*
* 4 *

EVROPSKA UNIE ¥

x\sj SVIy »
VENSIS

OP Vzdélavani

% o
pro konkurenceschopnost ZI78

.. _3“ ):f"
f . = l!l' '

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM
A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY

 Proteinové interakce — 24.10.

— jak spolu proteiny interaguji? doc. Jan Paleiek

— interaktom jpalecek@sci.muni.cz
* Proteinové komplexy — 31.10.

— protein-proteinove interakce a komplexy
— komplexom, architektura a funkce komplexu

CG030 — Struktura a funkce proteinovych komplex u
CGO031 - cvi éeni z modelovani proteinovych komplex U
(jarni semestr)



Souhrn - protein-proteinove interakce

proteiny jsou troj-rozmérné - maji ruzné tvary a vice domén =>

maji vice vazebnych mist na povrchu => komplexy a “sité“

casti proteinu/domény/motivy interaguji s partnery

— domeny maji urcitou strukturu, kterd do zna¢né miry determinuje tvar
jejiho povrchu, ale ...

— charakter (hydrofobicitu, polaritu, naboj) povrchu urcuji postrani fetézce
aminokyselin smérfujicich do solventu, takze ...

— interakce proteinu je determinovana povrchem, ktery musi mit tvar |
charakter komplementarni s interakEnim partnerem (typy interakci: ...)

primarni struktura

ni

sekundarni a terciarni struktura

string

surface
surface 1

surface 2

(A) SURFACE-STRING (B) HELIX-HELIX (C) SURFACE-SURFACE



... kvarterni struktura

- vice povrchu jednoho proteinu interaguje s vice partnery
- vzajemne interakce vice proteinu vytvafri vétsi povrchy a
vzajemné se stabilizuji — vznika pevny (kvarterni) komplex
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Sergeant et al.: MCB, 2005




Protein-proteinové interakce
 stabilni (velké plochy, vétSinou soucasti komplexu)

« prechodné/slabé (soucCast dynamickych procesu — predavani
signalt, modifikace)

surface 2

A
B1

interaktom o C%)BZ OI ;
in- ' H Domain-Linear Motif
Domain mealn 0— 0 % | ol
Interaction: nteraction:

F2

- Strong interaction
weak interaction

- Domain length from 25 - 500 AA

- Affinities: K, nM to pM

- Rather stable interactions

- Examples: BTB(POZ), Ras-GAP, CARD

- Motif length from 3 - 10 AA

- Affinities: K ~uM

- Rather transient interactions

- Examples: Sh3/PxxP, EVH1/FPPPP
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B1=A
B1-B2
B1-82
B1-B4
B2-B3
B2-B4
B3-B4
B2

2 Sit neznamena komplex

BSH . (hlife popisuje stgbilm’
3 7 komplexy, ale lepe

C2-F1 . .
ety N\ popisuje vztahy)
€3-Q
F1-F2
F1=N
N=L N\ /
N-M N /
X=M N\ /
Xl / A
B3-Y \ ] no interaction

F2-R weak interactiqn
c1-C2 strong interaction

C1-C3 changed interaction

O
Bader et al, FEBS Lett, 2008

Protein interaction pairs

modulovani interakci = — inhibice (virovymi proteiny, mutacemi) vs noveé interakc
Srovnani interaktomu => konzerv. interakci (=> evoluce komplexi => evoluce organismd )



Regulace/modulace interakci

Interaktom x komplexom
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G-proteiny (B, y) disociuji a nasledné
interaguji (B) se scafold proteinem Ste5 ...
Fus3 relokalizuje do jadra a aktivuje Stel2

Sit neznamena komplex (hafe popisuje
stabilni komplexy, ale Iépe popisuje vztahy)



Dynamika komplexu - PPI
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Replikace DNA (video): DNA helikasa “denaturuje” dvousSroubovici (modra) —

pripojen je ,clamp loader” (Seda tlapka) - 2 raménka drzi DNA polymerasy (fialové)
spojené s PCNA (,sliding clamp®, zelena). ,Leading strand” je syntetizovan
kontinualné zatimco ,lagging strand“ musi byt primasou (zluto-zelena) odstartovan
(RNA primer = zluty — Okazakiho fragmenty). DNAI_replication_vo2-Ig

""""




clamp loader Kelch et al, BMC Biol, 2012

» ATP modulace - clamp loader g Kelchetal, Science, 2011

primer-template
junction

DNA stimuluje hydrolyzu ATP a uvolnéni clamp loader (uzavieného s DNA).

FC4l




DNA
substrate

PCNA-Fenl -> PCNA-Lig1

SUMOylation
po skonc€eni syntézy ,lagging strand“ metylovany W
Fenl (flap endonucleasa) nahradi polymerasy a o
vy$tépi RNA primer (demetylace a fosforylace Ub'q”'g’:gi’g
disocuje Fenl) - ... degradace I'
poté PCNA asociuje s Ligl (ligasou), ktera spoji ‘%
cukrfosfatovou kostru Degradation

Proteasome 1

Posttransla ¢ni (PTM) modifikace Degradation

e > - Zheng a Shen, J Mol Cell Biol, 2011
moduluji slozeni komplexu Ga0 3 Spol. Mol Cell, 2012



PCNA - regulace bunecného cyklu

‘ p21

pel 2
p21 interaguje s A %.{“"I? -
PCNA podobnym ;;ﬁ- 7

zpusobem jako “"%‘i W
-
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(kompetuje)
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p21 blokuje pfistup polymeras — zastavi se
replikace a bunécny cyklus v S fazi

p21 je upregulovan nadorovym supresorem p53
(v pfipadé poskozeni DNA ...)




pokud je DNA poskozena , pold se
zastavi a je tfeba poskozeni nejdfive
opravit — jednou z moznosti je
,Zastoupeni jinou polymerasou, ktera
posSkozené misto ,toleruje” a pfekopiruje
(translesion synthesis) — prepina se
ubiquitylaci PCNA (na ,zadni strané®) -
TLS polymerasy (n, 1, K) obsahuji PIP a
UBM motivy pro interakce s Ubi-PCNA

Freudenthal et al, NSMB, 2010

« checkpoint »ON
(Chk1")

« checkpoint »OFF
(Chkl)

Rad6-Rad18




Oprava DNA: PCNA-ptm

TLS polymerasy (n, 1, K)
obsahuji UBM (spravné
prectou chybu a zaradi

spravnou bazi)

Rad6
Rad18 \
/.Ubiquitin Ubc13
Mms2
Radb
@sSUMO
Ubc9
Siz1

O -

Srs2 (antirekombinasa)
obsahuje SIM (nedovoli
rekombinaci v pribéhu

replikace)

Bergink & Jentsch, Nature, 2009
Sale et al, JCS, 2012

S phase

Stalled replication

Lys 164
Recruitment

Translesion
synthesis

K63 polyUb
Lys 164 Template switch
A
Unknown mechanism Error-free
> pathway
Lys 164
Recruitment Inhibition of
> recombination
a b

C-terminus

C-terminus

SIM




Chromatin
disassembly
I el Porental HVHA heterodimer ]
o Parental HZAMHZE heterodimer Incorporation of the parental
sl Wew H3H4 hotorodimer pattern of histone moaifications
@ Mew HEAHEZN hetermdimes anta the new histones
PCNA asociuje s CAF1 (chromatin 7 C\\\

assambly factor) a pomaha
znovunavazani histonu (nukleosomu) a

vzniku chromatinu
PCNA je “swiss-army knife”
(PCNA je ,core — jadro* komplexu)




PCNA — moduly

PCNA je ,jadrem“ pro mnoho ,attachments*
tj. s mnoha funkénimi moduly

- Loading

- Sliding

- Terminace

- Bunécny cyklus

- TLS a oprava DNA

- Chromatinizace ...
Table 1. PCNA-interacting proteins (PIPs) in DNA replic

PP Function

Pol & DINA replication and repair

Pole DINA replicationand repair

RF-C DINA replication and repair

DNA higase ] DNA replication and repair

Fenl DNA replication and repair

Topo 1 DINA replication and repair

Topo I DNA replication and repair

MLH1, MSH 2/3/ Mismatch DNA repair

KP-G endomuclease Nucleotide excision repair

WEN helicase Double strand breaks DNA repair;
linked to the Werner Syndrome disease

UBCS SUMnlation

AP-endomucleases APN1, APN? Base excision repair

Uracil-DNA glycosylase Base excision repatr

Pol B Base excision repair

Polm Translesion synthesis; linked to the XP-V diseas

Pol1 Translesion synthesis

Polk Translesion synthesis

Pol A Translesion synthesis

Cychin/CDEs Cell cycle control

p21 Cell cycle control



|zolace komplexu z kvasinky Saccharomyces cerevisiae

a Strateqgy External datasets

| TAP cassette Integration 5,474 (85%) 2002 genome
' TAP fusion expression 3,206 (59%) annotation

. Strain 1 —{oRr [e}——{orer— — D@
Strain 2 — (o] [orzm e} — (0@

R S A S - 1y Sacio-affinity model
Co=purified proteins . .= :

1

2 | 250 40| 45 | 145

431

Complexes Set of known

Cores 478 complexas:
Modules 147 MIPS (217)
Isoforms 5,488 Pubhed (62)

" Gavin et al., Nature, 2006; Krogan et al, Nature, 2006



Stabilni komplex — molekularni stroj

ATPasova pumpa -
komplex se stalym
slozenim/pomérem
podjednotek (,neménny"*)




14.4-ATP_synthase

- Multimedialni piehravac VLC

Video Titulky Néstroje Zobrazit Napovéda
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14 .4-ATP synthase.mpg




Hl H2 H3

FIIIII SIS IS — S SIS SIS

MENLNMDLLYMAAAVMMGLAAIGAA TG IGILGGKFLEGAARQPDL I PLLRTQFF I VMGLVIDA I PMI AVGLGLYVMFAVA
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

pumpa obsahuje arginin, ktery pfedava proton/vodik aspartatu PDB: 1C17:A




a C C,o oligomer
-

m 3%1@00-; ﬂ::‘f% _
@M ~ D61(CO0H) 7
R210
i 4

Subunit ¢ i |
d =

Subunit e

Subunit a

Rastogi & Girvin, Nature, 1999

pumpa obsahuje arginin, ktery pfedava proton/vodik
aspartatu (ve vodném prostredi by byl negativhé
nabity, ale v prostfedi lipidické membrany nikoli).
Dochazi k neutralizaci naboje — otoCka.



Pouze nékteré Casti byly vykrystalizovany (zbylé Molekula mésice v prosinci 2005
casti doplnény dle EM) Rastogi & Girvin, Nature, 1999

FO je protonovy rotor (ulozen v
membrané) pohanény tokem vodikovych
iontd (z dychaciho fetézce) pres
membranu. Tento rotor je spojen s
druhym F1 chemickym motorem
pohanénym ATP (nebo vyrabéjicim ATP).
Oba rotory jsou spojeny statorem.

,ATP syntasa je jednim z divu molekularniho svéta“. Je to dvojity molekularni motor
— ,hanostroj“ — vyrabegjici vétSinu ATP (energie).



ADP + P, ATP ADP +P, ATP

mitochondrialni vakuolarni

Mulkidjanian et al, NRM, 2007



Host Membrane SipB/SipC

Type Il secretion systém (T3SS - injectisome)
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(A}

Extracellular
segment

Basal
body

Cytoplasmic
components

Pathogenic T355

(B) U} i)

Sctl

ATPase complex FiFg-ATPase

- ATPasové pumpy ...

- pohon biciku ...
Mulkidjanian et al, NRM, 2007

Trends n Biochermical Sciences

sekrecéni systém (T3SS injectisom)

. 100 RECA (1U94) Escherichia coli
RADS (1SZP) Saccharomyces cerevisiae
RADA (2BKE) Sulfolobus solfataricus

RHO Helicobacter pylori

92

=

[

RECA (1XP8) Deinococcus radiodurans

RHO Treponema pallidum
RHO Aquifex aeolicus
RHO Escherichia coli
RHO Bacillus subtilis
RHO Thermotoga maritima
SPAL Salmonella typhimurium ™
SSAN Saimonella typhimurium
HRCN Pseudomonas syringae
Y4Y| Rhizobium spp.
HRPB6 Xanthomonas campestris ./
FLIl Aquifex aeolicus =
FLIl Helicobacter pylori
FLIl Escherichia coli
FLIl Caulobacter vibrioides
FUII Bacillus subtilis
FUII Sinorhizobium meliloti o
VATA Arabidopsis thaliana
VATA Caenorhabditis elegans
VATA1 Homo sapiens
VATA Deinococcus radiodurans
VATA Aeropyrum pernix
VATA Sulfolobus solfataricus
VATA Haloferax volcanii
VATA Methanosarcina acetivorans
VATA Methanothermobacter thermautotrophicus
VATA Archaeoglobus fulgidus
ATPB Aquifex aeolicus \
M ATPB Thermotoga maritima
ATPB Caulobacter vibrioides
ATPB Escherichia coli
ATPB Pseudomonas aeruginosa
ATPBO Arabidopsis thaliana
ATPB Homo sapiens
ATPB Caenorhabditis elegans
100| - ATPB Saccharomyces cerevisiae
ATPB Prochlorococcus marinus
ATPB Arabidopsis thaliana
ATPB Bacillus subtilis
ATPB Corynebacterium efficiens ./
— VATB Deinococcus radiodurans 3\
AﬁVATB Saccharomyces cerevisiae

VATB Arabidopsis thaliana
VATBI Homo sapiens

VATB Caenorhabditis elegans
'— VATB Methanosarcina acetivorans
—VATB Haloferax volcanii

[— VATB Thermoplasma volcanium

L— VATB Archaeoglobus fulgidus

VATB Pyrococcus abyssi

100[ | = VATB Methanothermobacter thermautotrophicus
VATB Aeropyrum pernix
VATB Suffolobus solfataricus J

&l — ATPA Corynebacterium efficiens 3\
e ATPA Escherichia coli
ATPA Pseudomonas aeruginosa
ATPAM Arabidopsis thaliana
100 ATPA Caulobacter vibricides
ATPA Saccharomyces cerevisiae
ATPA Homo sapiens
ATPA Aquifex geolicus
ATPA Thermotoga maritima
'— ATPA Bacillus subtilis
LLATPA Prochlorococcus marinus
ATPA Arabidopsis thaliana J

Figure 3 | Phylogenetic tree of the catalytic subunits of the F- and V-type ATPases and related
P-loop ATPases. The protein sequences were retrieved from GenBank (for the RecA family, four



Molekularni motory

*Cytoskeletalni motory
* Myosin — svalova kontrakce, transport vacku
« Kinesin - transport vacku po mikrotubulech od jadra
e Dynein - transport va¢ka po mikrotubulech k jadru, pohyb bigiku

*Rotacni motory:

« E_E,-ATP syntasa/ATPasa — pfeména energie ATP na elektrochemicky
potenC|aI nebo naopak (mitochondrie) — pumpovanl protonu pres
membranu (vakuoly)

 rotace bakterialnich biCiku

*Motory nukleovych kyselin:
« RNA polymerase — prepisuje DNA do RNA . -
 DNA polymerase — syntetizuje druhy rfetézec na ssDNA |
« Helicases — oddéluje retézce DNA (transkripce, replikace §
o Topoisomerases - redukce supercoiling DNA
e RSC a SWI/SNF komplexy remodeluji chromatin &
« SMC proteins — zodpoveédné za vytvareni smycCek na chromatlnu




Pro ¢ skladat komplexy z mensSich podjednotek?

— evolucni vyhoda podjednotek (novy komplex vznika duplikaci
a novou kombinaci podjednotek/modul()
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Pro ¢ skladat komplexy z mensich podjednotek?

— evolucni vyhoda podjednotek (novy komplex vznika duplikaci
a novou kombinaci podjednotek/modult)




Pro ¢ skladat komplexy z mensich podjednotek?

— evolucni vyhoda podjednotek (novy komplex vznika duplikaci
a novou kombinaci podjednotek/modult)

= w VD &4

— komplexy mohou byt dynamictéjSi - modularnéjsi ..

— skladani i rozpad komplexu jsou snadnéji kontrolovatelne
reversibilni (protoze podjednotky asociuji skrze mnozstvi
relativné slabych interakci - nizka energie)

— skladani funkéniho komplexu na specifickém misté (toxin je
transportovan jako rozpustny monomer a poté se sklada =>
stava se toxickym az mimo puvodni bunku)

p 5 &
Q‘;‘ 'Qj //l;f‘ 7(\:\ =7 7 .
V& ~ % bakterialni toxin R
) ‘@
{

A _porin v mitochondrii




Pro € skladat komplexy z mensich podjednotek?

— evolucni vyhoda podjednotek (novy komplex vznika duplikaci
a novou kombinaci podjednotek/modul)

— komplexy mohou byt dynamictéjsi - modularnéjsi ...
— skladani i rozpad komplexu jsou snadnéji kontrolovatelné,

reversibilni (protoze podjednotky asociuji skrze mnozstvi
relativné slabych interakci - nizka energie)

— skladani funkcnino komplexu na specifickém misté (toxin je
transportovan jako rozpustny monomer a poté se sklada =>
stava se toxickym az mimo puvodni buniku)

— velky komplex (homo-oligomer) muze byt kédovan relativné
kratkou genetickou informaci (sklada se mensi protein — vétsi
je méneé stabilni a hure se sklada)

— mensi pravdepodobnost defektni makromolekuly (mensi gen
=>mene mutaci + da se relativne snadno vyhnout chybam —
odstrani/degraduje se pouze jedna poskozena mensi
podjednotka => méné energie nez pro napravu celé struktury)



Kde najit vice proteinovych komplext = PDB
voda, ATP ATP pumpa chromatin

r Molecular Machinery: a rour of the Protein DataBank - 1 Structure Function

v
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Ivmmmes
Hormones

Channels, Pumps
and Receptors

Photosynthesis
I Energy Production
Storage
feorme
I Infrastructure
I Protein Synthesis

.

o -‘l
vl R
L 2%

Extracellular Membrane Intracellulan'Cytosol
w § 5

1]

Interaktivni web PDB-101 - relativni velikost komplexu
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Priklady komplex u

proteasom




Shrnuti

* Proteiny mohou byt soucasti jednoho (stabilni) nebo vice
komplexu (dynamické/modularni)

Dynamické/modularni komplexy (PCNA)
— mnozstvi podjednotky determinuje slozeni komplexu

— Interakce/slozeni podjednotek dynamickych komplexu
jsou modulovany napf. posttranslacnimi modifikacemi

Stabilni komplexy (ATPasova pumpa)

— podjednotky jsou Casto koexprimovany (koexprese je
vzajemné stabilizuje, lepsi rozpustnost)

— stabilni komplexy disociuji proteolyticky
— pokles hladiny jednoho proteinu ma za nasledek
pokles hladiny ostatnich podjednotek

CGO030 — Struktura a funkce proteinovych komplex U
CGO031 — Cviéeni z modelovani proteinovych komplex u
jarni semestr - doc. Jan Pale ¢ek



Molecular machinery of life:
https://www.youtube.com/watch?v=FJ4NQiSeR8U

A Molecular Machinery of Life.flv - Multimedialni piehravac VLC

Média Prehravani Zwuk Video Titulky Néstroje Zobrazit Népovéda
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Test 1

testy p redat priSté prednasejicimu

1. Jakeé typy AMK se nej_€astéji podileji na protein-proteinovych interakcich?
a plarni

b. nabité

c hydrofobni

d aromatické

2. Jakeé sekundarni struktury se podili na  coiled-coil vazbé?

a beta-listy

b. beta-listy a Sroubovice

c smycCky

d vzajemné se obtacejici Sroubovice

. Interaktom je:

interakéni sit’ proteind (pro dany organismus)
soubor vSech interakci jednoho proteinu
databaze vSech interakci biomakromolekul
interakce podilejici se na vzniku komplex

o0 o p W

4. Jaké charakteristiky musi spl Rovat povrchy vzajemn @ interagujicich protein G?
a staci, kdyZz maji opacné naboje

b. staci, kdyZz maji komplementarni tvary

c musi mit komplementarni charakter (tvar, polaritu)

d staci, kdyZz jsou hydrofobni

o

. hapiste aspo n 2 priklady protein G s coiled-coil doménou:



testy p fedat p Fisté prednasejicimu I t : 2
6. Co je to komplexom? eS

a. interakéni sit’ proteinl v burice

b. soubor v8ech interakci jednoho proteinu

C. soubor proteinovych komplexu v burice

d. sit’ silnych interakci

7. Jak mGze post-transla €éni modifikace proteinu p _Ffimym zp tisobem ovlivnit protein-proteinovou interakci?
a. nemuze ji ovlivnit

b. ovlivni pouze konformaci proteinu

C. blokuje nebo posili vazbu

d. degraduje protein

8. Jaké hlavni vyhody skyt& proteinovy komplex sloZzen y z podjednotek (oproti stejn & velké makromolekule
obsahuijici pouze jeden protein)?

a. lepSi dynamika, modularita, regulace
vetsi stabilita proteind

lepSi pfistup k proteiniim

acinnéjSi prevod regulacnich signalu

o oo

9. Jak pracuje mitochondrialni ATP pumpa p i konverzi ADP na ATP?
a. transportuje pfes membranu Na*

b. vyuziva molekulu cGMP

c transportuje K* pfes membranu

d generuje rotacni pohyb pfi transportu H* pfes membranu

10. napiSte aspo n 3 priklady molekularnich stroj u:



