PB3.5. Vyvoj peptidovych konstruktu zamezujicich interakci protein-DNA - pripad EST a HIF-
21 transkrip¢nich faktort nadorovych onemocnéni. (Vondrasek)

Cile vyzkumu

e Bioinformatickd analyza ETS/HIF-1 transkripénich faktori interagujicich s DNA analyzou
databaze PDB a 3D FootPrint databaze.

e Konstrukce konsensudlnich sekvenci rozpoznavajiciho motivu a identifikace strukturniho
motivu vaziciho se k DNA.

e Syntéza nalezeného strukturniho motivu odvozend od ETS/HIF-1 proteind a biofyzikalni a
strukturni charakterizace interakce.

e Navrh a syntéza nizkomolekuldrnich peptidovych ligandi zalozena na strukturnich a
sekvencnich parametrech ziskanych analyzou ETS/HIF-1 komplexti s DNA.

Vyzkumny plan a metodologie

Navrhujeme nasledujici kombinaci metod pro studium interakce DNA-Protein EST a HIF-1
transkripcnich faktort. Jejich spojenim by mél vzniknout jednotny systém na sebe navazujicich kroku
dovolujicich vyvoj DNA vazicich ligandd kompetujicich s transkripénimi faktory na solidnim
fyzikalnim zakladu. Konkrétné je naSim cilem vyuzit dostupnych strukturnich a biofyzikdlnich dat
charakterizujicich vazbu DNA-protein. Detailné hodlame postupovat podle nasledujici strategie:

e Analyza strukturnich a termodynamickych databazi a vybér kandidati pro raciondlni
screening. V této predevS§im bioinformatické casti budeme systematicky analyzovat 3D
struktury ETS/HIF-1 komplexii ze strukturni databaze PDB? a vazebnych charakteristik obou
transkripénich faktorii ziskanych z 3D-footprint databaze?, déle budeme t&Zit z literarnich udaji,
které budeme dale analyzovat pomoci experimentalnich a vypocetnich metod. Konkrétné
budeme mapovat korelaci mezi aminokyselinovou kompozici ETS/HIF-1 interak¢énich povrcht
rozpoznavanych na DNA molekulach a termodynamickou charakterizaci interakci. Zamétime
se na kovarianci zahrnujici bloky proteinové sekvence od 2 do 5 aminokyselin a spojime tato
statistickd data s dostupnymi termodynamickymi daty. Tyto peptidové bloky stejné tak jako
identifikované proteiny nesouci tyto bloky a jejich kratsi fragmenty budou nasimi kandidaty pro
vypocetni simulace a experimentalni charakterizace.

e Validace vypocetnich postupti pro studium dynamiky peptidi a proteind interagujicich
s DNA. Nasim cilem je provést MD simulace v explicitnim solventu zahrnujici simulace
volnych proteint/peptidi a jejich vazebnych komplexi s DNA s cilem prozkoumat pouzitelnost
dostupnych empirickych potenciald a simulacnich protokolt pro studium dynamickych jevl pro
niz zatim nebyla nalezena konsensualni platforma.® Kromé toho cilime na srovnani tradi¢nich
metod pro vypocet volné energie vazby s pokro¢ilymi metodami, jako jsou nerovnovazné
simula¢ni metody. Takova data jsou v sou¢asnosti zatim nedostupna.*®

e Biofyzikalni a strukturni charakterizace peptidia a proteini v komplexu s DNA s pouZzitim
metod ITC a MST, dale metod cirkularniho dichroismu (ECD) a metod NMR. Nasim cilem je
studovat fundamentalni biofyzikalni charakteristiky ETS/HIF-1 komplexid s DNA pouzitim
minimalistického ptistupu zahrnujiciho peptidové fragmenty z interakcéniho interface protein-
DNA komplexu. Namétfena data budou také slouzit k validaci vysledkti vypocetnich metod
ziskanych pomoci simulaci. Velmi dilezitou soucasti celého procesu bude strukturni popis
komplext pomoci metod NMR, ktery nam umozni identifikovat klicova rezidua interakce.

o Popis stabilizace vazaného stavu studovanych molekul jako prostiedek ke zlepSeni vazebné
afinity. Hodlame studovat, jak konformac¢ni rovnovaha nevazaného stavu peptidové molekuly
bude posunuta smérem ke stavu piitomnému ve vazb& s DNA® a zdali tento posun ovliviluje
vazebnou afinitu peptidu. Konkrétné, pokud budeme moci ukazat, ze stabilizace vazaného stavu
signifikantné zlepSuje vazbu peptidu/proteinu potom budeme systematicky rozvijet strategii, jak
mize byt vazebna afinita dale zlepSovana. Cyklizace celé peptidové molekuly stejné tak jako
fyzikalni podminky a aditiva pfidana do solventu budou testovany jako strategie systematického
posunu konformacni a vazebné rovnovahy. Takovy systém bude nejprve popsan pomoci
vypocetnich metod nasledovanych experimentalnim ovéfenim.
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Casovy plan
2018-2019

e Bioinformaticka analyza strukturni a termodynamické databaze pro ETS/HIF-1 komplexy s
DNA, molekularné dynamické simulace a vypocet vazebnych afinit.
2020-2021
e Urceni zmény Gibbsovy volné energie pomoci ITC mikrokalorimetrie a uréeni vazebné
konstanty pomoci MST metody a CVD spekroskopie.
2018-2021
e ECD Spectroskopie a strukturni studie komplexii pomoci NMR.
2020-2022
e Uplna chemicka syntéza nizkomolekularnich peptidovych ligandti a posun konformaéni
rovnovahy.

Planované publikace a patenty
Publikace (Jimp)

Nucleic Acids Research

Jim

: Chemistry a European Journal

2017 0 - .
Protein Science

2018 2 Journal of Chemical Theory and Computation
2019 2 ACS Chemical Biology
2020 2 ChemBioChem
2021 2 Structure . _
2022 , Journal of Physical Chemistry
Celkem 10

Zahraniéni spoluprace

e University of Stockholm, DNA-Protein vazebné eseje a jejich vyvoj

e University of North Carolina, Chapell Hill, Free energy perturbation ptistup, nerovnovazna
termodynamika



