KATEDRA FYZIKALNI A MAKROMOLEKULARNI CHEMIE PRF UK v PRAZE

prof. RNDr. Tomas Obsil, Ph.D.
Tel. +420-221-951-303
E-mail: obsil@natur.cuni.cz

Oponentsky posudek

na doktorskou disertacni praci Mgr. Petra TéSiny nazvanou: ,,Strukturni studie

interakci proteinu LEDGF/p75%

Piedlozena doktorska disertaéni prace Mgr. Petra Stdtiny je zaméfena na studium struktury
transkripéniho koaktivatoru LEDGF/p75, ktery je spojen s epigenetickymi zménami
transkripéné aktivniho chromatinu. Tento protein je také kliCovy pro integraci viru HIV a
rozvoj leukémie zptisobené fiznimi produkty genu MLL1. Proto je LEDGF/p75 zajimavym
cilem ptipadnych terapeutickych zasahti. Nicméné prvnim ptfedpokladem pro vyvoj latek,
které by interferovaly s interakcemi cilového proteinu, je diikladna znalost téchto interakci. A
pravé na jejich studium byl zaméfen PhD projekt Mgr. P. Té&iny. Protein LEDGF/p75
prostiednictvim své IBD (integrase binding domain) domény interaguje s tadou dalsich
proteint véetné¢ JPO2, PogZ, ASK ¢i MLL2. Cilem ptedlozené prace byla detailni strukturni
charakterizace fyziologickych interakci IBD domény proteinu LEDGF/p75 zejména pomoci
metod NMR a jejich porovnani s dostupnymi strukturami komplexu IBD a HIV integrasy.

Prvni cast dizertacni prace Mgr. P. Te&Siny je veénovana mapovani interakci mezi
LEDGF/p75 IBD a peptidy reprezentujicimi rtizné oblasti proteinu MLL1. Tyto experimenty
vedly k identifikaci dvou oblasti na povrchu IBD, které jsou vazebnymi misty pro studované
peptidy MLL1. Techniky NMR spektroskopie byly dale pouzity k vyfeSeni 3D struktury
komplexu IBD speptidem MLL1 140-160, ktera objasnila klicovou ulohu dvou
fenylalaninovych zbytkt (F148 a F151) pro vazbu tohoto segmentu MLL1 na IBD. Vyznam
téchto rezidui pro interakci MLL1 s IBD byl nésledné potvrzen pomoci cilené mutagenese.

Druha ¢ast prace se vénuje studiu interakci LEDGF/p75 IBD s proteiny JPO2 a PogZ. Pro
studium interakci s JPO2 byl pouZit N-termindlni fragment 1-130, ktery byl charakterizovan
jako inherentné nestrukturovany protein. Pro studium vazby PogZ byl pouzit fragment se
sekvenci 1117-1410, u kterého biofyzikalni charakterizace pomoci CD spektroskopie, DSF,
SEC a NMR ukazala, Ze se jedna o dobie strukturovany protein, ktery v roztoku vytvari
dimery. Vazebné interakce JPO2 1-130 a PogZ 1117-1410 s IBD byly dale charakterizovany
pomoci ITC titraci, které ukazaly, ze oba proteiny vazi IBD s mikromoldrni vazebnou
afinitou. Nasledn¢ byly tyto komplexy studovany pomoci metod NMR. Vysledkem je
identifikace nejen oblasti IBD, které jsou odpovédné za interakci s JPO2 a PogZ, ale i IBD
vazebnych povrchi v molekulach JPO2 a PogZ. Tyto experimenty ukazaly znacnou
podobnost téchto vazebnych rozhrani, zvlasté pak piitomnost spoleéného motivu osmi
aminokyselin, ktery byl autory nazvan jako IBD-interakéni motiv (tzv. IBM). Relevance
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tohoto motivu pak byla potvrzena pomoci cilené mutagenese. Vazebné rozhrani komplexu
IBD:PogZ bylo dale detailn¢ charakterizovano vyfeSenim 3D struktury tohoto komplexu.
Identifikace IBM motivu byla nasledn¢ vyuzita k hledani dalSich potencialnich vazebnych
partnert LEDGF/p75 IBD. Jednim z identifikovanych proteint je transkripéni faktor IWSI.
Ptislusna oblast IWS1 byla pfipravena a byla provedena biofyzikalni charakterizace tohoto
konstruktu. Ta ukazala, ze se opét jedna o IDP, ktery interaguje s IBD s mikromolarni
afinitou. Vazebné misto IBD odpovédné za interakci s IWS1 bylo charakterizovano pomoci
NMR spektroskopie.

V posledni ¢asti PhD prace se Mgr. P. Té&Sina vénoval porovnani ziskanych IBD vazebnych
povrchit s daty dostupnymi pro komplex IBD s HIV integrasou. Tato srovnani spolu
s mutacni analyzou ukézala, ze LEDGF/p75 IBD vyuziva velmi podobny vazebny povrch pro
interakci se vSemi svymi vazebnymi partnery. Tento povrch zahrnuje jednu z hydrofobnich
kapes a dale pak kladn¢ nabitou oblast dulezitou pro elektrostatické kontakty.

Diserta¢ni prace Mgr. P. TéSiny je psana standardni formou a obsahuje Givod do studované
problematiky, cile prace, popis vysledku, diskusi, zavéry a seznam citované literatury. Prace
je psana peknou angli¢tinou a z formalniho hlediska je dle mého nazoru vse v poradku.
Pfitomnost gramatickych chyb a formula¢nich nepiesnosti je minimalni. Piedlozena disertacni
prace ukazuje, ze Mgr. P. T¢&Sina ziskal zkusenosti v celé $ifi strukturni biologie a seznamil se
s fadou klicovych technik vcetné¢ studia struktury proteind metodami NMR a metod pro
biofyzikalni charakterizaci proteint a jejich interakci véetné ITC, DSF ¢i CD. Vysledky prace
byly publikovany ve dvou publikacich v prestiznich mezinarodnich ¢asopisech s vysokym IF.
Na jedné z téchto praci je Mgr. P. T¢Sina prvnim autorem (prace otiSténa v Casopise Nature
Commun.). Mgr. P. Té&Sina je pak dale jesté spoluautorem dalsi publikace, kterd nesouvisi
s podanou PhD praci.

K problematice diskutované v doktorské disertacni praci mam nasledujici dotazy, které
jsou spiSe naméty pro diskusi:

1. Pro studium interakci IBD s vazebnymi partnery jste pouzival ITC. Tyto vysledky jsou
Vpraci prezentovany formou obrazkd zndzoriiujicich reprezentativni titraci
S piislusnym fitem a s uvedenim vypoctené hodnoty disocia¢ni konstanty a vazebné
stechiometrie. ITC vSak také poskytuje informaci o vazebné entalpii a vazebné
entropii. Pro¢ tyto uidaje nejsou soucasti prace?

2. Mohl byste blizeji vysvétlit princip metody AlphaScreen? Jaké jsou jeji vyhody oproti
metodam SPR ¢i MST?

3. Byly identifikovany néjaké posttranslacni modifikace LEDGF/p75 IBD (napf.
fosforylace)? Pokud ano, mohly by tyto modifikace mit vliv na vazebné interakce
IBD?

4. Jaka je hodnota disociacni konstanty komplexu IBD:HIV IN? Je srovnatelna
s afinitami ziskanymi pro vami studované komplexy?



5. VSechny studované vazebné interakce IBD s vazebnymi partnery mély Kp v uM
oblasti, tedy jednalo se o transientni protein-proteinové interakce. MiiZzete komentovat,
véem spociva vyhoda takto slabych interakci v kontextu znamych funkci
LEDGF/p75?

Zavérem konstatuji:

PredloZzena doktorska disertacni prace Mgr. Petra T&Siny predstavuje cenny piinos ke studiu
interakci LEDGF/p75 sjeho vazebnymi partnery. Ziskana data o vazebnych rozhranich
mohou byt pouzita pro vyvoj latek, které by s t€émito protein-proteinovymi interakcemi
interferovali. Prace je psana srozumitelné, peclivé, vysledky byly publikovany v prestiznich
mezinarodnich Casopisech s IF. Autor ve své disertacni praci dokazal, ze je vyspélym
védeckym pracovnikem, schopnym samostatné vyzkumné prace.

Jelikoz piredlozend prace Mgr. Petra T&Siny vyhovuje vSem pozadavkim kladenym na
doktorskou disertacni praci, pln¢ ji doporucuji k piijeti.
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