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Abstrakt

Virus SARS-CoV-2 (z angl. Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), ptvodce
onemocnéni COVID-19 (z angl. coronavirus disease 2019), je obaleny virus s pozitivnim RNA
genomem. Po vazb¢ viru na receptor bunky a po uvolnéni genomu do cytoplazmy dochazi
k okamzité translaci virového genomu. Piekldda se do polyproteinu skladajiciho se
z nestrukturnich proteinti nezbytnych pro replikaci viru. Soucésti tohoto polyproteinu je také
proteaza 3-CL, ktera se z tohoto polyproteinu autokatalyticky vystépuje a dale uvoliuje (a tim
aktivuje) jednotlivé proteiny. Vzhledem k této klicové funkci v replikaci viru se stala proteaza
3-CL vyznamnym cilem pro navrh specifickych antivirotik. V ramci pfedlozené diplomové
prace jsme se zaméfili na studium prekurzorové formy této proteazy, tedy protedzy, ktera je
stale soucasti polyproteinu. Prekurzorova forma protedzy 3-CL byla napodobena pfipojenim
extramembranového C-koncového fragmentu sousedniho proteinu nsp4 o velikosti sto
aminokyselin na N-konec maturované formy proteazy. Cilem bylo zjistit, jakym zptisobem
sekvence piidanad na N-konec maturované proteazy ovliviiuje jeji enzymové charakteristiky.
Vramci prace byly identifikovdny mutace N-koncového St€pného mista, které zabrani
rozstépeni prekurzoru na maturovanou formu, coz umozinuje ziskani purifikované prekurzorové
formy 3-CL protedazy a jeji dal$i studium. Byla studovana enzymova aktivita prekurzoru,
substratova specifita a termostabilita. Tato diplomova prace obsahuje informace, které mohou

byt uplatnény ve vyvoji antivirotik, ktera by cilila na prekurzorovou formu proteazy 3-CL.

Klic¢ova slova

virus, SARS-CoV-2, protedza 3-CL, Mpro, prekurzor, inhibice



Abstract

The SARS-CoV-2 virus (Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), the
causative agent of the disease COVID-19 (coronavirus disease 2019), is an enveloped virus
with a positive RNA genome. After the binding of the virus to the cell receptor and the release
of the genome into the cytoplasm, the viral genome is immediately translated. It is translated
into a polyprotein consisting of non-structural proteins necessary for viral replication. A part of
this polyprotein is also protease 3-CL, which autocatalytically cleaves itself out from this
polyprotein and further releases (and thus activates) individual proteins. Due to this key
function in virus replication, 3-CL protease has become an important target for the design of
specific antiviral drugs. As part of this thesis, we focused on the study of the precursor form of
this protease, i.e. the protease that is still embedded in the polyprotein. The precursor form of
the 3-CL protease was mimicked by attaching a 100 amino acid extramembrane C-terminal
fragment of the nsp4 protein to the N-terminus of the mature form of the protease. The aim was
to find out, how the sequence added to the N-terminus of the matured protease affects its
enzymatic characteristics. As a part of this work, mutations of the N-terminal autoprocessing
site were identified, which prevent the cleavage of the precursor into the mature form, which
enables obtaining the purified precursor form of 3-CL protease and its further study. Enzyme
activity of the precursor, substrate specificity, and thermostability were studied. This thesis
contains information that can be applied for the development of antiviral drugs that would target

the precursor form of protease 3-CL.
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1 UVOD

Skupina nesegmentovanych pozitivnich jednovldknovych RNA vird znamych jako
koronaviry je zodpovédna za rtizné lidské nemoci, od bézného nachlazeni az po smrtelné
respiracni infekce. Virus SARS-CoV-2 (z angl. Severe acute respiratory syndrome coronavirus
2), ktery byl v prosinci roku 2019 objeven v Cing, se stal nejnové&j$im &lenem této skupiny
(Zhou et al., 2020). Virus se postupné rozsifil do dalSich zemi a zpusobil tak celosvétovou
pandemii. Onemocnéni, které tento virus zplsobuje, bylo nazvano COVID-19 (z angl.
coronavirus disease 2019) (Alimohamadi et al., 2020). Po infekci buiiky virem SARS-CoV-2
je jeho genom okamzité preloZzen do polyproteinu. Tento polyprotein musi byt rozstépen, aby
se uvolnily jednotlivé nestrukturni proteiny nezbytné pro replikaci viru. Soucésti tohoto
polyproteinu je i protedza 3-CL, ktera je zodpovédna za svou autoaktivaci vyStépenim a za
uvolnéni vétSiny nestrukturnich proteinti z polyproteinu (Chen ef al., 2020). Diky své zasadni
roli pfi replikaci viru se proteaza 3-CL stala jednim z nejlépe charakterizovanych nestrukturnich
proteinti viru SARS-CoV-2. Diky absenci homologt v lidském téle a diky jeho unikatnim
vlastnostem v rozpoznavani mista Stépeni se stala protedza 3-CL hlavnim cilem pro vyvoj
antivirotik. K dneSnimu dni byl jiz vyvinut 1€k proti onemocnéni COVID-19 znamy pod
obchodnim jménem Paxlovid™. Jeho G¢inna latka nirmatrelvir cili na aktivni centrum proteazy
3-CL, kam se kovalentné reverzibiln¢ vaze a zamezuje tak enzymové aktivité (Owen et al.,
2021). Proteaza vSak miize ¢asem podléhat mutacim a vyvinuté léky mohou ztracet na
ucinnosti. Proto védci pokracuji v hledani dalSich ucinnych latek miticich bud'to na aktivni
centrum protedzy €i na rizna alostericka mista. Dal§im potencialnim cilem by se mohla stat
prekurzorova protedza 3-CL, kterd je stale soucasti polyproteinu. Tato forma protedzy 3-CL
muze nést odliSnosti ve struktufe aktivniho mista nebo miize mit i jind pro ndvrh 1éciv
vyuzitelna vazebna mista, kterd v maturované formé protedzy chybi. Struktura a inhibice
prekurzorové formy vSak jesté nebyla dostatecné prostudovdna. Navrhem modelovych

prekurzord, jejich vlastnostmi a inhibici se proto zabyva tato diplomova prace.

Prvni ¢ast této diplomové prace shrnuje dosavadni poznatky o protedze 3-CL viru
SARS-CoV-2 a jejich prekurzorovych formach. V praktické ¢asti byly navrzeny, naklonovany,
exprimovany a purifikovany prekurzorové konstrukty protedzy 3-CL. Pomoci kinetickych
metod byly charakterizovany enzymatické vlastnosti a substratova specifita prekurzort
protedzy 3-CL a pomoci metody diferenciacni skenovaci fluorimetrie byla otestovana interakce

vybranych inhibitorti s t¢émito prekurzory.



2  TEORETICKA CAST

2.1 SARS-CoV-2

Virus SARS-CoV-2 (z angl. Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) se fadi
do celedi Coronaviridae. Jedna se o obalené sférické viry, které nesou pozitivni RNA genom.
Celed’ Coronaviridae byla takto pojmenovéna diky velkym molekuldm glykoproteinu S (z angl.
spike), které jsou pfitomny na povrchu viru a davaji tak virionim tvar piipominajici slunecni
koronu. Celed Coronaviridae se ¢leni do ctyt rodi: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus a Deltacoronavirus. Alfakoronaviry a betakoronaviry infikuji zejména
savce, zatimco gamakoronaviry a deltakoronaviry primarné infikuji ptaky (Payne, 2017). Virus
SARS-CoV-2 se tadi do rodu Betacoronavirus (Gorbalenya et al., 2020).

K objevu prvniho koronaviru doslo ve 30. letech minulého stoleti, kdy bylo popséno
virové agens, které zptsobilo zanéty plic u kurat v Severni Dakoté. Jednalo se o virus infek¢ni
bronchitidy. Prvni lidsky koronavirus byl vSak objeven az v 60. letech 20. stoleti, a to v nosnim
sekretu chlapce, ktery trpél nachlazenim. Nachlazeni zplsobilo infek¢éni agens znamé pod
oznacenim B814. Jeho infek¢nost byla poté prokdzana kultivaci v lidské embryondlni
trachealni kultufe a naslednou inokulaci tohoto viru do dobrovolniki (Tyrrell a Bynoe, 1965).
Soucasn¢ Hamre a Procknow (1966) objevili novy RNA virus, ktery byl ziskdn od
nachlazenych studentli mediciny. Jednalo se o virus 229E, ktery mél neobvyklé vlastnosti a na
zakladé experimentil bylo stanoveno, Ze neni piibuzny s doposavad zndmymi myxoviry a
paramyxoviry (Hamre a Procknow, 1966). Almeida a Tyrrell (1967) se shodli na tom, Ze viriony
ptaci infekéni bronchitidy kufat a viriony noveé objevenych lidskych virdt B814 a 229E si jsou
velmi podobné (Almeida a Tyrrell, 1967). V roce 1968 byly tyto viry zatazeny do skupiny tzv.
koronavirti (Nature, 1968; Tyrrell ef al., 1975).

Od té doby byly identifikovany dalsi lidské koronaviry, z nichz nékteré zptsobily
lokalni epidemie 1 pandemie (Guan et al., 2003; Briese et al., 2014; Dudas et al., 2018; Zhu et
al., 2020).

2.1.1 Epidemie a pandemie

V listopadu roku 2002 se v Ciné v provincii Kuang-tung vyskytl koronavirus
SARS-CoV, nyni oznaCovany jako SARS-CoV-1, ktery vznikl rekombinaci netopyfich
koronavirti, pfekonal druhovou bariéru a infikoval lidskou populaci. Tento virus byl na ¢lovéka
pfenesen prostiednictvim mezihostitele, a to pravdépodobné palmové cibetky ¢i psika

myvalovitého (Guan et al., 2003). Od propuknuti se SARS-CoV-1 postupné rozsitil do vice nez



24 zemi a bylo celkem nahlaseno ptes 8000 pfipadl z nichz virus usmrtil pfes 700 lidi (WHO,
2015).

V roce 2003 byl objeven lidsky koronavirus NL63 a v roce 2004 lidsky koronavirus
HKU. Tyto koronaviry vsak zplisobuji jen bézné nachlazeni (van der Hoek et al., 2004; Woo
et al., 2005).

V 1ét¢ 2012 propukla na Blizkém vychod¢ dalsi epidemie, kterd byla zpisobena novym
koronavirem MERS (z angl. The Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), jehoz
primarnim rezervoarem jsou velbloudi (Dudas et al., 2018). Nakaza se vyznamné rozsifila na
jate 2013. MERS je charakterizovan v porovnani se SARS-CoV-1 mensi umrtnosti, zato vétsi
smrtnosti. Do roku 2022 se celosvétove virem infikovalo ptes 2600 lidi a zemielo jich ptes 900
(WHO, 2023).

Ke konci roku 2019 doglo ve mésté Wuhan v Ciné k rozsifeni zahadného zapalu plic.
Pozd¢ji bylo zjisténo, ze ptivodcem onemocnéni je novy koronavirus, a to virus SARS-CoV-2.
VétSina védeti se domniva, ze ohnisko zacalo jednim ¢i vicendsobnym pfenosem zoondzy na
trhu ve Wuhanu (Zhou et al., 2020; Liu et al., 2023). Nebyl vSak vyvracen mozny unik z blizké
laboratote, ktera se podobnymi viry zabyva (Yee ef al., 2021). Virus SARS-CoV-2 zplisobuje
onemocnéni COVID-19 (z angl. coronavirus disease 2019). Lidé s onemocnénim COVID-19
mohou pocitovat celou fadu pfiznaki od téch mirnych az po zavazné. Cast infekei mize viak
prob&hnout i asymptomaticky. Prvni pfiznaky se projevuji obvykle po péti aZ Sesti dnech od
nakazy. Mezi bézné mirné piiznaky se fadi zvySend teplota, unava, kasel ¢i bolest hlavy. U
pacientil byla také zaznamenana ztrata Cichu i chuti. Ackoliv je onemocnéni vétSinou mirné,
tisn¢ (Alimohamadi ef al., 2020; Gibson ef al., 2020). U né&kterych jedincti miiZze po prodélani
akutni infekce virem SARS-CoV-2 dojit k tzv. dlouhodobému COVIDu (z angl. long COVID).
Jedna se o stav zahrnujici Casto zdvazné ptiznaky jako jsou potiZe s dychanim, bolest pfi
dychani, svalova bolest, ztrata chuti a ¢ichu, brnéni koncetin ¢i celkova inava (Ballering et al.,

2022).

2.1.2 Struktura viru SARS-CoV-2

2.1.2.1 Virion
Viriony SARS-CoV-2 jsou obalené¢ a obsahuji dlouhou molekulu RNA, kterd je
enkapsidovana do nukleoproteinu N (Huang et al., 2004b). Dale strukturu virionu tvoii lipidovy
obal, jehozZ soucasti jsou transmembranové proteiny, a to glykoprotein S, membranovy protein

M (z angl. membrane) a obalovy protein E (z angl. envelope) (Mandala et al., 2020; Wrapp et



al., 2020; Zhang et al., 2022). Pod elektronovym mikroskopem se virus jevi jako kulovita
¢astice o priuméru ptiblizné 100 nm nesouci na svém povrchu trimery proteinu S tvotici jiz diive

zminénou ,.koronu‘ (Obr. 1) (Yao et al., 2020).
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Obr. 1 Schéma virionu viru SARS-CoV-2. Pfevzato a upraveno z (Satarker and Nampoothiri, 2020).
Vytvofeno v Biorender.com

2.1.2.2 Genom

Virus SARS-CoV-2 nese nesegmentovanou pozitivni RNA o délce 30 kb. Na 5’konci
RNA si stejné jako ostatni koronaviry virus SARS-CoV-2 syntetizuje ¢epi¢ku a na 3’konci
RNA nese sekvenci polyA (Yogo ef al., 1977; Lai a Stohlman, 1981; Lu et al., 2020). Prvni
dv¢ tretiny genomu tvoii dva oteviené ¢teci ramce (ORF), z nichZ jeden koduje polyprotein la
a z druhého ORF se po ribosomalnim sklouznuti (po posunu cteciho radmce) exprimuje delsi
polyprotein lab. Z téchto polyproteinti jsou nasledné¢ oddélovany jednotlivé nestrukturni
proteiny, které jsou nezbytné pro replikaci viru. Zbyla tfetina genomu nese geny pro strukturni
proteiny, které tvoii virion. V genomu viru se déale nachdzi devét doplitkovych genl (z angl.
accessory) (Chan et al., 2020; Kim et al., 2020). Kromé téchto genii, jsou soucasti RNA 1 tzv.
vedouci sekvence a netranslatovand oblast (UTR), které se nachéazeji na jejim 5’ 1 3¢ konci.
UTR tvoii velké mnoZstvi vlasenek, které jsou nezbytné pro interakci proteinil i€astnicich se
replikace a transkripce genomu. Mezi geny kodujicimi strukturni proteiny se dale nachazeji
transkrip¢ni regulacni sekvence (TRS), které jsou nezbytné pro spravné fungujici expresi téchto

gentl (Chan et al., 2020; Wang et al., 2021).

2.1.2.3 Strukturni a nestrukturni proteiny
Glykoprotein S je hlavni transmembranovy protein, ktery tvoii trimer. Jeho N-koncova
¢ast (S1) formuje ,,kyj* (z angl. club) a obsahuje doménu pro navazani receptoru a iniciuje
pfichyceni k buiice. C-koncovd doména je zanofena do membrany a v trimerické podobé

formuje ,,stopku‘ (z angl. stalk) (Wrapp et al., 2020). Ve virionu je nejvice zastoupeny



membranovy protein M (z angl. membrane). Jeho N-koncova ¢ést je v kontaktu s proteinem S a
C-koncova ¢ast je v kontaktu s nukleokapsidou, tedy s proteinem N, coz je dulezité pro
morfogenezi virionu (Zhang et al., 2022). Protein E se ve virionu nachazi pouze v malém
mnozstvi a zastava roli ve formovani viriontt a puceni z hostitelské bunky (Mandala et al.,
2020).

Jak uz bylo vyse zminéno, virus SARS-CoV-2 oddéluje jednotlivé nestrukturni proteiny

z dlouhych polyproteinti. Funkce nestrukturnich proteinti jsou stru¢né shrnuty v nasledujici

tabulce (Tab. 1)

Tab. 1 Prehled nestrukturnich proteini

NazeY Funkce Zdroj NazeY Funkce Zdroj
proteinu proteinu
inhibice hostitelské Schubert et RNA vazebny Egloff et
nspl nsp9 y g
P translace al., 2020) P protein al., 2004)
nsp2 potlacovani produkce (Xu et al., nsp10 le(pc()(f)i(l;grlukleéz (Bouvet et
P cytokinu IFN-B 2022) P y al., 2012)
nspl4
multidoménovy
multifunk¢ni protein,  (Harcourt et
jednou z domén je PL  al., 2004; RNA dependentni Ahn et al.,
nsp3 J ] nspl2 p
P proteaza, ktera Neuman et P RNA polymeraza 2012)
uvolnuje nspl ansp2  al., 2008)
z polyproteinu
role v remodelaci RNA trifosfatdza
nspd intracelularnich (Roingeard nsol3 hydrolyzujici y- (Newman
P membranovych etal.,2022) P fosfat na nascentni etal.,2021)
struktur mRNA
3-CL, hlavni proteaza, . , (Bouvet et
2 . exoribonukledza a
uvolnuje proteiny (Chen et al., . al.,2012)
nsps nspl4 guanin-N7-
nsp6-nspl6 2020) methvltransferdza (Ogando et
z polyproteinu Y al., 2021)
role v remodelaci
nsp6 intracelularnich (Roingeard nsol5 endoRNaza (Frazier et
P membranovych etal.,2022) P (specifita k uridinu)  al., 2021)
struktur
kofaktor RNA . S-ade'no'syl-L- .
nsp7 dependentni RNA (Subissi et nspl6 methionin (Aouadi et
olvmerizy nspl2 al.,2014) depdendentni al., 2017)
poly ynsp methyltransferaza
kofaktor RNA (Subissi ef
nsp8 dependentni RNA
. al., 2014)
polymerdzy nsp12




2.1.3 Replikacni cyklus

2.1.3.1 Vstup do buiiky

Aby mohl virus SARS-CoV-2 vstoupit do buiiky, musi virovy povrchovy protein S
interagovat s bunéénym receptorem nazyvajicim se bunécny angiotensin-konvertujici enzym 2
(ACE2, z angl. angiotensin-converting enzyme 2) (Lan et al., 2020). Fizogenni protein S se
sklada ze dvou Casti, z Casti S1 a S2, které zprosttedkovavaji ptipojeni k bunééné membran¢ a
naslednou fuzi. Exponovana S1 obsahuje receptor vazajici doménu (RBD), ktera rozhoduje o
tropismu viru. Transmembranovy protein S2 obsahuje fizni peptid, ktery zprostredkovava fuzi
virové a bunécné membrany (Bosch ef al., 2003; Yuan et al., 2017). Kromé& vazby na receptor
je pro uskute¢néni fuze nezbytné proteolytické Sté€peni proteinu S bunécnymi proteazami,
zejména serinovou protedzou 2 (TMPRSS2). Ta aktivuje doménu S2, ktera zprostiedkovava
fazi virové a bunééné membrany. Flize mezi virovou a bunécnou membranou vytvari por, pies
ktery je virovd RNA uvolilovana do cytoplazmy hostitelské buitkky (Hoffmann et al., 2020).
Virus do buniky miiZe také vstupovat skrze endocytdézu. Dojde k navazani na receptor ACE2 a
tento komplex podléhd endocytéze a dostava se do lumen endozomu. Takto se do buiky
dostava cela virova castice. Po jejim vstupu do endozomu dochézi k fuzi s membranou

endozomu a k naslednému uvolnéni RNA do cytosolu (Bayati et al., 2021).

2.1.3.2 Exprese a replikace

Jak jiz bylo popséano vyse, koronaviry nesou pozitivni RNA s ¢epickou na 5’konci a
polyA sekvenci na 3’konci. Takovato RNA se také béZné nachézi v lidském organismu, po
uvolnéni RNA do cytoplazmy tedy dochézi k nasednuti hostitelskych ribozomi na RNA a
k okamzité translaci genomu. Nejdiive dochazi k translaci ORFla, avSak po proklouznuti
ribozomu na tzv. kluzké sekvenci (z angl. slippery sequence), nastava také translace ORF1b
diky posunu ¢teciho ramce. Toto vede k produkci dvou riizn€ dlouhych polyproteini. Vznika
bud’to kratsi polyprotein 1a (nesouci proteiny nspl — nsp11), v piipad€ presmyknuti ribozomu
vznika delsi polyprotein 1ab (nesouci proteiny nspl —nsp16) (Obr. 2). Proklouznuti ribozomu
je klicovou udaélosti translace, nebot’ vede k syntéze proteinli nspl2 — nspl6, které jsou
klicovymi ucastniky virové replikace. K proklouznuti ribozomu dochdzi na sekvenci
U UUA_AAC pied prvnim stop kodonem, kde se vytvaii tzv. pseudouzel, ktery blokuje postup
ribozomu (Brierley et al., 1987; Baranov et al., 2005; Bhatt et al., 2021).
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Obr. 2 Schématické zobrazeni polyproteinu 1ab. Oranzové Sipky znazornuji mista Stépeni protedzou 3-CL a
zelené Sipky znazorfiuji mista §tépeni pro proteazu PL. Pfevzato a upraveno dle (Swiss Institute of Bioinformatics,
nedatovano). Vytvofeno v Biorender.com

Nové vznikly polyprotein se ¢astecné kotvi pomoci transmembranovych proteind nsp3,
nsp4 a nsp6 do membrany endoplazmatického retikula. Ptiblizn¢ sto aminokyselin C-konce
proteinu nsp4 je cytoplazmatickych (Obr. 2) (Oostra ef al., 2007). Soucasti polyproteinu jsou
také jiz vySe zminéné cysteinové protedzy, nsp3 (proteaza podobna papainu, PLpro) a nsp5
(protedza podobna chymotrypsinu, 3-CL, Mpro), které tento polyprotein §tépi na jednotlivé
nestrukturni proteiny (Harcourt er al, 2004; Chen et al., 2020). V pribéhu infekce
endoplazmatické retikulum podléhd remodelacnim udalostem, kdy nsp3 a nsp4 interaguji a
indukuji parovani membran. Nsp6 indukuje membranové ohnuti. Nestrukturni proteiny a
genomova RNA jsou nésledné vtazeny do dvoumembrianovych vacku (z angl. double
membrane vesicles, DMVs), kde je virovd RNA chranéna pied pfirozenym imunitnim
systémem hostitele (Angelini et al., 2013; Hagemeijer ef al., 2014).

Replikace a transkripce se déji v ramci replikaénich organel tvofenych z DMV pomoci
proteinového replikacné transkripéniho komplexu (RTC). Jednotlivé exprimované proteiny
vytvoii RTC a replikuji virovou RNA. Nedfive dochazi k Gplnému prepisu pozitivni RNA do
negativni RNA. Tato negativni RNA nasledné¢ slouzi jako pfedloha k tvorbé novych pozitivnich
RNA (Zhai et al., 2005; Kirchdoerfer a Ward, 2019).

K tvorbé strukturnich proteinti vede tzv. diskontinuélni transkripce. Transkripce je
iniciovana na 3’konci genomové pozitivni RNA, kde dojde k pferuSeni ptepisu na sekvenci
TRS. Nascentni fetézec 1 s polymerazou disociuje od pozitivniho vlakna RNA a dojde
k pteneseni na vedouci sekvenci TRS (k S5’konci pozitivni RNA) a hybridizaci
komplementarnich sekvenci TRS. Poté dojde k dosyntetizovani sekvence a vzniku negativni
subgenomové RNA. Takto vznikne sada negativnich subgenomovych RNA (Sawicki a
Sawicki, 1995).



2.1.3.3 Morfogeneze virionu

Subgenomova RNA unika z DMVs skrze por vytvofeny proteinem nsp3, aby se v
cytoplazmé translatovala a vytvofila tak strukturni proteiny (Wolff et al., 2020). Genomova
RNA se také skrze por dostava do cytoplazmy, kde je zachycena proteinem N a kondenzovana
(Stertz et al., 2007). Ze subgenomové RNA se translatuji strukturni proteiny. Strukturni
proteiny jsou integrovany do membrany ER a piemistuji se do ER-Golgi intermedidlniho
kompartmentu (ERGIC). K formovani novych virionit dochazi ve chvili, kdy se k membrané
ERGIC dostava enkapsidovana virova RNA, ktera se ndsledné vnotuje dovnitt pomoci M a E
proteinti (Bergner ef al., 2022). Pfedpokladalo se, ze nov¢ vzniklé viriony jsou transportovany
mezi membranovymi kompartmenty a ndsleduji biosyntetickou sekre¢ni drahu, kterou
vyuzivaji jiné obalené viry. V nedavné studii je vSak naznaceno, Ze Unik viru SARS-CoV-2
z buiiky je zprosttedkovan lysozomalni exocytickou drahou (Ghosh et al., 2020). Dalsi studie
navrhuje, ze k uniku virionu dochazi pomoci sekre¢nich vezikull, z nichz kazdy obsahuje

pouze jednu virovou ¢astici (Eymieux ef al., 2021).

2.1.4 SARS-CoV-2 a pfirozeny imunitni systém

Pfirozeny imunitni systém rozpoznava molekularni vzory spojené s patogeny (PAMPs,
z angl. pathogen-associated molecular patterns) prostfednictvim receptorti pro rozpoznavani
vzori (PRR, z angl. pattern recognition receptor). PRR jsou zejména soucdsti imunitnich
bunék, mezi které se fadi makrofagy, monocyty, dendritické buiiky, neutrofily ¢i NK buriky.
Tyto PRR rozpoznavaji PAMPs, jimiZ mohou byt virové nukleové kyseliny (ssSRNA, dsRNA),
virové proteiny, lipidy a strukturni sloZky. V reakci na tuto interakci imunitni bunky aktivuji
I indukovatelného kyselinou retinovou (RLR, zangl. retinoic acid-inducible gene-I-like
receptors), receptory podobné proteinu Toll (TLR, zangl. Toll-like receptors), receptory
podobné oligomeriza¢ni doméné vazajici nukleotidy (NLR, z ang. Nod-like receptor), dale
existuje syntaza cyklického GMP-AMP (cGAS, z angl. cyclic GMP-AMP synthase)—stimulator
interferonovych gend (STING, z angl. stimulator of interferon genes) signalni draha (shrnuto v

Diamond a Kanneganti, 2022). VSechny drahy jsou zndzornény na (Obr. 3).

2.1.4.1 TLR signalizace

TLR jsou exprimovany v celém lidském dychacim traktu, ale vykazuji heterogenni
expresi napii¢ populacemi imunitnich bunék. Na bunééném povrchu se nachazi
napt. receptor TLR2 ¢i TLR4, kde dochazi krozpoznani povrchovych molekul viru
(Choudhury a Mukherjee, 2020; Zheng et al., 2021). V pfipad¢, kdy virus vstupuje



endocytozou, dochazi k rozpoznani virové RNA v endozomu, a to napt. pomoci receptorti
TLR3 ¢i TLR7 (Totura et al., 2015; Bortolotti et al., 2021). Tyto receptory po navazani RNA
dimerizuji a dochazi k dalSimu pienosu signalu bud’to v ramci dréhy zavislé na proteinu
primarni odpovédi myeloidni diferenciace 88 (My-D88, z angl. myeloid differentiation primary
response 88), kterd vrcholi tvorbou prozanétlivych cytokinii ¢i drahy zavislé na interferon-3
indukujicim adaptéru obsahujici doménu TIR (TRIF, z angl. TIR-domain-containing adapter-

inducing interferon-f), ktera vede k tvorbé interferonti typu I (IFN I) (Totura et al., 2015).

2.1.4.2 RLR signalizace

Na pocatku RLR signalizace je protein exprimovany z genu [ indukovatelného
kyselinou retinovou (RIG-I, z angl. retinoic acid-inducible gene I) a protein 5 asociovany s
diferenciaci melanomu (MDA-5, z angl. melanoma differentiation-associated protein 5) (Kato
et al., 2006). Poté, co koronavirus uvolni sviij genom do cytoplazmy, zacne RNA tvofit
sekundérni struktury, které rozpoznava protein MDA-5 (Kato ef al., 2006; Pichlmair et al.,
2006). RIG-I rozpoznava ¢epicku na 5’konci koronavirové RNA, ktera se 1i$i od té hostitelské
(Hornung et al., 2006; Kato et al., 2006; Pichlmair et al, 2006). Tyto receptory poté
oligomerizuji a indukuji polymerizaci filament mitochondridlniho antivirového signalniho
proteinu (MAVS, z angl. mitochondrial antiviral-signaling protein) v membrané mitochondrie,
které nasledné vazou faktory spojené s TNF receptorem (TRAF-3/-6, z angl. TNF receptor-
associated factor) (Kawai et al., 2005; Hou et al., 2011; Berke a Modis, 2012; Jiang et al.,
2012). Ptes tyto proteiny dochazi k aktivaci regulacnich proteinti, které jsou importovany do

jadra, aby aktivovaly antivirové geny (Oganesyan et al., 2006; Yoshida et al., 2008).

2.1.4.3 NLR signalizace

K aktivaci signalizace NLR bézn¢ dochazi skrze PAMPs, které jsou rozeznavany
pomoci receptorii podobnych oligomerizacni doméné vazajici nukleotidy (NLR, z angl.
nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors). NLR jsou receptory, které jsou
pfitomny v cytoplazmé ve formé neaktivniho monomeru NLRP. Poté co NLRP rozpozna
PAMP, spojuje se s adaptérovymi proteiny, skrze které dochazi k rekrutovani prokaspazy-1.
Z téchto proteind se vytvaii tzv. inflamasom. Virus SARS-CoV-2 konkrétné aktivuje protein
NLRP3 skrze virovy protein N ¢i skrze svou jednovlaknovou RNA bohatou na guanin
(Campbell et al., 2021; Pan et al., 2021). Prokaspaza-1 se nasledn¢ autokatalyzuje a tim dojde
k tvorbé aktivni kaspdzy-1, ktera proteolyticky aktivuje prozanétlivé cytokiny jako jsou IL-1f3
a IL-18 (shrnuto v Swanson ef al., 2019).



2.1.4.4 cGAS-STING draha

cGAS-STING dréha, ktera se aktivuje pfi detekci cytoplazmatické DNA, je kriticka pro
omezeni replikace DNA virti, ale i RNA virt. Infekce SARS-CoV-2 indukuje poskozeni
mitochondrii, které mulze uvolnit mitochondridlni DNA do cytoplazmy. Dochazi tak
k enzymatické aktivaci cGAS a syntéze cyklického GMP-AMP (cGAMP). cGAMP se vaze na
STING, které se nachazi na membran¢ endoplazmatického retikula, coz vede ke konformacnim
zménam a polymerizaci (Ablasser ef al., 2013; Sun et al., 2013; Wu et al., 2013). Pti prachodu
ERGIC systémem STING rekrutuje TBK1 (z angl. TANK-binding kinase 1) a dojde k jeho
autofosforylaci, k fosforylaci STING a k rekrutovani IRF3 (Zhang et al., 2019). IRF3
dimerizuje a translokuje se do jadra (Tanaka a Chen, 2012).
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Obr. 3 Schéma jednotlivych drah prirozené imunity icastnici se detekce viru SARS-CoV-2.

Prevzato a upraveno z (Heaton, Borg and Dixit, 2015) a (Zhang et al., 2022).Vytvoteno v Biorender.com

Receptor porodbny proteinu Toll (TLR, Toll-like receptor), protein primarni odpovédi myeloidni diferenciace 88 (My-
D88, z angl. myeloid differentiation primary response 88), kinaza spojena s receptorem interleukinu (IRAK, z angl.
the interleukin receptor associated kinase), kinaza 1 aktivovana transformujicim rtistovym faktorem-§ (TAK1, z angl.
transforming growth factor-fB-activated kinase 1), protein vazajici TAK1 (TAB, z angl. TAK1-binding protein),
mitochondrialni antivirovy signalni protein (MAVS, z angl. mitochondrial antiviral-signalling protein) faktor spojeny
s TNF receptorem (TRAF, z angl. TNF receptor-associated factor), IkB kindza (IKK, IkB kinase), interferon-f3
indukujici adaptér obsahujici doménu TIR (TRIF, z angl. TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f),
kindza 1 vazajici TANK (TBKI1, z angl. TANK-binding kinase 1), regulacni faktor interferonu 3 (IRF3, z angl.
interferon regulatory factor 3), gen I indukovatelny kyselinou retinovou (RIG-I, z angl. retinoic acid-inducible gene
I), protein 5 asociovany s diferenciaci melanomu (MDA-5, z angl. melanoma differentiation-associated protein 5),
syntaza cyklického GMP-AMP (¢GAS, z angl. cyclic GMP-AMP synthase), cyklicky GMP-AMP (¢GAMP, z ang].
cyclic GMP-AMP), stimulator interferonovych genti (STING, z angl. stimulator of interferon genes), receptor podobny
oligomerizacni doméné vazajici nukleotidy (NLR, z angl. nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors),
interferon I (IFN I), interleukin-13/18 (IL-1p/18).
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2.2 Proteaza 3-CL

3-chymotrypsinu podobna protedza (3-CL, z angl. 3-chymotrypsin like protease), také
znadma jako hlavni proteaza (Mpro, z angl. main protease), ¢i nestrukturni protein 5 (nspS5, z
angl. nonstructural protein 5) je hlavni protedza tfadici se do tfidy vysoce konzervovanych
cysteinovych hydrolaz u B-koronavirt. Protedza 3-CL viru SARS-CoV-2 sdili 96% sekvencéni
identity s orthologem proteazy viru SARS-CoV-1. Aminokyselinové zbytky, které jsou
zapojeny do procesu katalyzy, vazby a dimerizace jsou pln¢ konzervovany (Obr. 4) (Chen et
al., 2020).

SARS-CoV-2 SGFREKMAFPSGKVEGCMVQOVTCGTTTLNGLWLDDVVYCPRAVICTSEDMLNPNYEDLLIRKSNHNFLVQAGNVQLRVIGH 80
SARS-CoV-1 SGFREKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRAVICTAEDMLNPNYEDLLIRKSNHSFLVQAGNVQLRVIGH 80

SARS-CoV-2 SMQNCVLKLKVDTANPKTPKYKFVRIQPGQTFSVLACYNGSPSGVYQCAMRPNET IKGSELNGSEBGSVGFNIDYDCVSFC 160
SARS-CoV-1 SMQNCLLRLKVDTSNPKTPKYKFVRIQPGQTFSVLACYNGSPSGVYQCAMRPNHTIKGSFLNGS GESVGFNIDYDCVSFC 160

SARS-CoV-2 YMHHMELPTGVHAGTDLEGNFYGPFVDRQTAQAAGTDTTITVNVLAWLYAAVINGDRWFLNRFTTTLNDFNLVAMKYNYE 320
SARS-CoV-1 YMHHMELPTGVHAGTDLEGKFYGPFVDRQTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWFLNRFTTTLNDFNLVAMKYNYE 320

SARS-CoV-2 PLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCASLKELLONGMNGRTILGSALLEDEFTPFDVVRQCSGVTEQ 306
SARS-CoV-1 PLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCAALKELLONGMNGRTILGSTILEDEFTPFDVVRQCSGVTFQ 306

Obr. 4 Srovnani aminokyselinovych sekvenci proteaz viru SARS-CoV-1 a viru SARS-CoV-2. Modfe jsou
oznaCeny aminokyseliny liSici se mezi proteazami 3-CL viru SARS-CoV-1 a viru SARS-CoV-2. Zelené jsou
oznaceny aminokyseliny nezbytné pro dimerizaci, zIuté jsou oznaceny aminokyseliny dilezité pro vazbu substratu
a ruzove katalytické aminokyseliny (Chen et al., 2020).

2.2.1 Struktura

Protedza 3-CL pfti virové infekei funguje ve formé dimeru. Kazdy monomer je sloZen
ze 306 aminokyselin a vykazuje molekuldrni hmotnost 34 kDa. Monomer proteazy 3-CL je
uskupen do tfi domén oznacovanych I, II a III. Domény I a II jsou sloZeny pouze z B-listi.
Aktivni misto se nachazi na vnéjSku proteazy v rozmezi mezi doménou I a II. Doména III se
zcela sklada z a-helixti. Ta funguje jako dimerizacni platforma, kterd je potieba pro interakci s
N-koncovymi zbytky druhého protomeru. Doména III je k doméné II pfipojena dlouhou
smyckou (Obr. 5) (Jin et al., 2020).

U protedzy 3-CL viru SARS-CoV-1 bylo postulovano, ze aktivitu vykazuje pouze jeden
monomer z dimeru (Chen et al, 2006). Tato skuteCnost byla pozorovéana i1 u viru
SARS-CoV-2 (Zhang et al., 2020). Studie Shaqra et al. (2022) vsak toto vyvraci, nebot aktivitu

pozorovali v obou monomerech (Shaqra et al., 2022).
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is41

Obr. 5 (A) Schéma dimeru proteazy 3-CL. Pfevzato z (Zhang et al., 2020) (B) Schéma aktivniho
mista s peptidovym substratem — jednotlivé aminokyseliny v peptidovém substratu jsou oznaceny od
N-konce po C-konec jako P4-P3-P2-P1-P1¢. Stépné misto se nachazi mezi P1 a P1°. Vazebna mista pro
substrat v aktivnim misté jsou popsané jako S4-S3-S2-S1-S1°. Prevzato a upraveno z (Chen et al., 2023).

Ke Sté€peni polyproteinovych fetézct pomoci protedzy 3-CL dochazi za glutaminovym
zbytkem substratu v pozici P1 prostfednictvim dyady Cys145—His41 pritomné v aktivnim misté

(Obr. 6) (Huang et al., 2004a).
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Obr. 6 Mechanismus katalyzy peptidického substratu. Pievzato a upraveno z (Fernandes ef al., 2022). Po
navazani substratu se pienasi proton z Cys145 na His41. Nasledné dochazi k nukleofilnimu ataku Cys145 na
karbonylovy uhlik glutaminu v pozici P1 substratu. Poté vznikne tetraedricky thiohemiketalovy meziprodukt, po
jehoZz rozstépeni se pfeméni na thioester a dojde tak k uvolnéni C-koncové ¢asti substratu. Po vstupu molekuly
H,0 dojde k hydrolyze thioesteru a uvolnéni N-koncové ¢asti (Ramos-Guzman et al., 2020).
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2.2.2 Substratova specifita

Dle dosavadnich studii existuje pouze CasteCnd konzervace mezi sekvencemi, které
protedza 3-CL rozeznéava. Vétsina studii se vSak shoduje na tom, ze protedza 3-CL viru SARS-
CoV-2 i dalSich koronavira $tépi hlavn¢ substraty s Gln v P1 pozici. Také v pozicich P2 a P1°
vykazuje preference pro urcité aminokyseliny. Protedza 3-CL tedy Stépi substraty o sekvenci
(mald aminokyselina)-X-(Leu/Phe/Met)-GIn|-(Gly/Ala/Ser)-X, kde X znaci jakoukoliv
aminokyselinu a | znaci misto Stépeni (Anand et al., 2003; Chuck et al., 2010; Wu et al., 2015;
Jin et al., 2020; Rut et al., 2020; Zhang et al., 2020).

Nezbytnost glutaminu ve $tépném misté vSak byla vyvracena néckolika studiemi.
V experimentech Pablos et al. (2021) pfitomnost methioninu ¢i histidinu v pozici P1 $tépeni
substratu protedzou 3-CL nezastavilo. K podobnému vysledku se dostali i Koudelka et al.
(2021), ktefi potvrdili, Ze protedza 3-CL je schopna hydrolyzovat také substrat s histidinem
v P1 pozici, 1 kdyZ s nizsi G¢innosti. To zpochybniuje paradigma, Ze je glutamin nezbytny v
poloze P1, coz potencidlné umozinuje protedze piistup k SirSimu spektru substratii (Koudelka et

al.,2021; Pablos et al., 2021).

2.2.3 Proteaza 3-CL a jeji role pri uniku prirozené imunité

Koronavirové proteazy jsou dillezitym determinantem virulence. U PLpro je znamo, ze
antagonizuje drahu interferonu typu I (IFN) prostfednictvim mnoha mechanismi (Shin et al.,
2020). Co se tyce proteazy 3-CL, bylo zaznamenano, Ze také interaguje s nékterymi proteiny
imunity. Jednotlivé interakce protedzy 3-CL s drahami pfirozené¢ho imunitniho systému jsou
zobrazeny na obrazku (Obr. 3).

Ve studii Zhang et al., (2021) transfekovali lidské bunky 293T proteazou 3-CL a
aktivovali RLR antivirovou imunitni drdhu infekci virem Sendai a zkoumali efekt virové
protedzy na tuto imunitni drahu. Zjistili, Ze 3-CL inhibuje translokaci proteinu IRF3 a p65
z cytoplazmy do jadra, coz zpiisobuje snizenou NF-kB zprostfedkovanou pfirozenou imunitni
odpovéd’ (Zhang et al., 2021).

Protedza 3-CL déle $tépi modulator nuklearniho faktoru NF-kB znamy jako NEMO.
NEMO se ucastni signalnich kaskad, které mimo jiné reguluji také transkripci antivirovych
interferond typu I. NEMO je zdkladni sloZzkou kanonické drahy vedouci k aktivaci zanétlivych
faktorli jako je interleukin-1p (Zhao et al., 2007; Wenzel et al., 2021).

Moustagqil ef al. (2021) odhalili, Ze proteaza 3-CL také piimo $tépi proteiny NLRP12 a
TAB1 (Moustaqil et al., 2021). NLRPI12 je stejn¢ jako NLRP3 schopny po aktivaci
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oligomerizovat, spojovat se s adaptéry, tvofit inflamazom a tim indukovat tvorbu IL-1f
a IL-18 (Coulon et al., 2019). Stépenim NLRP12 tedy protedza 3-CL dokaze inhibovat
zanétlivou reakci. Bylo vSak prokazano, ze NLRP12 funguje také jako negativni reguléator
zanétlivé reakce tim, Ze potlacuje signalizaci zprostiedkovanou NF-kB, §tépeni protedzou 3-CL
by tento inhibi¢ni uc¢inek uvolnovalo (Moustaqil et al., 2021). TABI1 je soucasti proteinového
komplexu spolecné s TAB2 a TAKI, ktery se podili na produkci cytokini skrze NF-kB
signalizacni drédhu. Protedza 3-CL svou proteolytickou aktivitou této signalizaci zabranuje
(Moustaqil et al., 2021; Wang et al., 2001).

RNA viry mohou byt také inhibovany aktivaci drahy cGAS-STING. Ukézalo se, ze
protedza 3-CL potlacuje cGAS-STING-zprosttedkovanou jadernou akumulaci p65. Dale se
vaze na STING a naruSuje tak rekrutovani proteini TBKI1 a IKKp. 3-CL také inhibuje
ubikvitinylaci STING, ktera je zdsadni pro vazbu dalSich proteinti této drahy (Rui et al., 2021).

2.2.4 Inhibitory proteazy 3-CL

Vzhledem ke své vyznamné uloze pii replikaci viru se staly proteazy dilezitym cilem
pro vyvoj antivirotik. Inhibitory protedz jsou casto malé nestépitelné peptidy napodobujici
jejich pfirozeny substrat. Za nejucinnéjsi jsou povazovany kovalentni ireverzibilni inhibitory.
Tyto inhibitory se vdZou skrze jejich reaktivni elektrofilni skupiny do aktivniho centra protedzy
a inhibuji tak jeji funkci. Davka a frekvence podavani jsou niz$i ve srovndni s jinymi inhibitory.
nez latky vézajici se prostfednictvim nekovalentnich interakci. Z tohoto diivodu se navrhuji i
nekovalentni inhibitory, které se na svijj cil vaZou pomoci slabych reverzibilnich interakci a
snizuji tak vyskyt vedlejsich ucinkti. Kompromisni pristup piedstavuji reverzibilné se vazajici
kovalentni inhibitory. Peptidové inhibitory jsou dale spojeny s nizkou biologickou dostupnosti,
nebot v lidském téle se diky pfitomnosti peptidové vazby snadno odbouravaji. Vyvijeji se proto
1 nepeptidové inhibitory (shrnuto v Chen et al., 2023).

Peptidovym kovalentnim reverzibilnim inhibitorem protedzy 3-CL je zatim jediny
klinicky pouzivany 1€k nirmatrelvir (PF-07321332), ktery byl vyvinut spole¢nosti Pfizer.
Nirmatrelvir nese kyanonitrilovou reaktivni skupinu, ktera utvaii kovalentni vazbu s thiolovou
skupinou Cys145 v aktivnim misté proteazy a in vitro inhibuje v nanomolarnich koncentracich
(Owen et al., 2021). Nirmatrelvir byl v kombinaci s dal$i aktivni latkou ritonavirem pod
nazvem Paxlovid™ autorizovan k nouzovému pouziti jako 1€k proti onemocnéni COVID-19.

Ritonavir zde funguje jako inhibitor cytochromu P450, tedy proteinu, ktery se ucastni
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metabolismu cizich organickych latek v organismu. Ritonavir tak prodluzuje plazmaticky
polocas nirmatrelviru a tim zvysuje jeho ucinnost (Lamb, 2022).

Dalsim piikladem miize byt kovalentni inhibitor GC376, ktery byl dfive navrzen jako
1ék proti koc¢i¢im koronavirovym infekcim. Jedna se o prolécivo, které nese v P1 pozici
sulfonatovou skupinu, kterd se v téle nasledné hydrolyzuje na odpovidajici aldehyd. Dochazi
pak k nukleofilni adici na thiolové skupiné Cysl45, coz vede k tvorbé reverzibilniho
hemithioacetalového aduktu (Vuong et al., 2020).

V Japonsku byl schvalen pro nouzové pouziti novy nekovalentni a nepeptidovy inhibitor
protedzy 3-CL ensitrelvir, ktery praveé prochazi treti fazi klinickych studii (Mukae et al., 2022;
Unoh et al., 2022).

Védci se také Casto zamétuji na opétovné vyuziti jiz schvéalenych 1€ki proti jinym
onemocnénim. Potenciondlnimi inhibitory proteazy 3-CL mohou byt napf. boceprevir a
telaprevir. Oba tyto inhibitory inhibuji protedzu viru hepatitidy C a byly schvaleny americkym
Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv pro pouziti v1é¢bé hepatitidy C. Na zikladé
krystalizacnich experimentli jsou boceprevir i1 telaprevir schopné tvofit kovalentni vazby
s Cys145 proteazy 3-CL. Ze struktur téchto inhibitorii se védci mohou inspirovat pro tvorbu

specifickych inhibitort protedzy 3-CL (Kneller et al., 2021; Oerlemans et al., 2021).

2.3 Prekurzorova forma proteazy 3-CL
Maturovana protedza 3-CL viru SARS-CoV-1 a SARS-CoV-2 se od sebe lisi ve

dvandcti aminokyselinach, které se nachazeji mimo aktivni centrum proteéazy. I presto proteaza
3-CL viru SARS-CoV-2 vykazuje dvakrat vyssi aktivitu oproti viru SARS-CoV-1 (Kuo et al.,
2004, 2021). Jaké vlastnosti nese forma protedzy 3-CL, ktera je stale soucasti polyproteinu la
¢1 lab, neni pfesné zndmo. Nékolik studii se touto problematikou vSak zabyvalo. V téchto
studiich se védci zaméfili na prekurzorovou formu 3-CL jak u viru SARS-CoV-1, tak u viru
SARS-CoV-2. Byly provedeny experimenty, v nichZ byly k N-konci i C-konci proteazy
nasyntetizovany peptidoveé fragmenty piedstavujici proteiny sousedici s proteazou 3-CL v

polyproteinu (Xue et al., 2007; Li et al., 2010; Muramatsu et al., 2013).

2.3.1 SARS-CoV-1
Ve studii Xue et al. (2007) bylo zkoumano, jakym zplisobem ovlivni pfidané
aminokyseliny na N-konci i C-konci katalytickou aktivitu proteazy 3-CL. Byly zde zvoleny
neautentické aminokyseliny, které nekorelovaly se sekvenci proteint sousedicich s proteazou.

Na N-konec byly pfidany aminokyselinové sekvence GPLGS ¢i1 GS a na C-konec GPHe.
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Zjistili, ze maturovand protedza vykazuje 150x vyssi aktivitu nez proteaza s GPLGS na N-konci
a 20x vyssi aktivitu nez proteaza s GS na N-konci. Peptidovy fragment na C-konci zpusobil
pouze tretinové snizeni aktivity. V této studii se dale domnivaji, ze pridanim vétsiho poctu
aminokyselin na N-konec bude dochdzet k dalSimu snizovani aktivity proteazy (Xue et al.,
2007). Muramatsu et al. (2013) tuto skutecnost otestovali pifipojenim fragmenti o 10
aminokyselinach na N- i C-konec, které byly jesté¢ doprovazené S-kotvou (peptidova kotva o
patnacti aminokyselinovych zbytcich) na N-konci a histidinovou kotvou na C-konci. Forma
s fragmentem na N-konci vykazovala pfiblizn¢ 19 % aktivity ve srovndni s maturovanou
formou. Aktivita protedzy s C-koncovym fragmentem méla 33 % aktivity a proteaza s
fragmenty na obou stranach 4% aktivitu oproti maturované formé¢ (Muramatsu et al., 2013).
Data ziskana pomoci analytické ultracentrifugace dale prokdzala vyrazné niz§i schopnost
dimerizace prekurzorové formy protedzy 3-CL s pfivéskem na N-konci oproti formé
maturované (Hsu et al., 2005). Toto potvrzuji i data naméfend s konstruktem vytvorenym Li et
al. (2010). Protedaza 3-CL vtomto konstruktu na obou strandch nesla dekapeptidy a
fluorescenéni proteiny, které napodobovaly okolni polyportein. V roztoku se vyskytoval tento
konstrukt v monomerni formé&. Prekurzor protedzy 3-CL vSak vyZzaduje ke své aktivité také
dimerizaci, 1 kdyz je pravdépodobné pouze prechodnd a stabilizovand substratem. Byla
stanovena dimeriza¢ni konstanta tohoto konstruktu, jejiz hodnota ¢inila ptiblizné 100 uM, coz

je pfiblizné 60x vyssi hodnota nez u maturované formy (Li ef al., 2010).

2.3.2 SARS-CoV-2

Aktivita prekurzorové formy byla zkoumana i u protedzy viru SARS-CoV-2. Jak bylo
uvedeno diive, N-konec protedzy 3-CL je zasadni pro dimerizaci a jakékoliv dalsi zbytky
snizuji ¢1 rusi jeji aktivitu. To plati 1 v pfipadé¢ proteazy 3-CL u viru SARS-CoV-2.
V experimentech Fu ef al., (2020) se ukazalo, Ze 1 pouhé ptfidani glycinu na N-konec ovlivni
aktivitu proteazy. Ukdazalo se, Ze rychlost hydrolyzy je u této formy proteazy trikrat nizsi, nez
tomu tak je u nativni protedazy. Mimo jiné také analyzovaly krystalovou strukturu této
prekurzorové protedzy. Rozdil mezi proteazou s glycinem na N-konci a nativni protedzou je
minimalni, avSak doSlo k posunu prvniho serinu, ktery neni v prekurzorové formé schopen
stabilizovat Glul66 s S1 misté v sousednim protomeru, coz mize byt hlavnim divodem
poklesu aktivity enzymu (Fu et al., 2020).

Niz8i aktivita prekurzorové proteazy, tentokrat s Gly-Ala-Met na N-konci, byla
potvrzena 1 ve studii Noske et al. (2021). Zde prekurzor vykazoval pouze 0,6 % katalytické

ucinnosti ve srovnani s maturovanou 3-CL. Krystalova struktura této formy protedzy se velmi
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lisila od krystalové struktury nativni formy, zejména v postaveni helixu DIII (Noske et al.,
2021). Také ptidani fragmentu TSAVLQ na N-konec protedzy méni konformacni stabilitu a

mnohokrat zvysuje disociacni konstantu dimeru 3-CL (Kovalevsky et al., 2022).

2.4 Autokatalytické vyStépeni proteazy 3-CL

Proteaza 3-CL se v polyproteinu nachazi mezi proteiny nsp4 a nsp6. Jakym zplisobem
se prvni aktivni 3-CL dokdze uvolnit z tohoto polyproteinu neni dostatecné prostudované,
ackoliv by se tyto poznatky daly vyuzit pro vyvoj novych 1é¢iv (Lin et al., 2004; Shan et al.,
2004; Hsu et al., 2005).

24.1 SARS-CoV-1
Vyse popsany prekurzorovy konstrukt pochazejici ze studie Hsu et al. (2005) byl

vytvofen pro demonstraci mechanismu autokatalytického vystépeni maturované proteazy 3-CL
z polyproteinu. Dle vysledkti ze SDS-PAGE bylo navrZeno, ze N-koncové Stépeni predchazi
C-termindlnimu §tépeni, nebot’ se ukdzalo, Ze N-termindlni §t€pné misto je pro protedzu lepSim
substratem nez C-termindlni. Autofi se domnivaji, Ze se proteaza uvolnuje tak, ze dojde
k ptiblizeni jednoho polyproteinu ke druhému a dochazi k tzv. $tépeni in cis, kdy je v rdmci
molekuly dimeru N-konec jednoho polyproteinu vlozen do aktivniho centra druhého
polyproteinu, ktery jej odstépi. Poté cCastecné zpracovany polyprotein provede stejnou akci
s prvnim polyproteinem. Poté se formuje piechodny dimer z ¢asteCné zpracovanych
polyproteint. Ke zpracovani C-konci jiz dochézi pii tzv. $tépeni in trans, kde jsou C-konce
odstépeny dalSim castecné zpracovanym dimerem. V dané studii vSak bylo na oba konce
proteazy 3-CL pfipojeno pouze 10 aminokyselinovych zbytkli, coZ nemusi byt dostate¢né

dlouh¢ k tomu, aby doSlo k napodobeni situace v polyproteinu (Obr. 7) (Hsu ef al., 2005).
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Obr. 7 Navrh mechanismu autokatalyzy proteazy 3-CL z polyproteinu. Pfevzato a upraveno z (Hsu et al., 2005).
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Podobny mechanismus byl navrZen na zéklad¢ experimenti Chen ef al. (2010). V této
studii se domnivaji, ze poté, co polyproteiny vytvoii dimerni strukturu, spusti se rotace jejich
chymotrypsinovych zahyba a N-konce se tak vlozi do aktivnich mist opa¢nych monomert a
dochazi k jejich soucasnému Stépeni (St€peni in cis). Shoduji se, Ze odstépeni C-koncti probiha
pfi in trans Sté€peni jinym ¢asteCné zralym dimerem. Jakmile je C-konec zpracovan in trans
Stépenim, vytvoii se finalni zraly dimer s autentickymi N- a C-konci (Chen et al., 2010).

Jini autofi navrhli, Ze vznikad pfechodny dimer ze dvou polyproteinti. Tento dimer je
stabilizovan N-koncem jiného nezpracovaného polyproteinu. Dva polyproteiny tvofi
pfechodny dimer, ktery zpracovava N-konce tfetiho a ¢tvrtého polyproteinu, tedy je stépi in
trans. Tyto S$tépené polyproteiny vytvareji dimer a stdvaji se hlavnim enzymem pro

zpracovavani dalSich molekul prostfednictvim dalSiho $tépeni in trans (Obr. 8) (Li et al., 2010).
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Obr. 8 Mechanismus autokatalyzy podle Li et. al. (2010). Pievzato a upraveno z (Li et al., 2010).

2.4.2 SARS-CoV-2
Mechanismus autokatalyzy protedzy 3-CL nebyl zatim zcela objasnén ani u viru
SARS-CoV-2. Za pouziti neaktivnich mutantnich protedz 3-CL s prodlouzenymi N- a C- konci
o Trx (thioredoxin, intracelularni termostabilni protein o velikosti 12 kDa) a GST (glutathion
S-transferaza o velikosti 26 kDa) ptivésky bylo zjisténo, ze 3-CL viru SARS-CoV-2 §tépi sviij
vlastni N-konec tém¢ét stejnou rychlosti jako C-konec, coz je v kontrastu s proteazou 3-CL viru

SARS-CoV-1, kde je stépeni C-konce vyrazné pomalejsi (Hsu et al., 2005; Kuo a Liang, 2022).
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Experimenty Noske et al. (2021) potvrzuji, ze monomericka proteaza 3-CL je schopna uvolnit
svij N-konec z polyproteinu, coz naznacuje, ze v prvnim kroku opravdu dochazi k cis $tépeni.
Zaroven se data ¢astecné€ shoduji s modelem Li ef al. (2010), kde dochézi k tvorbé prechodného
dimeru ze dvou polyproteint, ktery je stabilizovan N-koncem tietiho polyproteinu. Vysledkem
tedy je, ze ke zpracovani N-konce proteazy 3-CL u viru SARS-CoV-2 pravdépodobné dochazi
kombinaci in cis a in trans $tépeni. C-konec zaujima neobvyklou obracenou polohu, coz mu
umoziiuje navazat se do aktivniho mista dalSiho zralého ¢i polozralého dimeru 3-CL.

Vysledkem je nové produkovana maturovana proteaza 3-CL (Noske et al., 2021).
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3 CILE PRACE

Ptiprava plazmidl pro expresi variant prekurzort SARS-CoV-2 protedzy 3-CL a

identifikace vhodnych mutaci $tépného mista pro piipravu protedazy ve forme

prekurzoru.

- Navrzeni a provedeni vhodného purifika¢niho postupu vybranych prekurzorovych
forem.

- Studium vlastnosti prekurzorovych forem proteazy 3-CL.

- Otestovani potenciondlnich inhibitort prekurzorovych forem proteazy 3-CL.

4 MATERIALY A METODY
4.1 MATERIALY

4.1.1 Roztoky
Promyvaci pufr (50 mM TrisHCI, 300 mM NacCl, 20 mM imidazol, pH 8)
Elu¢ni pufr (50 mM TrisHCI, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8)
Lyzaéni pufr (50 mM Tris HCL, 300 mM NacCl, pH 8)
Fyziologicky roztok pufrovany tris-pufrem (TBS) (150 mM NacCl, 50 mM Tris)
Fyziologicky roztok pufrovany tris-pufrem s Tween®20 (TBS-Tween) (150 mM NacCl, 50
mM Tris, 0,1% (v/v) Tween®20)
pufr Tris-acetat-EDTA (TAE) (20 mM kyselina octova, 40 mM tris, | mM EDTA)
10X Tris-Glycin-SDS elektroforeticky pufr (TGS) (25 mM tris, 192 mM Glycin, 0,1% (v/v)
SDS)
6x SDS vzorkovy pufr (0,35 M Tris, 10% (w/v) SDS, 30% (v/v) glycerol, 0,012%
bromfenolova modft, 4 % (v/v) B-merkaptoethanol, pH 6,8)
Blokovaci pufr (1% (w/v) kasein, 150 mM NaCl, 50 mM tris)
Barvici roztok Coomassie briliant blue (10% (v/v) kyselina octova, 50% (v/v) methanol,
Coomassie Brilliant Blue R250)
Odbarvovaci roztok (10% (v/v) kyselina octova, 20% (v/v) methanol)
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4.1.2 Média

Médium LB (10 g/l rostlinny pepton, 5 g/l kvasnicni extrakt, 5g/1 NaCl)

Agar LB (10 g/l rostlinny pepton, 5 g/l kvasni¢ni extrakt, 5 g/l NaCl, 15 g/l Agar-agar)
4.1.3 Komercni inhibitory

Nirmatrelvir (PF-07321332) (MCE)

GC376 (Biosynth)

11a (Sigma Aldrich)
4.1.4 Antibiotika

Ampiclin (Sigma-Aldrich) — koncentrace 50 pg/ml

4.1.5 Protilatky
SARS-CoV-2 3C-Like Protease Antibody (Cell Signalling) - fedéni 1:1000
IRDye® Goat Anti-Rabbit Ig (LI-COR) - fedéni 1:15000

4.1.6 Komercni sady
Plasmid Mega Kit (Qiagen)
Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research)
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

4.1.7 Primery

Nazev

Nazev Konstruktu Sekvence od 5¢- 3¢
100aa fwd1l vSechny CCATATCGAAGGTCGTCATATGGTAGTCTTTAATGGTGT
mpro rev konstrukty ~ GCTTTGTTAGCAGCCGTTATTGGAAAGTAACACCTGAG
mpro fwdQN ON TGTTTTGCAGAGTGGTTTTAGAAAAATGGC
100aa revQN TAAAACCACTCTGCAAAACAGCTGAGGTG
mpro fwdQE QE TGTTTTGGAAAGTGGTTTTAGAAAAATGGC
100aa revQE TAAAACCACTTTCCAAAACAGCTGAGGTG
mpro fwdQF QF TGTTTTGTTTAGTGGTTTTAGAAAAATGGC
100aa revQF TAAAACCACTAAACAAAACAGCTGAGGTG
mpro fwdQR OR TGTTTTGCGAAGTGGTTTTAGAAAAATGGC
100aa revQR TAAAACCACTTCGCAAAACAGCTGAGGTG
mpro fwdQK QK TGTTTTGAAGAGTGGTTTTAGAAAAATGGC
100aa revQK TAAAACCACTCTTCAAAACAGCTGAGGTG
mpro fwdQI Ql TGTTTTGATTAGTGGTTTTAGAAAAATGGC
100aa revQIl TAAAACCACTAATCAAAACAGCTGAGGTG
mpro fwdQA QA TGTTTTGGCTAGTGGTTTTAGAAAAATGGC
100aa revQA TAAAACCACTAGCCAAAACAGCTGAGGTG
mpro fwdQAA QAA TGTTGCTGCTAGTGGTTTTAGAAAAATGGC
100aa revQAA TAAAACCACTAGCAGCAACAGCTGAGGTG
mpro fwdQAAA QAAA TGCTGCTGCTAGTGGTTTTAGAAAAATGGC
100aa revQAAA TAAAACCACTAGCAGCAGCAGCTGAGGTG
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4.1.8 Bakterialni kmeny

Néazev Genotyp

ESCh;g‘i)hllg coli F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM1S5 AlacX74 nupG recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str®) endA1 A

Competent Cells

E. coli str. BF ompT gal dem lon? hsdSg(rsms") MDE3 [lacl lacUV5-
T7p07 indl sam7 nin5)) [malB k-12(A5)
LysSRARE[T7p20 ileX argU thrU tyrU glyT thrT argW metT leuW proL or
ip15A](Cm®)

Escherichia coli
Rosetta(DE3)
Competent Cells

4.1.9 Plazmidy

Pro expresi vSech konstrukt byl pouzit expresni systém pET, ktery pro expresi gent
vyuziva bakteriofagovy T7 promotor. Pozadovany gen je klonovan do vektoru pET, ktery nese
dalsi klicové komponenty jako jsou gen pro resistenci k ur¢itému antibiotiku, gen lacl pro
syntézu represoru Lacl, sekvence operdtoru /ac a promotor T7 nutny k iniciaci transkripce
cilového genu. Vektor pET je transformovan do specifického kmene E.coli, jehoz genom je

upraven tak, aby nesl gen pro T7 RNA polymerazu pod kontrolou promotoru LacUVS5.

Po ptidani induktoru isopropylthio-B-galactosidu (IPTG) do média a po jeho vniknuti
do bakterialni buiiky dochazi k odstranéni represoru Lacl z operatoru pied genem pro T7 RNA
polymerazu a vysoké produkci T7 RNA polymerazy. Zaroven se odstraiuje represor na vektoru
pET, kam nésledné¢ mlZe nasednout vytvorenda T7 RNA polymeraza a zahgjit tak syntézu

cilového proteinu.

V této diplomové praci byl pro expresi rekombinantniho proteinu pouzit plazmid
pET16B, ktery nese pod T7 promotorem gen pro dekahistidinovou kotvu nasledovanou
St€pnym mistem pro Xa proteazu a oblasti s unikatnimi restrikénimi misty, kam je mozné vlozit
gen proteinu, ktery chceme exprimovat. Jako selekéni marker nese gen pro rezistenci proti

ampicilinu.

4.2 METODY
4.2.1 Praces DNA

4.2.1.1 Izolace plazmidové DNA (maxipreparace)
Vektorovy plazmid pET16B byl transformovéan dle postupu popsaném v kapitole
4.2.2.1 do bakteridlniho kmenu E. coli TOP10. Z Petriho misek s narostlymi koloniemi E. coli
nesouci vektor pET16B, byla pomoci sterilni Spicky vybrana jedna kolonie, ktera byla

naoCkovana do 10 ml média LB. Do tohoto média byl pfiddn ampicilin tak, aby jeho
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koncentrace Cinila 100 pg/ml. Médium s naockovanou kolonii bylo inkubovano v tfepacce po
dobu 8 hodin pti 37 °C. K produkci velkého mnozstvi vektoru bylo zapotiebi bakterie prevést
do vétsiho objemu (500 ml) LB média, kam byl opét doplnén ampicilin, aby jeho vysledna
koncentrace dosahla 100 ug/ml. Inkubace probihala pfes noc ve tiepacce pii 37 °C. Nasledna

izolace vektoru probihala podle protokolu z komer¢ni sady Plasmid Mega Kit (Qiagen).

4.2.1.2 Méreni koncentrace DNA
Po izolaci byla koncentrace DNA zmétena pomoci spektrofotometru NanoDrop®
(Thermo Fisher). Koncentrace byla stanovena na zaklad¢ predpokladu, Ze absorpéni jednotka
0.D. je pfi vlnové délce 260 nm rovna 1, kdyz je koncentrace DNA 50 pg/ml. Jako blank byla

pouzita voda.

4.2.1.3 Stépeni vektoru restrikénimi endonukleazami
Aby mohly byt do vektoru pET16B vneseny pozadované sekvence, bylo potieba vektor
rozstépit. Tohoto bylo doséhnuto pfidanim specifickych endonukleaz. K reakci o objemu 200
ul bylo potieba 4 ng vektoru, 4 pl restrikéni endonukleazy Ndel (20 000 U/ml), 4 ul restrikéni
endonukledzy BamHI-HF (20 000 U/ml), 5 pl (10x) pufru rCutSmart (Neb). Komponenty

restrikéni reakce byly smichany v mikrozkumavce. Reakce probihala pfes noc pii 37 °C.

4.2.1.4 Agarozova elektroforéza

1% agardzovy gel byl pfipraven smichanim a povatenim 2 g praskové agardzy s 200 ml
pufru TAE. Do 50 ml tohoto roztoku bylo pfimichano 7 pl interkala¢ni fluorescenéni barvy
GelRed® a roztok byl prelit do tvotitka. Do gelu byl piidan plastovy hiebinek a gel byl ponechan
20 min ke ztuhnuti. Vzorek DNA byl nasledné¢ promichan se vzorkovym pufrem Purple
Loading Dye (NEB) vpoméru 5:1. Z gelu byl vyjmut hieben a gel byl pfesunut do
elektroforetické komory. Komora byla zalita pufrem TAE tak, aby byly vSechny jamky zcela
ponofeny. Elektroforetické déleni probihalo 20 minut pfi napéti 120 V.

ProuzZek plazmidu byl nasledné vizualizovan pod UV zafenim o vlnové délce 365 nm
pomoci pfistroje Quantum ST4 (Vilber). Pomoci skalpelu byl vyfiznut kousek gelu
s naStépenym vektorem pET16B a poté nésledoval proces extrakce z gelu pomoci komercni
soupravy na extrakci DNA z gelu QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Plazmid byl eluovan

vodou a uchovavan v mrazaku pii teploté -20 °C.
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4.2.1.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR byla pouzita pro amplifikaci insertd, které byly nasledné vlozeny do ptipraveného
vektoru. Byly amplifikovany dva fragmenty. Fragment nesouci sekvenci 100 aminokyselin a
sekvence samotné protedzy 3-CL. Reakéni mix byl slozen z pufru GC (1X) (BioLabs), 200 uM
dNTPs, 0,5 uM forward primer, 0,5 uM reverse primer, 200 ng templatové DNA a sterilni vody
MiliQ. Reakce probihala v objemu 50 pl za pouziti programu popsaném v (Tab. 2).

Tab. 2: Nastaveni programu
pocet repetic teplota c¢as [min]

1x 98 °C  05:00
98 °C  00:15
33x 60°C  00:30
72°C  00:30
1x 72°C  10:00
1x 22°C  00:01

Uspé&snost amplifikace jednotlivych fragmentii byla néasledné ovéfena pomoci
agarozové elektroforézy (postup viz 4.2.1.4). K analyze byly pouzity 3 ul vzorku. Aparatura
byla pfipojena ke zdroji a elektroforéza probihala pod napétim 120 V po dobu 20-30 minut.

Vzorky byly nésledné zobrazeny pod UV o vinové délce 365 nm pomoci pfistroje

Quantum ST4 (Vilber) a vyfoceny programem Quantum.

4.2.1.6 Gibsonovo klonovani (z angl. Gibson assembly)

Amplifikované fragmenty byly vlozeny do vektoru pomoci metody Gibsonova
klonovani. Jedna se o postup, ktery umoziuje klonovani dvou ¢i vice fragmentl bez potieby
Stépeni fragmentl restrikénimi enzymy. Misto toho dochazi k rekombinaci na zakladé
sekvencni identity. Pomoci specifickych primert a PCR bylo do jednotlivych fragmenti
vneseno 20—40 part bazi, které¢ se prekryvaji s bazemi ve vedlejsSim fragmentu. Gibsonovo
klonovani vyuziva smési tif enzymt, konkrétné 5°-3° exonukledzy, DNA polymerazy a DNA
ligazy. Nejdiive dochazi ke $tépeni inzertu a plazmidu pomoci exonukledzy ve sméru 5°-3 a
k tvorbé ptevist na 3’konci. Nasleduje prekryti komplementarnich sekvenci a zaceleni mezer
mezi jednotlivymi fragmenty pomoci DNA polymerazy. DNA ligaza poté fragmenty
kovalentné€ spoji. K 15 pl Gibson assembly reakéni smési bylo ptidano 300 ng vektoru pET16B
a 100 ng od kazdého insertu. Reakce poté probihala po dobu jedné hodiny pti 50 °C.
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4.2.1.7 Izolace plazmidové DNA (minipreparace)

Vyslednou smési byly transformovany chemicky kompetentni E. coli TOP10 podle
postupu v kapitole 4.2.2.1. Nasledujici den po transformaci byla pomoci Spicky z Petriho misek
vybrana jedna kolonie, ktera byla ockovana do 5 ml média LB s ampicilinem o koncentraci 100
pg/ml. Médium s nao¢kovanou kolonii bylo inkubovano v tfepacce pifes noc pii teploté
37 °C. Poté nasledovala izolace plazmidu pomoci komeréni soupravy Zyppy™ Plasmid
Miniprep Kit (Zymo Research). Pro kontrolu uspésnosti klonovani a pro potvrzeni piitomnosti

pozadovanych vzorek plazmidu odeslan k osekvenovani do SEQme (Dobfis).

4.2.2 Prace s bakteriemi

4.2.2.1 Transformace bakterialnich bunék

Pro ucely exprese prekurzorovych forem protedzy 3-CL byl pouzit bakteridlni kmen
E. coli Rosetta (DE3). Ke 100 pl suspenze kompetentnich E. coli bylo ptidano ptiblizné 500 ng
DNA. E. coli byly s DNA inkubovany po dobu 30 min na ledu. Poté byl proveden tzv. tepelny
Sok (z angl. heat shock), proces, pii kterém dochdzi k perforaci plazmatické membrany bakterii
a k proniknuti DNA do cytoplazmy. Mikrozkumavka s E. coli byla umisténa do kovového
bloc¢ku predehiatého na 42 °C na 90 s. Nasledné byla mikrozkumavka s E. coli chlazena po
dobu 2 min na ledu. Do mikrozkumavky bylo poté ptidano 200 ul média LB a mikrozkumavka
byla vloZena do inkubatoru vyhtatém na 37 °C na dobu 45 min, aby doslo k regeneraci bun¢k.
Soucasné¢ byly v inkubatoru predehiaty Petriho misky s agarem obsahujici ampiclin.
Transformované bakterie byly poté pfeneseny na jednotlivé Petriho misky pomoci pipety a byly
rozetfeny pomoci mikrobiologické klicky. Petriho misky s rozetfenymi E. coli byly pies noc

ponechany v inkubatoru pfi teploté 37 °C.

4.2.2.2 Kultivace bakterii v tekutém médiu

Nasledujici den byly bakterie z Petriho misek pfesunuty pomoci malého mnozstvi LB
média, mikrobiologické klicky a pipety do zkumavky s médiem. Obsah byl nasledné
pferozdélen do Erlenmeyerovych banék s 0,5 1 média LB. Do kazdé banky bylo dale ptidano
antibiotikum tak, aby vysledna koncentrace byla 100 pg/ml. Déle byl odebran vzorek jak
z ¢istého média, tak z jedné vybrané baiiky s bakteriemi, aby byla zméfena pocatecni opticka
hustota (O.D., z angl. optical density) pomoci spektrofotometru pti vinové délce 600 nm. Baiiky
byly poté vloZeny do tfepacky, ve které probihala inkubace pfi teploté 37 °C. Béhem inkubace
byla pribézné méfena O.D. az do doby, kdy byla hodnota O.D. v intervalu hodnot 0,6—0,8.
V této fazi bylo ptidano do kazdé banky IPTG (vysledna konc. 100 pg/ml), ktery disociuje

25



represor Lac a dojde tak k rozb&éhnuti transkripce T7 polymerazy, kterd nasledné iniciuje

transkripci genu cilového proteinu.

Po ptidani IPTG byla snizena teplota na 18 °C a obsah ban¢k byl inkubovan pfes noc.
Nasledujici den byl obsah ban¢k premistén do kyvet tak, aby hmotnost protilehlych

kyvet byla stejna. Kyvety byly poté umistény do centrifugy (Beckman Coulter), kde byly 15

min staceny pfi relativni odstfedivé sile (RCF) 4500 x g.

4.2.2.3 Lyze E. coli
Supernatant byl odlit a peleta byla s pfimichanim malého mnozstvi lyza¢niho pufru (50
mM TrisHCI, 300 mM NaCl, pH 8) pfenesena do zkumavky. Tato suspenze byla nasledné
dezintegrovana v ruénim homogenizéru a dale lyzovana v bunécném disruptoru CF1 (Constant
systems) pod tlakem 15000-20000 Pa. Lyzat byl poté stacen 30 minut pii RCF 20000 x g
(Beckman Coulter). Supernatant byl oddélen od pelety. Nasledovala purifikace.

4.2.3 Prace s proteiny
4.2.3.1 Purifikace pomoci matrice Ni-NTA

Rekombinantni proteiny s histidinovou kotvou byly purifikovdny pomoci afinitni
matrice Ni-NTA. Nitrilotrioctova kyselina (NTA) je chelatovy ligand, ktery je s Ni** vazan
skrze Ctyfi koordina¢ni mista. Zbyla neobsazené koordina¢ni mista jsou exponovana v roztoku
a mohou tak specificky véazatvolné elektronové pary imidazolového jadra histidinu.
Histidinova kotva se nejcastéji sklada z Sesti nebo deseti histidinovych zbytki.

Pted samotnou purifikaci bylo nejdiive potieba ekvilibrovat afinitni matrici. Do kolonky
byl odpipetovan 1 ml afinitni matrice Ni-NTA (Thermo Scientific). Tato matrice byla dvakrat
promyta vodou (5x objem vrstvy matrice), aby doslo k vymyti ethanolu, ve kterém je matrice
skladovéna.

Cast supernatantu byla prelita do kolonky a matrice v ném byla resuspendovéna a
pfemisténa do zkumavky ke zbyvajicimu supernatantu. Obsah zkumavky byl inkubovan dvé
hodiny v chladové mistnosti (4 °C). V mezicase byla pfipravena nova kolonka s nosicem
NiNTA a nasledné promyta vodou. Po dvou hodinach byl supernatant s nosicem prelit zpét do
prazdné kolonky. S proteklym supernatantem se tento proces opakoval jesté jednou, aby doslo
k zachyceni co nejvét§iho mnozstvi proteinu. Matrice s navazanym proteinem byla nasledné
promyta promyvacim pufrem (50 mM tris HCI, 300 mM NacCl, imidazol 20 mM, pH 8). Poté
byl protein uvoliiovan z nosice elu¢nim pufrem (50 mM tris HCI, 300 mM NacCl, 250 mM
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imidazol, pH 8) v chladové mistnosti po dobu 30 minut. Eluovany vzorek byl nasledné

zpracovan pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC).

4.2.3.2 Gelova permeacni chromatografie (GPC)

GPC patii mezi chromatografické metody, v niz se jako staciondrni faze pouziva
synteticky gel. Uvnitt gelu se nachazi pory, do nichz béhem pritoku elu¢niho roztoku vstupuji
mensi molekuly. VEétsi molekuly do pérti nemohou pronikat a prochéazi kolonou diive nez malé
molekuly. Jedna se tedy o rozmérové-vylucovaci chromatografii.

Vzorek eluovany z matrice Ni-NTA byl pfemistén do mikrozkumavek a centrifugovan
ve stolni centrifuze (Eppendorf) po dobu 15 min, aby doslo k odstranéni agregati, které by
mohly poskodit kolonu. Vzorek byl z mikrozkumavek odsan pomoci stiikacky s jehlou, tak aby
se ve stiikacce nenachazely bubliny.

Pro purifikaci byla pouzita kolona HiLoad Superdex 75 prepgrade (GE Healthcare Life
Sciences). Kolona byla pfed nasazenim vzorku nejdfive promyta filtrovanou deionizovanou
vodou a nasledné ekvilibrovana pufrem (50 mM tris HCI, 200 mM NaCl, 14 mM -
merkaptoethanol, pH 7,5). Na kolonu byl nasazen vzorek o objemu 5 ml pomoci nastfikové
smy¢ky. Priitok mobilni faze byl nastaven na Iml.min!' a maximalni mozny tlak v kolon& na
0,55 MPa. Do zkumavek byly sbirdny jednotlivé frakce o objemu 3 ml. Na zaklad¢

vyhodnoceného chromatogramu byly vybrany a popsany zkumavky s pozadovanym proteinem.

4.2.3.3 SDS-PAGE

V pribéhu celé purifikace byly odebirany vzorky, aby pak mohla byt ovétena GspéSnost
purifikace pomoci proteinové elektroforézy. Ke kazdému vzorku byl pfidan vzorkovy pufr
(0,35 M tris HCIL, 10 % (w/v) SDS, 30 % (v/v) glycerol, 0,012 % (w/v) bromfenolova modf, 4
% (v/v) B-merkaptoethanol, pH 6,8). K separaci proteint byl pouzit 14% délici gel (0,5 % N,N*-
methylenbisakrylamid, 14 % akrylamid, 0,1 % SDS, 0,1 % APS, 375 mM trisHCI pH 8.8, 6,7
mM TEMED) a 5% zaostfovaci gel (0,1 % N,N‘-methylenbisakrylamid, 4 % akrylamid, 0,1 %
SDS, 0,1 % APS, 250 mM tris HC1 pH 6,8, 13 mM TEMED). Do aparatury byl pfilit pufr (25
mM Tris, 192 mM glycin, 0,1 % SDS), do n¢hoz byla umisténa chladici kostka, aby
nedochazelo k prehfivani. Jednotlivé vzorky byly pfed nanesenim povareny v kovovém blocku
po dobu 5 min pii teploté 95 °C a poté byly vcetné markeru All blue (Bio Rad) naneseny do
jamek v gelu. Vzorky putovaly k anodé€ pod napétim 210 V po dobu 1 hodiny.

Po ukonceni elektroforézy byl gel obarven v roztoku Coomassie briliant blue (CBB) za

mirného promichavani po dobu 30 min. Nasledné byl roztok CBB vylit, gel byl oplachnut
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destilovanou vodou a nasledné odbarvovan pomoci odbarvovaciho roztoku (10 % (v/v) kys.

octova, 20 % (v/v) methanol), dokud nedoslo ke zviditelnéni proteinti.

4.2.3.4 Western blot

Pro potieby specifictéjSiho zobrazeni proteinti byl vyuzit western blot. Proteiny byly
nejdiive odd€leny na gelové elektroforéze a nasledné byly pfeneseny na nitrocelul6zovou nebo
polyvinyliden difluoridovou (PVDF) membranu pti napéti 100 V po dobu 1 hodiny. Membrana
byla poté inkubovana 1 h v roztoku Cassein blockeru. Nasledovala inkubace pies noc v roztoku
TBS-Tween s primarni protilatkou SARS-CoV-2 3C-Like Protease Antibody (Cell Signaling
Technology). Nasledujici den byla membrana 3x promyta roztokem TBS-Tween a poté byla
opét ponofena do roztoku Cassein blockeru, do kterého byla ptfidana sekundarni protilatka
IRDye® Goat Anti-Rabbit Ig (LI-COR). Membrana byla inkubovana po dobu 1 h v chladové
mistnosti. Poté doslo k promyti roztokem TBS. Poté byla membrana vysuSena a zobrazena

pomoci skeneru.

4.2.3.5 N-koncova sekvenace
Proteiny byl nejdiive oddéleny na gelové elektroforéze, poté pieneseny na PVDF
membranu a obarveny barvou Ponceau S. N-koncova sekvenace vybraného proteinu, na
principu Edmannova obdouravani s reakci fenylisothiokyanatem, byla provadéna na servisnim

pracovisti UOCHB (Speicher et al., 2001).

4.2.4 Meéreni aktivity

4.2.4.1 Intermolekularni zhaSeni

Aktivita purifikované prekurzorové formy proteazy 3-CL byla méfena pomoci ¢teCky
desticek Tecan Spark (Tecan Group Ltd.). V naSem piipadé jsme detekovali nartist fluorescence
intramolekularné zhaSeného substratu po jeho rozstépeni protedzou. Pro méfeni byly pouZivany
peptidové substraty nesouci na N-konci fluorofor EDANS a na C-konci zhésedlo DABCYL.
Uprostied tohoto substratu se nachazi specifické $t€pné misto, které protedza rozeznava a Stépi.

K intramolekularnimu zhaSeni dochazi ve chvili, kdy se emisni spektrum fluoroforu
prekryva s absorpcnim spektrem zhasedla a kdy jsou obé tyto skupiny stericky blizko u sebe.
Po excitaci skupiny EDANS svétlem o vhodné vinové délce (326 nm), emituje EDANS svétlo
o vlnovych délkach s maximem okolo 490 nm. Je-li vSak blizko skupina DABCYL, ktera
absorbuje zatfeni pii vinové délce okolo 472 nm, dojde k absorpci emitovaného zafeni a tim

k vymizeni fluorescenéniho signalu. Pokud vSak dojde k jejich rozstépeni protedzou, dochazi
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k nartistu fluorescence, kterou lze nepfetrzit¢ detekovat, coz umoziuje kvantitativni méteni
enzymové aktivity (Obr. 9).
Pii méfeni byly pouZity dva substraty, které byly syntetizovany na UOCHB (Tab. 3).
Tab. 3 Sekvence pouZivanych peptidickych substrati
aminokyselinova sekvence
Substrat S1  Dabcyl-Thr-Ser-Ala-Val-Leu-Gln | Ser-Gly-Phe-Arg-Lys-Met-Edans
Substrat S2 Dabcyl-Asn-Arg-Abu-Orn-Leu-Gln | Ser-Gly-Asn-Ser-Arg-Lys-Edans

Mg¢fteni byla provadéna v 96jamkovych destickach (Greiner). Reakéni objem vzdy Cinil
100 pl. Soucasti reakéni smési byl purifikovany protein, reakéni pufr (50 mM tris HCI, 200 mM
NaCl, 14 mM B-merkaptoethanol, pH 7,5) a peptidovy substrat. Konecny objem ¢inil 100 pl na
jamku. Enzymaticka aktivita byla monitorovana po dobu 30 minut a stanovena pro kazdou
koncentraci jako zavislost jednotek relativni fluorescence za sekundu.

EDANS DABCYL
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B ; S AN
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Y - ~
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Obr. 9 Grafické znazornéni intermolekularniho zhaseni. Vytvofeno v Biorender.com

4.2.4.1 Studium specifity s vyuzitim substratové knihovny

Na UOCHB byla piipravena 364jamkova desti¢ka (Greiner) s peptidickymi substraty o
12 aminokyselinach. V jamkéch desticky se nachazely substraty, které byly na N- a C- konci
oznaceny fluoroforem MCA (kyselina 7-methoxykumarin-4-octovd) a zhéaSedlem
Fmoc-Lys(Dnp) (N-a-Fmoc-N-¢-2,4-dinitrofenyl-L-lysin). Substrat, ktery napodobuje
pfirozeny substrat protedzy 3-CL byl v této desti¢ce sloZen z nésledujicich aminokyselin:
Thr-Ser-Ala-Val-Leu-Gln | -Ser-Gly-Phe-Arg-Lys-Met. V dalSich variantach tohoto substratu
byly zaménény jednotlivé aminokyseliny v pozicich P3 az P3° za jinou biogenni
aminokyselinu. Reakéni objem v jednotlivych jamkéach ¢inil 25 pl. Konecnd koncentrace

substratu byla 40 uM. Méteni probihalo po dobu jedné hodiny.
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4.2.4.2 Enzymova kinetika
Pokud métime reakéni rychlost enzymu pii riznych koncentracich substratu, ziskame

nasledujici graf (Obr. 10):

Pocateéni rychlost
[uM.s]

Koncentrace substratu
(uM]
Obr. 10 Ukazka grafu zavislosti reakéni rychlosti enzymu na koncentraci substratu.

V pocatecni linearni ¢asti grafu dochazi k reakci fidici se dle kinetiky prvniho fadu, kde
je reakéni rychlost zavisla na koncentraci substratu. Kinetika prvniho fadu mize byt tedy
popsana rovnici (1)

y = ax + b (y-rychlost, a - smérnice, x- koncentrace substratu) (1)
V platd ¢asti grafu je enzym pln€ nasycen substratem a reakcni rychlost jiz neni zavisla na
koncentraci substratu. Reakce tedy probiha podle kinetiky nultého fadu. V této fazi probiha
reakce maximalni moznou rychlosti, tedy Vmax. Tento graf popisuje rovnice Michaleis-

Mentenové.

Enzymaticka reakce probihé dle modelu

E+S % ES = P+E 2)

-1
Pt reakci enzymu [E] se substratem [S] dochazi k tvorbé pfechodné dvojice enzym-substrat
[ES]. Substrat se rozkldda na produkt P a enzym E se uvoliiuje. Zavedenim zjednodusujicich
predpokladi, ve kterych se pracuje s pocatecni reakeni rychlosti, kdy na zacatku reakce neni
pfitomen zadny produkt, je ustavena chemickd rovnovdha mezi enzymem, substritem a
komplexem enzym-substrat, koncentrace enzymu je o hodn€ mensi nez koncentrace substratu,

a enzym v reakci vyskytuje ve dvou formach — jako volny enzym a jako enzym-substrat, byla

odvozena rovnice popisujici rychlost enzymové reakce — tzv. rovnice Michaelise a Mentenové
Vmax X [S]

" Ky 51 ~

Rovnice Michaelise a Mentenové je zdkladni rovnici enzymové kinetiky. Vmax je limitni

rychlost, které je dosaZeno pfi vysokych koncentracich substratu, tedy ve chvili, kdy je vSechen
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enzym v komplexu ES. Michaelisova konstanta Km udéva hodnotu koncentrace, pii které je
reak¢ni rychlost rovna poloviné maximalni rychlosti a vyjadiuje afinitu enzymu k substratu.

Katalytickd t¢innost enzymt je nasledn€ vyjadfovana katalytickou konstantou Keat, ktera
se vyjadiuje vztahem

v,
“max 4
[E]r @

Kde [E]r udava celkovou koncentraci aktivnich mist (enzymu). Kcae vyjadiuje pocet

kear =

molekul substratu preménénych molekulou enzymu za jednotku casu.

V pribéhu méfeni aktivity enzymu je detekovana fluorescence rozstépeného
peptidického substratu (produktu). Pii pouziti substrati na bazi intramolekularniho zhaSeni
muze dochézet k efektim, které narusuji presnost méteni. Pokud je koncentrace substratu ptili§
vysoka dochazi k tzv. efektu vnitiniho filtru, ktery snizuje intenzitu fluorescence. Ve vyssich
koncentracich fluoroforu pak neni zavislost fluorescence na substratu linearni.

Intenzita fluorescence je piimo Umeérnd koncentraci rozSt€épeného substratu, tedy
produktu. Pro zji$téni, jakd zména koncentrace produktu odpovid4d jaké zméné intenzity
fluorescence, se musi vesSkery substrat ptemeénit na produkt. Toho bylo dosazeno ponechanim
desticky s koncentra¢ni fadou substratu a enzymem pies noc na stole. Nasledujici den byla
v této destiCce zmétena fluorescence. Poté byla vytvotfena kalibracni kiivka, kterd dava do
vztahu naméfenou intenzitu fluorescence produktu a koncentraci ptisluSeného substratu.
Hodnotami byla proloZena piimka. Nelinedrni hodnoty, tedy fluorescence z vysSich
koncentraci substratu, kde pravdépodobné dochazelo k efektu vnitiniho filtru, byly ze vSech
méfeni vyfazeny. Smérnici této ptimky je konstanta, pomoci které 1ze namétenou fluorescenci

produktu pfevést na koncentraci produktu.
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4.2.5 Diferenciacni skenovaci fluorimetrie

Ke zjisténi teploty tani proteazy 3-CL a k pfibliznému stanoveni vlivu inhibitoru na
stabilitu protedzy 3-CL byla pouzita metoda diferenciacni skenovaci fluorimetrie (DSF).
Teplota tani je stanovovana na zdklad¢ zavislosti zmény fluorescence fluorescenéni barvy na
rostouci teploté. K méfeni se pouziva klasicky qPCR termalni cyklator. Hlavni soucasti reakce
je fluorescencni hydrofobni barva SYPRO Orange. Barva SYPRO Orange je ve vodném
prostiedi zhaSena. Postupnym zvySovanim teploty vSak dochézi k rozbalovani proteinu a
k exponovani hydrofobnich oblasti, kam se nasledné barva vaze a dochézi tak ke zvySovani

fluorescence (Obr. 11).

! = Fluorescenéni barva

(- = Protein

Intenzita

20 45 90
Teplota [°C]
Obr. 11 Schéma pribéhu DSF. Pievzato a upraveno z (Bruce ef al., 2019)

K méfeni pomoci metody DSF byla potieba vysoka koncentrace proteinu. Na reakci o
objemu 25 ul bylo potteba 12,5 pg proteinu. Konecna koncentrace barvy SYPRO (5000X)
(Sigma-Aldrich) v reakci €inila 20X.

4.2.6 Identifikace vhodnych krystaliza¢nich podminek

Aby byly stanoveny optimalni podminky pro krystalizaci prekurzorové formy protedzy
3-CL, bylo nejdiive potifeba otestovat velké mnozstvi krystalizacnich podminek. Pro naneseni
jednotlivych podminek do rezervoart na krystalizacni desti¢ce Intelli Plate 96-Flat byl pouzit
krystaliza¢ni robot Crystal Gryphon (Art Robbins Instruments). Pro tento konkrétni test byla
pouzita sada krystalizacnich roztoki JCSG+ suite, ktera je vhodna pro pocatecni experimenty.
V sadé je obsaZeno 96 roztokti obsahujicich PEG, soli, neutralizované organické kyseliny nebo
organicka sraZedla v rozmezi pH od 4,0 do 10,5.

Ke otestovani podminek bylo potieba 25 pl proteinu o koncentraci 5 mg/ml.

Purifikovany protein byl tedy nejdfive pomoci koncentratoru (Amicon) s celulézovou
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membranou propoustéjici proteiny do 10 kDa zahuStén v centrifuze na pozadovanou
koncentraci.

Poté byl pomoci robotu Oryx smichan roztok proteinu s precipitacnim roztokem
z rezervoaru na desti¢ce a vedle téchto rezervoart robot na desti¢ce vytvoril sedici kapky.
K difuzi dochazelo proti 6 ul krystalizaéniho roztoku. Aby nedochazelo k vypafovani, byla
desticka ptelepena folii. Desticka byla ponechdna pii teploté 19 °C a automaticky pravidelné
fotografovana pomoci zafizeni pro monitorovani krystalizacnich experimenti (Rigaku

CrystalMation DT).
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava expresnich vektoru

Templatovy (WT, wild-type) konstrukt byl odvozen z vektoru pET-16b, ktery umoziuje
vkladat sekvence studovaného proteinu pod kontrolu T7 promotoru a ktery nese gen pro
rezistenci proti ampicilinu. Tento expresni plazmid kéduje gen pro histidinovou kotvu, po niz
nasleduje $t€pné misto pro faktor koagulacni kaskady Xa. Na tuto sekvenci jsme piipojili gen
kodujici fazni protein napodobujici prekurzorovou formu protedzy skladajici se ze 100
aminokyselin extramembranové C-koncové ¢asti proteinu nsp4, k niz je pfipojen gen pro
protedzu 3-CL. Mezi nsp4 a 3-CL se v tomto templatu vyskytuje pfirozené st€pné misto (Obr.
13)

Aby nedochdazelo ke Stépeni v pfirozeném St€épném misté a aby doslo k expresi celistvé
prekurzorové formy protedzy 3-CL, bylo potieba $tépné misto mutovat. Mutovany byly
aminokyseliny na C-konci stoaminokyselinového fragmentu. Mutace glutaminu a dalSich
aminokyselin §t€épného mista bylo dosazeno pomoci PCR. Byly navrzeny primery s bodovou
mutaci a jako ptedloha byl pouzit diive pfipraveny templatovy WT expresni plazmid.

Pomoci téchto primeri byl zvlast amplifikovan gen pro stoaminokyselinovy fragment
proteinu nsp4 s pozadovanou mutaci ve $t€épném misté¢ a gen pro proteazu 3-CL (Obr. 12).

Reakce probihala dle protokolu v kapitole (4.2.1.5).

918 bp

300 bp

Obr. 12: Ukazka agarézového gelu s amplifikovanymi sekvencemi koédujici stoaminokyselinovy fragment
(300 bp) proteinu nsp4 a sekvenci kodujici proteazu 3-CL (918 bp).
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Dle postupt z kapitol (4.2.1.5) a (4.2.1.6) bylo celkem pftipraveno 9 prekurzorovych
konstrukt (Obr. 13).

100 AK 1 AK 306 AK
P3P2P1 PT'
WT N-His-'lag- I'ISP4 AvLiLals Mpro .C

Konstrukty prekurzorové formy 3-CL s bodovou mutaci ve stepném miste

QN N-His-tag- nspd AVLN s Mere -C
QE N-His-tag- nsp4 aviels Me*e -C
QF N-His-tag- nspd AVLF|s MP -c
QR N-His-tag- nsp4d AvLR[S MPre -C
QK N-His-tag- nspd AVLEK S MP -C
Ql N-His-tag- nspd AvLI|s Mpre -C
QA N-His-tag- nspd avials Mo -C
QAA  N-His-tag- nspd Avaals M e
QAAA  N-His-tag- nspd aaaals MPre -C

Obr. 13 Grafické znazornéni vSech pripravenych konstrukti. Cervenym pismem jsou oznaceny jednotlivé
mutace ve §tépném misté. Vytvoreno v BioRender.com

5.2 Exprese prekurzorovych forem proteazy 3-CL

Aby byl identifikovan nejlepsi konstrukt pro dal§i méfeni, byly vSechny konstrukty
exprimovany v malém objemu média LB a nasledné analyzovany pomoci metody western blot.
Bakterie byly transformovany dle procesu popsaném v kapitole (4.2.2.1).

Rist bakterii vmédiu LB byl ovéfovan méfenim optické hustoty pomoci
spektrofotometru. Vysledkem tohoto méteni je ristova kiivka. Rst ma nékolik fazi. Poc¢atecni
fazi, tzv. fazi lag, ktera je charakterizovana buné¢nou aktivitou ale ne ristem. Dochézi k syntéze
proteinll nezbytnych pro replikaci. Bunky se zvétSuji, ale jesté nedochazi k jejich déleni.
V grafu se tato faze jevi jako témét konstantni kiivka. Dalsi faze je exponencialni, tzv. fdze log.
V této fazi se buiiky d€li binarnim délenim a zdvojndsobuji sviij pocet po kazdé generacni dobé.
K indukci pomoci IPTG doslo pii hodnoté ODsoo = 0,7. Pfidani IPTG a néasledné snizeni teploty
na 18 °C poté rlst vSak zpomali, protoZze dochéazi hlavné k expresi pozadovaného proteinu.

Nasledujici den byla kone¢na optické denzita o hodnot¢ 2,2 (Obr. 14).
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Obr. 14 Ukazka rustové ki'ivky pro bakterie E.coli Rosetta(DE3) exprimujici prekurzorovy konstrukt
QA. Kultivace bakterii probihala v médiu LB. Opticka denzita (O.D.) byla métena v nékolika ¢asovych
bodech pomoci spektrofotometru pii vinové délce 600 nm. K indukei exprese proteinu doslo pii O.D. o
hodnoté 0,7.

5.3 Exprese vSech konstruktii v malém objemu
Do mikrozkumavek s 20 pl kompetentnich bakterii BL21 DE3(Rosetta) byly pfidany 2
pl plazmidu kédujici piislusnou prekurzorovou formu proteazy. Dale transformace probihala
dle postupu popsaném v kapitole (4.2.2.1). Po narGstu bakterii na Petriho miskach byla vybrana
pouze jedna kolonie, ktera byla ockovéna do 10 ml média LB s ampicilinem. Narlst probihal
po dobu 5 hodin. Poté doSlo k indukci pomoci IPTG. Nasledujici den byl odebran vzorek

z kazdé zkumavky. Zbytek bakterii byl stoen a zamrazen.

Z odebranych vzorkl byl proveden western blot, a to dle postupu z kapitoly (4.2.3.4).

Obr. 15 Analyza vzorki odebranych po indukci exprese jednotlivych prekurzorovych konstrukti pomoci
metody western blot za pouziti protilitky SARS-CoV-2 3C-Like Protease antibody (Cell Signaling).
Exprese probihala v bakteriich E.coli Rosetta(DE3). 1) marker All blue (Biorad), 2) prekurzor s mutaci v aktivnim
misté, 3) konstrukt s piirozenym $tépnym mistem, 4) QN, 5) QE, 6) QK, 7) QR, 8) QF, 9) marker All blue (Biorad)
10) QL 11) QA, 12) QAA, 13) QAAA.
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U vétsiny prekurzorovych konstrukti dochazelo k vyraznému $tépeni na maturovanou
Stépném misté (QAAA) a konstrukt s Ile ve st€épném misté (QI) (Obr. 15). Prekurzory QAAA
a QI byly pro dalsi experimenty exprimovany ve velkém objemu média LB a nasledné

purifikovany.

5.4 Purifikace prekurzorovych konstruktii QAAA a QI
Purifikace prekurzorti probihala dle postupu popsanych v kapitolach (4.2.2.3) a

(4.2.3.1). Peleta s bakteriemi byla resuspendovana v lyza¢nim pufru. Bakterie byly lyzovany
pomoci ruéniho homogenizéru a nésledné¢ pomoci bunééného disruptoru. Bakterie byly poté
stoCeny a protein rozpustény v supernatantu byl nasledné purifikovan afinitni matrici Ni-NTA.
Supernatant, ktery protekl kolonkou byl nazvan FT (z angl. Flow through). Matrice v kolonce
s navazanym proteinem byla nasledné 3x promyta pétindsobnym objemem objemu matrice (3x
10 ml) promyvaciho pufru, aby doslo k vymyti nespecificky se vazajicich proteinti. Produkt
tohoto promyti byl nazvan Wash. Z takto promyté matrice byl nasledné eluovan protein. K eluci
byly pouzity 3 ml elu¢niho pufru. Tento cely proces byl opakovan jesté jednou s FT, aby doslo

k zachyceni co nejvétsiho mnozstvi proteinu. Celkovy objem eluovaného proteinu byl 6 ml.

Dalsi purifikace probihala pomoci GPC (cely postup popsan v 4.2.3.2). Ukazka

chromatogramu z pritbéhu purifikace pomoci GPC se nachazi na (Obr. 16)
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Obr. 16 Ukazka chromatogramu z purifikace pomoci gelové permeacni chromatografie.

Purifikace probihala na koloné HiLoad Superdex 75 prepgrade (GE Healthcare Life Sciences), pratok pufru (50
mM Tris HCI, 200 mM NaCl, 14 mM B-merkaptoethanol, pH 7,5) byl nastaven na 1 ml.min"! a maximalni mozny
tlak v koloné na 0,55 MPa. Jednotlivé sbirané frakce jsou oznaCeny pismenem a Cislem na ose X. Pik
v chromatogramu v 85. min odpovida pozadovanému proteinu.

Purifikace prekurzort protedzy 3-CL probihala vzdy ptiblizn€ z 6 g mokré pelety E.coli,
které nartstaly v 1,5 litrech média LB. Vytézek proteinu z vySe uvedeného mnozstvi bakterii

byl pokazdé ptiblizné 12 mg.
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Obr. 17 Analyza uspéSnosti purifikace pomoci elektroforézy v polyakrylamidového gelu. A) purifikace
konstruktu QAAA, B) purifikace konstruktu QI

Jako marker byly pouzity 3 pl All blue (Biorad). 1. draha: supernatant (nanaska 8 pl, z celkového objemu 250 ml),
2. drdha: FT 1 (nanaska 8 pl, z celkového objemu 250 ml), 3. draha: wash 1 (nanaska 8 pl, z celkového objemu
10 ml), 4. draha: eluce 1 (nanaska 3 pl, z celkového objemu 2 ml), 5. drdha: FT 2 (nanaska 8 pl, z celkového
objemu 250 ml), 6. draha: wash 2 (nanaska 8 pl, z celkového objemu 10 ml), 7. draha: eluce 2 (nanaska 3 pl,
z celkového objemu 2 ml), drahy 8. — 12.: frakce z GPC (nanasky 3 pl, objem frakce 3 ml).

Uspésnost purifikace byla nasledné ovéfena pomoci SDS-PAGE (Obr. 17). Dle
mnozstvi pruhli v jednotlivych drahdch gelu lze konstatovat, Zze purifikace byla pomérné
uspesnd. I pres vysoky vytézek celé purifikace je mozné v drahéach 3. a 6. pozorovat, Ze urcité
mnozstvi proteinu uniklo pfi promyvacich krocich a z drah 2. a 5. je zfejmé, Ze se Cast

prekurzoru na matrici Ni-NTA nezachytila.
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5.5 Meéreni enzymové aktivity

5.5.1 Optimalizace koncentrace enzymu
Aby byla nalezena vhodna koncentrace prekurzorovych proteaz k dal§imu méfeni, byla
meéfena pocatecni rychlost stépeni substratu S2 pfti jeho konstantni koncentraci (50 pM) pfi

riznych koncentracich enzymu. Koncentrace enzymu se pohybovala od 0,1 uM az po 6 uM.

(Obr. 18).
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Obr. 18 Grafy znazoriujici zavislost rychlosti reakce na koncentra¢ni radé prekurzorovych konstrukti
QAAA a QI s konstantni koncentraci substratu S2 (50 pM). Méteni probihalo v triplikatech.

U obou konstruktti byla pro dalsi experimenty zvolena 2 uM koncentrace. Jedna se o
koncentraci proteinu, u niZ Ize jiz zaznamenavat dostate¢nou zménu fluorescence a zaroven
nedochazi k velké spotfebé proteinu. Nelinedrni vztah mezi pocateni reak¢ni rychlosti a
koncentraci enzymu ukazuje na pravdépodobné uplatnéni efektu dimerizace enzymu v tomto

koncentra¢nim rozmezi.

5.5.2 Michaelisova konstanta

Pro stanoveni Michaelisovy konstanty bylo potieba vytvofit koncentra¢ni fadu substratu.
Byla ptipravena koncentracni fada substratu v rozpéti od 200 uM do 0,1 uM, a to dvojkovym
fedénim zasobniho roztoku z prvni jamky desti¢ky. Reakce byla zahdjena ptfidanim 20 pl
prekurzoru QAAA ¢i QI, jehoZ kone¢na koncentrace v reakci byla 2 pM. Reakéni objem €inil
100 ul. Desticka byla vlozena do pfistroje Tecan Spark Magellan a byla méfena zména intenzity
fluorescence pfi jednotlivych koncentracich po dobu 30 min.

Aby byly eliminovany nepfesnosti méfeni byly vytvofeny kalibracni kiivky pro oba

pouzivané substraty (S1 a S2). Tyto kiivky davaji do vztahu fluorescenci po uplném rozstépeni
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substratu (produkt) a koncentraci substratu. V dal§ich méfeni jsme se drzeli pouze v linedrnim
rozsahu méteni fluorescence. Kfivky byly poté prolozeny pfimkami a byla urcena jejich
smérnice, kterd odpovida pocatecni reakéni rychlosti St€peni substratu, resp. piibyvani produktu

(Obr. 19).

A) 600007 v _ 7520 + 4208 o
S ]
< ] o
o 40000—_
Q
c -1
Q -
Q
2 ]
© 20000+ o
S O nelinearni hodnoty
T

0 50 100 150 200
koncentrace substratu [uM]

B)

(3]
(=]
(=]
o
o

Y =511.9"X + 448.3

E-y
(=]
(=]
(=]
o

(2]
(=
(=
o
o

N
(=
L=
(=]
(=]

O nelinearni hodnoty

Fluorescence [A.U.]
-
(=]
o
o
o

0 R R T AR R R R R R |

0 50 100 150
koncentrace substratu [uM]

Obr. 19 Stanoveni koeficienti pro prepocet hodnot zmén fluorescence na koncentraci
produktu, ze zavislosti zmény fluorescence zcela rozstépeného substratu, tedy produktu
na koncentraci substratu. Méteni probihalo v triplikatech. K tiplnému §tépeni substratu byla
pouzita maturovana proteaza 3-CL.

Dle grafii jsou hodnoty fluorescence linearni pouze do koncentrace substratu o hodnoté
50 uM. Koeficient, ktery byl pouzit pii pfepoctu zmény fluorescence na reakéni rychlost je u
substratu S1 roven pfiblizn€ hodnot€ 752 a u substratu S2 hodnoté 512.

Rychlost je vyjadiena jako smérnice zavislosti rozdilu intenzity fluorescence na case.
Smérnice je pro kazdou koncentraci odliSnd. Abychom mohli tuto smérnici pfevést na rozdil
koncentrace produktu na Case, byly vSechny smérnice pro jednotlivé koncentrace vydéleny

koeficientem 512 a 752.
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Piepocitané smérnice (zména koncentrace produktu za ¢as) byly v programu GraphPad
vyneseny na osu Y a koncentrace substratu na osu X. Michaelisova konstanta Kv a maximalni

rychlost Vmax byly ziskany z vynosu Michaelise a Mentenové (Obr. 20).
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Obr. 20 Stanoveni Michaelisovy konstanty pro prekurzorové konstrukty QAAA a QI se substraty S1 a S2.
Byly zméfeny pocatecni rychlosti (smérnice zavislosti zmény fluorescence na koncentraci substratu), které byly
vydéleny vypoctenymi koeficienty 512 a 752 pro dany substrat (Obr. 18). Méfeni probihalo v triplikatech. Tyto
hodnoty byly poté vyneseny do zavislosti s koncentraci substratu v programu GraphPad Prism. Pomoci GraphPad
Prism byly poté stanoveny hodnoty Vmax a K.

Dale byla stanovena katalytické konstanta keat, tedy pocet molekul substratu preménénych
molekulou enzymu za 1 s. Stanoveni je vSak pouze orientacni, nebot’ je tfeba znat presnou
koncentraci aktivnich mist protedzy, kterou lze zjistit titraci aktivnich mist inhibitorem.
V tomto piipadé¢ to vSak znize uvedenych divodi (viz. kapitola 5.6) nebylo mozné a
koncentrace proteinu byla stanovena pomoci spektrofotometrického méfeni pti vinové délce

280 nm. Hodnoty kcat jsou tedy pouze orientacni (Tab. 4).
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Tab. 4 Srovnani hodnot Km a hodnot katalytické i¢innosti prekurzoru proteazy 3-CL

QAAA QI
Substrat S1 S2 S1 S2
Km [uM] 258 + 32 158 £ 11 78 £ 11 28+ 5
Vimax [AM/s] | 0,050 + 0,005 0,106 0,006 | 0,0038 £ 0,0004 | 0,0040 + 0,0004
*Keat [571] 0,02 0,05 0,002 0,002

*hodnoty pogitany pro koncentrace enzymu uréené pomoci spektrofotometrického méfeni celkové koncentrace
proteinu pii 280 nm.

5.5.3 Substratova knihovna

Substratova specifita byla zkoumana s pouzitim pozi¢ni knihovny, kdy vzdy jedna
aminokyselina v pozici P3-P3° byla nahrazena jednou biogenni aminokyselinou (kromé

cysteinu). Méfeni bylo provadéno v 364jamkové desti¢ce (popsano v kapitole 4.2.4.1).

sekvence pfirozeného stépného mista:
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Obr. 21 Mapa znazoriiujici pomér medidnu pocateCnich rychlosti Stépeni substratu

s jednoaminokyselinovymi substitucemi v pozicich od P3 po P3¢ a referencniho substratu. Kazdé méfeni
probihalo v triplikatech se substraty o koncentraci 40 pM. Celkovy objem reakce ¢inil 25 ul. Jako rychlostni
median byla stanovena rychlost v jamkach se substraty s aminokyselinovou sekvenci Thr-Ser-Ala-Val-Leu-Gln |-
Ser-Gly-Phe-Arg-Lys-Met. Barvy znac¢i poméry rychlosti Stépeni daného substratu vici pfirozenému substratu.
V oranzovém spektru se pohybuji hodnoty o rychlosti vyssi nez 100 %. Bila barva znaci rychlosti pohybujici se
v hodnotach od 100 % po 80 % vici pfirozenému substratu a spektrum modré barvy od 80 % do 0 %. Nejtmavsi
modra barva znazoriuje negativni hodnoty.

Byla stanovena aktivita prekurzoru proteazy QAAA ve dvou nezavislych méfenich

(kazdé meéteni probihalo v triplikatech) s jednotlivymi substitu¢nimi variantami substratu a
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rychlosti byly normalizovany podle aktivity naméfené s pfirozenym substratem Thr-Ser-Ala-

Val-Leu-Gln|-Ser-Gly-Phe-Arg-Lys-Met (Obr. 21).

V pozicich P3 a P2 prekurzor QAAA vykazuje nejvyssi specifitu. V P3 pozici prekurzor
rozeznava hlavné ptirozeny Val a v P2 pozici nejlépe rozeznava prirozeny Leu. Dale v P2
pozici ¢astecné toleruje hydrofobni aminokyseliny Ala, Val a Ile, ale také pozitivné€ nabity Lys.
V P1 pozici se zda, ze pro alespon ¢astecné St€peni nemusi byt nutna ptitomnost Gln. Proteaza
tolerovala i polarni Arg, His, Ser, Thr a Lys a nepolarni Pro, Gly, a Phe. V P1° pozici
rozpoznava primarné piirozeny Ser, avSak prekurzor je v této pozici schopen Castecné i
tolerovat Met, Asp, Pro, Gln, Arg, Ser, Thr a Val, tedy aminokyseliny o riiznych vlastnostech.
Z pozic P2¢ a P3° je jasné vidét, Ze zde prekurzorova protedza rozeznava Sirokou Skalu
aminokyselin, znichz se mnohé S$tépi vyrazné¢ lépe oproti piirozené vyskytujicim se
aminokyselinam. Lépe, nez vychozi pfirozeny substrat se Stépily peptidy s Ala a His v P2°

pozici, dale se vyrazn¢ Iépe Stépily substraty s Ala, Gly, His, Ile, Met, Asn a Gln v P3* pozici.

5.6 Inhibi¢ni studie

Inhibice prekurzorovych protedz byla zkouména pomoci metody diferenciacni
skenovaci fluorimetrie DSF, jejiz princip je popsan v kapitole 4.2.5. Tato metoda byla zvolena
vzhledem k nizké aktivité enzymu, kterd se po pfidani inhibitori ztracela v Sumu a méteni

poskytovalo nekonzistentni vysledky.

5.6.1 Koncentra¢ni rada komerc¢nich inhibitoru

F F
0 O NH NH
HN
\\(O H o (o T
. 0 e
\ | O\I-rN\.)J\N “ONa
N \"J\ s H
S N ~ o] OH
N [y Y
Nirmatrelvir GC376

Obr. 22 Struktury komerc¢nich inhibitora proteiazy 3-CL viru SARS-CoV-2 Nirmatrelviru a GC376.
Ptevzato z (Owen et al., 2021) a (Vuong ef al, 2020).
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Obr. 23 Ukazka kiivek z postupného rozbalovani prekurzoru QAAA pii zvySujici se teploté za pritomnosti
riznych koncentraci nirmatrelviru pomoci DSF. A) Zavislost fluorescence na rostouci teploté. B) Zavislost derivace
hodnot zmény fluorescence na teploté. Rist teploty tani (Twm) za pfitomnosti inhibitoru je viditelné na posunu kiivek

smérem k vyssim teplotam.
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Obr. 24 Srovnani teplot tani (Tm) prekurzori QAAA (A) a QI (B) za pritomnosti riznych koncentraci
komercnich inhibitora nirmatrelviru a GC376. Pro srovnani byla zméfiena teplota tani prekurzoru v
pritomnosti DMSO (4 %). Méfeni probihalo v triplikatech.
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Byla zméfena koncentracni fada komer¢nich inhibitorti nirmatrelviru a GC376 (Obr. 22).
Koncentrace prekurzori QAAA a QI vtomto méfeni byla 10 uM. Teplota tdni (Tm) bez
inhibitoru za ptitomnosti 4 % DMSO se pohybovala u konstruktu QAAA kolem 45 °C a u
konstruktu QI kolem 42 °C. K méfeni byla zvolena koncentra¢ni fada inhibitorti od 20 uM po
500 uM. K narastu Tm doslo az pii 50 uM koncentraci inhibitorti. Za pfitomnosti 50 uM
nirmatrelviru doslo u konstruktu QAAA k nartstu T, 0 5 °C, zatimco u konstruktu QI doslo
k nartistu az o 7 °C. ZvySovani T se u obou prekurzorovych konstrukta zastavilo na 300 uM
nirmatrelviru, kde teplota tani ¢inila ptiblizné 52 °C. Co se tyce inhibitoru GC376, tak pii 50
uM koncentraci doslo u obou konstruktii k navySeni piiblizné¢ o 4 °C. Stabilizacni ucinek
inhibitoru GC376 dosahl maxima pti 400 uM, kde €inila Ty u prekurzoru QAAA piiblizné 52
°C au prekurzoru QI 50 °C (Obr. 24).

5.6.2 Srovnani inhibitoru

Vzhledem k dostatecné ucinnosti 50 uM koncentrace inhibitoru, byla tato koncentrace

zvolena pro analyzu dalSich potencionalnich inhibitort, které byly syntetizovany na UOCHB.
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Obr. 25 Srovnani teplot tani (Tm) prekurzorovych proteaz QI a QAAA v pritomnosti 50 pM inhibitori.
Meéfeni probihala v triplikatech.

45



5_' +GC376
E 4_' STS1768  eNirmatrelvir
e “STS1784
= 3
<]
5 2 *SARS 11a
1_‘ #STS1790
MH42
M@'SARSI @Nﬂf’n -
w° 1 2 3 4 5 6
QAAA ATm [°C]

Obr. 26 Porovnani rozdila teplot tani v piitomnosti 50 pM inhibitori u prekurzori QAAA a QI. Naose Y
je vynesen rozdil mezi teplotou tani (Tr) QI v pfitomnosti 4% DMSO a T, QAAA s danym 50 pM inhibitorem.
Na ose X je vynesen rozdil mezi Ty, QAAA v piitomnosti 4% DMSO a Tr, QI s danym 50 puM inhibitorem. Graf
znazoriuje pramérnou uspé$nost danych inhibitord.

V tomto meéfeni se jako nejlépe inhibujici slouceniny ukazaly komeréni inhibitory
nirmatrelvir a GC376, které teplotu tani prekurzorovych variant zvysily v praiméru o 5-6°C.
Z inhibitort, které byly syntetizovany na UOCHB byly v 50 uM koncentraci nejuéinnéjsi
molekuly STS1768 a STS1784, které zapfticinily zvyseni teploty tani prekurzort piiblizné€ o 4
°C (Obr. 26) (Obr. 25).

5.7 Pokus o krystalizaci prekurzoroveé varianty QAAA

Obr. 27 Ukazka druht proteinovych precipitati prekurzorové formy QAAA v riznych podminkach.
Koncentrace proteinu ¢inila 5 mg/ml. Obrazky precipitati byly pofizeny po 90 dnech inkubace v podminkach ze sady
krystaliza¢nich roztokti JCSG+ suite. A) 0,2 M chlorid amonny, 20 % (w/v) PEG 3350, B) 0,1 M bicin pH 9,0, 10 %
(w/v) PEG 6000, pH 9, C) 0,02 M chlorid vapenaty, 0,1 M octan sodny pH 4,6, 30 % (v/v) MPD, D) 0,1 M HEPES pH
7,5, 10 % (w/v) PEG 8000, 8 % (v/v) ethylenglykol, E) 0,1 M citronan sodny pH 5,5, 20 % (w/v) PEG 3000, F) 0,2M
thiokyanat sodny 20 % (w/v) PEG 3350
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Pii pokusu o krystalizaci prekurzorové varianty QAAA nebyly ani v jedné podmince
pozorovany krystaly. V testovanych podminkach bylo vSak pozorovano nékolik druhti
precipitati. Byly pozorovany tmavé granularni precipitaty (Obr. 27 B a D), které z velké ¢asti
nevedou k tvorb¢ krystali. Dalsi podminky obsahovaly tmavé amorfni agregaty, které jsou
Casto zptisobené vysokou koncentraci proteinu ¢i srazedla (nebo obojiho) (Obr. 27 C aE). Dale
byly pozorovany neamorfni precipitaty s lokalizovanymi tmavymi oblastmi, které v n¢kterych

pripadech mohou vést k tvorb¢ krystalti (Obr. 27 F).
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6 DISKUZE

Protedza 3-CL viru SARS-CoV-2 se vzhledem ke své nezbytné roli v replikacnim cyklu
viru stala dilezitym cilem pro vyvoj antivirotik. Vyvijené inhibitory jsou ¢asto mifeny do
aktivniho mista proteazy, kam se kovalentné vazou a proteolytickou aktivitu tim zastavuji.
Postupem casu vSak mize dochazet k mutacim tohoto aktivniho mista a k tvorbé variant
proteazy rezistentnich vic¢i danému inhibitoru. Je tedy potieba hledat nové latky s odliSnymi
zpisoby vazby na danou cilovou makromolekulu nebo nachédzet nové cilové enzymy i
strukturni proteiny, které by bylo mozné inhibovat. Tato diplomova prace se zamétila na
studium prekurzorové proteazy 3-CL viru SARS-CoV-2, tedy proteazy, ktera je stale soucasti
polyproteinu, jejiz vlastnosti a detaily autokatalytické aktivace nejsou zatim dostate¢né
popsany. V ramci této prace byly pfipraveny modelové prekurzorové formy proteazy 3-CL,
bylo vyhodnoceno jejich autokatalytické Stépeni, vybrané dvé varianty byly purifikovany a byla
studovana jejich enzymova aktivita, substratova specifita a inhibice. Byly vytvotfeny fizni
proteiny s N-koncovou dekahistidinovou purifika¢ni kotvou nasledovanou §t€épnym mistem pro
Xa protedzu, stoaminokyselinovym extramembranovym C-koncovym fragmentem proteinu
nsp4 a proteazou 3-CL.

Abychom mohli studovat vlastnosti modelového prekurzoru, hledali jsme vhodnou
mutaci, kterd by zamezila autokatalytickému vysStépovani proteazy 3-CL z prekurzoru. Ve
vSech §tépnych mistech, které proteaza 3-CL v ramci polyproteinu rozeznava se v P1 pozici
nachazi glutamin. Ten je dle dosavadni literatury dileZity k tomu, aby doSlo k G¢innému
samovystépeni proteazy z polyproteinu a k uvolnéni ostatnich nestrukturnich proteini (Anand
et al.,2003; Chuck et al., 2010; Wu et al., 2015; Jin et al., 2020; Rut et al., 2020; Zhang et al.,
2020). Abychom tomuto §té€peni zabranili, byl Gln substituovan za jiné aminokyseliny.

Bylo pfipraveno celkem devét expresnich konstruktii prekurzorové formy protedzy 3-
CL. Nejdiive byl substituovan glutamin v P1 pozici, poté jsme zaménili 1 sousedici
aminokyseliny v P2 i v P3 pozici. V mutované P1 pozici byly zastoupeny aminokyseliny kyselé
(kys. glutamova), bazické (arginin, lysin), polarni nenabité (asparagin), nepolarni (alanin,
izoleucin) 1 aromatické aminokyseliny (fenylalanin). Téchto devét konstrukti bylo
exprimovano v malém mnozstvi média a produkce prekurzoru proteazy 3-CL byla poté
analyzovéna pomoci western blotu. Ukazalo se, Ze z jednoaminokyselinovych zamén byla
aminokyselinu. Z vice aminokyselinovych zdmén byla nejacinnéjsi zdmeéna tii aminokyselin ze

Stépného mista za tfi Ala. Vysledkem druhého konstruktu jsou tedy Ctyti Ala ve St€épném miste

48



diky pfirozené se vyskytujicimu se Ala v P4 pozici. Ostatni mutace se ukazaly byt neucinné a
dochazelo bud'to k ¢astecnému ¢i uplnému odstépovani maturované protedzy 3-CL od N-
terminalniho fragmentu. Zda se jedna o odstépeni maturované formy proteazy bylo ovéreno N-
koncovou sekvenaci variant QN a QA, kterd nam potvrdila vyskyt autentického N-konce
protedzy 3-CL. Divodem pro¢ k tomuto $té€peni dochazi by mohla byt skutecnost, ze je
maturovana proteaza 3-CL schopna rozeznavat a §tépit substraty, které v P1 pozici nesou i jiné
aminokyseliny nez glutamin. Konkrétné bylo pozorovano, ze v P1 rozeznava kromé Gln 1 His,
Met a Gly (Chuck et al., 2010; Koudelka et al., 2021; Pablos et al., 2021; Luo et al., 2023).
Sirsi specifita v P1 pozici byla pozorovéana i u prekurzorové formy protedzy 3-CL v ramci
naseho méfeni substratové knihovny (viz nize). Nekteré rozeznavané aminokyseliny v Pl
pozici v rdmci substratové knihovny se vSak neshoduji s vysledky z western blotu. Je tedy
mozné, ze zaménou aminokyseliny v P1 pozici také dochazi k tvorbé sekvence, kterou béhem
kultivace rozeznéavaji bakterialni proteazy a dochazi tak k jejimu stépeni.

Ke kultivaci ve velkém objemu a k purifikaci byly vybrany konstrukty QAAA a QL
Exprese proteaz v bakteriich je Casto problematickd, nebot’ jeji nadprodukce je pro bakterie
toxickad. Prekurzorové forma se vSak v bakteriich exprimovala velmi dobfe. JiZ vysoka exprese
téchto prekurzorovych konstrukti naznafovala snizenou aktivitu oproti maturované formeé
proteazy 3-CL. Vytézek purifikaci obou konstruktd prekurzori z 1,5 1 média LB s bakteriemi
E. coli vzdy ¢inil pfiblizné 10 mg.

K tomu, aby proteaza 3-CL fadné¢ fungovala, vyZaduje dimerizaci. Tuto vlastnost jsme
také otestovali u naSich prekurzorovych protedz. Zavislost pocatecni reakcni rychlosti striktné
monomerniho proteinu nebo striktné dimerniho proteinu na koncentraci enzymu by byla
linedrni. Nelinearita kiivek u obou prekurzorii znaci pfitomnost monomeru i dimeru v riznych
pomérech v koncentraénim rozmezi od 0,1 uM po 6 uM. Tento vysledek je v rozporu
s n€kterymi studiemi zabyvajicimi se prekurzory, ve kterych pfidanim dal§ich aminokyselin na
N-konec protedzy 3-CL zpisobilo vyrazné naruSeni dimerizace. Konkrétni pficinu odtivodiiuje
studie Xue ef al. (2007), kde se uvadi, Ze serin Serl na N-konci protedzy 3-CL je zésadni pro
jeji aktivitu. Volna aminoskupina Serl jednoho protomeru totiz tvoii kritické interakce
s aminokyselinami aktivniho mista Glul66 a Phel40 druhého protomeru. V pfitomnosti
pfidanych aminokyselinovych zbytkli na N-konci nebyla NH skupina Ser1 schopna tvofit solné
mustky s aktivnim mistem druhého protomeru, coz indukovalo kolaps v jeho S1 kapse (Xue et
al., 2007). Dale v pracich Hsu ef al. (2005) a Chen et al. (2010), popisuji, Ze je k Giplné aktivaci
proteolytické aktivity protedzy nutné nejdiive zajistit cis-St€peni N-konci. S nasimi vysledky

vSak souhlasi data z nejnové;si studie Noske ef al. (2023) publikované v ¢asopise Nature, kde
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naznacuji, Ze zpracovany N-konec je sice podstatny ke spravnému sbaleni protedzy 3-CL, avSak
k dimerizaci neni tfeba a k dimerizaci prekurzori (polyproteinll) je pouze potieba vazby
jakéhokoliv ligandu (St€épného mista v polyproteinu) do aktivniho mista (Noske et al., 2023).
Zajimavy je rozdil v aktivit¢ mezi prekurzorovymi konstrukty QI a QAAA. Vzhledem k vysoké
aktivité¢ proteazy 3-CL by mohla byt diivodem pro zvySenou aktivitu QAAA kontaminace
maturovanou protedzou. Pokud bychom vsak tuto skute¢nost zanedbali, divodem by mohla byt
serinu 1 s glutamatem 166.

Oba prekurzory se od maturované protedzy 1iSi i v dalSich enzymologickych
charakteristikach. K méfeni byly pouzity fluorescencni substraty S1 (substrat o kanonické
sekvenci) a S2 (substrat s modifikovanymi aminokyselinami navrZzeny a syntetizovany na
UOCHB). Prekurzor QAAA vaze substrat S2 (Km = 158 = 11 pM) 1,6x 1épe neZ substrat S1
(Km = 258 £ 32 uM), coz je v souladu s hypotézou, ze by substrat S2 mél vykazovat vyssi
afinitu a ptfidané modifikované aminokyseliny tak zvysily afinitu substratu k protedze. To samé
bylo pozorovano i u konstruktu QI, jehoZ afinita k substratu S2 (Km = 28 + 5 uM) byla 2,7x
lep$i nez k substratu S1 (Km = 78 = 11 uM). Vyssi hodnoty Km u varianty QAAA by mohly
byt zplsobeny naptiklad voln€j$im spojenim 100 aminokyselinového fragmentu, ktery tak
muze vice zasahovat do aktivniho mista, kde tak kompetuje vice se substraty S1 a S2. Oba
prekurzory vSak vazou piirozeny substrat S1 hiife oproti maturované proteaze 3-CL, u niz
v pfitomnosti substratu s pfirozenou sekvenci (odpovidajici substratu S1) byla hodnota Km =
10.5+3.2 uM (Kuo et al., 2021). Ze stanovenych konstant Ize soudit, Ze QI vaZe oba substraty
lépe nez QAAA, varianta QAAA vsak substraty premétiuje rychleji (keat QI S1 = 0,002 s, S1
= 0,002 s!; keat QAAA S1 =0,02 57!, S2 = 0,05 s!). Ke stanoveni katalytické konstanty je
potieba zjistit pfesnou koncentraci aktivnich mist protedzy pomoci titrace inhibitorem. Titrace
inhibitorem vSak nebyla moZna, kviili nizké aktivité prekurzord, ktera se po pfidani inhibitort
ztracela v Sumu a méfeni poskytovalo nekonzistentni vysledky. K vypoctu keae byla pouzita
koncentrace celkového proteinu v reakei, kterd byla zmétena na spektrofotometru NanoDrop®.
Hodnoty keat jsou tedy pouze orientacni.

Dalsi vlastnost, kterou jsme sledovali, byla substratova specifita. Obecné plati, Ze virové
proteazy vazou substraty riznych aminokyselinovych sekvenci s vysokou specificitou. Byl
vyvinut koncept substratového obalu - konzervovaného trojrozmérného tvaru, ktery definuje
vazbu substratu (Shaqra et al., 2022). Pro maturovanou proteazu 3-CL bylo dokazéano, ze ma

velmi tvarné aktivni misto, tato vlastnost je dilezita, kviili Sirokému spektru substratt, které
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protedza musi rozeznavat (Obr. 28). Tato skuteCnost by mohla byt jest¢ vyraznéjsi u

prekurzorové formy této proteazy (Kneller et al., 2020; Pefalver et al., 2021).
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Obr. 28 Aminokyselinové sekvence konzervovanych polyproteinovych Stépnych mist rozeznavané
proteazou 3-CL viru SARS-CoV-2. Pievzato z (Chen et al., 2022)

V této praci byla otestovana knihovna substrati odvozena od ptirozeného st€pného
mista na N-konci 3-CL. Pozice P3-P3" byly postupné nahrazeny vzdy jednou biogenni
aminokyselinou. Naméfenim této knihovny bylo otestovano, jaké aminokyseliny prekurzorova
varianta proteazy 3-CL preferuje v jednotlivych pozicich §tépného mista. K méteni byl pouzit
konstrukt QAAA. Na UOCHB byla také proméfena tato substratova knihovna s maturovanou
protedzou 3-CL. V tomto ptipadé se zadny substrat nestépil 1épe nez vychozi pfirozeny substrat.

Pozice P3 a P2 se zdaji byt stejn€ jako u maturované protedzy 3-CL konzervované;si i
v ptipad¢ prekurzorové formy protedzy. V P1°-P3° pozicich maturovand i prekurzorova
varianta protedzy nejevi pfiliSnou specifitu. Nékteré zdmény v pozicich P2¢ a P3° vSak
zpisobuji az trojnasobné zvyseni rychlosti Stépeni substratu oproti ptirozené sekvenci, coz dale
ukazuje na moZnost navrhu substratu, ktery by prekurzorova forma §tépila 1épe nezZ piirozeny
substrat.

Stépeni substratu s riznymi aminokyselinami v P1 pozici lze také porovnat s western
blotem exprimovanych konstrukti s mutacemi v P1 pozici. Za ptedpokladu in cis autostépent
béhem exprese téchto konstruktii a in trans Stépeni substratu v rdmci substratové knihovny,
muzeme spekulovat o rliznych narocich na P1 pozici substratu pro in cis $t€peni a pro in trans
Sté€peni. In cis dokéazal prekurzor $tépit substrat s Asn, Glu, Lys, Arg, Ala a Phe v P1 pozici.
Dle substratové knihovny vSak in trans substrat s Ala, Asn a Glu v P1 pozici neni S§t€pen viibec.
Co vSak souhlasi je slabé Stépeni substratu s Lys, Arg a Phe v P1 pozici. Substrat s Ile v P1
pozici v jednom ze dvou méteni vykazuje castecné stépeni. Prekurzor pii Stépeni in trans dale
v P1 pozici naznacuje ¢aste¢nou toleranci Pro, Ser, Thr, Gly a His.

Inhibice prekurzorové protedzy 3-CL byla popséna pouze v jedné studii, a to pomoci
fluorescenéné znacenych ligandi (Pefialver ef al., 2021). V ramci této diplomové prace byly

zkoumany dal$i moZznosti inhibice prekurzorové formy. PouZili jsme metodu zvanou
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diferenciacni skenovaci fluorimetrie, nékdy také zndma pod nazvem thermal shift assay. Zde
jsme pozorovali, jaky vliv budou mit rizné inhibitory na teplotu tani prekurzoru.

Teplota tani prekurzoru QAAA ¢inila bez inhibitoru (za pfitomnosti DMSO) 43-45 °C,
zatimco prekurzoru QI 4043 °C. Vysledky naznacuji, ze je prekurzor QAAA by mohl byt
mirné stabilngjsi oproti prekurzoru QI, ale rozdily se stiraji v ramci experimentalni chyby. U
maturované protedzy 3-CL byla zaznamenana teplota tani pfiblizné pti 55 °C (Boras et al.,
2021). Tento teplotni rozdil naznacuje, ze jsou prekurzorové struktury méné stabilni a pii
zvysSovani teploty dochazi k ¢asnéjSimu rozbaleni.

Dale byly naméteny koncentra¢ni fady dvou komercnich inhibitord, a to klinicky
pouzivaného nirmatrelviru a experimentalniho inhibitoru GC376. Koncentrace obou
prekurzorii v nasich experimentech ¢inila pfiblizn€ 10 uM. Zvolili jsme tedy koncentraéni fadu
inhibitorii za¢inajici od 20 pM, kde vSak nedochazelo k Zadnému efektu. Zména teploty tani u
prekurzort byla zaznamenana az od 50 pM koncentrace nirmatrelviru a GC375. Po inkubaci
$ 50 uM nirmatrelvirem a GC376 doslo ke zvysSeni teploty u konstruktu QAAA k maximaln¢ o
4-5 °C, zatimco u konstruktu QI o 4-7 °C. U maturované protedzy dochézi ke zvySeni teploty
tani po inkubaci s 20 pM nirmatrelvirem aZ o 18 °C a inkubace s 20 pM GC376 zpiisobuje
zvySeni teploty tani o 17,6 °C (Sacco et al., 2022). Tento vysledek by mohl naznacovat, ze
konstrukt QI nepatrné 1épe vaze inhibitor, ale rozdily jsou opét v rdmci experimentalni chyby.
Rozdil mezi nirmatrelvirem a GC376 je zde minimalni a na oba konstrukty prekurzoru piisobi
podobné. Vyrazny rozdil ve stabilizaci maturované protedzy a prekurzorové protedzy
1 aktivniho centra.

Dale jsme zjiStovali, jestli prekurzory podobn& inhibuje néktery z inhibitorh
syntetizovanych na UOCHB. Jako &4ste¢né uinné se pii 50 uM koncentraci ukazaly inhibitory
STS1768 a STS1784, které teplotu tani zvysily pfiblizn€ o 3 °C. Ani jedna z téchto sloucenin
vSak nepfedcila inhibi¢ni G€inek komercnich inhibitord. Je tedy nutné provést SirSi otestovani
dalSich potencionalnich molekul, které by prekurzor mohly inhibovat.

Abychom mohli zkoumat, jak se prekurzor odliSuje strukturou od maturované formy,
pokusili jsme se prekurzor také zkrystalizovat. Prekurzor byl dvakrat pfecistén pomoci gelové
chromatografie. Vysledkem naseho pokusu o krystalizaci byly pouze precipitaty. Byla nalezena
jedna podminka, ve které se tvotil neamorfni precipitat. Tato podminka muze byt slouzit jako
voditko k modifikacim této vychozi podminky v dal§ich krystaliza¢nich experimentech.
V ramci nékolika studii byla vyfeSena krystalova struktura z nékterych prekurzorovych forem.

Ptikladem muze byt napt. prekurzor Gly-Met-3-CL ze studie Fu et al. (2020), ktery ve struktuie
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vykazoval pouze nepatrné rozdily od maturované protedzy. Ve struktuie Gly-Ala-Met-3-CL
skupiny Noske et al., (2021) vSak dochazi k vyraznému posunu domény III, ktera vykazuje
otevien¢jsi konformaci. Dale doslo ke strukturdlnim zméndm v aktivnim misté, které
pravdépodobné ovliviiuji Stépeni substratu. Pfidané N-terminalni zbytky dale ovliviiuji pozici
Serl. Dochazi k vyraznému zplo$téni substratové kapsy S1 a naruseni rozpoznavani Gln
(Noske et al., 2021).

Ani v jedné studii na N-konci nebyl pfipojen fragment o takové délce jako v této praci.
VyieSeni prekurzorovych konstrukti QAAA a QI bude tedy piredmétem az dalSich
experimentll. V roce 2009 vsSak byla vyfeSena krystalova struktura cytoplazmatického C-
termindlniho fragmentu proteinu nsp4 viru ko€i¢i infekéni peritonitidy (FIPV). Jednalo se o
fragment o délce 100 aminokyselin (Obr. 29) (Manolaridis et al., 2009). Srovnanim
aminokyselinovych sekvenci téchto fragment pro virus SARS-CoV-2 a pro virus kocici
infek¢ni peritonitidy mizeme ziskat o néco blizsi predstavu o vzhledu této struktury. Podobnost

téchto fragmentt je vSak pouze 56 % (Obr. 30).

c

wewr

Obr. 29 Struktura C-terminalniho fragmentu proteinu nsp4 viru ko¢i¢i infekéni peritonitidy. Pievzato
z (Manolaridis et al., 2009).

SARS-CoV-2 |LFEGDKFVGSFESAAMGTFVIDMRSYETLVNSXXTSLDRIKSYANSFNKY 51

FIPV VFNGVSF-STFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQYNRYLALYNKY 51
SARS-CoV-2 KYYTGSMGEADYRMACYAHLGKALMDYSVSRMDKLYTPPTVSVHNXSTLQ 180

FIpv KYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLQ 180

Obr. 30 Srovnani aminokyselinovych sekvenci C-terminalniho fragmentu proteinu nsp4 viru koci¢i infek¢ni
peritonitidy (FIPV) a viru SARS-CoV-2.
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Mezi ulohy, které je tfeba vytesit v rdmci dalSich experimentd, patii podoba struktury
nami vytvofenych prekurzorovych forem protedzy. V budoucich studiich je tedy tfeba
pokracovat v krystaliza¢nich experimentech. Je dale tfeba, aby doslo k obsahlejSimu otestovani
molekul, které by dokazaly prekurzorové formy specificky vazat a inhibovat. Je také mozné
pokusit se navrhnout selektivni substrat nebo inhibitor pro prekurzorovou formu proteazy. Dale
se stale naskytd nedofeSend otdzka, jakym zplsobem dochazi k autokatalyze maturované
proteazy z polyproteinu. Dodnes se tento mechanismus nepodafilo piesné vyiesit, je tedy na

misté, aby se na tento problém budouci vyzkum jesté zaméfil.
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7 ZAVER

Prvnim z cilt této prace byl navrh a ptiprava plazmidi pro expresi variant prekurzora
SARS-CoV-2 3-CL proteazy a identifikace vhodnych mutaci S§t€épného mista. Bylo celkem
naklonovano a exprimovano devét prekurzorovych faznich proteinovych konstruktti proteazy
3-CL viru SARS-CoV-2 skladajiciho se z dekahistidinové purifika¢ni kotvy nésledovanou
Stépnym mistem pro Xa protedzu, stoaminokyselinovym extramembranovym C-koncovym
fragmentem proteinu nsp4 a samotnou protedzou 3-CL. Substituce konzervovaného Gln ve
Stépném miste za Ile (oznacovany jako konstrukt QI) vyrazné omezilo odd€lovani maturované
proteazy z prekurzorového konstruktu. Stejné ucinné byly mutace aminokyselin v P1-P3 pozici
za tfi alaniny (oznacovany jako konstrukt QAAA).

Nésledovalo navrzeni a provedeni vhodného purifikaéniho postupu vybranych
prekurzorovych forem. Purifikace byla nejdiive provedena pomoci afinitni matrice Ni-NTA, na
kterou se proteiny navazaly pomoci histidinové kotvy. Nésledné purifikace probihala pomoci
gelové permeacni chromatografie. Celkovy vytézek z 6 g bakterii E. coli u obou konstruktt
¢inil pfiblizné 9 mg/1 bakterialni kultury.

Poté byly studovany vlastnosti prekurzorovych forem proteazy 3-CL. Nejdtive byly
stanoveny enzymologické vlastnosti prekurzori QAAA a QI. K méfeni byly pouzity
dodekamerni peptidové fluorescencni substraty S1 (substrat s pfirozenou konzervovanou
sekvenci) a S2 (substrat s modifikovanymi aminokyselinami syntetizovany za t¢elem G¢inné;jsi
vazby k protedze). Konstrukty QAAA a QI vaZzou substrat S1 1épe nez substrat S2 a konstrukt
QAAA z téchto dvou konstrukti vykazuje vyssi aktivitu.

Déle byla zkouména substratova specifita prekurzorové varianty QAAA, ktera vykazuje
nejvétsi konzervovanost v pozici P3 substratu. Pozice pfed mistem Sté€peni (pozice P) se zdaji
byt konzervovangjsi neZ pozice za mistem Sté€peni (pozice P¢). V pozicich P1°-P3° prekurzor
QAAA vykazuje nejniZsi specifitu a zaroven nékteré varianty substratl $tépi 1épe nez vychozi
substrat.

V ramci dalsiho cile byla studovana stabilizace prekurzorovych forem protedzy 3-CL
potencionalnimi inhibitory. Pomoci experimentii zalozenych na denaturaci proteinu se
zvySujici se teplotou byla otestovana termostabilita prekurzorovych variant jak samotnych, tak
v pfitomnosti komer¢nich inhibitor nirmatrelviru a GC376. Teplota tani prekurzorovych
variant QAAA a QI ¢inila v priméru 43 °C, oproti maturované protedze 3-CL maji mensi
stabilitu. Inkubace s 50 uM nirmatrelvirem a GC376 stabilizovala obé varianty a teplota tani se

zvysila u prekurzoru QAAA o 4-5 °C a prekurzoru QI az o 4-7 °C.
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Byly také identifikovany dvé sloudeniny STS1768 a STS1784 (syntetizovany na UOCHB),
které zpusobily pti 50 uM koncentraci zvySeni teploty tani u obou variant, avSak nepted¢ily
ucinnost komer¢nich inhibitort.

Ziskané poznatky budou pouzity v dalSim studiu prekurzorovych forem proteazy 3-CL.
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