PB2.2. Inhibice intramembranové katalysy a protein-proteinovych interakci jako zaklad novych
strategii pro 1é¢bu zanétlivych onemocnéni a rakoviny (skupina Dr. StfiSovského)

Cile vyzkumu

e Charakterizovat iRhom strukturné a mechanisticky.
Identifikovat a charakterizujeme bunééné proteiny, které jsou dulezité pro signalni a dopravni
funkci iRhomil a definujeme jejich interak¢éni mista s iRhomem.

e Vyvinout malé molekuly a peptidové makrocykly, které budou blokovat tyto interakce a
inhibovat funkci iRhomu

Vyvzkumny plan a metodologie

Nové transmembranové proteiny zvané iRhomy (neproteazovi ¢lenové nadrodiny proteini podobnych
rhomboidiim) hraji klicovou roli v biogenezi a posttranslacni aktivaci membranové zakotvené
metaloproteazy ADAMI17/TACE, ktera plni dulezitou roli v zanétlivych patologiich a rakovinnych
bujenich a doposud byla obtizné¢ vyuzitelnd pro terapeutické strategie. Na zakladé naSi prokazané
zkuSenosti v mechanistické, strukturni a bunééné biologické analyze intramembranovych protedz z
rodiny rhomboidi navrhujeme zkombinovat tyto piistupy ke studiu struktury a mechanismu iRhomi a
prozkoumat mozné zpusoby jejich farmakologické inhibice. S pouzitim pokroc¢ilych medicinalng
chemickych pfistupti véetn¢ biologické selekce vyuzijeme strukturni informace o iRhomech k navrhu
malych molekul blokujici funkci iRhomu. Tim by se nam oteviela cesta k nové a vysoce specifické
protizanélivé strategii zaméiené na biogenezi TNFa a protirakovinné strategii zamétené na signalizaci
ptes EGF receptor.

Mechanismy proteinti z rodiny rhomboidi budou obecné zahrnovat intra- a extramembranove protein-
proteinové interakce a jejich souhru s lipidovym protfedim. Transmembranové jadro podobné
rhomboidiim u iRhomi pravdépodobné vaze transmembranové helixy klientskych proteint a dvé vysoce
konzervované globularni domény, IRHD a NTD (vysvétleni v sekci 5.3.2.2.1) jsou klicové pro funkci
iRhomu. IRHD se pravdépodobné spolutiCastni vazby klientskych proteinti, zatimco NTD vaze
proteinové ligandy z cytosolu. Zadné z nich jesté nebyly publikovéany, ale nase predbé&zné proteomické
analyzy provedené ve spolupraci s laboratofi Dr. Adraina (Lisabon, PT) poskytly n€kolik kandidatu,
které nyni za¢iname testovat. Delece v NTD postihuji funkci iRhomu a tak jedna z moznych strategii
jak modulovat funkci iRhomu je navrhnout ligandy, které budou vazat a inhibovat samotnou NTD nebo
jeji interakce s jejimi proteinovymi partnery. Projekt bude organizovan do nasledujicich pracovnich
balicki, které jsou CasteCné nezavislé, ale také synergicke.

Struktura a mechanismus iRhomu

iRhom je integralni membanovy protein, coz je obecné naro¢ny systém pro strukturni studie. Esencialni
bude zavést robustni expresni systém. Budeme overexprimovat iRhom v lidskych buiikach v suspenzni
kultute (HEK293T-6E?), vy&istime jej po extrakci detergentem z bunéénych membran a ur¢ime jeho
funk¢nost otestovanim jeho interakce s ADAMI17 a absence jeho interakce s rekombinantnimi
konstrukty ADAM10. Nasledné podrobime celodélkovy iRhom strukturni charakterizaci pomoci
elektronové kryomikroskopie (kryoEM) ve spolupraci s expertem na kryoEM Dr. Vinothkumarem Kutti
Ragunath z Laboratory of Molecular Biology v Cambridge ve Velké Britanii. Vzhledem k molekulové
hmotnosti iRhomu oc¢ekavame, ze ziskdme alespon nizkorozli§enou strukturu. Transmembranové jadro
iRhomu bude mit pravdépodobné podobnou architekturu jako protedzy z rodiny rhomboidt a hlavni
strukturni rozdil od kanonického foldu rhomboidi budou globularni domény IRHD a NTD. Tyto
domény jsou dulezité pro funkci rhomboidl a bude dilezité charakterizovat je strukturné na vysoké
urovni rozliSeni. Provedeme expresni testy konstrukti NTD a IRHD v bakterialnich a savéich expresnich
systémech a nejlepsi konstrukty budeme charakterizovat rentgenovou krystalografii a/mebo NMR. Tyto
vysokorozliSené struktury pak v idealnim pfipadé zkombinujeme s mapami elektronovych hustot o
nizkém rozliSeni ziskanymi z kryoEM nebo s daty z rozptylu rentgenovych paprskil v malych thlech v
roztoku (SAXS) a ziskdme tak hybridni struktury. Alternativni metoda strukturni charakterizace iRhomu
a domén jez jej tvoii (s nizkym rozliSenim) bude hmotova spektrometrie s vodik-deuteriovou vyménou
a hmotova spektrometrie vyuzivajici chemického prokiizeni (XL-MS).



U rekombinantniho iRhomu zmapujeme jeho interakéni misto s jeho klientskym proteinem ADAM17
pomoci XL-MS a vysledky kvantitativné ovéifime pomoci termoforézy v mikroméfitku a cilené
mutagenize iRhomu. Abychom identifikovali nové interaktory iRhomu, at’ jiz klientské proteiny ¢i
regulacni interaktory NTD, pouzijeme nejnovejsi proteomické piistupy zalozené na pouziti
modifikované biotin ligasy fizované s cilovym proteinem (iRhom), tzv. metoda BiolD?. Budeme
exprimovat fuzi ligasy s iRhomem z regulovatelného promotoru v urovnich blizkych endogennim ve
stabilné transfekovanych iRhom deficientnich imortalizovanych mysich embryondlnich fibroblastech
(dostupnych ze spolupracujici laboratofe Dr. Adraina). Identifikované interaktory budou validovany
nejprve v buiikidch expresi epitopove znacenych variant a na endogennich tirovnich imunoprecipitaci.
Pak budeme testovat, zdali interaguji s iRhomem piimo s vyuzitim rekombinantniho iRhomu nebo jeho
domén a individualnich kandidati in vitro a pomoci systému splitGFP® i v bufikich. Na bunééné
biologické urovni budeme zkoumat trafficking iRhomu a jeho interakci s ADAMI7 a novée
identifikovanymi interaktory pomoci SunTagu* a splitGFP v Zivych bufikach.

Konecné, vazebna rozhrani nové identifikovanych interaktort iRhomu (z naSich proteomickych
vyhledavani nebo z literatury) s iRhomem budou mapovana a komplexy charakterizovany strukturné,
deleéni analyzou, XL-MS, rentgenovou krystalografii nebo NMR, jak bude nejvhodnéjsi a schidné.
Tento pracovni bali¢ek bude tvofit hlavni ¢ast predkladaného projektu.

Inhibice iRhomu

Nejprve zjistime, které z nove identifikovanych interaktori iRhomu jsou dtlezité pro biologickou funkci
iRhomu tim, Zze potla¢ime expresi pfislusnych endogennich protein pomoci RNA interference ci
CRISPR/Cas9 v mysich enryonalnich fibroblastech nebo imortalizovanych makrofazich a budeme
sledovat bioaktivni ADAM17 na povrchu bunék, Sté€peni substrati ADAM17 ¢i transaktivaci EGFR.
Nejlépe validovany interaktor, ktery bude esencialni pro funkci iRhomu, bude ptipraven v
rekombinantni ¢isté formé a bude vyvinuta metoda méteni interakce s iRhomem pouzitelna pro testovani
malych molekul jako inhibitor ve velkém métitku (zaloZena na termoforéze nebo alfa-screenu).
Podobna metoda bude zavedena pro iRhom a jeho klientsky protein ADAM17. Pomoci téchto metod
provedeme vyhledavani nizkomolekularnich latek, které inhibuji ¢i rozrusuji interakci ADAMI17 ¢i
jinych proteinovych ligandt s iRhomem. K tomu budeme potiebovat piistup ke vhodnym knihovnam
sloucenin, coz je mozné v ramci program Open Innovation firmy Astra Zeneca nebo v programu
European Lead Factory https://www.europeanleadfactory.eu/. Alternativné k vyvoji inhibitort
rhomboid pouzijeme novou technologii selekce bicyklickych peptid pomoci fagového displaye®.
Budeme takto selektovat ligandy NTD nebo IRHD iRhomu nebo ADAM17 (ve spolupraci s laboratofi
prof. Christiana Heinise, EPFL, Svycarsko, ktery tuto metodu vyvinul). Bicyklické peptidy tvofi
konformaéné omezenou strukturu a kombinuji silu biologické selekce s rigiditou malych molekul. Byly
jiz tspésné pouzity k vytvoreni extrémné selektivnich a vysokoafinitnich ligandi enzymi a receptort a
peptidové makrocykly jsou obecné slibnymi nastroji pro inhibici protein-proteinovych interakei a jinych
kdysi nedosazitelnych cild pro vyvoj 1é¢ive. Nalezené inhibitory iRhomii budou validovany pomoci
biofyzikalnich metod a jejich komplexy s iRhomy budou strukturné charakterizovany. Latky budou
resyntetizovany a iterativné vylepsovany postupy medicinalni chemie v UOCHB AV CR v.v.i. (skupina
Dr. Majera) s pomoci molekularniho modelovani, dynamiky a cheminformatiky (skupina Prof. Hobzy).
Neslibnéjsi inhibitory budou testovany v buikach pomoci funk¢ni assaye popsané vyse, pripadné v
mysich pomoci méfeni sekrece TNFa a stimulace lipopolysacharidem?’.

Po technické strance zavedla skupina Dr. StfiSovského expresi membranovych proteinti v E.coli a
savCich buiikach, ma zkusenost s extrakci membranovych proteint, jejich purifikaci a krystalizaci. Jsme
technicky vybaveni pro purifikaci a charakterizaci proteini (FPLC, SEC MALLS, termoforéza,
kalorimetrie a povrchova plasmonova resonance). Jsme vybaveni také v§im potfebnym pro zakladni
molekularni a buné¢nou biologii (PCR cyklér, skenner v blizké infraervené oblasti pro kvantitativni
imunochemickou detekci proteini v gelech, tkanové kultury, konfokalni mikroskop ve sdilené
laboratofti). Ve spolupréci s laboratoti proteomiky a hmotové spektrometrie UOCHB AV CR (Dr.
Hubalek, Mgr. Bfezinova) jsme zavedli a rutinné pouzivame kvantitativni proteomické techniky véetné
stabilniho isotopového znaceni (SILAC). Pofizeni nového hmotového spektrometru Orbitrap velmi
pomutze tomuto projektu, konkrétn¢ identifikaci interaktord a detekci posttranslacnich modifikaci
iRhomt.


https://www.europeanleadfactory.eu/
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Casovy plan

2018-2020

Priprava rekombinantnich proteinii iRhom, NTD, IRHD, a ADAM17
Fagovy display bicyklickych peptidi k identifikaci ligandi/inhibitort NTD, IRHD a ADAM17

2018-2022
e  Strukturni charakterizace celodélkového iRhomu, NTD, a IRHD
e Identifikace interaktorti iRhomu pomoci BiolD
e Bunééné biologicka a strukturni charakterizace interaktorti iRhomu
e Vyvoj stanoveni inhibice interakci iRhom-klientsky protein
e Vyhledéavaci kampaii inhibitort rhomboidd, validace nalezenych sloucenin a jejich dalsi vyvoj
e Validace inhibitor rhomboida v bunikch a testovani v mySich
Planované publikace a patenty
Publikace
Molecular Cell
Nature Structural & Molecular Biology
Jimp PNAS
2018 1 Emgg g{ournal
2019 1 eports
Structure
2020 1
2021 1
2022 1
Celkem 5
Patenty a patentové ptihlasky
Patenty Mezinarodni  patentové Ocekavame  ochranu  duSevniho  viastnictvi
(udélen¢) | prihlaSky (podan¢) vV ndsledujici oblasti:
2018 0 0 Malé molekuly blokujici interakci iRhomu s jeho
2019 0 1 roteinovymi vazebnymi partnery.
2020 0 0 P Y ymp Y
2021 0 0
2022 1 0
Celkem 1 1

Zahraniéni spoluprace




o Laboratory of membrane trafficking, Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Lisbon, Portugal;
biologie iRhomi, mys$i genetika, zdroj imortalizovanych primarnich bun€k (makrofagi) z
iRhom deficientnich mysi, in vivo testy inhibitorti iRhomt v myS$ich

o Medical Research Council Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, United Kingdom;
kryoelektronova mikroskopie iRhom.



