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Abstrakt

Viry Zika a Dengue se vlivem globalizace rozsifuji do vSech kontinentd, které lezi aspon
¢asti v tropickém a subtropickém pasu. S jejich rozsifenim souvisi i vzestup vaznych
onemocnéni zptisobenych témito viry. Resenim tohoto problému mohou byt nova lé¢iva,
jez by byla u¢inné proti témto infekcim. Jejich cilem zdsahu mohou byt riizné virové
proteiny, mezi nimi i virova helikasa, kterou se zabyva tato bakalarska prace. Tématem
této prace bylo piipravit expresni konstrukty pro produkci rekombinantnich helikas virt
Zika a Dengue prostfednictvim vhodného bakteridlniho kmene Escherichia coli. Byly
pfipraveny varianty odvozené od plasmidu pET-16b s vlozenou helikasou virt Zika a
Dengue. Néslednou purifikaci byla ziskana helikasa viru Zika, kterd bude dale vyuzita

pro vyzkumné tcely.

Kli¢ova slova: Flavivirus, virus Zika, virus Dengue, helikasa, exprese, purifikace,

enzymova aktivita



Abstract

Zika and Dengue viruses have spread, due to globalisation, to all continents which lie at
least in part in the subtropic and tropic climatic zones. This spread of these viruses is a
reason of an increasing number of severe diseases caused by them. New drugs, which
would be effective against these infections, could be an answer to this challenge. Various
viral proteins, among them also viral helicase, which is the topic of this bachelor thesis,
can be a suitable drug target. The task was to prepare expression constructs for production
of recombinant helicases of Zika and Dengue viruses via the suitable bacterial strain
Escherichia coli. Several constructs derived from plasmid pET-16b were prepared with
inserted helicase of Zika and Dengue viruses. One of them was used for the preparation

of recombinant purified helicase of Zika virus, that will be used for further research.
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1 Uvod

Se zvySujici se globalizaci pfichazi 1 roz§ifeni chorob do populaci, jeZ proti nim postradaji
prirozenou obranyschopnost [1]. Vyznamnou skupinou téchto virdl, suzujicich lidskou
populaci, jsou arboviry, mezi které patii i viry, jejichZ proteiny jsou pfedmétem této prace,

Zika a Dengue.[2].

1.1 Celed’ Flaviviridae

Virus Zika (ZIKV) a virus Dengue (DENV), patiici do celedi Flaviviridae, jsou
pfenaSeny predevsim komary rodu Aedes (Obr. €. 1) [3]. Flaviviridae je ¢eled malych
obalenych RNA virii s 9 000 — 13 000 bazemi [4]. Do této celedi, ktera obsahuje vice nez
100 druhd, patii rody Pestivirus, Hepacivirus, Pegivirus a Flavivirus [5,6]. V prvé tfade
je nejlepsi moznosti jak nejvice sniZit pocty nakazenych témito viry prevence, proti témto

virovym infekcim totiZ neexistuji specifickd antivirotika [3].

Obrazek ¢. 1: Zastupce druhu komari rodu Aedes nasavajici lidskou krev, pri¢emz

probiha prenos viri z komara do lidské krve, prevzato z [7].

Pestiviry napadaji ptezvykavce, z chovatelského i ekonomického hlediska svou
infekci zpasobuji vazné problémy v chovu hospodarskych zvirat [8,9]. Patii mezi
nejmensi obalené RNA viry zvifat s neSroubovicovou ikosahedralni nukleokapsidou [10].

Zastupci tohoto rodu jsou virus bovinni virové diarey (BVDV-1; BVDV-2, z angl. Bovine
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Viral Diarrhea Virus), virus klasického moru prasat (CSFV, z angl. Classical Swine Fever
Virus) a virus nemoci Borna (BDV, z angl. Borna Disease Virus) [11].

Rod Hepacivirus obsahuje geneticky rozmanité viry, které napadaji riizné savci
druhy — netopyry, primaty, hlodavce, psy, kravy, kon¢ a dalsi [12]. I kdyz jsou tyto viry
velmi rozdilné, jsou vSechny odvozeny od viru napadajici ¢lovéka, viru hepatitidy C
(HCV), a zpiisobuji akutni a chronické onemocnéni jater [13]. Pfiblizné 180 miliona lidi
po celém svéteé je nakazenych HCV, u 80 % infikovanych se projevi chronicky zanét jater
[14]. Vakcina proti HCV, ktera by ho vymytila, stale neexistuje [15].

Do rodu Pegivirus patti druh Pegivirus A s viry George Barkera (GBV-A a GBV-
C), ktery byl izolovany z primatt, a druh Pegivirus B, ktery je zastoupen viry nalezenymi
v netopyrech [16]. GBV-C patii mezi lidské viry pfenosné krvi, avSak infekce timto virem
se nepovazuje za patogenni [17]. GBV-C muze v téle hostitele roky pietrvavat, aniz by

¢lovek mél klinické priznaky [18]. Tento virus je nejblize geneticky ptibuzny s HCV [19].

1.2 Rod Flavivirus

Rod Flavivirus obsahuje vice nez 70 virQi pfenaSenych ¢lenovci, zvlasté klistaty nebo
komary, jako je tomu u ZIKV a DENV [20,21]. Flaviviry jsou obalené viry
s jednofetézcovym pozitivné orientovanym RNA genomem a sdili podobné genomové
usporadani s jedine¢nou pielozenou polyproteinovou sekvenci rozstépenou do deseti
hlavnich proteint, ti#i strukturnich — kapsida (C, zangl. Capsid), prekurzor
membranového proteinu (prM, z angl. pre-Membrane) a obalovy protein (E, z angl.
Envelope) — a sedmi nestrukturnich (NS) — NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5
(Obr. ¢&. 2, str. 13). Povrchové antigeny jsou v rdmci stejnych druhil flaviviri pomérné
zachované s vyjimkou DENV, u kterého jsou pozorovany 4 odlisné sérotypy [22].
Dalsimi lidskymi patogeny tohoto rodu vird jsou virus zluté zimnice (YFV, zangl.
Yellow Fever Virus), virus zapadonilské horecky (WNV, z angl. West-Nile Virus), virus
japonské encefalitidy (JEV) a virus klistové encefalitidy (TBEV, z angl. Tick-borne
Encephalitis Virus) [23].
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Obrazek ¢. 2: Schéma genomu jednoretézcové pozitivné orientované RNA rodu

Flavivirus, prevzato a upraveno z [24]

RNA genom téchto virti obsahuje 11 000 nukleotidi pro ukladéni a kodovani
informaci, které jsou vyzadovany pro tspésné dokonceni virového cyklu. Kromé protein
kédujici informace to dokaze diky nezbytnym informacim v sekundérnich strukturach
genomové RNA. Tim RNA genom plni funkci jak mRNA, ktera uklada protein kodujici
informace, tak funkci zajiStujici spravnou regulaci virového cyklu. Toto sloZité chovani
maji pod svou patronaci RNA-RNA interakce s hostitelskymi ribonukleovymi
kyselinami, které ovliviiuji jejich funkci a nasledky mohou byt Zivotu nebezpecné [25].

Mechanismus vstupu a nasledné rozsifeni v hostitelskych bunikach maji vSechny
viry rodu Flavivirus stejny. Vstup viru se nejdiive uskute¢ni pomoci endocytosy sprazené
s receptorem a nasledné pfesunem do endosomu. Nizké pH v lumen endosomu zpiisobi
zmény v konformacich glykoproteinu E na povrchu viru, coZ mé za nasledek fizi tohoto
virového proteinu s endosomalnimi membranami. Vstupni proces je ukoncen rozpadem
virové kapsidy a vylitim RNA genomu do cytoplasmy. Genom, vhodny jako templat pro
replikaci a translaci, je na endoplazmatickém retikulu (ER) ptelozen do prekurzorového
proteinu (pr), jenz je nasledné rozstépen virovou a hostitelskou proteasou, ¢imz se vytvori
jiz vySe zminéné strukturni a nestrukturni proteiny. Po translaci pivodniho genomu
zkopiruje RNA-dependentni RNA polymerasa (RdRp) proteinu NS5 komplementarni
negativng orientovany fetézec RNA, aby nasledné vytvotila nove syntetizovany pozitivné

orientovany fetézec RNA [26]. Aby nedozralé viriony mohly dokon¢it sviij cyklus, musi
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se prM navdzat na E, aby se odkrylo §t€pné misto pro furin, ¢imz se z neinfek¢éni ¢astice
stane ¢astice maturovand. Nizké pH v prostiedi trans-Golgi systému (TGN, z angl. trans-
Golgi network) zpusobi pieusporadani z konformace hrotu do ploché konformace, ktera
je charakteristicka pro dozraly virus. V TGN se nachdzi proteasa furin Stépici
rozpoznavaci misto mezi pr a membranovym proteinem (M). pr doména zlstava ve
spojeni s E, ¢imz inhibuje jeho fuzni funkci, nez je virus dopraven do extracelularniho
prostoru, jehoz neutralni pH zpiisobi disociaci E a pr. Tim se virus stava infek¢nim [23].

Funkce proteini E, prM a NS5 byla osvétlena, je vSak diillezité zminit, Ze ostatni
proteiny jsou téz nezbytnou soucasti polyproteinového fetézce. Protein C se vaze na
virovou RNA a dotvaii nukleokapsidu [27]. Nestrukturni proteiny se angazuji v replikaci
a pusobi proti vrozené imunitni odpovédi hostitele. Pro katalyzu replikace RNA jsou
zapotiebi dva dilezité nestrukturni proteiny, NS3 a NS5. V N-koncové doméné proteinu
NS3 se nachazi virova serinova proteasa. Pro svoji aktivitu potfebuje nestrukturni protein
2B (NS2B) jako kofaktor vazby polyproteinového substratu v aktivnim misté. C-koncova
¢ast NS3 se sklada z RNA trifosfatasy, RNA helikasy a adenosin-5-trifosfatasy (ATPasa,
z angl. adenosine-5'-triphosphatase), tyto enzymy hraji roli ve vytvofeni Cepi¢ky a v
syntéze virove RNA [28]. RdRp proteinu NS5 nachézejici se na jeho C-konci byla
zminéna, ale nesmi se opomenout ani methyltransferasa na jeho N-konci, jejimz ukolem
je katalyzovat tvorbu cepicky na nové vzniklém virovém fetézci RNA [27].
Dimerizovany NS1 protein, interagujici s NS4A v membrang, je exportovan na bunécny
povrch, kde disociuje z plasmatické membrany savCich bunék a jako hexamer se hromadi
v extracelularnim prostoru [29]. NS2A se specificky vaze na 3'— konec virové RNA a
hraje dilezitou roli ve zméné antivirové interferonové odpovédi hostitele, vedle toho je
dualezity pfi shromazd’ovani a sekreci virovych ¢astic [30]. U proteinii NS4A a NS4B se
prokdzalo, Ze jsou nezbytné pro autofagii, ktera je dilleZita pro degradaci virovych ¢astic
v lysozomech [31].

Flaviviry maji rGzné oblasti piisobnosti z hlediska geografie, coz se da pficitat
tomu, Ze jsou zavislé na specifickych vektorech a odlisnych pfirozenych hostitelich. Napf.
YFV piendsen druhy Aedes a Haemagogus napadd své hostitele v tropickych a
subtropickych pasech Afriky a Jizni Ameriky, DENV, také pfenaSen druhy Aedes, se
piekryva s oblastmi YFV, ale rozsitil se 1 do oblasti Stfedni a jiznich ¢asti Severni
Ameriky a na jihovychod Asie [20,32]. ZIKV, téZ ptenaSen komary rodu Aedes, se rozsitil

z africkych lesii az na ostrovy v Tichém oceanég, do Asie a Ameriky [33].
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1.3 Virus Zika

ZIKV byl poprvé izolovan v Africe ze subhumanniho primata v roce 1947 a v roce 1948
z komara. Infekce ¢loveéka ZIKV bylo po pul stoleti povazovano za vyjimecné. Nekteré
studie prokazaly ojedinélé piipady infekci ZIKV v ¢astech Afriky a Asie, coz trvalo do
doby, nez se virus objevil v Tichomoii a v obou ¢astech Ameriky. Nejveétsi nartst
nakazenych byl v rozmezi let 2015 az 2016 v Brazilii. Ve stejném ¢asovém rozmezi byla
nejvice postizenou evropskou zemi Francie, kde se jen za rok 2016 nakazilo 1 132 lidi
[34-36].

Jak uz bylo feceno, ZIKV se primarn¢ prenasi Stipnutim od komara, ale mize byt
prenesen i pohlavnim stykem, nakaza béhem téhotenstvi vede k poskozeni plodu [37].
Zatimco komar nasava krev ze svého hostitele, ZIKV vstupuje do organismu pies
epidermalni, dermélni a Langerhansovy buiiky obsazené v kiizi. Virus cili hlavné proti
lidskym dermélnim fibroblastim, epiderméalnim keratinocytim a nedozralym
dendritickym bunkam. Za normalnich okolnosti je imunitni odpoveéd’ vici viram dtlezita
pfi odstranéni virovych castic, ktera se je snazi znicit procesem autofagie. Avsak ZIKV
diky svym vlastnostem dokdze tuto skute¢nost obratit ve svlij prospéch. Jiz vySe zminéné
nestrukturni proteiny NS4A a NS4B zakiivuji membranu endoplazmatického retikula a
tim se vytvofti plocha, kde se hromadi virové Castice ptipravené k replikaci [38,39]. Vedle
této pro virus dilezité schopnosti proteiny NS4A a NS4B omezuji fosforylaci proteinu
Akt a tim inhibuji drahu Akt-mTOR, jeZ reguluje bunétny cyklus. V zavéru tohoto
procesu dochazi k sekre¢ni autofagii zvySujici pocet zralych virii v extracelularnim
prostoru [40]. Poté virus napadd mistni lymfatick¢ uzliny, buiiky v krevnim ftecisti,
organy a tkané vcetné centrdlniho nervového systému (CNS), kosterni a srdecni
svalovinu, pfes placentu napada i plod, coz mize vést k vrozenym vadam [39,41].
Ptiznaky se objevuji po inkubaéni dobé€ nckolika dnl po bodnuti nakazené¢ho komara.
Tyto ptiznaky obvykle ptetrvavaji 3 az 12 dni. U ZIKV se Casto objevuje bezptiznakovy
pribéh nakazy [42].

Hlavnimi pfiznaky napadeni virem Zika jsou vysoka télesna teplota, vyrazka po
celém téle, bolest kloubii a zarudlé oc¢i. Mezi sekundarni pfiznaky onemocnéni patii
Guillain-Barrého syndrom (GBS) a u novorozenat miize vzniknout mikrocefalie, ktera je

dasledkem infekce v prenatalnim obdobi [43].
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GBS je neurologicka porucha, kdy imunitni systém c¢lovéka napada casti jeho
vlastniho periferniho nervového sytému. Ptfiznaky této poruchy muizou vést od
kratkodobé slabosti po znicujici paralysu, kdy ¢loveék neni schopen samostatné dychat
[44].

Mikrocefalie (Obr. €. 3) je nedostatecny vyvin mozku, ktery se velikosti velmi
podoba mozkiim hominidii [45]. Mikrocefalie se déli na primarni mikrocefalii, kdy
selhava rtst mozku do normalni velikosti béhem tchotenstvi, a sekundarni, kdy v dobé

narozeni ma mozek oCekavanou velikost, ale nasledn¢ se pfestane vyvijet [46].

Mikrocefalie

Normalni velikost

Dité s mikrocefalii

Obrazek ¢. 3: Rozdil mezi normalni velikosti hlavy zdravého ditéte a velikosti hlavy

ditéte postiZeného mikrocefalii, pfevzato a upraveno z [47]

Protilatky proti ZIKV byly nalezeny v krvi velkych savch — jako jsou orangutani,
zebry a sloni — ale i1 hlodavcii. Ukazalo se vSak, Ze pouze Clovek je hostitelem, ktery
pomaha k rozsifeni viru v populaci. U ¢lovéka je viremickd doba mezi 3 az 5 dny po
propuknuti nemoci. Testovani pomoci metody polymerasové fetézové reakce (PCR,
z angl. Polymerase Chain Reaction) mize byt provedeno na vzorcich ziskanych z krve
nebo moc¢i méné nez 14 dni od propuknuti nemoci, kdy se detekuje virova RNA [39,42].

Pro potlaceni mnoZeni ZIKV v organismu dosud neexistuje Zadna specificka 1écba

a ani neni registrovand zadna vakcina. Vyuziva se symptomatickd 1écba, kdy se
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kombinuje acetaminofen a antihistaminické 1éky [42]. Co se tyce vakciny, v klinickych
testech se zkousi nékolik potencialnich latek. Zatim jsou tyto testy ve fazi I a I klinického
vyvijena americkym Narodnim institutem alergii a infek¢nich chorob (NIAID, z angl.
National Institute of Allergy and Infectious Diseases) ve fazi II. Plasmid této vakciny
exprimuje zminéné proteiny, diky této expresi se vytvoii neinfek¢éni a imunogenni astice
podobné viru in vivo [35]. Prevence zavisi na individualnim pfistupu v ochran¢ proti
bodnuti komara, kdy je dobré nosit dlouhé kalhoty a svétlobarevné obleceni a pouzivat
moskytiéry a repelenty. Dal$i moznosti je vymyceni populace komari, pro tu by mohl byt

vhodny deltamethrin, ktery se aplikuje jako rozprasovac [42].

1.4 Virus Dengue

DENV se rozsitil do vice jak 100 zemi v jihovychodni Asii, na americkém kontinentu, v
zapadnim Tichomofi, v Africe a ve vychodnich ¢astech Stifedomofi. V poslednich 50
letech se pocet infikovanych zvysil tficetkrat, DENV napada obyvatele tropického a
subtropického pasu, coz koresponduje s vyskytem vektoru tohoto viru [48,49]. Kazdy rok
se celosvétoveé nakazi 400 milionii obyvatel a pfes 3 miliardy obyvatel Zije v
oblastech rizika nakazy [50].

DENV je stejné jako ZIKV pifenaSen komary rodu Aedes, primarn¢ jej prenaseji
samiCky druhu Aedes aegypti, ale nejvétsiho rozmachu DENV dosahl diky druhu Aedes
albopictus [51]. Ve srovnani s ZIKV, u DENV neni zndmo, kdy se poprvé objevil v lidské
populaci, protoze se Casto stava, Ze jeho ptiznaky nejsou prokazany jako ndkaza DENV.
Prvni doloZeny ptipad ndkazy timto virem se datuje do obdobi 50. let 20. stoleti
s vyskytem nejprve v hlavnim mésté Filipin, v Manile, odkud se rozsifil do thajského
Bangkoku [52].

U viru, jehoz inkubac¢ni doba trva 3 az 14 dni, lze rozlisit 4 odlisné sérotypy a
kazdy z nich mize zpisobovat onemocnéni, které se miize projevovat v riiznych Grovnich
— od mirné po vazné ptiznaky, od horecky, po kozni vyrazku, ospalost, podrazdénost,
zvétseni jater, az k hemorrhagické horecce Dengue (DHF, z angl. Dengue Hemorrhagic
Fever) nebo k nasledné smrti. DalSim projevem, kritickym ptedevsim u déti, je Sokovy
syndrom Dengue (DSS, zangl. Dengue Shock Syndrome). Stdle vSak neexistuje
specificka 1écba proti ndkaze DENV, jedina varianta 1écby jsou podptrné 1éky [50,53].
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Na klasickou horeCku Dengue nejcastéji trpi star$i déti a dospéli. Vyznacuje se
nahlou horeckou a dal$imi pfiznaky, které se nevyskytuji u vSech nakazenych. K t¢émto
pfiznaklim patifi 1 bolest za nadoCnicovymi oblouky, bolest za okem, bolesti téla,
zaludec¢ni nevolnosti a zvraceni, bolesti kloubii, slabost a vyrazka. Pacienti miizou trpét
anorexii, mize se jim zménit pocit chuti, ddle mizou mit mirnou bolest v krku [53].
Vlivem zmén klimatickych podminek je tato nemoc ¢im dal rizikovéjsi a podle Svétové
zdravotnické organizace (WHO, z angl. World Health Organisation) se stdva velmi
zranitelnym 1 evropsky kontinent [54]. Pfedpovédi vyskytu horeCky Dengue za 30 let

znazoriuje Obr. €. 4.

Navrhovany vyskyt horecky Dengue v roce 2050
|

0% 50% 100%

Obrazek ¢. 4: Predpokladany vyskyt horecky Dengue v zavislosti na Zivotnim
prostiedi v roce 2050. Data, ktera byla ziskdna diky satelitu NASA jsou zalozend na
vyvoji budoucich teplot, mnozstvi destovych srazek a populaci komart, ptevzato a

upraveno z [54]

Mezi ptiznaky DHF patii horecka trvajici 2 az 7 dni, trombocytopenie a zahusténi
krve [55]. DHF se nejcastéji vyskytuje u déti mladsi 15 let, ale n€kdy se mlize objevitiu
dospélych [53].

DSS se projevuje vysokou tepovou frekvenci a nitkovitym pulsem, nebo
hypotenzi a vlhkou a studenou pokozkou. Trpicimu bez v€asné 1écby hrozi smrt a muze
se dostat do stavu, kdy jeho tlak ¢i tep je tézko postfehnutelny. Tento stav nema obvykle

dlouhého trvani, smrt nastava po 12 az 36 hodinach, 1ékafi se tuto skute¢nost snazi zvratit
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podavanim chybéjicich tekutin a pokud pacient piezije, dostava se mu rychlého uzdraveni
[32,48].

DENV ma 4 rtzné sérotypy stim rozdilem, ze kazdy ma jinou sekvenci
polyproteinového fetézce, tyto sekvence se v proteinu E lisi ve 30 % a vice. Hostitel se
stdva imunni proti danému sérotypu po cely zivot, ale kdyz se setkd s odliSnym
sérotypem, jeho imunitni ochrana je pouze ptrechodnd a naslednd nakaza DENV
s riznymi sérotypy ma riziko vazného pribéhu onemocnéni kvili jevu protilatkove
zavislého zesileni (ADE, z angl. Antibody Dependent Enhancement) [56,57]. Vyznam
ADE spociva v tom, ze protilaitkova odpovéd’ je béhem druhé infekce heterolognimi
sérotypy fizena prvotné proti sérotypim z piedchozi ndkazy. Tyto protilatky vuci
heterolognim sérotypiim jsou nejen neucinné ve srovnani s plvodnim sérotypem
z prechozi infekce, ale naopak usnadiiuji vstup viru do bunék. Pfi druhé infekci nastavaji
vaznéj$i formy DHF a DSS [58]. V roce 2019 byla doloZena paralelni cirkulace vSech
Ctyt sérotypu v Brazilii, Guatemale a v Mexiku. V Kolumbii, na ostrovech Guadeloupe a
Martinik, v Panamé a ve Venezuele se objevily sérotypy DENV-1, DENV-2 a DENV-3,
narozdil od Paraguaye a Peru, kde byly zjistéeny DENV-1, DENV-2 a DENV-4 [59].

Protti DENV neexistuje zadna specifickd 1écba. V zemich s endemickym
vyskytem DENV je k dispozici komer¢ni vakcina CYD-TDV/Dengvaxia s ochrannou
funkci, ktera patifi mezi vakciny z oslabeného viru vyrobené technologii rekombinantni
DNA, ale miiZze byt indikovana jenom tém, ktefi nemoc uz prodélali. Velmi se vSak
diskutuje o tom, zda je ochrana dostate¢né u¢inna proti odliSnym sérotyptim, protoze tato
vakcina ma niz$i ucinnost vici sérotyptim 1 a 2. I pfesto, ze se nékolik 1é¢iv ucastnilo
malého poctu pokusil, vétSina téchto plivodné vhodnych 1éciv selhala ve sniZovani
mnozstvi virt v krvi zi€astnénych dobrovolnikti [60—62]. AvSak s ohledem na zvySujici
se narist nakaz DENV v jiz zminénych oblastech svéta je potfeba nového 1é¢iva ¢im dél

tim vice opodstatnéna [63].
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1.5 Helikasy

Helikasy jsou neobycejné vicetcelové enzymy s ohromnou rtznorodosti, které¢ se
vyskytuji ve v§ech organismech. Diky svym vlastnostem jsou schopny vykonavat v buiice
Sirokou Skalu funkei. Patii mezi enzymy vyuzivajici nukleové kyseliny jako substrat a
jsou schopny tuto kyselinu, at’ uz DNA nebo RNA, rozvinout (tzn. rozrusit jeji
suprahelikalni strukturu). Pravé proto jsou vyznamnymi enzymy v kazdém bunééném
procesu spojenym s DNA nebo RNA — replikace, oprava, transkripce, translace, syntéza
ribozomu, maturace a sestfih RNA [64].

Je obecné znamé, ze RNA helikasy rozpojuji pary bazi ve dvouvladknové RNA
(dsRNA, z angl. double — strand RNA), coz je sou¢asti mnoha metabolickych aktivit
RNA. Ale dosud neni popsédn mechanismus toho, jak se helikasy pohybuji a katalyzuji
oddéleni fetézci RNA, 1 kdyz vneddvné dobé dosSlo k pokroku ve studiu téchto
proteinovych motort [65]. Co se ty¢e DNA helikas, nékteré z nich rozplétaji DNA vcelku
rychle. Napiiklad helikasa RecBCD z E. coli translokuje 500 — 1 000 nukleotidli za
sekundu. I pfesto, ze DNA helikasy byly popsany pted vice nez dvaceti lety a je znamo,
jak helikasy vazou vlakna DNA, hydrolyzuji nukleotidy a urcuji smér pohybu podél
DNA, nejsou pfili§ zndmé molekuldrni mechanismy, které urcuji translokaci a rozplétani
DNA [66].

Helikasy jsou clenény do rodin a superrodin (SF, z angl. Superfamily). Mezi
témito rodinami jsou jist¢é podobnosti v jejich 3D struktufe. Blizce pifibuznymi
helikasovymi superrodinami jsou SF1 a SF2 helikasy obsahujici n¢kolik domén a 1
vazebné misto nukleosid-5'-trifosfatu (NTP, zangl. nucleoside-5 -triphosphate) na
rozhrani 2 domén [67]. Ob¢ superrodiny maji ve svych sekvencich 12 charakteristickych
motivi, které se nachdzeji na danych pozicich ve stfedu helikasy. Kazda rodina méa v
motivech svou sekvencni konzervovanost, ale napfi¢ rodinami tato konzervovanost klesa,
z ¢ehozZ vyplyva, Ze ne vSechny motivy sekvenci jsou pfitomné v kazdé roding. Z hlediska
superrodin vSak omezena sekvenéni uzavienost zistava [68]. SF3 a SF4 jsou prstencové
helikasy s NTP vaznym mistem na rozhrani sousedicich podjednotek. Vazné misto na
nukleovou kyselinu je v helikasach sice odlisné, ale je alostericky napojené na misto
nukleosid-5’-trifosfatasy (NTPasy, z angl. nucleoside-5"-triphosphatase). 1 kdyZz jsou
helikasy ve stejné superroding, ¢asto vykazuji odliSnou substratovou specifitu (RNA ¢i

DNA) a smérovost translokace (3" — 5'nebo 5'— 3"). Toto miize byt diisledkem malych
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zmén v primdrni struktufe [67]. Helikasa z flavivirového proteinu NS3 patii do

superrodiny SF2 [69].

1.5.1 Helikasova doména nestrukturniho proteinu NS3

Nestrukturni protein NS3 (Obr. €. 5), jenZ je dilezity pro virovy polypeptidovy proces a
genomovou replikaci, je slozen z proteasové domény na N-konci a helikasové domény na
C-konci, ta se pii vazbé RNA projevuje vlastni NTPasovou aktivitou. Tato aktivita je
zdrojem chemické energie pro oddéleni virovych RNA replikaénich meziproduktd, tim

spole¢né s RdRp usnadiiuje replikaci virového genomu [70].

Obrazek €. 5: Struktura NS3 proteinu DENV—4 (PDB ID: 2VBC), kde jsou
znazornény obé domény — proteasova (vlevo) a helikasova (vpravo) [71]. Na obrazku
vytvoieném v programu PyMOL je vidét, Ze proteasa je slozena vétSinove z B-skladanych
list (zvyraznény zlutou barvou), helikasa z a-helixti (zvyraznény cervenou barvou),

zelenou barvou jsou zvyraznény smycky [72].

Helikasa je s proteasou spojend spojkou, kterd je zodpovédnd za celkovou
mezidoménovou flexibilitu. Tato zména mezi dvéma konforma¢nimi stavy vede
k ptfechodu mezi polyproteinovou proteolysou a RNA replikaci [71]. Zatimco proteasova
doména je vice hydrofobni, jejim odstranénim z NS3 proteinu se zvysi rozpustnost

helikasy a 1épe se exprimuje a purifikuje [73]. Helikasa interaguje s mnozstvim proteinti.
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Ze znamych, napiiklad s NS3 proteasovou doménou a s NS4A proteinem. Tato vazba
(pravdépodobné ovliviujici aktivitu NTPasy) je silnéjsi a daleko vice ovliviiuje aktivitu
enzymu, nez interakce proteasy a helikasy uvniti NS3 proteinu (v fddech uM). [74].

Ve strukture NS3 helikasy (Obr. €. 6; Obr. €. 7, str. 23) se nachazi 3 poddomény.
Poddoména 1 a poddoména 2 spolu vytvaii misto pro vazbu NTP a poddoména 3 ve
spojeni s témito doménami tvaruje RNA vazebnou Stérbinu. NS3 helikasa flaviviri ma
usporadanou strukturu, ale helikasa ZIKV obsahuje ohebnou a neuspotadanou P-smyc¢ku,
respektive RNA vazebnou smycku na svych aktivnich mistech NTPasy a RNA helikasy,
pravé tyto smycky jsou kritické pro helikasovou funkci [75]. Zminéné strukturni motivy
(I, Ia, IL, III, IV, IVa, V, VI), kter¢ jsou vysoce konzervované v podrodinach podobnych
strukturou virovym a lidskym helikasam, se nachazi mezi NTPasovym aktivnim mistem
a RNA vazebnou S§térbinou. Tyto strukturni motivy nesou zodpovédnost za vazbu
substratu a enzymatické aktivity v rdmci helikasy [76,77].

Pravé proto, Ze je helikasa pro replikaci virového genomu a nésledné jeho

rozmnozovani v organismu natolik dalezita, je vhodnym adeptem na vyvoj 1éciv [70].

Obrazek €. 6: Povrchova struktura NS3 helikasy DENV-2 (PDB ID: 2BHR) [78].
Struktura byla vytvotfena v programu PyMOL [72], ¢ervenou barvou jsou zvyraznény o-

helixy, zlutou barvou B-skladané listy, zelenou barvou jsou zvyraznény smycky
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Obrazek ¢. 7: Povrchova struktura NS3 helikasy ZIKV (PDB ID: SJMT) [70].
Struktura byla vytvorena v programu PyMOL [72], modrou barvou jsou zvyraznény o-

helixy, fialovou B-skladané listy, riZovou barvou jsou zvyraznény smycky
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2 Cile prace

Prvnim cilem této prace bylo piipravit helikasu NS3 proteinu z virt Zika a Dengue pro

dalsi vyzkumné ucely. Tento cil se sestava z téchto dil¢ich cila:

1) Priprava plasmida pro expresi flavivirovych helikas (NS3)
2) Purifikace vybrané flavivirové helikasy

3) Ovéfeni enzymové aktivity purifikovaného proteinu
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3 Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie

Agilent
Bio-Helix
Bio Rad
Biotika

Biotium

Bio-Techne R&D Systems s.r.o.

New England Biolabs

Penta

QIAGEN

Roth
Sigma Aldrich

Escherichia coli BL21(DE3)RIL

Agarosa

Precision Plus Protein™ All Blue Standards
Ampicilin 0,5

GelRed

Malachite Green Phosphate Detection Kit
100% DMSO

Dpnl

Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS
Gibson Assembly mix

Phusion® GC Buffer Pack

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
NaCl

GelPilot 1 kb Ladder

QIAquick Gel Extraction Kit

Tris-HCI

akrylamid (AA)

inhibitor proteas cOmplete

peroxodisiran amonny (APS, z angl. Ammonium

persulfate)

B-merkaptoethanol
His-Taq NiNTA
isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG)
LB médium

nukleotidy

primery (Ptiloha 1)
tetramethylethylendiamin (TEMED)



UOCHB AV CR

Zymo Research

pET-16b

Zyppy Plasmid Miniprep Kit

26



3.2 Pouzité pristroje
AND
Avestin
BIOER
BIOMETRA
Bio Rad
Eppendorf

GE Healthcare/Amersham Biosciences
Heraeus

Memmert

New Brunswick
Stuart

Tecan

ThermoFisher Scientific

EK - 30001

Emulsiflex C3

Mixing block MB-102
Thermocycler T-Gradient ThermoBlock
PowerPac™ Basic Power Supply
BioSpectrometer Kinetic

AKTA purifier

HiLoad 16/60 Superdex 200 pg
Biofuge pico

Megafuge 2.0 R

Peltier IPP 400

Innova 44

Roller mixer SRT 9D

The Infinite® M1000

NanoDrop 1000

Sorvall Evolution RC
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Metoda polymerasové retézové reakce

Na pfipravu roztoki pro metodu PCR byly pouzity tyto chemikalie: GC pufr 5x
koncentrovany s hofecnatymi kationty (New England BioLabs), destilované voda, 100%
DMSO (New England BioLabs), nukleotidy (10 mM, Sigma Aldrich), primery (100 uM,
Sigma Aldrich), DNA polymerasa (2 000 U/ml, New England Biolabs) a templat
(UOCHB AV CR). Sekvence pouzitych primerti jsou uvedeny v Piiloze 1. DNA
polymerasa byla piiddvana jako piedposledni slozka kvuli zachovani jeji stability a
enzymové aktivity. Po pridani templatu byly vSechny vzorky zamichany nasavanim a
vypuzovanim automatickou pipetou.

Vzorky byly vlozeny do termocykleru, kde byl nastaven vhodny program pro
amplifikaci: typicky pocatecni denaturace pii 98 °C po dobu 30 s, poté probehl cyklus,
ktery se 35x opakoval: 98 °C, 10 s denatura¢ni krok; nasedani primerti v rozmezi teplot
50 —70 °C po dobu 30 s; prodluzovani primerd, tedy vlastni syntéza DNA, 72 °C, 30 s pro
insert a 2 min 30 s pro vektor. Nasledovala extense nedosyntetizovanych fragmenta pii
72 °C a po dobu 5 min. Po ubéhnuti PCR byly mikrozkumavky pfipraveny na agarosovou

elektroforézu.

3.3.2 Restrik¢ni stépeni

Pied zapocetim elektroforézy bylo pipetovano do vSech vzorkd 0,25 pl enzymu Dpnl
(20 000 U/ml, New England BioLabs), ktery patii mezi restrikéni endonukleasy II. typu
a pfestfihava fetézec se sekvenci GATC/CTAG s rozpoznavacim mistem mezi thyminem
a adeninem, pokud je na adeninu navazany methyl. Restrik¢ni §tépeni bylo provedeno
proto, aby byla odstranéna templatova DNA, kterd je (narozdil od PCR produktt)
methylovana béhem syntézy v bakteriich. Tyto vzorky byly poté dany do inkubatoru pii
37 °C na 30 minut.

3.3.3 Agarosova elektroforéza

Mezitim byl do nastavce na elektroforeticky gel nalit roztok 1% agarosy, ktery vznikl
smisenim 50 ml TAE pufru (tris, kyselina octova, Nax EDTA, rozpusténo v destilované
vodé) a 0,5 g agarosového prasku od firmy BIO-HELIX, smichané s 6 pl fluorescencniho
barviva GelRed od firmy Biotium na obarveni gelu. Po ztuhnuti gelu (cca 20 minut) se

nastavec spolu s gelem pfesunul do elektroforetické soupravy k provedeni samotné
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elektroforézy a pridalo se takové mnozstvi TAE pufru, aby byl gel zcela ponoten. Kratce
potom byly vzorky vyjmuty z inkubatoru a smichany s 3 pl nanaSeciho barviva Gel
Loading Dye Purple (New England Biolabs) a naneseny do jamek. Po aplikaci vzorki na
gel byla elektroforetickd souprava uzaviena vickem a pfipojena elektrodami na zdroj
stejnosmérn¢ho napéti. Elektroforéza probihala 40 minut pfi napéti 120 V. Po
elektroforéze byl gel vyjmut a vyfocen pod ultrafialovym (UV, z angl. ultraviolet)
svétlem pii 365 nm. DNA fragmenty byly vyfiznuty, zvdzeny na piedvazkach a

pripraveny k purifikaci.

3.3.4 Purifikace DNA z gelu

Pti purifikaci byla pouzita soustava QIAquick Gel Extraction Kit od firmy QIAGEN.

V tomto ptipadé bylo postupovano zcela podle vlozeného protokolu.

3.3.5 Spojeni fragmentt DNA metodou Gibson
Assembly

Do jiz ptedem piipravené¢ho Gibson Assembly mixu obsahujiciho exonukleasu, DNA
polymerasu a DNA ligasu (New England Biolabs) bylo pipetovano 4,0 ul insertu a 3,5 pl
vektoru. Tento roztok byl inkubovan 60 minut pii 50 °C.

Exonukleasa je enzym, ktery vytvafi jednotetézcové 3 '— precnivajici konce, ¢imz
usnadiiuje nasedani fragmentd, které sdili komplementaritu na jednom konci. DNA
polymerasa je enzym, ktery zapliiuje mezeru uvniti kazdého nasednutého fragmentu.
DNA ligasa je enzym, ktery zaceluje oblasti, kde doslo k poruseni vldkna spojené DNA.

Pfed samotnou transformaci byly agarové plotny obsahujici ampicilin dany do
inkubatoru pii 37 °C pro naslednou lepsi aplikaci bakteridlni suspenze. Objem PCR
zkumavky obsahujici produkt reakce pomoci metody Gibson Assembly byl preveden do
mikrozkumavky s bakteriemi Escherichia coli kmene TOP 10 a byla provedena

transformace.

3.3.6 Transformace kompetentnich bakterii E. coli

Po ptidani DNA byla mikrozkumavka ponechéna stat na ledu 30 minut. Poté probéhl
teplotni Sok pifi 42 °C na 90 vtefin. Po teplotnim Soku byla mikrozkumavka opét
ponechana stat na ledu po dobu 2 minut. Nasledn¢ bylo pipetovano 200 ul LB média bez

antibiotik a dano do inkubace na pfibliznych 45 minut. Po inkubaci byly transformované
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bakterie rozetfeny na agarové plotny s ampicilinem, kazda plotna obsahovala 200 pl
roztoku. Poté byla bakteridlni kultura rozetiena po agaru a plotny byly vlozeny do

inkubatoru, pti 37 °C probihala kultivace do dalsiho dne.

3.3.7 Minipreparace plasmidové DNA

Do konickych zkumavek bylo nalito piiblizn¢ 10 ml LB média obsahujici ampicilin
(Biotika, 100 pg/ml) a zaoCkovano z bakteridlnich kolonii agarovych ploten
transformovanych ptedchozi den. Tyto zkumavky byly poté dany do ttepacky pii 37 °C do
dalsiho dne. Druhy den byla vyuzita souprava Zyppy Plasmid Miniprep Kit pro ptipravu
roztokli v mikrozkumavkach na sekvenovani plasmidové DNA. Pii piipravé téchto
roztoki bylo postupovéno dle instrukei vyrobce.

Nakonec byly mikrozkumavky poslany na sekvenaci firmou SEQme, kde byly
sekvenovany  Sangerovou metodou s pfidavkem  fluorescenén¢  znacenych

didedoxynukleotidi.

3.3.8 Priprava LB média a jeho zao¢kovani

Ptes noc rostla kultura byla druhy den ockovana do LB media s ampicilinem (100 pg/ml)
tak, Ze z kazdé Petriho misky byly narostlé kolonie smyty 2 ml média do Erlenmayerovy
baiiky obsahujici celkové 500 pl média. Tyto banky byly nasledné inkubovéany pti 37 °C
na tfepacce pti 220 ot/min na tfepacce Innova 44 (orbit 2,5 cm) v 2,5 | Erlenmayerovych
baitkach. Behem inkubace byly méfeny hodnoty optické denzity (OD) na spektrometru
BioSpectrometer Kinetic (Eppendorf) po ptiblizné pll hoding. KdyZ optickd denzita
nenafedéného vzorku dosdhla hodnoty 0,8, byl do vSech banck pipetovan roztok IPTG do
finalni koncentrace 500 uM pro indukci exprese proteinu, pfi¢emz byl odebran vzorek
pfed 1 po indukci knasledné analyze na polyakrylamidové gelové elektroforéze
v prostiedi dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Po indukci byly bakteridlni suspenze
inkubovany pfi 18 °C pfes noc.

Nasledujici den byly vSechny Erlenmayerovy bailky vyjmuty z inkubatorové
ttepacky a byl odebran vzorek na zméteni OD, jejiz hodnota se pohybovala v intervalu
1,1 az 1,2. Poté bylo odpipetovano do mikrozkumavky 200 pl této smési a piidan
vzorkovy pufr (10,5 ml 1M Tris, pH = 6,8; 3 g SDS; 9 ml glycerol; 3,6 mg bromfenolova
modf; 1,2 ml merkaptoethanol; doplnéno vodou do 30 ml) na SDS-PAGE.
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Buniky byly od média oddéleny centrifugaci pti 4 445x g po dobu 20 minut. Po
vyjmuti kyvet z centrifugy, byl supernatant slit do odpadu a peleta se prevedla do
lyza¢niho pufru (50 mM Tris—HCI, pH = 8,00; 150 mM NacCl). Po ptfevedeni pelet do
konickych zkumavek byl ptidan téz inhibitor proteas cOmplete od firmy Sigma Aldrich

a dano do mraziciho boxu do nasledujiciho dne.

3.3.9 Homogenizace

Druhy den byly bakterialni bunky rozbity nejprve mikrohomogenizatorem podle Potter-
Elvehjema. Vznikla suspenze byla nalita ptes sitko do kadinky, ktera se poté dala na led.
Vzorek byl dale homogenizovan pomoci piistroje Emulsiflex pfi asi 2 barech a 1 100

razech ve tfech opakovanych cyklech.

3.3.10 Purifikace na nosicCi Ni-NTA

Po homogenizaci byla provedena centrifugace po dobu 20 minut pfi 11 683x g a 4 °C.
Proteiny s histidinovou kotvou (v naSem piipad¢ 10x histidin rekombinantné pfipojen na
N-konec purifikovaného proteinu) byly purifikovany pomoci suspenze agarosového
nosic¢e nesouciho dvojmocny nikelnaty kation chelatovany nitrilotrioctovou kyselinou
(nosi¢ Ni-NTA, z angl. Nickel-Nitrilotriacetic acid). Nosi¢, uchovavany v ethanolu, byl
2x promyt promyvacim pufrem (50 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 300 mM NaCl; 20 mM
imidazol) a nasledné byl pfidan k bakteridlni suspenzi obsahujici fuzni protein. Ze
supernatantu a pelety vzniklého centrifugaci byl odebran vzorek na SDS-PAGE o objemu
200 pl. K purifikovanému proteinu byly pfidany 2 pl DNAasy I (New England Biolabs,
2 000 U/ml) a suspenze byla dana na rolovaci tfepacku do chladové mistnosti na 6 hodin.

Po ptldennim michani na tiepacce byl preparat sto¢en pii 3 000x g a 4 °C na 5
minut. Ze supernatantu byl odebran vzorek 1. proteklé frakce na SDS-PAGE. S tim byla
stoCena dalsi varka nosice, kterd poté byla 3x stocena 3 ml promyvaciho pufru. Po tfetim
sto¢eni byl smichan supernatant z preparatu a peleta z nového stoceni nosice, coz bylo
déano do chladové mistnosti na rolovaci tfepacku do nésledujiciho dne. Peleta z preparatu
byla promyta 8 ml promyvaciho pufru a stoCena za stejnych podminek jako pfi predeslé
centrifugaci. Supernatant byl uchovan jako 1. promyta frakce a odebran vzorek na SDS-
PAGE. Peleta opét byla promyta 3 ml promyvaciho pufru a po stofeni za stejnych
podminek byl supernatant uchovén jako 2. promyta frakce. Zbyl4 peleta byla promyta 10
ml elué¢niho pufru (50 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 300mM NaCl; 250 mM imidazol) a dana
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na rolovaci tfepacku do nasledujiciho dne (1. elu¢ni frakce).

Druhy den bylo provedeno stoceni nového nosice s proteklou frakci z predeslého
dne pii 3 000x g a 4 °C. Po stoCeni byl odebran supernatant jako 2. protekla frakce a
vzorek na SDS-PAGE. Poté se pfidalo 8 ml promyvaciho pufru do kazdé falkonky a
stoCeno za stejnych podminek. Po stoceni se odebral supernatant jako 3. promyta frakce
avzorek na SDS-PAGE. Nésledné byly pfidany 3 ml promyvaciho pufru, sto¢eno (3 000x
g, 4 °C, 5 min) a supernatant poslouzil jako 4. promyta frakce. K peleté bylo ptidano 10
ml elu¢niho pufru a dano na rolovaci tiepacku do chladové mistnosti (2. elucni frakce).

Nami ptipraveny dialyzaéni pufr (200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 14
mM B-merkaptoethanol; zfedéno 1 000x) byl z ¢ésti ptefiltrovan a z ¢asti byl pouzit na
dialyzu (1:3). Elu¢ni frakce byly stoceny (3 000x g, 5 min, 4 °C) a supernatant byl poté
nalit do dialyzac¢nich stfev, ¢ast byla pouZita jako vzorek na SDS-PAGE. Tato stfeva byla

dana do dialyza¢niho pufru, kde ziistala ptes noc.

3.3.11 Méfeni koncentrace proteinu na pristroji

NanoDrop

Po dialyze byl protein ptefiltrovan pies kolonku s fritou a byla zmétena jeho koncentrace
na pfistroji NanoDrop 1000 od firmy ThermoFisher Scientific. Méfeni probihalo tak, Ze
na velmi malou plochu byla nanesena kapka roztoku pro zméteni pozadi. Poté byla
pridana kapka roztoku helikasy a zméfena jeji koncentrace, kterd byla vypocitana
z absorbance pifi 280 nm. Tento postup byl proveden i po chromatografii, kdy byla

zméfena vysledna koncentrace proteinu.

3.3.12 Vysokorychlostni kapalinova chromatografie

Nésledovala vysokorychlostni kapalinova chromatografie (FPLC, Fast-Protein Liguid
Chromatography). Protein byl nejprve prfeveden do mikrozkumavek. Z téchto
mikrozkumavek byly odebrany 2,4 ml roztoku, jenz byl vstiiknut do chromatografického
systému FPLC AKTA purifier, chromatografie probihala na koloné& HiLoad 16/60
Superdex 200 pg v pufru o pH = 7,2 se slozenim: 50 mM NaH>POs, 150 mM NaCl.
Zbytek tohoto roztoku, asi 0,4 ml, byl uchovan v mrazicim boxu, malé ¢ast byla pouzita

na SDS-PAGE.
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3.3.13 Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Na SDS-PAGE bylo ke vzorkiim pfiddno odpovidajici mnozstvi vzorkového pufru (6x
koncentrovany). Tyto vzorky byly dale povateny pii 98 °C na 3 minuty. Mezitim byla
pfipravena elektroforetickd souprava se dvéma elektroforetickymi destickami, kdy byl
namichan 16% polyakrylamidovy pufr o celkovém objemu 10 ml (4 ml 40% AA; 2,5 ml
1,5 M Tris-HCIL, pH = 8,8; 0,1 ml 10% SDS; 0,1 ml 10% APS; 0,01 ml TEMED; 3,3 ml
vody). Po naliti do soustavy bylo pfipraveno 5 ml 5% zaostfovaciho pufru (0,625 ml 40%
AA; 1,25 ml 1 M Tris-HCI, pH = 6,8; 0,05 ml 10% SDS; 0,05 ml 10% APS; 0,01 ml
TEMED, 3,0 ml vody). Ten byl ptidan k prvnimu pufru a ¢ekalo se, az vznikne rozhrani
mezi obéma gely.

Do soupravy byl nalit natedény elektroforeticky pufr o objemu pfiblizn¢ 1 litru
(1:9). Poté byly pipetovany marker Precision Plus Protein™ All Blue Standards (BioRad)
a vzorky. Hodnota napéti na zdroji byla nastavena na 150 V, doba elektroforézy na 1

hodinu a 20 minut.

3.3.14 Vizualizace gelu

Po ubéhnuti elektroforézy byly gely opatrné vyndany z desticek a déle byly barveny
dvéma zplsoby. Jeden gel byl barven stiibrem a druhy gel v barvivu Coomassie Brilliant

Blue (CBB).

3.3.14.1 Barveni stfibrem

Do vanicky s gelem byl nalit fixani roztok [12% (v/v) kyselina octové; 50% (v/v)
methanol; 0,5 ml 37% formaldehydu]. Po hodiné promyvani byl fixaéni roztok vylit a
misto néj byl pfidan promyvaci roztok [50% (v/v) methanol; 50% H>O], timto roztokem
byl gel promyvan 15 minut. Promyvaci roztok byl vyménén novym objemem
promyvaciho roztoku, ktery byl ve vaniCce po stejny ¢asovy usek jako pii predeslém
promyvani. Poté byl naposledy vyménén promyvaci roztok a ponechan ve vanicce pies
noc. Druhy den byl promyvaci roztok vylit a na 1 minutu byl pfidan exponacni roztok
[Na2S203 - SH20, (0,2 g/l H,0)]. Nasledné byl gel promyt 3x 20 vtefin destilovanou
vodou. Po poslednim vyliti destilované vody byl na 20 minut nalit impregnaéni roztok (2
g/1 AgNO3; 0,5 ml 37% formaldehydu; doplnéno vodou do 1 litru). Po této dobé byl gel
opét promyt 3x 20 vtefin destilovanou vodou a poté byl nalit vyvolavaci roztok (60 g/l

NaCOs3; 4 mg/l Na2S203-H20; 0,5 ml 37% formaldehydu; doplnéno vodou do 1 litru) do

33



té doby, nez se objevily prouzky s dostate¢nou intenzitou, coz trvalo asi 30 minut.

Nasledné byl gel vyfocen mobilnim telefonem.

3.3.14.2 Barveni Coomassie Brilliant Blue

Barvivo bylo nalito do vanicky s gelem a celé to bylo ponechano stat ptes noc. Nasledujici
den byl CBB vylit a misto n¢j byl pfidan odbarvovaci roztok, ktery byl jesté jednou
vymeénén tak, aby se na gelu dostatecné odbarvilo pozadi. Po promyti destilovanou vodou

byl gel vyfocen mobilnim telefonem.

3.3.15 Méreni NTPasové aktivity

Do mikrotitra¢ni desticky byla v duplikatech pipetovana koncentracni fada adenosin-5"-
trifosfatu (ATP, z angl. adenosine-5"-triphosphate), jehoz objem byl v kazdé jamce 2,5
ul, k tomu bylo pipetovano 46,25 ul pufru ur¢eného pro meteni helikasové aktivity (40
mM Tris; 80 mM NaCl; 8§ mM Mg(AcO),; 1| mM EDTA, pH = 7,5) a nakonec bylo
pfidano 1,25 pl helikasy (zasobni roztok 1 mg/ml). Po hodinové inkubaci pfi laboratorni
teploté bylo pfidano 10 pl roztoku A (roztok molybdenanu amonného v 3 M kyseliné
sirové) ze soupravy pro detekci fosfatu Malachite Green Phosphate Detection Kit od
firmy Bio-Techne R&D Systems s.r.o. Po deseti minutach inkubace byl pfidan roztok B
(roztok oxalatu malachitové zelené a polyvinyl alkoholu) ze soupravy od stejné firmy,
diky tomuto roztoku se smés v jamkéach mikrotitra¢ni desticky zbarvila do zelené barvy.
Stanoveni enzymové aktivity pomoci malachitové zelen€ je citlivé a jednoduché méteni
zalozené na rozdilném mnozstvi fosfatovych zbytkl v roztoku.

Po dvaceti minutach byla zmétfena absorbance na Ctecce mikrodesticek The
Infinite® M1000 od spolecnosti Tecan. Absorbance byla méfena pii vinové délce 620
nm. Pro stanoveni pozadi byly zméteny stejnym postupem 1 vzorky s denaturovanou
helikasou. Aktivita NTPasové domény byla proméfena pii riznych koncentracich
substratu ATP. Ze ziskané koncentracni zéavislosti byla zjiSténa hodnota Ky a Vipax
pouzitim programu GraphPad. Na Obr. ¢. 8 (str. 35) je zndzornéna kalibra¢ni kiivka

fosfatového standardu, diky které byla vypocitana koncentrace vzniklého produktu a

nasledné vypocitana katalytickd konstanta ke,
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Obrazek ¢. 8: Kalibracni kiivka fosfatového standardu (Malachite Green Phosphate
Detection Kit, Bio-Techne R&D Systems s.r.0), absorbance byla métena pii 620 nm na
ptistroji The Infinite® M1000 (Tecan), métfeni bylo provadéno v triplikatech, reakéni
objem byl 100 pl.
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4 Vysledky

4.1 Priprava expresnich plasmidi pro ziskani

virovych helikas

Jako vektor byl pouzit modifikovany expresni plasmid pET-16b. Tento typ plasmidu
umoznuje vlozeni genu pozadovaného proteinu pod T7 promotor. Diky tomu dochazi
k silné expresi daného proteinu, je-li plasmid transformovéan do vhodného kmene bakterii
E. coli, ktery obsahuje chromozomalni kopii T7 polymerasy. Pro ucely klonovéni byl
pouzit bakteridlni kmen E. coli TOP 10, ktery nema T7 polymerasu, nedochdzi v ném
k expresi daného proteinu a je vhodny pro amplifikaci DNA.

Expresni vektor pET-16b umoziuje ziskat fuzni protein s histidinovou kotvou na
jeho N-konci. Na UOCHB ptipraveny plasmid se od pET-16b lisi tim, Ze za histidinovou
kotvou nasleduje $t€pné misto pro proteasu viru tabadkové mozaiky (TEVpr, z angl.
Tobacco Etch Virus protease), pomoci niz miize byt kotva z proteinu odstranéna.

Jako templat pro insert byl pouzit plasmid pET-16b s vlozenym virovym fuznim
proteinem NS2-NS3 (sekvence tohoto proteinu byla ziskana na pracovisti UOCHB
pomoci PCR za pouZiti reversni transkriptasy z virového genomu).

Metodou PCR, kterd probihala pfi riznych teplotich pro nasedani primerid na
templat (pro kazdy jednotlivy fragment), se ziskaly pozadované sekvence insertii a
vektoru DENV a ZIKV. Na Obr. €. 9 (str. 37) a Obr. €. 10 (str. 38) jsou znazornény
ptiklady agarosovych elektroforéz téchto fragmenti

Naklonované konstrukty koéduji DNA pro helikasy zobou virt. Konstrukty
obsahuji 1 histidinovou kotvu a sekvenci ENLYFQ/G pro rozpoznadni TEVpr. DNA

sekvence byly ovéreny sekvenovanim ziskanych konstruktd (firma SEQme)
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Obriazek ¢. 9: Priklad agarosové elektroforézy DNA fragmenti insertu z vira
Dengue a Zika v 1% agarosovém gelu v TAE pufru po PCR. Barvivem na obarveni
gelu bylo fluorescenéni barvivo GelRed (Biotium), nanasecim barvivem do vzorki byl
Gel Loading Dye Purple (New England Biolabs), jako marker byl pouzit GelPilot 1 kb
Ladder (QIAGEN), délka fragmentil insertu Zika byla 1 371 bp, délka fragmenti insertu
Dengue byla 1350 bp, pod oznacenimi ¢ se nachdzi negativni kontroly. Drahy jsou
oznaceny teplotami ve stupnich Celsia zvolenymi pro nasedani primert pii PCR. Drahy
oznacené teplotami zabarvenymi ¢ervenou barvou jsou drahy fragmentt viru Dengue,
drahy oznacené teplotami zabarvenymi modrou barvou jsou drahy fragmentt viru Zika.

Gel byl vyfocen pod UV svétlem pfi vinové délce 365 nm.
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Obrazek ¢. 10: Priklad agarosové elektroforézy DNA fragmenti vektoru DENV, v
1% agarosovém gelu v TAE pufru po gradientové PCR. Barvivem na obarveni gelu
bylo fluorescen¢ni barvivo GelRed (Biotium), nandSecim barvivem do vzorkl byl Gel
Loading Dye Purple (New England Biolabs), jako marker byl pouzit GelPilot 1 kb Ladder
(QIAGEN), délka fragmenti vektoru DENV byla 5 691 bp, drdhy jsou oznaceny
teplotami ve stupnich Celsia zvolenymi pro nasedani primera pii PCR, gel byl vyfocen

pod UV svétlem pfti vinové délce 365 nm

V Ptiloze 2 jsou zndzornény mapy amplifikovanych insertli a vektorii pouzité

k metodé Gibson Assembly. Mapy byly vytvofené v programu SnapGene.

4.2 Exprese

Pro expresi v bakteriich E. coli BL21(DE3)RIL, které maji v sob& zabudovany T7
expresni systém, byl vybran plasmid pET-16b-ZIKAHel. Diky T7 expresnimu systému
je zajiSténa vysoka Uroven exprese. V tomto systému je cilovy gen klonovan do
expresniho vektoru po sméru T7 promotoru a tento konstrukt je zaveden do T7 expresniho
hostitele, ¢cimz je profagovy kmen DE3. Tento kmen DE3 nese chromozomalni kopii genu
pro fagovou T7 RNA polymerasu. Exprese T7 polymerasy je inhibovéana /ac represorem.
Poté, co je pridan induktor IPTG, je T7 RNA polymerasa exprimovana a diky tomu muize
probihat transkripce genu pod T7 promotorem v pET plasmidu. V ndmi pouZitém
bakterialnim kmeni, pod ozna¢enim RIL se nachazeji kopie gent pro argU, ileY a leulWV
transferové RNA (tRNA), které koduji tRNA rozeznédvajici kodony AGA/AGG (arginin),
AUA (isoleucin) a CUA (leucin), které jsou jinak mélo zastoupeny v prokaryotech, ale

vice se vyskytuji v eukaryotech
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Po transformaci amplifikované DNA do bakterii E. col/i BL21(DE3)RIL byla
méfena opticka denzita narstu bunééné suspenze v LB médiu v pfiblizné palhodinovych
intervalech. Vlnova délka pii tomto méieni byla 600 nm.

Na zacatku rustové kiivky (Obr. €. 11) mezi prvnim a druhym méfeni je vidét
mirna lag faze, kdy se bunky pfizpiisobovaly novému prostfedi. Po lag fazi nasleduje
exponencialni faze neboli faze zrychleného ristu, kdy bunky rostly do té doby, nez
mnozstvi zivin bylo limitujici pro jejich dalsi rist. V této fazi, priblizn€¢ 3 hodiny po
zacatku lag faze, doslo ke zdvojnasobeni absorbance na hodnotu 0,629. Kdyz OD dosahla
hodnoty 0,8, byla provedena indukce IPTG, po niz se bakteridlni rist zpomalil, coz
signalizuje, ze dochazi k masivni expresi proteinu. Nasledujici den po pfidani IPTG byly

bakterie sklizeny a centrifugovany, aby mohly byt dale homogenizovany.
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Obrazek ¢. 11: Riistova krivka transformované bakterie Escherichia coli
BL21(DE3)RIL plasmidem pET-16b-ZIKAhel. Opticka denzita byla méfena na
ptistroji BioSpectrometer Kinetic (Eppendorf) pfi 600 nm po zhruba ptlhodinovych
intervalech, indukce pomoci IPTG probéhla pii OD600. Jako posledni bod je znazornéno

meteni nasledujici den.

Celkovy objem LB média s narostlymi bakteriemi byl 2 litry. Tyto bakterie byly
nasledné zhomogenizovany v ru¢nim homogenizatoru a na ptistroji Emulsiflex. V Ptiloze
3 jsou uvedeny aminokyselinové sekvence obou fluznich proteinit HisTaq-TEV-

DengueHel a HisTaq-TEV-ZikaHel.
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4.3 Purifikace Zika helikasy

V lyza¢nim pufru (50 mM Tris-Hcl, pH = 8,00; 150 mM NaCl) prob¢hlo rozbiti bunck.
Diky tomuto rozbiti bunék mohl byt protein pieistén na nosi¢i Ni-NTA a ve dvou
ruznych pufrech — promyvacim (50 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 300 mM NaCl; 20 mM
imidazol) a elu¢nim (50 mM Tris-HCI, pH = 8,00; 300 mM NaCl; 250 mM imidazol). Na
Obr. ¢. 13 z SDS-PAGE (str. 42) je vidét protein, ktery byl timto zptisobem purifikovan.
Jamka €. 7 ukazuje, Ze protein po purifikaci byl zhruba ze 75 % disty.

Po purifikaci na Ni-NTA byl protein pies noc dialyzovan v dialyzacnich stfevech,
kter4 byla ponofena v dialyza¢nim pufru (200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH = 8,00;
14 mM S-merkaptoethanol).

Po dialyze a ptefiltrovani pfes kolonku s fritou byla zmétena koncentrace proteinu
a z toho vypocitana hmotnost, ktera ¢inila 1,15 mg ze 2 litrt média. Na FPLC a kolon¢
Hiload 16/60 Superdex 200 pg byl protein naposledy piecistén, chromatogram je
znazornén na Obr. &. 12 (str. 41). Chromatografie probihala na pfistroji AKTA purifier,
v pufru o pH 7,2 se slozenim 50 mM NaH;PO4, 150 mM NaCl, rychlost pritoku byla 1
ml/min, na vystupu zkolony byla méfena absorbance pii 280 nm. Vysledny
chromatogram byl porovnan s kalibra¢ni kiivkou pouZité kolony HiLoad 16/60 Superdex

200 pg. Na kalibracni kiivce je vrchol albuminu (5 mg/ml; Mr 66 000) pii eluénim
objemu V. = 75 ml, vedle n¢ho je vrchol ovalbuminu (5 mg/ml; Mr 44 000), ktery ma
eluéni objem V. = 83 ml. Pravé mezi témito vrcholy se nachazi vrchol ziskané helikasy,

coZz znamena, Ze majoritni vrchol se nachazi v oblasti predpokladané molekulové

hmotnosti ziskaného enzymu (53,6 kDa). Frakce C11 — D8 byly spojeny.
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Obrazek ¢. 12: Chromatogram z FPLC pii purifikaci helikasy viru Zika,
chromatografie probihala na p¥istroji AKTA purifier na koloné HiLoad 16/60
Superdex 200 pg (oboji GE Healthcare/Amersham Biosciences) v pufru o pH = 7,2
se sloZenim: 50 mM NaH2PO4, 150 mM NaCl. Detekce UV (280 nm)

Na Obr. €. 13 (str. 42) je zndzornén polyakrylamidovy gel obarveny CBB. Na
jamkéch oznacené Cisly 1 a 2 (pfed indukei a po indukcei) je vidét znatelny rozdil, protoze
oproti jamce €. 1 se v jamce €. 2 objevil vyrazny prouzek proteinu, patfici pravdépodobné
helikase, ktery se nachazel v zatim nerozbitych bunikach bakterie E. coli, ale jiz byl
exprimovan. V jamce €. 3 jsou rozbité buiikky pomoci pfistroje Emusiflex. 1. protekla
frakce (jamka ¢. 4) zndzorfiuje to, co se nenavazalo pii purifikaci na NiNTA nosic.
Helikasy v této promyté frakci zlistalo minimum, vétSina helikasy se zfejmé navazala na
nosi¢. V jamce €. 5 (1. promyta frakce), ktera byla promyta z kolony promyvacim pufrem,
je vyrazny prouzek proteinu, ale vzhledem k jeho Sifce se 1ze domnivat, Ze jeho nandska
na gel (10 pl) byla pfili§ vysoka. 2. protekla frakce (supernatant z 1. proteklé frakce a
peleta z noveé stoceného nosice) z nasledujiciho dne (jamka €. 6) je podobna jamce €. 4,
ale je vidét, ze prouzek helikasy ma svétlejsi odstin nez v jamce €. 4. Jamka €. 7
zndzornuje eluéni frakci, tedy purifikovany protein uvolnény zNi-NTA nosice
imidazolem, je patrné, ze vétSina necistot byla odstranéna béhem promyvani a po eluci
byl ziskan vzorek, kde vétSinovy podil tvotila helikasa. V jamce €. 8 je protein po dialyze
a zahus$téni, ale je vidét, ze se v roztoku objevily jeSté jiné proteiny, coz je ziejmée
disledek vyssi nanasky vzorku na gel.

Molekulova hmotnost vyc¢isténého proteinu byla 53,6 kDa. Prouzek v jamce €. 9

zhruba odpovida této molekulové hmotnosti.
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Obrazek ¢. 13: Gel z SDS polyakrylamidové gelové elektroforézy po barveni CBB
pro vizualizaci helikasy s linkerem z viru Zika. M — marker All Blue (2 pl), 1 — ptfed
indukci (2 pl/500 ml), 2 — po indukei (2 pul/500 ml), 3 — po homogenizaci (2 pul/50 ml) , 4
— 1. protekla frakce (2 ul/30 ml), 5 — 1. promyta frakce (10 ul/3 ml), 6 — 2. protekla frakce
(2 ul/25 ml) , 7 — elucni frakce (10 pul/8 ml), 8 — po dialyze (2 pl/3 ml), 9 — vysledny
protein helikasa ZIKV (15 pl/1,5 ml), v zadvorkdch je zminéna nanaska z celkového
ziskaného objemu, vzorky byly pfed zapocetim elektroforézy povatreny ve vzorkovém
pufru (10,5 ml 1 M Tris, pH = 6,8; 3 g SDS; 9 ml glycerol; 3,6 mg bromfenolova modf;

1,2 ml merkaptoethanol; doplnéno vodou do 30 ml)

Pii méfeni koncentrace proteinu na pfistroji NanoDrop bylo zjisténo, ze finalni

vytézek po celkové purifikaci helikasy ZIKV byl 4,80 mg ze 2 litri LB média.

4.4 Enzymova aktivita

Zika helikasa byla nasledn€ vyuZita pro méfeni ATPasové aktivity stanovenim
fosfatovych zbytkli metodou pomoci malachitové zelené€ a zjisténi Ky a keae. K méteni
byla pouzita souprava Malachite Green Phosphate Detection Kit. Métfeni bylo provadéno
v duplikatech v pufru vhodném pro meéteni helikasové aktivity (40 mM Tris; 80 mM
NaCl; 8 mM Mg(AcO)2,; 1 mM EDTA, pH = 7,5). Pro méfeni byla pfipravena
koncentra¢ni fada ATP od 0 uM do 1 200 uM. Po hodinové inkubaci helikasy v pufru
s koncentracni fadou byl pfidan reagent A a po 10 minutach inkubace byl pfidan reagent
B. Po dvacetiminutové inkubaci byla zméfena absorbance pti 620 nm na ptistroji Tecan.

Vsechny inkubace probihaly pfi laboratorni teplotg.
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Vysledna data byla dale zadana do programu GraphPad (Obr. ¢. 14), ktery z téchto

dat vypocital Michaelisovu konstantu Ky a maximélni rychlost reakce Vmax. Ze
ziskanych vysledkt byla vypocitana katalytickd konstanta kcgt.

Michaelisova konstanta Ky této enzymové reakce byla 170 = 50 uM. Maximalni
rychlost reakce Vmax méla hodnotu 0,20 £ 0,02 pmol - min' - dm™. Vypo¢itana

katalyticka konstanta k¢q byla 3,2 - 1073 s,

0.3+
]
0.24
-
< 0.14
<
0.0 I r I |
1 2 3 4
- log[ATP], uM

Obrazek ¢. 14: Stanoveni enzymové aktivity helikasy z viru Zika zméfenim
koncentrace fosfatovych zbytkd uvolnénych hydrolyzou ATP v roztoku,
koncentrace ATP je v jednotkach pM, koncentrace enzymu v kazdé jamce byla 24,4
pg/ml. Graf je ve formé log plot. Pufr pro méteni této helikasové aktivity mél sloZeni:
40 mM Tris; 80 mM NaCl; 8 mM Mg(AcO),,; 1 mM EDTA, pH =7,5. Koncentracni fada
ATP byla od 0 uM do 1200 uM. Koncentrace enzymu byla vzata jako koncentrace
celkového proteinu pii 280 nm. K méfeni byla vyuZzita metoda malachitové zelené, ktera
zbarvila roztoky do riizné zelenych odstinii, k tomuto Gcelu slouzila souprava pro detekci
fosfatu Malachite Green Phosphate Detection Kit od firmy Bio-Techne R&D Systems
s.r.0. Absorbance byla méfena pifi 620 nm na pftistroji The Infinite® M1000 (Tecan),
ziskana data byla vyhodnocena v programu GraphPad. Méfeni bylo provadéno
v duplikatech, na grafu je znazornéna standardni chyba, pro vyhodnoceni pozadi byla

zmgétena absorbance denaturované helikasy.
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V této praci byly pfipraveny expresni plasmidy pET-16b-hel virti Zika a Dengue
v bakteriich Escherichia coli BL21(DE3)RIL. Helikasa viru Zika byla dale exprimovana
pomoci T7 expresniho systému a purifikovana na nosi¢i Ni-NTA pomoci histidinové
kotvy. Nasledovala dialyza v dialyza¢nich stievech a vysokorychlostni kapalinova
chromatografie. Cistota proteinu byla zhodnocena pomoci SDS-elektroforézy. Byla

zmétena ATPasova aktivita helikasy.
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5 Diskuze

V této praci byly pfipraveny expresni plasmidy pro piipravu rekombinantnich helikas
vira Zika a Dengue, helikasa z viru Zika byla purifikovéana a byla ovérena jeji ATPasova
aktivita. Geny pro ob¢ helikasy byly vlozeny do expresniho plasmidu pET-16b ve formé
fazniho proteinu s histidinovou kotvou. Histidinova kotva umoziiuje purifikaci proteinu
koordina¢né kovalentni vazbou na ionty kovu, které jsou navazany na chromatografickém
nosici, v nasem piipadé timto nosi¢em byl Ni-NTA nosi¢. Mezi kotvu a helikasu bylo
vlozeno S§tépné misto pro TEV proteasu, aby kotva mohla byt v pripadé potieby
odstranéna.

Aby mohla byt provedena izolace a purifikace proteinu, byly narostlé bakterie
kultivovany ptes noc pti 18 °C a lyzovany v lyzaénim pufru. Nizka koncentrace chloridu
sodného v lyza¢nim pufru (150 mM) vytvoii hypotonické prostiedi a bakterie snadnéji
lyzuji. Naproti tomu vyssi koncentrace soli v promyvacim a elu¢nim pufru (300 mM)
zamezi nespecifické vazbé na nosi¢ a rozrusi ptipadné nespecifické iontové vazby mezi
purifikovanym proteinem a ostatnimi proteiny. Stejné tak se vlivem nizké koncentrace
imidazolu vymyvaji nespecificky navdzané proteiny. Dals$i vyuzity pufr byl pufr
dialyza¢ni, v némz je dulezitou slozkou merkaptoethanol, ktery zajistuje redukujici
prostiedi a rozrusuje disulfidické mistky.

V jiné préci byl pouZit bakteridlni expresni systém, ktery mél mezi N-termindlni
histidinovou kotvou a helikasou vloZen thioredoxin [70], ktery slouZzi k lepsi solubilizaci
exprimovaného proteinu. Mezi thioredoxin a helikasu bylo vloZeno §t€épné misto pro
PreScission proteasu, kterd umoziuje odstranéni téchto pomocnych sekvenci. Na N-konci
purifikovaného proteinu zbyde sekvence Ala-Pro. V naSem ptipadé, kdy jsme vlozili
Stépné misto pro TEVpr, na N-konci helikasy zbyde po odstépeni kotvy navic pouze
glycin. Nami pouzitd TEVpr rozpozndva sedm aminokyselin svého §tépného mista
ENLYFQ/G a $tépi za Sestou aminokyselinou. Ve zminéné praci probihala kultivace
bakterii E. coli BL21(DE3) ptes noc pii 16 °C.

V dalsi préci autofi pouzili plasmid s histidinovou kotvou na N-konci bez dalSich
pomocnych proteini ve fuzi a provedli pouze jednokrokovou purifikaci pomoci afinitni
chromatografie na Ni-NTA agarose. Dostate¢né Cistoty takto ziskaného proteinu doséahli
zfejmé diky pouziti lyza¢niho pufru s vysokou iontovou silou (pro rozruseni nezddoucich

iontovych interakci) a s detergentem Triton X-100 pro rozruSeni hydrofobnich interakci
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mezi proteiny v lyzatu a purifikovanym proteinem a pro zamezeni nespecifickych vazeb
proteinti z lyzatu na afinitni nosi¢. Oproti pfedchozi publikaci byla provedena dialyza v
dialyzacnim pufru [79]. Pravé proto, ze purifikacni postup v této publikaci zahrnoval
pouze jednokrokovou purifikaci, byl zfejmé findlni vytézek helikasy vyssi nez vytézek
helikasy piipravené v této bakalaiské praci. Kazdy purifikacni krok sice zvySuje Cistotu
daného proteinu, ale také znamena ztratu ur¢itétho mnozstvi ¢isténého proteinu. Proto je
vzdy potfeba zvazit, za jakym ucelem je protein purifikovan, a zvolit optimalni
kompromis mezi vytézkem a Cistotou

Jako jeden z dalSich purifika¢nich krokli by bylo mozné zatadit ionexovou
chromatografii. Miize byt zvolena jako alternativa gelové chromatografie nebo byt
zafazena pred ni. Jako voditko pro odhad prvnich pokusnych podminek pro tento typ
purifikace slouzi teoreticky spocitany isoelektricky bod pl. Pro ziskanou helikasu ma
hodnotu 7,71. Jelikoz pH pouzitych pufrt bylo 8,00, pracovalo by se s pufry o pH = 8,00
a nosicem by byl anex.

Pii méfeni enzymové aktivity helikasy metodou stanoveni fosfatovych zbytki
malachitovou zeleni za pouziti soupravy Malachite Green Phosphate Detection Kit (Bio-
Techne R&D Systems s.r.0.) byla zméfena Michaelisova konstanta Ky = 170 + 50 pM.
V jedné jiz zminéné publikaci se objevuje 1 mensi hodnota, ve které namétili hodnotu Ky
= 120 puM, koncentrace latek obsazené v pufru oproti tomu nasemu byly polovi¢ni. Toto
meéfeni bylo stanoveno metodou stanoveni fosfatovych zbytkii za pouziti malachitové
zelen& pomoci soupravy QuantiChrom™ ATPase/GTPase Assay Kit od firmy BioAssay
Systems [79]. Na druhou stranu se objevuji 1 vy$$i hodnoty. V publikaci, kde pracovali s
konstruktem helikasy pro méfeni 3D struktury, naméfili hodnotu Ky = 191 £+ 26 uM,
sloZzeni pufru bylo stejné jako v naSem piipad¢. Pro stanoveni fosfatu byla vyuzita
souprava QuantiChrom™ ATPase/GTPase Assay Kit od firmy BioAssay Systems [70].
Nebo v publikaci zabyvajici se inhibici helikasy epigallocatechin-3-gallatem zméfili
hodnotu Ky = 345,9 £+ 30,31 uM. I zde bylo slozeni pufru stejné jako v nasem ptipade¢.
Pro stanoveni ATPasové aktivity helikasy zde byly pouZzity tyto reagencie: 1 mg/ml
malachitové zelené, 2 mg/ml molybdenanu amonného, 0,7 M HCI, 0,05% Triton X-100.
Absorbance byla métena pii 630 nm [75]. Hodnota Km zméfena v této bakalarské praci

se pohybuje v rozmezi obvykle namétenych hodnot této konstanty.
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Vysledna katalyticka konstanta kcpy méla hodnotu 3,2 - 102 s, Tato hodnota je
celkem nizka, ale vzhledem k tomu, Ze NTPasova doména helikas bez pridavku DNA
nebo RNA vykazuje niz$i aktivitu, neni piekvapiva [80].

Diky stanovené ATPasové aktivit¢ metodou stanoveni fosfatovych zbytka za
pouziti malachitové zelené je ziejmé, Ze enzym je aktivni. Muze byt pouzit pro
enzymologické studie pii hledani novych inhibitorii a pfi vyvoji novych testovacich

systémt, i pro strukturni studie.
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6 Zaver
V této praci se podarilo piipravit plasmidy pro bakteridlni expresi helikas viri Zika a
Dengue. Jeden z ptipravenych plasmidi byl pouzit pro expresi a purifikaci helikasy viru
Zika. Vytézek NS3 helikasy viru Zika byl 2,40 mg/l média. Cistota tohoto proteinu byla
ovétena pomoci SDS — PAGE a byla prokazana ATPasova aktivita metodou stanoveni
koncentrace volnych fosfatovych zbytki pomoci malachitové zelen€.

Ziskané expresni plasmidy a purifikovany protein budou pouzity pro dalsi
studium, napf. nalezeni vhodnych inhibitorti téchto enzymut nebo strukturni analyzu

enzymu pomoci rentgenové krystalografie.
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Priloha 1

Seznam pouzitych primeru

Nazev primeru Sekvence (5'-3") Popis
UpVectHelZika | AAGATAATAGGGCTGCTAACARAGCCCG Primy primer
vektoru ZIKV
DwnVectHelZika | 102 0accacTACCCTGAAAATACAGGTTTTCATG | ZPEtNY primer
vektoru ZIKV
UplnsHelZika TTTTCAGGGTAGTGCTATAACCCAGGGAAAG Piimy primer
mmsertu ZIKV
DwnlnsHelZika | crpaGeaGeccTATTATCTTTTTCCAGCGGE Zpetny primer
insertu ZIKV
Ptimy primer
DenHVectup AAAGTAATAGGGCTGCTAACAAAGCCCG vektoru
DENV
Zpétny primer
DenHVectdwn | CTTCAATGCTACCCTGAAAATACAGGTTTTCATG | vektoru
DENV
Ptimy primer
TTTTCAGGGTAGCATTGAAGACAACCCC :
DenHINSup insertu DENV
DenHINSdwn GTTAGCAGCCCTATTACTTTCTTCCGGCTG Zpétny primer
msertu DENV
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Priloha 2
Gibson Assembly

Na mapach jsou znazornény fragmenty insertl a vektoru pouZité k metodé Gibson
Assembly. U vychozich fragmentii jsou vyznafeny primery navrZené pro zdafilou
amplifikaci fragmentu.
stepné misto pro TEVPr primer 2 (5668 .. 5691)
- \ |'| Primer 1 (1 .. 18)
iV | II .rrf

o '
T7 promotor -~ . \ g

PET-16b-HisTaq-TEV
5691 bp
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(1331 .. 1350) Primer 2 Primer 1 (1 ..18)

DengueHel
1350 bp

]
]

(1351 .. 1371) Primer 2 Primer 1 (1 ..21)

ZikaHel
1371 bp

56



stépné misto

pro TEVpr —

T7 promotor

stépné misto
pro TEVpr

T7 promotor

pET-16b-DengueHel-HisTaq-TEV

7041 bp

pPET-16b-ZikaHel-HisTaq-TEV

7062 bp
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Priloha 3
Aminokyselinové sekvence obou fuznich proteinti

HisTaq-TEV-DengueHel

MGHHHHHHHHHHENLYFQGSTEDNPETEDDIFRKRRLTIMDLHPGAGKTKRYLPATVRE
ATKRGLRTLILAPTRVVAAEMEEALRGLPIRYQTPATRAEHTGREIVDLMCHATFTMRL
LSPVRVPNYNLITMDEAHFTDPASTAARGYISTRVEMGEAAGIFMTATPPGSRDPEPQS
NAPITIDEERETPERSWNSGHEWVTDFKGKTVWEVPSIKAGNDIAACLRKNGKKVIQLSR
KTEFDSEYVKTRTNDWDEVVTTDISEMGANFKAERVIDPRRCMKPVILTDGEERVILAGP
MPVTHSSAAQRRGRIGRNPKNENDQYIYMGEPLENDEDCAHWKEAKMLLDNINTPEGII
PSMFEPEREKVDAIDGEYRLRGEARKTFVDLMRRGDLPVWLAYKVAAEGINYADRRWCE
DGIKNNQILEENVEVEIWTKEGERKKLKPRWLDARTIYSDPLALKEFKEFAAGRK

HisTaq-TEV-ZikaHel

MGHHHHHHHHHHENLYFQGSAITQGKREEETPVECFEPSMLKKKQLTVLDLHPGAGKTR
RVLPEIVREATKKRLRTVILAPTRVVAAEMEEALRGLPVRYMTTAVKVTHSGTETIVDLM
CHATFTSRLLOPIRVPNYNLYIMDEAHFTDPSSTIAARGYISTRVEMGEAAATFMTATPP
GTRDAFPDSNSPIMDTEVEVPERAWSSGFDWVTDHSGKTVWEVPSVRNGNE ITAACLTKA
GKRVIQLSRKTFETEFQKTKNQEWDEFVITTDISEMGANFKADRVIDSRRCLKPVILDGE
RVILAGPMPVTHASAAQRRGRIGRNPNKPGDEYMYGGGCAETDEDHAHWLEARMLLDNI
YLODGLIASLYRPEADKVAAIEGEFKLRTEQRKTFVELMKRGDLPVWLAYQVASAGITY
TDRRWCEFDGTTNNTIMEDSVPAEVWTKYGEKRVLKPRWMDARVCSDHAALKSFKEFAAG
KR
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