucovaci
chromatografie) je stacionarni fdze tvofena velkym mnozZstvim inertnich sférickych utvart, ve
kterych se nachazi fada port o rizné velikosti. Jednotlivé latky v mobilni fazi pti priachodu
kolonou prochézi riiznym poétem porii a tim se jejich pohyb stacionarni fazi prodluzuje. Cim
mensi molekula, tim vétsim poctem port prochézi. Velké molekuly oproti tomu prochazi pouze
nékolika malo, ¢i Zadnymi, pory. Vysledkem je rizn€ rychly priichod stacionarni fazi. Nejvetsi
latky putuji nejkratsi cestou a opousti kolonu nejdiive, zatimco nejmensi latky putuji nejdelsi
cestou. Diky tomu jsme schopni rozdélit smés na zakladé velikosti (a s ni souvisejici
molekulové hmotnosti) jednotlivych slozek [4].

Velikost¢ vylucovaci chromatografie

g

vzorek umistén
na kolonu
1

SlozZeni purifikovaného vzorku: L

®--->

v B
1 3. Vyvoj v Case

Obrazek 11: Schematické znazorneni purifikace vzorku velikostne vylucovaci
chromatografii. Jednotlivé velikostni slozky jsou zobrazemy riiznymi barvami
(Cervena, oranzova, zelena) [4]. Obrazek vytvoren pomoci programu
BioRender.com

Tato chromatografie je pouZzivdna k oddéleni slozek smési, které nelze odd¢lit jinymi
separacnimi metodami, kterymi jsou napfiklad jiz zminéné afinitni chromatografie. Nelze ji
vSak pouzit k purifikaci samostatn¢, protoze separace latek podle velikosti neni dostate¢né
presna. Uvadi se, ze pro uspokojivé odd€leni dvou riznych slozek, musi byt velikost jedné
alesponi dvojnasobkem velikosti té druhé. Navic velké mnozstvi proteinti v mobilni fazi (coz je
ptipad vétSiny bunéénych lyzati) mize jednotlivé pory ucpat a zamezit separaci. Z obou téchto
diivodu byva vylucovaci chromatografie zarazovana jako posledni, docistovaci krok purifikace

[4]
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3.5 EnzChek® Phosphate Assay Kit

Pti zkoumani enzymatické aktivity purifikované NS3H,, jsme testovali rychlost, jakou je enzym
za pritomnosti RNA schopen $tépit Adenosintrifosfat (ATP) na Adenosindifosfat (ADP) a volny
fosfat (P); tedy na jeho tzv. ATPazovou aktivitu. Kvantitu volného fosfatu (P)) jsme
monitorovali pomoci EnzChek® Phosphate Assay Kitu. Tento kit obsahuje enzym purinovou
nukleosidfosforylazu (PNP), ktera katalyzuje reakci mezi volnym fosfatem (P,), vytvofenym
NS3H,, a 2-amino-6-mercapto-7-metylpurinovovym ribosidem (MESG), rovnéz obsazenym
v sadé, za vzniku ribozy-1-fosfatu a 2-amino-6-mercapto-7-metylpurinu (celd reakcni draha je
zachycena na obrazku 12) [23].

1. NS3H/
NS3H,

ATP P, + ADP

Vysoka absorbance
pii 360nm

N A r .
N . . o)
L ] L -
oo NTONT N, + P PNP s CHy S :+ “Oc”%opo
. —_— . N . -
2 | 1 a Y NH s (o]
o : : \—/
Y/ * NTONTONH, ®
. 2 HO OH
HO OH tessssssssssss '
2-amino-6-mercapto- riboza-1-fosfat
MESG P

7-metylpurin
( ThermoFisher Scientific, 2002)

Obrazek 12: Reakcni schéma zobrazuje dvé navazujici reakce: 1. Stépeni adenosin trifosfatu
(ATP) na adenosin difosfat (ADP) a volny fosfat (P;) katalyzované zdajmovym enzymem
(NS3H ¢i NS3H,), 2. reakci, ve které purinova nukleosidfosforylaza (PNP) katalyzuje
reakci vzniklého P; s 2-amino-6-mercapto-7-methyl-purinovovym ribosidem (MESG)
za vzniku dvou produktii (ribozy-1-fosfatu a 2-amino-6-mercapto-7-metylpurinu). Modrym
rameckem je oznacen produkt, jehoz absorbanci jsme nasledné schopni meérit [23]. Pivodni
obrazek: Thermo Fisher Scientific [23]. Obrazek upraven pomoci programu BioRender.com

Produkt (2-amino-6-mercapto-7-metylpurin) vznikly pfi této reakci je zajimavy tim, Ze
ma vysokou absorbanci pti vinové délce 360 nm. Pokud tedy budeme v riiznych ¢asovych
intervalech méfit absorbanci reakéni smési pii této vinové délce, jsme schopni sledovat zménu
v mnozstvi produktu, kterd je pfimo imérnd mnozstvi volného fosfatu (P,), a tudiz aktivité
zajmového enzymu. Abychom mohli méfit reakéni rychlost zajmového enzymu, je zapotiebi si
pohlidat nékolik podminek: (a) je nezbytné, aby jak PNP, tak MESG byly v nadbytku a
limitujicim reaktantem druhé reakce byl pouze vznikajici P,. Pokud tomu tak nebude, bude
meéteni ovlivnéno 1 aktivitou PNP, kterd nds ovSem nezajima. Vhodné koncentrace vSech
komponentii sady jsou stanoveny vyrobcem [23]; (b) je nezbytné stanovit podminky reakce
(teplota, sloZeni reak¢éni smési, koncentrace enzymu), které budou jasné definované a neménné;
(c) pro vypocet enzymové kinetiky je tieba stanovit, jaka absorbance pti 360 nm odpovida jaké
koncentraci volného fosfatu (P,) (sestavit si tzv. kalibracni, ¢i standardni fosfatovou kiivku, viz
kapitoly 4.4.1 & 5.4.1) [23].
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4 MATERIALA METODY

4.1 Optimalizace podminek pro produkci NS3Hp

Pro produkci rekombinantniho NS3H,, jsme zvolili bakteridlni expresni systém na zaklad€
vysledkl produkce NS3H [3]. JelikoZ produkce NS3H, nebyla dosud nikdy provedena, bylo
zapotiebni stanovit pro ni nejvhodnéjsi podminky provedenim tzv. pilotni produkce. Pilotni
produkeci a procesy s ni spojenymi se zabyva tato kapitola (4.1).

4.1.1 Transformace E. coli

Bunky E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL je nutno skladovat pii teplot¢ —80 °C. Pied
transformaci jsou buniky vyjmuty z mrazédku a ponechany na ledu po dobu 30 min. Do 50 ul
bakterialni kultury bylo nasledné ptidano 0,5 ul roztoku plasmidu pET19b o koncentraci
65 ng/ul. Buniky s pfidanym plasmidem byly jemné protiepany a inkubovany po dobu
30 min na ledu. Nasledné byly vystaveny teplotnimu Soku, kdy byly na 20 s vlozeny do vodni
lazné o teploté 42 °C. Poté byly na 2 min vraceny na led. Déle bylo k buitkdm pfidano 250 ul
SOC rtstového media (viz pfiloha 1) predehfatého na 37 °C a takto pfipraveny vzorek byl
umistén do tfepacky Innova® S44i (Eppendorf) a inkubovéan po dobu 60 min pfi teploté 37 °C
a 220 rpm (rotation per minute). Po uplynuti 60 min bylo 50 ul bunééné kultury rozetfeno na
Petriho misku s agarem obsahujicim LB medium (viz pfiloha 1) a antibiotika ampicilin
(50 ug/ml) achloramfenicol (35 ug/ml). Zbytek bakterii (ca 250 ul) byl rozetfen na
kontrolni Petriho misku. Rozdilné koncentrace bunc¢k na jednotlivych miskach slouzi ke
kontrole funk¢nosti antibiotik. Pokud jsou funk¢ni, mnozstvi narostlych kolonii na obou
miskach bude nasledujici den imérné poctu bakterii, které na n¢ byly rozetteny. Petriho misky
byly posléze umistény do inkubatoru INCU-Line® (VWR) a inkubovany pies noc pfi teploté
37 °C.

4.1.2 Pilotni produkce

Nasledujici den byla z Petriho misky odebrana jedna bakterialni kolonie, ktera byla umisténa
do 10 ml LB media obsahujiciho 50 ug/ml ampicilinu a 35 pg/ml chloramfenicolu a
inkubovana pfes noc v tfepacce Innova® S44i (Eppendorf) pti 30 °C a 220 rpm. Druhy den
jsme inokulovali ¢tyti zkumavky, obsahujici 10 ml LB media bez antibiotik s 500 ul no¢ni
kultury. Zkumavky byly poté vraceny do tfepacky a inkubovany pii 30 °C a 220 rpm dokud
ODgo nedosahlo hodnoty 0,74 (nulova hodnota stanovena Cistym LB mediem). Nasledné byla
proteinova produkce u dvou ze ¢tyt zkumavek indukovéna ptidanim 10 pl 1M (jednomolérni)
IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalaktosid), vyslednd koncentrace 1mM. Nezaindukované kultury
slouzi jako negativni kontrola. Dvé kultury (vzdy jedna zaindukovana a druha nezaindukovana)
byly vraceny do tfepacky a inkubovany pii teploté 18 °C a 220 rpm, zbylé dv¢ pfi teploté 30 °C
a 220 rpm. Produkce zdjmového proteinu (NS3Hp) byla monitorovana ve stanovenych
intervalech (viz tabulka 1):
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Tabulka 1: Casy odbérii vzork v pilotni expresi

\\\\\v///// ¢asy odbéru po indukci
///// \\\\\\ 1. odbér | 2. odbér 3. odbér
kultury rostouci pfi 18 °C 3h 6h ptes noc (tzv. overnight)
kultury rostouci pti 30 °C 2h 4h 6h

Pied samotnou indukci a nasledné ve stanovenych intervalech byly z kultur odebirany 1ml
vzorky, které byly poté stoCeny v centrifuze 5415 R (Eppendorf) pti 11 000 rcf (relative
centrifugation force'!), ¢imz jsme oddglili buriky (pelet) od zivného média (supernatant).
Supernatant byl odsan pipetou a bunécny pelet ulozen do mrazéku o teploté —32 °C pted dalsi
analyzou.

4.1.3 Priprava vzorki na analyzu

Odebrané vzorky byly vyjmuty z mrazaku a rozpustény v 500 ul lyzaéniho pufru (viz ptiloha
1). Poté byly opakované (3x) prudce zamrazeny kapalnym dusikem a zahtivany v Block
heateru SBH130D (Stuart) na teplotu 42 °C, ¢imz doslo k prasknuti bun¢k. Vzorky byly posléze
rozdéleny 10 min stacenim v centrifuze 5415 R (Eppendorf) pfi 11 000 rcf na solubilni
(rozpustnou, zejména cytoplasmatickou) a insolubilni (nerozpustnou, membranovou,
obsahujici rovnéz material z inkluznich télisek) frakei. Solubilni frakce byla pfenesena do nové
zkumavky a insolubilni frakce ponechdna v ptivodni zkumavce ve formé peletu. Obé frakce
byly nadéale zkoumany samostatné za i€elem ovéteni, ve které z téchto dvou frakei se NS3H,,
nachazi.

4.1.4 Analyza vzorki pomoci gelové elektroforézy (SDS-PAGE)

Pro vesker¢ SDS-PAGE provedené vramci této prace byly ptipraveny 12,5%
polyakrylamidové gely (viz ptiloha 1). Horni ¢ast geld s jamkami pro vzorky byla tvoiena 5%
zaostfovacim gelem (viz pfiloha 1).

K solubilnim vzorkim byl pifiddn 2X vzorkovy pufr (viz pfiloha 1) vpoméru 1:1.
K insolubilnim vzorkiim bylo pfidano 500 ul 1X vzorového pufru (viz ptiloha 1) a pelety
vném byly rozmichdny. VSechny vzorky byly poté 5min denaturovany v Block heateru
SBH130D (Stuart) pfi teploté 95 °C.

Polyakrylamidovy gel byl vlozen do elektroforetické aparatury firmy Biorad a zalit 1X SDS-
PAGE elektroforetickym pufrem. Do jednotlivych jamek gelu bylo napipetovano 10 ul
solubilnich vzorkti nebo 5 ul insolubilnich vzorkd. U kazdého gelu byl do jamky nejvice vlevo
umistén proteinovy standard PageRuler™ Unstained protein ladder (Thermo Fisher Scientific).
Ptiblizné prvnich 20 min probihala elektroforéza pii napéti 100 V. B€hem této doby migrovaly
vzorky skrze 5% gel a doslo k jejich sefazeni pied rozdélovacim 12,5% gelem. Nasledné bylo
napéti zvySeno na 200V na zhruba 60 min (dokud nedoslo ke kompletnimu rozdéleni

vi ref udava, kolikrat je zrychleni pisobi v cetrifuze vyssi nez tihové zrychleni pti povrchu Zemé.
11 000 rcf tak odpovida zrychleni pfiblizné 108 km/s [16]
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proteintl). Gel byl poté vyjmut z elektroforeticé aparatury a inkubovan 30 min ve 20 ml
fixatniho roztoku (viz ptiloha 1), néasledné¢ dvakrat promyt destilovanou vodou po dobu
10 min, ponechén ptes noc v 20 ml barviciho roztoku (viz ptiloha 1), a nakonec znovu promyt
destilovanou vodou a vyfotografovan pomoci ChemiDoc (Bio-Rad). VSechny kroky kromé
fotodokumentace probihaly pifi pokojové teplot¢ na vykyvné tfepace (Thermo Fisher
Scientific).

4.2 Velkoobjemova produkce NS3Hp a NS3H

Obéma produkcim ptedchéazela identické transformace jako pro pilotni produkci (viz kapitola
4.1.1). Pti produkeci NS3H bylo postupovano dle protokolu Production and Purification of NS3
Helicase of Tick-borne encephalitis virus od Pauliny D. Anindita, Ph.D. (viz ptiloha 2). Tato
kapitola se nadale bude soustfedit pouze na produkci NS3H, ktera nebyla doposud provedena

a jejiz optimalizace patfila mezi cile této prace.

Z Petriho misky byla odebrana jedna bakteridlni kolonie a vlozena do 100 ml LB media
obsahujiciho 50 pg/ml ampicilinu a 35 pg/ml chloramfenicolu. Kultura byla nasledné pies
noc inkubovana v tiepacce Innova® S44i (Eppendorf) pti 30 °C a 220 rpm. Druhy den bylo
20 ml kultury inokulovano do 800 m! LB media bez antibiotik a kultura inkubovana pii 30 °C
a 180 rpm (kultura byla inkubovana ve specidlnich zebrovanych lahvich, a proto byly snizeny
otaCky. Pfi pfili§ rychlych otackach dochazi k tvorbé pény, kterda milize zpomalovat rist
bakteridlni kultury). Po dosazeni ODgg, 0,625 byla kultura indukovana 800 ul 1M IPTG,
vysledna koncentrace 1mM. Indukovana kultura byla inkubovana pti 30 °C a 180 rpm po dobu
6 h. Timto zptisobem jsme pfipravili 3,2 | bakterialni kultury.

Nasledné byla kultura stocena (30 min, 4200 rpm, 4 °C) v centrifuze Heraecus-Multifuge X3R
(Thermo Fisher Scientific), supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan v malém objemu
odstranéného supernatantu (ca 30 ml), ptenesen do 50ml zkumavek a znovu stoc¢en (30 min,
4200 rpm, 4 °C). Nasledovalo odstranéni supernatantu a ziskany pelet byl skladovan
v mrazicim zafizeni (—32 °C) az do purifikace.

4.3 Purifikace NS3Hp aNS3H

Pti purifikaci NS3H a NS3H,, se postupovalo téméf identicky. Postup purifikace NS3H je

popsan v protokolu Production and Purification of NS3 Helicase of Tick-borne encephalitis
virus od Pauliny D. Anindita, Ph.D. (viz pfiloha 2). Nasledujici text se tedy bude zabyvat
pfednostné purifikaci NS3H,,.

4.3.1 Lyza bunék
Bakteridlni pelet byl vynat z mraziciho zafizeni, rozpustén ve 20 ml pufru A (viz piiloha 1) a

lyzovan prichodem skrze lyza¢ni komoru pfi tlaku 20 000 psi (pounds per square inch) v
Microfluzizer LM20 (Microfludics). Lyzat byl nasledné¢ 60 min centrifugovan v Heraeus-
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Multifuge X3R (Thermo Fisher Scientific) pfi 24 000 rcf a4 °C. Vznikly supernatant
(obsahujici cytoplasmatickou frakci s pozadovanym proteinem) byl odebréan a dale purifikovan.

4.3.2 Afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech

Afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech byla provadéna v purifikacnim
systému AKTA pure™ 25 M (GE HealthCare) s vyuzitim kolony HisTrap™ HP 5ml (Cytiva).

Kolona byla promyta 25 ml destilované vody, nasledné ekvilibrovana 25 ml pufru A (viz
ptiloha 1), 25 ml elu¢niho pufru B (viz ptiloha 1) a nakonec opét ekvilibrovana 25 ml pufru
A. Proteinovy vzorek (viz kapitola 4.3.1) byl na kolonu nanasen pomoci vzorkové pumpy
rychlosti pritoku 1 ml/min. Pribéh chromatografie byl monitorovan spektrofotometrickym
snimacem za vilnové délky 280 nm. Proteiny, které se nenavazaly na kolonu, byly jiméany do
tzv. pratocné frakce. Po odmyti této ¢asti vzorku byla kolona promyvana (pratok 1 ml/min)
90 % ekvilibra¢nim pufrem (pufr A) a 10 % elu¢nim pufrem (pufr B), ¢imz v ni byla vytvorena
koncentrace imidazolu 100 mM a doslo k uvolnéni nespecificky navazanych proteint, které
byly jimany do samostatné frakce. Purifikace pozadovaného proteinu probihala gradientem
eluéniho pufru B, kdy bylo postupné béhem 20 min zvySovano procentudlni zastoupeni
eluéniho pufru z 10 % na 100 % a tim koncentrace imidazolu z 100 mM na 1 M. Po
zaznamenani zvySené absorbance na spektrofotometru byl vzorek jiman do ¢islovanych frakci
po 2 ml. Pfitomnost NS3H, v jednotlivych frakcich byla ovéfena pomoci SDS-PAGE (viz
kapitola 4.1.4). Cely purifikaéni systém byl po purifikaci promyt eluénim pufrem,
ekvilibraénim pufrem, destilovanou vodou, a nakonec naplnén 20% etanolem.

4.3.3 Heparinova afinitni chromatografie

I tato chromatografie byla provedena v purifikaénim systému AKTA pure™ 25M (GE
HealthCare). Byla vyuzita kolona HiTrap Heparin HP column (Cytiva).

Purifikaéni systém byl analogicky s piedchozi purifikaci promyt nejprve destilovanou vodou,
poté ekvilibrovan ekvilibraénim pufrem C (viz pfiloha 1), elu¢nim pufrem D (viz ptiloha 1) a
znovu pufrem C.

Na zéklad¢€ analyzy vzorkii pomoci SDS-PAGE byly vybrany frakce obsahujici NS3H,,. Ty byly
smichany dohromady a nafedény takovym mnozstvim dilu¢niho pufru (viz ptiloha 1), aby byla
koncentrace NaCl snizena z 500 mM na 50 mM. Takto natedény vzorek byl stoen (10 min,
14 000 rpm, 4 °C) v centrifuze Heraeus-Multifuge X3R (Thermo Fisher Scientific) a ziskany
supernatant byl nanesen na kolonu pomoci vzorkové pumpy o pritoku 1 ml/min abyla jimana
pritocna frakce. Po naneseni celého vzorku byla kolona dale promyvéna ekvilibracnim pufrem
C pfi stejném pritoku, dokud se zvysena absorbance neustalila na zdkladni hodnoté. Protein
byl purifikovan gradientem elu¢niho pufru D, kdy bylo v priibéhu 20 min gradualn¢ zvySovano
procentualni zastoupeni elu¢niho pufru D z 0 % na 100 % (pfi zachovani prutokul ml/min),
¢imz byla koncentrace NaCl postupné navySena z 50 mM na 1 M. Po zachyceni zvySené
absorbance pfi vinové délce 280 nm na spektrofotometrickém senzoru byl vzorek jiman do
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2 ml frakei. Vzorky z jednotlivych frakei byly nasledné opét testovany pomoci SDS-PAGE na
piitomnost NS3H,. Purifikani systém byl analogicky s pfedchozi purifikaci pieveden
do etanolu.

4.3.4 Velikostné vylucovaci chromatografie

Pii této purifikaci byl znovu vyuzit purifikaéni systém AKTA pure™ 25 M (GE HealthCare)
s ptipojenou kolonou Superdex® 200 Increase 10/300 GL (Cytiva). Kolona byla promyta
destilovanou vodou a nésledné ekvilibrovana pufrem C (viz ptiloha 1).

Frakce z heparinové¢ afinitni chromatografie, u které byl pomoci SDS-PAGE zjistén dostate¢ny
obsah NS3H,, byla sto¢ena pomoci centrifugy 5415 R (Eppendorf) pfi 15 000 rcf a 4 °C po
dobu 60 s (pro odstranéni piipadného precipitatu). Stiikackou bylo naneseno 500 ul vzorku,
ze které byl nasledné vzorek vpraven na kolonu. Purifikace probihala konstantnim pritokem
pufru C (0,3 ml/min). Po zachyceni naristu absorbance na spektrofotometru pti vinové délce
280 nm byl vzorek jiman do ¢islovanych frakei po 0,5 ml. Jednotlivé frakce byly nésledné
analyzovany pomoci SDS-PAGE a pfesna koncentrace NS3H, byla méfena pomoci
spektrofotometru NanoDrop™ One (viz kapitola 4.3.5). Purifikacni systém byl promyt pufrem
C, poté destilovanou vodou, a nakonec pteveden do etanolu.

4.3.5 Méreni koncentrace pomoci NanoDrop™ One

Vzorky ziskané velikostné vylucovaci chromatografii byly méteny pomoci spektrofotometru
NanoDrop™ One (Thermo Fisher Scientific) pii vlnové délce 280 nm. Do pfistroje byly
vloZeny informace o na§em proteinu"i a nasledné byl na snimag pfistroje nanesen pfiblizné 1 ul
vzorku, snimac¢ byl poté ptiklopen uzavérem. Zmétené koncentrace byly zaznamenany. Pred
samotnym méfenim byl snimac¢ o€istén destilovanou vodou, mezi jednotlivymi méfenimi pak
pouze otfen papirovou utérkou. Po ukonceni méfeni byl opét ocistén destilovanou vodou.

4.4 Biochemicka analyza NS3Hp a NS3H s vyuzitim EnzChek®
Phosphate Kit

Enzymaticke aktivity NS3H, a NS3H byly méfeny pomoci sady EnzChek® Phosphate Kit
(Invitrogen) ve cte¢ce mikrodesticek Synergy H1 Multimode Reader (BioTek). Jednotlivé
komponenty kitu byly skladovany pfi teplot¢ —20 °C a pro pouziti pfipraveny dle manuélu
vyrobce. VSechny pfisady jsou popsany v ptiloze 1 [23].

Vil absorbance latek v roztoku se Fidi tzv. Lambert-Beerovym zakonem. Ten #ik4, Ze jeji velikost bude rovna
soucinu tloustky vrstvy roztoku, molarni koncentraci a tzv. extinkénimu koeficientu, ktery je charakteristicky
pro konkrétni 1atku. Pokud tento koeficient zname, absorbanci jsme schopni zméfit a tloustka vrstvy roztoku
je charakterizovana parametry pfistroje, pak jsme na zakladé tohoto zadkona schopni vypocitat molarni
koncentraci zkoumané latky v roztoku [10]
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Pro ovéfeni funkénosti purinové nukleosidfosforyldzy (PNP) obsazené v sad¢ byla zmétena
absorbance pii vlnové délce 360 nm u triplikdtu nasledujici, tzv. standardni reakce:

Tabulka 2: Standardni reakce (vysledny objem 100 ul)
Chemikalie , Konf:entrace Vysledna konc.entrace PFidany objem
zasobniho roztoku v reakci
EnzChek Buffer 20x 1x 5ul
MESG 1mM 200 uM 20 ul
PNP 100 U /ml viii 1 U/ml 1ul
P; 50 mM 1mM 2 ul
Destilovana voda 72 ul

Reakce probihala po dobu 30 min pfi teploté 30 °C a absorbance byla méfena kazdych 60 s.
Do méfeni byl zarazen triplikat standardni reakce bez KH, PO, (forma v jaké byl do ostatnich
reakci dodavan fosfat-P;), ktery slouzil jako negativni kontrola. Namétené hodnoty absorbance
byly v ramci triplikdth zprimérovany a byla od nich odec¢tena nulové absorbance stanovena dle
negativni kontroly.

4.4.1 Standardni fosfatova krivka

Pii stanovovani standardni fosfatové kiivky byla méfena absorbance pii vinové délce 360 nm
u triplikatd standardnich reakci (viz predchozi kapitola) s riznymi koncentracemi P;. Byly
pouzity koncentrace 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM a 100 uM. Reakce probihala opét
30 min pfi teploté¢ 30 °C. Do méfeni byl zatazen také triplikat standardni reakce s nulovou
koncentraci P;, ktery slouzil jako negativni kontrola.

Namétené hodnoty absorbance byly zprimérovany v ramci triplikatd a byla od nich odectena
nulova hodnota absorbance (stanovena podle negativni kontroly).

4.4.2 Ovéreni optimalni koncentrace NS3H

Vhodna koncentrace NS3H byla jiz zjisténa v ramci pfedchozich studii a v rdmci této prace byla
ovefena [3]. Zkoumanymi koncentracemi (které lze v tabulce 3 dosadit za x) byly 25 nM,
12,5nM, 6,25nM, 3,125nM a 1,562 5 nM. Byl méten vyvoj absorbance pii vinové délce
360 nm u triplikatt reakénich smési popsanych v tabulce 3:

viii

jednotky na mililitr (U z anglického ,,Units*)
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Tabulka 3: Reakce na ovéteni vhodné koncentrace NS3H (vysledny objem 100 ul)
Chemikalic Koncentrace zasobniho | Vysledna konc'entrace v Pidang objem
roztoku reakci
EnzChek Buffer 20x Ix 5ul
MESG 1mM 200 uM 20 ul
PNP 100 U/ml 1U/ml 1ul
ATP 100 mM 1mM 1ul
Poly A 20 mg/ml 0,5 mg/ml 2,5ul
100 X x
NS3H 16,52 uM x uM y = 1652 ul
Destilovana voda 705ul —y

Reakce probihaly po dobu 30min pifi teplot¢ 30°C, absorbance byla méfena
v 60 s intervalech. Do méfeni byl zahrnut také triplikat reakce neobsahujici enzym, ktery
slouzil jako negativni kontrola. Namétené hodnoty byly zprimérovany v ramci triplikati a byla

od nich odectena nulové hodnota absorbance ur¢ena dle negativni kontroly.

4.4.3 Zjisténi optimalni koncentrace NS3Hp

Zjisteéni optimalni koncentrace NS3H, bylo provedeno obdobné jako ovéfeni vhodné

koncentrace NS3H. Testované koncentrace jsou zaznamenany v nasledujici tabulce:

Tabulka 4: Zkoumané koncentrace NS3HlD

1. 1000 nM 4, 125 M 7. 25nM
. 500 nM 5. 62,5 nM 8. 12,5 nM
3. 250 nM 6. 31,25 nM 9. 6,25 nM

Do méfeni byl zahrnut triplikat reakce bez enzymu, slouzici jako negativni kontrola, a triplikat
reakce obsahujici NS3H o koncentraci 6,25 nM, ktery m¢l funkci pozitivni kontroly. VSechny
reakce probihaly 30 min pfi teploté 30 °C s periodou méfeni absorbance 45 s.

Zméfené absorbance byly primérovany v rdmci triplikati a byla od nich odectena nulova
hodnota absorbance stanovena dle negativni kontroly.

4.4.4 Enzymova kinetika

Pro vypocCet enzymovée kinetiky byla do reakce k 100 nM NS3H,, pfiddna riizna koncentrace
ATP. Absorbance byla méfena pifi 360 nm u triplikatd nasledujicich reakei:
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Tabulka 5: Reakce pro ovéteni vhodné koncentrace ATP (vysledny objem 100 ul)
Chemikalie Koncentrace zasobniho | Vysledna koncentrace v Pridany objem
roztoku reakci
EnzChek Buffer 20x Ix 5ul
MESG 1mM 200 uM 20 ul
PNP 100 U/ml 1U/ml 1ul
ATP 100 mM x uM 1000 ul
Poly A 20 mg/ml 0,5 mg/ml 2,5ul
NS3H, 16,52 uM 100 nM 0,3 pul
Destilovana voda 342 ul —x

Zkoumané koncentracemi ATP (které lze v tabulce5 dosadit za x) jsou zaznamenany

v tabulce 6:
Tabulka 6: Zkoumané koncentrace ATP
1. 2000 uM | 4. 250 uM | 7. 31,25 uM
2. 1000 uM | 5. 125uM | 8. 15,625 uM
3. 500 uM 6. 62,5 uM 9. 7,812 5 uM

Reakce probihaly 30 min pii 30 °C, absorbance byla méfena kazdych 40 s. Téz byl zatazen
triplikat reakce pro negativni kontrolu (neosahujici NS3H,,, pfi koncentraci ATP 2000 uM) a

triplikat pro pozitivni kontrolu (NS3H, nahrazen NS3H o koncentraci 6,25 nM, pfi koncentraci

ATP 2000 uM). Zmétené hodnoty byly primérovany v ramci triplikata a byla od nich odectena
nulova hodnota absorbance stanovena dle negativni kontroly.
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5 VYSLEDKY

5.1 Produkce NS3Hp

5.1.1 Pilotni produkce

Pti pilotni produkci NS3H,, byl zkouman vynos proteinu v bakteridlnim expresnim systému £.
coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL pfi teplotach 18 °C a 30 °C. Také byl prozkouman vliv délky
produkce po indukci 1 mM IPTG. Zkoumanymi ¢asovymi useky byly 2 h, 4 h a 6 h u kultury
rostlé pii 30°C a 3 h, 6 h a pies noc (tzv. overnight) u kultury rostlé pti 18 °C. V téchto
casovych intervalech byly odebirany 1 ml vzorky kultur, které byly néasledné rozdéleny na
rozpustnou (solubilni) a nerozpustnou (insolubilni) frakci a pfitomnost NS3H,, byla zjiStovana
pomoci SDS-PAGE ve 12,5% polyakrylamidovych gelech (viz obrazek 13). K obéma
zaindukovanym kulturdm byla vytvofena jedna nezaindukovand, kterd rostla pfi stejnych
podminkach, rovnéz z ni byly odebirany vzorky a slouzila jako negativni kontrola.

L 0 2+ 2- 4+4-[6H6- 3+ 3- 6+ 6- N+ N- L 0 2+ 2- 4+ 4- 6+ 6- 3+ 3- 6+ 6- N+ N-
120-=_ 120- =

N =S = [ = —
60- = - tad fmftmbeged § - 60- ==
S0 - EliEilElEl:l = 50—

— —___— -—.——— p— <>

= = =

e B = -

20- - B

[an]Q‘\: - _1,__1::_ [kn;.]:

solubilni frakce insolubilni frakce

Obrazek 13: SDS-PAGE analyza vzorkii z pilotni produkce. Solubilni frakce vSech vzorkii
se nachazi na gelu vlevo, insolubilni frakce na gelu vpravo. Vzorky z kultur inkubovanych
pri 30 °C jsou oznaceny cervenym pismem, vzorky z kultur inkubovanych pri 18 °C modrym
pismem. Vzorky odebirané po 2 h, 4 h a 6 h z kultury inkubované pri 30 °C jsou oznaceny 2,
4 a 6, vzorky odebirané po 3 h, 6 h a nasledujictho dne (overNight) z kultury inkubované pri
18 °C jsou oznaceny 3, 6 a N. Vzorky z kultur, ve kterych byla indukovana produkce 1 mM
IPTG, jsou oznaceny +, vzorky z nezaindukovanych kultur jsou oznaceny -. Vzorek z kultur
pred indukci je oznacen 0 a ladder (proteinovy standard) je oznacen L. Zelenym rameckem
je oznacen proteinovy vzorek velikosiné odpovidajici NS3H,. Cernym rameckem jsou

oznaceny podminky, pri kterych byl vynos NS3H, v solubilni frakci nejvyssi

Po analyze vzorkii pomoci SDS-PAGE byla zjiSt¢na nasobné vy$Si pfitomnost NS3H,
v insolubilni frakci oproti frakci solubilni. Nejvétsi mnoZstvi proteinu v solubilni frakei bylo
ve vzorku z kultury inkubované pii 30 °C po dobu 6 h. Tyto podminky byly tudiZ zvoleny pro
velkoprodukei.

5.1.2 Velkoobjemova produkce

Na zéklad¢ dat ziskanych z pilotni produkce byl NS3H,, vyprodukovan ve velkém objemu.
Bunky E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL, byly znovu transformovéany plazmidem pET-19b
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nesoucim gen pro NS3H,, a rozetfeny na Petriho misku obsahujici LB medium s antibiotiky.
Z jedné bakterialni kolonie byla pfipravena no¢ni kultura, kterd byla inkubovana pti 37 °C.
Nasledujici den byla no¢ni kultura inokulovana do LB média a vysledna bakteridlni kultura
byla inkubovéna pti 30 °C, a po dosazeni ODgq, 0,625 indukovana 1 mM IPTG a ponechana
6 h v tiepacce pii 30 °C a 180 rpm. Timto zptisobem bylo ziskdno 3,2 [ bakteridlni kultury,
ktera byla stocena v centrifuze (30 min, 4200 rpm, 4 °C) a bunécny pelet byl poté ulozen do
mrazaku (—30 °C).

5.2 Produkce NS3H

Pti produkci NS3H se postupovalo dle protokolu Production and Purification of NS3 Helicase
of Tick-borne encephalitis virus od Pauliny D. Anindita, Ph.D. (viz pfiloha 2). Rovnéz bylo
vyuzito bakteridlniho expresniho systému E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL a plasmidu
pET-19b. Bunky byly inkubovany pii 37 °C a po dosaZeni ODggq 0,934 byla kultura ochlazena
inkubaci v lednici (30 min) a nasledn¢ indukovana 1 mM IPTG. Produkce probihala pies noc
v tiepacce pii 18 °C a 180 rpm. Takto jsme pfipravili 1,6 [ bakterilni kultury, kterd byla
sto¢ena (30 min, 4200 rpm, 4 °C) a bunécny pelet byl opét ulozen do mrazaku (—30 °C).

5.3 Purifikace NS3Hp a NS3H

5.3.1 Lyza bunék

Bakterilni pelety obsahujici jeden ze zdjmovych proteind NS3H,, ¢i NS3H byly rozmrazeny,
rozpustény ve 20 ml pufru A (viz piiloha 1) a lyzovany pomoci hydraulického vysokotlakého
homogenizéru Microfluidizer LM20 (Microfludics) pfi 20 000 psi. Bunécné lyzaty byly
nasledné stoceny (60 min, 24 000 rcf, 4 °C) a vznikly supernatant obsahujici solubilni frakci
véetné zdjmového proteinu byl dale purifikovan.

5.3.2 Afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech

Afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech (IMAC) byla vyuzZzita
k purifikaci zajmovych proteinii opatienych ,,His-tagem®, tedy jak NS3H,,, tak NS3H. Byla
provedena v purifikaénim systému AKTA pure™ 25 M (GE HealthCare) s pfipojenou kolonou
HisTrap™ HP 5ml (Cytiva). Supernatant vznikly centrifugaci lyzatu (viz kapitola 4.3.1) byl
nanesen na kolonu. Nejprve byla jiméana pratocna frakce (PF). Nasledné bylo zvySeno
zastoupeni elu¢niho pufru B (viz ptiloha 1) v kolon¢ z 0 % na 10 % (v pfipadé NS3H 5 %),
¢imz byla vytvofena koncentrace imidazolu 100 mM (v pfipadé NS3H 50 mM). Tim doslo
k uvolnéni nespecificky navdzanych proteint, které byly jimany do samostatné frakce (znacené
jako 10%, respektive 5% u NS3H). Poté bylo gradientem béhem 20 min zvySovano zastoupeni
eluéniho pufru B na 100 %. Po zachyceni naristu absorbance byly jimany 2 ml frakce. U
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NS3H,, bylo takto nasbirano 7 frakci (F2-F8)™ a u NS3H Sest (F2-F7). Piitomnost proteinu ve

frakcich byla ovétena pomoci SDS-PAGE ve 12,5% polyakrylamidovych gelech (viz obrazky
15 & 17).

Prabéh afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontench NS3Hp
3000
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Obrazek 14: Priibéh afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech NS3H,,.
Jednotlivé jimané frakce jsou popsany v horni casti grafu: PF-priitocna frakce (zacatek
jimani mimo zobrazeny usek), 10%-nespecificky navdazané proteiny, F2-F8§-frakce s mozZnym
obsahem NS3H,,

ix yzhledem k principu fungovani purifikaéniho systému neodpovidd absorbance méfena v urcitou chvili
presn¢ vzorku, ktery zrovna opousti kolonu. Dochazi k drobnému ¢asovému posunu. Ten vSak pfistroj
automaticky kompenzuje tim, ze po zacatku jimani frakci odebira nejprve urcity presné definovany objem
do frakce F1 a az poté za¢ind odebirat frakce o nami stanovené velikosti. Disledkem toho jsou frakce u
afinitnich chromatografii ¢islovany az od F2
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L Pre PF 10% F2 F3 F4 FS5 F6 F7 F8
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Obrazek 15: SDS-PAGE analyza frakci z afinitni chromatografie
na imobilizovanych kovovych iontech NS3H,,. Jednotlivé vzorky jsou
oznaceny: L-ladder (proteinovy standard), Pre-vzorek pred purifikaci,
PF-pritocna frakce, 10%-nespecificky navazané proteiny, F2-F§-
frakce s moZnym obsahem NS3H,,. Zelenym rameckem je oznacen
proteinovy vzorek velikostné odpovidajici NS3H,,

Pribéh afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech NS3H
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Obrazek 16: Pribéh afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech NS3H.

Jednotlivé jimané frakce jsou popsany v horni casti grafu: 5%-nespecificky navazané
proteiny, F2-F7-frakce s moznym obsahem NS3H
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L Pre PF 5% F2 F3 F4 FS5 Fo6 F7

Obrazek 17: SDS-PAGE analyza frakci z afinitni chromatografie
na imobilizovanych kovovych iontech NS3H. Jednotlivé vzorky jsou
oznaceny: L-ladder (proteinovy standard), Pre-vzorek pred purifikaci, PF-
pritocna frakce, 5%-nespecificky navazané proteiny, F2-FS§-frakce
s moznym obsahem NS3H. Zelenym rameckem je oznacen proteinovy
vzorek velikostné odpovidajici NS3H

5.3.3 Heparinova afinitni chromatografie

Heparinova afinitni chromatografie byla druhym purifikacnim krokem, jenz byl vyuzit
k odd€leni NS3H, a NS3Hod ostatnich bakterialnich proteini. Pro purifikaci byl vyuzit

purifikaéni systém AKTA pure™ 25 M (GE HealthCare) a kolona HiTrap Heparin HP column
(Cytiva). Z ptedchozich chromatografii byly slity frakce s obsahem zajmového proteinu (u
NS3H, F5-F8, u NS3H F3-F5) a ty byly natedény dilu¢nim pufrem (viz piiloha 1) za G¢elem
snizeni koncentrace NaCl. Vysledné vzorky byly naneseny na kolonu (u NS3H byl zjistén
precipitat, ktery byl pfed nanesenim na kolonu odstranén std¢enim). Nejprve byla sbirdna
pratocnéd frakce (PF) a po jejim proteceni bylo gradientem v pribéhu 20 min zvySovéano
zastoupeni eluéniho pufru D (viz ptiloha 1) z0 % na 100 %, a tim koncentrace NaCl z ca
50 mM na 1 M. U NS3H byl vyuzit elu¢ni pufr D2 (viz ptiloha 1) a koncentrace byla ve stejném
casovém horizontu zvySena z ca 50 mM na 2 M. Po zaznamenani ndrGstu absorbance (pfi
280 nm) zacaly byt jimany frakce s moZnym obsahem zajmového proteinu. U NS3H,, to bylo
osm frakci (F2-F9) po 1 ml, u NS3H pak pét frakci (F2-F6) po 2 ml. Jednotlivé frakce byly
nasledné analyzovany pomoci SDS-PAGE ve 12,5% polyakrylamidovych gelech (viz obrazky
19 & 21). Pii ovétovani ptitomnosti NS3H ve frakcich F3 & F4 doslo nejspiSe k chybé pfi
naklddani vzorki na gel, disledkem cehoz pfitomnost proteinu v nich neodpovida
chromatogramu (viz obrazek 20). Ob¢ frakce byly tedy analyzovany stejnym zptisobem znovu
a odpovidajici pfitomnost NS3H tim byla potvrzena (gel nebyl vlozen do prace).
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Pribé&h heparinové afinitni chromatografie NS3Hp
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Obrazek 18: Pritbéh heparinové afinitni chromatografie NS3H,,. Jednotlivé jimané frakce
jsou popsany v horni ¢asti grafu: PF-priitocna frakce (zacatek jimani mimo zobrazeny usek),
F2-F9-frakce s moznym obsahem zajmového proteinu

L Pre PF F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9

Obrazek 19: SDS-PAGE analyza frakci z heparinové afinitni
chromatografie NS3H,,. Jednotlivé vzorky jsou oznaceny: L-

ladder (proteinovy standard), Pre-vzorek pred purifikaci, PF-
priitocna  frakce, F2-F9-frakce s moznym obsahem NS3H,.

Zelenym rameckem je oznacen proteinovy vzorek velikostne
odpovidajici NS3H,,
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Obrazek 20: Prubéh heparinové afinitni chromatografie NS3H. Jednotlivé jimané frakce
jsou popsany v horni casti grafu: PF-prutocna frakce (zacdtek jimani mimo zobrazeny
usek), F2-F6-frakce s moznym obsahem NS3H

X F2 F3* F4* F5 F6

-_—
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Obrazek 21: SDS-PAGE analyza frakci z heparinové afinitni chromatografie
NS3H. Jednotlivé vzorky jsou oznaceny: L-ladder (proteinovy standard), Fil-
vzorek pred odstranénim precipitatu, Pre-vzorek pred purifikaci, PF-pritocna
frakce, X-neanalizovany vzorek, F2-Fo-frakce s moznym obsahem NS3H.
Zelenym rameckem je oznacen proteinovy vzorek velikostné odpovidajici
NS3H. Cervenou hvézdickou jsou oznaceny frakce, které neodpovidaly vidajiim
z chromatogramu a které bylo nutno analyzovat znovu

5.3.4 Velikostné vylucovaci chromatografie

Velikostn€ vyluCovaci chromatografie byla vyuzZita k findlni purifikaci NS3H, a NS3H. Byla

provadéna v purifikaénim systému AKTA pure™ 25 M (GE HealthCare) s pfipojenou kolonou
Superdex® 200 Increase 10/300 GL (Cytiva). Z ptedchozich purifikaci byly zvoleny frakce
s nejvySSim obsahem zdjmového proteinu (u NS3H, F5, u NS3H F2). Frakce s NS3H,, jsme
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purifikovali rovnou, frakce s NS3H byla nejdiive koncentrovéana centrifugacni filtraci (hrubost
filtru 30 kDa). Vzorky byly na kolonu postupné€ nanaseny v objemu po 500 pl. Pritok kolonou
byl nastaven na 0,3 ml/min a po zachyceni nartstu absorbance byly jimany frakce po 0,5 ml.
Frakce byly nasledné analyzovany pomoci SDS-PAGE ve 12,5% polyakrylamidovych gelech
(viz obrazky 23 & 24). Chybou autora doSlo ke ztraté¢ dat z velikostné vylucovaci
chromatografie NS3H, a pfilozen je tudiz chromatogram pouze z purifikace NS3H, (viz
obrazek 22). Ve vybranych frakcich obsahujicich NS3H, nebo NS3H byla nasledné zmétena
koncentrace zdjmového proteinu pomoci spektrofotometru NanoDrop™ One (Thermo Fisher
Scientific). Zmétené hodnoty jsou zapsany v tabulce 7.

Prabéh velikostné vylu€ovaci chromatografie NS3Hp
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5
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Obrazek 22: Priibéh velikostné vylucovaci chromatografie NS3H,,. Jednotlivé jimané frakce
jsou popsany v horni casti grafu: FI1-F6-frakce s moznym obsahem zdjmového proteinu
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L Pre F1 F2 F3 F4 F5 Fo

Obrazek 23: SDS-PAGE analyza frakci z velikostné
wlucovaci chromatografie NS3H,,. Jednotlivé vzorky jsou

oznaceny: L-ladder (proteinovy standard), Pre-vzorek pred
purifikaci (zrejme chybnym nanesenim vzorku na gel neni
patrnd pritomnost NS3Hy, o které viak nemiiZe byt pochyb

vzhledem k analyze vzorkii vzniklych purifikaci), FI-F6-
frakce s moznym obsahem NS3H,. Zelenym rdmeckem je

oznacen proteinovy vzorek velikostné odpovidajici NS3H,,

L F1 F2 F3 F4 FS5 Fo6

20kDa

Obrazek 24: SDS-PAGE analyza frakci zvelikostné
vylucovaci chromatografie NS3H. Jednotlivé vzorky jsou
oznaceny: L-ladder (proteinovy standard), FI-F6-frakce
s moznym obsahem NS3H. Zelenym rameckem je
oznacen proteinovy vzorek velikostné odpovidajici NS3H
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Tabulka 7: koncentrace NS3 Hp/ NS3H ve frakcich

z velikostné vylucovaci chromatografie

~~,~-~i‘~1:::“::::::—‘ﬁkﬁ NS3Hp
vzorek Fl F2 F3 F4 F5 F6
hmotnostni koncentrace (mg/ml) N* N 0,096 | 0,991 1,39 0,798
molarni koncentrace (umol /1)* - - 1,7981 | 18,562 | 26,035 | 14,947
e NS3H
vzorek Fl F2 F3 F4 F5 F6
hmotnostni koncentrace (mg/ml) | 0,02 0,08 0,418 0,691 | 0,367 | 0,014
molarni koncentrace (umol/l) | 0,374 6 | 1,498 4 | 7,8292 | 12,943 | 6,874 | 0,262 2

*neméfitelna

5.4 Biochemicka analyza NS3Hp a NS3H s vyuzitim EnzChek®
Phosphate Kit

S purifikovanymi proteiny bylo nésledné provedeno nckolik enzymatickych eseji. Ve vSech
byla vyuzita sada EnzChek® Phosphate Kit (Thermo Fisher Scientific) a ¢tecka mikrodesti¢ek
Synergy H1 Multimode Reader (BioTek).

* pfevedeno z hmotnostni koncentrace; molarni hmotnost NS3H,, a NS3H je pfiblizn¢ 53,4 kDa
(= 53400 g/mol), extinkéni koeficient je pak 78 295 M~1cm™1
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5.4.1 Standardni fosfatova krivka

Byla stanovena standardni fosfatova kiivka, pomoci které lze kvantifikovat zavislost
absorbance reakéni smési pii 360 nm na koncentraci fosfatu (P;). V triplikatech byly
pfipraveny tzv. standardni reakce (viz kapitola 5.4) srlznymi koncentracemi KH>POs,
(6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM a 100 uM), ktery slouzil jako zdroj P;, a u kterych byla
nasledné po dobu 30 min méfena absorbance pii 360 nm. Vysledna data byla zanesena do
grafu a zavislost koncentrace P; na absorbanci pti 360 nm byla vyjadiena funkci posléze
pouzitou ve vypoctu enzymové kinetiky NS3H,, (viz obrazek 25).

Zavislost koncentrace fosfatu na absorbanci pfi 360nm
120,0

100,0 X
y = 188,6x + 0,6063
80,0

60,0

40,0

koncentrace fosfatu (uM)

20,0

0,0 4=
0,0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6
Absorbance pfi 360nm (AU)

Obrazek 25: Zavislost koncentrace fosfatu na absorbanci reakcni smesi pri 360nm.
Cerné kiizky oznacuji jednotliva méreni, cervend prerusovand linie znazoriuje standardni
fosfatovou krivku vygenerovanou na zdklade ziskanych dat. Jeji funkce je zobrazena v
grafu

5.4.2 Ovéreni optimalni koncentrace NS3H

Koncentrace NS3H 6,25 nM byla pouzita pro charakterizaci tohoto enzymu v praci Anindita &
kol, 2022. Pro ovéfeni aktivity nami purifikovaného enzymu bylo otestovano nékolik
koncentraci NS3H (25 nM, 12,5nM, 6,25nM, 3,125nM, 1,562 5nM). Ovétili jsme, ze
nevhodnéjsi koncentraci pro testovani enzymatické aktivity je koncentrace 6,25 nM. Tato
koncentrace byla nadale pouZzivana v pozitivnich kontrolach jednotlivych eseji.
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5.4.3 Zjisténi optimalni koncentrace NS3Hp

Bylo otestovano n€kolik koncentraci NS3H, s cilem urcit tu nejvhodnéjsi pro méfeni enzymové
kinetiky. Testovanymi koncentracemi byly 1000 nM, 500 nM, 250 nM, 125 nM, 62,5 nM,
31,25 nM, 25 nM, 12,5 nM a 6,25 nM. Byl méfen vyvoj absorbance pti 360 nm u triplikata
reak¢nich smési (viz kapitola 5.4.3) po dobu 30 min s periodou méfeni 45 s. Ziskana data byla
nasledné zanesena do grafu (viz obrazek 26.). U koncentraci 25 nM, 12,5 nM a 6,25 nM byla
enzymaticka aktivita témeéf neméfitelnd a data nebyla do grafu zahrnuta.

ATP&zova aktivita NS3Hp pfi riznych koncentracich enzymu
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03
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o
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e
=

62,5nM
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0
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Obrazek 26: Zavislost ATPazove aktivity na koncentraci NS3H,,

Z naméfenych dat vyplynulo, Ze optimalni koncentrace lezi mezi koncentracemi 62,5 nM (pfi
této koncentraci nedosahuje reakce maximalni rychlosti) a 125 nM (pfi které probihala reakce
piili§ rychle). Jako nejvhodnéjsi pro dali eseje byla proto stanovena koncentrace NS3H, na
100 nM.

5.4.4 Enzymova kinetika

Poslednim krokem bylo stanoveni enzymové kinetiky. Byl méfen vyvoj absorbance reak¢nich
smési (viz kapitola 4.4.4) s riznymi koncentracemi ATP, ¢imz byla zjiSténa zavislost rychlosti
ATPazove aktivity NS3H, na koncentraci tohoto substratu. Jednotlivé koncentrace jsou
zapsany v tabulce 6. Ziskana data o vyvoji absorbance byla ptfevedena na vyvoj koncentrace P;
pomoci standardni fosfatové kiivky (viz kapitola 5.4.1). Vyslé hodnoty vyvoje koncentrace P;
v Case byly vlozeny do grafu a z ¢asti, kde se koncentrace vyvijela linedrné (tzv. reakce 1.fadu),
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byla uréena pocatecni rychlost reakce v. Jednotlivé pocatecni rychlosti (pro rizné koncentrace
substratu) byly zaneseny do tzv. grafu Michaelis-Mentenové (viz obrazek 27).

graf Michaelis-Mentenové
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Obrazek 27: graf Michaelis-Mentenové zobrazujici zavislost pocatecni rychlosti reakce
na koncentraci ATP. Cerné kiizky zobrazuji jednotlivé pocatecni rychlosti (v) pro
definované koncentrace substratu, cervena prerusovand kirivka zndazornuje vyvoj rychlosti
enzymaticke reakce a byla vygenerovana na zakladeé ziskanych dat

Maximalni rychlost V., a Michaelis-Mentenové konstanta KX byly vypocitany
z Michaelis-Mentenové rovnice:

_ Vinax * [S]
" Kt 18]

kde v je pocatecni rychlost reakce, V},,, je maximalni rychlost, [S] je koncentrace substratu
(ATP) a K,,, je Michaelis-Mentenové konstanta [17].

Vinax NS3H,, pfi koncentraci 100 nM byla vypocitana na 0,061 18 uM/s. Nasledné z ni byla

vypoctena rychlostni konstanta K, *i:

X1 ax Uréuje maximalni rychlost reakce pfi plné saturaci enzymu, tedy kdyZ jsou vSechna aktivni mista
obsazena substratem. Ciselné odpovida maximalnimu poétu molekul substratu, které je dané mnozstvi
enzymu schopno pfemeénit na produkt za sekundu [17]

xit K. charakterizuje afinitu enzymu k substratu. Jeji hodnota odpovida koncentraci enzymu, pii které je
obsazena polovina aktivnich mist enzymu a reakce tak probiha rychlosti poloviéni, nez je V4. Cim nizsi je
K, tim nizsi koncentrace enzymu je tfeba na zaplnéni poloviny aktivnich mist a tim vyssi je tedy afinita
enzymu k substratu [17]

st K¢ (z anglického ,,catalytic) definuje kolik molekul substratu je pfemé&néno jednou molekulou enzymu
pfi plné saturaci za sekundu [17]
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kde K.+ je rychlostni konstanta, V., je maximalni rychlost a [E] je celkova koncentrace
enzymu v reakéni smési (100 nM). Nakonec byla vypocitana efektivita enzymové reakce, ktera
je definovana pomérem rychlosti k afinité enzymu pro substrat (K.,./K,,) [17]. VSechny
vypoctené hodnoty byly zaneseny do tabulky 8:

Tabulka 8: Konstanty enzymove kinetiky ATPazové aktivity NS3H,

Michaelis-Mentenové konstanta K, 182 uM
Rychlostni konstanta K_,; 0,6s71
Efektivita enzymové reakce K, /K 0,003 s71uM~1
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6 DISKUZE

V ramci prace byly vyprodukovany, purifikovdny a otestovany dva proteiny: helikdzova
doména nestrukturniho proteinu NS3 viru klistové encefalitidy (NS3H) a pfedevSim pak
pozménéna varianta tohoto proteinu (NS3Hy), ve které byl prolin na pozici 229 cilenou
mutagenezi nahrazen alaninem (P229A). Pro produkci se osvédcil bakteridlni expresni systém
E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL, jenz byl v pfedchozich studiich, na které tato prace
navazuje, pouzit k produkci NS3H.

Pilotni produkce dosud neprodukovaného NS3H, ukazala, Ze nejvetsiho vytézku enzymu bylo
dosazeno, kdyz byly buniky po indukci 1 mM IPTG inkubovany po dobu 6 h pfi teploté 30 °C.
Tyto podminky se lisi od delsi produkce NS3H, ktera probihala pfes noc, a navic pfi nizsi teploté
18 °C. Z toho by se dalo vyvozovat, ze i ziména jedné aminokyseliny za jinou mize mit zasadni
vliv na produkci rekombinantniho proteinu v expresnim systému a je tedy doporuceno provadet
pilotni expresi s kazdym novym proteinem. Z pilotni produkce ale rovnéz vyplyva, ze i pfi
podminkaéch, ve kterych je produkovan NS3H, doslo k zna¢né¢, byt’ nizsi, produkci NS3H,. Jaky
je presny divod odlisnosti optimalnich podminek produkce Ize ze ziskanych dat jen tézko
vyvodit a je otazkou, zda by dalsi vyzkum této konkrétni rozdilnosti byl néjakym zpiisobem
pfinosny.

K purifikaci obou enzymt byly vyuzity tfi purifikacni kroky. Ve vSech tfech ptfipadech se
jednalo o kolonovou chromatografii. Prvni pouZzitou metodou byla kolonova chromatografie na
imobilizovanych kovovych iontech. Za ucelem umoznéni této purifikace byly geny kodujici
oba proteiny vloZeny do plasmidu pET-19b, ¢imz byly rekombinantni proteiny opatieny N-
koncovym ,,His-tagem*. Purifikace obou proteint probé&hla tspésné. Pii téchto purifikacich
byly pouzity rozdilné koncentrace imidazolu na uvolnéni nespecificky navazanych proteinti:
zatimco u NS3H byla pouzita koncentrace 50 mM, u NS3H,, to byla koncentrace 100 mM.
Z dat z chromatogramti vyplyva, ze pouziti vys$i koncentrace imidazolu u NS3H, mohl
zpiisobit vznik druhého ,,peaku® (ndrtstu absorbance zptisobeného uvoliilovanymi proteiny)
v gradientu imidazolu (viz obrazek 14), ktery odpovidal frakcim F3 a F4. Z SDS-PAGE analyzy
téchto frakci je patrné, Ze se nejedna o zajmovy protein, ale o jiné proteiny, které timto byly
uspésné oddéleny. K tomuto vyvoji vSak pti purifikaci NS3H nedoslo (viz obrazek 16), z ¢ehoz
lze usuzovat, Ze vyssi koncentrace imidazolu (100 mM) je pro purifikaci NS3H proteini
vhodné&;jsi, nebot’ se nam podafilo odstranit vétsi ¢ast nespecifickych proteint.

DalSim purifikacnim krokem byla heparinova afinitni chromatografie. Ita prob&hla zdarné
v ptipad¢ obou proteinil. Predpoklada se, Ze afinita NS3H k heparinu je zptisobena podobnosti
jeho struktury s fosfat-rib6zovym fetézcem jednovlaknové RNA (ssRNA), ke které se enzym
pfirozen¢ vaze. Poslednim purifikacnim krokem byla velikostné vylucovaci chromatografie,
kterd rovnéz probéhla zdarné u obou proteini.

Z dat z biochemickych eseji byla ziskdna Michaelis-Mentenové konstanta K,,, rychlostni
konstanta K4, a efektivita enzymové reakce K q¢ /Ky, pro ATPézovou aktivitu NS3H,, (viz
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tabulka 8). V pfedchozi studii Anindity & kol., 2022 na kterou tato prace navazuje, byly jiz tyto
udaje definujici enzymovou kinetiku zjistény jak pro samotny NS3H, tak pro pét dalSich
mutantnich enzymi, ve kterych byla vzdy pozménéna jedna aminokyselina. Hodnoty
zjisténé ve studii a v této praci jsou zachyceny v tabulce 9 (mutantni protein z této prace
zvyraznén tucné):

Tabulka 9: Konstanty enzymové kinetiky pro ATP4azovou aktivitu NS3H a jejich
mutantnich proteind [3]

nazev mutace K, (uM) Keat 5™ | Kege /K (s tuM™1)
NS3H | zadna 125+ 15 8,8+0,2 0,07 £0,01
R231A | arginin na p.* 231 za A** N#** 0,4+0,2 -
T270A | treonin na p. 270 za A 87 + 13 6,9 +0,3 0,08 + 0,02
R274A | argininna p. 274 za A 31,1+6,8 2,3+ 0,4 0,07 + 0,06
D296A | kys. asparagova na p. 296 za A 105+ 13 7,3+04 0,07+ 0,03
K394A | lysinnap.394za A 74,4 +9,1 52405 0,07 £ 0,05
P229A | prolin na p. 229 za A 182 0,6 0,003
*pozici, **alanin, ***neméfitelna, mutantni protein testovany v této praci

Hodnota nami zjisténé K,;, pro NS3H,, je znaéné vyssi nez jeji hodnota pro NS3H, coz znamena,
ze mutaci P229A doslo ke sniZeni afinity enzymu k substratu, tedy adenosin trifosfatu. Pokles
Kcq: u NS3H,, je jesté znateln€jsi, a to jak ve srovnani s NS3H, tak s ostatnimi mutantnimi
proteiny. Pfi srovnani obou konstant enzymové kinetiky u jednotlivych proteinti se jevi, ze
jedina dosud provedena mutace, ktera ovlivnila funkénost ATPazové aktivity NS3H vice nez
P229A, byla mutace argininu na pozici 231 za alanin. Pfi ni doSlo k tak velkému snizeni
aktivity, ze K,, nebylo mozné zméfit a K., se pohybovala v hodnotach jesté¢ nizsich nez u
P229A.

Lze tedy se znacnou jistotou prohlésit, ze prolin na pozici 229 ma vyrazny vliv na ATPazovou
aktivitu helikazove domény nestrukturniho proteinu NS3 viru klistové encefalitidy. Vzhledem
k jeho umisténi v oblasti zodpovédné za afinitu proteinu k ssRNA, se da predpokladat, Ze se na
této afinit¢ nezanedbatelné podili a pfi jeho nahrazeni nereaktivni aminokyselinou (napf.
alaninem) dochazi k ovlivnéni této afinity, bez niZ nemohou probéhnout konformaéni zmény
na proteinu, coz v kone¢ném disledku vede k inhibici NTPazové aktivity [3].

V navaznosti na tuto praci bude zapotiebi zméfit konkrétni afinitu NS3H,, k ssRNA. Ta byla
meéfena u vSech diive testovanych mutantnich proteinti a v této préci tak z ¢asovych divodu
nebylo u¢inéno. Tim bude mozné potvrdit, zda je inhibice NTPazové aktivity pfi odstranéni
P229 zplisobena oslabenim afinity k ssSRNA, ¢i zda aminokyselina hraje v enzymu néjakou
jinou, dosud nezndmou roli. DalSi vyzkum by se nasledn¢ mohl zaméfit na detailni
charakterizaci allosterické komunikace mezi P229 a NTPazovym aktivnim mistem, ¢i na tvorbu
molekul, které by se vazaly specificky na P229 a allostericky inhibovaly NTPé4zovou aktivitu
NS3H. Takovato latka, kterd by ucinkovala specificky na virovy enzym, aniz by ovliviiovala
funkci podobnych lidskych enzymdi, by pak v budoucnu mohla slouzit jako specifické
antivirotikum pro lécbu VKE.
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7 ZAVER

V ramci této prace byla vyprodukovédna helikdzovd doména nestrukturni proteinu NS3 viru
klistové encefalitidy a mutantni varianta tohoto proteinu ve které byl prolin na pozici 229
nahrazen alaninem. Proteiny byly vyprodukovany v bakteridlnim expresnim systému
s vyuzitim bunék Escherichia coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL a expresniho vektoru pET-
19b. V ramci pilotni produkce byly zjistény nejvhodnéjsi podminky pro produkei mutantniho
proteinu. Nejvétsi vytézek proteinu byl ziskan, probihala-li produkce pti 30 °C po dobu 6 h.
Oba proteiny byly poté purifikovany ve tfech purifikacnich krocich, kterymi byly afinitni
chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech, heparinova afinitni chromatografie a
velikostné vylucovaci chromatografie.

Nasledné byla zjiSténa enzymova kinetika mutantniho proteinu, konkrétné jeho ATPazové
aktivity. Zjisténa Michaelis-Mentenové konstanta K,,, byla rovna 182 uM, rychlostni konstanta
Ko pak 0,6 s71 a efektivita enzymové reakce K,.4¢ /K, 0,003 s™1uM~1. Ze ziskanych dat
vyplyva, ze pifi odstranéni prolinu na pozici 229 dochéazi k vyraznému sniZzeni ATPazové
aktivity virového enzymu.
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Priloha 1: Pouzité chemikalie a pufry

Transformace & produkce

SOC rtistové medium 0,5 % kvasni¢ny extrakt; 2 % trypton;
10 mM NaCl; 2,5 nM KCI; 10 mM MgCl,

LB medium LB: 10 g trypton; 5 g kvasni¢ny extrakt; 5 g NaCl
16 g LB rozpusténo v 800 g destilované vody
SDS-PAGE

lyza¢ni pufr 50 mM KH,PO,; 400 mM NaCl;

100 mM KCl;10 % glycerol; 0,5 % Triton X-100;
10 mM imidazol; pH 7,8

12,5% polyakrylamidovy gel 6,3 ml 4 % akrylamid; 8,3 ml H,0; 5ml 1,5 M
Tris pH 8,8; 200 pl 10 % SDS; 200 pl 10% APS;
20 yl TEMED

2X vzorkovy pufr 2,5 ml 0,5M Tris-HCl, pH 6,8;

2 ml glycerol (100%); 0,4 ml B-mercaptoetanol;
0,02 g bromofenolova modi; 0,4 g SDS,
destilovanou vodou doplnéno na objem 10 ml

1X vzorkovy pufr 1,25 ml 0,5M Tris-HCI, pH 6,8;

1 ml glycerol (100%); 0,2 ml B-mercaptoetanol;
0,01 g bromofenolova modi; 0,2 g SDS;
destilovanou vodou doplnéno na objem 10 ml

1X SDS-PAGE elektroforeticky 25 mM Tris; 192 mM glycin; 0,1 % SDS
pufr

fixa¢ni roztok 50 % etanol; 2 % kys. fosforecna

barvici roztok 1,2 g Coomassie Blue G-250; 23,4 ml kys.

fosfore¢na; 100 g (NH,),S0,; doplnéno
destilovanou vodu na 800 ml; 200 ml 100%

etanol
Purifikace
pufr A 20 mM Na-HEPES pH 7.0; 500 nM NaCl
pufr B 20 mM Na-HEPES pH 7.0; 500 nM NaCl; 1M
imidazol
dilu¢ni pufr 20 mM Na-HEPES pH 7.0
pufr C 20 mM Na-HEPES pH 7.0; 150 mM NaCl
pufr D1 20 mM Na-HEPES pH 7.0; 1 M NaCl
pufr D2 20 mM Na-HEPES pH 7.0, 2 M NaCl
EnzChek® Phosphate Assay Kit (invitrogen)
MESG 1 mM MESG
PNP 100 U/ml PNP
EnzChek buffer 1 M Tris-HCIl; 20 mM MgCl,, pH 7,5;
2 mM NaN4
P, 50 mM KH,P0O,; 2 mM NaN,
Poly A* 20 mg/ml

*neni soucasti kitu




