PB1.7. Cileni na interakce membranovych receptori s dalS§imi protein a s peptidomimetiky
(Lazar)

Cile vyzkumu

e Rozvinout moznosti techniky dvoufotonové polariza¢ni mikroskopie (2PPM).
Vyuzit 2PPM k identifikaci a vyvoji [éCiv pisobicich na interakce proteinil a peptidomimetik s
membranovymi receptory sprazenymi s G-proteiny a s receptory pro inzulin a IGF.

Vyzkumny plin a metodologie
(i) Rozvoj moznosti techniky dvoufotonové polariza¢ni mikroskopie.

Technika 2PPM je vyznamnym nastrojem pro zkoumani molekularnich mechanismti signalizacnich
procesiti v buiice. 1? Technika 2PPM ma vSak i potencial stat se diilezitou metodou slouZici k objevovani
a vyvoji novych 1é¢iv. Aby mohla byt vyuzivana jako néstroj pro objevovani 1écCiv, je tfeba vyvinout
vysocekapacitni (high throughput) podobu techniky a zlepsit existujici molekularni sondy. Hlavni
prekazkou pro implementaci techniky 2PPM v podobé s vysokou kapacitou je nutnost identifikace
obvodu bunék v obrazcich. Je sice mozné vyvinout pocitacové algoritmy, které by automaticky obvod
bunék rozpoznaval, av§ak my mame v imyslu vyuzit jiny, robustnéjsi a spolehlivéjsi ptistup, vyuzivajici
kultivaci bun&k na mikrostrukturach®. Jak ukazuji naSe piedbézné vysledky (obr. 2), mikrostruktury
mohou vytvaret v bunééné membrane matrice velmi pravidelnych tvart. Obvody téchto tvarti umoziiuji
pozorovani fluoroforové orientace pomoci 2PPM. Pravidelnost tvaru a rozmisténi téchto tvarii by méla
umoznit snadny vyvoj pocitaCovych algoritmi, které rozpoznaji tyto tvary a automaticky zpracuji
informace, které obsahuji. V ramci tohoto projektu provedeme optimalizaci vlastnosti (tvaru, velikosti,
hustoty) mikrostruktur pro bunééné kultivace a zobrazovani a vyvineme algoritmy umoziujici plné
automatické zpracovani obrazkli 2PPM. Nase prace bude rozsifenim existujici spoluprace s experty na
piipravu a vyuziti mikrostruktur, J. Jacakem a B. Plochbergerovou z Univerzity J. Keplera v Linzi*®.

Obr. 2: Bunka HEK293 na mikrostrukturovaném podkladu, exprimujici konstrukt eGFP pripojeny
k bunécné membrané. Nalevo: transmisni zobrazeni,ukazujici pravidelné rozmisténé mikrostruktury.
Napravo: zobrazeni pomoci 2PPM, s viditelnymi tvary bunécné membrany vytvorenymi pritomnosti
mikrostruktur. Fluorescence excitovana svétlem s horizontdlni polarizaci je vyznacena cervené, s
vertikalni zelené. Tvary vytvorené mikrostrukturami vykazuji stridavé cervenozelené zbarveni
charakteristické pro dobre definovanou orientaci fluoroforit viici membrané.

Pti vyvoji 1é¢iv ucinkujicich na interakce membranovych receptord s dal§imi proteiny vyuzijeme nami
jiz ptfipravené a dale zlepSené molekularni sondy interakci mezi GPCRs a G proteiny vyuZzivajici 2PPM.
K detekci interakci mezi GPCRs a arestiny pouzijeme jiné existujici optické sondy. Pro sledovani
aktivace inzulinovych a IGF receptorti za ucelem vyvoje non-peptidickych inzulinovych mimetik
(spoluprace s J. JiraCkem a U. Jahnem, PB2.6.) vyvineme nové sondy vyuzivajici 2PPM.



A mallet

Obr. 3. Navrh a funkce eGFP palice (mallet eGFP). Nalevo: znama struktura eGFP, s oznacenymi N’
a C’ konci a s interni o-helikalni doménou zvyraznénou cervené. Uprostred: navrZena struktura
eGFP palice, vytvorend cirkularni permutaci a modifikaci eGFP. Nové N’ a C’ konce jsou oznacené,
a novy N’-terminalni rigidni linker (‘drzdatko‘) je vyznacen cCervené. Napravo: tesarskd palice,
S drzatkem zvyraznenym cervené.

Vyznamné usili bude vénovano snaze o vytvoteni nového, Siroce uplatnitelného ptistupu k vyvoji sond
pro 2PPM. Tento piistup je zalozen na pouziti modifikovanych fluorescentnich proteinid (FP), ‘palic’
(obr. 3). V palicovych FP bude aminokyseliova sekvence upravena tak, aby a-helix, ktery je u zndmych
FP uvniti molekuly, vytvarel novy N’-konec. Tento N‘-konec bude slouzit jako rigidni ‘drzatko’ pro
pripojeni ke zkoumanym proteintim. Rigidni ptipojeni umozni efektivni pfevadéni konformacnich zmén
ve zkoumaném proteinu na zmeny orientace FP, pozorovatelné pomoci 2PPM. Palicové FP tudiz umozni
vyvoj vysoce citlivych sond pro 2PPM. Prodlouzeni N’-terminalni a-Sroubovice umozni predvidatelné
zmény v orientaci FP, coz by mélo byt vyuzitelné sond nejen pro 2PPM, ale i pro FRET. Palicové FP
tudiz umozni vyvoj Sirokého spektra geneticky kodovanych sond, vyuzitelnych jak v zakladnim
biologickém vyzkumu tak pti vyvoji 16¢iv. Usp&sny vyvoj palicovych FP bude vyZadovat spolupraci s
experty na proteinové inzenyrstvi (J. Vondrasek, UOCHB) a strukturu proteinii (P. Reza¢ova, UOCHB;
A. Royant, ESRF Grenoble). Vyvinuté palicové FP pouZzijeme k nachdzeni a vyvoji 1é¢iv ovlivitujicich
interakce membranovych receptorti s dal$imi proteiny.

(i1) Vyuziti 2PPM k identifikaci a vyvoji 1é€iv plsobicich na interakce proteinti a peptidomimetik s
membranovymi receptory sprazenymi s G-proteiny a s receptory pro inzulin a IGF.

Molekularni sondy vyvinuté v cili (i), umoziujici citlivé sledovani interakci mezi GPCRs a dal$imi
proteiny budou vyuzity k pozorovani a zkoumani téchto interakci. Zejména se bude jednat o interakce
mezi adrenergnimi, glutamatergnimi a kanabinoidnimi receptory a pfislusnymi G-proteiny (Gail, Ga.i2,
Gai3, Gas, Gao, Gaq) aarrestinem-2 a -3, v odpovédi na existujici, komeréné dostupna lé¢iva. Vyzkum
molekularnich zakladd interakci mezi GPCR a efektory poskytne informace uzite¢né pro cileny vyvoj
novych léciv. Kromé sond funkce GPCRs vyvineme a vyuzijeme téZ sondy aktivace/inhibice
inzulinového a IGF receptoru, uplatnitelné pii vyvoji non-peptidovych inzulinovych mimetik v ramci
spoluprace s J. Jirackem a U. Jahnem.

Tento projekt bude uskutenén v t&sné spolupraci s P. Rezd¢ovou (analyza proteinovych struktur), J.
Jirackem (inzulinové/IGF receptory) a J. Vondraskem (proteinové inzenyrstvi).
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Casovy plan

2018-2019/20

e Vyvoj 2PPM na vysokokapacitni (high-throughput) techniku (optimalizace mikrostruktur,
vyvoj softwaru).
e Vyvoj palicovych FP.

2018-2022

e Vyvoj 2PPM sond interakci GPCRs s dalSimi proteiny; interakci inzulinového receptoru a

receptoru IGF-1 s inzulinovymi mimetiky

Pozorovani interakci mezi receptory a dalSimi proteiny/inzulinovymi mimetiky

e Testovani série sloucenin na jejich interakce s receptory
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