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- anglicky nebo Cesky? biochemici nebo mol. biol.?

- 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®, NCBR
a dalsich skupin z MU

- doporuceni prednasek: Struktura a funkce eukaryotickych
chromozomu (C9041), Proteomické metody (CG080)



Program prednasek 2014

27.2.2014 | 11-12.50hod | A2-2.11 doc. Marek uvod do strukturni biologie
6.3.2014 | 11-12.50hod | A2-2.11 doc. Palecek protein-proteinové interakce, komplexy
13.3.2014 | 11-12.50hod | A2-2.11 Dr. Kolesar ubiquitinace, ligasy (cullin, APC), proteasom
20.3.2014 | 11-12.50hod | A2-2.11 doc. Marek signalni drahy, GPCR
27.3.2014 | 11-12.50hod | A2-2.11 doc. Pale¢ek | DNA-proteinové interakce, vazebné motivy
3.4.2014 | 11-12.50hod | A2-2.11 doc. Palecek DNA-proteinové interakce, transkripni komplexy
10.4.2014 | 11-12.50hod | A2-2.11 Dr. Blazek cyclin/CDK komplexy v buné&ném cyklu a transkripci
17.4.2014 | 11-12.50hod | A2-2.11 Dr. Kolesar Oprava DNA, homologni rekombinace
24.4.2014 | 11-12.50hod | A2-2.11 doc. Paletek | chromatinové komplexy
1.5.2014 svatek
8.5.2014 svatek
15.5.2013 | 11-12.50hod | A2-2.11 doc. Paletek | Evoluce komplexu
22.52013 | 11-12.50hod | A2-2.11 doc. Paletek | ZkouSka - test




Informacni zdroje

Liljas a spol: Structural biology (2009) ...

... hejnovéjsi élanky z ¢asopisu Cell, Nature, Science, PL0OS ...

A MOLICUWEAR CLONING MANUAL

Protein—Protein
Interactions ........

RO LI

STRUCTURAL E

[ EXT

e LOGY

Anders Liljie, Lirs Liljas,
Ture Pisksar, Giran Lingdklom,
oy T o P'oul Missen i Boormes K|eldgaard

Lr.ii a A Golbemis and Peter DL Adams ﬁqg}

Introduction
to Protein-DNA
Interactions

Gary D. Stormo

Databaze proteinovych struktur: hitp://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



http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/
http://string-db.org/newstring_cgi
http://string-db.org/newstring_cgi
http://string-db.org/newstring_cgi
http://www.ebi.ac.uk/intact/?conversationContext=1
http://www.amazon.com/gp/reader/9812772073/ref=sib_dp_pt

Zkouska: - prednaska x test?

« Uvod - Analyza proteinu
— Domeény
« fold-struktura (ss, PDB)

« v PyMolu pfipravit 3D strukturu
* Interakce (IntAct)

— Komplexy
 Funkce
 Lokalizace

— evoluce
« Konkretni nova data — Clanek (< 5 let)

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



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

Osnova

» Uvod do komplexu
— pfiklady komplexu
— sestavovani a soudrznost komplexu
— funkce komplexu a fenotyp
— protein-proteinove interakce
— vliv post-translacnich modifikaci na PPI

— komplexy jako adaptery a leseni
— inhibice PPI ...



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

proteinu ...)
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~800 komplexu v S.c.
Bertero et al, Cell, 2010




« vétSiny kliCovych procesu jako replikace DNA, transkripce,
translace se ucastni multiproteinové molekularni stroje
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« vétSiny kliCovych procesu jako replikace DNA, transkripce,
translace se ucastni multiproteinové molekularni stroje
(slozené z vice komplexu Ci podkomplexu)

195

205

PROTEASOM |

TRANSKRIPCE

Rpb4/7

Polyubiquitylated
protein substrate



http://www.rcsb.org/pdb/education_discussion/molecule_of_the_month/images/1fnt.gif

Stabilni 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 _ lidskeho komplexu ma za
Delece kterékoli podjednotky je nasledek pokles hladiny
pro kvasinkovou bunku letalni ostatnich proteind
- Mutace maji relativné podobny —
fenotyp, ale ... i :A"
0 2 W
B w 9 W
c eiEiEli:
SMCS = w—=[ | — —
NSEda—| wew [ |- —_——
> NSEl—| = cm e - = = amm
MAGE-G1— we ] ——
NSE1—| == I:l —— —
Vimentin—

Sergeant et al., MCB, 2005 1 2 3 4 5 6 17
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Fanconi anemia ,komplementacni skupiny” — geny/proteiny
jejichz mutace zpusobuji FA syndrom — ukazalo se, ze vétSina
z nich tvori jadro FANC komplexu

Fig. 1 The Fanconi anemia :

repair pathway. The FA core Fancﬁm Core
complex consisting of FANCA, Cnrhg' lex
B,C.D,E F,G,Land ID Complex

M + accessory components
FAAP20, FAAP24 and

FAAP100 recognize ICL lesions \ YEA
through FANCM. Recognition fé"* “\\ (FANCQ FANCBA |
of the ICL triggers the core " FANCL

complex to monoubiquitinate m N F 00

the ID complex @ " / ok

(FANCI + FANCD?2). Once the
ID complex becomes @

monoubiquitinated FAN1 binds x J—-)

to the ID complex which
localizes with the downstream
effector proteins FANCN,
FANCIJ, RADSIC, FANCDI SLx4

and SLX4. USP1/UAFI
deubiquitinate the 1D complex Interstrand Crosslink
upon completion of ICL repair @@@

Downstream
Effector

Jones, CMLS, 2012 Complex




Stabilita komplexu je zpravidla vétsi nez pouhy

soucet jednotlivych protein-proteinovych

interakci mezi podjednotkami (vétsSi povrch,

efekt priblizeni a zorientovani partnera ...)

Pull-down
U B U B i U B | u -
Naal -y D — — ——
o) — - e W
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

preruseni protein-proteinove
iInterakce je relativne snadné u
slabych dimeru — vétSi komplexy
Jjsou vetsinou stabilizovany vice wi

LI "G 4B}

mut

narusit

kvasinkovy
2 a 3-hybridni systém

Nse3+4
Nse3+4+1
Nse3+4
Nse3+4+1




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 (filamenta; protein-proteinové interakce
casto pres hydrofobni povrchy a je treba 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)

 jontove, vodikové, hydrofobni sily (kovalentni vazby -
disulfidické mustky pfedevSim u extracelularnich proteinu)

« vodikové mustky pfedevsim u B-listu




Komplexy se utvareji (prevazne) prostrednictvim
hydrofobnich protein-proteinovych interakci

- hydrofobni zbytky jsou tlaceny dovnitr proteinu (nikoli do
solventu) nebo interakce (nej¢astéjSi zpusob vazby)
— soucet hydrofobnich sil je znacCny (pfevazuje u vetsiny
interakci)

— hydrofobni povrchy se podili na vytvareni coiled-coil
viaken

Coiled-coil doména je
Castym dimerizac¢nim
modulem proteinu

Max GAL4




string

surface

surface 1

surface 2

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

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

- 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)



Dva pfiklady ,vyfeSenych“ komplexu

string

surface

surface 1

surface 2

(C) SURFACE-SURFACE B4 (A) SURFACE-STRING
Domain-Domain | b LO Domain-Linear Motif
Interaction: o KO © Interaction:

NJ‘O 1

!
| FI-'

C2

—— strong interaction
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: ETB(POZ), Ras-GAP, CARD - Examples: Sh3/PxxP, EVH1/FPPPP

- Interakéni plocha/oblast 1150-10000A2 (vs pro ligandy 100-600A2)

8002 N8 S934 ‘|e 18 Jepeg



Domain-Linear Motif
Interaction:

Domain-Domain
Interaction:

L |

Ry

00 18

—— strong interaction
weak interaction

3
4

interaktom - Motif length from 3 - 10 AA
- Affinities: K ~ pM
- Rather transient interactions
- Examples: Sh3/PxxP, EVH1/FPPPP

- Domain length from 25 - 500 AA

- Affinities: K, nM to pM

- Rather stable interactions

- Examples: BETB(PO.Z), Ras-GAP, CARD

- Z analyzy protein-prgteinovych interakci lze usuzovat na
potencialni stabilni komplexy vs prechodné interakce
- variabilita interakénich povrchu je velka => variabilita

PPl (nelze je jednoduse definovat)
S jakymi partnery a jak silné interaguji vase proteiny?
Jaké domeny obsahuji?

800Z Me1 S934 ‘le 18 Jspegd



Post-translacni modifikace znacné meéni povrch (tvar, naboj) —

vytvari specificky novy povrch — mohou interagovat specifické

vazebné domeny - napt. SH2 domény vazi fosfopeptidy — dvé vazebna mista
(fosfoTyr a peptid — peptid urCuje vazebnou specificitu)

Modifikace AMK zbytek interakCni doména
Fosforylace tyrosin SH2, PTB
serin/threonin 14-3-3, WD40, WW, BRCT
acetylace lysin bromodoména
metylace lysin chromodoména
hydroxylace prolin VHL B
ubiquitinace lysin UIM, UBA, CUE
SUMOylace lysin SIM

4 50O -0 T <0-B S

bind phospho-Ser/Thr

bind phospho-Tyr



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



Modifikace histonu ovlivauji sloZeni a pfistupnost chromatinu — bromodoména

GCNS (HAT) navazana na acetylovany H4 lysin — PDB: 1EGI
Bottomley, EMBO Rep., 2004



SH2 (a jiné) domény jsou Casto jako moduly soudasti proteinu
rozmanitych funkci — provazuji proteiny mezi sebou
(pfechodné, kondicionalné — regulace bunéénych procesu)

Small GTPase
Signaling

Kinases

Phosphatases

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

Chimerin

Lek, Lyn, Blk, Frk,
Brk, DJ697K14.1

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

Txk
Jak1,2,3,Tyk2

Shp1, Shp2

Ship
Ship2

Fps, Fer
Src,| Csk, Ctk/Hyl,
gr, Fyn, Yes, Hck,

Legend:

ﬂi Src Homology 2 . Src Homology 3
® Phosphotyrosine bmdmg domain

;E : % ~e2] -EStenteAipha motit & c2 W c1

" | Ras Association [hesox RasGAP
@ RasGEF {m} Ring domain
@ Pleckstrin Homology &% BTK

ﬁ] Fes/Cip 4 homology domain
i i FERM ] 4 helix bundle

7 Tyrosine Kinase %1 S1
TWepwme | Phosphatase [8& CSZ
mmnase el vPsa
[ RhoGAP  [#ii#] RhoGEF

Golemis a Adams



SH2 (a jiné) domény jsou Casto jako moduly soudasti proteinu
rozmanitych funkci — provazuiji inter- a intramolekularné

@.—‘— Src, Csk, Abl

Src autoinhibited

=
ﬂ
activation

Abl autoinhibited

substrate

T Tyr === substrate
M Fps/Fes Fps/Fes regulation . IET ‘.‘.rrT substral
Gag 4
(v-Fps) |%- ‘

- kinasa se vaze na Castecné fosforylovany substrat a dale ho fosforyluje
(MAPKKK signalni drahy)

2102 'SH1d ‘uosmed e uir



vétSinou jsou vlastnosti proteinu/komplexd kontrolovany a
modifikovany prostrednictvim jejich interakci a modifikaci 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

Soge f
N’) = r.-’""‘*—_-_w.,- i
G prutem'a Ste7 < ‘i ;']_Steﬁ
Fus3 “Jff
cytoplasm ﬂr

hucleus

Digii2 @
. /_Digl1/2
Stel2 ,};;i..;

FPRE target genes

Uetz and Finley, FEBS Lett. 2005

Protein-proteinové interakce
moduluji velmi Casto GDP-GTP
konverze — konformacCni zména
(doc. Marek) — ,prenasi” signal

Mnoho proteinu obsahuje pouze
iInterakCni domeény a maji jediny
ukol: nukleace multiproteinovych
komplexu — scaffold (leSeni,
STEDS)
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Uetz and Finley, FEBS Lett. 2005

Preskladanim modulu Ize
vytvaret komplexni biologicke
systemy

- zamena nekteré kinasy
presmeruje signal do jiného cile

- v prubéhu evoluce
nékteré moduly fuzovaly

- nekteré viry vyuzivaji
bunécné moduly k invazi do
bunék (presmerovani ve
prospéch viru)

- nekteré onkogeny jsou
vysledkem fuze modulu



- nekteré viry vyuzivaji

lobacco Pathogens Qe v v r . .
Smoking [viruses, bacteria) bunecne mOdUIy k InvaZI do
eorr (@) i6rricn bunék (presmerovani ve
'1" |f'|f [r' o balki |fl |f f”" Irlr il f”" Ir[ r1|||i|f|f Y
J,,Jprospechwru)
5 A .
o0 Fsuiol  Concer cinapD - nekteré onkogeny jsou
signaling metabolism EADD
1l | (AT 1433 ) (E Compses vysledkem fize modulu
Slgnélr yr— oKL IKKE NEMO ? | signaling
draha 4 BAE r'n.ﬂlncr(_cmwL ' n.lusn,r‘z
: K seso N GMACI XA CINK D (p38 | 1
(aktivace) Wy Nt (B VAP <
CPPIpfedaji /| [(a i an L T e
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TRENDS in Phamacological Sciences

Figure 2. Representative PPls in oncogenic signaling networks that drive the acquisition and development of hallmarks of cancer. Grey broken arrows connect PPls to
corresponding cancer hallmarks. Some PPls contribute to multiple features of cancer. It should be noted that some PPls may impact global processes of cell growth and
their precise connections to cancer remain to be established.

Ivanov et al, TiPS, 2013



Inhibice PPI

Problémy inhibice (vyvoje léku) ...
- interakéni plocha 1150-10000A? (vétSi nez kapsy enzymdi pro
malé ligandy)

- ploché bez hlubokych kapes (jako pro ligandy)

- hydrofobni charakter PPI (nerozpustnost leéku)

- nelze vychazet z prirozenych ligandu (jako u enzymu)

... ale
- interakce ,peptid ve zlabku” jsou relativné malé
- Ize inhibovat interakci i relativné malou molekulou (hot-spot)

- vhodné je cileni na interakce regulované post-translacni

modifikaci (viz fosfopeptidy) . ticlibrarn v N RS20 Variatons
- m|m|kOVén|’ peptldfj E?E‘Eirr;ia}gans HNchz o= N,H

stabilizing % ’D“Rz
0 H-bond

] "
\ - /
< \\;\—N H ‘/I : " .HE“.K 20 Variations
R3 Mimetic Library
o] NH

ta

lvanov et al, TiPS, 2013 T N ¥
Whitby a Boger, ACR, 2012 AN
y g 20 Variations —/ Mo~ ) ‘\

20 Variations



Inhibice PPI: p53-MDM?2

Ubiquitin
% i Proteasome degradation
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Inhibice PPI: p53-MDM?2

(A) SURFACE-STRING

jeden z prvnich

- Inhibice interakce MDM2 stabilizuje p53 — N0
podpora nadorové suprese NHﬂ)

Nutlin-3a
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vetsi komplexy jsou stabilizovany vice nova peptidomimetika

interakcemi, ale muze se rozpadnout i cely



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

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

nékteré podjednotky mohou plnit funkci adaptéru di
leSeni (scafold)

proteiny jsou spojeny prostrednictvim interakci mezi
doménami

protein-proteinove interakce muzeme znazorrnovat jako
interak¢ni/funkcéni site (databaze mohou napovédét ...)



