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Golemis a Adams: Protein-protein interactions (2005)
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Databaze proteinovych struktur: http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do,
http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/

Database protein-proteinovych interakci: hitp://string-db.org/newstring_cqi ...
http://www.ebi.ac.uk/intact/?conversationContext=1
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- vyhodnoceni vysledku testu z proteomiky — dobry background
- ,diky za poznamky v ankete” - pisemny test — hlavni zavéery z
prednasek

- kdo na Cem pracuje (zapsat) — prednasky o komplexech, na
kterych pracuji studenti — prohloubeni znalosti s novym uhlem
pohledu

- Pohled na vybrané procesy probirané v biochemii a
molekularni biologii z hlediska proteomiky a predevsim z
hlediska proteinovych komplexu

-vybér komplexu majicich vztah k tématum probiranym v
laboratorich ,chromatinovych molekularnich komplexu“ a
skupin z MU

- doporuceni prednasek: Struktura a funkce eukaryotickych
chromozomu (C9041), Proteomické metody (CGO080 - stret
zajmu? :-)



CEITEC seminare (3. Ctvrtek v mésici)

You are cordially invited to the lecture

~Dynamics in protein molecular recognition”

delivered by

Prof. Michael Sattler

Technische Universitat Munich

21.2.ve 14.00 - A11, 132

Abstract:

Eukaryotic multi-domain proteins play crucial roles in the requlation of gene expression and cellular signaling. Individual domains that
mediate distinct molecular interactions function cooperatively in the full-length proteins to control protein activity. Additional regulation
is mediated by posttranslational modifications. As the molecular functions of these multi-domain proteins often depend on dynamic
domain arrangements that are modulated by ligand binding it is important to use solution techniques to study their structure, dynamics
and molecular interactions. The important roles of dynamics and posttranslational modifications for molecular recognition and protein

function will be demonstrated with proteins involved in splicing requlation and peroxisomal biogenesis. The cooperative recognition of

Kdo vidél minuly seminar o dyneinu (A. Carter)?



19.2.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 doc. Palegek Uvod - proteinové interakce, komplexy

26.2.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 doc. Marek uvod do strukturni biologie
5.3.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 doc. Marek signalni drahy, GPCR

12.3.2013 | 12-13.50hod | ??? Mgr. Kozakova | ubiquitinace, ligasy (cullin, APC), proteasom

19.3.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 doc. Paletek DNA-proteinové interakce, transkripni komplexy

26.3.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 doc. Krejéi Oprava poskozené DNA, homologni rekombinace, Fanconi anemia komplex
2.4.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 doc. Palegek chromatinové komplexy, modifikace histon a remodelovaci komplexy
9.4.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 Dr. Blazek CDK

16.4.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 prednasky studentl

23.4.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 Dr. Murray Restart replikanich vidlic

30.4.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 prednasky studentl
7.5.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 doc. Palecek Evoluce komplexu

14.5.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 seminar v Praze

21.5.2013 | 12-13.50hod | A2-2.11 doc. Pale¢ek Zkous$ka - test

- pohled na evoluci z hlediska proteinovych komplexu (tzv.
komplexneé neredukovatelné systemy, od genetické zmeny k
proteinu a zase zpét)




* na veétsiné bunécénych procesu se podili komplexy
(vétsina studii se zabyva jednotlivymi proteiny nebo
aktivitami — pro zjednoduseni problému analyzujeme
vétSinou jednu enzymovou aktivitu Ci funkci jednoho
proteinu ...)
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* na veétsiné bunécénych procesu se podili komplexy
(vétsina studii se zabyva jednotlivymi proteiny nebo
aktivitami — pro zjednoduseni problému analyzujeme
vétSinou jednu enzymovou aktivitu Ci funkci jednoho

proteinu ...)
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vétSiny klicovych procesu jako replikace DNA, transkripce,
translace se ucastni multiproteinové molekularni stroje

[%2]
, 5 & 3
g 5 3 =
w w d w
© : 2 b 3
NUCLEUS S12|5)|
® -
! X Nucl 1 2ID3
& SPINDLE @ NUCLEOLUS @ 5 il
\ R A \ Clamp and DNA sliding clamp | 2 1SXJ
N 3 \\ @® RNA polymerase Il | 3 1Y1W
= SN —
RETI \-‘"-*§ RNA polymerase | | 4 B 1435
A \J@ Microtubule nucleator, | 5 1731
LN v:TuSC rings
@ v RNA polymerase lll | 6 1322
@ TauB0/DTaud1| 7 2J04
portin-1/tRNA/RanGTP | 8 3icQ
MITOCHONDRIA \(15)
Ribosome| 9 3JYW
exosome | 10 2WP8
Hsp104 protein chaperone |11 | | 1358
26S Proteasome | 12 1RYP
ESCRT-I core| 13 2P22
Cytochrome BC1 | 14 1KB9
FOF1 ATP synthase | 15 2WPD
Bertero et al, Cell, 2010




« vétsiny kliCovych procesu jako replikace DNA, transkripce,

195

205

Polyubiquitylated
protein substrate
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translace se ucastni multiproteinové molekularni stroje
(sloZzené z vice komplexu ¢i podkomplext)
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Proteinové komplexy jsou slozené z jednotlivych
proteint/podjednotek které spolu interaguji - pokud schazi
podjednotka, tak nefunguje cely komplex — komplex se

nesestavi/rozpada Deplece kterékoli podjednotky
S _ lidského komplexu (neni
Delece kterékoli podjednotky je esencialni) ma za nasledek
pro kvasinkovou bunku letalni pokles hladiny ostatnich
- Mutace maji relativné podobny proteint _—
fenotyp, ale ... i :A'
0 2 W
B w 9 W
c eiEiEli:
SMCS—| = [ ] ——
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NSE1—| == I:l —— —
Vimentin—

Sergeant et al., MCB, 2005 1 2 3 4 5 6 17

8002 ‘90N “"le 30 "|N"3 Jojhel



Fanconi anemia ,komplementacni skupiny® — geny/proteiny
jejichz mutace zpusobuji FA syndrom — ukazalo se, zZe vétSina
z nich tvori jadro FANC komplexu (KrejCi)

The Fanconi anaemia pathway of cross-link repair

The Fanconi anaemia (FA) recognition @ FANCD2-FANCI monoubiquitylation recruits

complex is recruited to forks stalled by FAN1 and induces the BRCA1/BRCA2
DNA interstrand cross-links. pathway.

The recognition complex recruits the Ubiquitylated PCNA contributes to the
FA core complex, including FANCL. activation of FANCL towards FANCD2-

Monoubiquitylation of FANCD2—-FANCI
by FANCL promotes their chromatin
association.

(BRI

J g
U B
Ulrich, JCS, 2012 T T




Stabilita komplexu je zpravidla vétsi nez pouhy souéét
jednotlivych protein-proteinovych interakci mezi
podjednotkami (efekt pfiblizeni a zorientovani partnera)

Pull-down
U B U B I u B | u =
Nao3 Sawe — . G — —
Nse1 — - eEr R kvasinkovy
1 2 3 4 e & 7 alee oo, 2-hybridni systém
A
. . L, N
preruseni protein-proteinove &
iInterakce je relativne snadné u
slabych dimeru — vétsi komplexy ———
. v v e ’ ’ seat
jsou vetsinou stabilizovany vice wt KiSaAi A
interakcemi a je tedy obtizngjsi je Nse3+4
narusit mut ——




Podjednotky komplexu koexprimovany (ko-translace)

Table 1. Proteins analysed by Rlp-chip and mRNAs associated with them.

Bait Bait function/protein complex Enriched mRMAs Function of proteins encoded by interacting mRNAs
Tea2p Kinesin motor protein [32] tip1 CLIP170 family, binds to TeaZp [9]
Cdc2p cyclin-dependent protein kinase [33] rumi CDK (cyclin-dependent kinase) inhibitor [12]
cdecl8 DNA replication factor [13]
Stylp MAP kinase; stress-responses [14,34] pyp2 Tyrosine phosphatase, acts on Stylp [14]
(Spcip) cip2 RMNA-binding protein [15]
Rpt2p (Mts2p) 195 proteasome regulatory subunit * [35] ubpé Ubiguitin C-terminal hydrolase * [35]
rhp23 Rad23 homolog * [35]
Rpni2p 195 proteasome regulatory subunit * [35] eanz9 Proteasome component ® [35]
(Mt=3p) rpn1301 195 proteasome regulatory subunit * [35]
rpni302 195 proteasome regulatory subunit * [35]
Atfip Transcription factor; stress response [36] perl Transcription factor, interacts with Atfip [16]
Mnhlp Mago nashi homolog; splicing * [35] mnil Protein with Mago nashi interacting domain * [35]
Arpoap SWR1 complex; chromatin remodelling [18] alps INOB0 and SWR1 chromatin remodelling complexes [18]
Arpgp SWI/SNF and RSC complex; chromatin remodelling [17] snf21 DMNA helicase, RSC complex [17]
snf22 DNA helicase, SWI/SNF complex [17]
Arpd2p SWI/SNF and RSC complex; chromatin remodelling [17] snf21 DMNA helicase, RSC complex [17]
snf22 DMNA helicase, SWI/SNF complex [17]
Arp8p Ino80 complex; chromatin remodelling [18] ino80 INOB0 chromatin remodelling complex [18]
Arp2p Arp2/3 complex; actin polymerization [37] arps INOB0 chromatin remodelling complex [18]
arp? SWI/SNF and RSC complexes [18]

Only proteins that copurified with mRNAs other than their own are shown. Proteins that have not been characterised in 5. pombe, and for which the information is a
prediction based on the behaviour of orthologous proteins are marked with a star.

Proteiny s nimiz ko-purifikovala jina nez jenom viastni mRNA

Duncan & Mata, PLoS Genetics, 2011 (S. pombe)



Proteiny se skladaji hned po translaci, nebo za pomoci
chaperonu, nebo az v uréitém misté (napf. v mitochondrii po
odstépeni signalni sekvence ...) - Casto jsou podjednotky
komplexu koexprimovany (podobna regulace transkripce +
ko-translace)

3. Cotranslational Assembly

ATG

Duncan & Mata, PLoS Genetics, 2011 (S. pombe)

of protein A

samostatne by se neposkladaly, byly by nestabilni, toxické
nebo by agregovaly (protein-proteinové interakce casto pres
hydrofobni povrchy a je tfeba je vytvorit co nejdriv) -
koexprese a kopurifikace proteint (kdo purifikuje proteiny?)



Komplexy se utvareji (prevazne) prostrednictvim
protein-proteinovych interakci

« Polypeptidovy retézec ma tendenci vytvaret sekundarni struktury -> terciarni
struktury -> quarterni tj. komplexy (stejné typy nekovalentnich vazeb, kritérium
minimalni energie) (Sroubovice a listy se k sobé skladaji podobnym zpusobem)

— iontové, vodikové, van der Waals, hydrofobni sily (kovalentni vazby -
disulfidické ml‘]stky predevsSim u extracelularnich proteinu)

- vodikové mustky predevsim u p-listl

* hydrofobni zbytky jsou tlaCeny dovnitf proteinu (nikoli do solventu)
— soucet hydrofobnich sil je znaCny (pfevazuje u vétsiny interakci)
- hydrofobni povrchy se podili na vytvareni coiled-coil vlaken

« Variabilita je velka — nelze je jednoduSe definovat - obtizna
predikce (zalozena na strukture ,vyfeSenych®” komplexu, v
2010 pouze 300 struktur s partnery z celkem desitek tisic
PDB dat)



Coiled-coil doména je Castym
dimerizacnim modulem
proteinu

Lupas, TiSB, 1996

Max GAL4

Tripartite motif Meroni, BioEssays, 2005

_._“_~_[ [DP WEVEJLDYE] RFP-like/B30.2/PRY-SPRY

@ _._._~_ S NHL repeats/beta propeller

@ /) —O-QO - MN - i)-5r0M0
0' RING B B2 Coiled-coil varianlie L-1erminal domain

TRIM/RBCC proteiny vytvari bodies v bunkach (napr. PML)



Ostatni domény/moduly Ize definovat pouze obecné:
proteiny musi mit komplementarni tvar i charakter -

mala zména povrchu muze zménit interakéni schopnosti
(napf. WHD vaze DNA i proteiny - PaleCek)

string

surface

surface 1

surface 2

helix 1

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



Ostatni domény/moduly Ize definovat pouze obecné:
proteiny musi mit komplementarni tvar i charakter -

mala zména povrchu muze zménit interakéni schopnosti
(napf. WHD vaze DNA i proteiny - PaleCek) g

surface

surface 1

surface 2
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- Domain length from 25 - 500 AA - Motif length from 3 - 10 AA
- Affinities: K, nM to pM - Affinities: K, ~ pM
- Rather stable interactions - Rather transient interactions

- Examples: BTB(POZ), Ras-GAP, CARD - Examples: Sh3a/PxxP, EVH1/FPPPP
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Z analyzy protein-proteinovych interakci Ize usuzovat na
potencialni stabilni komplexy vs prechodné interakce

S jakymi partnery a jak silné interaguji vase proteiny?

Bader et al, FEBS Lett, 2008

Domain-Linear Motif
Interaction:

Domain-Domain
Interaction:

DO @) strong interaction
R weak interaction
- Domain length from 25 - 500 AA - Motif length from 3 - 10 AA
- Affinities: K, nM to pM - Affinities: K, ~ pM
- Rather stable interactions - Rather transient interactions

- Examples: BTB(POZ), Ras-GAP, CARD - Examples: Sh3a/PxxP, EVH1/FPPPP
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Fig. 2. Functional group interaction map basad on Fig. 1 (modified from Ref. 10). Shown are interactions between

Multiproteinové komplexy (stabilni Ci prechodné) jsou dale

fyzicky spojeny s dalSimi komponentami bunky —
funkcni sité (algoritmy socialnich siti)

Interakcni sit
(>15 protein-
proteinovych
interakci)

Velkou roli hraje
multi-modularni/-
doménove slozeni
proteinu a jejich
iInterakce
(proteomika)

Interakcni a

Tucker et al, TiCB, 2001



Post-translacni modifikace méni povrch — pro urcité modifikace
zname specifické vazebné domény

Napf. SH2 domény vazi fosfopeptidy — dveé vazebna mista (fosfoTyr a peptid —
peptid urCuje vazebnou specificitu) — PDB: 2PLD



Takovéto domény jsou Casto jako moduly soucasti proteinu

rozmanitych funkci

Ras-GAP
Nsp1,2,3
Rin1
Vav1,2,3
Chimerin

Small GTPase
Signaling

Fps, Fer
Src, Csk, Ctk/Hyl,

Lck, Lyn, BIK, Frk,
Brk, DJ697K14.1

Zap70, Syk
c-Abl, Arg/Abl2
Btk, Tec, Itk, Bmx

Txk
Jak1,2,3,Tyk2

Kinases

Shp1, Shp2

Phosphatases Ship
Ship2

Fgr, Fyn, Yes, Hck,

Legend:

';i?;i Src Homology 2 e Src Homology 3

| ® | Ras Association Mo RasGAP
[nutill RasGEF ‘5@ Ring domain
@ Pleckstrin Homology 8% BTK
i Fes/Cip 4 homology domain
FERM 7 4 helix bundle
¥ Tyrosine Kinase  [#1] S1

£ » | Phosphatase [## CSZ
ke Kinase [l VPSS9

fB=#] RhoGAP  [f] RhoGEF

Napf. SH2 domény se vyskytuji v proteinech s riznymi biochemickymi
aktivitami (doménami) — zpUusob jakym jsou propojeny funkéné odliSné
proteiny fyzicky s regulatorem (napf. kinasa s autofosforylovanym Tyr dale
fosforyluje proteiny, které obsahuji SH2 vazici fosfoTyr-peptid a jsou

nasledné fosforylovany)

Golemis a Adams



Fosforylace a vazba fosfopeptidu je velice rozsirenym
mechanismem spousténi biologickych odpovedi — kromé SH2
rozeznavaji pTyr tzv. PTB domeény (v dokovacich proteinech)

Modifikace AMK zbytek interakéni doména
Fosforylace tyrosin SH2, PTB "‘: "['-’ s
serin/threonin 14-3-3, WD40, WW, BRCT g

acetylace lysin bromodoména
metylace lysin chromodoména

hydroxylace prolin VHL B

ubiquitinace lysin UIM, UBA, CUE

SUMOylace lysin SIM

SCF komplex — vazba fosfopeptidu (inhibitoru CDK
na WD40 doménu) ukotvi substrat pro ubigitinaci —
b. cyklus (Kozakova, Blazek)

Golemis a Adams SCF komplex je typem adaptéru —
Orlicky et al, Cell, 2003 substrat pfiblizi k enzymu



Modifikace histonu ovliviuji slozeni a pfistupnost chromatinu — bromodoména GCN5
HAT navazana na H4 lysin — PDB: 1EG6I - (Fajkus, Paleéeﬁbttomley EMBO rep., 2004



w o

Acetylace uvolnuje konce histonu, zatimco metylace neutralizuje naboj (kompaktné;jsi)
— chromodoména HP1 navazana na H3 lysin — PDB: 1KNA - (Fajkus, PaleCek)

Bottomley, EMBO rep., 2004



vétSinou jsou vlastnosti proteinu/komplexd kontrolovany a
modifikovany prostrednictvim jejich modifikaci a interakci se
sousednimi proteiny a dalsimi komponentami bunek (DNA, RNA,
fosfolipidy, cukry a sekundarnimi posly)
Bunécny —
cyklus

Replikace

I"-.I polymerase
N

-

sliding
clamp

clamp
loader

Oprava DNA




pheromone extracellular

E\? _receptor space
c‘ﬂﬁg 'l-
.

nucleus

Digi’2 ¢ /
-/ _Digl/2
Stel2 7

PRE target genes

Uetz and Finley, FEBS Lett. 2005

Protein-proteinové interakce
moduluje velmi Casto GDP-GTP
konverze — konformacCni zména
(doc. Marek)

Mnoho proteinu obsahuje pouze
iInterakCni domeény a maji jediny
ukol: nukleace multiproteinovych
komplexu — scaffold (Ileseni)



pheromone extracellular
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Uetz and Finley, FEBS Lett. 2005

Preskladanim modulu Ize
vytvaret komplexni biologické
systemy

- nekteré viry vyuzivaji
bunécné moduly k invazi do
bunek

- v prubéhu evoluce
nékteré moduly fuzovaly

- nektere oncogeny jsou
vysledkem fuze modulu

Snaha pripravit inibitory
proteinovych interakci



Inhibice protein-proteinovych interakci/p53-MDM?2
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Shangary & Wang, Annu Rev Pharm Toxicol, 2009



Inhibice protein-proteinovych interakci/p53-MDM?2
T Nutlin-2

preruseni protein-proteinové interakce je ['li>\©\
relativné snadné u malych komplex{ AT i o’

(dimeru) — vétsi komplexy jsou N
stabilizovany vice interakcemi => inhibice? NHﬂ)

Shangary & Wang, Annu Rev Pharm Toxicol, 2009
Nutlin-3a



Otazky pfi studiu novych proteinu

« Konzervace sekvence? Strukturni data?

* S jakymi partnery interaguje pfimo? Jsou koexprimovany
a kolokalizovany? Skrze jaké domeny interaguiji?

« Je soucasti komplexu? Architektura/funkce komplexu?

« Qvlivnuji néjake interakce aktivitu daného proteinu?

« Kde v bunice/organismu se protein nachazi?

PDB structures/ Structural Template Interaction Structural-based
homology models neighbours complexes models score
from PDB

Y @7 G @(' N
Sequence Structural Stmctural Model
similarity similarity superpomtmn evaluation
1 Bayesian PrePRI
LN N classification score

B
Q Mon-structural evidence @ @ ¢ee .

Co-expression Functional Evolutionary
similarity similarity

http://bhapp.c2b2.columbia.edu/PrePPIl/cqgi-bin/search.cgi?query=nse3&protein=Q0554 1
Zhang et al, Nature, 2012



http://bhapp.c2b2.columbia.edu/PrePPI/cgi-bin/search.cgi?query=nse3&protein=Q05541
http://bhapp.c2b2.columbia.edu/PrePPI/cgi-bin/search.cgi?query=nse3&protein=Q05541
http://bhapp.c2b2.columbia.edu/PrePPI/cgi-bin/search.cgi?query=nse3&protein=Q05541

Zavery
na vétSiné bunécnych procesu se podili komplexy
(stabilni Ci dynamicke)
Stabilita komplexu je zpravidla vétsi nez pouhy soucet
jednotlivych protein-proteinovych funkce celého

komplexu je zavisla na kazdé podjednotce (komplex se
nesestavi nebo rozpadne bez vSech podjednotek)

nékteré podjednotky mohou plnit funkci adaptéru di
leSeni

proteiny jsou spojeny prostrednictvim interakci mezi
doménami

protein-proteinové interakce muzeme znazornovat jako
interakCni/funkcni sité (databaze mohou napovedeét ...)



