PB3.2. Vyvoj funk¢énich DNA motivi cilenych proti HBV (Pichova, Curtis, Hocek)

Cile vvzkumu

e Hlavnim cilem je vyvoj DNA aptamert, které se budou kovalentné vazat k HBV core proteinu
a budou inhibovat biologické funkce tohoto klicového proteinu z HBV. Specifické cile obsahuji:

e Navrh a syntéza knihovny jednofetézcovych DNA s kovalentné pfipojenymi malymi
molekulami inhibitord HBV kapsidu.

e Klonovani “assembly domény” wt HBV core proteinu (Cp 149), mutantu Cp Y132A, ktery
netvofi kapsidy, ale pouze dimery a série Cp mutanti se zkracenou RNA vazebnou doménou,

e Vyvoj purifika¢niho pritoku pro vSechny proteiny a optimalizace téchto systémi pro testovani
aptamerd
Identifikace DNA motivi, které se kovalentné vazi k Cp proteintim pouZitim in vitro selekce

e Testovani vybranych DNA motivil na inhibici replikace HBV

Vyvzkumny plan a metodologie

Na zacatku projektu budou nejprve piipraveny rizné varianty HBV core proteinu. Hlavni forma HBV
kapsidu se sklada ze 120 homodimért core proteinu, které jsou organizovany s T-4 ikosahedralni
symetriil. Cp protein obsahuje 183 aminokyselin a sklada se z assembly domény (zbytky 1- 149) a RNA
vazebné domény, ktera obsahuje 34 aminokyselin a je lokalizovana na C-konci. Cp dimery se mohou
spontanné sbalovat a tento proces je doprovazen konformaéni zménou dimerti2. Pravé ¢astice obsahuji
nukleovou kyselinu. Prazdné ¢astice bez nukleové kyseliny mohou také skladat in vitro z assembly
domény Cp (Cpl49). Nukleacni krok v procesu sbalovani (assembly) je tvorba trimerti homodimert.
Jednotlivé interakce mezi dimery nejsou silné, ale jako celek vznika stabilni struktura. Uginnost
sbalovani miize byt zvySena vyssi teplotou a iontovou silou a porusena mtize byt ptidanim mocoviny
nebo napf. mutaci nékteré kli¢ové aminokyseliny, kterd je diileZita pro dimerizaci Cp.® Napiiklad mutace
tyrosinu 132 v Cp149 na alanin (Y132A) vede ke zruSeni sbaleni kapsidy.* Dilezita vlastnost tohoto
mutantu je, Ze piesto miZe tvofit trimery dimerti a tim modeluje stavebni kdmen sbalovéani kapsid®.
Z tohoto diivodu je mutant Y132A vhodny pro poc¢atecni testovani selekce aptamerti. Tento mutant jiz
mame k dispozici v nasi laboratofi. K testovani aptameru proto nejprve piipravime dostateéné mnozstvi
CpY132A mutantu. Protein bude exprimovan v E. coli a bude probihat optimalizace purifikaéniho
protokolu. Krom¢é toho budeme optimalizovat podminky pro skladovani tohoto proteinu. Budeme
zaroven hledat podminky, které umozni ptipravit wt Cp149 dimer. Budeme testovat rtiznou koncentraci
mocoviny a pufry s rtznou iontovou silou, které zpomali proces skladani. Tyto dimery s odliSnou
konformaci homodimerd budou také pouzity pro selekci aptamerti. Dale pfipravime rizné zkracené wt
Cp, které obsahuji RNA vazebnou doménu. Budeme postupovat stejné, jako u predchozich mutanti.
Klonovani, exprese a purifikace proteint bude provadéna skupinou Ivy Pichové.

Pro kazdy in vitro selek¢ni experiment (Figure 1) bude pfipravena knihovna jednofetézcovych useka
DNA, které budou obsahovat randomni sekvenci a na koncich budou mit vazebna mista pro primery.
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Obr. 1. Izolace DNA vazebnych motivii, které se kovalentné vazi k HBV core proteinu.



Kromé¢ zakladni tradi¢ni DNA knihovny budou pfipraveny série chemicky modifikovanych knihoven,
kde bude kazda DNA sekvence modifikovana malym inhibitorem HBV capsidu, ktery bude kovalentné
vazan na 5' konec PEG spojkou. Napf. to mohou byt fluorescenéni barva 5,50-bis[8-(phenylamino)-1-
naphthalenesulfonate] nebo nékteré heteroaryldihydropyrimidinové latky®. Knihovny budou narZzeny ve
skupiné Edwarda Curtise a syntetizovdny budou ve skupiné Michala Hocka. Pro zvySeni
pravdépodobnosti uspésné selekce, pouzijeme dva zpusoby testovani. Jednak budeme hledat DNA
motivy, které se vazi ke core homodimeru, ktery nemtize tvoftit kapsidu (CpY 132A mutant) a dale k wt
Cp149 dimeru. Testovani s wt Cp149 umozni nalézt aptamery, které inhibuji sbalovani a které se jen
prosté¢ nevazi k tomuto proteinu. Nejprve budou purifikovany DNA-dimerové komplexy gelovou
filtraci, dale budou chromatografovany za denaturujicich podminek a budou tak ziskany DNA sekvence,
které se kovalentné navézaly na core protein. Tyto sekvence budou amplifikovany PCR pouzitim
obvyklého DNA primeru a druhého primeru, ktery obsahuje navazanou RNA na jeho 3' konci. Po
zakladni hydrolyze budou celé molekuly purifikovany pomoci PAGE a vznikne tak material pro dalsi
kolo selekce. Po detekci aktivity, budou zastupci knihovnyklonovany, sekvenovany a jednotlive
estovany na vazbu k Cp proteinlim a inhibici skladani in vitro. Vazba bude také testovana pomoci
“thermal shift“ metody a pomoci elektronové mikroskopie.

Uginné aptamery budou optimalizovany ve dvou krocich, které jsou znazornéné na Obr. 2. Nejprve bude
kazdy motiv ndhodné mutovan s Cetnosti 20% na pozici a optimalizované DNA sekvence budou
identifikovany pomoci in vitro selekce. Aktivni aptamery (10° zastupcti) budou sekvenovany pomoci
MiniSeq high-throughput piistroje, ktery planujeme potidit v ramci tohoto projektu. Tento krok usnadni
stanoveni sekundarni struktury u sekvenci diky ziskani komparativni sekvencni analyze, poskytne
informaci o mutacich, které ovliviiuji aktivitu DNA motivii. Dale budou mutace, které se ¢asto vyskytuji,
synteticky rekombinovény s pfiblizné 10'* riznych kombinaci metodou, kterou Edward Curtis vyvinul
jako student na Harwardové université’. Nejaktivngj§i aptamery budou izolovéany dalsi in vitro selekci.
V ptedchozich experimentech, se ndm podafilo timto pfistupem ziskat mutace u ribozymt, které
prokazovaly az 1000 x vys§i aktivitu’. Vysokokapacitni sekvenovani (high-throughput sequencing) nam
poskytne vyrazné vice informaci a proto o¢ekavame jesté ucinngjsi optimalizaci.
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Obr. 2. Optimalizace motivii. A. Postup pri optimalizaci motivi. B. Synteticky rekombinacni protokol.
Hypotetické srovnani sekvenci DNA motivii ziskanych randomni mutagenezi pocdtecniho isolatu a
motivii z in vitro selekce. ~10° variant bude sekvenovino v kazdé sarii. Dole je ukdazka synteticky
rekombinovanych hitii navrzenych na zdklade tohoto srovnani.

V dalsi fazi projektu bude probihat testovani téchto motivil na inhibici replikace HBV ve spolupraci
s Janem Weberem z virologie. Ziskané varianty budou aplikovany na HepG2/NTCP infikované HBV a
bude sledovan jejich vliv na inhibici replikace. Kontrolni experimenty budou provedeny s nahodilymi
sekvencemi DNA a s malymi molekulami. V piipadé¢ pozitivni inhibice replikace budou probihat dalsi
testy, které se bézné provadéji pti vyvoji 1éki. Kromé potencialnich 1é¢iv mohou byt tyto aptamery,
které mohou byt napt. znaceny fluorescencné, pouzity pro detekci HBV infekce.
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éasovy’ plan

2018- 2019/20

Exprese a purifikace divokého typu (wt) Cp149 a Cp Y132A mutantu.
Optimalizace podminek pro ziskani stabilnich Cp dimeru pro testovani.
Klonovani, exprese a purifikace zkracenych Cp v RNA vazebné doméné.
Pocate¢ni in vitro selekéni experimenty.

Optimalizace motivii randomni mutagenezi a in vitro selekce.

Identifikace mutaci zvySujicich aktivitu pomoci high-throughput sekvenovani.
Optimalizace motivu syntetickou rekombinaci a in vitro selekce.

Nabohaceni a qPCR analyzy.

2020-2022

Analyza vlivu optimalizovanych motivii na skladani HBV kapsid
Sledovani vlivu selektovanych motivti na replikaci HBV.

Planované publikace a patenty

Publikace (Jimp)

Jim Nucleic Acids Research
: Journal of Virology

2017 0 ChemBioChem
2018 2 Chemistry & Biology
2019 3 RNA
2020 3 RNA Biology
2021 3 Journal of medicinal Chemistry
2022 4
Celkem 15

P

atenty a patentové prihlasky

Patenty Mezinarodni  piihlasky Ocekavame patentovani v ndsledujicich smerech:
(udélen¢) | (podané) Nové modifikované aptamery proti HBV.

2017 0 0

2018 0 0

2019 0 0

2020 0 0

2021 0 1

2022 0 0

Celkem 0 1




Zahraniéni spoluprace

e Harvard Medical School, bioinformaticka analyza dat z high-throughput sekvenovani
e Gilead Sciences, vyvoj potenciadlnich DNA motivt pro klinické pouziti



