PB1.11. Vyvoj sloucenin rozrusujicich protein-proteinovou interakci u polymerasy viru chiipky
(Konvalinka)

Cile vyzkumu

e Vyvinout slouceniny rozruSujici PB1-PA interakci a charakterizovat jejich vazbu na
podjednotku PA detailné termodynamicky a strukturné.

e Provést termodynamickou analyzu peptidi odvozenych od N-koncové casti PB1 a nalézt
minimalni peptidovou sekvenci odpovédnou za protein-proteinovou interakci.

Vyvzkumny plan a metodologie

Nedavno jsme v nasi laboratofi vyvinuli metodu pro hromadné testovani sloucenin rozrusujicich
protein-proteinovou interakci mezi podjednotkami chiipkové polymerazy. Princip této metody je
nastinén na obrazku 2. V kratkosti, béhem ozareni laserem o vlnové délce 680 nm v tzv. donorové
kulicce pokryté proteinem streptavidinem dojde uvnitt diky fotosensitivnimu ftalocyaninu k tvorbé
singletového kysliku. Ten od kulicky difunduje az do vzdélenosti 200 nm, nez se rozpadne. Pokud je
kvili interakci PB1 a PA pfitomna v blizkosti donorové kuli¢ky tzv. kuli¢ka akceptorova, dojde k
prenosu energie ze singletového kysliku na derivaty thioxenu uvnitt akceptorové kulicky a nasledné
dojde k emisi kvanta o vinové délce 520 — 620 nm. Pokud akceptorova kulicka se nenachazi v blizkosti
donorové, naptiklad pokud je v roztoku pfitomna sloucenina rozruSujici interakci mezi PA a PBI,
singletovy kyslik se vrati do zakladniho stavu, nedojde k pfenosu energie na thioxen a zadny signal neni
emitovan.
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Obrdzek 2. Princip AlphaScreen eseje. Pouzité komponenty jsou donorové kulicky pokryté proteinem
streptavidinem (fialové), akceptorové kulicky pokryté redukovanym glutathionem (Zluté), biotinylovany
N-koncovy helix podjednotky PB1 (cervené) a C-koncova cast podjednotky PA s navdzanym GST
proteinem na svém N-konci (zelené).

Otestovanim knihovny pivodné vytvofené pro identifikaci slouéenin rozrusujicich protein-proteinovou
interakci nezbytnou pro tvorbu kapsidy viru HIV? byly objeveny dvé skupiny sloucenin interferujicich
s tvorbou komplexu PA-PB1 (obrazek 3). Prvni skupina piedstavuje nitrofenyldiaminy, které
vykazovaly slabou mikromolarni aktivitu v AlphaScreen eseji. Strukturné jsou podobné jiz potvrzenym
nitrobenzofurazaniim a cyanopyridinim. Druha skupina zahrnuje derivaty 2H-benzotriazoyl-mocoviny,
slouceniny isosterni s benzofurazany. V dalsim kroku budou nasledovat optimalizace téchto prvnich
“hitd”.

V tomto projektu navrhujeme vyuzit interakce proteinu PA-PB1 s jinymi proteiny viru chiipky jako cile
pro vyvoj novych nizkomolekularnich slouc¢enin schopnych se kompetitivné vazat na protein PA a
v disledku toho desintegrovat RNA polymerazu. Pouzijeme proces optimalizace aktivnich latek,
abychom Iépe porozuméli vztahu mezi strukturou a aktivitou aktivnich latek (,,hitd*) z tfid I a II. Tyto
prvni Lhity” jsou ukdzany na Obr. 3 a budou slouzit jako strukturni skelety pro dalsi vyvoj jesté
aktivnéjsich inhibitort.
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Obrazek 3. Struktury prvnich identifikovanych sloucenin interferujicich s tvorbou komplexu PA-PB1.

Soubézné s optimalizaci planujeme otestovat tzv. “IOCB knihovnu”, coZ je soubor pfiblizné¢ 5000
slou¢enin pfipravenych na UOCHB AV CR, v.v.i. riznymi védeckymi skupinami pomoci vyvinuté
AlphaScreen eseje. K t€émto uceltim planujeme vyuzit robotickou linku navrhovanou v projektu.

Ocekdvany racionalni design bude zaloZen na vysledcich testovani a informaci ziskanych z
rentgenostrukturnich, biochemickych a termodynamickych analyz.

Protivirova aktivita nejaktivnéjSich slouc¢enin bude testovana ve skupiné Jana Webera. Infektivita bude
sledovana pomoci standardni plakové eseje nebo pomoci tzv. XTT metody. Cytotoxicita slouc¢enin bude
vyhodnocovana téZ pomoci XTT metody. Pro analyzu, zda slouceniny inhibuji polymerasovou aktivitu
in vivo, po¢itame s piipravou a nasledném vyuziti tzv. minireplicon eseje, ktera byla publikovéana.®*

Zptsob vazby nejaktivnéjSich slouc¢enin na C-koncovou ¢ast PA podjednotky bude objasnén pomoci
rentgenostrukturni analyzy v laboratofi Dr. Pavliny Rezadové. Vysledky této strukturni analyzy budou
dilezité pro racionalni navrh, ktery bude nasledovat. Interakce bude navic detailné charakterizovana
pomoci isothermalni titra¢ni kalorimetrie. Vysledky méfeni nam pomohou pii navrhu sloucenin s
optimalnim termodynamickym profilem. Déle bude provedena detailni termodynamické analyza vazby
peptid odvozenych od N-koncové ¢asti PB1 na C-koncovou ¢ast podjednotky PA a ur¢ena minimalni
peptidova sekvence odpoveédna za protein-proteinovou interakci.

Nejaktivné&jsi nalezeny “inhibitor protein-proteinové interakce” bude ve finale studovan ve virologické
laboratofi Dr. Jana Webera, zda jsou proti tomuto inhibitoru ve viru selektovany resistentni mutace.
Selekce resistentnich virti bude provedena sériovym pasazovanim viru v MDCK bunikach v pfitomnosti
zvysujici se koncentrace studované slouceniny. Mutace selektované v oblasti kodujici virové proteiny
PA a PBI1 budou zjistény DNA sekvenaci a pokud bude selektovan resistentni virus, bude zjisténa
aktivita slou¢eniny vii¢i nému.

Projekt bude realizovan ve spolupraci se skupinou Pavla Majera (medicinalni chemie), Josefa Cvacky
(hmotnostni spektrometrie), Pavliny Rezacové (rentgenostrukturni aalyza) a Jana Webera (virologie).
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éasovy’ plan
2018 — 2019/20

e Finalni optimalizace AlphaScreen eseje pro hromadné testovani s pouzitim robotické linky
navrhované v projektu.

e Optimalizace hiti identifikovanych béhem prvnich testt.

e Hromadné testovani (s pouzitim robotické linky navrhované v projektu) tzv. "IOCB knihovny"
obsahujici rtizné typy organickych slougenin piipravenych na UOCHB AV CR, v.v.i.



2020 — 2022

e Rentgenostrukturni a termodynamickd analyza nejucinngjsich sloucenin identifikovanych
pomoci AlphaScreen eseje.

e Antivirové testovani nejucinnéjsich sloucenin a analyza vyvoje resistence proti nejaktivnejsi
slouceniné pomoci sériového pasazovani.

e Testovani vlivu nejucinnéjsich sloucenin na aktivitu virové polymerazy v bunécné eseji.

e Detailni termodynamickd analyza vazby peptidi odvozenych od N-koncové c¢asti PBI1
podjednotky na C-koncovou ¢ast podjednotky PA. Uréeni minimalni peptidové sekvence
odpovédné za protein-proteinovou interakci.

Planované publikace a patenty
Publikace (Jimp)

Jimp journa: 011: \E;!oltl)gical Chemistry
ournal of Virology

2018 1 PNAS

2019 1 Journal of Molecular Biology

2020 1 Protein Science

2021 1 Plos one

2022 1 FEBS Journal

Celkem 5 Antimicrobial Agents and Chemotherapies
Journal of Medicinal Chemistry
Biochemistry
European Journal of Medicinal Chemistry

Patenty a patentové ptihlasky

Patenty Mezinarodni  patentové Ocekdavame patentovou ochranu:
(udelen¢) | pfihlasky (podané) Nejaktivnéjsi slouceniny rozruiujici interakci mezi
2018 0 0 podjednotkami chiipkové polymerdzy
2019 0 0
2020 0 0
2021 0 1
2022 1 0
Celkem 1 1

Zahraniéni spoluprace

o Prof. Hans-Georg Krausslich, University of Heidelberg a prof. Barbara S. Slusher, Brain
Research Institute, Johns Hopkins University, Baltimore USA.
e Dr. Tomas Cihlat, VP for Virology, Gilead Sciences Inc., Foster City, USA.



