Prednaska-zkouska
7.5. Rektorské volno???
21.5. (14.5. jsem v Praze)

* Uvod - Analyza proteinu
— Domény
« fold-struktura (ss, PDB)
* Interakce (IntAct)
— Komplexy
* Funkce
» Lokalizace

— evoluce
e Konkrétni nova data — ¢clanek

Ujasnit si souvislosti, rozsirit si znalosti, aplikovat
poznatky z prednasek ...



- Samotny chromosom je obrovskym dynamickym
nukleoproteinovym komplexem s mnoha odlisnymi castmi
- DNA makromolekula asociovana s ruznymi proteinovymi
komplexy —

- komplexy vytvarejici strukturu chromosomu

- komplexy podilejici se na replikaci DNA

- komplexy opravujici poskozenou DNA

- komplexy ucastnici se prepisu informace
Rpb4/7
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- Samotny chromosom je obrovskym dynamickym
nukleoproteinovym komplexem s mnoha odlisnymi castmi
- DNA makromolekula asociovana s ruznymi proteinovymi
komplexy —
- komplexy vytvarejici strukturu chromosomu
- vytvari zakladni strukturu
- nukleosomy (histonovy oktamer) a histony (H1)
- HMG, HP proteiny
- vytvari specializované domeny
- centromery, telomery
- podili se na dynamice struktury
- kohesin, kondensin a SMC5-6 komplex




komplexy vytvarejici strukturu chromosomu
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Sestavovani nukleozomu:

Nukleosom musi byt dostatecné stabilni, ale
zaroven je treba s nim ,pohybovat”
(transkripce, replikace)

SilnéjsSi je interakce mezi H3-H4 -

Dimery H2A-H2B se vazou nasledné z obou
stran tetrameru (H3-H4),

H3 existuje ve vice variantach

CENP-A je centromerickou variantou (podili se
na urceni oblasti centromery) — pfichyceni
kinetochor

H2A existuje ve vice variantach
H2A.Z je v pericentromerach a telomerach
(heterochromatinova struktura)

H2A.X (y-H2A / fosforylovany) v mistech dvou-
fetézcovych zlomu

Figure 4-26 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



L P H2A-H2B dimer

histones added to
new nucleosomes

newly assembled chromatin with
normal H3 histone

CENP-AH3 <centromere-specific
nucleosomes direct
H4 the addition of
new histones

-

newly assembled chromatin with
centromere-specific H3 histone

CENP-A je centromerickou variantou a podili se na urCeni
oblasti centromery (epigenetika)

Figure 4-51 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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stereoskopicky obrazek
docking (pouze model)

Skladani nukleosomu
do kompaktnéjsich
struktur

Fan & Roberts, PNAS, 2006

J. Fajkus

Histon H1/HS interaguje s DNA (nukleosomem) a vytvari dimery
(nukl. diady) — WHD domena muze vytvaret vice kontaktu (H3
Sroubovice-MZ, wing-cukrfosfatova kostra, protein-protein int.)



komplexy vytvarejici strukturu chromosomu

Nukleosom/H1 |
solenoid/vldkno —
dalsi non-histon
proteiny




- HMGB (B-box) obsahuje 3 sroubovice uskupene ve tvaru L
- 1. a 2. Sroubovice vaze cukrfosfatovou kostru a baze v MZ
- interkalace Phe (aromaticky kruh) zpusobuje ohnuti DNA

HMG box B domeény proteinu HMGBI v
interakci s DNA

lel22 &

Prof. Fajkus

- ohyb a rozvolnéni
parovani dsDNA muze
napomahat procesum
replikace, transkripce a
rekombinace/opravy
poskozené DNA

- ohyb napomaha priblizeni
vzdalenych mist nebo
zpristupnuje DNA pro
transkripCni faktory

- HMG ma vysokou afinitu k
neobvyklym strukturam
DNA (four-way junctions ...)



- HMGB (B-box) obsahuje 3 sroubovice uskupene ve tvaru L
- 1. a 2. Sroubovice vaze cukrfosfatovou kostru a baze v MZ
- interkalace Phe (aromaticky kruh) zpusobuje ohnuti DNA
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Struktura chromatinu
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Inaccessible GR
binding site

- ohyb napomaha
rozvolneni struktury
chromatinu tj. moduluje
pozici nukleosomu

- ohyb muze pomahat TBP
a Iniciaci transkripce

- pomaha zpristupnit DNA
pro transkripCni regulatory

Accessible GR
binding site

Histone-DNA
contact sites
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HMG - high-mobility group (PAGE)

- HMGA obsahuje AT-hook (Arg a Gly) a
vaze se na AT-bohatou DNA — také ohyba
DNA a pomaha transkripci

- HMGB (B-box) obsahuje 3 Sroubovice
uskupene ve tvaru L

- HMGN obsahuje nucleotid-binding
doménu a chromatin unfolding doménu
- snizuje kompaktnost chromatinu

Old name

Trip7
HMG-14
HMG-17

New name

HMGN4 R R K R S
HMGN3 Q T TS E S ET
HMGN1 E K AV A A R E
HMGN2 PKRK KDEPQRRSARLSAKPAPPKPEPKW KGKKG  PAENGDAK
NLS NBD NLS —e CHUD =—

TiBS
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- HMGN interaguje s DNA i histony a

uvolnuje H1 (b)

- HMGN obsahuje nucleotid-binding
doménu a chromatin unfolding doménu
- shizuje kompaktnost chromatinu

Old name

Trip7
HMG-14
HMG-17

New name
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- Samotny chromosom je obrovskym dynamickym
nukleoproteinovym komplexem s mnoha odlisnymi castmi
- DNA makromolekula asociovana s ruznymi proteinovymi
komplexy —
- komplexy vytvarejici strukturu chromosomu
- vytvari zakladni strukturu
- nukleosomy (histonovy oktamer) a histony (H1)
- HMG, HP proteiny
- vytvari specializované domeény
- centromery, telomery
- podili se na dynamice struktury
- kohesin, kondensin a SMC5-6 komplex




Repetitivni sekvence vytvarejici

hetorochromatin | assambly e Specificky chromatin — CENP-A
histon, ktery kotvi kinetochoru

] » (kolem je pericentromericky
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~0.5-1.5 Mbp



Repetitivni sekvence vytvarejici
heterochromati assembly remomomatn  SPECIfICKY chromatin — CENP-A
histon, ktery kotvi kinetochoru

BRRO0 000 I § hetarohromatin & SMC
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— Quter
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8 Microtubule
Velké komplexy viditelneé EM
Carroll a Straight, Trends in Cell Biol, 2006

Nature Reviews | Molecular Cell Biclogy



125-bp CEN DNA

Budding yeast centromere/kinetochore
CDEI

CDEI

Centromerea!
kinetchore

DASH

Dam1, Duo1, Dad1, Dad2
Dad3, Spc19, Spc3d,
Ask1, Hsk2/Dad4, Hsk3

Mad2 komplexy kontroluji ukotveni
kinetochor (konformacni zmeéena -
dokud nejsou vsechny nedojde k

segregaci)

APC komplex (ubiquitin ligasa)
proteolyticky stepi napf. sekurin
(uvolnuje separasu, ktera Stepi
kleisin tj. otevira kohesin)

Stu2 | Bim1 |

MT-binding <

+TIPs I L
Ll\. | Pac1 | Kar9 |

Nature Reviews | Molecular Cell Biclogy



COMA, MIND, NDC ... komplexy
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TELOMERA http://telomerase.asu.edu/

Shelterin Dskerin

ochrana telomer pred Stabilizuje RNA podjednotku
opravou Ci fUzi  Telomerasa

Prodluzovani telomer (zkracuji se nedoreplikovanim koncu)



Telomeres TRF1 a TRF2 vazou dsDNA

ahmm.‘ (TTAGGG), zatimco POT1 vaze
ssDNA (3'-overhang ) - TINZ2,

TPP1 a Rap1 dotvari komplex
+-Ioop a T-loop — ochrana konce

T-loop

Shelterin -.-.__ - CST complex
SN
Telomericroles

¢ Protection and recombination (TRF2, TRF 1, TINZ, TPP1
and RAP11236

e G-strand protection (POT1F17°73

e Length requlation({TRF2, TRF1, TINZ, TPP1and RAP 12236
* Inhibition DDR (TRF2, TRF1,POT1 and RAP 1)8 364454

» Telomere replication (TRF 127# " A REETTAEEE S
» Telomerase recrui tment (TPP )44 : T T T o

Martinez & Blasco, NRC, 2011

TERT-TERC




TERT obsahuje N-terminalni doménu (TEN),
telomerase RNA-binding domain (TRBD), __
grsni transkriptasu (RT) a C-terminalnjig-
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Mature Reviews | Canger

Telomeraza je RNA-dependentni reverzni transkriptaza jejiz
templatova RNA (telomerase RNA component (TR)) je soucasti
enzymu (in vitro stacCi TERT ale in vivo 6 podjednotek)
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W Pomoci FLAG-tagu a anti-FLAG protilatky
o RRM urcili pozici jednotlivych podjednotek

in vitro staci TERT ale in vivo 6 podjednotek — p50 a Teb1

stimuluji/pomahaji v prodluzovani telomerovych sekvenci



Strategie pro udrzovani délky telomer

b) Alternativni prodluzovani telomer (ALT)
a) telomeraza

Long telomere:
extended replication potential l§ ig

+

Criginal telomere ! %

Harley, C.B. Nat. Reviews Canc., 2008 N
Murray, JM and Carr, AM. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2008 Aty Reviiys Mol ute Gl Plchiy




- Samotny chromosom je obrovskym dynamickym
nukleoproteinovym komplexem s mnoha odlisnymi castmi
- DNA makromolekula asociovana s ruznymi proteinovymi
komplexy —
- komplexy vytvarejici strukturu chromosomu
- vytvari zakladni strukturu
- nukleosomy (histonovy oktamer) a histony (H1)
- HMG, HP proteiny
- vytvari specializované domeny
- centromery, telomery
- podili se na dynamice struktury
- kohesin, kondensin a SMC5-6 komplex
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Komplexy SMC

Prokaryota Eukaryota (esencialni)
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non-SMC podjednotky (2 — 6)



ATPase-binding cassette (ABC)
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Kohesin ,,objlmé” DNA
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Chan et al, Cell, 2012

Establishment of
Sister-Chromatid Cohesion

Loading pres hinge,

exit pres head dvema
zpusoby — stépenim
Kleisinu nebo ATP-rizeny

- regulace acetylaci SMC3
- regulace fosforylaci Scc3
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Loading pres hinge,

exit pres head dvema
zpusoby — stépenim
kKleisinu nebo ATP-rizeny
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Remeseiro & Losada, CO in Cell Biol, 2012 Current Opinion in Cell Biology
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Figure 3. Overview of the mitotic chromosome cycle. The top and bottom parts of the cartoon indicate the major events regulating
the dynamics of cohesin and condensin, respectively, along with their regulatory factors. (Green circle)] Cohesin; ([magenta circle)

condensin I; (light-magenta circle| condensin II. See the text for details.

Losada & Hirano, 2005, Gen&Dev



Cohesion Transcription
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