PB2.1. Cileni na komplexni bunééné membrany a prochazeni pies né (Jungwirth, Jahn, Lazar a
Bour)

Cile vyzkumu

e Vyvinout spolehlivy vypoéetni model endotelialniho glykokalyxu, ovéfeny experimentem.
Navrhnout nové strategie pro terapeutické cileni na bunéény glykokalyx s cilem kontrolovat
progresi metastazi bez negativnich dtsledkt pro kardiovaskularni funkce.

e Zlepsit samotny proces cileni potencialnich 1é¢iv nalezenim novych cest pro molekuly 1é¢iva k
selektivnimu nalezeni mista ucinku tim, Ze efektivné piekro¢i buné¢nou membrinu se svou
extracelularni matrix.

Vvzkumny plan a metodologie

Je znadmo, Ze bunky se ptizptisobuji novému prostiedi zmeénou svého metabolismu. Pokud se ndm podafi
zménit zpusob, jak buriky citi své okoli, pak miizeme bud’ posilit, nebo uzaviit rizné metabolické drahy.
Buriky citi okoli pres plazmatickou membranu a jeji obal, glykokalyx. Tyto dva prvky, na které miiime,
abychom zmeénili jejich strukturu, tvoii jadro tohoto projektu.

V ramci tohoto projektu budeme pouzivat pocitacové simulace molekulové dynamiky, abychom ziskali
vhled do molekulové struktury glykokalyxu, pro néjZ jsou experimentalni moznosti znaén¢ omezené
vzhledem k jeho dynamické a kifehké povaze. Soucasné budeme vyuzivat experimentalni ptistupy od
spektroskopiii (jako je fluorescencni mikroskopie, ¢i cirkularni dichroismus a méfeni Ramanovské
optické activity) k syntetické organické chemii a bunétné biologii, aplikované zejména na mensi
strukturni jednotky tvorici glykokalyx a na klicové latky, které s nim interaguji.

Tento projekt je zaloZen na velmi plausibilnim scénafi predpokladajicim, ze struktura endotelarniho
glykokalyxu mize hrat lohu pfi vyvoji novych 1é¢iv, nebot’ obehovy systém je klicovy pro dopraveni
1é¢iv do bunék v celém téle. Za prvé, mizeme terapeuticky mifit pfimo na vlastni glykokalyx. Nase
pracovni hypotéza je, Ze bufiky pouZzivaji glykokalyx, aby citily své okoli a adaptovaly se na n&j.! To
muzeme vhodné vyuzit ke spusténi bunééné odpovédi pusobenim na vnéjsi povrch glykokalyxu bez
toho, Ze bychom se museli dostat dovnitt do buiky, coz je mnohem komplikovangjsi. Konkrétné je
nasim cilem navrhnout potencialni terapeutika, ktera dokazi modifikovat strukturu glykokalyxu pfimym
pusobenim. Za druhé, interakce 1éCiv a jejich nosict s glykokalyxem do zna¢né miry ovlivni u€innost a
selektivitu téchto latek. Je dulezité si uvédomit, ze vzhledem k silnému zapornému naboji na glykokalyx
budou ionty zasadnimi komponentami tohoto komplikovaného systému. To lze demonstrovat na
pozorované modulaci permeace sodiku glykokalyxem.? Jednou z naSich pracovnich hypotéz je, Ze
glykokalyx mtze byt siln€ regulovan ionty vapniku, zejména v blizkosti bunééné membrany. Navic
glykokalyx mize mit silny vliv na interakci plazmatické membrany s kladné nabitymi peptidy
pronikajicimi do buiiky. VSechny tyto skute¢nosti a jejich disledky mohou byt prozkoumany, jen pokud
bude existovat spolehlivy model glykokalyxu, tak jak se jej pokusime vytvofit v rdmci stavajiciho
projektu.

V tomto pracovnim bali¢ku se také pokusime zlepsit ii¢innost infuzni 1é¢by cilené specificky na redukeci
rakovinnych metastaz.® K tomu se pokusime nalézt mechanismus a terapeuticky zdsah vedouci k
regulaci hustoty glykokalyxu.? S takovymi néstroji v ruce pak miizeme nalézt optimalni kompromis v
boji proti metastazim, ktery nepovede k trvalému poskozeni kardiovaskuldrniho systému, jenz také
potiebuje ke své spravné funkci zdravy glykokalyx. Navic prozkoumame zpiisoby jak indukovat
prostiedi, které povede k redukci bunécné replikace a tak i Sifeni rakoviny. Za timto ti¢elem se pokusime
zmenit zpusob, jakym buiika citi své okoli pomoci modulace struktury glykokalyxu.

Nakonec budeme na zakladé porozuméni bunééné membrané jako partnera glykokalyxu cilit na
asociacni molekulové procesy odehravajici se na rozhrani mezi membranou a glykokalyxem. Takto se
dostaneme daleko za tradi¢ni dobie prostudované cile (interakce protein-ligand) smérem k pochopeni
celych slozitych molekulovych mechanismt, které potencialni 1éCiva (napf. jako ta zalozena na
peptidech pronikajicich do bunék *) pouZivaji, aby piekro&ily tyto komplexni bariéry modifikovanim
membranové struktury. Budeme mit k dispozici unikatni vypocetni a spektroskopické techniky,



abychom mohli detailné, s bezprecedentnim ¢asovym a prostorovym rozliSenim detailné studovat
takové procesy, coz bude zasadni pro tento Pracovni balicek.

1.1.1.1.1.1 Vybudovani spolehlivého modelu glykokalyxu
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Metodologickym cilem tohoto projektu je vytvofit v prvém kroku vérny, byt zhrubeny model
glykokalyxu. Tento po¢itacovy model nam pomutize pochopit molekulovou strukturu glykokalyxu a jeho
roli jako farmakologicky a medicinsky cil. Tento molekulovy model také poskytne jedinecnou informaci
o strukturalné relevantnich interakcich mezi jednotlivymi molekulovymi strukturami glykokalyxu.
Glykokalix je vlaknitd 3D sit’ s 10-12 nm Sirokymi bilkovinnymi jadry, pfichycenymi k membrané¢ s
charakteristickym intervalem dvaceti nanometri a tloustkou kolem 70 nm nad buné¢nou membranou.*
Skute¢nou vyzvou je proto vytvofit pocitacovy model dostatecné velky, aby mohl obsahovat vSechny
pozadované prvky, které¢ by nam umoznily zkoumat kolektivni chovani glykokalyxu, viz Obr. 1. To ndm
umozni identifikovat cile a navrhnout strategie a konkrétni molekuly potencialnich 1é¢iv tak, abychom
mohli ovliviiovat strukturu glykokalyxu podle prani. Nejprve se soustiedime na interakce mezi
glycosaminoglykany (GAG) a klicovymi pfitomnymi bilkovinami, jako jsou syndekany, CD44 a
albumin, jez jsou vSechny zasadni pro strukturu glykokalyxu. S takovym modelem pak muizeme
studovat, jak rizné sekvence GAGU a jejich propojeni meéni strukturu glykokalyxu. Vypocetni vysledky
budeme verifikovat experimentalné pomoci modelovych hydrogeli obsahujicich GAGy. Také se
pokusime zodpovédet otazku, zda bunécna membrana méni své vlastnosti diky pfitomnosti glykokalyxu.
Pro uspéch této vypocetni studie bude kliova té€snd vazba na experimentalni fluorescencéni metody,
nebot’ ofekavané efekty budou ziejmé velmi lokalniho charakteru (ale mohou zaroven vest k
signifikantnim metabolickym zménam). Postupné budeme do modelu piidavat dal§i komponenty
glykokalyxu jako jsou glykoproteiny. Poté co budou v simulacich odhaleny strukturalni motivy, na které
se pUjde terapeuticky zaméfit, piesune se vyzkum smérem k experimentalnim in vivo a in vitro testim
(viz nize).

Z technického pohledu je skvélou zpravou, ze v UOCHB bylo v roce 2014 otevieno nové vypocetni
stiedisko. Ustav na ng&j poskytl plochu 300 m? vybavenou v sou¢asnosti tiemi fadami stojantl, z nichz
60 je dedikovano pro instalaci vypocetni techniky. Cely prostor je efektivné chlazen, coz umoziuje
maximalni elektricky piikon 400 kW. V soucasnosti je instalovano zhruba 400 uzlt s vice nez 4000
procesory; tuto kapacitu Ize v budoucnu zhruba ztrojnasobit.

Jsme tak skvéle pfipraveni provést upgrade vypocetniho stfediska na novou kvalitativni Groven za
ucelem stavajicitho projektu, coz umozni vysokou paralelizaci vypoctl vyzadujicich sit’ s rychlou



odezvou. To bude realizovano nakupem nového dedikovaného vypocetniho klastru pro vétsi mnozstvi
uzivateli se zhruba 160 CPU uzly propojenymi rychlou siti Infiniband a malého mnoZstvi
experimentalnich GPU uzlt.

Kromé pouzivani lokalnich vypocetnich zdrojii jsme byli velmi uspésni pti ziskavani vypocetniho casu
pro velmi velké ulohy v nékolika vypocetnich centrech evropského vyznamu, vcetné Julich
Supercomputer Center (JUROPA), Berlin-Hannover Center (HLRN), IT4I v Ostravé atd., v ¢emZz
budeme pokracovat i v rdmci tohoto projektu.

Souhra molekulovych simulaci a experimenti

Nékolik modernich experimentalnich technik bude pouzito k validaci zde vytvotfenych pocitacovych
modelti. Nasim cilem je syntetizovat 1éCiva a fluorescencni znacky k modulaci a prozkoumani struktury
glykokalyxu a jeho interakei s peptidy pronikajicimi do buiiky a nesoucimi molekulu 1é¢iva. Nize jsou
podrobné popsdny experimentalni techniky, které budou vyuzity k premosténi vypocetnich a
experimentalnich vysledkt tak, abychom dosahli relevantnich ¢asovych a prostorovych dimenzi (které
jsou casto nedostupné pouhym pocitacovym simulacim). VSechny tyto komplementarni experimenty
jsou zésadni pro uspesné splnéni cild tohoto projektu.

Syntéza foldamerti nesouci nepfirodni aminokyseliny

Je dobfe znamo, ze proteiny bohaté na arginin, jako je albumin, jsou nezbytné pro glykokalyxové
struktury?. Lze piedpokladat, Ze jejich pozitivni naboj je hlavnim divodem optimalni interakce
S negativnimi glykosaminoglykany. Na zakladé téchto principti usuzujeme, Ze peptidy bohaté na arginin
by mely hrat podobnou roli. Proto by mohly byt pouzity jako potencialni 1é¢iva pro posileni
glykokalixové struktury. Také peptidy obsahujici oligoarginin prokazaly schopnost prochazet bunéénou
membranou a prenaset tak molekuly z extracelularni matrix do vnitiniho prostfedi buniky. Ovsem tyto
peptidy, stejné jako ostatni peptidy zahrnujici a-aminokyseliny, jsou problematické tim, Ze jsou
nachylné na enzymatické $tépeni, coz limituje jejich in vivo aplikaci®’. Chceme syntetizovat fadu
foldamert slozenych z polyfunkénich nepfirodnich aminokyselin, nesoucich kladné nabité guanidinové
jednotky a volitelné volné aminové funkéni skupiny (Obrazek 2), a studovat jejich vzajemna pisobeni
s hydrogely napodobujicimi glycokalyx a bunééné fosfolipidové dvojvrstvy. Zakladni monomerni
struktura miZe byt syntetizovana v jednom kroku z dostupnych materiala®. Polohové specificka
guanylace a nasledny peptidovy kaplink poskytnou homo-oligomery nebo smiSené oligomery s
prirodnimi aminokyselinami. Vyhodou pouziti novych neptirodnich oligopeptidickych foldamert je, ze
jsou konformac¢né omezené, tudiz mize byt jejich sekundarni struktura nezavisle stanovena NMR,
popiipad¢ krystalograficky. Dalsi vyhodou je, ze kationové guanidinové jednotky mohou byt piipojeny
na rlizna mista s definovanou prostorovou orientaci a v rizné vzdalenosti od patete foldameru. Tento
pristup dovoluje optimalizaci vlastnosti prichodu bunéfnou membranou a interakce
s glykosaminoglykany. Vzhledem k tomu, Ze jsou nepfirodni aminokyseliny polyfunk¢ni, nabizeji
moznosti jak kovalentni, tak vicevazebné supramolekuldrni vaznosti s pfenaSenymi molekulami, at’ uz
to jsou slouceniny typu l1é¢iv nebo biomarkeru, jako napt. fluoreskujici molekuly pro studium interakce
s fosfolipidovou dvojvrstvou a procesu membranového transportu. Vyuziti nasich nové vyvinutych
foldamert tvofenych nepiirodnimi aminokyselinami zahrnujici guanidinové jednotky pomutze objasnit
vicenasobné interakce mezi interakcemi kationovych oligopeptida s lipidovou dvojvrstvou a
glykokalixem.

U nové identifikovanych biologicky aktivnich peptidovych foldamerd bude studovana jejich
hydrolyticka stabilita v séru a v bunécnych extraktech. Vzhledem k obsahu neptirozenych aminokyselin
a ke jejich vysoké konformacni rigidité je pravdépodobné, Ze budou i odolné vii¢i hydrolyze. Nicméné
v ptipad¢, ze hydrolyticka stabilita bude omezena, tak pfistoupime k designu a syntéze stabilnéjSich
nehydrolyzovatelnych peptidomimetik.

V roce 2014 UOCHB oteviel moderni laboratorni budovu zaméfenou cCist€ na moderni organickou
syntézu. Zadajici skupina se nachazi pravé v této budové. Laboratofe jsou vybaveny pro nejmoderngjsi
organické syntézy, tj. k uplatnéni Schlenk/vakuovych technik pro manipulaci s organokovovymi ¢inidly
citlivymi na vlhkost a vzduch. Skupina ma také fotochemické vybaveni pro syntézu pnutych
oligopeptidi. Kromé syntetickych moznosti ma skupina v rukou také vybaveni pro analyzu produkti a



intermediatd pomoci HPLC a dalsi techniky. Pro ¢isténi syntetizovanych produktl je dostupna
automatizovand chromatografie.

Institut ma nejmoderné;jsi analytické zatizeni pro charakterizaci a urcovani struktury syntetizovanych
slou¢enin. K povinnému a dostupnému vybaveni patii 850 a 600 MHz NMR spektroskopie véetné vSech
pokrocilych technik nezbytnych pro objasnéni struktury navrzenych produktt. Déle jsou dostupné
vhodné techniky hmotnostni spektrometrie, IR spektroskopie, fluorescen¢ni spektroskopie a méteni
cirkularniho dichroismu jako servis institutu. X-Ray analyza je moZna ve spolupraci.
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Obr. 2. Priklady kationickych oligpeptidii s potencidlem penetrovat do bunék a
(de)stabilizovat glykokalyx.

Dvoufotonova polarizacni mikroskopie

Mnoho lé¢iv funguje prostiednictvim modulace aktivity membranovych proteinti. Abychom pochopili,
jak tato léc¢iva funguji a nalezli nova musime byt schopni pozorovat funkci samotnych membranovych
proteint. Novy slibny pfistup k vizualizaci funkci membranovych proteinti predstavuje dvoufotonova
polarizaéni mikroskopie (2PPM), technika vyvinutd nasim pracovistém®*!, 2PPM vyuziva anisotropni
optické vlastnosti fluorescentnich molekul k ziskdvani informaci o jejich orientaci vuci lipidické
membrané (viz obr. 3). Diky tomu miZe tato technika slouzit k vizualizaci raznych lipidickych fazi a
domén, ale té¢Z konformacnich zmén v membranovych proteinech a zmén v interakcich mezi proteiny a
membranami. Kromé techniky 2PPM disponuje Laboratof pokrocilé optické mikroskopie vybavenim a
zkuSenostmi umoznujicimi provadét mnoho dalSich druhi optickych pozorovani. Kromé
mikroskopického vybaveni je laboratof zafizena i pro pokusy s umélymi membranami i zivymi
bunkami. V praci s buikami laboratot bézn¢ vyuziva techniky molekularni biologie, napft. pii vyvoji
novych geneticky kodovanych fluorescentnich sond.

Vyse uvedené techniky pfisp€ji k navrhovanému projektu tim, ze budou poskytovat experimentalni data
o interakcich mezi fluorescentné znaenymi peptidy pronikajicimi membranami (viz sekci 1l.a) a
syntetickymi membranami (lipidovymi vesikuly). Syntetické lipidové vesikuly jsou vhodnym
modelovym experimentalnim systémem, jenz umoziiuje piimé porovnani vysledkidl pocitacovych
simulaci molekularni dynamiky a experimentalnich pozorovani. Kromé pouhého zjisténi rychlosti
praniku membranou a transportu bychom méli byt schopni pomoci techniky 2PPM ziskat téz informace
0 povaze pozorovanych interakci mezi membranami a peptidy, které jimi pronikaji. Kromé pozorovani
na modelovych lipidickych systémech budeme provadét i pozorovani na zivych buikach, ktera by méla
mj. umoznit zjisténi vlivu glykokalyxu. Vyvoj techniky 2PPM do podoby s vysokou kapacitou pak
umozni rychly screening peptidii za ucelem identifikace takovych, které se vyznacuji zajimavymi
vlastnostmi ve vztahu k membrang, ale i moznym lécebnym vyuzitim.



Krom¢ studii peptidi pronikajicich membranami planujeme technikou 2PPM pozorovat i rizné
farmakologicky duleZité membranové proteiny a procesy, jichz se ucastni. Tato pozorovani budou mit
za cil objasnit farmaceuticky vyznamné molekularni mechanismy a ptispét k vyvoji novych 1éCiv.

Hlavnim néstrojem laboratofe je novy laserovy skenovaci dvoufotonovy/konfokalni mikroskop
Olympus FV1200. Tento mikroskop je velmi verzatilni a umoziiuje provadéni Siroké Skaly
mikroskopickych pokusii. Tento mikroskop byl laboratofi adaptovan pro hlavni zaméteni laboratote:
jedno- a dvoufotonovou polariza¢ni mikroskopii. Kromé vybaveni pro optickou mikroskopii laboratof
disponuje i vybavenim a potiebnymi dovednostmi pro molekularni biologii, bunétnou biologii a
biochemii. N¢kolik clenti laboratofe se ucastni probihajiciho projektu vyzkumné infrastruktury pro
systémovou biologii C4Sys, v jehoz ramci ma pristup k celé fad¢ dalSich znalosti, dovednosti, technik
a vybaveni.

Obr. 3 Tzv. obii jednolamelové lipidové
vesikuly pripravené ze syntetického lipidu a
fluorescentniho barviva (F2N12S), zobrazené
dvoufotonovou  polarizacni  mikroskopii.
Fluorescence excitovand svetlem
s horizontdlni  polarizaci je vyznacena
Cervené, s vertikalni zelené. Z intenzity a
rozlozeni cerveného a zeleného zabarveni Ize
ziskat informace o orientaci molekul barviva
viici lipidické membranée, a tim i o strukture
samotné membrdany®. Obdobné jevy jsou
pozorovatelné i v zivych busikdach’

Pokrocilé spektroskopické techniky vyuzivajici optickou aktivitu

Konformaéni chovani proteinti, véetné peptidii bohatych na arginin, je kliCové pro schopnost 1éCiv
zalozenych na proteinech pronikat do zivych bungk, jejich stabilitu a biologickou funkci. Poruchy
metabolismu spojené s konformaci vedou k zavaznym nemocem zahrnujici poruchy tvorby enzymii,
nukleovych kyselin a zhoubné rakovinné bujeni. Casto jsou spojené s takovymi zménami proteinové
struktury, které lze detekovat spektroskopicky. Pocet metod, kterymi lze sledovat konformaci proteinti
v roztoku, je vSak velmi omezeny. Proto pouzijeme a vyvineme metody zaloZzené na optické
spektroskopii, které zkalibrujeme na modelovych systémech a doplnime pocitaovymi modely. V
poslednich letech podobné metody jsou intenzivné studovany v tzv. “chemickém zobrazovani” pro
l1ékatskou diagnostiku. Pfedpoklada se, ze budou objektivngjsi a pfinesou vice informace nez standardni
mikroskopické a histologické techniky.!?®® Doposud jsou vSak data vyhodnocovéna empirickym
zpasobem. V projektu se proto zamefime i na to, jakym zptisobem vlastné optické spektralni rysy odrazi
konformaci a interakce proteinti. Pfevazné budou pouzity techniky vibra¢ni optické aktivity, které jsou
neinvazivni, vhodné¢ pro biologické systémy, a pfinaSeni rozSifenou informaci o studovanych
molekulach.

Nedavno jsme ukazali, Ze spektra Ramanovy optické aktivity (ROA) mohou nejen dobfe rozlisit rizné
konformacni stavy proteind, ale Ze je mozné také simulovat s vysokou piesnosti dovolujici interpretaci
struktury na molekulové a atomové urovni (Obr. 4.)
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Obr. 4. Srovnani proteinii se strukturou skladaného listu (f sheet) sSroubovice (o-helix): Vypoctend a
experimentalni Ramanova a ROA spektra z nasi laboratore.

Na rozdil od vibra¢niho cirkularniho dichroismu ROA spektrum poskytuje soucasné informaci o
konformaci hlavniho i vedlejsich aminokyselinovych fetézcti. Abychom tuto techniku mohli pouzit pro
nizké fyziologické koncentrace peptidii a proteind, prozkoumame i moznosti povrchové zesilené
Ramanovy spektroskopie, ktera je v principu schopna zesilit pozorovany signdl o nékolik tada.
Predbézné vysledky naznacuji, Ze tento postup bude mozné pouzit i pro ROA proteinti.

Jako nezavislou metodu pro sledovani konformace pouZzijeme vibrac¢ni cirkularni dichroismus (VCD).
Tato metoda se pro urovani konformaci proteinti pouziva standardné, ovSem také vyzaduje jejich
vysoké koncentrace. Z toho ditvodu prozkoumame moznost méteni proteinti v micelach. Ty zvysi
rozpustnost proteintl, ale také poslouzi jako dobry model membrany v buiice a umozni pozorovat
interakce na povrchu a v nehomogennim prostiedi. Napt. zmény v konformaci hlavniho proteinového
fetézce indukované interakci s membranou jsou piimo pozorovatelné jako zmena vibra¢niho pasu ,,amid
1. To je samoziejme zasadni vyhoda pro sledovani peptidi pronikajici pies glycocalyx nebo bunéénou
sténu. ROA a VCD techniky také pouzijeme pro charakteristiku modelovych receptorii proteinti véetné
glykoproteini, coz umozni vytipovat nepravdépodobnéjsi vazebna mista v glycocalyxu a bunécné
membrang.

Vétsina spektroskopickych studii bude probihat na UOCHB, ktery disponuje vybavenymi laboratofemi
pro CD (Jobin Ivonne), ROA (spektrometr firmy Biotools), a nedédvno pofizenym VCD spektrometrem
(Biotools). Nicméné pro piipravu vzorki, syntézu modelovych peptidi a jejich ¢isténi chybi vysoce
aginny (HPLC) chromatograf, ktery je planovany jako investice. Za pomoci dilen UOCHB bude
zkonstruovana teplotni cela pro VCD spektrometr, kterd umozni ziskani dat pro termodynamicka studia
proteint.

Prechod pfes membranu a jeho metabolické disledky

Cilem vyse popsaného pocita¢ového modelovani a experimentalnich technik je v posledu poskytnout
uplné pochopeni strategii, které rizné molekuly vyuzivaji k pfiblizeni se k bunééné membrané a k
prechodu pfes ni. Na vybraném ptikladu zde detailn¢ ukazeme, jak budeme s molekulovym rozliSenim
studovat mechanismus pouzivany peptidy bohatymi na arginin. To je zvlas§t zajimavé, nebot
elektrostatické interakce mezi zaporné nabitymi komponentami glykokalyxu a kladné nabitymi
argininovymi rezidui bilkovin jako je napf. albumin (které jsou integralni ¢asti glykokalyxu) mohou
stabilizovat strukturu glykokalyxu (kterd se porusi a miZe i zkolabovat, pokud se tato bilkovina
odstrani).?



Peptidy bohaté na arginin, které maji schopnost pronikat do bunék, na sebe v posledni dobé pfitahly
zna¢nou pozornost diky své schopnosti piechazet pres fosfolipidovou dvojvrstvu a donést naklad, jako
nukleové kyseliny, bilkoviny, kvantové tecky a rtizné molekuly 1&¢iv dovniti do buiiky.'* Z t&chto studii
vyplyva, Ze jeden ze strukturnich pozadavkl pro efektivni penetraci pies fosfolipidovou membranu je
vicenasobna pfitomnost guanidiniovych kationtdi, které se nachédzeji na argininovych reziduich.
Experimentalni vysledky ziskané konfokalni mikroskopii a pritocnou cytometrii ukazaly, ze
oligoargininy obsahujici Sest a vice aminokyselin se internalizuji 1épe nez stejné dlouhé oligolysiny.
Pfesny mechanismus penetrace peptidd neni dobie zndm, piesto byla navrzena riznd mechanisticka
vysvétleni jako vytvafeni inverznich micel, elektroporace, endocytdza, ¢i diftize pies membrany
asistovana anionty. Zadny znavrzenych mechanismii vSak nedokaze vysvétlit rozdilné chovani
oligoarginint a oligolysint, nebot’ neberou v tivahu molekulovou specificitu kladné nabitych rezidui.

Nasim cilem je objasnit molekulovy ptvod variability v membranové permeabilit€¢ pro kationické
peptidy ruzné délky a rizného slozeni. Bylo navrzeno, Ze guanidiniové kationické skupiny
Vv oligoargininech maji schopnost se parovat, pfestoze maji stejny naboj. Oproti tomu amoniové
kationické skupiny oligolysini tuto schopnost parovat se nevykazuji. Tato neobvykld vlastnost
guanidiniovych kationtti je jednou z hnacich sil pro agregaci oligoargininti ve vod¢. Oligoargininy maji
také tendenci vytvaret agregaty na lipidické dvojvrstvé, coz ukazala nase pilotni molekuloveé dynamicka
studie.* Pomoci molekulovych simulaci zodpovime otédzku, zda zvySena nabojova hustota agregati
oligoargininii na membrané (ve srovnani s oligolysiny ¢i jednim oligoargininem) hraje kli¢ovou roli
V jejich riizné schopnosti pronikat do membrany. Na zakladé nasi pfedchozi studie rozdilti mezi peptidy
obsahujicimi arginin versus lysin budeme zjistovat molekularni ptivod role kationické specificity pti
permeabilit¢ do membrany. Jinymi slovy se budeme ptat, co je tak zvlastniho na peptidech bohatych na
arginin, Ze maji schopnost penetrovat do membrany, a jak bychom toho mohli vyuzit k dopraveni
molekul 1é¢iv do buiiky. Modulovani téchto peptidu tak, aby specificky pronikaly do urcitych
membranovych struktur blizko glykokalyxu tak ptedstavuje slibny a zaroven dosud neprozkoumany cil.

Implikace pro 1écbu rakoviny a mnozeni bun¢k

V kontextu rakovinného mnozeni bun€k se soustiedime zejména na vnitini oblast glykokalyxu. Tato
oblast je bohatd na glycosaminoglykany, albumin a dal$i polyfunkéni glykoproteiny. Nedavno bylo
ukazano, ze posileni glykokalyxu ma blahodarny vliv na snizeni kardiovaskularnich rizik, nebot’
glykokalyx poskytuje ochrannou vrstvu endotelialnich bunék, a tak limituje infiltraci mediatorti zanétu.
Opak je vSak pravdou pro omezeni rozvoje rakovinnych metastaz. Zde naopak degradace glykokalyxu
snizuje rychlost bunééného déleni a pocatek migrace rakovinnych bunék po téle. Albumin, ktery je
bohaty na arginin, je esencialni strukturalni komponentou glykokalyxu. Ve skute¢nosti je jednou z mala
komponent pouzivanou klinicky pro posileni endotelidlniho glykokalyxu.? V&ii se, Ze zptisobuje lepsi
zesitovani komplexni struktury glykokalyxu, zejména glycosaminoglykanii.

V tomto pracovnim balicku prozkoumame interakce albuminu s glycosaminoglykany pomoci
vypocetnich metod a in vitro experimenti pomoci hydrogelti obsahujicich glycosaminoglykany.
Ocekavame, ze pomoci téchto studii zjistime, co jsou hlavni vlastnosti albuminu, které mu umoznuji
sitovat glykokalyx - mifit budeme zejména na kladn¢ nabité guanidiniové postranni fetézce. Dalsi
souvisejici a dosud neprozkoumany cil je interakce polykationickych peptidt s glykokalyxem. Interakce
oligopeptidi s membranovymi bilkovinami a glykokalyxem je mulze bud stabilizovat, nebo
destabilizovat, podobn¢ jak to Cini albumin. Vrstva polymernich cukr mtze také rGznymi zplisoby
interagovat s kationickymi oligopeptidy a tim stabilizovat nebo destabilizovat glykokalyx.

Pro tyto studie budou obzvlast’ cenné oligopeptidy, které nepronikaji snadno pies lipidickou dvojvrstvu.
Budeme tak pouzivat simulace molekulové dynamiky v kombinaci s in vitro experimenty K ovlivnéni
struktury glykokalyxu pomoci téchto oligomerd. Experimenty v hydrogelech s glycosaminoglykany
budou také zaméteny na jejich reologické vlastnosti po pridani foldamert neptirozenych aminokyselin
absahujicich guanidiniové jednotky a syntetizované k tomuto tcelu, které tak lehce nedegraduji in vivo
jako peptidy obsahujici pfirozené aminokyseliny. Timto zpisobem vyvineme nastroje k ovlivnéni
struktury glykokalyxu a k pochopeni, jak optimalné ovlivnit jeho strukturu v kontextu rakovinnych
metastazi, aniz bychom poskodili kardiovaskularni systém.
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Casovy plan

Cileni na strukturu glykokalyxu:

Vyvoj zhrubenych modeld pro hlavni strukturalni motivy uvniti glykokalyxu, tj. interakci
glycosaminoglycan—glycosaminoglycan a glycosaminoglycan—albumin.

Vyvoj hydrogeld obsahujicich glycosaminoglycany jako in vitro modely glykokalyxu.
Kalibrace eseji dvoufotonové polarizacni mikroskopie ke zkoumani relevantnich interakci
v glykokalyxu, jako je interakce mezi albuminem a glycosaminoglycanem.

Cileni na plazmatickou membranu a jeji vnitiek:

2019

Studium interakci peptidii bohatych na arginin s modelovymi plazmatickymi membranami
pomoci molekulové dynamiky s atomickym a zhrubenym rozliSenim.

Syntéza a charakterizace foldamert tvofenych nepfirozenymi aminokyselinami obsahujicimi
guanidiniové jednotky a dalsi funkéni skupiny.

Syntéza fluorescen¢nich sond peptidickych/proteinovych struktur.

Cileni na strukturu glykokalyxu:

Vyvoj pln¢ funkéniho modelu vnitini oblasti glykokalyxu pouzitelného k zhrubenym
molekulové dynamickym simulacim.

Vyvoj zhrubeného modelu pro hlavni strukturni motivy v oblasti glykokalyxu ptilehlé
k membrané, napt. bilkovin CD44 a syndekanu..

Charakterizace hydrogelového modelu glykokalyxu po pfidani foldameri specificky uréenych
k naruseni struktury glykokalyxu.



Cileni na plazmatickou membranu a jeji vnitiek:

2020

Studium interakci peptidd bohatych na arginin s komplexnimi membranami, napf.
obasahujicimi transmembranové proteiny.

Provedeni experimenti ROA a VCD na micelach a heterogennich systémech s cilem odhalit
penetra¢ni mechanismus peptidil pronikajicich do bunky.

Pouziti 2PPM k monitorovani kationickych peptidt pronikajicich do buiiky.

-2022

Cileni na strukturu glykokalyxu:

Vyvinuti Gplného zhrubeného modelu glykokalyxu obsahujiciho jak vnitini tak povrchovou
onblast a zachycujiciho jeho hlavni rysy.

Pouziti vyvinutého modelu k prozkoumani potencialnich cilt, které budou schopny efektivné
menit strukturu glykokalyxu.

Aplikace modelu glykokalyxu ke studiu jeho odezvy na systémy ptivadéjici molekuly 1éciva.
Rozsiteni pouziti spektroskopickych technik jako ROA a VCD na glykoproteinové systémy.
Porovnani  vypocetnich predpovédi dynamiky bilkovin v heterogennim prostfedi
S experimentalnimi vysledky.

Cileni na plazmatickou membranu a jeji vnitiek:

Pouziti peptidd bohatych na arginin a foldamer jako nosi¢e molekul 1é¢iva, které bude
studovano jak in silico tak in vitro. Intenzivni vyuzivani nové upravenych spektroskopickych
technik.

Vyvinuti vypocetniho protokolu dovolujiciho zahrnout vliv dynamickych jevt a efekty okoli na
vibra¢ni molekulova spektra s pouzitim ke studiu detailti interakci mezi membranami a
bilkovinami.

Planované publikace a patenty

Publikace (Jimp)

Journal of the American Chemical Society
Journal of Physical Chemistry Letters
Jimp Journal of Physical Chemistry B
2018 3 BBA Bio_membranes
2019 4 Biophysical Journal
Physical Chemistry Chemical Physics
2020 4 Journal of Chemical Physics
2021 4
2022 5
Celkem 20

Zahraniéni spoluprace

Laboratory of Biointerfaces at the Pennsylvania State University, spektroskopicka a
termodynamicka méfeni afinit nabitych peptidt ke komplexnim membranovym strukturam.
Institute Laue-Langevin in Grenoble, charakterizace interakci mezi biologicky relevantnimi
nabitymi ¢asticemi ve vodé pomoci neutronového rozptylu.



