PB2.3. Cileni hostitel-virovych interakci na membrané (Bouia a Nencka)

Cile vvzkumu

e Zrekonstruovat virovou replika¢ni masSinerii pouzitim membranového modelu unilamelarnich
vacki (GUV) a vytvofime systematickou studii jejich tulohy v ziskavani membranu
modifikujicich enzymtl, jmenovité PI4KB.

e Navrhnout a syntetizovat nové nastroje pro chemickou biologii k detailnimu porozuméni
membranoveé fosforylace PI4K.

e Navrhnout nové komplexni PI4K inhibitory, které budou cilit vazebné misto enzymu pro
fosfatidylinositol

Vvzkumny plan a metodologie

Hlavnim zamérem této Casti projektu je vyuziti postupti chemické biologie k porozumeéni procesu, ve
kterém enzymy modifikujici membrany, jako pravé napiiklad fosfatidylinositol 4-kinasy (P14K), jak
pracuji s fosfolipidy na povrchu membran, a jak je samotny proces iniciovan virovymi proteiny.
Pouzijeme biomimeticky membranovy model obfich unilamelarnich vezikuli jako ziklad pro
rozpusténi virové masinérie a pro pozorovani ucasti téchto vezikuld na rekrutovani PI4K k membrané.
Dale piipravime nové nastroje chemické biologie pro detailni popis mechanismti, kterymi tyto a dalsi
lidské membranu upravujici enzymy modifikuji fosfolipidy na plazmatickych membranach. Tento
ale mohl by také vyustit v zavedeni novych metod pro rozruseni protein-membranovych interakci s
sirokou aplikovatelnosti v terapii zivot ohrozujicich nemoci, zahrnujicich virové infekce, rizné typy
nadorovych onemocnéni a neurodegenerace.

Zameiime se na dva rozdilné znaky iniciace virové replikace, které se odehravaji na plasmaticke
membrané. Za prvé, piipravime in Vitro systém mimikujici proces rekrutovani PI4K viry na
plasmatickou membranu, a za druhé se zamétime na cileni interakei PI4K s membranou.

V prvni ¢asti projektu se zamétime na rozpousténi membranovych siti in vitro pouzitim biomimetického
GUV systému.! Usp&sné jsme k tomuto uéelu pfipravili fluorescentni (CPF fuzni) 3A protein, ktery
mize byt vazany na membranu ve stejném topologickém smyslu jako divoky typ proteinu a jsme
schopni timto fluorescencnim 3A proteinem oznacit GUV (Obr. 1). Nasim zamérem je znemoznit
vyuzivani PI4KB na membrané¢ GUV. Budeme sledovat produkci PI4P vyuZitim PI4P biosensoru (SidC
PI4P vazebnd doména fuzovana k mCherry).? S vyuzitim konfokalni mikroskopie budeme schopni
monitorovat enzymatickou efektivitu komplexu 3A:ACBD3:P14KB? a porovname ji s aktivitou samotné
PI4KB. Pouziti konfokalni mikroskopie nam také umozni sledovat zmény ve tvaru a zakfiveni
membrany. Dale se soustiedime na rekrutovani 3DP?' k membrang. PouZijeme na§ pfipraveny
biomimeticky GUV systém k uréeni, zda je samotna produkce PI4P dostacujici k rekrutovani 3DPY &i
zda jsou nezbytné dalsi bun&¢né/viralni proteinové komponenty.*
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Obr. 1. A) Schematické zndazornéni divokého typu proteinu 34 a jeho prirozené topologie na
membrdné. B) Schematické zndzornéni mCerulean — 3A fiizniho proteinu (CFP-3A). CFP-3A
obsahuje dva 6xHis tagy; jeden mezi CFP a jeho N-koncem a jeden na C-konci.Tyto dva His tagy
mohou slouZit k pripojeni CFP-3A proteinu k membrané obsahujici DGS-NTA(Ni) (lipid majici nikl
vazany k hlavove casti). C) CFP-34 vazany k GUV. 250 nM CFP-34 byl pridan ke GUV obsahujici
5% of DGS-NTA(Ni) a ATTO647N-DOPE (0.1 mol %). CFP signdl je zndzornén modre, atto647
signdal cervené. Meévitko - 20um.

Soucasti predkladaného projektu bude také syntéza novych nehydrolyzovatelnych analogti pro studium
metabolismu rozli¢nych fosfolipidii, napt. PI4P. Tyto “super substraty” budou nasledn¢ pouzity pro
zkoumadni strukturnich a funk¢nich znakti proteini ucastnicich se jejich metabolismu a zpracovani na
protein-lipidovém rozhrani. V nasich pilotnich studiich se soustfedime na pfipravu super substrati
fosfatidylinositol kinas, sestavajicich se z nehydrolyzovatelného adenosin trifosfatu piipojeného k
ruznym fosfatidyl inositolim (napt. Obr. 2). Tyto stabilni derivaty budou nasledné krystalizovany s
cilovymi proteiny za ti¢elem urceni obou stran katalytického centra kinazy a detailnimu porozumeéni
mechanismu fosforylaéniho procesu. Jelikoz tyto substraty mohou v principu mimikovat také tranzitni
stav fosforyla¢ni reakce, mély by se proto vazat k PI4K a inhibovat jejich funkci. Nasim zamérem je na
zaklad¢ ziskanych strukturnich informaci navrhnout nové inhibitory protein-lipidového rozhrani, které
by dokazaly efektivné mimikovat nejen lipidovou, ale 1 nukleotidovou ¢ast. Takové slouceniny mohou
najit bezpocet aplikaci v terapii virovych infekci, nadorovych onemocnéni a neurodegenerativnich
nemoci.’ Na zékladé tohoto vyzkumu vybereme nasledné vhodné cile mezi lipidy modifikujicimi
proteiny a vyvineme jejich inhibitory.

Védecky tym disponuje adekvatnim vybavenim a vétsinou nezbytného materialu. Clenové védecké
skupiny mohou vyuzivat specializované vybaveni typu Waters UPLC-Q-Tof system, CEM Discover
mikrovinny syntetizator, FlowSYNTH prutokovy reakéni systém a A2ZS Model 16GLAB generator
ozonu. Mezi bézné vybaveni, kterym skupina disponuje, patii rota¢ni odparky, magnetické michacky,
cirkulacni chladici zafizeni, aparatury pro praci v inertni atmosféfe, autoklav pro chemickou syntézu a
dva flash chromatografické systémy.



Obr. 2. Super-substrdt sestivajici se z nehydrolyzovatelného adenosin trifosfitu pripojeného
k fosfatidylinositolu.
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Casovy plan
2018-2020

e Piiprava rekombinantnich proteinti iRhom, NTD, IRHD, a ADAM17
e Fagovy display bicyklickych peptidt k identifikaci ligandii/inhibitort NTD, IRHD a ADAM17

2018-2022

Strukturni charakterizace celodélkového iRhomu, NTD, a IRHD

Identifikace interaktorti iRhomu pomoci BiolD

Buné¢né biologicka a strukturni charakterizace interaktori iRhomu

Vyvoj stanoveni inhibice interakci iRhom-klientsky protein

Vyhledavaci kampan inhibitorti rhomboidu, validace nalezenych sloucenin a jejich dalsi vyvoj
Validace inhibitorti rhomboidil v buiikach a testovani v mysich

Planované publikace a patenty

Publikace

Journal of Medicinal Chemistry

ACS Chemical Biology

Jimp Antimicrobial Agents and Chemotherapy
Plos One

Bioorganic and Medicinal Chemistry
Organic and Biomolecular Chemistry
Journal of Organic Chemistry
ChemBioChem

2018
2019
2020
2021
2022
Total 14
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Patenty a patentové prihlasky

Patenty Mezindrodni  patentové Ocekavame ochranu duSevniho vlastnictvi v
(udélené) | pihlasky (podané) ndsledujici oblasti:

2018 0 0 Nové inhibitory virdlni replikace.

2019 0 1

2020 0 0

2021 0 0

2022 1 0

Celkem 1 1

Zahraniéni spoluprace

e Antivirdlni aktivita pfipravenych sloucenin bude vyhodnocena na Rega institutu v KU v
Leuvenu, kde budou také probihat nasledné in vivo studie.

e V ramci projektu budeme tuzce spolupracovat s Gilead Sciences, Inc., kterd poskytne
farmakokinetické a farmakodynamické preklinické studie. Spojeni s Gilead Sciences, Inc. by
nam mélo také umoznit nasledny vyvoj nejatraktivnéjsich sloucenin pro klinickou aplikaci.



