PB1.4. Regulace ameloblastinu, nestrukturovaného proteinu skloviny (Vondrasek, Boui)

Cile vvzkumu

e Piipravit AMBN protein v takovém mnozstvi, které umozni jeho komplexni experimentalni
charakterizaci.

o Identifikovat sekvencni tiseky AMBN zodpovédné za agregacni vlastnosti AMBN v uz$im
sekvencnim kontextu a vyuzit této vlastnosti pro konstrukci fuznich proteini pro dalsi
charakterizace.

o Identifikovat produkty proteolytického $tépeni specifickymi enamel protedzami a testovat jejich
proliferacni a diferenciacni vlastnosti v in vitro a in vivo experimentech.

e Studovat efekt fosforylace na AMBN odvozenych peptidech a srovnat jejich proliferacni a
diferenciacni vlastnosti s peptidy nefosforylovanymi.

Zmapovat regulacni geny a jejich produkty pomoci pokrocilych experimentalnich metod véetné
RNAseq a ChipSeq metody.

Vyvzkumny plan a metodologie

Porozumeni funkci AMBN a jeho agregacnich vlastnosti. Kombinace experimentalnich metod
zahrnujici dynamicky rozptyl svétla (DLS), Small Angle X-Ray Scattering (SAXS), elektronovou
mikroskopii a metod teoretickych (pfedev§im pomoci simula¢nich metod) bude pouzito k popisu
konformacniho chovani celé AMBN molekuly, ptipadné jejich derivati ziskanych proteolytickymi
technikami. VV kombinaci s hmotnostni spektroskopii bude ziskdna mapa AMBN pfistupnych oblasti,
které budou dale podrobeny analyze z hlediska jejich agregacnich a interakénich vlastnosti.

Uloha posttranslakcnich modifikaci a jejich viiv na strukturu AMBN. Na zakladé experimentalné
ovefenych vlivl fosforylace na vazbu IDP proteinti a jejich strukturnich vlastnosti budeme studovat
konformacni chovani na sérii AMBN odvozenych peptidl a provedeme jejich in vitro a in vivo screening
jako modeli protein-proteinové interakce a signalizace. Bioinformatické analyza fosforylaéni database!
by méla poskytnout konsensualni vlastnosti proteinovych sekvenci rozpoznavanych fosfokinazami a
pomoci nam odhalit mechanismus tohoto procesu i jinymi proteinovymi partnery. Tato studie bude také
zahrnovat in vivo screening potencialnich receptort AMBN, které budou provadény s partnerskou
experimentalni laboratofi na univerzité v Oslu. Pro purifikaci a analyzu syntetickych peptidl vyuzijeme
UHPLC chromatografii, kterd je soucasti investicniho zdméru v rdmei podavaného projektu.

Uloha procesované molekuly AMBN v regulaci genii a bunécnou signalizaci. Zamér je pouzit RNAseq
technologii na odhaleni zmén genové exprese a riznych populaci RNA, zahrujici miRNA, tRNA a
ribosomalni profilaci. Tato metoda by méla identifikovat translaované produkty a jejich vlastnosti pro
dalsi vyzkum pomoci ChipSeq technologie k ur¢eni efektu na interakci s DNA s ohledem na specificka
vazebna mista DNA interagujiciho proteinu.

Porozuméni vztahu mezi VCD signalem a strukturou fibril tvorenych AMBN a modelovymi systémy.
Obecné principy poskytujici spojeni mezi strukturou proteini a VCD spektry jsou znamy jiz z
minulosti.? Nicméné tvorba fibril je ¢asto spojena s anomalnim ristem VCD signalu,® coz miize také
slouzit jako indikace jejich vzniku. Potfebujeme tedy porozumét vztahlim mezi lokalni strukturou,
usporadani proteinti na velkou vzdalenost a spektry. K tomu ndm pomiize modelovani kombinujici
molekulové dynamické a kvantové chemické techniky. Spektra budou generovana pomoci procedury
zalozené na prenosu Kartézskych tenzor, v minulosti vyvinuté na UOCHB.* Predb&zné
predpokladame, ze rist signalu souvisi s “fononovymi” delokalizovanymi vibracemi, které jsou
umoznéné pravidelnym uspotadanim peptidovych fetézcl; podobny mechanismus byl totiz v minulosti
popsan a vysvétlen pro agregaty nukleovych kyselin.®

Zlepseni detekcnich limitit spektroskopie vibracni optické aktivity. V soucasné dobé je méteni VCD
fibril obtizné, protoze srazené proteiny nejsou stabilni. Nehomogenni vzorky navic vedou ke vzniku
artefakt ve spektrech. Chceme proto systematicky prozkoumat a optimalizovat experimentalni
podminky, které poskytnou vysoky pomér signalu k Sumu, coz také obecné zvétSi uzitenost této
spektroskopie pro charakterizaci proteint. Alternativné k VCD prozkoumame moznosti, jaké poskytuje
citlivgjsi (ale dosud obtizné interpretovatelna®) spektroskopie elektronového cirkuldrniho dichroismu a



Ramanova opticka aktivita. Ta posledni je zajimava vzhledem k moZnosti méfit i cirkularné
polarizovanou luminiscenci;’ predb&zna data totiz indikuji jeji extrémni citlivost ke struktufe fibril.

Projekt bude realizovan ve spolupraci se skupinou medicindlni chemie Pavla Majera (syntéza proteinti
ajejich purifikace), se skupinou hmotnostni spektroskopie Josefa Cvacky (strukturni analyza), skupinou
vypocetni chemie Pavla Hobzy (pocitacové metody). Projekt bude extenzivné vytézovat kapacitu
vypocetniho klastru pro molekularni modelovani a vysledky budou dale vyuZivany ostatnimi
spolupracujicimi skupinami.
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Casovy plan
2018-2019

e Strukturni charakterizace AMBN a zn¢j odvozenych peptidi metodami DLS a SAXS
v kombinaci se simulacemi metodami molekulové dynamiky. Budou ziskany jeho agregacni a
interak¢ni vlastnosti

2018-2019/20

o Experimentalni charakteristika a VCD spektroskopie peptidi odvozenych od AMBN,
proteolytickych produktd a modelovych struktur obsahujici sekvence nachylné k agregaci.

2020-2021

e Vliv fosforylace na chovani AMBN odvozenych peptidi a produkti proteolyzy pomoci
vypocetnich metod a NMR.

2018-2020/21
e Optimalizace VCD experiment( pro modelové fibrily, testovani vypocetnich metod.
2020-2022

e Invitro ain vivo testovani navrzenych peptidovych sekvenci a produktt proteolyzy jako modely
protein-protein interakce a mezibuné¢né komunikace.

2020-2022

e Pouziti RNAseq a ChipSeq metod k popisu transcriptomu a jeho regulace AMBN a ostatnich
AMBN zavislych proteint.

2021-2022

e Rozsifeni spektroskopické detekcee fibril ve fyziologickych podminkach, testovani zavislosti na
okolnim prostiedi a teplote.



Planované publikace a patenty

Publikace (Jimp)

Jimp Nucleic Acids Research
Chemistry a European Journal
2018 4 - .
Protein Science
2019 4 Journal of Chemical Theory and Computation
2020 4 ACS Chemical Biology
2021 5 ChemBioChem
2022 5 Structure _ _
Celkem 2 Journal of Physical Chemistry

Patenty a patentové zadosti

Patenty Mezindrodni  patentové Ocekavame IP ochranu v nasledujicich oblastech:
(udélené) | prihlasky (podané) . . .
2018 0 0 Peptidy jako sondy pro AMBN protein-protein
2019 0 0 interakce nebo bunécnych signalizaci.
2020 0 1
2021 0 1
2022 1 0
Celkem 1 2
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