PB1.10. Interakce mezi HBV core, precore a proteinem X s bunéénymi proteiny jako cil pro vyvoj
inhibitoru (Pichova, Weber, Cvacka)

Cile vyzkumu

Charakterizaci interakci mezi HBe, HBx a HBe s bunéénymi partnery.

Identifikaci bunécnych procest regulovanych prostfednictvim HBc, HBx a HBe.

Ur¢eni struktur jednotlivych komplexii virovych a bunéénych proteind.

Design novych typt inhibitori cilenych na destabilizaci komplext virovych a bunécnych
proteint.

Vyzkumny plan a metodologie

Detailni molekularni mechanismy, kterymi jsou regulovany procesy HBV replikace vcetné formace a
degradace cccDNA, reaktivace HBV a modulace interakce viru s hostitelskou butikou, zlstavaji v
soucasnosti neznamé. Diilezitou roli v téchto procesech hraji proteiny HBV core, HBx a HBV precore
prostfednictvim specifickych interakci s bunéénymi partnery. Tyto interakce budou detailné
charakterizovany za i¢elem jejich mozné inhibice s terapeutickym ucinkem.

Interakce HBV core proteinu s bunéénymi partnery

Pti charakterizaci buné¢nych partneri interagujicich s HBc v hepatocytech se nam pomoci hmotnostni
spektrometrie podafilo identifikovat proteiny podilejici se na: (i) ubiquitinylaci a proteasomalni
degradaci, (ii) epigenetické kontrole transkripce, (iii) postransla¢ni modifikaci (napf. methylaci) a (iv)
karcinogenesi.

i) Proteiny ubiquitinylace a proteasomalni degradace. Bunéfna draha zahrnujici degradaci
ubiquitinylovanych proteinl je Casto spojovana s HBV replikaci a produkci viru. Nasim cilem je
charakterizace interakce HBc s FBXO3 (F-box-only protein 3) a ubiquitin konjuga¢nim enzymem
UBE20 v¢etné urceni jejich vlivu na HBV transkripci, replikaci a produkci viru. Oba proteiny jsou
soucasti ubiquitin ligasovych komplext, kde FBXO3 zprostiedkovava polyubiquitinylaci proteint
prostiednictvim SCF (SKP1-CUL1-F-box protein) a UBE20 zajist'uje predev§im monoubiquitinylaci.

ii) Proteiny ucastnici se epigenetické modifikace a transkripcni kontroly. V souCasnosti existuje fada
diikazl, ze HBV replikace je regulovéana epigenetickymi mechanismy a microRNA (shrnuto v'). N&které
proteiny (NP1L1, BCORL-1, and RUVBL1/RUVBL2), které se nam podaftilo identifikovat pomoci MS
analyzy, hraji roli v riznych aspektech transkripéni kontroly a epigenetickych modifikaci. Proto bude
provedena charakterizace jejich interakce s HBc. V této souvislosti budou pomoci hmotnostni
spektrometrie analyzovany i mozné posttransla¢ni modifikace HBc proteinu (ubiquitinylace, methylace,
fosforylace atd.).

iii) Proteiny ucastnici se methylace argininii. Nase predbézné vysledky ukazuji, ze protein arginin
methyltransferasa miize mit negativni roli v replikaci HBV. PRMTS je hlavnim enzymem odpovédnym
za mono- a symetrickou dimethylaci argininovych zbytkti. PRMTS se vyskytuje v komplexu s WD-
repeat proteinem MEP50. Protein PRMTS ma mnoho funkci (shrnuto v?). Nasim cilem je charakterizace
mechanismu, kterym PRMTS inhibuje HBV replikaci a identifikace bunécnych PRMT proteint
ucastnicich se methylace HBc.

iv) Proteiny ucastnici se hostitelskych obrannych drah. NRDP1 (neuregulin receptor degradation protein
1 piisobi jako ubiquitin ligasa a reguluje degradace cilenych proteini. Mtize podporit TRIF-dependentni
produkci interferonu typu | a inhibuje infekci zptisobenou virem vesikularni stomatitidy. Nadto, bylo
ukazano, ze NRDP1 podporuje aktivaci TBK1 a IRF3. Zde budeme analyzovat interakce HBc
s ubiquitin ligasou E3 (NRDP1).

Interakce HBx s bunéénymi partnery

HBX protein je schopen interagovat s celou fadou buné¢nych proteint ovliviiyjicich transkripci, signalni
transdukci, bun&ny cyklus, apoptozu, degrada¢ni dréhy a genetickou stabilitu?. Sougasti navrhovaného
projektu je detailni analyza interakci HBx a proteinti tiCastnicich se ubiquitin-proteasomové degradace,
epigenetické kontroly a bunéc¢né obrany.



i) Ubiquitin-proteasomalni degradace. Nedavno objevena multimerni interakce mezi proteiny DDBI1 -
HBX-Smc5/6 piedstavuje kriticky krok pii regulaci transkripce HBV 2. DDB1 (damaged DNA binding
protein) funguje jako adaptorovy protein pro Cullin-RING ubiquitin-E3 (CLR4E3) ligasovy komplex,
ktery zajistuje ubiquitinylaci a naslednou proteasomalni degradaci vybranych proteinti. Toho dokaze
vyuzit HBx, ktery prostiednictvim interakce s DDB1 smétuje funkci CRL4E3 na restrikéni komplex
Smc5/6 a jeho degradaci. Bez tohoto kroku by Smc5/6 vazal HBV cccDNA a blokoval transkripci. O
jednotlivych protein-protein interakcich dalezitych pro tvorbu zminéného komplexu je zndmo velmi
malo* a proto je dikladna analyza a charakterizace interakci jednotlivych komponent Smc5/6, HBx a
DDB1 soucésti tohoto projektu.

ii) Epigeneticka kontrola prostrednictvim methylace. Podle naSich ptfedbéznych vysledki protein
MEP50, koaktivator methyltransferasy PRMTS, je novym interakénim partnerem HBx. NaSim cilem je
charakterizovat jejich vzdjemnou vazbu a piedevS§im moznost tvorby vysSich komplexii mezi HBV
proteiny HBc a HBx spolu s methylosomem PRMT5-MEP50. Kromé toho je znama i dalsi
methyltransferasa PRMT, ktera plsobi jako negativni regulator HBV transkripce a interaguje pfimo s
HBXx proteinem?®. Detaily této interakce stejné jako mechanismus pasobeni HBx zndmy nejsou a
predstavuji potencidlni cil pro jejich studium a inhibici.

iii) Obrana hostitele. V této ¢asti projektu budeme analyzovat interakci mezi HBx a proteinem NRDP1,
ktery je zndmym interakénim partnerem HBc (viz. 5.2.2.10.3.1). Cao a spol. nedavno publikovali, Ze
HBx interaguje s NRDP1 a vyznamné snizuje jeho stabilitu. Vysledkem je zvySeni aktivity proteinu
ErbB3 a tim i rizika vzniku HCC spojenym s chronickou HBV infekci®.

Pro ovéfeni interakci HBc a HBx proteini s jejich bunécnymi partnery bude pouzita ko-
imunoprecipitace v HepG2-NTCP buiikach. Vliv téchto proteini na HBV infekci/replikaci bude
testovan pomoci jejich overexprese a stejn¢ tak blokovanim jejich produkce (CRISPR/Cas9 systém).
Jednotlivé interakce budou charakterizovany uréenim minimalnich vazebnych oblasti/domén obou
proteini. Pro tento ucel budou vyuzity série N- a C-koncovych zkraceni proteinu v ko-
imunoprecipitacnich experimentech a takto identifikované regiony budou dale analyzovany mutacni
analyzou pro zjiSténi konkrétnich motivi. Posttranslacni modifikace proteinii budou analyzovany
pomoci hmotnostni spektrometrie ve spolupraci s J. Cvackou za vyuziti spektrometru s vysokym
rozliSenim, ktery je soucasti navrhovanych investic potfebnych pro feSeni projektu.

Pro ziskani strukturnich informaci ohledné¢ HBc nebo HBx interakci budou klonovany, exprimovany a
purifikovany jednotlivé proteiny nebo jejich domény. Exprese soucasti Smc5/6 komplexu bude
provadéna v E. coli podle procedury popsané v Roy a spol.” DDB1 protein, MEP50 a NRDP1 véetné
jejich modifikovanych variant budou produkovany v hmyzich bunkach. K purifikaci jednotlivych
proteinti bude vyuzito FPLC. Pro analyzu interakci budou vyuzity techniky SPR, AlphaScreen a NMR
titracni experimenty ve spolupraci s V. Veverkou. Struktura studovanych komplexti bude urovana
pomoci rentgenové difrakéni krystalografie ve spolupraci s P. Rezadovou. Na zékladé krystalovych
struktur HBc a HBx s jejich ligandy bude ve spolupraci s J. Vondraskem pouzito molekularni
modelovani pro detailni analyzu vybranych strukturnich motiva.

Zrani HBV precore proteinu a vliv bunéénych partnera na jeho lokalizaci

Budeme analyzovat proces zrani a sekrece precore proteinu a sledovat bunééné mechanismy, jejichz
pomoci jsou ruzné formy tohoto proteinu distribuovany do jednotlivych bunéénych organel. Zamétime
se na identifikaci bunéénych interak¢nich partnerii a strukturnich motivi, které jsou pro tyto interakce
klicové.

Konkrétné budeme provadét frakcionace metabolicky znacenych bunéénych linii produkujicich HBe,
sledovat bunécnou drahu tohoto proteinu a lokalizaci jeho jednotlivych forem. Tyto experimenty budou
podporfeny kolokalizacnimi studiemi za pouziti imunofluorescen¢niho barveni bun¢k analyzovanych na
nové zakoupeném konfokalnim mikroskopu. Protoze HBe obsahuje disulfidicky mustek, ktery je
zasadni pro jeho strukturu, budeme sledovat zrani tohoto proteinu v zavislosti na redoxnich podminkach
buiiky a budeme hledat interagujici oxidoreduktazy zodpovédné za jeho stabilni prostorovou
konformaci. Pomoci hmotnostni spektrometrie a imunoprecipita¢nich experimentii budeme hledat i dalsi
bunécné proteiny podilejici se na sméfovani jednotlivych forem HBe do riiznych bunéénych organel.
Stabilné transfekované hepatocyty inducibilné produkujici HBe (HepaRG-TR-E, Tet-on) budou pouzity



pro sledovani efektu tohoto proteinu na genovou expresi. Zmény v transkriptomickém profilu budou
sledovany pomoci RNA sekvenovani. Vybrané geny a jejich produkty budou dale charakterizovany ve
vztahu k chronickému stadiu hepatitidy B a karcinogenezi.

Mezi dalsi cile projektu patii pfedevsim design sloucenin specificky narusujicich tvorbu komplexii mezi
virovymi a bunéénymi proteiny. V soucasnosti je jiz zndm potencidl nizkomolekularnich latek jako
ucinnych inhibitori protein-protein interakci (PPII). Jejich Gcinek je zalozen na tom, Ze i rozséhla
rozhrani mezi interagujicimi proteiny obsahuji relativné malé Casti, které zajist'uji vysokou specifitu této
vazby?. Proto budeme testovat UOCHB knihovnu nizkomolekularnich latek za ti¢elem uréeni schopnosti
téchto sloucenin inhibovat studované protein-protein interakce. Vlastni analyza inhibi¢nich schopnosti
jednotlivych molekul bude provadéna s vyuzitim fluorescenéniho resonanéniho prenosu energie (FRET)
mezi testovanymi proteiny. Vliv selektovanych latek na HBV infekci bude dale testovan v tkaniovych
kulturach HepG2-NTCP bunék. Modifikace a syntéza aktivnich latek bude provadéna skupinami P.
Majera a U. Jahna. Tento projekt zahrnuje intenzivni vyuziti FPLC a preparativniho LC chromatografu,
které jsou uvedeny mezi navrhovanymi investi¢nimi polozkami.

[1] Zhang, X.; Hou, J.; Lu, M., Regulation of hepatitis B virus replication by epigenetic mechanisms and
microRNASs. Front Genet 2013, 4, 202.

[2] Stopa, N.; Krebs, J. E.; Shechter, D., The PRMT5 arginine methyltransferase: many roles in development,
cancer and beyond. Cell Mol. Life Sci 2015, 72 (11), 2041-2059.

[3] Decorsiere, A.; Mueller, H.; van Breugel, P. C.; Abdul, F.; Gerossier, L.; Beran, R. K.; Livingston, C.
M.; Niu, C.; Fletcher, S. P.; Hantz, O.; Strubin, M., Hepatitis B virus X protein identifies the Smc5/6
complex as a host restriction factor. Nature 2016, 531 (7594), 386-389.

[4] Li, T.; Robert, E. I.; van Breugel, P. C.; Strubin, M.; Zheng, N., A promiscuous alpha-helical motif
anchors viral hijackers and substrate receptors to the CUL4-DDB1 ubiquitin ligase machinery. Nat.
Struct. Mol. Biol 2010, 17 (1), 105-111.

[5] Benhenda, S.; Ducroux, A.; Riviere, L.; Sobhian, B.; Ward, M. D.; Dion, S.; Hantz, O.; Protzer, U.;
Michel, M. L.; Benkirane, M.; Semmes, O. J.; Buendia, M. A.; Neuveut, C., Methyltransferase PRMT1
is a binding partner of HBx and a negative regulator of hepatitis B virus transcription. J Virol 2013, 87
(8), 4360-4371.

[6] Cao, K.; Gong, H.; Qiu, Z.; Wen, Q.; Zhang, B.; Tang, T.; Zhou, X.; Cao, T.; Wang, B.; Shi, H.; Wang,
R., Hepatitis B virus X protein reduces the stability of Nrdpl to up-regulate ErbB3 in hepatocellular
carcinoma cells. Tumour. Biol 2016.

[7]1 Roy, M. A.; Dhanaraman, T.; D'Amours, D., The Smc5-Smc6 heterodimer associates with DNA through
several independent binding domains. Sci. Rep 2015, 5, 9797.

[8] Jubb, H.; Higueruelo, A. P.; Winter, A.; Blundell, T. L., Structural biology and drug discovery for protein-
protein interactions. Trends Pharmacol. Sci 2012, 33 (5), 241-248.

Ve

Casovy plan

Interakce HBV core proteinu s bunéénymi partnery

2018-2022

o Identifikace, oveétovani a charakterizace hostitelskych proteinil interagujicich s HBc.

e Analyza komplexniho vlivu bunécnych proteinti interagujicich s HBc na replikaci HBV.

e Charakterizace posttranslacnich modifikaci HBc proteinu a jejich vliv na jeho epigenetickou
funkci v zivotnim cyklu HBV.

o Identifikace interagujicich domén HBc.

2021-2022

e Testovani znamych modulatort HBc funkce a testovani novych kandidati v UOCHB knihovné
nizkomolekularnich latek.
e Analyza a optimalizace latek s poZzadovanym ucinkem.

Interakce HBX proteinu s bunéénymi partnery
2018-2022

e Overovani a charakterizace interakci mezi HBx a hostitelskymi proteiny (v tkanovych
kulturach).



e Identifikace minimalnich oblasti HBx pozadovanych pro interakci.
e Optimalizace testovaci procedury a pocatecni testovani UOCHB knihovny nizkomolekularnich
latek.

2019-2022

e Urceni strukturnich zéklad studovanych interakci pomoci NMR a rentgenové strukturni
analyzy.
e Testovani inhibitort interakci mezi HBx a hostitelskymi proteiny — identifikace latek vhodnych
pro dalsi modifikace a vyvoj.
Zrani HBV precore proteinu a vliv bunéénych partnert na jeho lokalizaci

2018-2022

e Mapovani bunécné drahy HBe, hledani interagujicich partnert a ovéteni téchto interakei.
2019-2022

e Sekvenace transkriptomu a analyza genové exprese.
2020-2022

e  Strukturni charakterizace interakci mezi precore proteinem a jednotlivymi bunéénymi partnery,
molekularni modelovani a navrh inhibitord.

Planované publikace a patenty
Publikace (Jimp)

Jimp Journal of Virology

2018 5 Virology
Journal of Molecular Biology

2019 2 Journal of Biological Chemistry
2020 2
2021 3
2022 3
Celkem 12

Zahraniéni spoluprace

e Centrum vyzkumu rakoviny — CRCL, Univerzita Lyon, Francie
Univerzita Heidelberg, Oddéleni molekularni virologie, Némecko

e Gilead Sciences, USA, analyza interakci HBV proteinil s bunéénymi proteiny, které 1ze vyuzit
pro vyvoj specifickych inhibitort



