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Abstrakt 

Virus SARS-CoV-2 (z angl. Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), původce 

onemocnění COVID-19 (z angl. coronavirus disease 2019), je obalený virus s pozitivním RNA 

genomem. Po vazbě viru na receptor buňky a po uvolnění genomu do cytoplazmy dochází 

k okamžité translaci virového genomu. Překládá se do polyproteinu skládajícího se 

z nestrukturních proteinů nezbytných pro replikaci viru. Součástí tohoto polyproteinu je také 

proteáza 3-CL, která se z tohoto polyproteinu autokatalyticky vyštěpuje a dále uvolňuje (a tím 

aktivuje) jednotlivé proteiny. Vzhledem k této klíčové funkci v replikaci viru se stala proteáza 

3-CL významným cílem pro návrh specifických antivirotik. V rámci předložené diplomové 

práce jsme se zaměřili na studium prekurzorové formy této proteázy, tedy proteázy, která je 

stále součástí polyproteinu. Prekurzorová forma proteázy 3-CL byla napodobena připojením 

extramembránového C-koncového fragmentu sousedního proteinu nsp4 o velikosti sto 

aminokyselin na N-konec maturované formy proteázy. Cílem bylo zjistit, jakým způsobem 

sekvence přidaná na N-konec maturované proteázy ovlivňuje její enzymové charakteristiky. 

V rámci práce byly identifikovány mutace N-koncového štěpného místa, které zabrání 

rozštěpení prekurzoru na maturovanou formu, což umožňuje získání purifikované prekurzorové 

formy 3-CL proteázy a její další studium. Byla studována enzymová aktivita prekurzoru, 

substrátová specifita a termostabilita. Tato diplomová práce obsahuje informace, které mohou 

být uplatněny ve vývoji antivirotik, která by cílila na prekurzorovou formu proteázy 3-CL. 
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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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virus, SARS-CoV-2, protease 3-CL, Mpro, precursor, inhibition   
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1 

1 ÚVOD 

Skupina nesegmentovaných pozitivních jednovláknových RNA virů známých jako 

koronaviry je zodpovědná za různé lidské nemoci, od běžného nachlazení až po smrtelné 

respirační infekce. Virus SARS-CoV-2 (z angl. Severe acute respiratory syndrome coronavirus 

2), který byl v prosinci roku 2019 objeven v Číně, se stal nejnovějším členem této skupiny 

(Zhou et al., 2020). Virus se postupně rozšířil do dalších zemí a způsobil tak celosvětovou 

pandemii. Onemocnění, které tento virus způsobuje, bylo nazváno COVID-19 (z angl. 

coronavirus disease 2019) (Alimohamadi et al., 2020). Po infekci buňky virem SARS-CoV-2 

je jeho genom okamžitě přeložen do polyproteinu. Tento polyprotein musí být rozštěpen, aby 

se uvolnily jednotlivé nestrukturní proteiny nezbytné pro replikaci viru. Součástí tohoto 

polyproteinu je i proteáza 3-CL, která je zodpovědná za svou autoaktivaci vyštěpením a za 

uvolnění většiny nestrukturních proteinů z polyproteinu (Chen et al., 2020). Díky své zásadní 

roli při replikaci viru se proteáza 3-CL stala jedním z nejlépe charakterizovaných nestrukturních 

proteinů viru SARS-CoV-2. Díky absenci homologů v lidském těle a díky jeho unikátním 

vlastnostem v rozpoznávání místa štěpení se stala proteáza 3-CL hlavním cílem pro vývoj 

antivirotik. K dnešnímu dni byl již vyvinut lék proti onemocnění COVID-19 známý pod 

obchodním jménem Paxlovid™. Jeho účinná látka nirmatrelvir cílí na aktivní centrum proteázy 

3-CL, kam se kovalentně reverzibilně váže a zamezuje tak enzymové aktivitě (Owen et al., 

2021). Proteáza však může časem podléhat mutacím a vyvinuté léky mohou ztrácet na 

účinnosti. Proto vědci pokračují v hledání dalších účinných látek mířících buďto na aktivní 

centrum proteázy či na různá alosterická místa. Dalším potenciálním cílem by se mohla stát 

prekurzorová proteáza 3-CL, která je stále součástí polyproteinu. Tato forma proteázy 3-CL 

může nést odlišnosti ve struktuře aktivního místa nebo může mít i jiná pro návrh léčiv 

využitelná vazebná místa, která v maturované formě proteázy chybí. Struktura a inhibice 

prekurzorové formy však ještě nebyla dostatečně prostudována. Návrhem modelových 

prekurzorů, jejich vlastnostmi a inhibicí se proto zabývá tato diplomová práce. 

První část této diplomové práce shrnuje dosavadní poznatky o proteáze 3-CL viru 

SARS-CoV-2 a jejích prekurzorových formách. V praktické části byly navrženy, naklonovány, 

exprimovány a purifikovány prekurzorové konstrukty proteázy 3-CL. Pomocí kinetických 

metod byly charakterizovány enzymatické vlastnosti a substrátová specifita prekurzorů 

proteázy 3-CL a pomocí metody diferenciační skenovací fluorimetrie byla otestována interakce 

vybraných inhibitorů s těmito prekurzory. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 SARS-CoV-2 

Virus SARS-CoV-2 (z angl. Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) se řadí 

do čeledi Coronaviridae. Jedná se o obalené sférické viry, které nesou pozitivní RNA genom. 

Čeleď Coronaviridae byla takto pojmenována díky velkým molekulám glykoproteinu S (z angl. 

spike), které jsou přítomny na povrchu viru a dávají tak virionům tvar připomínající sluneční 

koronu. Čeleď Coronaviridae se člení do čtyř rodů: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, 

Gammacoronavirus a Deltacoronavirus. Alfakoronaviry a betakoronaviry infikují zejména 

savce, zatímco gamakoronaviry a deltakoronaviry primárně infikují ptáky (Payne, 2017). Virus 

SARS-CoV-2 se řadí do rodu Betacoronavirus (Gorbalenya et al., 2020).  

K objevu prvního koronaviru došlo ve 30. letech minulého století, kdy bylo popsáno 

virové agens, které způsobilo záněty plic u kuřat v Severní Dakotě. Jednalo se o virus infekční 

bronchitidy. První lidský koronavirus byl však objeven až v 60. letech 20. století, a to v nosním 

sekretu chlapce, který trpěl nachlazením. Nachlazení způsobilo infekční agens známé pod 

označením B814. Jeho infekčnost byla poté prokázána kultivací v lidské embryonální 

tracheální kultuře a následnou inokulací tohoto viru do dobrovolníků (Tyrrell a Bynoe, 1965). 

Současně Hamre a Procknow (1966) objevili nový RNA virus, který byl získán od 

nachlazených studentů medicíny. Jednalo se o virus 229E, který měl neobvyklé vlastnosti a na 

základě experimentů bylo stanoveno, že není příbuzný s doposavad známými myxoviry a 

paramyxoviry (Hamre a Procknow, 1966). Almeida a Tyrrell (1967) se shodli na tom, že viriony 

ptačí infekční bronchitidy kuřat a viriony nově objevených lidských virů B814 a 229E si jsou 

velmi podobné (Almeida a Tyrrell, 1967). V roce 1968 byly tyto viry zařazeny do skupiny tzv. 

koronavirů (Nature, 1968; Tyrrell et al., 1975). 

Od té doby byly identifikovány další lidské koronaviry, z nichž některé způsobily 

lokální epidemie i 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 Číně v provincii Kuang-tung vyskytl koronavirus  

SARS-CoV, nyní označovaný jako SARS-CoV-1, který vznikl rekombinací netopýřích 

koronavirů, překonal druhovou bariéru a infikoval lidskou populaci. Tento virus byl na člověka 

přenesen prostřednictvím mezihostitele, a to pravděpodobně palmové cibetky či psíka 

mývalovitého (Guan et al., 2003). Od propuknutí se SARS-CoV-1 postupně rozšířil do více než 
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24 zemí a bylo celkem nahlášeno přes 8000 případů z nichž virus usmrtil přes 700 lidí (WHO, 

2015). 

V roce 2003 byl objeven lidský koronavirus NL63 a v roce 2004 lidský koronavirus 

HKU. Tyto koronaviry však způsobují jen běžná nachlazení (van der Hoek et al., 2004; Woo 

et al., 2005). 

V létě 2012 propukla na Blízkém východě další epidemie, která byla způsobena novým 

koronavirem MERS (z angl. The Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), jehož 

primárním rezervoárem jsou velbloudi (Dudas et al., 2018). Nákaza se významně rozšířila na 

jaře 2013. MERS je charakterizován v porovnání se SARS-CoV-1 menší úmrtností, zato větší 

smrtností. Do roku 2022 se celosvětově virem infikovalo přes 2600 lidí a zemřelo jich přes 900 

(WHO, 2023).  

Ke konci roku 2019 došlo ve městě Wuhan v Číně k rozšíření záhadného zápalu plic. 

Později bylo zjištěno, že původcem onemocnění je nový koronavirus, a to virus SARS-CoV-2. 

Většina vědců se domnívá, že ohnisko začalo jedním či vícenásobným přenosem zoonózy na 

trhu ve Wuhanu (Zhou et al., 2020; Liu et al., 2023). Nebyl však vyvrácen možný únik z blízké 

laboratoře, která se podobnými viry zabývá (Yee et al., 2021). Virus SARS-CoV-2 způsobuje 

onemocnění COVID-19 (z angl. coronavirus disease 2019). Lidé s onemocněním COVID-19 

mohou pociťovat celou řadu příznaků od těch mírných až po závažné. Část infekcí může však 

proběhnout i asymptomaticky. První příznaky se projevují obvykle po pěti až šesti dnech od 

nákazy. Mezi běžné mírné příznaky se řadí zvýšená teplota, únava, kašel či bolest hlavy. U 

pacientů byla také zaznamenána ztráta čichu i chuti. Ačkoliv je onemocnění většinou mírné, 

může přejít do závažnějších forem onemocnění jako je zápal plic či syndrom akutní dechové 

tísně (Alimohamadi et al., 2020; Gibson et al., 2020). U některých jedinců může po prodělání 

akutní infekce virem SARS-CoV-2 dojít k tzv. dlouhodobému COVIDu (z angl. long COVID). 

Jedná se o stav zahrnující často závažné příznaky jako jsou potíže s dýcháním, bolest při 

dýchání, svalová bolest, ztráta chuti a čichu, brnění končetin či celková únava (Ballering et al., 

2022). 

2.1.2 Struktura viru SARS-CoV-2 

2.1.2.1 Virion 

Viriony SARS-CoV-2 jsou obalené a obsahují dlouhou molekulu RNA, která je 

enkapsidována do nukleoproteinu N (Huang et al., 2004b). Dále strukturu virionu tvoří lipidový 

obal, jehož součástí jsou transmembránové proteiny, a to glykoprotein S, membránový protein 

M (z angl. membrane) a obalový protein E (z angl. envelope) (Mandala et al., 2020; Wrapp et 
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al., 2020; Zhang et al., 2022). Pod elektronovým mikroskopem se virus jeví jako kulovitá 

částice o průměru přibližně 100 nm nesoucí na svém povrchu trimery proteinu S tvořící již dříve 

zmíněnou „koronu“ (Obr. 1) (Yao et al., 2020).  

2.1.2.2 Genom 

Virus SARS-CoV-2 nese nesegmentovanou pozitivní RNA o délce 30 kb. Na 5’konci 

RNA si stejně jako ostatní koronaviry virus SARS-CoV-2 syntetizuje čepičku a na 3’konci 

RNA nese sekvenci polyA (Yogo et al., 1977; Lai a Stohlman, 1981; Lu et al., 2020). První 

dvě třetiny genomu tvoří dva otevřené čtecí rámce (ORF), z nichž jeden kóduje polyprotein 1a 

a z druhého ORF se po ribosomálním sklouznutí (po posunu čtecího rámce) exprimuje delší 

polyprotein 1ab. Z těchto polyproteinů jsou následně oddělovány jednotlivé nestrukturní 

proteiny, které jsou nezbytné pro replikaci viru. Zbylá třetina genomu nese geny pro strukturní 

proteiny, které tvoří virion. V genomu viru se dále nachází devět doplňkových genů (z angl. 

accessory) (Chan et al., 2020; Kim et al., 2020). Kromě těchto genů, jsou součástí RNA i tzv. 

vedoucí sekvence a netranslatovaná oblast (UTR), které se nacházejí na jejím 5’ i 3‘ konci. 

UTR tvoří velké množství vlásenek, které jsou nezbytné pro interakci proteinů účastnících se 

replikace a transkripce genomu. Mezi geny kódujícími strukturní proteiny se dále nacházejí 

transkripční regulační sekvence (TRS), které jsou nezbytné pro správně fungující expresi těchto 

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

2.1.2.3 Strukturní a nestrukturní proteiny 

Glykoprotein S je hlavní transmembránový protein, který tvoří trimer. Jeho N-koncová 

část (S1) formuje „kyj“ (z angl. club) a obsahuje doménu pro navázání receptoru a iniciuje 

přichycení k buňce. C-koncová doména je zanořena do membrány a v trimerické podobě 

formuje „stopku“ (z angl. stalk) (Wrapp et al., 2020). Ve virionu je nejvíce zastoupený 

Obr. 1 Schéma virionu viru SARS-CoV-2. Převzato a upraveno z (Satarker and Nampoothiri, 2020). 

Vytvořeno v Biorender.com  
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membránový protein M (z angl. membrane). Jeho N-koncová část je v kontaktu s proteinem S a 

C-koncová část je v kontaktu s nukleokapsidou, tedy s proteinem N, což je důležité pro 

morfogenezi virionu (Zhang et al., 2022). Protein E se ve virionu nachází pouze v malém 

množství a zastává roli ve formování virionů a pučení z hostitelské buňky (Mandala et al., 

2020). 

Jak už bylo výše zmíněno, virus SARS-CoV-2 odděluje jednotlivé nestrukturní proteiny 

z dlouhých polyproteinů. Funkce nestrukturních proteinů jsou stručně shrnuty v následující 

tabulce (Tab. 1)  

 

Tab. 1 Přehled nestrukturních proteinů  

Název 

proteinu 
Funkce Zdroj 

Název 

proteinu 
Funkce Zdroj 

nsp1 
inhibice hostitelské 

translace 

(Schubert et 

al., 2020) 
nsp9 

RNA vazebný 

protein 

(Egloff et 

al., 2004) 

nsp2 
potlačování produkce 

cytokinu IFN-β 

(Xu et al., 

2022) 
nsp10 

kofaktor 

exoribonukleázy 

nsp14 

(Bouvet et 

al., 2012) 

nsp3 

multidoménový 

multifunkční protein, 

jednou z domén je PL 

proteáza, která 

uvolňuje nsp1 a nsp2 

z polyproteinu 

(Harcourt et 

al., 2004; 

Neuman et 

al., 2008) 

nsp12 
RNA dependentní 

RNA polymeráza 

(Ahn et al., 

2012) 

nsp4 

role v remodelaci 

intracelulárních 

membránových 

struktur 

(Roingeard 

et al., 2022) 
nsp13 

RNA trifosfatáza 

hydrolyzující y-

fosfát na nascentní 

mRNA 

(Newman 

et al., 2021) 

nsp5 

3-CL, hlavní proteáza, 

uvolňuje proteiny 

nsp6-nsp16 

z polyproteinu 

(Chen et al., 

2020) 
nsp14 

exoribonukleáza a 

guanin-N7-

methyltransferáza 

(Bouvet et 

al., 2012) 

(Ogando et 

al., 2021) 

nsp6 

role v remodelaci 

intracelulárních 

membránových 

struktur 

(Roingeard 

et al., 2022) 
nsp15 

endoRNáza 

(specifita k uridinu) 

(Frazier et 

al., 2021) 

nsp7 

kofaktor RNA 

dependentní RNA 

polymerázy nsp12 

(Subissi et 

al., 2014) 
nsp16 

S-adenosyl-L-

methionin 

depdendentní 

methyltransferáza 

(Aouadi et 

al., 2017) 

nsp8 

kofaktor RNA 

dependentní RNA 

polymerázy nsp12 

(Subissi et 

al., 2014) 
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2.1.3 Replikační cyklus 

2.1.3.1 Vstup do buňky 

Aby mohl virus SARS-CoV-2 vstoupit do buňky, musí virový povrchový protein S 

interagovat s buněčným receptorem nazývajícím se buněčný angiotensin-konvertující enzym 2 

(ACE2, z angl. angiotensin-converting enzyme 2) (Lan et al., 2020). Fúzogenní protein S se 

skládá ze dvou částí, z části S1 a S2, které zprostředkovávají připojení k buněčné membráně a 

následnou fúzi. Exponovaná S1 obsahuje receptor vázající doménu (RBD), která rozhoduje o 

tropismu viru. Transmembránový protein S2 obsahuje fúzní peptid, který zprostředkovává fúzi 

virové a buněčné membrány (Bosch et al., 2003; Yuan et al., 2017). Kromě vazby na receptor 

je pro uskutečnění fúze nezbytné proteolytické štěpení proteinu S buněčnými proteázami, 

zejména serinovou proteázou 2 (TMPRSS2). Ta aktivuje doménu S2, která zprostředkovává 

fúzi virové a buněčné membrány. Fúze mezi virovou a buněčnou membránou vytváří pór, přes 

který je virová RNA uvolňována do cytoplazmy hostitelské buňky (Hoffmann et al., 2020). 

Virus do buňky může také vstupovat skrze endocytózu. Dojde k navázání na receptor ACE2 a 

tento komplex podléhá endocytóze a dostává se do lumen endozomu. Takto se do buňky 

dostává celá virová částice. Po jejím vstupu do endozomu dochází k fúzi s membránou 

endozomu a k následnému uvolnění RNA do cytosolu (Bayati et al., 2021). 

2.1.3.2 Exprese a replikace 

Jak již bylo popsáno výše, koronaviry nesou pozitivní RNA s čepičkou na 5’konci a 

polyA sekvencí na 3’konci. Takováto RNA se také běžně nachází v lidském organismu, po 

uvolnění RNA do cytoplazmy tedy dochází k nasednutí hostitelských ribozomů na RNA a 

k okamžité translaci genomu. Nejdříve dochází k translaci ORF1a, avšak po proklouznutí 

ribozomu na tzv. kluzké sekvenci (z angl. slippery sequence), nastává také translace ORF1b 

díky posunu čtecího rámce. Toto vede k produkci dvou různě dlouhých polyproteinů. Vzniká 

buďto kratší polyprotein 1a (nesoucí proteiny nsp1 – nsp11), v případě přesmyknutí ribozomu 

vzniká delší polyprotein 1ab (nesoucí proteiny nsp1 – nsp16) (Obr. 2). Proklouznutí ribozomu 

je klíčovou událostí translace, neboť vede k syntéze proteinů nsp12 – nsp16, které jsou 

klíčovými účastníky virové replikace. K proklouznutí ribozomu dochází na sekvenci 

U_UUA_AAC před prvním stop kodonem, kde se vytváří tzv. pseudouzel, který blokuje postup 

ribozomu (Brierley et al., 1987; Baranov et al., 2005; Bhatt et al., 2021). 
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Nově vzniklý polyprotein se částečně kotví pomocí transmembránových proteinů nsp3, 

nsp4 a nsp6 do membrány endoplazmatického retikula. Přibližně sto aminokyselin C-konce 

proteinu nsp4 je cytoplazmatických (Obr. 2) (Oostra et al., 2007). Součástí polyproteinu jsou 

také již výše zmíněné cysteinové proteázy, nsp3 (proteáza podobná papainu, PLpro) a nsp5 

(proteáza podobná chymotrypsinu, 3-CL, Mpro), které tento polyprotein štěpí na jednotlivé 

nestrukturní proteiny (Harcourt et al., 2004; Chen et al., 2020). V průběhu infekce 

endoplazmatické retikulum podléhá remodelačním událostem, kdy nsp3 a nsp4 interagují a 

indukují párování membrán. Nsp6 indukuje membránové ohnutí. Nestrukturní proteiny a 

genomová RNA jsou následně vtaženy do dvoumembránových váčků (z angl. double 

membrane vesicles, DMVs), kde je virová RNA chráněna před přirozeným imunitním 

systémem hostitele (Angelini et al., 2013; Hagemeijer et al., 2014). 

Replikace a transkripce se dějí v rámci replikačních organel tvořených z DMVs pomocí 

proteinového replikačně transkripčního komplexu (RTC). Jednotlivé exprimované proteiny 

vytvoří RTC a replikují virovou RNA. Nedříve dochází k úplnému přepisu pozitivní RNA do 

negativní RNA. Tato negativní RNA následně slouží jako předloha k tvorbě nových pozitivních 

RNA (Zhai et al., 2005; Kirchdoerfer a Ward, 2019). 

K tvorbě strukturních proteinů vede tzv. diskontinuální transkripce. Transkripce je 

iniciována na 3’konci genomové pozitivní RNA, kde dojde k přerušení přepisu na sekvenci 

TRS. Nascentní řetězec i s polymerázou disociuje od pozitivního vlákna RNA a dojde 

k přenesení na vedoucí sekvenci TRS (k 5’konci pozitivní RNA) a hybridizaci 

komplementárních sekvencí TRS. Poté dojde k dosyntetizování sekvence a vzniku negativní 

subgenomové RNA. Takto vznikne sada negativních subgenomových RNA (Sawicki a 

Sawicki, 1995).  

Obr. 2 Schématické zobrazení polyproteinu 1ab. Oranžové šipky znázorňují místa štěpení proteázou 3-CL a 

zelené šipky znázorňují místa štěpení pro proteázu PL. Převzato a upraveno dle (Swiss Institute of Bioinformatics, 

nedatováno). Vytvořeno v Biorender.com 
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2.1.3.3 Morfogeneze virionu 

Subgenomová RNA uniká z DMVs skrze pór vytvořený proteinem nsp3, aby se v 

cytoplazmě translatovala a vytvořila tak strukturní proteiny (Wolff et al., 2020). Genomová 

RNA se také skrze pór dostává do cytoplazmy, kde je zachycena proteinem N a kondenzována 

(Stertz et al., 2007). Ze subgenomové RNA se translatují strukturní proteiny. Strukturní 

proteiny jsou integrovány do membrány ER a přemisťují se do ER-Golgi intermediálního 

kompartmentu (ERGIC). K formování nových virionů dochází ve chvíli, kdy se k membráně 

ERGIC dostává enkapsidovaná virová RNA, která se následně vnořuje dovnitř pomocí M a E 

proteinů (Bergner et al., 2022). Předpokládalo se, že nově vzniklé viriony jsou transportovány 

mezi membránovými kompartmenty a následují biosyntetickou sekreční dráhu, kterou 

využívají jiné obalené viry. V nedávné studii je však naznačeno, že únik viru SARS-CoV-2 

z buňky je zprostředkován lysozomální exocytickou dráhou (Ghosh et al., 2020). Další studie 

navrhuje, že k úniku virionu dochází pomocí sekrečních vezikulů, z nichž každý obsahuje 

pouze jednu virovou částici (Eymieux et al., 2021). 

2.1.4 SARS-CoV-2 a přirozený imunitní systém  

Přirozený imunitní systém rozpoznává molekulární vzory spojené s patogeny (PAMPs, 

z angl. pathogen-associated molecular patterns) prostřednictvím receptorů pro rozpoznávání 

vzorů (PRR, z angl. pattern recognition receptor). PRR jsou zejména součástí imunitních 

buněk, mezi které se řadí makrofágy, monocyty, dendritické buňky, neutrofily či NK buňky. 

Tyto PRR rozpoznávají PAMPs, jimiž mohou být virové nukleové kyseliny (ssRNA, dsRNA), 

virové proteiny, lipidy a strukturní složky. V reakci na tuto interakci imunitní buňky aktivují 

zánětlivé signální dráhy a vyvolávají imunitní reakci. Mezi PRR se řadí receptory podobné genu 

I indukovatelného kyselinou retinovou (RLR, z angl. retinoic acid-inducible gene-I-like 

receptors), receptory podobné proteinu Toll (TLR, z angl. Toll-like receptors), receptory 

podobné oligomerizační doméně vázající nukleotidy (NLR, z ang. Nod-like receptor), dále 

existuje syntáza cyklického GMP-AMP (cGAS, z angl. cyclic GMP-AMP synthase)–stimulátor 

interferonových genů (STING, z angl. stimulator of interferon genes) signální dráha (shrnuto v 

Diamond a Kanneganti, 2022). Všechny dráhy jsou znázorněny na (Obr. 3). 

2.1.4.1 TLR signalizace 

TLR jsou exprimovány v celém lidském dýchacím traktu, ale vykazují heterogenní 

expresi napříč populacemi imunitních buněk. Na buněčném povrchu se nachází  

např. receptor TLR2 či TLR4, kde dochází k rozpoznání povrchových molekul viru 

(Choudhury a Mukherjee, 2020; Zheng et al., 2021). V případě, kdy virus vstupuje 
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endocytózou, dochází k rozpoznání virové RNA v endozomu, a to např. pomocí receptorů 

TLR3 či TLR7 (Totura et al., 2015; Bortolotti et al., 2021). Tyto receptory po navázání RNA 

dimerizují a dochází k dalšímu přenosu signálu buďto v rámci dráhy závislé na proteinu 

primární odpovědi myeloidní diferenciace 88 (My-D88, z angl. myeloid differentiation primary 

response 88), která vrcholí tvorbou prozánětlivých cytokinů či dráhy závislé na interferon-β 

indukujícím adaptéru obsahující doménu TIR (TRIF, z angl. TIR-domain-containing adapter-

inducing interferon-β), která vede k tvorbě interferonů typu I (IFN I) (Totura et al., 2015). 

2.1.4.2 RLR signalizace 

Na počátku RLR signalizace je protein exprimovaný z genu I indukovatelného 

kyselinou retinovou (RIG-I, z angl. retinoic acid-inducible gene I) a protein 5 asociovaný s 

diferenciací melanomu (MDA-5, z angl. melanoma differentiation-associated protein 5) (Kato 

et al., 2006). Poté, co koronavirus uvolní svůj genom do cytoplazmy, začne RNA tvořit 

sekundární struktury, které rozpoznává protein MDA-5 (Kato et al., 2006; Pichlmair et al., 

2006). RIG-I rozpoznává čepičku na 5’konci koronavirové RNA, která se liší od té hostitelské 

(Hornung et al., 2006; Kato et al., 2006; Pichlmair et al., 2006). Tyto receptory poté 

oligomerizují a indukují polymerizaci filament mitochondriálního antivirového signálního 

proteinu (MAVS, z angl. mitochondrial antiviral-signaling protein) v membráně mitochondrie, 

které následně vážou 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). Přes tyto proteiny dochází k aktivaci regulačních proteinů, které jsou importovány do 

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

2.1.4.3 NLR signalizace 

K aktivaci signalizace NLR běžně dochází skrze PAMPs, které jsou rozeznávány 

pomocí receptorů podobných oligomerizační doméně vázající nukleotidy (NLR, z angl. 

nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors). NLR jsou receptory, které jsou 

přítomny v cytoplazmě ve formě neaktivního monomeru NLRP. Poté co NLRP rozpozná 

PAMP, spojuje se s adaptérovými proteiny, skrze které dochází k rekrutování prokaspázy-1. 

Z těchto proteinů se vytváří tzv. inflamasom. Virus SARS-CoV-2 konkrétně aktivuje protein 

NLRP3 skrze virový protein N či skrze svou jednovláknovou RNA bohatou na guanin 

(Campbell et al., 2021; Pan et al., 2021). Prokaspáza-1 se následně autokatalyzuje a tím dojde 

k tvorbě aktivní kaspázy-1, která proteolyticky aktivuje prozánětlivé cytokiny jako jsou IL-1β 

a IL-18 (shrnuto v Swanson et al., 2019). 
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2.1.4.4 cGAS-STING dráha 

cGAS-STING dráha, která se aktivuje při detekci cytoplazmatické DNA, je kritická pro 

omezení replikace DNA virů, ale i RNA virů. Infekce SARS-CoV-2 indukuje poškození 

mitochondrií, které může uvolnit mitochondriální DNA do cytoplazmy. Dochází tak 

k enzymatické aktivaci cGAS a syntéze cyklického GMP-AMP (cGAMP). cGAMP se váže na 

STING, které se nachází na membráně endoplazmatického retikula, což vede ke konformačním 

změnám a polymerizaci (Ablasser et al., 2013; Sun et al., 2013; Wu et al., 2013). Při průchodu 

ERGIC systémem STING rekrutuje TBK1 (z angl. TANK-binding kinase 1) a dojde k jeho 

autofosforylaci, k fosforylaci STING a k rekrutování IRF3 (Zhang et al., 2019). IRF3 

dimerizuje a translokuje se do jádra (Tanaka a Chen, 2012). 

  Obr. 3 Schéma jednotlivých drah přirozené imunity účastnící se detekce viru SARS-CoV-2.  

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

Receptor porodbný proteinu Toll (TLR, Toll-like receptor), protein primární odpovědi myeloidní diferenciace 88 (My-

D88, z angl. myeloid differentiation primary response 88), kináza spojená s receptorem interleukinu (IRAK, z angl. 

the interleukin receptor associated kinase), kináza 1 aktivovaná transformujícím růstovým faktorem-β (TAK1, z angl. 

transforming growth factor-β-activated kinase 1), protein vázající TAK1 (TAB, z angl. TAK1-binding protein), 

mitochondriální antivirový signální protein (MAVS, z angl. mitochondrial antiviral-signalling protein) faktor spojený 

s TNF receptorem (TRAF, z angl. TNF receptor-associated factor), IκB kináza (IKK, IκB kinase), interferon-β 

indukující adaptér obsahující doménu TIR (TRIF, z angl. TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β), 

kináza 1 vázající TANK (TBK1, z angl. TANK-binding kinase 1), regulační faktor interferonu 3 (IRF3, z angl. 

interferon regulatory factor 3), gen I indukovatelný kyselinou retinovou (RIG-I, z angl. retinoic acid-inducible gene 

I), protein 5 asociovaný s diferenciací melanomu (MDA-5, z angl. melanoma differentiation-associated protein 5), 

syntáza cyklického GMP-AMP (cGAS, z angl. cyclic GMP-AMP synthase), cyklický GMP-AMP (cGAMP, z angl. 

cyclic GMP-AMP), stimulátor interferonových genů (STING, z angl. stimulator of interferon genes), receptor podobný 

oligomerizační doméně vázající nukleotidy (NLR, z angl. nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors), 

interferon I (IFN I), interleukin-1β/18 (IL-1β/18). 

 

MAVS 
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2.2 Proteáza 3-CL 

3-chymotrypsinu podobná proteáza (3-CL, z angl. 3-chymotrypsin like protease), také 

známa jako hlavní proteáza (Mpro, z angl. main protease), či nestrukturní protein 5 (nsp5, z 

angl. nonstructural protein 5) je hlavní proteáza řadící se do třídy vysoce konzervovaných 

cysteinových hydroláz u β-koronavirů. Proteáza 3-CL viru SARS-CoV-2 sdílí 96% sekvenční 

identity s orthologem proteázy viru SARS-CoV-1. Aminokyselinové zbytky, které jsou 

zapojeny do procesů katalýzy, vazby a dimerizace jsou plně konzervovány (Obr. 4) (Chen et 

al., 2020).  

2.2.1 Struktura 

Proteáza 3-CL při virové infekci funguje ve formě dimeru. Každý monomer je složen 

ze 306 aminokyselin a vykazuje molekulární hmotnost 34 kDa. Monomer proteázy 3-CL je 

uskupen do tří domén označovaných I, II a III. Domény I a II jsou složeny pouze z β-listů. 

Aktivní místo se nachází na vnějšku proteázy v rozmezí mezi doménou I a II.  Doména III se 

zcela skládá z α-helixů. Ta funguje jako dimerizační platforma, která je potřeba pro interakci s  

N-koncovými zbytky druhého protomeru. Doména III je k doméně II připojena dlouhou 

smyčkou (Obr. 5) (Jin et al., 2020).  

U proteázy 3-CL viru SARS-CoV-1 bylo postulováno, že aktivitu vykazuje pouze jeden 

monomer z dimeru (Chen et al., 2006). Tato skutečnost byla pozorována i u viru  

SARS-CoV-2 (Zhang et al., 2020). Studie Shaqra et al. (2022) však toto vyvrací, neboť aktivitu 

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

Obr. 4 Srovnání aminokyselinových sekvencí proteáz viru SARS-CoV-1 a viru SARS-CoV-2. Modře jsou 

označeny aminokyseliny lišící se mezi proteázami 3-CL viru SARS-CoV-1 a viru SARS-CoV-2. Zeleně jsou 

označeny aminokyseliny nezbytné pro dimerizaci, žlutě jsou označeny aminokyseliny důležité pro vazbu substrátu 

a růžově katalytické aminokyseliny (Chen et al., 2020). 

160 

160 

320 

320 
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Ke štěpení polyproteinových řetězců pomocí proteázy 3-CL dochází za glutaminovým 

zbytkem substrátu v pozici P1 prostřednictvím dyády Cys145–His41 přítomné v aktivním místě 

(Obr. 6) (Huang et al., 2004a).  

 

 

Obr. 6 Mechanismus katalýzy peptidického substrátu. Převzato a upraveno z (Fernandes et al., 2022). Po 

navázání substrátu se přenáší proton z Cys145 na His41. Následně dochází k nukleofilnímu ataku Cys145 na 

karbonylový uhlík glutaminu v pozici P1 substrátu. Poté vznikne tetraedrický thiohemiketalový meziprodukt, po 

jehož rozštěpení se přemění na thioester a dojde tak k uvolnění C-koncové části substrátu. Po vstupu molekuly 

H2O dojde k hydrolýze thioesteru a uvolnění N-koncové části (Ramos-Guzmán et al., 2020). 

Obr. 5 (A) Schéma dimeru proteázy 3-CL. Převzato z (Zhang et al., 2020) (B) Schéma aktivního 

místa s peptidovým substrátem – jednotlivé aminokyseliny v peptidovém substrátu jsou označeny od 

N-konce po C-konec jako P4-P3-P2-P1-P1‘. Štěpné místo se nachází mezi P1 a P1‘.  Vazebná místa pro 

substrát v aktivním místě jsou popsané jako S4-S3-S2-S1-S1‘. Převzato a upraveno z (Chen et al., 2023). 

A) B) 
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2.2.2 Substrátová specifita  

Dle dosavadních studií existuje pouze částečná konzervace mezi sekvencemi, které 

proteáza 3-CL rozeznává. Většina studií se však shoduje na tom, že proteáza 3-CL viru SARS-

CoV-2 i dalších koronavirů štěpí hlavně substráty s Gln v P1 pozici. Také v pozicích P2 a P1‘ 

vykazuje preference pro určité aminokyseliny. Proteáza 3-CL tedy štěpí substráty o sekvenci 

(malá aminokyselina)-X-(Leu/Phe/Met)-Gln↓-(Gly/Ala/Ser)-X, kde X značí jakoukoliv 

aminokyselinu a ↓ značí místo štěpení (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 štěpném místě však byla vyvrácena několika studiemi. 

V experimentech Pablos et al. (2021) přítomnost methioninu či histidinu v pozici P1 štěpení 

substrátu proteázou 3-CL nezastavilo.  K podobnému výsledku se dostali i Koudelka et al. 

(2021), kteří potvrdili, že proteáza 3-CL je schopna hydrolyzovat také substrát s histidinem 

v P1 pozici, i když s nižší účinností. To zpochybňuje paradigma, že je glutamin nezbytný v 

poloze P1, což potenciálně umožňuje proteáze přístup k širšímu spektru substrátů (Koudelka et 

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

 

2.2.3 Proteáza 3-CL a její role při úniku přirozené imunitě 

Koronavirové proteázy jsou důležitým determinantem virulence. U PLpro je známo, že 

antagonizuje dráhu interferonu typu I (IFN) prostřednictvím mnoha mechanismů (Shin et al., 

2020). Co se týče proteázy 3-CL, bylo zaznamenáno, že také interaguje s některými proteiny 

imunity. Jednotlivé interakce proteázy 3-CL s drahami přirozeného imunitního systému jsou 

zobrazeny na obrázku (Obr. 3). 

Ve studii Zhang et al., (2021) transfekovali lidské buňky 293T proteázou 3-CL a 

aktivovali RLR antivirovou imunitní dráhu infekcí virem Sendai a zkoumali efekt virové 

proteázy na tuto imunitní dráhu. Zjistili, že 3-CL inhibuje translokaci proteinu IRF3 a p65 

z cytoplazmy do jádra, což způsobuje sníženou NF-κB zprostředkovanou přirozenou imunitní 

odpověď (Zhang et al., 2021). 

Proteáza 3-CL dále štěpí modulátor nukleárního faktoru NF-κB známý jako NEMO. 

NEMO se účastní signálních kaskád, které mimo jiné regulují také transkripci antivirových 

interferonů typu I. NEMO je základní složkou kanonické dráhy vedoucí k aktivaci zánětlivých 

faktorů jako je interleukin-1β (Zhao et al., 2007; Wenzel et al., 2021). 

Moustaqil et al. (2021) odhalili, že proteáza 3-CL také přímo štěpí proteiny NLRP12 a 

TAB1 (Moustaqil et al., 2021). NLRP12 je stejně jako NLRP3 schopný po aktivaci 
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oligomerizovat, spojovat se s adaptéry, tvořit inflamazom a tím indukovat tvorbu IL-1β  

a IL-18 (Coulon et al., 2019). Štěpením NLRP12 tedy proteáza 3-CL dokáže inhibovat 

zánětlivou reakci. Bylo však prokázáno, že NLRP12 funguje také jako negativní regulátor 

zánětlivé reakce tím, že potlačuje signalizaci zprostředkovanou NF-κB, štěpení proteázou 3-CL 

by tento inhibiční účinek uvolňovalo (Moustaqil et al., 2021). TAB1 je součástí proteinového 

komplexu společně s TAB2 a TAK1, který se podílí na produkci cytokinů skrze NF-κB 

signalizační dráhu. Proteáza 3-CL svou proteolytickou aktivitou této signalizaci zabraňuje 

(Moustaqil et al., 2021; Wang et al., 2001).   

RNA viry mohou být také inhibovány aktivací dráhy cGAS-STING. Ukázalo se, že 

proteáza 3-CL potlačuje cGAS-STING-zprostředkovanou jadernou akumulaci p65. Dále se 

váže na STING a narušuje tak rekrutování proteinů TBK1 a IKKp. 3-CL také inhibuje 

ubikvitinylaci STING, která je zásadní pro vazbu dalších proteinů této dráhy (Rui et al., 2021). 

 

2.2.4 Inhibitory proteázy 3-CL 

Vzhledem ke své významné úloze při replikaci viru se staly proteázy důležitým cílem 

pro vývoj antivirotik. Inhibitory proteáz jsou často malé neštěpitelné peptidy napodobující 

jejich přirozený substrát. Za nejúčinnější jsou považovány kovalentní ireverzibilní inhibitory. 

Tyto inhibitory se vážou skrze jejich reaktivní elektrofilní skupiny do aktivního centra proteázy 

a inhibují tak její funkci. Dávka a frekvence podávání jsou nižší ve srovnání s jinými inhibitory. 

Z důvodu jejich ireverzibilní vazby však mohou při navázání na nesprávný cíl působit toxičtěji 

než látky vázající se prostřednictvím nekovalentních interakcí. Z tohoto důvodu se navrhují i 

nekovalentní inhibitory, které se na svůj cíl vážou pomocí slabých reverzibilních interakcí a 

snižují tak výskyt vedlejších účinků. Kompromisní přístup představují reverzibilně se vázající 

kovalentní inhibitory. Peptidové inhibitory jsou dále spojeny s nízkou biologickou dostupností, 

neboť v lidském těle se díky přítomnosti peptidové vazby snadno odbourávají. Vyvíjejí se proto 

i nepeptidové inhibitory (shrnuto v Chen et al., 2023). 

Peptidovým kovalentním reverzibilním inhibitorem proteázy 3-CL je zatím jediný 

klinicky používaný lék nirmatrelvir (PF-07321332), který byl vyvinut společností Pfizer. 

Nirmatrelvir nese kyanonitrilovou reaktivní skupinu, která utváří kovalentní vazbu s thiolovou 

skupinou Cys145 v aktivním místě proteázy a in vitro inhibuje v nanomolárních koncentracích 

(Owen et al., 2021). Nirmatrelvir byl v kombinaci s další aktivní látkou ritonavirem pod 

názvem Paxlovid™ autorizován k nouzovému použití jako lék proti onemocnění COVID-19. 

Ritonavir zde funguje jako inhibitor cytochromu P450, tedy proteinu, který se účastní 
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metabolismu cizích organických látek v organismu. Ritonavir tak prodlužuje plazmatický 

poločas nirmatrelviru a tím zvyšuje jeho účinnost (Lamb, 2022).     

Dalším příkladem může být kovalentní inhibitor GC376, který byl dříve navržen jako 

lék proti kočičím koronavirovým infekcím. Jedná se o proléčivo, které nese v P1 pozici 

sulfonátovou skupinu, která se v těle následně hydrolyzuje na odpovídající aldehyd. Dochází 

pak k nukleofilní adici na thiolové skupině Cys145, což vede k tvorbě reverzibilního 

hemithioacetalového aduktu (Vuong et al., 2020). 

V Japonsku byl schválen pro nouzové použití nový nekovalentní a nepeptidový inhibitor 

proteázy 3-CL ensitrelvir, který právě prochází třetí fází klinických studií (Mukae et al., 2022; 

Unoh et al., 2022).  

Vědci se také často zaměřují na opětovné využití již schválených léků proti jiným 

onemocněním. Potencionálními inhibitory proteázy 3-CL mohou být např. boceprevir a 

telaprevir. Oba tyto inhibitory inhibují proteázu viru hepatitidy C a byly schváleny americkým 

Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv pro použití v léčbě hepatitidy C. Na základě 

krystalizačních experimentů jsou boceprevir i telaprevir schopné tvořit kovalentní vazby 

s Cys145 proteázy 3-CL. Ze struktur těchto inhibitorů se vědci mohou inspirovat pro tvorbu 

specifických inhibitorů proteázy 3-CL (Kneller et al., 2021; Oerlemans et al., 2021). 

2.3 Prekurzorová forma proteázy 3-CL 

Maturovaná proteáza 3-CL viru SARS-CoV-1 a SARS-CoV-2 se od sebe liší ve 

dvanácti aminokyselinách, které se nacházejí mimo aktivní centrum proteázy. I přesto proteáza 

3-CL viru SARS-CoV-2 vykazuje dvakrát vyšší aktivitu oproti viru SARS-CoV-1 (Kuo et al., 

2004, 2021). Jaké vlastnosti nese forma proteázy 3-CL, která je stále součástí polyproteinu 1a 

či 1ab, není přesně známo. Několik studií se touto problematikou však zabývalo. V těchto 

studiích se vědci zaměřili na prekurzorovou formu 3-CL jak u viru SARS-CoV-1, tak u viru  

SARS-CoV-2. Byly provedeny experimenty, v nichž byly k N-konci i C-konci proteázy 

nasyntetizovány peptidové fragmenty představující proteiny sousedící s proteázou 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 zkoumáno, jakým způsobem ovlivní přidané 

aminokyseliny na N-konci i C-konci katalytickou aktivitu proteázy 3-CL. Byly zde zvoleny 

neautentické aminokyseliny, které nekorelovaly se sekvencí proteinů sousedících s proteázou.  

Na N-konec byly přidány aminokyselinové sekvence GPLGS či GS a na C-konec GPH6. 
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Zjistili, že maturovaná proteáza vykazuje 150x vyšší aktivitu než proteáza s GPLGS na N-konci 

a 20x vyšší aktivitu než proteáza s GS na N-konci. Peptidový fragment na C-konci způsobil 

pouze třetinové snížení aktivity. V této studii se dále domnívají, že přidáním většího počtu 

aminokyselin na N-konec bude docházet k dalšímu snižování aktivity proteázy (Xue et al., 

2007). Muramatsu et al. (2013) tuto skutečnost otestovali připojením fragmentů o 10 

aminokyselinách na N- i C-konec, které byly ještě doprovázené S-kotvou (peptidová kotva o 

patnácti aminokyselinových zbytcích) na N-konci a histidinovou kotvou na C-konci. Forma 

s fragmentem na N-konci vykazovala přibližně 19 % aktivity ve srovnání s maturovanou 

formou. Aktivita proteázy s C‐koncovým fragmentem měla 33 % aktivity a proteáza s 

fragmenty na obou stranách 4% aktivitu oproti maturované formě (Muramatsu et al., 2013). 

Data získaná pomocí analytické ultracentrifugace dále prokázala výrazně nižší schopnost 

dimerizace prekurzorové formy proteázy 3-CL s přívěskem na N-konci oproti formě 

maturované (Hsu et al., 2005). Toto potvrzují i data naměřená s konstruktem vytvořeným Li et 

al. (2010). Proteáza 3-CL v tomto konstruktu na obou stranách nesla dekapeptidy a 

fluorescenční proteiny, které napodobovaly okolní polyportein. V roztoku se vyskytoval tento 

konstrukt v monomerní formě. Prekurzor proteázy 3-CL však vyžaduje ke své aktivitě také 

dimerizaci, i když je pravděpodobně pouze přechodná a stabilizovaná substrátem. Byla 

stanovena dimerizační konstanta tohoto konstruktu, jejíž hodnota činila přibližně 100 uM, což 

je přibližně 60x vyšší hodnota než u maturované formy (Li et al., 2010). 

2.3.2 SARS-CoV-2 

Aktivita prekurzorové formy byla zkoumána i u proteázy viru SARS-CoV-2. Jak bylo 

uvedeno dříve, N-konec proteázy 3-CL je zásadní pro dimerizaci a jakékoliv další zbytky 

snižují či ruší její aktivitu. To platí i v případě proteázy 3-CL u viru SARS-CoV-2. 

V experimentech Fu et al., (2020) se ukázalo, že i pouhé přidání glycinu na N-konec ovlivní 

aktivitu proteázy. Ukázalo se, že rychlost hydrolýzy je u této formy proteázy třikrát nižší, než 

tomu tak je u nativní proteázy. Mimo jiné také analyzovaly krystalovou strukturu této 

prekurzorové proteázy. Rozdíl mezi proteázou s glycinem na N-konci a nativní proteázou je 

minimální, avšak došlo k posunu prvního serinu, který není v prekurzorové formě schopen 

stabilizovat Glu166 s S1 místě v sousedním protomeru, což může být hlavním důvodem 

poklesu aktivity enzymu (Fu et al., 2020).  

Nižší aktivita prekurzorové proteázy, tentokrát s Gly-Ala-Met na N-konci, byla 

potvrzena i ve studii Noske et al. (2021). Zde prekurzor vykazoval pouze 0,6 % katalytické 

účinnosti ve srovnání s maturovanou 3-CL. Krystalová struktura této formy proteázy se velmi 
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lišila od krystalové struktury nativní formy, zejména v postavení helixu DIII (Noske et al., 

2021). Také přidání fragmentu TSAVLQ na N-konec proteázy mění konformační stabilitu a 

mnohokrát zvyšuje disociační konstantu dimeru 3-CL (Kovalevsky et al., 2022). 

 

2.4 Autokatalytické vyštěpení proteázy 3-CL 

Proteáza 3-CL se v polyproteinu nachází mezi proteiny nsp4 a nsp6. Jakým způsobem 

se první aktivní 3-CL dokáže uvolnit z tohoto polyproteinu není dostatečně prostudované, 

ačkoliv by se tyto poznatky daly využít pro vývoj nových léčiv (Lin et al., 2004; Shan et al., 

2004; Hsu et al., 2005).  

2.4.1 SARS-CoV-1 

Výše popsaný prekurzorový konstrukt pocházející ze studie Hsu et al. (2005) byl 

vytvořen pro demonstraci mechanismu autokatalytického vyštěpení maturované proteázy 3-CL 

z polyproteinu. Dle výsledků ze SDS-PAGE bylo navrženo, že N-koncové štěpení předchází 

C-terminálnímu štěpení, neboť se ukázalo, že N-terminální štěpné místo je pro proteázu lepším 

substrátem než C-terminální. Autoři se domnívají, že se proteáza uvolňuje tak, že dojde 

k přiblížení jednoho polyproteinu ke druhému a dochází k tzv. štěpení in cis, kdy je v rámci 

molekuly dimeru N-konec jednoho polyproteinu vložen do aktivního centra druhého 

polyproteinu, který jej odštěpí. Poté částečně zpracovaný polyprotein provede stejnou akci 

s prvním polyproteinem. Poté se formuje přechodný dimer z částečně zpracovaných 

polyproteinů. Ke zpracování C-konců již dochází při tzv. štěpení in trans, kde jsou C-konce 

odštěpeny dalším částečně zpracovaným dimerem.  V dané studii však bylo na oba konce 

proteázy 3-CL připojeno pouze 10 aminokyselinových zbytků, což nemusí být dostatečně 

dlouhé k tomu, aby došlo k napodobení situace v polyproteinu (Obr. 7) (Hsu et al., 2005).  

Obr. 7 Návrh mechanismu autokatalýzy proteázy 3-CL z polyproteinu. Převzato a upraveno z (Hsu et al., 2005). 
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Podobný mechanismus byl navržen na základě experimentů Chen et al. (2010). V této 

studii se domnívají, že poté, co polyproteiny vytvoří dimerní strukturu, spustí se rotace jejich 

chymotrypsinových záhybů a N-konce se tak vloží do aktivních míst opačných monomerů a 

dochází k jejich současnému štěpení (štěpení in cis). Shodují se, že odštěpení C-konců probíhá 

při in trans štěpení jiným částečně zralým dimerem. Jakmile je C-konec zpracován in trans 

štěpením, vytvoří se finální zralý dimer s autentickými N- a C-konci (Chen et al., 2010). 

Jiní autoři navrhli, že vzniká přechodný dimer ze dvou polyproteinů. Tento dimer je 

stabilizován N-koncem jiného nezpracovaného polyproteinu. Dva polyproteiny tvoří 

přechodný dimer, který zpracovává N-konce třetího a čtvrtého polyproteinu, tedy je štěpí in 

trans. Tyto štěpené polyproteiny vytvářejí dimer a stávají se hlavním enzymem pro 

zpracovávání dalších molekul prostřednictvím dalšího štěpení in trans (Obr. 8) (Li et al., 2010). 

 

2.4.2 SARS-CoV-2 

Mechanismus autokatalýzy proteázy 3-CL nebyl zatím zcela objasněn ani u viru  

SARS-CoV-2. Za použití neaktivních mutantních proteáz 3-CL s prodlouženými N- a C- konci 

o Trx (thioredoxin, intracelulární termostabilní protein o velikosti 12 kDa) a GST (glutathion 

S-transferáza o velikosti 26 kDa) přívěsky bylo zjištěno, že 3-CL viru SARS-CoV-2 štěpí svůj 

vlastní N-konec téměř stejnou rychlostí jako C-konec, což je v kontrastu s proteázou 3-CL viru 

SARS-CoV-1, kde je štěpení C-konce výrazně pomalejší (Hsu et al., 2005; Kuo a Liang, 2022). 

Obr. 8 Mechanismus autokatalýzy podle Li et. al. (2010). Převzato a upraveno z (Li et al., 2010). 

První krok 
Druhý krok 

Třetí krok Čtvrtý krok 
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Experimenty Noske et al. (2021) potvrzují, že monomerická proteáza 3-CL je schopna uvolnit 

svůj N-konec z polyproteinu, což naznačuje, že v prvním kroku opravdu dochází k cis štěpení. 

Zároveň se data částečně shodují s modelem Li et al. (2010), kde dochází k tvorbě přechodného 

dimeru ze dvou polyproteinů, který je stabilizován N-koncem třetího polyproteinu. Výsledkem 

tedy je, že ke zpracování N-konce proteázy 3-CL u viru SARS-CoV-2 pravděpodobně dochází 

kombinací in cis a in trans štěpení. C-konec zaujímá neobvyklou obrácenou polohu, což mu 

umožňuje navázat se do aktivního místa dalšího zralého či polozralého dimeru 3-CL. 

Výsledkem je nově produkovaná maturovaná proteáza 3-CL (Noske et al., 2021). 
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3 CÍLE PRÁCE 

- Příprava plazmidů pro expresi variant prekurzorů SARS-CoV-2 proteázy 3-CL a 

identifikace vhodných mutací štěpného místa pro přípravu proteázy ve formě 

prekurzoru. 

- Navržení a provedení vhodného purifikačního postupu vybraných prekurzorových 

forem. 

- Studium vlastností prekurzorových forem proteázy 3-CL. 

- Otestování potencionálních inhibitorů prekurzorových forem proteázy 3-CL. 

 

 

4 MATERIÁLY A METODY 

4.1 MATERIÁLY 

4.1.1 Roztoky  

Promývací pufr (50 mM TrisHCl, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8) 

Eluční pufr (50 mM TrisHCl, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8) 

Lyzační pufr (50 mM Tris HCl, 300 mM NaCl, pH 8) 

Fyziologický roztok pufrovaný tris-pufrem (TBS) (150 mM NaCl, 50 mM Tris) 

Fyziologický roztok pufrovaný tris-pufrem s Tween®20 (TBS-Tween) (150 mM NaCl, 50 

mM Tris, 0,1% (v/v) Tween®20) 

pufr Tris-acetát-EDTA (TAE) (20 mM kyselina octová, 40 mM tris, 1 mM EDTA)  

10X Tris-Glycin-SDS elektroforetický pufr (TGS) (25 mM tris, 192 mM Glycin, 0,1% (v/v) 

SDS) 

6x SDS vzorkový pufr (0,35 M Tris, 10% (w/v) SDS, 30% (v/v) glycerol, 0,012% 

bromfenolová modř, 4 % (v/v) β-merkaptoethanol, pH 6,8) 

Blokovací pufr (1% (w/v) kasein, 150 mM NaCl, 50 mM tris) 

Barvící roztok Coomassie briliant blue (10% (v/v) kyselina octová, 50% (v/v) methanol, 

Coomassie Brilliant Blue R250) 

Odbarvovací roztok (10% (v/v) kyselina octová, 20% (v/v) methanol) 
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4.1.2 Média 

Médium LB (10 g/l rostlinný pepton, 5 g/l kvasniční extrakt, 5g/l NaCl) 

Agar LB (10 g/l rostlinný pepton, 5 g/l kvasniční extrakt, 5 g/l NaCl, 15 g/l Agar-agar) 

4.1.3 Komerční inhibitory 

Nirmatrelvir (PF-07321332) (MCE) 

GC376 (Biosynth) 

11a (Sigma Aldrich) 

4.1.4 Antibiotika  

Ampiclin (Sigma-Aldrich) – koncentrace 50 μg/ml 

4.1.5 Protilátky 

SARS-CoV-2 3C-Like Protease Antibody (Cell Signalling) - ředění 1:1000 

IRDye® Goat Anti-Rabbit Ig (LI-COR) - ředění 1:15000 

4.1.6 Komerční sady  

Plasmid Mega Kit (Qiagen) 

Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research) 

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) 

4.1.7 Primery 

Název 
Název 

konstruktu 
Sekvence od 5‘- 3‘ 

100aa fwd1 všechny 

konstrukty  
CCATATCGAAGGTCGTCATATGGTAGTCTTTAATGGTGT 

mpro rev        GCTTTGTTAGCAGCCGTTATTGGAAAGTAACACCTGAG 

mpro fwdQN   
QN 

TGTTTTGCAGAGTGGTTTTAGAAAAATGGC 

100aa revQN       TAAAACCACTCTGCAAAACAGCTGAGGTG 

mpro fwdQE   
QE 

TGTTTTGGAAAGTGGTTTTAGAAAAATGGC 

100aa revQE        TAAAACCACTTTCCAAAACAGCTGAGGTG 

mpro fwdQF    
QF 

TGTTTTGTTTAGTGGTTTTAGAAAAATGGC 

100aa revQF        TAAAACCACTAAACAAAACAGCTGAGGTG 

mpro fwdQR    
QR 

TGTTTTGCGAAGTGGTTTTAGAAAAATGGC 

100aa revQR        TAAAACCACTTCGCAAAACAGCTGAGGTG 

mpro fwdQK    
QK 

TGTTTTGAAGAGTGGTTTTAGAAAAATGGC 

100aa revQK        TAAAACCACTCTTCAAAACAGCTGAGGTG 

mpro fwdQI    
QI 

TGTTTTGATTAGTGGTTTTAGAAAAATGGC 

100aa revQI       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 Bakteriální kmeny 

Název Genotyp 

Escherichia coli 

TOP10 

Competent Cells 

F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 

araD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ- 

Escherichia coli 

Rosetta(DE3) 

Competent Cells 

E. coli str. B F– ompT gal dcm lon? hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI lacUV5-

T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS) 

LysSRARE[T7p20 ileX argU thrU tyrU glyT thrT argW metT leuW proL or

ip15A](CmR) 

 

4.1.9 Plazmidy  

Pro expresi všech konstruktů byl použit expresní systém pET, který pro expresi genů 

využívá bakteriofágový T7 promotor. Požadovaný gen je klonován do vektoru pET, který nese 

další klíčové komponenty jako jsou gen pro resistenci k určitému antibiotiku, gen lacI pro 

syntézu represoru LacI, sekvence operátoru lac a promotor T7 nutný k iniciaci transkripce 

cílového genu. Vektor pET je transformován do specifického kmene E.coli, jehož genom je 

upraven tak, aby nesl gen pro T7 RNA polymerázu pod kontrolou promotoru LacUV5.  

Po přidání induktoru isopropylthio-β-galactosidu (IPTG) do média a po jeho vniknutí 

do bakteriální buňky dochází k odstranění represoru LacI z operátoru před genem pro T7 RNA 

polymerázu a vysoké produkci T7 RNA polymerázy. Zároveň se odstraňuje represor na vektoru 

pET, kam následně může nasednout vytvořená T7 RNA polymeráza a zahájit tak syntézu 

cílového proteinu.  

V této diplomové práci byl pro expresi rekombinantního proteinu použit plazmid 

pET16B, který nese pod T7 promotorem gen pro dekahistidinovou kotvu následovanou 

štěpným místem pro Xa proteázu a oblastí s unikátními restrikčními místy, kam je možné vložit 

gen proteinu, který chceme exprimovat. Jako selekční marker nese gen pro rezistenci proti 

ampicilinu.  

4.2 METODY 

4.2.1 Práce s DNA 

4.2.1.1 Izolace plazmidové DNA (maxipreparace) 

Vektorový plazmid pET16B byl transformován dle postupu popsaném v kapitole 

4.2.2.1 do bakteriálního kmenu E. coli TOP10. Z Petriho misek s narostlými koloniemi E. coli 

nesoucí vektor pET16B, byla pomocí sterilní špičky vybrána jedna kolonie, která byla 

naočkována do 10 ml média LB. Do tohoto média byl přidán ampicilin tak, aby jeho 
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koncentrace činila 100 μg/ml. Médium s naočkovanou kolonií bylo inkubováno v třepačce po 

dobu 8 hodin při 37 °C. K produkci velkého množství vektoru bylo zapotřebí bakterie převést 

do většího objemu (500 ml) LB média, kam byl opět doplněn ampicilin, aby jeho výsledná 

koncentrace dosáhla 100 μg/ml. Inkubace probíhala přes noc ve třepačce při 37 °C.  Následná 

izolace vektoru probíhala podle protokolu z komerční sady Plasmid Mega Kit (Qiagen). 

4.2.1.2 Měření koncentrace DNA 

Po izolaci byla koncentrace DNA změřena pomocí spektrofotometru NanoDrop® 

(Thermo Fisher). Koncentrace byla stanovena na základě předpokladu, že absorpční jednotka 

O.D. je při vlnové délce 260 nm rovna 1, když je koncentrace DNA 50 μg/ml. Jako blank byla 

použita voda. 

4.2.1.3 Štěpení vektoru restrikčními endonukleázami 

Aby mohly být do vektoru pET16B vneseny požadované sekvence, bylo potřeba vektor 

rozštěpit. Tohoto bylo dosáhnuto přidáním specifických endonukleáz. K reakci o objemu 200 

μl bylo potřeba 4 μg vektoru, 4 μl restrikční endonukleázy NdeI (20 000 U/ml), 4 μl restrikční 

endonukleázy BamHI-HF (20 000 U/ml), 5 μl (10x) pufru rCutSmart (Neb).  Komponenty 

restrikční reakce byly smíchány v mikrozkumavce. Reakce probíhala přes noc při 37 °C. 

4.2.1.4 Agarózová elektroforéza 

1% agarózový gel byl připraven smícháním a povařením 2 g práškové agarózy s 200 ml 

pufru TAE. Do 50 ml tohoto roztoku bylo přimícháno 7 μl interkalační fluorescenční barvy 

GelRed® a roztok byl přelit do tvořítka. Do gelu byl přidán plastový hřebínek a gel byl ponechán 

20 min ke ztuhnutí. Vzorek DNA byl následně promíchán se vzorkovým pufrem Purple 

Loading Dye (NEB) v poměru 5:1. Z gelu byl vyjmut hřeben a gel byl přesunut do 

elektroforetické komory. Komora byla zalita pufrem TAE tak, aby byly všechny jamky zcela 

ponořeny. Elektroforetické dělení probíhalo 20 minut při napětí 120 V. 

Proužek plazmidu byl následně vizualizován pod UV zářením o vlnové délce 365 nm 

pomocí přístroje Quantum ST4 (Vilber). Pomocí skalpelu byl vyříznut kousek gelu 

s naštěpeným vektorem pET16B a poté následoval proces extrakce z gelu pomocí komerční 

soupravy na extrakci DNA z gelu QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Plazmid byl eluován 

vodou a uchováván v mrazáku při teplotě -20 °C.  
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4.2.1.5 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

 PCR byla použita pro amplifikaci insertů, které byly následně vloženy do připraveného 

vektoru. Byly amplifikovány dva fragmenty. Fragment nesoucí sekvenci 100 aminokyselin a 

sekvence samotné proteázy 3-CL. Reakční mix byl složen z pufru GC (1X) (BioLabs), 200 μM 

dNTPs, 0,5 μM forward primer, 0,5 μM reverse primer, 200 ng templátové DNA a sterilní vody 

MiliQ. Reakce probíhala v objemu 50 μl za použití programu popsaném v (Tab. 2).  

 

Tab. 2: Nastavení programu 

počet repetic teplota  čas [min] 

1x 98 °C 05:00 

33x 

98 °C 

60 °C 

72 °C 

00:15 

00:30 

00:30 

1x 72 °C 10:00 

1x 22 °C 00:01 

 

Úspěšnost amplifikace jednotlivých fragmentů byla následně ověřena pomocí 

agarózové elektroforézy (postup viz 4.2.1.4). K analýze byly použity 3 μl vzorku. Aparatura 

byla připojena ke zdroji a elektroforéza probíhala pod napětím 120 V po dobu 20-30 minut.  

Vzorky byly následně zobrazeny pod UV o vlnové délce 365 nm pomocí přístroje 

Quantum ST4 (Vilber) a vyfoceny programem Quantum.  

4.2.1.6 Gibsonovo klonování (z angl. Gibson assembly) 

Amplifikované fragmenty byly vloženy do vektoru pomocí metody Gibsonova 

klonování. Jedná se o postup, který umožňuje klonování dvou či více fragmentů bez potřeby 

štěpení fragmentů restrikčními enzymy. Místo toho dochází k rekombinaci na základě 

sekvenční identity. Pomocí specifických primerů a PCR bylo do jednotlivých fragmentů 

vneseno 20–40 párů bazí, které se překrývají s bázemi ve vedlejším fragmentu. Gibsonovo 

klonování využívá směsi tří enzymů, konkrétně 5‘–3‘ exonukleázy, DNA polymerázy a DNA 

ligázy. Nejdříve dochází ke štěpení inzertu a plazmidu pomocí exonukleázy ve směru 5‘–3‘ a 

k tvorbě převisů na 3’konci. Následuje překrytí komplementárních sekvencí a zacelení mezer 

mezi jednotlivými fragmenty pomocí DNA polymerázy. DNA ligáza poté fragmenty 

kovalentně spojí. K 15 μl Gibson assembly reakční směsi bylo přidáno 300 ng vektoru pET16B 

a 100 ng od každého insertu. Reakce poté probíhala po dobu jedné hodiny při 50 °C.  
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4.2.1.7 Izolace plazmidové DNA (minipreparace) 

Výslednou směsí byly transformovány chemicky kompetentní E. coli TOP10 podle 

postupu v kapitole 4.2.2.1. Následující den po transformaci byla pomocí špičky z Petriho misek 

vybrána jedna kolonie, která byla očkována do 5 ml média LB s ampicilinem o koncentraci 100 

μg/ml. Médium s naočkovanou kolonií bylo inkubováno v třepačce přes noc při teplotě  

37 °C. Poté následovala izolace plazmidu pomocí komerční soupravy Zyppy™ Plasmid 

Miniprep Kit (Zymo Research). Pro kontrolu úspěšnosti klonování a pro potvrzení přítomnosti 

požadovaných vzorek plazmidu odeslán k osekvenování do SEQme (Dobříš).  

4.2.2 Práce s bakteriemi 

4.2.2.1 Transformace bakteriálních buněk 

 Pro účely exprese prekurzorových forem proteázy 3-CL byl použit bakteriální kmen  

E. coli Rosetta (DE3). Ke 100 μl suspenze kompetentních E. coli bylo přidáno přibližně 500 ng 

DNA. E. coli byly s DNA inkubovány po dobu 30 min na ledu. Poté byl proveden tzv. tepelný 

šok (z angl. heat shock), proces, při kterém dochází k perforaci plazmatické membrány bakterií 

a k proniknutí DNA do cytoplazmy. Mikrozkumavka s E. coli byla umístěna do kovového 

bločku předehřátého na 42 °C na 90 s. Následně byla mikrozkumavka s E. coli chlazena po 

dobu 2 min na ledu. Do mikrozkumavky bylo poté přidáno 200 μl média LB a mikrozkumavka 

byla vložena do inkubátoru vyhřátém na 37 °C na dobu 45 min, aby došlo k regeneraci buněk. 

Současně byly v inkubátoru předehřáty Petriho misky s agarem obsahující ampiclin. 

Transformované bakterie byly poté přeneseny na jednotlivé Petriho misky pomocí pipety a byly 

rozetřeny pomocí mikrobiologické kličky. Petriho misky s rozetřenými E. coli byly přes noc 

ponechány v inkubátoru při teplotě 37 °C.   

4.2.2.2 Kultivace bakterií v tekutém médiu 

Následující den byly bakterie z Petriho misek přesunuty pomocí malého množství LB 

média, mikrobiologické kličky a pipety do zkumavky s médiem. Obsah byl následně 

přerozdělen do Erlenmeyerových baněk s 0,5 l média LB. Do každé baňky bylo dále přidáno 

antibiotikum tak, aby výsledná koncentrace byla 100 μg/ml. Dále byl odebrán vzorek jak 

z čistého média, tak z jedné vybrané baňky s bakteriemi, aby byla změřena počáteční optická 

hustota (O.D., z angl. optical density) pomocí spektrofotometru při vlnové délce 600 nm. Baňky 

byly poté vloženy do třepačky, ve které probíhala inkubace při teplotě 37 °C. Během inkubace 

byla průběžně měřena O.D. až do doby, kdy byla hodnota O.D. v intervalu hodnot 0,6–0,8. 

V této fázi bylo přidáno do každé baňky IPTG (výsledná konc. 100 μg/ml), který disociuje 
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represor Lac a dojde tak k rozběhnutí transkripce T7 polymerázy, která následně iniciuje 

transkripci genu cílového proteinu.  

Po přidání IPTG byla snížena teplota na 18 °C a obsah baněk byl inkubován přes noc.  

Následující den byl obsah baněk přemístěn do kyvet tak, aby hmotnost protilehlých 

kyvet byla stejná. Kyvety byly poté umístěny do centrifugy (Beckman Coulter), kde byly 15 

min stáčeny při relativní odstředivé síle (RCF) 4500 x g.  

4.2.2.3 Lýze E. coli 

Supernatant byl odlit a peleta byla s přimícháním malého množství lyzačního pufru (50 

mM TrisHCl, 300 mM NaCl, pH 8) přenesena do zkumavky.  Tato suspenze byla následně 

dezintegrována v ručním homogenizéru a dále lyzována v buněčném disruptoru CF1 (Constant 

systems) pod tlakem 15000–20000 Pa. Lyzát byl poté stáčen 30 minut při RCF 20000 x g 

(Beckman Coulter). Supernatant byl oddělen od pelety. Následovala purifikace.  

4.2.3 Práce s proteiny 

4.2.3.1 Purifikace pomocí matrice Ni-NTA 

Rekombinantní proteiny s histidinovou kotvou byly purifikovány pomocí afinitní 

matrice Ni-NTA. Nitrilotrioctová kyselina (NTA) je chelátový ligand, který je s Ni2+ vázán 

skrze čtyři koordinační místa. Zbylá neobsazená koordinační místa jsou exponovaná v roztoku 

a mohou tak specificky vázat volné elektronové páry imidazolového jádra histidinu. 

Histidinová kotva se nejčastěji skládá z šesti nebo deseti histidinových zbytků. 

Před samotnou purifikací bylo nejdříve potřeba ekvilibrovat afinitní matrici. Do kolonky 

byl odpipetován 1 ml afinitní matrice Ni-NTA (Thermo Scientific). Tato matrice byla dvakrát 

promyta vodou (5x objem vrstvy matrice), aby došlo k vymytí ethanolu, ve kterém je matrice 

skladována.  

 Část supernatantu byla přelita do kolonky a matrice v něm byla resuspendována a 

přemístěna do zkumavky ke zbývajícímu supernatantu. Obsah zkumavky byl inkubován dvě 

hodiny v chladové místnosti (4 °C). V mezičase byla připravena nová kolonka s nosičem 

NiNTA a následně promyta vodou. Po dvou hodinách byl supernatant s nosičem přelit zpět do 

prázdné kolonky. S proteklým supernatantem se tento proces opakoval ještě jednou, aby došlo 

k zachycení co největšího množství proteinu. Matrice s navázaným proteinem byla následně 

promyta promývacím pufrem (50 mM tris HCl, 300 mM NaCl, imidazol 20 mM, pH 8). Poté 

byl protein uvolňován z nosiče elučním pufrem (50 mM tris HCl, 300 mM NaCl, 250 mM 
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imidazol, pH 8) v chladové místnosti po dobu 30 minut. Eluovaný vzorek byl následně 

zpracován pomocí gelové permeační chromatografie (GPC). 

4.2.3.2 Gelová permeační chromatografie (GPC) 

GPC patří mezi chromatografické metody, v níž se jako stacionární fáze používá 

syntetický gel. Uvnitř gelu se nachází póry, do nichž během průtoku elučního roztoku vstupují 

menší molekuly. Větší molekuly do pórů nemohou pronikat a prochází kolonou dříve než malé 

molekuly. Jedná se tedy o rozměrově-vylučovací chromatografii.  

Vzorek eluovaný z matrice Ni-NTA byl přemístěn do mikrozkumavek a centrifugován 

ve stolní centrifuze (Eppendorf) po dobu 15 min, aby došlo k odstranění agregátů, které by 

mohly poškodit kolonu. Vzorek byl z mikrozkumavek odsán pomocí stříkačky s jehlou, tak aby 

se ve stříkačce nenacházely bubliny.  

Pro purifikaci byla použita kolona HiLoad Superdex 75 prepgrade (GE Healthcare Life 

Sciences). Kolona byla před nasazením vzorku nejdříve promyta filtrovanou deionizovanou 

vodou a následně ekvilibrována pufrem (50 mM tris HCl, 200 mM NaCl, 14 mM β-

merkaptoethanol, pH 7,5). Na kolonu byl nasazen vzorek o objemu 5 ml pomocí nástřikové 

smyčky. Průtok mobilní fáze byl nastaven na 1ml.min-1 a maximální možný tlak v koloně na 

0,55 MPa. Do zkumavek byly sbírány jednotlivé frakce o objemu 3 ml. Na základě 

vyhodnoceného chromatogramu byly vybrány a popsány zkumavky s požadovaným proteinem.  

4.2.3.3 SDS-PAGE  

V průběhu celé purifikace byly odebírány vzorky, aby pak mohla být ověřena úspěšnost 

purifikace pomocí proteinové elektroforézy. Ke každému vzorku byl přidán vzorkový pufr 

(0,35 M tris HCl, 10 % (w/v) SDS, 30 % (v/v) glycerol, 0,012 % (w/v) bromfenolová modř, 4 

% (v/v) β-merkaptoethanol, pH 6,8). K separaci proteinů byl použit 14% dělící gel (0,5 % N,N‘- 

methylenbisakrylamid, 14 % akrylamid, 0,1 % SDS, 0,1 % APS, 375 mM trisHCl pH 8,8, 6,7 

mM TEMED) a 5% zaostřovací gel (0,1 % N,N‘-methylenbisakrylamid, 4 % akrylamid, 0,1 % 

SDS, 0,1 % APS, 250 mM tris HCl pH 6,8, 13 mM TEMED). Do aparatury byl přilit pufr (25 

mM Tris, 192 mM glycin, 0,1 % SDS), do něhož byla umístěna chladící kostka, aby 

nedocházelo k přehřívání. Jednotlivé vzorky byly před nanesením povařeny v kovovém bločku 

po dobu 5 min při teplotě 95 °C a poté byly včetně markeru All blue (Bio Rad) naneseny do 

jamek v gelu. Vzorky putovaly k anodě pod napětím 210 V po dobu 1 hodiny.  

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

mírného promíchávání po dobu 30 min. Následně byl roztok CBB vylit, gel byl opláchnut 
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destilovanou vodou a následně odbarvován pomocí odbarvovacího roztoku (10 % (v/v) kys. 

octová, 20 % (v/v) methanol), dokud nedošlo ke zviditelnění proteinů.  

4.2.3.4 Western blot 

Pro potřeby specifičtějšího zobrazení proteinů byl využit western blot. Proteiny byly 

nejdříve odděleny na gelové elektroforéze a následně byly přeneseny na nitrocelulózovou nebo 

polyvinyliden difluoridovou (PVDF) membránu při napětí 100 V po dobu 1 hodiny. Membrána 

byla poté inkubována 1 h v roztoku Cassein blockeru. Následovala inkubace přes noc v roztoku 

TBS-Tween s primární protilátkou SARS-CoV-2 3C-Like Protease Antibody (Cell Signaling 

Technology). Následující den byla membrána 3x promyta roztokem TBS-Tween a poté byla 

opět ponořena do roztoku Cassein blockeru, do kterého byla přidána sekundární protilátka 

IRDye® Goat Anti-Rabbit Ig (LI-COR). Membrána byla inkubována po dobu 1 h v chladové 

místnosti. Poté došlo k promytí roztokem TBS. Poté byla membrána vysušena a zobrazena 

pomocí skeneru. 

4.2.3.5 N-koncová sekvenace 

Proteiny byl nejdříve odděleny na gelové elektroforéze, poté přeneseny na PVDF 

membránu a obarveny barvou Ponceau S. N-koncová sekvenace vybraného proteinu, na 

principu Edmannova obdourávání s reakci fenylisothiokyanátem, byla prováděna na servisním 

pracovišti ÚOCHB (Speicher et al., 2001). 

4.2.4 Měření aktivity  

4.2.4.1 Intermolekulární zhášení 

Aktivita purifikované prekurzorové formy proteázy 3-CL byla měřena pomocí čtečky 

destiček Tecan Spark (Tecan Group Ltd.). V našem případě jsme detekovali nárůst fluorescence 

intramolekulárně zhášeného substrátu po jeho rozštěpení proteázou. Pro měření byly používány 

peptidové substráty nesoucí na N-konci fluorofor EDANS a na C-konci zhášedlo DABCYL. 

Uprostřed tohoto substrátu se nachází specifické štěpné místo, které proteáza rozeznává a štěpí.  

K intramolekulárnímu zhášení dochází ve chvíli, kdy se emisní spektrum fluoroforu 

překrývá s absorpčním spektrem zhášedla a kdy jsou obě tyto skupiny stericky blízko u sebe. 

Po excitaci skupiny EDANS světlem o vhodné vlnové délce (326 nm), emituje EDANS světlo 

o vlnových délkách s maximem okolo 490 nm. Je-li však blízko skupina DABCYL, která 

absorbuje záření při vlnové délce okolo 472 nm, dojde k absorpci emitovaného záření a tím 

k vymizení fluorescenčního signálu.  Pokud však dojde k jejich rozštěpení proteázou, dochází 
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k nárůstu fluorescence, kterou lze nepřetržitě detekovat, což umožňuje kvantitativní měření 

enzymové aktivity (Obr. 9).  

Při měření byly použity dva substráty, které byly syntetizovány na ÚOCHB (Tab. 3). 

Tab. 3 Sekvence používaných peptidických substrátů 

 aminokyselinová sekvence 

Substrát S1 Dabcyl-Thr-Ser-Ala-Val-Leu-Gln↓Ser-Gly-Phe-Arg-Lys-Met-Edans 

Substrát S2 Dabcyl-Asn-Arg-Abu-Orn-Leu-Gln↓Ser-Gly-Asn-Ser-Arg-Lys-Edans 

 

Měření byla prováděna v 96jamkových destičkách (Greiner). Reakční objem vždy činil 

100 μl. Součástí reakční směsi byl purifikovaný protein, reakční pufr (50 mM tris HCl, 200 mM 

NaCl, 14 mM β-merkaptoethanol, pH 7,5) a peptidový substrát. Konečný objem činil 100 μl na 

jamku. Enzymatická aktivita byla monitorována po dobu 30 minut a stanovena pro každou 

koncentraci jako závislost jednotek relativní fluorescence za sekundu.  

4.2.4.1 Studium specifity s využitím substrátové knihovny 

Na ÚOCHB byla připravena 364jamková destička (Greiner) s peptidickými substráty o 

12 aminokyselinách. V jamkách destičky se nacházely substráty, které byly na N- a C- konci 

označeny fluoroforem MCA (kyselina 7-methoxykumarin-4-octová) a zhášedlem  

Fmoc-Lys(Dnp) (N-α-Fmoc-N-ε-2,4-dinitrofenyl-L-lysin). Substrát, který napodobuje 

přirozený substrát proteázy 3-CL byl v této destičce složen z následujících aminokyselin:  

Thr-Ser-Ala-Val-Leu-Gln↓-Ser-Gly-Phe-Arg-Lys-Met. V dalších variantách tohoto substrátu 

byly zaměněny jednotlivé aminokyseliny v pozicích P3 až P3‘ za jinou biogenní 

aminokyselinu. Reakční objem v jednotlivých jamkách činil 25 μl. Konečná koncentrace 

substrátu byla 40 μM. Měření probíhalo po dobu jedné hodiny. 

Obr. 9 Grafické znázornění intermolekulárního zhášení. Vytvořeno v Biorender.com 
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4.2.4.2 Enzymová kinetika 

Pokud měříme reakční rychlost enzymu při různých koncentracích substrátu, získáme 

následující graf (Obr. 10):  

V počáteční lineární části grafu dochází k reakci řídící se dle kinetiky prvního řádu, kde 

je reakční rychlost závislá na koncentraci substrátu. Kinetika prvního řádu může být tedy 

popsána rovnicí (1) 

𝑦 =  𝑎𝑥 +  𝑏 (y - rychlost, a - směrnice, x- koncentrace substrátu) (1) 

V plató části grafu je enzym plně nasycen substrátem a reakční rychlost již není závislá na 

koncentraci substrátu. Reakce tedy probíhá podle kinetiky nultého řádu. V této fázi probíhá 

reakce maximální možnou rychlostí, tedy Vmax. Tento graf popisuje rovnice Michaleis-

Mentenové.  

 

Enzymatická reakce probíhá dle modelu 

Při reakci enzymu [E] se substrátem [S] dochází k tvorbě přechodné dvojice enzym-substrát 

[ES]. Substrát se rozkládá na produkt P a enzym E se uvolňuje. Zavedením zjednodušujících 

předpokladů, ve kterých se pracuje s počáteční reakční rychlostí, kdy na začátku reakce není 

přítomen žádný produkt, je ustavena chemická rovnováha mezi enzymem, substrátem a 

komplexem enzym-substrát, koncentrace enzymu je o hodně menší než koncentrace substrátu, 

a enzym v reakci vyskytuje ve dvou formách – jako volný enzym a jako enzym-substrát, byla 

odvozena rovnice popisující rychlost enzymové reakce – tzv. rovnice Michaelise a Mentenové  

𝑣0 =  
𝑉𝑚𝑎𝑥 × [𝑆]

𝐾𝑀 +  [𝑆] 
 

Rovnice Michaelise a Mentenové je základní rovnicí enzymové kinetiky. Vmax je limitní 

rychlost, které je dosaženo při vysokých koncentracích substrátu, tedy ve chvíli, kdy je všechen 

Obr. 10 Ukázka grafu závislosti reakční rychlosti enzymu na koncentraci substrátu. 
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enzym v komplexu ES. Michaelisova konstanta Km udává hodnotu koncentrace, při které je 

reakční rychlost rovna polovině maximální rychlosti a vyjadřuje afinitu enzymu k substrátu.  

Katalytická účinnost enzymů je následně vyjadřována katalytickou konstantou kcat, která 

se vyjadřuje vztahem 

𝑘𝑐𝑎𝑡 =  
𝑉𝑚𝑎𝑥

[𝐸]𝑇
 

Kde [E]T udává celkovou koncentraci aktivních míst (enzymu). Kcat vyjadřuje počet 

molekul substrátu přeměněných molekulou enzymu za jednotku času.  

V průběhu měření aktivity enzymu je detekována fluorescence rozštěpeného 

peptidického substrátu (produktu). Při použití substrátů na bázi intramolekulárního zhášení 

může docházet k efektům, které narušují přesnost měření. Pokud je koncentrace substrátu příliš 

vysoká dochází k tzv. efektu vnitřního filtru, který snižuje intenzitu fluorescence. Ve vyšších 

koncentracích fluoroforu pak není závislost fluorescence na substrátu lineární. 

Intenzita fluorescence je přímo úměrná koncentraci rozštěpeného substrátu, tedy 

produktu. Pro zjištění, jaká změna koncentrace produktu odpovídá jaké změně intenzity 

fluorescence, se musí veškerý substrát přeměnit na produkt. Toho bylo dosaženo ponecháním 

destičky s koncentrační řadou substrátu a enzymem přes noc na stole. Následující den byla 

v této destičce změřena fluorescence. Poté byla vytvořena kalibrační křivka, která dává do 

vztahu naměřenou intenzitu fluorescence produktu a koncentraci příslušeného substrátu. 

Hodnotami byla proložena přímka. Nelineární hodnoty, tedy fluorescence z vyšších 

koncentrací substrátu, kde pravděpodobně docházelo k efektu vnitřního filtru, byly ze všech 

měření vyřazeny. Směrnicí této přímky je konstanta, pomocí které lze naměřenou fluorescenci 

produktu převést na koncentraci produktu. 

(4) 
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4.2.5 Diferenciační skenovací fluorimetrie 

Ke zjištění teploty tání proteázy 3-CL a k přibližnému stanovení vlivu inhibitoru na 

stabilitu proteázy 3-CL byla použita metoda diferenciační skenovací fluorimetrie (DSF). 

Teplota tání je stanovována na základě závislosti změny fluorescence fluorescenční barvy na 

rostoucí teplotě. K měření se používá klasický qPCR termální cyklátor. Hlavní součástí reakce 

je fluorescenční hydrofobní barva SYPRO Orange. Barva SYPRO Orange je ve vodném 

prostředí zhášena. Postupným zvyšováním teploty však dochází k rozbalování proteinu a 

k exponování hydrofobních oblastí, kam se následně barva váže a dochází tak ke zvyšování 

fluorescence (Obr. 11).  

K měření pomocí metody DSF byla potřeba vysoká koncentrace proteinu. Na reakci o 

objemu 25 μl bylo potřeba 12,5 μg proteinu. Konečná koncentrace barvy SYPRO (5000X) 

(Sigma-Aldrich) v reakci činila 20X.  

 

4.2.6 Identifikace vhodných krystalizačních podmínek 

Aby byly stanoveny optimální podmínky pro krystalizaci prekurzorové formy proteázy 

3-CL, bylo nejdříve potřeba otestovat velké množství krystalizačních podmínek. Pro nanesení 

jednotlivých podmínek do rezervoárů na krystalizační destičce Intelli Plate 96-Flat byl použit 

krystalizační robot Crystal Gryphon (Art Robbins Instruments). Pro tento konkrétní test byla 

použita sada krystalizačních roztoků JCSG+ suite, která je vhodná pro počáteční experimenty. 

V sadě je obsaženo 96 roztoků obsahujících PEG, soli, neutralizované organické kyseliny nebo 

organická srážedla v rozmezí pH od 4,0 do 10,5.  

Ke otestování podmínek bylo potřeba 25 μl proteinu o koncentraci 5 mg/ml. 

Purifikovaný protein byl tedy nejdříve pomocí koncentrátoru (Amicon) s celulózovou 

Obr. 11 Schéma průběhu DSF. Převzato a upraveno z (Bruce et al., 2019) 
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membránou propouštějící proteiny do 10 kDa zahuštěn v centrifuze na požadovanou 

koncentraci. 

Poté byl pomocí robotu Oryx smíchán roztok proteinu s precipitačním roztokem 

z rezervoáru na destičce a vedle těchto rezervoárů robot na destičce vytvořil sedící kapky. 

K difúzi docházelo proti 6 μl krystalizačního roztoku. Aby nedocházelo k vypařování, byla 

destička přelepena fólií. Destička byla ponechána při teplotě 19 °C a automaticky pravidelně 

fotografována pomocí zařízení pro monitorování krystalizačních experimentů (Rigaku 

CrystalMation DT). 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Příprava expresních vektorů 

Templátový (WT, wild-type) konstrukt byl odvozen z vektoru pET-16b, který umožňuje 

vkládat sekvence studovaného proteinu pod kontrolu T7 promotoru a který nese gen pro 

rezistenci proti ampicilinu. Tento expresní plazmid kóduje gen pro histidinovou kotvu, po níž 

následuje štěpné místo pro faktor koagulační kaskády Xa. Na tuto sekvenci jsme připojili gen 

kódující fúzní protein napodobující prekurzorovou formu proteázy skládající se ze 100 

aminokyselin extramembránové C-koncové části proteinu nsp4, k níž je připojen gen pro 

proteázu 3-CL. Mezi nsp4 a 3-CL se v tomto templátu vyskytuje přirozené štěpné místo (Obr. 

13)  

Aby nedocházelo ke štěpení v přirozeném štěpném místě a aby došlo k expresi celistvé 

prekurzorové formy proteázy 3-CL, bylo potřeba štěpné místo mutovat. Mutovány byly 

aminokyseliny na C-konci stoaminokyselinového fragmentu. Mutace glutaminu a dalších 

aminokyselin štěpného místa bylo dosaženo pomocí PCR. Byly navrženy primery s bodovou 

mutací a jako předloha byl použit dříve připravený templátový WT expresní plazmid.  

 Pomocí těchto primerů byl zvlášť amplifikován gen pro stoaminokyselinový fragment 

proteinu nsp4 s požadovanou mutací ve štěpném místě a gen pro proteázu 3-CL (Obr. 12). 

Reakce probíhala dle protokolu v kapitole (4.2.1.5).  

  

Obr. 12: Ukázka agarózového gelu s amplifikovanými sekvencemi kódující stoaminokyselinový fragment 

(300 bp) proteinu nsp4 a sekvencí kódující proteázu 3-CL (918 bp).  

918 bp 

300 bp 
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Dle postupů z kapitol (4.2.1.5) a (4.2.1.6) bylo celkem připraveno 9 prekurzorových 

konstruktů (Obr. 13).  

 

5.2 Exprese prekurzorových forem proteázy 3-CL  

Aby byl identifikován nejlepší konstrukt pro další měření, byly všechny konstrukty 

exprimovány v malém objemu média LB a následně analyzovány pomocí metody western blot. 

Bakterie byly transformovány dle procesu popsaném v kapitole (4.2.2.1).  

Růst bakterií v médiu LB byl ověřován měřením optické hustoty pomocí 

spektrofotometru. Výsledkem tohoto měření je růstová křivka. Růst má několik fází. Počáteční 

fázi, tzv. fázi lag, která je charakterizována buněčnou aktivitou ale ne růstem. Dochází k syntéze 

proteinů nezbytných pro replikaci. Buňky se zvětšují, ale ještě nedochází k jejich dělení. 

V grafu se tato fáze jeví jako téměř konstantní křivka. Další fáze je exponenciální, tzv. fáze log. 

V této fázi se buňky dělí binárním dělením a zdvojnásobují svůj počet po každé generační době. 

K indukci pomocí IPTG došlo při hodnotě OD600 = 0,7. Přidání IPTG a následné snížení teploty 

na 18 °C poté růst však zpomalí, protože dochází hlavně k expresi požadovaného proteinu. 

Následující den byla konečná optická denzita o hodnotě 2,2 (Obr. 14).  

Obr. 13 Grafické znázornění všech připravených konstruktů. Červeným písmem jsou označeny jednotlivé 

mutace ve štěpném místě. Vytvořeno v BioRender.com 

WT 
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5.3 Exprese všech konstruktů v malém objemu  

Do mikrozkumavek s 20 μl kompetentních bakterií BL21 DE3(Rosetta) byly přidány 2 

μl plazmidu kódující příslušnou prekurzorovou formu proteázy. Dále transformace probíhala 

dle postupu popsaném v kapitole (4.2.2.1). Po nárůstu bakterií na Petriho miskách byla vybrána 

pouze jedna kolonie, která byla očkována do 10 ml média LB s ampicilinem. Nárůst probíhal 

po dobu 5 hodin. Poté došlo k indukci pomocí IPTG. Následující den byl odebrán vzorek 

z každé zkumavky. Zbytek bakterií byl stočen a zamrazen.  

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

  

Obr. 14 Ukázka růstové křivky pro bakterie E.coli Rosetta(DE3) exprimující prekurzorový konstrukt 

QA.  Kultivace bakterií probíhala v médiu LB. Optická denzita (O.D.) byla měřena v několika časových 

bodech pomocí spektrofotometru při vlnové délce 600 nm. K indukci exprese proteinu došlo při O.D. o 

hodnotě 0,7.  

Obr. 15 Analýza vzorků odebraných po indukci exprese jednotlivých prekurzorových konstruktů pomocí 

metody western blot za použití protilátky SARS-CoV-2 3C-Like Protease antibody (Cell Signaling). 

Exprese probíhala v bakteriích E.coli Rosetta(DE3). 1) marker All blue (Biorad), 2) prekurzor s mutací v aktivním 

místě, 3) konstrukt s přirozeným štěpným místem, 4) QN, 5) QE, 6) QK, 7) QR, 8) QF, 9) marker All blue (Biorad) 

10) QI, 11) QA, 12) QAA, 13) QAAA.  

1.      2.       3.       4.      5.       6.       7.       8. All     8.       9.     10.    11.    12.     13.       14.  9.      10.      11.       12.       13.  
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U většiny prekurzorových konstruktů docházelo k výraznému štěpení na maturovanou 

proteázu. Jako nejúspěšnější prekurzorový konstrukt se ukázal být konstrukt se třemi Ala ve 

štěpném místě (QAAA) a konstrukt s Ile ve štěpném místě (QI) (Obr. 15). Prekurzory QAAA 

a QI byly pro další experimenty exprimovány ve velkém objemu média LB a následně 

purifikovány. 

5.4 Purifikace prekurzorových konstruktů QAAA a QI  

Purifikace prekurzorů probíhala dle postupu popsaných v kapitolách (4.2.2.3) a 

(4.2.3.1). Peleta s bakteriemi byla resuspendována v lyzačním pufru. Bakterie byly lyzovány 

pomocí ručního homogenizéru a následně pomocí buněčného disruptoru. Bakterie byly poté 

stočeny a protein rozpuštěný v supernatantu byl následně purifikován afinitní matricí Ni-NTA. 

Supernatant, který protekl kolonkou byl nazván FT (z angl. Flow through). Matrice v kolonce 

s navázaným proteinem byla následně 3x promyta pětinásobným objemem objemu matrice (3x 

10 ml) promývacího pufru, aby došlo k vymytí nespecificky se vázajících proteinů. Produkt 

tohoto promytí byl nazván Wash. Z takto promyté matrice byl následně eluován protein. K eluci 

byly použity 3 ml elučního pufru. Tento celý proces byl opakován ještě jednou s FT, aby došlo 

k zachycení co největšího množství proteinu. Celkový objem eluovaného proteinu byl 6 ml.  

Další purifikace probíhala pomocí GPC (celý postup popsán v 4.2.3.2). Ukázka 

chromatogramu z průběhu purifikace pomocí GPC se nachází na (Obr. 16) 

Purifikace prekurzorů proteázy 3-CL probíhala vždy přibližně z 6 g mokré pelety E.coli, 

které narůstaly v 1,5 litrech média LB. Výtěžek proteinu z výše uvedeného množství bakterií 

byl pokaždé přibližně 12 mg.   

Obr. 16 Ukázka chromatogramu z purifikace pomocí gelové permeační chromatografie.  

Purifikace probíhala na koloně HiLoad Superdex 75 prepgrade (GE Healthcare Life Sciences), průtok pufru (50 

mM Tris HCl, 200 mM NaCl, 14 mM β-merkaptoethanol, pH 7,5) byl nastaven na 1 ml.min-1 a maximální možný 

tlak v koloně na 0,55 MPa. Jednotlivé sbírané frakce jsou označeny písmenem a číslem na ose X. Pík 

v chromatogramu v 85. min odpovídá požadovanému proteinu.  
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 Úspěšnost purifikace byla následně ověřena pomocí SDS-PAGE (Obr. 17). Dle 

množství pruhů v jednotlivých drahách gelu lze konstatovat, že purifikace byla poměrně 

úspěšná. I přes vysoký výtěžek celé purifikace je možné v drahách 3. a 6. pozorovat, že určité 

množství proteinu uniklo při promývacích krocích a z drah 2. a 5. je zřejmé, že se část 

prekurzoru na matrici Ni-NTA nezachytila.  

  

Obr. 17 Analýza úspěšnosti purifikace pomocí elektroforézy v polyakrylamidového gelu. A) purifikace 

konstruktu QAAA, B) purifikace konstruktu QI  

Jako marker byly použity 3 μl All blue (Biorad). 1. dráha: supernatant (nanáška 8 μl, z celkového objemu 250 ml), 

2. dráha: FT 1 (nanáška 8 μl, z celkového objemu 250 ml), 3. dráha: wash 1 (nanáška 8 μl, z celkového objemu  

10 ml), 4. dráha: eluce 1 (nanáška 3 μl, z celkového objemu 2 ml), 5. dráha: FT 2 (nanáška 8 μl, z celkového 

objemu 250 ml), 6. dráha: wash 2 (nanáška 8 μl, z celkového objemu 10 ml), 7. dráha: eluce 2 (nanáška 3 μl, 

z celkového objemu 2 ml), dráhy 8. – 12.: frakce z GPC (nanášky 3 μl, objem frakce 3 ml). 

B) 
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5.5 Měření enzymové aktivity 

5.5.1 Optimalizace koncentrace enzymu 

Aby byla nalezena vhodná koncentrace prekurzorových proteáz k dalšímu měření, byla 

měřena počáteční rychlost štěpení substrátu S2 při jeho konstantní koncentraci (50 μM) při 

různých koncentracích enzymu. Koncentrace enzymu se pohybovala od 0,1 μM až po 6 μM. 

(Obr. 18).  

 U obou konstruktů byla pro další experimenty zvolena 2 μM koncentrace. Jedná se o 

koncentraci proteinu, u níž lze již zaznamenávat dostatečnou změnu fluorescence a zároveň 

nedochází k velké spotřebě proteinu. Nelineární vztah mezi počáteční reakční rychlostí a 

koncentrací enzymu ukazuje na pravděpodobné uplatnění efektu dimerizace enzymu v tomto 

koncentračním rozmezí. 

5.5.2 Michaelisova konstanta 

Pro stanovení Michaelisovy konstanty bylo potřeba vytvořit koncentrační řadu substrátu. 

Byla připravena koncentrační řada substrátu v rozpětí od 200 μM do 0,1 μM, a to dvojkovým 

ředěním zásobního roztoku z první jamky destičky. Reakce byla zahájena přidáním 20 μl 

prekurzoru QAAA či QI, jehož konečná koncentrace v reakci byla 2 μM. Reakční objem činil 

100 μl. Destička byla vložena do přístroje Tecan Spark Magellan a byla měřena změna intenzity 

fluorescence při jednotlivých koncentracích po dobu 30 min.  

Aby byly eliminovány nepřesnosti měření byly vytvořeny kalibrační křivky pro oba 

používané substráty (S1 a S2). Tyto křivky dávají do vztahu fluorescenci po úplném rozštěpení 

Obr. 18 Grafy znázorňující závislost rychlosti reakce na koncentrační řadě prekurzorových konstruktů 

QAAA a QI s konstantní koncentrací substrátu S2 (50 μM). Měření probíhalo v triplikátech. 
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substrátu (produkt) a koncentraci substrátu. V dalších měření jsme se drželi pouze v lineárním 

rozsahu měření fluorescence. Křivky byly poté proloženy přímkami a byla určena jejich 

směrnice, která odpovídá počáteční reakční rychlosti štěpení substrátu, resp. přibývání produktu 

(Obr. 19). 

Dle grafů jsou hodnoty fluorescence lineární pouze do koncentrace substrátu o hodnotě 

50 μM. Koeficient, který byl použit při přepočtu změny fluorescence na reakční rychlost je u 

substrátu S1 roven přibližně hodnotě 752 a u substrátu S2 hodnotě 512.  

Rychlost je vyjádřena jako směrnice závislosti rozdílu intenzity fluorescence na čase. 

Směrnice je pro každou koncentraci odlišná. Abychom mohli tuto směrnici převést na rozdíl 

koncentrace produktu na čase, byly všechny směrnice pro jednotlivé koncentrace vyděleny 

koeficientem 512 a 752.  

A) 

B) 

Obr. 19 Stanovení koeficientů pro přepočet hodnot změn fluorescence na koncentraci 

produktu, ze závislosti změny fluorescence zcela rozštěpeného substrátu, tedy produktu 

na koncentraci substrátu. Měření probíhalo v triplikátech. K úplnému štěpení substrátu byla 

použita maturovaná proteáza 3-CL. 
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Přepočítané směrnice (změna koncentrace produktu za čas) byly v programu GraphPad 

vyneseny na osu Y a koncentrace substrátu na osu X. Michaelisova konstanta KM a maximální 

rychlost Vmax byly získány z výnosu Michaelise a Mentenové (Obr. 20).  

 

Dále byla stanovena katalytická konstanta kcat, tedy počet molekul substrátu přeměněných 

molekulou enzymu za 1 s. Stanovení je však pouze orientační, neboť je třeba znát přesnou 

koncentraci aktivních míst proteázy, kterou lze zjistit titrací aktivních míst inhibitorem. 

V tomto případě to však z níže uvedených důvodů (viz. kapitola 5.6) nebylo možné a 

koncentrace proteinu byla stanovena pomocí spektrofotometrického měření při vlnové délce 

280 nm. Hodnoty kcat jsou tedy pouze orientační (Tab. 4).  

Obr. 20 Stanovení Michaelisovy konstanty pro prekurzorové konstrukty QAAA a QI se substráty S1 a S2.  

Byly změřeny počáteční rychlosti (směrnice závislosti změny fluorescence na koncentraci substrátu), které byly 

vyděleny vypočtenými koeficienty 512 a 752 pro daný substrát (Obr. 18). Měření probíhalo v triplikátech. Tyto 

hodnoty byly poté vyneseny do závislosti s koncentrací substrátu v programu GraphPad Prism. Pomocí GraphPad 

Prism byly poté stanoveny hodnoty Vmax a Km. 
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Tab. 4 Srovnání hodnot KM a hodnot katalytické účinnosti prekurzoru proteázy 3-CL 

*hodnoty počítány pro koncentrace enzymu určené pomocí spektrofotometrického měření celkové koncentrace 

proteinu při 280 nm. 
 

5.5.3 Substrátová knihovna  

Substrátová specifita byla zkoumána s použitím poziční knihovny, kdy vždy jedna 

aminokyselina v pozici P3-P3‘ byla nahrazena jednou biogenní aminokyselinou (kromě 

cysteinu). Měření bylo prováděno v 364jamkové destičce (popsáno v kapitole 4.2.4.1). 

  

  

Byla stanovena aktivita prekurzoru proteázy QAAA ve dvou nezávislých měřeních 

(každé měření probíhalo v triplikátech) s jednotlivými substitučními variantami substrátu a 

 QAAA QI 

Substrát S1 S2 S1 S2 

Km [µM] 258 ± 32 158 ± 11 78 ± 11 28 ± 5 

Vmax [µM/s] 0,050 ± 0,005 0,106 ± 0,006 0,0038 ± 0,0004 0,0040 ± 0,0004 

*kcat [s-1] 0,02 0,05 0,002 0,002 

Obr. 21 Mapa znázorňující poměr mediánu počátečních rychlostí štěpení substrátu 

s jednoaminokyselinovými substitucemi v pozicích od P3 po P3‘ a referenčního substrátu. Každé měření 

probíhalo v triplikátech se substráty o koncentraci 40 μM. Celkový objem reakce činil 25 μl. Jako rychlostní 

medián byla stanovena rychlost v jamkách se substráty s aminokyselinovou sekvencí Thr-Ser-Ala-Val-Leu-Gln↓-

Ser-Gly-Phe-Arg-Lys-Met. Barvy značí poměry rychlosti štěpení daného substrátu vůči přirozenému substrátu. 

V oranžovém spektru se pohybují hodnoty o rychlosti vyšší než 100 %. Bílá barva značí rychlosti pohybující se 

v hodnotách od 100 % po 80 % vůči přirozenému substrátu a spektrum modré barvy od 80 % do 0 %. Nejtmavší 

modrá barva znázorňuje negativní hodnoty. 
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rychlosti byly normalizovány podle aktivity naměřené s přirozeným substrátem Thr-Ser-Ala-

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

V pozicích P3 a P2 prekurzor QAAA vykazuje nejvyšší specifitu. V P3 pozici prekurzor 

rozeznává hlavně přirozený Val a v P2 pozici nejlépe rozeznává přirozený Leu. Dále v P2 

pozici částečně toleruje hydrofobní aminokyseliny Ala, Val a Ile, ale také pozitivně nabitý Lys. 

V P1 pozici se zdá, že pro alespoň částečné štěpení nemusí být nutná přítomnost Gln. Proteáza 

tolerovala i polární Arg, His, Ser, Thr a Lys a nepolární Pro, Gly, a Phe. V P1‘ pozici 

rozpoznává primárně přirozený Ser, avšak prekurzor je v této pozici schopen částečně i 

tolerovat Met, Asp, Pro, Gln, Arg, Ser, Thr a Val, tedy aminokyseliny o různých vlastnostech. 

Z pozic P2‘ a P3‘ je jasně vidět, že zde prekurzorová proteáza rozeznává širokou škálu 

aminokyselin, z nichž se mnohé štěpí výrazně lépe oproti přirozeně vyskytujícím se 

aminokyselinám. Lépe, než výchozí přirozený substrát se štěpily peptidy s Ala a His v P2‘ 

pozici, dále se výrazně lépe štěpily substráty s Ala, Gly, His, Ile, Met, Asn a Gln v P3‘ pozici.    

5.6 Inhibiční studie 

Inhibice prekurzorových proteáz byla zkoumána pomocí metody diferenciační 

skenovací fluorimetrie DSF, jejíž princip je popsán v kapitole 4.2.5. Tato metoda byla zvolena 

vzhledem k nízké aktivitě enzymu, která se po přidání inhibitorů ztrácela v šumu a měření 

poskytovalo nekonzistentní výsledky.  

5.6.1 Koncentrační řada komerčních inhibitorů 
 

 

Nirmatrelvir GC376 

Obr. 22 Struktury komerčních inhibitorů proteázy 3-CL viru SARS-CoV-2 Nirmatrelviru a GC376. 

Převzato z (Owen et al., 2021) a (Vuong et al, 2020). 
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Obr. 23 Ukázka křivek z postupného rozbalování prekurzoru QAAA při zvyšující se teplotě za přítomnosti 

různých koncentrací nirmatrelviru pomocí DSF. A) Závislost fluorescence na rostoucí teplotě. B) Závislost derivace 

hodnot změny fluorescence na teplotě. Růst teploty tání (Tm) za přítomnosti inhibitoru je viditelné na posunu křivek 

směrem k vyšším teplotám. 

Obr. 24 Srovnání teplot tání (Tm) prekurzorů QAAA (A) a QI (B) za přítomnosti různých koncentrací 

komerčních inhibitorů nirmatrelviru a GC376. Pro srovnání byla změřena teplota tání prekurzoru v 

přítomnosti DMSO (4 %). Měření probíhalo v triplikátech. 

A) B) 

A) 

B) 
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Byla změřena koncentrační řada komerčních inhibitorů nirmatrelviru a GC376 (Obr. 22). 

Koncentrace prekurzorů QAAA a QI v tomto měření byla 10 μM. Teplota tání (Tm) bez 

inhibitoru za přítomnosti 4 % DMSO se pohybovala u konstruktu QAAA kolem 45 °C a u 

konstruktu QI kolem 42 °C. K měření byla zvolena koncentrační řada inhibitorů od 20 μM po 

500 μM. K nárůstu Tm došlo až při 50 μM koncentraci inhibitorů. Za přítomnosti 50 μM 

nirmatrelviru došlo u konstruktu QAAA k nárůstu Tm o 5 °C, zatímco u konstruktu QI došlo 

k nárůstu až o 7 °C. Zvyšování Tm se u obou prekurzorových konstruktů zastavilo na 300 μM 

nirmatrelviru, kde teplota tání činila přibližně 52 °C. Co se týče inhibitoru GC376, tak při 50 

μM koncentraci došlo u obou konstruktů k navýšení přibližně o 4 °C. Stabilizační účinek 

inhibitoru GC376 dosáhl maxima při 400 μM, kde činila Tm u prekurzoru QAAA přibližně 52 

°C a u prekurzoru QI 50 °C (Obr. 24).  

5.6.2 Srovnání inhibitorů  

Vzhledem k dostatečné účinnosti 50 μM koncentrace inhibitoru, byla tato koncentrace 

zvolena pro analýzu dalších potencionálních inhibitorů, které byly syntetizovány na ÚOCHB.  

   

Obr. 25 Srovnání teplot tání (Tm) prekurzorových proteáz QI a QAAA v přítomnosti 50 μM inhibitorů. 

Měření probíhala v triplikátech. 



   

 

46 

 

V tomto měření se jako nejlépe inhibující sloučeniny ukázaly komerční inhibitory 

nirmatrelvir a GC376, které teplotu tání prekurzorových variant zvýšily v průměru o 5-6°C. 

Z inhibitorů, které byly syntetizovány na ÚOCHB byly v 50 μM koncentraci nejúčinnější 

molekuly STS1768 a STS1784, které zapříčinily zvýšení teploty tání prekurzorů přibližně o 4 

°C (Obr. 26) (Obr. 25).   

5.7 Pokus o krystalizaci prekurzorové varianty QAAA 

 

  

Obr. 26 Porovnání rozdílů teplot tání v přítomnosti 50 μM inhibitorů u prekurzorů QAAA a QI. Na ose Y 

je vynesen rozdíl mezi teplotou tání (Tm) QI v přítomnosti 4% DMSO a Tm QAAA s daným 50 μM inhibitorem. 

Na ose X je vynesen rozdíl mezi Tm QAAA v přítomnosti 4% DMSO a Tm QI s daným 50 μM inhibitorem. Graf 

znázorňuje průměrnou úspěšnost daných inhibitorů.   

Obr. 27 Ukázka druhů proteinových precipitátů prekurzorové formy QAAA v různých podmínkách.  

Koncentrace proteinu činila 5 mg/ml. Obrázky precipitátů byly pořízeny po 90 dnech inkubace v podmínkách ze sady 

krystalizačních roztoků JCSG+ suite. A) 0,2 M chlorid amonný, 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 vápenatý, 0,1 M octan sodný 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 sodný pH 5,5, 20 % (w/v) PEG 3000, F) 0,2M 

thiokyanát sodný 20 % (w/v) PEG 3350 

A) B) C) 

E) F) D) 
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Při pokusu o krystalizaci prekurzorové varianty QAAA nebyly ani v jedné podmínce 

pozorovány krystaly. V testovaných podmínkách bylo však pozorováno několik druhů 

precipitátů. Byly pozorovány tmavé granulární precipitáty (Obr. 27 B a D), které z velké části 

nevedou k tvorbě krystalů. Další podmínky obsahovaly tmavé amorfní agregáty, které jsou 

často způsobené vysokou koncentrací proteinu či srážedla (nebo obojího) (Obr. 27 C a E).  Dále 

byly pozorovány neamorfní precipitáty s lokalizovanými tmavými oblastmi, které v některých 

případech mohou vést k tvorbě krystalů (Obr. 27 F).  
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6 DISKUZE 

Proteáza 3-CL viru SARS-CoV-2 se vzhledem ke své nezbytné roli v replikačním cyklu 

viru stala důležitým cílem pro vývoj antivirotik. Vyvíjené inhibitory jsou často mířeny do 

aktivního místa proteázy, kam se kovalentně vážou a proteolytickou aktivitu tím zastavují. 

Postupem času však může docházet k mutacím tohoto aktivního místa a k tvorbě variant 

proteázy rezistentních vůči danému inhibitoru. Je tedy potřeba hledat nové látky s odlišnými 

způsoby vazby na danou cílovou makromolekulu nebo nacházet nové cílové enzymy i 

strukturní proteiny, které by bylo možné inhibovat. Tato diplomová práce se zaměřila na 

studium prekurzorové proteázy 3-CL viru SARS-CoV-2, tedy proteázy, která je stále součástí 

polyproteinu, jejíž vlastnosti a detaily autokatalytické aktivace nejsou zatím dostatečně 

popsány. V rámci této práce byly připraveny modelové prekurzorové formy proteázy 3-CL, 

bylo vyhodnoceno jejich autokatalytické štěpení, vybrané dvě varianty byly purifikovány a byla 

studována jejich enzymová aktivita, substrátová specifita a inhibice. Byly vytvořeny fúzní 

proteiny s N-koncovou dekahistidinovou purifikační kotvou následovanou štěpným místem pro 

Xa proteázu, stoaminokyselinovým extramembránovým C-koncovým fragmentem proteinu 

nsp4 a proteázou 3-CL.  

Abychom mohli studovat vlastnosti modelového prekurzoru, hledali jsme vhodnou 

mutaci, která by zamezila autokatalytickému vyštěpování proteázy 3-CL z prekurzoru. Ve 

všech štěpných místech, které proteáza 3-CL v rámci polyproteinu rozeznává se v P1 pozici 

nachází glutamin. Ten je dle dosavadní literatury důležitý k tomu, aby došlo k účinnému 

samovyštěpení proteázy z polyproteinu a k uvolnění ostatních nestrukturních proteinů (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 štěpení zabránili, byl Gln substituován za jiné aminokyseliny. 

Bylo připraveno celkem devět expresních konstruktů prekurzorové formy proteázy 3-

CL. Nejdříve byl substituován glutamin v P1 pozici, poté jsme zaměnili i sousedící 

aminokyseliny v P2 i v P3 pozici. V mutované P1 pozici byly zastoupeny aminokyseliny kyselé 

(kys. glutamová), bazické (arginin, lysin), polární nenabité (asparagin), nepolární (alanin, 

izoleucin) i aromatické aminokyseliny (fenylalanin). Těchto devět konstruktů bylo 

exprimováno v malém množství média a produkce prekurzoru proteázy 3-CL byla poté 

analyzována pomocí western blotu. Ukázalo se, že z jednoaminokyselinových záměn byla 

nejúspěšnější pouze mutace glutaminu za isoleucin, tedy za hydrofobní β-rozvětvenou 

aminokyselinu. Z více aminokyselinových záměn byla nejúčinnější záměna tří aminokyselin ze 

štěpného místa za tři Ala. Výsledkem druhého konstruktu jsou tedy čtyři Ala ve štěpném místě 
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díky přirozeně se vyskytujícímu se Ala v P4 pozici. Ostatní mutace se ukázaly být neúčinné a 

docházelo buďto k částečnému či úplnému odštěpování maturované proteázy 3-CL od N-

terminálního fragmentu. Zda se jedná o odštěpení maturované formy proteázy bylo ověřeno N-

koncovou sekvenací variant QN a QA, která nám potvrdila výskyt autentického N-konce 

proteázy 3-CL. Důvodem proč k tomuto štěpení dochází by mohla být skutečnost, že je 

maturovaná proteáza 3-CL schopna rozeznávat a štěpit substráty, které v P1 pozici nesou i jiné 

aminokyseliny než glutamin. Konkrétně bylo pozorováno, že v P1 rozeznává kromě Gln i His, 

Met a Gly (Chuck et al., 2010; Koudelka et al., 2021; Pablos et al., 2021; Luo et al., 2023). 

Širší specifita v P1 pozici byla pozorována i u prekurzorové formy proteázy 3-CL v rámci 

našeho měření substrátové knihovny (viz níže). Některé rozeznávané aminokyseliny v P1 

pozici v rámci substrátové knihovny se však neshodují s výsledky z western blotu. Je tedy 

možné, že záměnou aminokyseliny v P1 pozici také dochází k tvorbě sekvence, kterou během 

kultivace rozeznávají bakteriální proteázy a dochází tak k jejímu štěpení.  

Ke kultivaci ve velkém objemu a k purifikaci byly vybrány konstrukty QAAA a QI. 

Exprese proteáz v bakteriích je často problematická, neboť její nadprodukce je pro bakterie 

toxická. Prekurzorová forma se však v bakteriích exprimovala velmi dobře. Již vysoká exprese 

těchto prekurzorových konstruktů naznačovala sníženou aktivitu oproti maturované formě 

proteázy 3-CL. Výtěžek purifikací obou konstruktů prekurzorů z 1,5 l média LB s bakteriemi 

E. coli vždy činil přibližně 10 mg. 

K tomu, aby proteáza 3-CL řádně fungovala, vyžaduje dimerizaci. Tuto vlastnost jsme 

také otestovali u našich prekurzorových proteáz. Závislost počáteční reakční rychlosti striktně 

monomerního proteinu nebo striktně dimerního proteinu na koncentraci enzymu by byla 

lineární. Nelinearita křivek u obou prekurzorů značí přítomnost monomeru i dimeru v různých 

poměrech v koncentračním rozmezí od 0,1 uM po 6 uM. Tento výsledek je v rozporu 

s některými studiemi zabývajícími se prekurzory, ve kterých přidáním dalších aminokyselin na 

N-konec proteázy 3-CL způsobilo výrazné narušení dimerizace. Konkrétní příčinu odůvodňuje 

studie Xue et al. (2007), kde se uvádí, že serin Ser1 na N-konci proteázy 3-CL je zásadní pro 

její aktivitu. Volná aminoskupina Ser1 jednoho protomeru totiž tvoří kritické interakce 

s aminokyselinami aktivního místa Glu166 a Phe140 druhého protomeru. V přítomnosti 

přidaných aminokyselinových zbytků na N-konci nebyla NH skupina Ser1 schopna tvořit solné 

můstky s aktivním místem druhého protomeru, což indukovalo kolaps v jeho S1 kapse (Xue et 

al., 2007). Dále v pracích Hsu et al. (2005) a Chen et al. (2010), popisují, že je k úplné aktivaci 

proteolytické aktivity proteázy nutné nejdříve zajistit cis-štěpení N-konců. S našimi výsledky 

však souhlasí data z nejnovější studie Noske et al. (2023) publikované v časopise Nature, kde 
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naznačují, že zpracovaný N-konec je sice podstatný ke správnému sbalení proteázy 3-CL, avšak 

k dimerizaci není třeba a k dimerizaci prekurzorů (polyproteinů) je pouze potřeba vazby 

jakéhokoliv ligandu (štěpného místa v polyproteinu) do aktivního místa (Noske et al., 2023). 

Zajímavý je rozdíl v aktivitě mezi prekurzorovými konstrukty QI a QAAA. Vzhledem k vysoké 

aktivitě proteázy 3-CL by mohla být důvodem pro zvýšenou aktivitu QAAA kontaminace 

maturovanou proteázou. Pokud bychom však tuto skutečnost zanedbali, důvodem by mohla být 

rozvolněnější struktura stoaminokyselinového přívesku, která usnadní kritickou interakci 

serinu 1 s glutamátem 166.    

Oba prekurzory se od maturované proteázy liší i v dalších enzymologických 

charakteristikách. K měření byly použity fluorescenční substráty S1 (substrát o kanonické 

sekvenci) a S2 (substrát s modifikovanými aminokyselinami navržený a syntetizovaný na 

ÚOCHB). Prekurzor QAAA váže substrát S2 (KM = 158 ± 11 μM) 1,6x lépe než substrát S1 

(KM = 258 ± 32 μM), což je v souladu s hypotézou, že by substrát S2 měl vykazovat vyšší 

afinitu a přidané modifikované aminokyseliny tak zvýšily afinitu substrátu k proteáze. To samé 

bylo pozorováno i u konstruktu QI, jehož afinita k substrátu S2 (KM = 28 ± 5 μM) byla 2,7x 

lepší než k substrátu S1 (KM = 78 ± 11 μM). Vyšší hodnoty KM u varianty QAAA by mohly 

být způsobeny například volnějším spojením 100 aminokyselinového fragmentu, který tak 

může více zasahovat do aktivního místa, kde tak kompetuje více se substráty S1 a S2. Oba 

prekurzory však vážou přirozený substrát S1 hůře oproti maturované proteáze 3-CL, u níž 

v přítomnosti substrátu s přirozenou sekvencí (odpovídající substrátu S1) byla hodnota KM = 

10.5 ± 3.2 μM (Kuo et al., 2021). Ze stanovených konstant lze soudit, že QI váže oba substráty 

lépe než QAAA, varianta QAAA však substráty přeměňuje rychleji (kcat QI S1 = 0,002 s-1, S1 

= 0,002 s-1; kcat QAAA S1 = 0,02 s-1, S2 = 0,05 s-1). Ke stanovení katalytické konstanty je 

potřeba zjistit přesnou koncentraci aktivních míst proteázy pomocí titrace inhibitorem. Titrace 

inhibitorem však nebyla možná, kvůli nízké aktivitě prekurzorů, která se po přidání inhibitorů 

ztrácela v šumu a měření poskytovalo nekonzistentní výsledky. K výpočtu kcat byla použita 

koncentrace celkového proteinu v reakci, která byla změřena na spektrofotometru NanoDrop®. 

Hodnoty kcat jsou tedy pouze orientační.  

Další vlastnost, kterou jsme sledovali, byla substrátová specifita. Obecně platí, že virové 

proteázy vážou substráty různých aminokyselinových sekvencí s vysokou specificitou. Byl 

vyvinut koncept substrátového obalu - konzervovaného trojrozměrného tvaru, který definuje 

vazbu substrátu (Shaqra et al., 2022). Pro maturovanou proteázu 3-CL bylo dokázáno, že má 

velmi tvárné aktivní místo, tato vlastnost je důležitá, kvůli širokému spektru substrátů, které 
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proteáza musí rozeznávat (Obr. 28). Tato skutečnost by mohla být ještě výraznější u 

prekurzorové formy této proteázy (Kneller et al., 2020; Peñalver et al., 2021).  

V této práci byla otestována knihovna substrátů odvozená od přirozeného štěpného 

místa na N-konci 3-CL. Pozice P3-P3´ byly postupně nahrazeny vždy jednou biogenní 

aminokyselinou. Naměřením této knihovny bylo otestováno, jaké aminokyseliny prekurzorová 

varianta proteázy 3-CL preferuje v jednotlivých pozicích štěpného místa. K měření byl použit 

konstrukt QAAA. Na ÚOCHB byla také proměřena tato substrátová knihovna s maturovanou 

proteázou 3-CL. V tomto případě se žádný substrát neštěpil lépe než výchozí přirozený substrát. 

Pozice P3 a P2 se zdají být stejně jako u maturované proteázy 3-CL konzervovanější i 

v případě prekurzorové formy proteázy. V P1‘-P3‘ pozicích maturovaná i prekurzorová 

varianta proteázy nejeví přílišnou specifitu. Některé záměny v pozicích P2‘ a P3‘ však 

způsobují až trojnásobné zvýšení rychlosti štěpení substrátu oproti přirozené sekvenci, což dále 

ukazuje na možnost návrhu substrátu, který by prekurzorová forma štěpila lépe než přirozený 

substrát. 

Štěpení substrátu s různými aminokyselinami v P1 pozici lze také porovnat s western 

blotem exprimovaných konstruktů s mutacemi v P1 pozici. Za předpokladu in cis autoštěpení 

během exprese těchto konstruktů a in trans štěpení substrátu v rámci substrátové knihovny, 

můžeme spekulovat o různých nárocích na P1 pozici substrátu pro in cis štěpení a pro in trans 

štěpení. In cis dokázal prekurzor štěpit substrát s Asn, Glu, Lys, Arg, Ala a Phe v P1 pozici. 

Dle substrátové knihovny však in trans substrát s Ala, Asn a Glu v P1 pozici není štěpen vůbec. 

Co však souhlasí je slabé štěpení substrátu s Lys, Arg a Phe v P1 pozici. Substrát s Ile v P1 

pozici v jednom ze dvou měření vykazuje částečné štěpení. Prekurzor při štěpení in trans dále 

v P1 pozici naznačuje částečnou toleranci Pro, Ser, Thr, Gly a His. 

Inhibice prekurzorové proteázy 3-CL byla popsána pouze v jedné studii, a to pomocí 

fluorescenčně značených ligandů (Peñalver et al., 2021). V rámci této diplomové práce byly 

zkoumány další možnosti inhibice prekurzorové formy. Použili jsme metodu zvanou 

Obr. 28 Aminokyselinové sekvence konzervovaných polyproteinových štěpných míst rozeznávané 

proteázou 3-CL viru SARS-CoV-2. Převzato z  (Chen et al., 2022) 
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diferenciační skenovací fluorimetrie, někdy také známa pod názvem thermal shift assay. Zde 

jsme pozorovali, jaký vliv budou mít různé inhibitory na teplotu tání prekurzoru.  

Teplota tání prekurzoru QAAA činila bez inhibitoru (za přítomnosti DMSO) 43–45 °C, 

zatímco prekurzoru QI 40–43 °C. Výsledky naznačují, že je prekurzor QAAA by mohl být 

mírně stabilnější oproti prekurzoru QI, ale rozdíly se stírají v rámci experimentální chyby. U 

maturované proteázy 3-CL byla zaznamenána teplota tání přibližně při 55 °C (Boras et al., 

2021). Tento teplotní rozdíl naznačuje, že jsou prekurzorové struktury méně stabilní a při 

zvyšování teploty dochází k časnějšímu rozbalení.  

Dále byly naměřeny koncentrační řady dvou komerčních inhibitorů, a to klinicky 

používaného nirmatrelviru a experimentálního inhibitoru GC376. Koncentrace obou 

prekurzorů v našich experimentech činila přibližně 10 μM. Zvolili jsme tedy koncentrační řadu 

inhibitorů začínající od 20 μM, kde však nedocházelo k žádnému efektu. Změna teploty tání u 

prekurzorů byla zaznamenána až od 50 μM koncentrace nirmatrelviru a GC375. Po inkubaci 

s 50 μM nirmatrelvirem a GC376 došlo ke zvýšení teploty u konstruktu QAAA k maximálně o 

4–5 °C, zatímco u konstruktu QI o 4–7 °C. U maturované proteázy dochází ke zvýšení teploty 

tání po inkubaci s 20 μM nirmatrelvirem až o 18 °C a inkubace s 20 μM GC376 způsobuje 

zvýšení teploty tání o 17,6 °C (Sacco et al., 2022). Tento výsledek by mohl naznačovat, že 

konstrukt QI nepatrně lépe váže inhibitor, ale rozdíly jsou opět v rámci experimentální chyby. 

Rozdíl mezi nirmatrelvirem a GC376 je zde minimální a na oba konstrukty prekurzoru působí 

podobně. Výrazný rozdíl ve stabilizaci maturované proteázy a prekurzorové proteázy 

nirmatrelvirem a GC376 může být způsoben rozvolněnější strukturou prekurzoru a tím pádem 

i aktivního centra.  

Dále jsme zjišťovali, jestli prekurzory podobně inhibuje některý z inhibitorů 

syntetizovaných na ÚOCHB. Jako částečně účinné se při 50 μM koncentraci ukázaly inhibitory 

STS1768 a STS1784, které teplotu tání zvýšily přibližně o 3 °C. Ani jedna z těchto sloučenin 

však nepředčila inhibiční účinek komerčních inhibitorů. Je tedy nutné provést širší otestování 

dalších potencionálních molekul, které by prekurzor mohly inhibovat.  

Abychom mohli zkoumat, jak se prekurzor odlišuje strukturou od maturované formy, 

pokusili jsme se prekurzor také zkrystalizovat. Prekurzor byl dvakrát přečištěn pomocí gelové 

chromatografie. Výsledkem našeho pokusu o krystalizaci byly pouze precipitáty. Byla nalezena 

jedna podmínka, ve které se tvořil neamorfní precipitát. Tato podmínka může být sloužit jako 

vodítko k modifikacím této výchozí podmínky v dalších krystalizačních experimentech. 

V rámci několika studií byla vyřešena krystalová struktura z některých prekurzorových forem. 

Příkladem může být např. prekurzor Gly-Met-3-CL ze studie Fu et al. (2020), který ve struktuře 
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vykazoval pouze nepatrné rozdíly od maturované proteázy. Ve struktuře Gly-Ala-Met-3-CL 

skupiny Noske et al., (2021) však dochází k výraznému posunu domény III, která vykazuje 

otevřenější konformaci. Dále došlo ke strukturálním změnám v aktivním místě, které 

pravděpodobně ovlivňují štěpení substrátu. Přidané N-terminální zbytky dále ovlivňují pozici 

Ser1. Dochází k výraznému zploštění substrátové kapsy S1 a narušení rozpoznávání Gln 

(Noske et al., 2021).  

Ani v jedné studii na N-konci nebyl připojen fragment o takové délce jako v této práci. 

Vyřešení prekurzorových konstruktů QAAA a QI bude tedy předmětem až dalších 

experimentů. V roce 2009 však byla vyřešena krystalová struktura cytoplazmatického C-

terminálního fragmentu proteinu nsp4 viru kočičí infekční peritonitidy (FIPV). Jednalo se o 

fragment o délce 100 aminokyselin (Obr. 29) (Manolaridis et al., 2009). Srovnáním 

aminokyselinových sekvencí těchto fragmentů pro virus SARS-CoV-2 a pro virus kočičí 

infekční peritonitidy můžeme získat o něco bližší představu o vzhledu této struktury. Podobnost 

těchto fragmentů je však pouze 56 % (Obr. 30).   

 

Obr. 30 Srovnání aminokyselinových sekvencí C-terminálního fragmentu proteinu nsp4 viru kočičí infekční 

peritonitidy (FIPV) a viru SARS-CoV-2. 

Obr. 29 Struktura C-terminálního fragmentu proteinu nsp4 viru kočičí infekční peritonitidy. Převzato 

z (Manolaridis et al., 2009). 
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Mezi úlohy, které je třeba vyřešit v rámci dalších experimentů, patří podoba struktury 

námi vytvořených prekurzorových forem proteázy. V budoucích studiích je tedy třeba 

pokračovat v krystalizačních experimentech. Je dále třeba, aby došlo k obsáhlejšímu otestování 

molekul, které by dokázaly prekurzorové formy specificky vázat a inhibovat. Je také možné 

pokusit se navrhnout selektivní substrát nebo inhibitor pro prekurzorovou formu proteázy. Dále 

se stále naskýtá nedořešená otázka, jakým způsobem dochází k autokatalýze maturované 

proteázy z polyproteinu. Dodnes se tento mechanismus nepodařilo přesně vyřešit, je tedy na 

místě, aby se na tento problém budoucí výzkum ještě zaměřil.     
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7 ZÁVĚR 

Prvním z cílů této práce byl návrh a příprava plazmidů pro expresi variant prekurzorů 

SARS-CoV-2 3-CL proteázy a identifikace vhodných mutací štěpného místa. Bylo celkem 

naklonováno a exprimováno devět prekurzorových fúzních proteinových konstruktů proteázy 

3-CL viru SARS-CoV-2 skládajícího se z dekahistidinové purifikační kotvy následovanou 

štěpným místem pro Xa proteázu, stoaminokyselinovým extramembránovým C-koncovým 

fragmentem proteinu nsp4 a samotnou proteázou 3-CL. Substituce konzervovaného Gln ve 

štěpném místě za Ile (označovaný jako konstrukt QI) výrazně omezilo oddělování maturované 

proteázy z prekurzorového konstruktu. Stejně účinné byly mutace aminokyselin v P1-P3 pozici 

za tři alaniny (označovaný jako konstrukt QAAA).  

Následovalo navržení a provedení vhodného purifikačního postupu vybraných 

prekurzorových forem. Purifikace byla nejdříve provedena pomocí afinitní matrice Ni-NTA, na 

kterou se proteiny navázaly pomocí histidinové kotvy. Následně purifikace probíhala pomocí 

gelové permeační chromatografie. Celkový výtěžek z 6 g bakterií E. coli u obou konstruktů 

činil přibližně 9 mg/l bakteriální kultury. 

Poté byly studovány vlastnosti prekurzorových forem proteázy 3-CL. Nejdříve byly 

stanoveny enzymologické vlastnosti prekurzorů QAAA a QI. K měření byly použity 

dodekamerní peptidové fluorescenční substráty S1 (substrát s přirozenou konzervovanou 

sekvencí) a S2 (substrát s modifikovanými aminokyselinami syntetizovaný za účelem účinnější 

vazby k proteáze). Konstrukty QAAA a QI vážou substrát S1 lépe než substrát S2 a konstrukt 

QAAA z těchto dvou konstruktů vykazuje vyšší aktivitu.  

Dále byla zkoumána substrátová specifita prekurzorové varianty QAAA, která vykazuje 

největší konzervovanost v pozici P3 substrátu. Pozice před místem štěpení (pozice P) se zdají 

být konzervovanější než pozice za místem štěpení (pozice P‘). V pozicích P1‘-P3‘ prekurzor 

QAAA vykazuje nejnižší specifitu a zároveň některé varianty substrátů štěpí lépe než výchozí 

substrát. 

V rámci dalšího cíle byla studována stabilizace prekurzorových forem proteázy 3-CL 

potencionálními inhibitory. Pomocí experimentů založených na denaturaci proteinu se 

zvyšující se teplotou byla otestována termostabilita prekurzorových variant jak samotných, tak 

v přítomnosti komerčních inhibitorů nirmatrelviru a GC376. Teplota tání prekurzorových 

variant QAAA a QI činila v průměru 43 °C, oproti maturované proteáze 3-CL mají menší 

stabilitu. Inkubace s 50 μM nirmatrelvirem a GC376 stabilizovala obě varianty a teplota tání se 

zvýšila u prekurzoru QAAA o 4–5 °C a prekurzoru QI až o 4–7 °C.  
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Byly také identifikovány dvě sloučeniny STS1768 a STS1784 (syntetizovány na ÚOCHB), 

které způsobily při 50 μM koncentraci zvýšení teploty tání u obou variant, avšak nepředčily 

účinnost komerčních inhibitorů.  

Získané poznatky budou použity v dalším studiu prekurzorových forem proteázy 3-CL. 
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