PB3.1. Vyvoj aptameru proti onkogennim faktorum (Hocek)
Cile vvzkumu

Design a syntézu novych modifikovanych (d)NTPs nesoucich rizné funkéni skupiny.

e Systematicka studie polymerazovych inkorporaci téchto modifikovanych nukleotidi do DNA a
RNA.

e Systematicka studie zavadéni reaktivnich skupin (specifickych vic¢i konkrétni aminokyseliné
nebo nespecifické) do DNA a RNA a studie kovalentniho cross-linkovani s DNA- nebo RNA-
vazebnymi proteiny.

e Pouziti SELEX pfistupu k selekci modifikovanych aptamert proti cilovym proteintim.

Design a syntéza inherentn¢ reaktivnich aptamerti proti vybranym proteiniim (onkogennim
faktorim nebo virovym proteinim).

e Testovani cytostatické a protivirove aktivity vybranych aptamerd.

Vyvzkumny plan a metodologie

V navaznosti na nasi unikatni expertizu v designu a syntéze modifikovanych dNTP stavebnich bloki a
jejich polymerazové inkorporace do DNA, navrhujeme vyuzit tyto zkuSenosti zcela novym smérem v
selekci modifikovanych DNA aptamerti a pozdé&ji i reaktivnich kovalentnich aptamert cilicich na
undruggable proteiny ucastnici se protein-DNA or protein-RNA interakci relevantnich k rakoviné nebo
virovym onemocnénim. Nicméné selekce aptamerd a jejich modifikace je natolik obecny pfistup, ze
umozni i aplikace v selekci aptameri proti interakcim protein-protein, a proto predpokladame i fadu
dalsich ad hoc spolupraci a interakci s VP1.
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Planujeme vybrat nékolik biologicky a klinicky relevantnich undruggable proteinti (viz. nize) a pouzit
je pro selekci modifikovanych aptameri. Skupina prof. Hocka bude v tomto intenzivné spolupracovat s
tymem Dr. Curtise, ktery ma bohaté zkuSenosti se SELEX metodikou ze své postdoktorské staze na
Harvardové université v laboratofi Dr. D. R. Liu. Zahajili jsme rovnéz spolupraci se skupinou prof.
Claudie Hobartner z univerzity v Gottingenu, ktera je expertkou na selekce a aptamery a ktera souhlasila,
ze pomuze s vyvojem metodiky, generovanim DNA knihoven a selekcemi. Pfedpokladame nékolik stazi
doktorandt v jeji laboratofi.

V prvni fazi zaneme s designem novych modifikovanych (d)NTPs nesoucich funkéni skupiny pro
potencialni nekovalentni interakce s proteiny. Jiz nyni mame k dispozici knihovnu >100 riznych dNTPs
nesoucich substituenty rizné velikosti, funkéni skupiny (CH=0, NH,, COOH, N3, NO; atd.) a budeme
navrhovat a syntetizovat mnoho dal$ich nesouci jiné uzite¢né funkéni skupiny (véetné napt. postrannich
fetézct aminokyselin, P- nebo N-ligandy pro komplexaci kovi, peptidy, sacharidy apod.). U téchto
modifikovanych (d)NTPs budeme systematicky studovat jejich substratovou aktivitu pro DNA a RNA
polymerazy a optimalizovat jejich polymerazovou inkorporaci (metodami PEX, NEAR, PCR apod.) s
cilem vygenerovat knihovny modifikovanych DNA nebo RNA sekvenci pro selekéni experimenty.
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Reactive groups for post-synthetic bioconjugations and cross-linking:
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Se zvlastnim zietelem se soustiedime zejména na design a syntézu (d)NTPS nesoucich chemicky
reaktivni skupiny schopné se specificky nebo nespecificky kovalentné vazat na postranni fetézce
aminokyselin z proteinti. Nedavno jsme publikovali dNTPs nesouci vinylsulfonamidovou skupinu a po
inkorporaci do DNA se tvorily cross-linky s peptidy a proteiny obsahujicimi cystein. V ramci tohoto
projektu planujeme prostudovat a vyuzit alkyla¢ni cinidla (pro reakci s His nebo Cys),
diazodicarboxamidy nebo maskované diazoniové skupiny (pro reakce s Tyr), sultamy (pro reakc s Ser
nebo Cys), a rovnéZ obecné nespecificky reaktivni skupiny, napf. benzofenon nebo diazirin (pro foto-
cross-linking).

Pak budeme aplikovat in vitro SELEX pfistup s vyuzitim proteinti obsahujicich vhodnou "visacku"
(napt. His-tag nebo biotin). Zaéneme s komerénimi DNA knihovnami, kde budeme provadét PCR s
pouzitim jednoho nebo nékolika modifikovanych dNTPs a jeden 5'-fosforylovany primer. Vysledna
knihovna dvoufetézcovych PCR produkti bude podrobena reakci s Lambda Exonucleasou (ktera
specificky rozstépi 5'-fosforylované DNA fetézce) a ziskame knihovnu jednofetézcovych
oligonukleotidli s modifikovanymi bazemi. Tato knihovna bude podrobena selekci s cilovym tagovanym



proteinem, ktery bude po inkubaci zachycen na pevné fazi s pouzitim afinitni chromatografie specifické
k dané visacce. Po odmyti nenavazanach DNA se navazané DNA sekvence uvolni denaturaci a budou
sekvenovany (s klicovym vyuzitim nové pofizeného Next Generation Sequencing piistroje MinoSeq) a
bioinformatické analyzy. Vybrana mnozina ON sekvenci vazicich dany protein projde dal$im kolem
PCR a selekce, aby se déle optimalizovala a fokusovala knihovna aktivnich mutantd.

Po identifikaci specifickych a efektivnich aptamerd, které budou vazat cilové proteiny, budeme
resyntetizovat vybrané sekvence ve vétSim mnozstvi a stanovime jejich vazebné afinity k cilovym
proteinim (vCetné stanoveni Kgq pomoci isotermalni titracni kalorimetrie nebi jinych relevantnich
metod). U vyslednych aptamerti bude prostudovana jejich in vitro cytostaticka a antivirova aktivita.
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Ve spolupraci se skupinou Strukturni biologie (Veverka, Reza¢ova), se pokusime vyfesit NMR nebo X-
ray struktury, abychom ziskali dal$i informace pro UspéSny design. Krucidlni Casti charakterizace
aptamerd a jejich kovalentnich konjugétti s proteiny bude analyza pomoci hmotové spektrometrie ve
spolupraci s tymem Dr. J. Cva¢ky. Budeme intenzivné vyuzivat nové pofizeny pfistroj Orbitrap a
vyvineme MS metody pro analyzu kompletnich DNA-protein konjugatt a produktti digesce DNA
(nukleotid-protein konjugaty) a produktt digesce proteinu (konjugaty peptide-DNA).

Potom vybereme nejucinnéjsi a nejselektivnéjsi aptamery a budeme je dale modifikovat zavedenim
jedné nebo vice reaktivnich skupin (selektivnich nebo neselektivnich). Budeme studovat vznik
kovalentnich vazeb (cross-linkt) s cilovym proteinem a poté i jeho ireversibilni inhibici. Vybrané
kovalentni aptamery budou opét podrobeny testim cytostatické nebo antivirové aktivity.

Vybér cilovych onkogennich faktort

Vybér proteini bude proveden s ohledem na jejich terapeuticky potencial a moznost ¢i nemoznost dany
protein inhibovat klasickymi pfistupy. Jednozna¢nou volbou budou onkogenni transkrip¢ni faktory - ve
spolupraci s Dr. Vojtéskem (MOU Brno) budeme vyvijet inhibitory konkrétnich onkogennich faktord,



napi. Myc, FOXM1, NF«B, Jun, delta Np73, HSF1, IRF1 nebo Fos, které se vSechny ucastni
onkogeneze nebo pfispivaji k resistenci nadorovych bunék. Tyto proteiny budou exprimovany S
vyuzitim His-tagu, pouzity pro selekci aptamert a nejlepsi kandidati budou resyntetizovany a testovany
na protinadorovou aktivitu. Nové pofizovany semipreparativni HPLC a flash chormatograf bude zcela
nezbytnym pro izolaci a purifikaci téchto modifikovanych oligonukleotidd.

Nasim cilem je vyvoj a syntéza alespon né€kolika protinadorovych aptamert.

U nov¢ identifikovanych biologicky aktivnich modifikovanych oligonukleotidovych aptamerti bude
studovana jejich hydrolyticka stabilita v séru a v bunécnych extraktech. Vzhledem k mnozstvi
chemickych modifikaci je mozné, ze budou i odolné viici hydrolyze. Nicméné v ptipadé, ze hydrolyticka
stabilita bude omezena, tak pristoupime k designu a syntéze stabiln&jSich oligonukleotidi s
modifikovanou kostrou (fosforothioaty, boranofosfaty) nebo s modifikovanou cukernou ¢asti (napf.
LNA), u kterych je znamo, Ze jsou odolngjsi vii¢i enzymové hydrolyze. Rovnéz budeme studovat jejich
biodistribuci a transport pfes membrany a prostudujeme zavedené moznosti jejich transportu pomoci
liposomd, cell-penetrating peptides nebo lipofilnich konjugata.

Tento piistup je velmi obecny a miize byt adaptovan i na cileni dalSich proteini ve spolupraci s dalSimi
biologickymi tymy participujicimi na tomto projektu. Urcité bude intenzivné pouzit pro vyvoj aptamert
proti HBV v PB 3.2. (viz. nize).
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Casovy plan
2018-2022
e Design a syntéza novych modifikovanych (d)NTPs nesoucich rtizné funkéni skupiny

e Systematicka studie jejich polymerazové inkorporace do DNA ¢i RNA
e Selekce of modifkovanych aptamert proti cilovym proteintim

2019-2022

e Systematicka studie inkorporaci reaktivnich skupin (specifickych i nespecifickych) do DNA
nebo RNA a studium kovalentnich cross-linkti s DNA- nebo RNA-vazebnymi proteiny

e Design a syntéza inherentné reaktivnich aptamert proti vybranym proteinim

e Testovani cytostatické a protivirové aktivity vybranych aptameri

Planované publikace a patenty
Publikace (Jimp)

Jimp Angewandte Chemie International Edition

Nucleic Acids Research

2018 .
Chemistry a European Journal

2019 7 Journal of Medicinal Chemistry

2020 7 ACS Chemical Biology

2021 7 Bioconjugate Chemistry

2022 7 (Esioorg_anic;\réq Me?icinlal %hhemi_stry

rganic and Biomolecular Chemistry

Celkem & Journal of Organic Chemistry

ChemBioChem

Patenty a patentové ptihlasky

Patenty Mezinarodni  piihlasky Ocekavame ochanu dusevniho viastnictvi v
(udélené) | (podané) oblastech:

2017 0 0 Nové modifikované aptamery proti TFs.

2018 0 0 Ireversibilni kovalentni protinddorové aptamery.

2019 0 1

2020 0 1

2021 0 1

2022 1 0

Celkem 1 3




Zahraniéni spoluprace

e University of Gottingen, selekce a vyvoj aptamera
e Gilead Sciences, vyvoj protinadorovych aptamert



