PB1.8. Regulace specifickych protein-proteinovych interakci pomoci nanoé¢astic (Cigler, Bour)

Cile vvzkumu

Porozumét do detailu farmakologicky relevantni interakci ND s FGF.

o Identifikovat vazebné domény individudlnich ¢lenti proteinové rodiny FGF zodpovédné za
specifickou interakci s povrchem ND.

e Zjistit odpovidajici vazebnou doménu, souvisejici konformaéni zmény proteinu a molekuldrni
podstatu této interakce pomoci kombinace pokrocilych analytickych metod.

e Pouzit ab initio a molekularné-dynamické simulace spolu s FTIR a Ramanovou spektroskopii
k lepSimu porozuméni samotnému povrchu ND, tj. chemickym a morfologickym vlastnostem
odpovédnym za vazani proteintl.

e Navrhnout nové chemické struktury, bud’ NC nebo zaloZzené na malych molekulach, efektivné
regulujici hladinu FGF v organismu.

e Regulovat protein-proteinové interakce pfimo pomoci anorganickych netoxickych nanocastic a
oteviit cestu k radikalné novému piistupu k selektivni 1é€be chorob pomoci chemie nanocastic.

Vyzkumny plin a metodologie

Kontrola protein-proteinovych interakci pomoci nanoc¢astic vyzaduje detailni pochopeni procesu vazby
na molekularni a atomové urovni. Doposud bylo navrzeno nékolik mechanismi interakce. Zahrnuji
zapojeni specifickych proteinovych domén do povrchové interakce a souhru lokalniho ndboje spolu s
hydrofobnimi a tvarovymi efekty.

Prispévek téchto faktort k vazbé a zmény v molekularni struktute proteinti po interakci s ND povrchem
budou analyzovany pomoci fyzikalné-chemickych metod. Jelikoz pro heterogenni systémy ND/protein
Vv roztoku nelze pouzit rentgenovou krystalografii, budou k ziskani potfebnych informaci pouzity
spektroskopické metody véetné nukledrni magnetické rezonance (NMR)! a optickych spektroskopii,
jako je elektronova absorpéni spektroskopie a cirkularni dichroismus,? infracervena absorpéni
spektroskopie (IR)® a Ramantv rozptyl. V projektu se soustiedime predevsim na:

e (i) Spektroskopii vibracni optické aktivity (VOA),
e (ii) NMR studie a
e (iii) Studie s vyuzitim hmotnostni spektrometrie

(i) VOA zahrnuje vibra¢ni cirkularni dichroismus (VCD) a Ramanovu optickou aktivitu (ROA).
Poskytuje vice rozliSenych pasti nez elektronické metody, je citlivéj§i vici jemnym zménam v
molekularni struktuie véetné konformace a miize byt modelovana s vysokou piesnosti pomoci ab initio
metod.* V minulosti jsme vyvinuli precizni vypocetni postupy k interpretaci ROA a VCD spekter
proteinti ve vztahu k jejich struktufe a konformaci.® Tyto metody budou ptizpiisobeny ke sledovani
vazby proteini k povrchim a doplnény o vicerozmérné molekularné-mechanické a kvantove-
mechanické simulace chovani proteinu a povrchu ND.

(i1) Biomolekularni NMR spektroskopie poskytne detailni informace o konformacnich zménach a mistu
proteinového povrchu ucastniciho se vazby. Nejprve ziskdme komplexni pfifazeni NMR signalt a
zmapujeme interakéni rozhrani pomoci sledovani zmén v pozicich NMR signalti. Poté pro zvolené
systémy postoupime k detailni NMR strukturni charakterizaci konformacnich zmén FGF indukovanych
vznikem vazby.

(iii)) Proteomické experimenty s analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie budou zaloZeny na
postupné enzymatické digesci FGF interagujiciho s ND a ¢asové zavislé analyze produktt $tépeni (ktera
poskytne dopliiyjici informace k ostatnim metodam o vazbé&). Dynamickd analyza proteinovych
fragmentl bude uskutecnéna na noveé zakoupeném hmotnostnim spektrometru s vysokym rozliSenim.

Nejmodernéjsi instrumentace umozni detekovat, charakterizovat a kvantifikovat uvolnéné peptidy
s vysokou citlivosti a spolehlivosti.

Vsechny tfi uvedené experimentalni strategie budou podpofeny kvantové-mechanickym a molekularne-
dynamickym modelovanim povrchu ND, struktury proteinu a konformacniho chovéni.
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Schéma 2. K porozuméni velké vazebné afinity proteinu k nanodiamantovému povrchu se budeme zabyvat
néekolika aspekty. 1) Zménu konformace proteinu po navazani budeme monitorovat pomoci CD, VCD, NMR a
dalsich spektroskopickych metod, 2) navrhneme vhodné modely k mechanismu vazby, 3) které ovéiime pomoci
modelovych peptidickych sekvenci nebo 4) modelovych povrchii.

Bude analyzovano vsech 22 ¢lenti rodiny FGF. Proteiny potfebné ve vétsim mnozstvi budou ptipraveny
expresi v bakteriich a vyciStény pomoci standardnich technik pouzivanych v naSich laboratofich.
Proteiny pro NMR méteni budou béhem exprese izotopicky oznaceny. K potvrzeni pfitomnosti a polohy
specifickych vazebnych domén budou doposud nejsilnéji se vazajici proteiny (FGF 1, 2, 8 a 10)
strukturné porovnany s nejslabéji vazajicimi se (FGF 19, 21 a 22) a dale s odliSnymi rastovymi faktory
(napf. interleukin-1 a 6 nebo interferon gama). Zjednodusené schéma tohoto pfistupu je zobrazeno ve
Schématu 2. To zahrnuje studii konformacnich zmén a vazebnych mechanismii nasledovanou
testovanim modelovych peptidt ptipravenych k imitaci vazebnych domén.

Pro zesileni interakci s FGF bude studovana a doladéna také povrchova chemie ND. K porozuméni
povrchovym strukturdm na povrchu ND zodpovédnym za navazani proteinu bude pouzita FTIR a
Ramanova spektroskopie. Bude zjisténa (ve spolupraci s laboratofemi F. Treussarta a A. Wolcotta)
struktura, povrchova hustota a individualni ptispévek povrchovych skupin k vazani FGF proteinti nebo
modelovych peptidd. Bude optimalizovan jejich molarni pomér k ostatnim skupindm. Bude studovan
vliv riznych chemickych skupin na vazani proteini a budou syntetizovany nové chemické architektury
na ND (vCetné Caste¢ného a celkového blokovani povrchu pomoci polymeru a de novo pfipojenych
skupin). Na zaklad¢ ziskanych dat budou navrzeny chemické struktury optimalizované pro design
terapeutik k regulaci hladin FGF zalozenych na malych molekulach. Pro ¢isténi a analyzu syntetickych
peptidi budeme Siroce vyuzivat UHPLC chromatografické aparatury (skupina P. Boufte), ktera je
soucasti investic navrzenych v ramci tohoto projektu. Ve spolupraci s laboratofemi P. Krej¢iho a L.
Trantirka budou provedeny in vitro bunétné experimenty a embryonalni testy zaméfené na
lokalizovanou 1é¢bu chorob chrupavek.

Projekt bude realizovan v tizké spolupréci se skupinou P. Reza¢ové (uréovani struktur) a oddélenim
hmotnostni spektrometrie J. Cvacky (analyza proteini) s vyuzitim nového vysoce rozliSeného
hmotnostniho spektrometru, ktery je soucasti navrhovanych investic v rdmci tohoto projektu.
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Casovy plan
2018-2022

Cisténi a izolace reprezentativnich vzorki ND.

Povrchovéa modifikace ND.

Preparativni piiprava a izolace proteind a jejich izotopicky znacenych variant.
Syntéza modelovych peptidl imitujicich navrzené vazebné domény.

Ziskani spektralnich dat o interakci ND s proteiny.

2019-2022

Zjisténi struktury povrchu ND.

Analyza pomoci vice spektroskopickych technik najednou, navrh teoretického modelu vazby.
Navrh jednoduchych modelovych molekul a peptidii pro vazbu na ND.

Syntéza modelovych peptida.

Monitoring konforma¢niho chovani béhem interakce s povrchem.

In vivo testy novych sloucenin.

Planované publikace a patenty
Publikace (Jimp)

Jimp Nanoscale
2017 0 Advanced Healthcare Materials
Nature Communications
2018 1 Biomaterials
2019 2 Small
2020 3
2021 4
2022 5
Celkem 15
Patenty a patentové ptihlasky
Patenty Mezinarodni  patentové Ocekavame ochranu mezinarodnimi patenty v
(udglene) | pfihlaSky (podan¢) ndsledujicich oblastech:
2017 0 0 Ve vodé rozpustné nanocdstice se zajimavou FGF-
2018 0 0 modulacni biologickou aktivitou.
2019 0 0
2020 0 1
2021 0 1
2022 1 0
Total 1 2

Zahraniéni spoluprace

e Prof. Francois Treussart z Laboratoire de Photonique Quantique et Moléculaire, Ecole Normale
Superieure de Cachan a CNRS in Cachan, Francie

e prof. Abraham Wolcott z Department of Chemistry, San Jose State University in San Jose,
California, USA

o prof. Petr Kral z University of Illinois at Chicago, USA.



