PBI1.1. Regulace enzymu degradujicich extracelularni matrix (MareS)

Cile vyzkumu

e Vyvinout novou tiidu specifickych inhibitorti peptidas degradujicich ECM jako potencidlni
protinadorova léciva.

e Charakterizovat malé proteiny s viceucelovymi smyckami jako nastroj pro specifickou vazbu
na peptidasy degradujici ECM.

e Pomoci racionalnich a kombinatornich pfistupti navrhnout specifické inhibitory peptidas
degradujicich ECM na to na bazi malych proteint1 a jejich syntetickych mimetik.

Vvzkumny plan a metodologie

Strukturni analyza malych proteinii: Proteinové inhibitory z rodiny I3A (se strukturou -trojlistku) a
rodiny I31 (se strukturou IGFBP) budou analyzovany na strukturni urovni (Obr. 1). Pro pét vybranych
proteint z téchto rodin budou uréeny 3D struktury pomoci rentgenostrukturni analyzy a NMR a to ve
formé jejich komplext s modelovymi peptidasami, pfedev§im cysteinovymi. Bude popsana struktura
reaktivnich mist a mdd inhibice a na zakladé této analyzy budou vybrany vazebné smycky a
aminokyseliny urcujici inhibi¢ni interakci. Strukturni ¢ast projektu bude feSena ve spolupraci se
skupinou P. Rezagové (UOCHB).

-~ 1. Malé proteiny vyuzivané projektem pro
rhovani specifickych ligandii. Vlevo: struktura
‘ojlistku; vpravo: struktura typu IGFBP.

», /Cky, které budou modifikovany pro vazbu jsou
raznény cervené. Sekunddarni struktury jsou
ové/zelené  (f-struktura) a modré (a-
ubovice); disulfidy jsou Zluté.

Proteinoveé inzenyrstvi a funkcni testy: Reaktivni misto (typicky dvé nebo tfi smycky) ve struktuie
malych proteinti bude modifikovéano pro specifickou vazbu na peptidasu CTSK. K tomuto Gcelu budou
kombinovéany dva piistupy: technologie "phage display" a "in silico docking"?. Navrzené inhibitory
budou pfipraveny jako rekombinantni proteiny, purifikovany a funkéné€ testovany in vitro a in vivo.
K tomuto tc¢elu budou vyuzivany FPLC a preparativni LC jako investi¢ni instrumentace ziskana v ramci
projektu. Navrzené inhibitory budou testovany in vitro s CTSK (a dal$imi peptidasami) k urceni jejich
inhibi¢niho potencialu a selektivity®. V t&chto testech budou jako substraty pouzity riizné proteiny (a
glykosaminoglykanové modulatory) z ECM, zejména kolageny, elastiny a IDP proteiny*°. Dale budou
inhibitory testovany na nékolika typech nadorovych bun€k s vyuzitim 3D matric tvofenych ECM
proteiny (tato ¢ast projektu bude realizovana ve spolupraci s J. Reseland, Univerzita Oslo, Norsko a D.
Bromme, Univerzita Britskd& Kolumbie, Kanada). Pro nejucinngjsi inhibitory bude urCena struktura
komplexti s CTSK, ktera umozni v dalsi fazi vyvoj inhibitora s lepSimi funkénimi vlastnostmi.

In silico analyza inhibitori: Tato Cast projektu bude feSena ve spolupraci se skupinami J. Vondraska a
P. Hobzy (UOCHB) a O. Schueler-Furman (Hebrejska univerzita, Izrael). Vypoéetni metody budou
pouzity pro analyzu protein-proteinovych interakci ve 3D strukturach komplext proteinovych inhibitord
a pro navrhovani polycyklickych peptidovych inhibitorti jako mimetik odvozenych ze struktury
vazebnych smycéek proteinovych inhibitori. Polycyklické peptidy jsou schopné pokryt nékolik
nespojitych vazebnych ,,podmist®, které se interakce ucastni>. Vazebna plocha bude analyzovéana
pomoci metody mapovéni interakénich enegii® a navrhované strukturni substituce pomoci ,,Eris protein
stability estimator” a ,,FoldX docking algorithm”. Dale bude podrobn¢ popsana afinita mimetik pomoci
kvantové mechanického skorovani a pouzita pti kvantifikaci nekovalentnich interakci v komplexech a
vybéru nejlepsich mimetik (metodika je uvedena v projektové ¢asti PB2.3).



Syntéza mimetickych inhibitorii: Tato Cast projektu bude realizovana se spolupraci se skupinami P.
Majera (UOCHB) a J. Cvacky (UOCHB) a bude vyuZivat hmotovy spektrometr, investi¢ni pristroj
pofizeny vramci projektu. Mimetické inhibitory se strukturou polycyklickych (bicyklickych a
tricyklickych) peptidii budou pfipraveny a optimalizovany pomoci chemické randomizace (Obr. 2).
K tomuto ucelu bude pouzivana cyklizace ,head to tail” nebo spojovani pfes postranni fetézce
jednotlivych aminokyselinovych zbytkd. Kromé spojovani cykld pomoci amidové vazby planujeme také
alternativni vyuziti alkylace thiolti a metatéze olefinti. Nase prace rozsiii ptivodni koncept bicyklickych
peptidii popsany Heinisem? a zavede tfi cysteinové zbytky do struktury peptidu, které umozni syntézu
tricyklickych peptidi se tfemi vazebnymi doménami. Postranni fetézce aminokyselinovych zbytki ve
vybranych pozicich budou optimalizovany pomoci technologie kombinatorni chemie’.
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Riy & __R’(%br. 2. Syntéza polycyklickych mimetickych
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Casovy plan

2018-2020/21

Ptiprava malych proteinii: rekombinantni exprese a izolace vychozich proteinovych inhibitort.
Inzenyrstvi malych proteinti pomoci racionalnich a kombinatornich metod.

Strukturni analyza malych proteinl: krystalizacni testy, krystalografickh a NMR analyza
komplext inhibitorl s proteasou.

In silico analyza: vypocetni analyza na 3D strukturdch komplexd proteinovych inhibitord,
predikce mimetickych inhibitord.

Funk¢ni analyza proteinovych inhibitord: in vitro testy s proteasami a riznymi substraty, in vivo
testy v bunéénych systémech.

2020/21-2022

Ptiprava a inzenyrstvi proteinovych inhibitort a ptiprava jejich komplext.

In silico analyza komplext proteinovych inhibitorti a mimetickych inhibitora.

Syntéza mimetickych inhibitora.

Funkéni analyza proteinovych inhibitord a mimetickych inhibitort: in vitro testy s proteasami
a riznymi substraty, in vivo testy v bunécnych systémech.

Optimalizace funk¢nich vlastnosti proteinovych inhibitori a mimetickych inhibitort: od
navrhovani inhibitort k jejich testovani.

Strukturni analyza komplex® optimalizovanych proteinovych a mimetickych inhibitort.



Planované publikace a patenty

Publikace
Jimp Journal of Biological C_hemistry
Journal of Molecular Biology
2018 1 . .
Protein Science
2019 2 Biochemistry
2020 2 Journal of Structural Biology
2021 2 ACS Chemical Biology
2022 2 FEBS Journal
Celkem 9
Patenty a patentové ptihlasky
Patenty Mezinarodni  patentové Piedpokladame patentovani v oblasti peptidasovych
(udélené) | prihlasky (podané) inhibitorti odvozenych ze struktury malych proteint.
2018 0 0
2019 0 0
2020 0 0
2021 0 1
2022 1 0
Celkem 1 1

Zahraniéni spoluprace

e Laboratofe vedené Dr. J. Reseland na Univerzité Oslo (Norsko).
Dr. D. Bromme na Univerzité Britska Kolumbie (Kanada).
e Dr. O. Schueler-Furman na Hebrejské univerzité (Izrael).




