» Uvod - Analyza proteinu
— Domeény
« fold-struktura (ss, 3D — homolog v PDB? — I-TASSER)
* Interakce (IntAct, BioGRID)

— Komplexy
 Funkce
* Lokalizace

— evoluce
 Konkrétni nova data — ¢lanek
* V PyMolu pripravit 3D movie

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



Bible .

Protostomes

Echinoderms

Eukaryotes

© 2008 Leonard Eisenberg
/

All rights reserved

Archaea =

Reptiles

Birds
% 2
= = _—
N
Bacteria K )
Eey
3%
Earth Birth 5
3
4000
Today 65 200 250 370 440 542 700 1000 2000 3000 Millions of Years Ago 3000 2000 1000 700 542 440 370 250 200
All the maj d many of the minor living branches of life are shown on this diagram, but only a few of those that have g hown. Example: Din

ur
Ne hals - extinct
65 Today
aurs - extinct *’ © 2008 Ley

‘llI-

be S. GHS
for Sacred
iul=5


http://www.oceanographerschoice.com/log/wp-content/Evo_large.gif

- srovhani genomu/proteomu
ukazuje (podobné jako morfologie)
na zménu (,evoluci®) proteinu v Case
- divergence druhu koreluje do
urcité miry s konzervaci/divergenci
DNA/proteinovych sekvenci

- DNA je replikovana s relativné
vysokou presnosti (1 zména na 10°
nukleotidli — cca4000 mwr12 pismen
na A4 stranu — 8000 mr12 Na list —
500listu/balik — cca 250 baliku)
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amino acid changes per 100 amino acids

millions of years since divergence
of species

- frekvence mutaci DNA je +/- stejna, ale ruzné proteiny jsou
ruzné zménéneé — (napfr. 6 ze 7 zmén v cytochromu C jej
poskodi; kvasinkovy a lidsky ubikvitin se lisi tremi AMK)

- takto konzervované proteiny jsou lehce identifikovatelné v
ruznych organismech a maji ,homologni“ (ortologni) funkci



- velmi pfibuzné sekvence DNA/proteinu mezi Clovékem a

LI A0 4V 4

mohlo k mutacim dochazet — jsou zachovany i nukleotidy ve 3.
pozici synonymnich kodonu (kodony specifikujici stejnou
AMK)

ey
wu

last common ancestor

-
o

v

millions of years before present

0.5

percent nucleotide substitution

. . 0.
human chimpanzee gorilla orangutan

- presny fylogeneticky vztah (strom) mezi Clovekem a primaty
bylo mozné urcit az dle sekvenaci (ne podle morfologickych
znaku apod.)



- velmi pfibuzné sekvence DNA/proteint mezi ¢lovékem a

LI A4V 4

mohlo k mutacim dochazet (jsou zachovany i nukleotidy ve 3.
pozici synonymnich kodonu - odhad 1/400AMK protein za 200,000 let)

gorilla caa

Q
human GTGCCCATCCAAAAAGTCCAAGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCAGG

LEEErrrerrrerr et e e e e e e e e e e e ey
chimp GTGCCCATCCAAAAAGTCCAGGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCAGG
protein V P I Q K V @ D D T K T L I K T I V T R

K
human ATCAATGACATTTCACACACGCAGTCAGTCTCCTCCAAACAGAAAGTCACCGGTTTGGAC

chimp ATCAATGACATTTCACACACGCAGTCAGTCTCCTCCAAACAGAAGGTCACCGGTTTGGAC
protein I N D I S H T 0 8 V 8 8 K Q@ K V T 6 L D

gorilla AAG

- velkou druhovou rozdilnost nezpusobuje mnoho mutaci
(nemohlo jich tolik vzniknout)

Figure 4-76 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



- pro vzdaleneéjsi organismy (Clovek a mys) je sekvence
odlisnejSi (DNA je odlisnejsi nez proteiny — pro 1AMK vice
kodonu; intron je odlisSnéjSi nez exon — intr. nekdduje protein)

mouse exon <« intron

GTGCCTATCCAGAAAGTCCAGGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACCATTGTCACCAGGATCAATGACATTTCACACACEETA-GGAGTCTCATGGGGGGACAAAGATGTAGGACTAGA
GTGCCCATCCAAAAAGTCCAAGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCAGGATCAATGACATTTCACACACGETAAGGAGAGT -ATGCGGGGACAAA - - -GTAGAACTGCA

human

mouse
ACCAGAGTCTGAGAAACATGTCATGCACCTCCTAGAAGCTGAGAGTTTAT - AAGCCTCGAGTGTACAT - TATTTCTGGTCATGGCTCTTGTCACTGCTGCCTGCTCGAAATACAGGGCTGA
GCCAG--CCC-AGCACTGGCTCCTAGTGGCACTGGACCCAGATAGTCCAAGAAACATTTATTGAACGCCTCCTGAATGCCAGGCACCTACTGCGAAGCTGA - -GAAGGATTTGARAGCACA

human Figure 4-78 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

o D s

nejzakladnejsich po specializované) tim vice je konzervovana
sekvence proteinu respektive jeho domeén (velka podobnost |
mezi odliSnymi organismy)

- konzervace je dusledkem ,purifikaCni selekce” (eliminace
jedincu s mutacemi v esencialnich/dulezitych funkcich —

vétSinou proteinech)



- nejpomaleji se meni proteiny, ktere
Jjsou zapojeny do nejvice interakci s
dalSimi proteiny (limitovana, jak
struktura, tak povrch)

- neni prilis prostoru pro zmeny -
napr. ubikvitin, DNA polymerasy,
histony, ribosomalni proteiny, ...
(,drzi® zakladni systém)

d changes per 100 amino acids

- konzervované proteiny jsou stabilni,
optimalni pro svoji funkci (enzymatickou
aktivitu, pro interakce s partnery ... '

.y , 200 400 600 800 1000
kO-GVO'VUj I Cele kom plexy) millions of years since divergence

of species

- selekcni tlak na stabilitu a funkci - nutnost zachovani funkce
neposkytuje prilis prostoru pro evoluci/rozvoj novych vlastnosti
(ale neznamena ani selekci na ,nejstabilngjsi“ Ci ,nejaktivhéjsi® =
urcita volnost)

histone H4 (500)

amino aci
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Guerineau et al, PLoS One, 2012 NSE4 subfamilies

Nse3/MAGE-binding domain
Nsed

- selekéni tlak na strukturu, — .
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- selekcni tlak na stabilitu a funkci - nutnost zachovani funkce
neposkytuje prilis prostoru pro evoluci/rozvoj novych vlastnosti
- pro rozvoj novych vlastnosti, novych druhu - spiSe nez
druhové specifické mutace proteinl Ize vidét expanzi raznych
genovych/proteinovych rodin v riznych zivo€iSnych druzich

= A A

=7 more than 200

\ | _|| ‘A‘ Il | =3-| 4 worm genes

=2 =2 =3 2 =2 =7

\J \J
8 more genes 30 more genes

Fig. 7-114

Figure 4-85 Molecular Biology of the Cell (2008)



- duplikace a divergence jsou hlavnimi tahouny evolucnich
procesu (vSechny geny/proteiny jsou ,potomky“ nékolika
ancestralnich genu/proteinu (foldu), které existovaly v
nejCasnéjSich Zivych formach (nyni cca 1000 foldu na >100000
struktur v PDB, odhad cca 2000 foldu)

d Gene duplication

®
¢ © « @

(pseudo-Cy) i Epseudo—CB}O

. . hetero
@ [

h O m O Smc2 Smc4 Sme1 Smc3

Cg ——

- po duplikaci jsou oba proteiny stejnée
a vytvari stejny homomerni komplex —
pozdéji jeden protein diverguje a vznika
heteromer

Marsh et al, ARB, 2015 B mun Condensin Cohesin
prokaryota eukaryota



- duplikace — na pocCatku stejné sekvence = stejné funkce
- vy$Si hladina proteinu/u muze byt toxicka (aneuploidie -
kvasinky s 1 chromosomem navic, nadoroveé bunky)

_ ) -B 15 pa/mi JDL’J rﬁM
30°C 37°C CFT 01% MMS 100 J/m” UV
WTL L B WT
Dis | B rad5 1A
Dis 1| S Dis |
Dis IV B Dis ||
Dis v B Dis IV g
Dis VI DisV LAK B
WILEER WIELL)
Dis IX LN a5 14
Dis X B Dis VI
Dis XI N Dis IX
Dis Xl EREE Dis X
Dis XIIl B Dis X

Dis XIV EUR Dis Xl

- nadbytek proteinu (napf. transkripcnich faktort) nebo
nerovnovaha podjednotek komplexu znamena disregulaci
nékterych procesu

Shelzer et al, Science (2011)



Celogenomova duplikace u kvasinek

cca 30% genomu S.c. vzniklo duplikacemi => dosSlo k
celogenomoveé duplikaci (WGD) => a poté doslo k
preskupovani a redukci segmentu (i chromosomu) — polyploidie
u kytek ...

S. cerevisiae (16)

WGD (16)
(16) S. bayanus (16)
(16) -3 C. glabrata (13)
—1(16) = N. castellii (10)
-2 V. polyspora (14)
Copy 1
< HH 4 H-EEHEH A+ H10-01]
Ancestralni
chromosom |
{DHEHS-IO-THIZHISHIA-T5 HI 19T




- duplikace — reverzni transkripci a integraci DNA (pouze
individualni geny nebo pouze domeény = exony)

- na pocatku stejné sekvence = stejné funkce (pod jinymi
promotory — jiny lokus tzn. jiné ,,okoli" zaintegrovane ,mRNA"
tzn. jina regulace exprese — ,nove" bunky)

g

Millicns of years ago

-

800

Primates

Higher
imarmmals

" Mammals

" Bory figh

Lamprays

Chromoscme 22

Cheomosome 16

L

Chromeosomea 11

Yo Ta "‘,5 & B

[ [ I

dospély

Ancesiral globin

Priklad: Evoluce globinu

- nasleduji mutace — inaktivujici tj. pseudogeny (ustavi
hladinu proteinu zpét na puvodni) nebo nefunkcni (zatézuji
expresni-chaperonovy aparat — snaha odstranit)



Evoluce rodiny globinu (duplikace)
- cervy, hmyz a primitivni ryby maji jeden globin (150AMK)

chromosome chromosome "
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700

- vySSi obratlovci maji a- a B-globin (tvofi a,pB, komplex —
ucinnegjSi prenos kysliku) — vyvinul se u vyssich ryb (500Mya)

in a cooperative manner



Evoluce rodiny globinu (duplikace)

- U savcu se dale duplikoval B-globin (paralog) - exprimovan
specificky v embryu — ma vyssi afinitu ke kysliku a napomaha
prenosu kysliku z krve matky do krve plodu

- dale se duplikoval a specializoval se na Casna vyvojova
stadia a2¢2 a pozdéjSi a2y2 - k dalSi duplikaci doSlo u primatu

Chromosome 22 Cheomosome 16 Chremosame 11
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Drosophila globin
shark myoglobin

ancestral I

human myoglobin

globin =

chick myoglobin

shark Hb B

r chick Hb B

I_: chick Hb ¢
chick Hb p

— human Hb g

b human Hb 8
humanHb e

r human Hb Ay

& human Hb Sy
shark Hb o

human Hb 0-1

chick Hb a-A
r human Hb a1

L human Hb a2
chick Hb a-D

1

chick Hb 1

Figure 1-26 Molecular Biology of the Cell, Fifth Edition (© Garland Science 2008)

human Hb {



- nasleduji mutace — modifikujicici puvodni protein na novou
variantu (podobna funkce)

Priklad: histony - histon fold + odlisné sekvence (odlisSné PTM) odlisné
funkce (stale v ramci nukleosomu/chromatinu)

histone fold SPECIAL FUNCTION

I 1
H3 O ———————————————————————
H3.3 _Jr-_:r*l transcriptional activation
CENP-A ‘ : centromere function and

loop insert kinetochore assembly
H2A e
H2AX _-I_I DNA repair and

: ; recombination

H2AZ ' - gene expression,

L e————————————

chromosome segregation

macroH2A transcriptional repression,
" | X-chromosome inactivation

histone fold

Figure 4-41 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



- duplikace celého genu nebo pouze domény — vétsina
domeén v proteinech obratlovcu pochazi/existuje v
bezobratlych — 7% lidskych proteinu/domén je specifickych
pro obratlovce)

- opakovani domén (imunoglobuliny, kolageny apod.) nebo
spojovani ruznych domeén

- fUze domeén naznacuje funkcni pribuznost nebo dokonce
pritomnost v komplexu (v organismu s nefuzovanymi
domeénami - ChimeraDB)

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

Small GTPase
Signaling

Fps, Fer

Src, Csk, Ctk/Hyl,
Fgr, Fyn, Yes, Hck,
Lck, Lyn, BIk, Frk,
Brk, DJ697K14.1

Zap70, Syk

Kinases

| c-Abl, Arg/Abl2




- duplikace domeény (vetsinou koreluje s exonem)

- hranice domeény jsou vetsinou kodovany introny — bez
intronu by bylo obtiznéjSi pfesné vybrat pouze ,doménovou”
cast sekvence

- duplikaci a ,,shuffling“ domén — poskladaji se nové
geny/proteiny — vytvari nova funkcni/fyzicka provazani
(interakce => ,networks")

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

Small GTPase
Signaling

Fps, Fer

Src, Csk, Ctk/Hyl,
Fgr, Fyn, Yes, Hck,
Lck, Lyn, Bik, Frk,
Brk, DJ697K14.1

Zap70, Syk
c-Abl, Arg/Abi2
Btk, Tec, Itk, Bmx

Txk
Jak1,2,3, Tyk2

Kinases




- duplikaci a ,,shuffling“ domén — poskladaji se novée
geny/proteiny
- nova domeéna (protein) neni pod tlakem ,funkCnim®, ale

zUstava pod tlakem ,strukturnim® (,misfold” = degradace)
(A) (B) '

hellx2 HTH — WHD
vazba DNA
f{ A vs PPI
hehx3
{ heI|x1 pl"‘lbyla Smyéka

coou \J‘/_ | )
(C) Hydrofobni — struktura, _
yeast T TET Ay

HNGHRFTKENVRILESWFAKNIENPYLDTKGLENLMKNTSLS COOH
RTAFSSEOLARLKREFNEN---RYLTERRRQQLSSELGLNEAQI "
Drosophila Figure 3-13 MolecularB/ologyofthe Cell (© Garland SC|ence 2008)

- zustava hydrofobni profil (hydrofobni AMK jsou uvniti a drzi
strukturu domény) — méni se povrch (muzete hledat ,paralogy” i
podle 3D struktury, sekvence <25% ident. — funkce ? odlisna)



- ,staré” proteiny jsou konzervovany ,strukturne® a ,funkcnée” —
funkéne znamena vétsinou ,konzervaci® interakci (vétsinou
PPI)

- nova domeéna (protein) je pod tlakem ,strukturnim” (,misfold”
= degradace) — je ale i pod tlakem ,povrchovym® tj. tendenci
povrchu interagovat (zvlasté hydrofobni povrchy — hydrofobni
povrch je rozeznavan chaperony a bez interakCniho partnera
degradovan)

- z toho plyne tendence duplikovanych proteinu vytvaret
podobné komplexy MiBtorodmsr  Sik2  Smod  Smol  Smes  Sms  Smod
(podobné interakce)




Evoluce SMC komplexu

- bakterie maji po jednom komplexu slozeném z homodimeru
SMC/MukB a 2 Nse

Condensation looping/cohesion DNA-repair

SMC6 SMC5

MukB homodimer Smc2 Smcd Smc1 Smc3

B hMukR (nndensin (nhesin Smr&/f

- eukaryota maji 3 SMC komplexy — SMC heterodimery + kleisin
(dalsi podjednotky neprilis konzervovane) - (priklad vyuziti
konzervovaného motivu a alterace Casti systemu/komplexu)



Evoluce SMC komplexu

- konzervovany motiv (krouzek)
- SMC heterodimery + kleisin

Condensation looping/cohesion

MukB homodimer Smc2 Smed Smec1 Smc3

B MukR (C.nnrensin (nhesin

- alterace — kohese x kondensace

Vi

intra-chromatid
(cohesin & condensin)

\f

sister chromatics

(Nse podjednotky, faktory ovlivnhujici loading = misto, ¢as ...)

inter-chromatid

inter-chromatid



Mame Saccharomyces cerevisiae Schizosaccharomyces pombe Drosophila Vertebrates

smct |Smc Psmi
smec3 |Sme3 Psm3
scct1 Mcdi/Pds3 Rad21
Sccd | Sccd Psc3
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R !
&
QE-}Q.? ; A <
&% %
& < 2
Ve,
{?
A %
4 ‘?”Eﬁg -
B
g
i o rerig
.o C. elegans
kvasmky |
B MukR C.nnrensin G ntestinalls

- eukaryota maji 3 SMC kom -o L
- kohesin = mitoticky a meiot =«

A
Scc1xRec8, navic obratlovei ¢ | " &
- kondensin (komplex [ a ll, | ey

Thadani et al, Cur Biol, 2012
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Mame Saccharomyces cerevisiae Schizosaccharomyces pombe Drosophila Vertebrates

Smct |Smc Psm Dmsmc Smc
sSmc3 [Smca Psm3 Dmsmc.3 Smc3
scc1 |Mcdi1/Pds3 Rad21 Dmkad21 | RadZi
Sccd | Sccd Psc3 DmSA SAT and SAZ
MukB homodimer i
sme2 SMC4  SMCZ SMC4 MIX-1 DPY-27

B mukn condensin 11 (Mmflon)

- eukaryota maji 3 SMC komplexy +

- kohesin = mitoticky a meioticky (liSi se kleisinem = kvasinky
Scc1xRec8, navic obratlovci Scc3 2x = SA1 a SA2)

- kondensin (I = H+D2+G; || = H2+D3+G2)

- SMC5/6 komplex (lidsky = NSE4a x NSE4b-testis/meiosa specific


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/ad/3condensins2%28en%29.png

RNA pol Il a podobnosti s pol | alll

TABLE 1 Components of the human general transcription machinery

Factor Protein composition Function

(8
TFIA  p35(a), p19(3), and p12 ()  Antirepressor; stabilizes TBP-TATA complex; coactivator o O R
TFIIB p33 Start site selection; stabilize TBP-TATA complex; pol II/TFI A _
TFIID | TBP + TAFs (TAF1-TAF14) Core promoter-binding factor

Coactivator
Protein kinase
U!:)iquitin—activatingfconjugating activity TFIF rwtors
Histone acetyltransferase D@
TFIIE p56 (o) and p34 (3) Recruits TFIIH

Facilitates formation of an initiation-compentent pol Il
Involved in promoter clearance

TBP-vsechny 3 pol

TFIIF | RAP30 and RAP74 Binds pol Il and facilitates pol Il recruitment to the prom _

Recruits TFIIE and TFIIH

Functions with TFIIB and pol Il in start site selection
Facilitates pol Il promoter escape

Enhances the efficiency of pol Il elongation

TFIIH P89/XPB, p80/XPD, p62, p52, ATPase activity for transcription initiation and promoter },

p44, p40/CDK7, p38/Cyclin H, Helicase activity for promoter opening

p34, p32/MAT1, and p8/TFB5  Transcription-coupled nucleotide excision repair
Kinase activity for phosphorylating pol Il CTD
E3 ubiquitin ligase activity

RNA

pol ll| RPB1-RPB12 Transcription initiation, elongation, termination l

Recruitment of mRNA capping enzymes
Transcription-coupled recruitment of splicing and 3’ end

Thomas et al., CRiBMB, 2006 CTD phosphorylation, glycosylation, and ubiquitination URRARE SR



RNA polymerasy

Pol |

Pol I

Pol Il

TBP
TFIIB

12 + A49/34.5
12 podjednotek (Tabulka)

12 + C37/53 + C82/34/31

Table 1. Yeast RNA Polymerase Subunits and Initiation Factor Homologies

Pal 1l Paol | Pal 11l Function

Polymerase Core

Rpb1 A180 C160 Active center

Rpb2 A135 C128 Active center

Rpb3 ACA40 AC4D

Rpb11 AC1D AC1D

Rpb8 A12.2 N ribbon C11 M ribbon RMNA cleavage

TFIIS C-ribbon® A12.2 Cribbon C11 C ribbon RMNA cleavage

Rpb5 Rpb5 RpbSs

Rpb& Rpb& Rpb&

Rpb& Rpb& Rpb&

Rpb10 Rpb10 Rpb10

Rpbi2 Rpbi2 Rpbi2

Polymerase Stalk

Rpb4 Al4 ci7 Initiation complex formation
Rpb¥ Ad3 C25 Initiation complex formation

Vannini & Cramer, Mol Cell, 2012

Fol |

upsiream
DA

cleft
Rrn7 (B-core)
downstream
DA 90°
TBP _C_
Rm7T (B-ribbon)
clamo
A14/43
(stalk)
Pol Il upstream
TFIFw/p kL
claft
TFIIB (B-core)
downstream
DNA a0°
TBP _G
clamp ¥ TFIIB (B-ribbon)
(stalk)
Pol Il upstrearn
Carfs3 O
cleft (
=
Bri1 (B-core)
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- TFIIB (C-konec) vaze TBP a 6-7bp up- a downstream od
ohybu DNA pres cukrfosfatovou kostru (kolem TATA boxu)
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Poll upstream
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TBP + ribbon a linker
mohou byt zamenéeny pro
kteroukoli polymerasu —
zatimco reader je
specificky pro urcitou
polymerasu

DNA

Template DNA
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Vannini & Cramer, Mol Cell, 2012



- TFIIF se vaze na pol |, stabilizuje DNA v prohlubni/cleft RNA
pol Il a pomaha TFIIB s nastavenim startu

- dimerizace a WHD (vaze prfimo DNA: BRE

downstream)
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Vanini & Cramer, Mol Cell, 2012



- TFIIF se vaze na pol |, stabilizuje DNA v prohlubni/cleft RNA
pol Il a pomaha TFIIB s nastavenim startu
- dimerizace a WHD (vaze prfimo DNA: BRE
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Molekula mésice v prosinci 2005
Rastogi & Girvin, Nature, 1999

FO je protonovy motor (uloZen v
membrané) pohanény tokem vodikovych
iontd (z dychaciho fetézce) pres
membranu. Tento rotor je spojen s
drunym F1 chemickym motorem
pohanénym ATP (nebo vyrabé&jicim ATP).
Oba motory jsou spojeny statorem.

,ATP syntasa je jednim z divi molekularniho svéta®“. Je to dvojity molekularni motor
— ,nanostroj” — vyrabéjici vétsinu ATP (energie).


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

a H* or Na* F-type ATPase b H* or Na* V-type ATPase

Extracellular Extracellular
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F1
ADP +P, ATF ADP +P, ATP

Mulkidjanian et al, NRM, 2007
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hembrane channel translocase
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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



Souhrn

Prubéh evoluce je ovlivnén mnoha faktory

- Selekéni tlaky udrzujici funkCni a stabilni (dfive
vytvorené) komlexy

- Mutace modifikujici (pfedevsim duplikované)
proteiny/komplexy

- Neofunkcionalizace je hnaci silou vzniku novych
komplexu — funkci — bunék - organismu



