PB1.9. Cileni interakci mezi proteiny vira a jejich hostiteli (Nencka, Boura)

Cile vvzkumu

e Pouzit na fragmentech zalozeny design inhibitori proti dobfe charakterizované UEV doméné z
ESCRT systému s cilem vyvinut slouCeniny aktivni proti pucicim virim, které vyuzivaji
ESCRT systém (HIV-1, Ebola).

e Charakterizovat strukturni determinanty lidského proteinu ACBD3 vyuZzivaného nékolika
pikornaviry z rodt Enterovirus a Kobuvirus.

Strukturné charakterizovat PI4K vyuzivané virem HCV.

e Piipravit rychlé, pfesné, neradioaktivni a citlivé testy pro stanoveni Kd interaktort UEV
domény TSG101 proteinu a metodu vysokokapacitniho screeningu knihovny latek UOCHB s
cilem identifikovat vhodné fragmenty pro design 1éCiv s vyuZzitim robota manipulujiciho s
mikrodesti¢kami, navrzeného v rdmci projektu (ve spolupraci se skupinou J. Konvalinky).

e Pouzit na fragmentu zalozeny postup uvedeny v casti Cil 1 pro naruseni interakci
charakterizovanych v ¢astech Cil 2 a 3.

Vvzkumny plan a metodologie

Abychom otestovali, zda je nas projekt uskutecnitelny, provedli jsme pomoci NMR jiz prvni kolo
screeningu fragmentti proti UEV doméné s vyuzitim nasi knihovny fragmentti. Testovanim zaloZzeném
na STD (saturation transfer difference) NMR experimentu jsme ziskali vice nez 40 hitd, coz dokazuje,
7e tuto ¢ast projektu budeme moci s jistotou realizovat.

S fragmenty budeme dale pracovat s vyuzitim dvou metod (viz obr. 2). Nejprve je rozdélime do skupin
podle oblasti UEV domény, kterou vazou, a potom je budeme spojovat spolu do vétSich struktur tak,
aby mohly interagovat s rozsahlej$imi ¢astmi interagujiciho proteinu. Dale pouzijeme strategii
rostouciho fragmentu, kdy pomoci dokovacich studii a vylepSenim syntézy, vyvineme z téchto
sloucenych struktur optimalizované funk¢ni latky. Zde budeme k purifikaci syntetizovanych latek a
jejich prekurzorti pouZzivat nové zakoupeny ptistroj pro FLASH chromatografii (skupina R. Nencky) a
pro biologické aplikace nové FPLC a preparativni LC pfistroje (skupina E. Boufi), které piedstavuji cast
investic tohoto projektu. V ramci projektu bude také ve velké mife vyuzivana kapacita pocitacového
klastru pro molekularni modelovani a vysledky budou slouzit také spolupracujicim vyzkumnym
skupinam.

Identifikované zdokonalené struktury budou nésledné testovany jak na bazi na proteinu, fluorescencnim
a DIANA testem (novy testovaci systém na zakladé qPCR vyvinuty ve skupiné Doc. Konvalinky - viz
vyse PB2.5) posuzujicim pfimou vazebnou afinitu, tak i v bunééném systému- testy antivirové aktivity
ziskanych latek. Ziskané inhibitory PPI budou slouzit nejen jako potencialni antivirotika, ale také jako
prostiedky k detailnéjSiho vyzkumu role ESCRT komplexu pfi virové replikaci a role TSG101 v
karcinogenezi.




Obr. 2. Postup vyvoje PPI inhibitoru: A) struktura cilové PPI - UEV doména v komplexu s krdatkym
peptidem odvozenym od p6°% proteinu viru HIV-1; B) identifikace ligandu vazajicitho se v
pozadované oblasti UEV domény a testovani fragmentu pomoci NMR nebo rentgenové krystalografie;
C) molekularni dokovani - korelace dat STD experimentu, D) slouceni dvou molekul fragmentii; E)
optimalizace finalni struktury.

Toto schéma pracovniho postupu bude nasledné pouzito ke ziskani inhibitoril jinych PPI nezbytnych
pro interakci viru s hostitelem, a to zejména proteini odpovédnych za sestaveni replikacniho komplexu
RNA virti. Na zékladé vysledkl naSich strukturnich studii zaméfenych na pikornaviry rodit Enterovirus
(poliovirus, enterovirus-71, coxsackievirus-B3, rhinovirus-14) a Kobuvirus (Aichi virus-1) se pokusime
pfipravit ligand naruSujici interakce mezi virovymi a hostitelskymi proteiny zapojenymi do fosforylace
hostitelskych plazmatickych membran, napt. 3A: ACDB3: PI4K.

Projekt bude realizovan v zké spolupraci se skupinami P. Rezadové a J. Konvalinky a odd&lenim
hmotnostni spektrometrie J. Cvacky, kde bude vyuZzivan novy hmotnostni spektrometr s vysokym
rozliSenim, ktery je soucasti navrhované investice tohoto projektu.

Casovy’ plan

4

2018-2022

Validace a strukturalni charakterizace hit fragmentti proti UEV doméné¢ s pouzitim NMR
spektroskopie.

Vyvoj vysokokapacitnich vazebnych testl pro testovani fragmenti.

Ovéteni hit proti UEV doméné testem kompetice zaloZzeném na flourescenci a noveé
vyvinutym DIANA testem.

Design a vyvoj inhibitorid s vysokou afinitou pomoci dokovacich studii.

Strukturalni charakterizace komplexu 3A: ACBD3 GOLD doména z rtiznych ss (+) RNA vird.

2020-2022

Strukturalni analyza ptipravenych UEV ligandu.

Optimalizace novych UEV vazajicich molekul.

Strukturalni charakterizace HCV NS5A proteinu v komplexu s PI4K.

Oveéfeni ucinnosti a toxicity ptipravenych sloué¢enin bunéénymi testy.

Pokrocilé studie molekularniho modelovani potencialnich ligandd narusujicich dalsi PPI
dilezité pro interakce viru s hostitelem a posouzeni nejslibngjsich cili.

Ptiprava ligandii pro vybrané nejslibnéjsi cile.



Planované publikace a patenty

Publikace (Jimp)

Journal of Medicinal Chemistry

Jim -
2018 5 P Journal of Biological Chemistry
Bioorganic & Medicinal Chemistry
2019 2 Journal of Virology
2020 2 EMBO Reports
2021 2 PNAS
2022 2 Plos one
Celkem 10
Patenty a patentové ptihlasky
Patenty Mezinarodni patentové Ocekavame mezinarodni patent v ndsledujicich
(udélené) | prihlasky (podané) oblastech:
2018 0 0 Novy ligand narusujici PPI podilejici se na
2019 0 0 patogenezi viri.
2020 0 0
2021 0 1
2022 1 0
Celkem 1 1

Zahraniéni spoluprace

o Prof. Johan Neyts a Dr. Graciela Andrei z Rega Institute, KU Leuven, Belgie,
o Dr. Tamas Balla z National Institutes of Health (NIH), Bethesda, USA.



