PB3.4. Vyvoj nano¢astic pro cilené opravy genii (Konvalinka)

Cile vvzkumu

e Navrh a charakterizace membranoveé zakotvené T7 RNA polymerazy a produkce stabilni
tkanové linie Tet-off systémem regulovatelnych HEK293 buné¢k exprimujicich modifikovanou
T7 RNA polymerazu

e Navrh a charakterizace adaptorového proteinu, ktery bude mit za ukol pfenaset konkrétni
mRNA k bunééné membrané, ve které se nasledn€ zakotvi a vystavi na povrchu buitky molekulu
pro specifické adresovani

e Vyvoj tzv. bunéné metodologie, zahrnujici vySe zminénou modifikovanou T7 RNA
polymerazu a adaptorovy protein, ktera bude umoziiovat produkci nanocastic na bazi exosomd,
prendsejicich mRNA a umoziujicich cileni do konkrétnich bunék ¢i tkani

e Navrh CRISPR/Cas9, které degraduji cccDNA viru Zloutenky typu B

e Vyvoj tzv. syntetické metodologie umoznujici produkci vySe zminénych ¢astic, zaloZzené na
liposomu podobnych nanoc¢ésticich

e Testovani ¢astic ziskanych obéma navrzenymi metodologiemi ve tkdnovych kulturach

Vyzkumnv plan a metodologie

Na zakladé naSich diivéjsich tispéchi v oblasti vyvoje modularnich syntetickych protilatek zalozenych
na funkcionalizovanych polymerech, navrhujeme multidisciplinarni ptistup, ktery kombinuje nejnove;jsi
techniky molekularni biologie, eukaryotické biologie a polymerni syntetické chemie (Dr. Petr Cigler,
Dr. Pavel Majer), k vyvoji vysoce sofistikované technologie umoziujici pfenos mRNA kodujici
programovatelnou nukledzu k cilovym buiikdm. Obtizné 1€Citelny cil, na ktery se primarn¢ zamétime,
predstavuje kompletni eradikace cccDNA viru Zloutenky typu B, ¢imz vyznamnym zptisobem doplnime
celkovy védecky koncept predkladaného projektu.

Vysledky naSeho badani také umozni cileny prenos funkcionalizovanych DNA aptamerd, které budou
vyvijeny v laboratofich Dr. Michala Hocka a Dr. Edwarda Curtise, ¢imz vyznamnych zptsobem
podpofime jejich vyzkum.

I pfes nemaly pokrok v oblasti terapii zalozenych na mRNA, zejména v imunoterapii nadorovych
onemocnéni, mRNA jakozto aktivni u¢inna latka v ostatnich aplikacich zistava stale v preklinickém
zakladnim vyzkumu. Hlavni vyzvu reprezentuje otazka, jak specificky dopravit [IVT-mRNA do cilové
bunky. Navic je tfeba uvazit, ze kombinace IVT-mRNA a programovatelnych nukleaz umoznujicich
sice pomérné piesnou, ale stale jesté ne zcela bez nezadoucich off-target efektl, editaci genomu,
vyzaduje naprosto spolehlivé cileni. Z tohoto diivodu navrhujeme vyvinout bunécnou metodologii
umoznujici produkei nanoc¢astic nesoucich mRNA. Dana mRNA bude kddovat CRISPR/Cas9 nukleazu,
ktera umozni degradaci cccDNA viru zloutenky typu B, ¢imZz vyrazn€ zminimalizuje ¢i dokonce
eradikuje latentni formu tohoto viru.

Nejprve vytvorime klony HEK293 bungk, stabilné produkujici pod regulaénim systémem Tet-off, T7
RNA polymerazu (Fig.1.). Pielozena T7 RNA polymerasa bude asociovat s bunéénou membranou diky
membranové znacce. Bunky budou dale transferovany plasmidem kodujicim fluorescencni protein
mKATEII pod T7 promotorovou sekvenci. Pfepsand mRNA se bude akumulovat u membrany, coz bude
umocnéno také adaptorovym proteinem s extracelularni cilovaci adresou. Adaptor bude zkombinovan z
motivu bakteriofaga MS2 vazajici specificky mRNA a z membranové vazajiciho peptidu. Vysoka
akumulace mRNA blizko bunééné membrany umozni vytvofeni exosomu. Tento exosom bude
obsahovat MRNA kédujici mKATEIT a po od$tépeni z membrany bude uvolnén do ectracelularniho
prostoru. Néasledné budou tyto funkéné upravené exosomy posbirany a pouZzity na “transfekci” cilové
tkanové kultury. UspéSnost této “transfekce” bude evaluovédna pomoci pritokové cytometrie a
konfokalni mikroskopie. Tyto zakladni studie nadale poslouzi k vyvoji Castic pfenasejicich mRNA
kddujici CRISPR/Cas9 degradujici cccDNA viru zloutenky typu B (spoluprace s Dr. Janem Weberem).
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Fig.1. Schéma bunécné metodologie pripravy nanocdstic obsahujicich mRNA. 1. Krok predstavuje mRNA
transcripci blizko bunécné membrany. 2. Krok ukazuje akumulaci mRNA u bunécné membrany a jeji zakotveni
v membrané pomoci adaptorového proteinu. Nasleduje formace exosomu (Krok 3) a jeho uvolnéni (Krok 4).

Druhy postup produkce cilenych mRNA nanopartikuli bude zahrnovat nami upravené recentni
“syntetické” technologie zabyvajici se ¢asticemi podobnymi liposomim. Syntetické liposomy, Castice
nejvice podobné pfirodnim exosomim, jsou charakteristické minimalni imunogenicitou a také pomerne
snadnym rozbalenim se v cilové buiice, umoziuji tak tnik ¢astice z degradacni drahy a uvolnéni u¢inné
latky. Vytvorime tedy tzv. inverzni liposomalni micely, které budou obsahovat IVT-mRNA, tim, Ze
smichdme v urittm daném poméru kationicky lipid DOSPA (2,3-Dioleyloxy-N-[2-
(sperminecarboxamido)-ethyl]-N,N-dimethyl-1-propylammonium chloride) a pomocny lipid DOPE
(1,2-Dioleoyl-sn-glycerophosphatidylethanolamine) (Fig. 2A.)2. Déle z téchto inverznich liposomi
vytvotfime asymetrické liposomy: inverzni liposomy budou tzv. urychleny ptes vnéjsi lipidovou
mezifazi, ktera bude obsahovat neutralni lipidy (napt. DOPE) a lipidy nami modifikované obsahujici
cilovaci adresu (modifikované DOPE) (Fig. 2B)?. Kone¢né asymetrické modifikované liposomy nesouci
mRNA budou rozpustény ve vodné fazi. Zminény proces muze byt urychlen centrifugaci.
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Fig.2. Schéma produkce liposomii obsahujicich IVT-mRNA s cilovaci adresou. A) Smichani kationického lipidu
DOSPA s IVT-mRNA a pomocnym neutrdalnim lipidem DOPE, které vede k vytvoreni inverznich micel. B)
Urychlovaci postup vedouci k vytvoreni ve vode rozpustnych liposomii s funkcionalizovanym DOPE lipidem
umoznujicim adresovani.

Zaroven se budeme zabyvat druhym alternativnim pfistupem piipravy nanocastic vytvofenych také
smichanim IVT-mRNA, DOSPA a DOPE lipidd, tentokrat ale ve vodném prostiedi (Fig.3.)%. Vzniklé
multilamelarni liposomy budou dale protlaceny a promyty za ti€¢elem vytvoteni unifikované laminarnich
¢astic  (LUV). Tyto budou dale konjugovany  funkcionalizovanym  HPMA(N-(2-
Hydroxypropyl)methacrylamide) kopolymerem s amino-reaktivni skupinou a cilovaci adresou. Tato
vnéjsi vrstva HPMA zvy$i stabilitu a umozni cilovani do urcitych bunék.

Oba tzv. “syntetické” piistupy pfipravy upravenych liposomil umozni také specifické zabaleni a
dorucovani DNA aptameri vyvinutych v laboratotich prof. Michala Hocka a Dr. Edwarda Curtise, ¢imz
umoznime vyuziti riznorodé expertizy ke spole¢nému cili.
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Fig.3. Schéma alternativniho postupu tvorby syntetickych liposomii obashujicich IVT-mRNA a skupinu
umoznujici cileni. Nejdiive jsou vytvoreny multilamelarni liposomy, které naslednym protlacenim a promytim
daji vzniknout LUV partikulim. Ty budou dale obaleny HPMA kopolymerem s amino-reaktivni skupinou. Takto
se vytvori stabilizované LUVs obsahujici mRNA a cilovaci skupinu.

Jako relevantni klinicky cil naseho pfistupu ,,cileného editovani genomu” jsme zvolili virus hepatitidy
typu B (HBV). HBV infekce ptredstavuje problém globalniho charakteru postihujici miliony lidi na
celém svété, ktefi jsou vystaveni vysokému riziku vzniku chronickych onemocnéni jater jako je
hepatitida, cirhdza ¢i hepatocelularni karcinom. Dnes$ni terapie chronické hepatitidy typu B vyuziva
analoga nukleotida ¢i nukleosidd, ktera HBV infekei sice udrzuji pod kontrolou, ale nejsou schopny ji
zcela eliminovat. Klicovy faktor této virové persistence je vnitrobunécny replikacni intermediat HBV
genomu — cirkularni DNA (cccDNA), ktera ziistdva v jadre infikovanych bun€k jako neintegrovana
plasmidu podobna molekula slouzici HBV viru jako transkripcni templat. [ ptes intenzivni vyzkum HBV
infekce jsou strategie degradace a eliminace cccDNA limitovany. Proto je na$im hlavnim cilem
aplikovat liposomalni nanocéstice kombinované s mRNA Cas9 a gRNA k degradaci cccDNA a tim
polozit zaklady ke kompletnimu vyléceni HBV infekce.
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2018-2021

Navrh a charakterizace membranové vazané T7 RNA polymerasy a produkce stabilnich Tet-off
regulovatelnych kloni HEK293 bun¢k exprimujicich upravenou T7 RNA polymerasu

Navrh a charakterizace adaptorového proteinu

Vyvoj tzv. benééné metodologie, zahrnujici vySe zminénou T7 RNA polymerasu a adaptorovy
protein, kterd umozni produkci funkcionalizovanych nanocastic na bazi exosoml nesoucich
mMRNA

Navrh CRISPR/Cas9 nukleasy degradujici cccDNA viru zloutenky typu B

Vysoka produkce IVT-mRNA koédujici danou CRISPR/Cas9

Vyvoj tzv. “syntetického” pfistupu nanoc¢astic obsahujicich IVT-mRNA koédujici CRISPR/Cas9
a jeji nasledné obaleni liposomlim podobnymi nanoc¢asticemi s cilovaci adresou

2019-2022

Testovani biologické aktivity vyvinutych nanocastic ve tkanovych kulturdch. Optimalizace
nejucinngjsi procedury pfipravy nanocastic pro pienos CRISPR/Cas9 mRNA nebo DNA
aptamert

Planované publikace a patenty

Publikace (Jimp)

Jimp lglﬁltAuge Communications
2018 2 Cell Reports
2019 2 Scientific Reports
2020 2 Nucleic Acids Research
2021 2 Angewandte Chemie International Edition
2022 2 Journal of Medicinal Chemistry
Celkem 10 Nanotoday . . . -
Nanoscale, international journal of nanomedicine

Patenty a patentové ptihlasky

Patenty Mezinarodni  patentové Ocekavame ochranu dusevniho vlastnictvi
(udélené) | prihlasky (podané) Vv nasledujicich oblastech:

2017 0 0 Bunééné zalozené vesikuly specifického cileni

2018 0 0

2019 0 0

2020 1 1

2021 0 0

2022 0 0

Celkem 1 1

Zahraniéni spoluprace

Ecole Polytechnique Lausanne, Switzerland, (laboratoi Christiana Heinise).

Gilead Sciences, vyvoj nanoc¢astic umoziujich cilenou editaci genomu



