ABSTRAKT

Protein LEDGF/p75 je lidsky transkripcni koaktivator, ktery je asociovan s epigenetickymi
modifikacemi transkripéné aktivniho chromatinu. Je také nezbytny v procesu integrace HIV do
genomu hostitelské bunky a v leukemogenezi zplisobené fuznimi produkty genu kodujiciho protein
MLLI. Interakce proteinu LEDGF/p75 s HIV integrazou a komplexem MLLI1-menin jsou
povazovany za potencialni cil terapeutického zasahu. Interakce proteinu LEDGF/p75 s HIV integrazou
i MLL1 jsou zprosttedkovany tzv. integrazu vazici doménou (IBD — integrase binding domain).

Zatimco patofyziologické interakce IBD LEDGF/p75 byly intenzivné studovany, tém
fyziologickym byla vénovana mala pozornost. Mimo HIV integrazy a MLL1 interaguje LEDGF/p75
skrze IBD také s proteiny JPO2, PogZ, ASK a MLL2. Jelikoz se interakce IBD s HIV integrazou stala
cilem pro vyvoj inhibitord, bylo nutné ziskat informace o ostatnich interakcich této domény. Jen diky
detailni charakterizaci v§ech interakci IBD je mozné zajistit specifické cileni vyvijenych inhibitora.

Proteinovy komplex IBD—MLL1-menin byl jiz dfive strukturné charakterizovan, ale pouze
¢astecné. Pomoci NMR spektroskopie se nam podafilo zmapovat novou interakéni oblast komplexu
IBD-MLLI1. Toto navazujici interakéni rozhrani je schopné zajistit interakci IBD s MLLI1 i bez
pritomnosti meninu, ktera byla povazovana za nezbytnou. Testovani primarnich leukemickych bunék
na schopnost tvorit kolonie odhalilo nezbytnost tohoto interakéniho rozhrani v leukemické
transformaci. Toto rozhrani na stran¢ IBD se navic ptekryva s vazebnou oblasti HIV integrazy.

Nase analyzy odhalily strukturni detaily interakci LEDGF/p75 s dal§imi fyziologickymi
vazebnymi partnery. Interakce sIBD jsou zprostiedkovany wvnitin€é neuspofadanym vazebnym
motivem (IBM — IBD-binding motif), ktery je pfitomen ve vSech fyziologickych vazebnych
partnerech. DuleZitost tohoto motivu pro interakce s IBD byla ovéfena pomoci muta¢nich analyz. Byly
také vyfeSeny dvé struktury komplexti IBD—-IBM. Srovnanim dostupnych strukturnich informaci jsme
vysvétlili, pro¢ ma HIV integraza fddove vyssi afinitu viici LEDGF/p75 nez bunécné proteiny.

Diky znalosti IBM jsme zjistili, Ze protein IWSI1 je dalSim interakénim partnerem
LEDGF/p75. IWS1 je lidsky transkripéni faktor, ktery hraje klicovou roli ve slozeni elongac¢niho
komplexu RNA polymerazy I1. IWS1 také interaguje s methyltransferazou Hypb/Set2, ktera methyluje
lysin 36 histonu 3, ¢imz vytvafi epigenetickou znaCku charakteristickou pro transkripéné aktivni
chromatin. Tato epigeneticka znacka je pak rozpoznavana PWWP doménou proteinu LEDGF/p75.

Detailni charakterizace odhalila zna¢ny piekryv interakCnich rozhrani na IBD. Velka cCast
téchto rozhrani je spolecna pro vSechny interakéni partnery IBD LEDGF/p75 vetné HIV integrazy a
jednotlivé interakce se vzajemné vylucuji. Tento piekryv predstavuje komplikaci pro vyvoj
selektivnich inhibitorti interakci s IBD. Urcitou vyjimku v tomto sméru ptredstavuje MLLI1, ktery
navic vyuziva interakci s jinou ¢asti IBD zavislou na pfitomnosti meninu, coz by mohlo umoznit vyvoj

specifickych inhibitort.





