» Uvod - Analyza proteinu
— Domeny
« fold-struktura (ss, 3D — homolog v PDB?)

« Interakce (IntAct, BioGRID)
« evoluce

— Komplexy
 Funkce
 Lokalizace

« Konkrétni nova data — ¢lanek
o V PyMOlu pFIpraV”: 3D movie (napt. TinyTake — Mango Apps)

Ujasnit si souvislosti, rozsifit si znalosti, aplikovat
poznatky z pfednasek ...

PhD studenti anglicky



buiuisow pue bujutsow pue Buiusow pue Bujusow pue Buiusow pue bujusow pue Bujusow pue
Bujuana sem auay4 Bujuans sem a9yt Bujuana sem aiauy Bujuane sem asay L Bujuana sem a49yy Bujuans sem atayy Bujuana sem a4ayy

i 003 Aep
YIudnas ayl
PBIIIOUES OH
‘pugfep siy3

sawiy

ssauwyieqg
wo.uy

34617
§ pojesadss
R T poo
pueuns || - 9. g
oy} apew aH
9 AeQ

t AeQ € Aeq@

pajea.l) poo buiuuibag ay] ug

G PUNXa - sanesoul(] :[dWexT “UMOYS 218 1DUNXS SU0T JAEY JEY) ISOY) JO M3J € AUO Inq “WeITLIP SIY) UO UMOYS Ie 1] JO SAYOURIq SUIAL] Jourw A1) Jo Auew pue Jofewr oy ||V

dopor, $9

00z 0sZ oLE

orr TPS o0 o001 o000t o00s 08y sunag fo suoy o005 o0z 0001 00,  Z¥S  OPF  OLE 0z 00C 59 dopoy
ooor

=
= yrag yrvg

23

5

=5

== a

elrajoey

earyoly

spaig

saday

sjue|d
sueiqiydwy

NN

\ 13uny

‘paasasal spydu 1y

swaoMme[] [200Y



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

Prof. Lehmann
- DNA je replikovana s relativné
vysokou presnosti (1 zména na 10°
nukleotidu — cca4000 ri2 pismen
na A4 stranu — 8000 ri2 Na list —

160

120

80

40

amino acid changes per 100 amino acids

histone H4 (500)

500listu/balik — cca 250 baliku) —
v , v - \ \ 400 600 800 1000
- poskozeni DNA dalsimi vlivy ... millions of years since divergence

of species

__Dr. Sebesta — poskozeni DNA Ml
- frekvence mutaci DNA je +/- stejna, ale ruzné proteiny jsou

rizné zménéné — (napr. 6 ze 7 zmeén v cytochromu C jej
poskodi; kvasinkovy a lidsky ubikvitin se lisi tfemi AMK)
- takto konzervované proteiny jsou lehce identifikovatelné v
riznych organismech a maji ,homologni“ (ortologni) funkci



- velmi pfibuzné sekvence DNA/proteint mezi Clovékem a

LAV 4

mohlo k mutacim dochazet — jsou zachovany i nukleotidy ve 3.

pozici synonymnich kodonu (kodony specifikujici stejnou
AMK) — neni dano selekci, ale kratkou dobou

15 last common ancestor

10

millions of years before present

human chimpanzee gorilla orangutan

- pfesny fylogeneticky vztah (strom) mezi Clovékem a primaty
bylo mozné ur€it az dle sekvenaci (ne podle morfologickych
znaku apod.)

0.5

percent nucleotide substitution

0.0



- presny fylogeneticky vztah (strom) mezi Clovékem a primaty
bylo mozné urCit az dle sekvenaci - velmi pfibuzné sekvence
DNA/proteinu mezi ¢lovekem a primaty diky ,kratké“ dobé&, po
kterou mohlo k mutacim dochazet (jsou zachovany i

nukleotidy ve 3. pozici synonymnich kodonu - odhad 1/400AMK
protein za 200,000 let)
gorilla cCaAA

Q
human GTGCCCATCCAAAAAGTCCAAGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCAGG

LCPET PRttt er e et ettt er ettt
chhnp GTGCCCATCCAAAAAGTCCAGGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCAGG
protein V P I Q K VvV Q D D T K T L I K T I V T R

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

K
human ATCAATGACATTTCACACACGCAGTCAGTCTCCTCCAAACAGAAAGTCACCGGTTTGGAC
LELEEEREEEErEr e e re e e e e e e e e e e e e

Chhﬂp ATCAATGACATTTCACACACGCAGTCAGTCTCCTCCAAACAGAAGGTCACCGGTTTGGAC

protein I N D I S H T 0 8 V 8 8 K Q K V T G L D
gorilla AAG

- druhovou rozdilnost nezpusobuje mnoho mutaci v

proteinech (nemohlo jich tolik vzniknout) — ale jina regulace



- pro vzdalenéjsi organismy (¢lovék a mys) je sekvence
odlisnéjsi (DNA je odlisnéjsi nez proteiny — pro TAMK vice
kodonu; regulacni sekvence ... intron je odlisnéjSi nez kdduijici
exon — intr. nekdduje protein) zde jiz pusobil selekéni tlak

mouse exon <« intron

GTGCCTATCCAGAAAGTCCAGGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACCATTGTCACCAGGATCAATGACATITCACACACEETA - GGAGTCTCATGGGGGGACAAAGATGTAGGACTAGA
GTGCCCATCCAAAAAGTCCAAGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCAGGATCAATGACATTTCACACACEHETAAGGAGAGT -ATGCGGGGACAAA - - -GTAGAACTGCA

human

mouse

ACCAGAGTCTGAGAAACATGTCATGCACCTCCTAGAAGCTGAGAGTTTAT -AAGCCTCCGAGTGTACAT - TATTTCTGGTCATGEGCTCTTGTCACTGCTGCCTGCTGARATACAGGGCTGA
GCCAG--CCC-AGCACTGGCTCCTAGTGGCACTGGACCCAGATAGTCCAAGARACATTTATTGAACGCCTCCTGAATGCCAGGCACCTACTGGAAGCTGA - -GAAGGATTTGAAAGCACA

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

- odlisnost druhu je tedy dana spise rozdilnou regulaci
(nekddujicimi sekvencemi) tj. rozdilem v expresi proteind nez
rozdilem v sekvenci proteinu (ij. rozdilnou funkci proteinu)

- rozdilna exprese tj. rozdilné proteomy v bunkach podminuji
odlisSnost bunék v organismu (svaly, jatra ...) i odliSnost bunék
v Case a prostoru (morfogeneze — odlisny vzhled ... mozek =>
mensi problem kdyz se modifikuje/zmutuje program
morfogeneze nez kdyz zmutuje protein => vliv na funkci)



mouse exon <« intron

GTGCCTATCCAGAAAGTCCAGGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACCATTGTCACCAGGATCAATGACATTTCACACACEETA-GGAGTCTCATGGGGGGACAAAGATGTAGGACTAGA
GTGCCCATCCAAAAAGTCCAAGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCAGGATCAATGACATTTCACACACGETAAGGAGAGT - ATGCGGGGACAAA - - -GTAGAACTGCA

human

mouse

ACCAGAGTCTGAGAAACATGTCATGCACCTCCTAGAAGCTGAGAGTTTAT - AAGCCTCGAGTGTACAT - TATTTCTGCTCATGGCTCTTGTCACTGCTGCCTGCTCGAARATACAGGGCTGA
GCCAG--CCC-AGCACTGGCTCCTAGTGGCACTGGACCCAGATAGTCCAAGAAACATTTATTGAACGCCTCCTGAATGCCAGGCACCTACTGGAAGCTGA - -GAAGGATTTGARAGCACA

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

\/ u v\ s

nejzakladnéjsich po specializované) tim vice je konzervovana
sekvence proteinu respektive jeho domen (velka podobnost i
mezi odliSnymi organismy — napf. nékteré lidské proteiny
funkéné zastoupily zmutované kvasinkoveé proteiny = Y2H
cytotrap)

- konzervace je dusledkem ,purifikacni selekce” (eliminace
bunék/jedincu s mutacemi v esencialnich/dulezitych funkcich
— vétsinou proteinech)

- mutace u pacientu s riznymi syndromy ...

van Crabben et al, J Clin Invest, 2016



- nejpomaleji se méni proteiny, které
jsou zapojeny do nejvice interakci s
dalsimi proteiny (limitovana, jak
struktura, tak povrch)

- neni pfilis prostoru pro zmeny -
napf. ubikvitin, DNA polymerasy,
histony, ribosomalni proteiny, ...
(,drzi“ zakladni system)

d changes per 100 amino acids

- konzervovaneé proteiny jsou stabilni,
optimalni pro svoiji funkci (enzymatickou
aktivitu, pro interakce s partnery ... |

o-evolvuji celé komplexy)

of species

- selekéni tlak na stabilitu a funkci - nutnost zachovani funkce
neposkytuje pfilis prostoru pro evoluci/rozvoj novych vlastnosti
(ale neznamena ani selekci na ,nejstabilngjsi“ i ,nejaktivnéjsi”
ur¢ita volnost)

amino aci

histone H4 (500)




Guerineau et al, PLoS One, 2012 NSE4 subfamilies

Nse3/MAGE-binding domain
sed

- selekéni tlak na strukturu,=**....

na povrch = interakce

Ve v s o N.f
- mutace, ktere nerusi jsou =
neutralni (protein je

c¢astecné modifikovan)
- modifikace je ..
kompenzovéna

-zmeéni se v Case av ] Vi
budoucnu miize pfinést Has.- E@ ‘

novou vilastnost A0GTE % taalds
KVASINKY urmta volnost v obsazeni AMK
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o Nse3 ~
Silna konzervace v

blizkych organismech

- mutace specifické AMK na Ala zrusi
Nse3-Nse4 interakci

- ,mutace“/zmény téchto AMK na
podobné (hydrofobni) AMK tyto
interakce nerusi

Hudson et al, PLoS One, 2011
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NSE4 subfamilies

Slabsi konzervace ve
vzdalenych organismech
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- ,mutace“/zmény téchto AMK na
odlisné (polarni Thr nebo posun
motivu o0 1AMK na konci)

- interakCni partner se ovsem takeé
,meni

- ,mutace“/zmény zfejmé koevolvuji
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Slabsi konzervace ve
vzdalenych organismech

- ,mutace“/zmény téchto AMK na
odlisné (polarni Thr nebo posun
motivu o0 1AMK na konci)

- interakCni partner se ovsem takeé
,meni*

- ,mutace“/zmény zfejmé koevolvuji
- teorie kompenzacnich mutaci ...

KVASINKY I‘Clt volnost v obsazenl MK
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Guerineau et al, PLoS One, 2012
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Vazebni partneri ko-evolvuji

- B
model 1: model 2:
compensatory mutation promiscuous intermediate
‘ spedficity-switching promiscuity<inducing
mutation in protein A mutation in protein A
. O D
compensatory ‘ mutation in protein B

mutation in protein B

O D

Human O @O+ Q@0 v DO
Mouse 00 v 000000 @ Hydrophobic spociicynamouing
Fish ...O v 0O O:*:O 00O y p set of protein B variants Eon 10 gredein
®0 v 000®OOO0 ©O Pol_a( bound by protein A
: 5 E o ACIdI c X ancestral protein B
Plant O & 000000 ¢ Basic
Yeast @) 00 Oﬁo 00 X  derived protein B

Madaoui et al, PNAS, 2007 Aakre et al, Cell, 2016

- nutnost zachovani funkce nesvedci o ,compensatory mutation®
(mutace v jednom z proteinu pfimo kompenzovana mutaci v
partnerském proteinu) — ,kompenzace” prichazi postupné pres
,Jpromiscuous intermediate” mutace



Vazebni partneri ko-evolvuji

- ,Joromiscuous intermediate”
mutace jednoho proteinu
mohou byt doprovazeny
Joromiscuous” mutacemi
druhého proteinu
(nedochazi ke ztraté PPI)

90
6-6 &

|
@ 0

- === |nteraction
—» Mutation

-

N » coevolution in

sequence space

LWDK - RRAML

O

‘ promiscuity-inducing
mutations in toxin
LWDK /RAML
LWDK JEAML
LWDK EARL ©
LWDK L

#IIII

,l, mutations in antitoxin

ol
=,
= =
I 1
e

; Jr specificify-narrowing
mutation in toxin

O

Aakre et al, Cell, 2016; Akiva a Babbit, Cell, 2015



Vazebni partneri ko-evolvuji

- U ,promiscuous intermediate” mutaci nedochazi ke ztraté PPI

- oromiscuous intermediate” muze interagovat i s duplikovanym
proteinem (napf. tkanoveé specifickym — specificky komplex)

- pozdéji se muze ,oddélit“ a vytvorit novy komplex (paralelni ko-
evoluce = drift)

B
promiscuity-based
<0 i E2 E3
b iy
= 1 o
c .? E: WDK 0.6 é
\ | A . - |
| O | “ §
[ ).
@.-- o ; W -
- === Interaction Tnew Tori
— Mutation

Aakre et al, Cell, 2016; Akiva a Babbit, Cell, 2015



Vznik proteinovych rodin

- selekéni tlak na stabilitu a funkci - nutnost zachovani funkce
neposkytuje pfilis prostoru pro evoluci/rozvoj novych vlastnosti
- pro rozvoj novych vlastnosti, novych druhu - spise nez
druhové specifické mutace proteinu Ize vidét expanzi raznych
genovych/proteinovych rodin v riznych zivodisnych druzich

= human
B worm

- ]AA

[ Omridg A=

worm genes
=2 =7

\J ¥
8 more genes 30 more genes

(pfiklad superrodiny jadernych hormonalnich receptoru)
Figure 4-85 Molecular Biology of the Cell (2008)
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- duplikace a divergence jsou hlavnimi tahouny evolucnich
procesu (vSechny geny/proteiny jsou ,potomky“ nékolika
ancestralnich gend/proteinu (foldu), které existovaly v
nej¢asnéjsich zivych formach (nyni cca 1000 foldd na >100000
struktur v PDB, odhad je cca 2000 foldu))

hetero

| h O m O Smc2 Smc4 Sme1 Smc3 Smc5 Smcé

ot cLY emr

B MukR C.andensin Cnhasin Smchif

prokaryota eukaryota

- po duplikaci jsou oba proteiny stejné a vytvafri stejny
homomerni komplex — pozdéji jeden protein diverguje (mutace)

a vznika heteromer
Marsh et al, ARB, 2015



Celogenomova duplikace u kvasinek

cca 30% genomu S.c. vzniklo duplikacemi => doslo k
celogenomove duplikaci (WGD) => a poté doslo k
preskupovani a redukci seamentu (i chromosomu) — polyploidie

u k S. cerevisiae (16)
ytek — o
(16) S. bayanus (16)
(16) -3 C. glabrata (13)
®—|{(16) -6 N. castellii (10)
-2 V. polyspora (14)
Copy 1

< HH -4 HBHEHAH O+ H1o-( H{2-EH-@EHe - K H -@o-Cllea—

Reference
DDA HBHE HIHEHD IO HIZHISHIT5Hi0-A7HE-HTD-EaETIgs— Ancestraini

chromosom

Copy 2

~HHIE HOXCHOHIMHBH10~ K HOH Hio-HEHIBC HC 1

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



-duplikace ALE ... — na pocCatku stejné sekvence = stejne
funkce - vyssi hladina proteinu/U muze byt toxicka
(aneuploidie — kvasinky s 1 chromosomem navic, nadorové buriky)

_ B 15ua/ml 200 mM
30°C 37°C YPD CPT HU 01% MMS 100 J/m” UV
wWT B WT LR K B LR I

Di | radS1A
Dis Il B Dis |
Dis 1V B Dis ||
ois v CECIE i v

Dis VI R Dis V

wTh R R WT
Dis [X LN N rad5 1A
Dis X L 3 B Dis VIII
Dis XI R Dis IX

Dis Xl BRI Dis X
Dis X1 B Dis XI
Dis XIV B Dis XI|

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

Shelzer et al, Science (2011)



- duplikace — reverzni transkripci (u Zivocichll) a integraci
DNA (pouze individualni geny nebo pouze domény = exony)
nebo replikacni chyba s naslednou chybnou opravou DSB

g

Millicns of years ago

800

:

Primates

Higher
mammals

r Mammals

r Borwy figh

Lampreys

Chromosome 22 Cheormosome 16

N £ Wooow, w5

Chromeosome 11

e Ta ¥y a B

| | 5

E
| 5 I

Ancestral globin

dospély

Priklad: Evoluce globinu

- na pocCatku stejné sekvence = stejné funkce (pod jinymi
promotory — jiny lokus tzn. jiné ,,okoli“ zaintegrované ,mRNA*

tzn. jina regulace exprese — ,nove* bunky)
(napf. rozdil v genomu Clovéka a Ssimpanze je predevsim v duplikaci
30Mbp — cca 50kbp segmenty - nikoli v jednotlivych mutacich tj. SNPs)



Evoluce rodiny globint (duplikace)
- ¢ervy, hmyz a primitivni ryby maji jeden globin (150AMK)

chromosome chromosome -
16 11 homo- na heteromery 2
[ | | o
various g %
a genes € v ¥h 5 B =z £ @ &
o <> c
O Yo o
- A S
\ \ /| // ©.888 :
oS = o
Zz,0% 3
100 gfz35 2
HGURE §
-4 —_— o
o £
o . o
“:i 300 £ =)
@ c
5 2E g
7] = o <
c 2< Y
) £ e -
= 500 " 2 0o 3
E translocation ) | -
separating a single-chain
and B genes globin yjure 4-86 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

700

- vySS8i obratlovci maji a- a B-globin (tvofi a,3, komplex —

v &l

ucinnéjsi prenos kysliku) — vyvinul se u vyssich ryb (500Mya)

in a cooperative manner



Evoluce rodiny globint (duplikace)

- u savcu se dale duplikoval 3-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 na ¢asna vyvojova stadia

a2e2 a pozdéjsi a2y2 - k dalsi duplikaci doslo u primatu a262

Chromasome 22 Chegimosome 16 Chromosams 11

it 4 Wr £ Yo ¥ W & B
-
5

W @ @
2 B TT T

Prirmates

Higher
mammals

200 F  Mammals

g

" Bory figh

Lamprays

Millions of years ago

BOD F Ancesiral globin




- nasleduji mutace — modifikujicici puvodni protein na novou

variantu (podobna funkce)
Priklad: histony - histon fold (puvodni ,histon®) + odlisné sekvence (odlisné
PTM) odlisné funkce (stale v ramci nukleosomu/chromatinu)

histone fold SPECIAL FUNCTION )

1 1 o

H3 e e—————————————— .é
; ; %

H3.3 & transcriptional activation %
it : O

/! ' e

CENP-A £ : centromere functionand 3
loop insert kinetochore assembly E

s

e

.9

H2A == @
' ' 3

3

H2AX DNA repair and é
: : recombination _

H2AZ : L gene expression, ¥
*_ . =

» ' chromosome segregatlon é;

] ] L

macroH2A : - transcriptional repression,
{ , X-chromosome inactivation

histone fold

- histony > NF-Y trankripce (ohyb) > TAF (strukturni TFIID)




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

- fuze domén naznacuje funkeni pribuznost nebo dokonce
pritomnost v komplexu (v organismu s nefuzovanymi
doménami - ChimeraDB)

Ras-GAP

Small GTPase

: Nsp1,2,3
Signaling P

Rin1
Vav1,2,3
Chimerin

Fps, Fer

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

Zap70, Syk

Kinases

c-Abl, Arg/Abl2




- duplikace domény (vétSinou koreluje s exonem)

- hranice domény jsou vétSinou kddovany introny — bez
intronu by bylo obtiznéjsi pfesné vybrat pouze ,domenovou*
cast sekvence

- duplikaci a ,,shuffling“ domen — poskladaji se nové
geny/proteiny — vytvari nova funkcéni/tyzicka provazani
(interakce => noveé ,prositovani® interaktomu)

Ras-GAP

Small GTPase

: Nsp1,2,3
Signaling 4

Rin1
Vav1,2,3
Chimerin

Fps, Fer

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

Zap70, Syk

Kinases

c-Abl, Arg/Abl2




- duplikaci a ,,shuffling“ domen — poskladaji se nové
geny/proteiny

- nova domeéna (protein) neni pod tlakem ,funkénim®, ale
zustava pod tlakem ,strukturnim® a ,interak&nim*

(A) | hellx2 . HTH - WHD
vazba DNA
f{ A vs PP

hellx 3 . v
f heI|x1 pribyla smycCka

coou Mf_ )
(©) Hydrofobnl’ struktura, _
yeast

H,NGHRFTKENVRILESWEAKN 1ENP YLDTKGLENLMKNTSLSR _":-_:f.f_.:f:’ﬁ:ei_ .?’fi‘;f-' NWV SRR coOH
RTAFSSEOLARLKREFNEN---RYLTERRRQQLSSELGLNEAQIKIWFQONKRAK I KK
Drosophila Figure 3-13 Molecular B/o/ogy of the Cell (© Garland Smence 2008)

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



- ,staré” proteiny jsou konzervovany ,strukturné® a ,funkéné” —
funkéné znamena vétsinou ,konzervaci® interakci (vétsinou
PPI)

- nova doména (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 interakéniho partnera
degradovan)

- z toho plyne tendence duplikovanych proteinu vytvaret
pOdObné komplexy MukB homodimer Smc2  Smed Sme1  Sme3 Smcs  Smcé
(podobné interakce)
(viz ko-evoluce)




Priklady evoluce kompexu

MukB homodimer

Pol 1l

B Mk Coandeansin Cohesin Smehif

RNA helicase RNA translocase
Membrane channel




Evoluce SMC komplexu

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

MukBEF
Smc/ScpAB MUKB/MukB MUKB/MUKB

MukB homodimer Smc2 Smc4 Sme1 Sme3 Smc5 Smcé

Prokaryotes

Eukaryotes

B MukR Candensin Cnhasin Smrk/A

- eukaryota maji 3 SMC komplexy — SMC heterodimery + kleisin
(dalsi podjednotky nepfilis konzervovaneé) - (pfiklad vyuziti

konzervovaného motivu a alterace ¢asti systému/komplexu)
Palecek a Gruber, Structure, 2015



Evoluce SMC komplexu

- konzervovany motiv (krouzek)
- SMC heterodimery + kleisin

B MukBEF
Smc/ScpAB MukB/MukB MukB/MukB

Prokaryotes

intra-chromatid
(cohesin & condensin)

Eukaryotes

\/

sister chromaticls

- alterace — kohese x kondensace
(Nse podjednotky, faktory ovliviujici loading = misto, ¢as ...)

inter-chromatid

inter-chromatid



RNA pol Il a podobnosti s pol | a lli

TABLE 1 Components of the human general transcription machinery

TATA box

Factor Protein composition Function _
(B)
TFIA  p35(a), p19(3), and p12 (y) Antirepressor; stabilizes TBP-TATA complex; coactivator = O TERA
TFIIB p33 Start site selection; stabilize TBP-TATA complex; pol II/TFI s
TFIID | TBP + TAFs (TAF1-TAF14) Core promoter-binding factor

TBP-vsechny 3 pol

TFIE

TFIF

TFIIH

pol Il

p56 (o) and p34 (3)

RAP30 and RAP74

P89/XPB, p80/XPD, p62, p52,
p44, p40/CDK7, p38/Cyclin H,
p34, p32/MAT1, and p8/TFB5

RPB1-RPB12

Thomas et al., CRiBMB, 2006

Coactivator
Protein kinase
Ubiquitin-activating/conjugating activity

Histone acetyltransferase

Recruits TFIIH

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

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

ATPase activity for transcription initiation and promoter k

i other factors

Helicase activity for promoter opening
Transcription-coupled nucleotide excision repair

Kinase activity for phosphorylating pol Il CTD

E3 ubiquitin ligase activity

Transcription initiation, elongation, termination
Recruitment of mRNA capping enzymes
Transcription-coupled recruitment of splicing and 3’ end
CTD phosphorylation, glycosylation, and ubiquitination

TRANSCRIPTION



upstream

Pol |
1 3 A49/34.5 iy

Pol | =11 + A49/34.5 cleft

downstream
DNA

A14/43
(stalk)

e TFIFa/p

downslream
DNA

Pol Il

downstream

DNA 90°

T 18P
clamp

Pol Il =11 + C37/53 + C82/34/31

Vannini & Cramer, Mol Cell, 2012

Hoffmann et al, Nature, 2015 (stalk)



RNA polymerasy

Pol I = 11 + A49/34.5
Pol Il = 11 podjednotek (Tabulka)
Pol Il = 11 + C37/53 + C82/34/31

TFIIF
TBP

TFIIB
TFIIE

Table 1. Yeast RNA Polymerase Subunits and Initiation Factor Homologies

Pol I Pol | Pol Il Function

Polymerase Core

Rpb1 A190 c1 Active center

Rpb2 A135 ci2s8 Active center

Rpb3 AC40 AC40

Rpb11 AC19 AC19

Rpb9 A12.2 N ribbon C11 N ribbon RNA cleavage

TFIIS C-ibbon® A12.2 Cribbon C11 C ribbon RNA cleavage

Rpbs Rpb5 RpbS

Rpbé Rpb6 Rpb6

Rpb& Rpb8 Rpb8

Rpb10 Rpb10 Rpb10

Rpb12 Rpb12 Rpb12

Polymerase Stalk

Rpb4 Al4 c17 Initiation complex formation
Rpb7 A43 c25 Initiation complex formation

Vannini & Cramer, Mol Cell, 2012

upstream
DNA

Pol | A49/34.5
cleft

downstream
DNA

clamp

A14/43
(stalk)

Pol Il TFIF B

downslream

DNA
clamp
Pol lll
Brf1 (B-core)
downstream ; )
DNA 90

clamp

C17/25
(stalk)




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

- v pol | a lll jsou paralogy TFIIF soucasti komplexu polymerazy

. TFIIFa 98 167 308 400

TFIFB 227 /\354
(Tfg2) _- 192. 202N/

¥
Ta6

Pol Il upstream
TFIIFa/! P
P DNA
cleft
TFIIB (B-core)
downstream
DNA a . b oy 00°
4 +59 i v _C_
Bl =sotin L A R

BREu TATA BREd INR

Sall clamp TP SR TFIIB (B-ribbon)

— TFID(TBP) — TFIIA — TFIIB — /TFIIF — TFIIE—

(stalk)

Vanini & Cramer, Mol Cell, 2012



- TFIIF se vaze na pol Il, stabilizuje DNA v prohlubni/cleft pol Il a
pomaha TFIIB s nastavenim startu
- v pol I a lll jsou paralogy TFIIF souCasti komplexu polymerazy

TFIIFa
(Tfg1)

A49

C37

TFIFB
(Tfg2)

A34.5

C53

Pol lll

downstreanmr

DNA

98

70

167 305

102

184

400

255

415

401

282

/\354

673 28
CFm

192 200N/

1

22 140

233

clamp

283

upstream

? " 1BP

Pol | A49/34.5 upstream

clamp

(stalk)

Pol i

TFIIFo/p

downstream
DNA




- TFIIB (C-konec) vaze TBP a 6-7bp up- a downstream od

ohybu D

TFIIB

1VOL

Vannini & Cramer, Mol Cell, 2012

5|0 1 90 1 I50 2[00 25|0

NA pres cukrfosfatovou kostru (kolem TATA boxu)

start of transcription

3?0

Nikolov et al, Nature, 1995

TFIIB
TFIB
TFIIB

B-reader/

B-ribbon linker B-core
K ] [
TFIB 1= -

C-terminal extensions

(TAF1B)

TATA box |
. ——
(A)
I -
TBP TFIID

RNA polymerase |l

upstream
DNA

cleft

downstream N
DNA

TBP

clamp



upstream
DNA

TFIIB "B finger RS Pol A49/34.5

B-reader/ olof
B-ribbon linker B-core
.\ . | 2 , Rrn7 (B-core)
' ¥ " downstream N o
TFIB 1+ 2 LAY o P
) C-terminal extensions Ty TBP '(;
Rrn7 . 38 102 ’ — - s Rm7 (B-ribbon)
(TAF1B) clamp e ;
Brf1 1.2’@2“ 596 A14/43
(stalk)
: Upstream
- Zn-ribbon s dock, B- TFIIB N
finger/reader RNA tunel, B-
=

core/CTD1 s wall, B- Dockl] R &
finger/reader s CC clamp Y -
- podobné natolik, Zze vazou e |
stejné TBP a mohou byt
zaméneny pro kteroukoli
polymerasu — zatimco
reader je specificky pro
urCitou polymerasu

Template DNA
Non-template DNA

Vannini & Cramer, Mol Cell, 2012



Molekula mésice v prosinci 2005

Rastogi & Girvin, Nature, 1999
+HY

FO je protonovy motor (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 motory jsou spojeny statorem.

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



mitochondrialni vakuolarni

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

ADP +P, ATP

vytvari ATP vytvaii pH gradient

podobné proteinové komplexy — tzv. AAA ATPasy
jsou soucasti jinych komplexu (v jinych
procesech):

- sekrecCni system (T3SS injectisom)

- pohon biciku

- ,denaturace“ DNA: helikasy (MCM ...)

- v opravé poskozené DNA: Rad51, RecA

Mulkidjanian et al, NRM, 2007
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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
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Extracellular
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body

Cytoplasmic
components

Pathogenic T355

(B) U} i)

Sctl

FI FQ-ATPQSP.

ATPase complex

- ATPasové pumpy ...

- pohon biciku ...
Mulkidjanian et al, NRM, 2007
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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
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Figure 3 | Phylogenetic tree of the catalytic subunits of the F- and V-type ATPases and related
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Souhrn

Prubéh evoluce je ovlivnén mnoha faktory

- Selekéni tlaky udrzujici funkéni a stabilni (dfive
vytvorené) komplexy

- Mutace modifikujici proteiny/komplexy (drift) jsou
eliminovany u esencialnich proteinu

- Zatimco duplikované mohou podléhat mutacim ,volngji®

- Duplikace a neofunkcionalizace (mutace) je hnaci silou
vzniku novych komplexu — funkci — bunék - organismu



Souhrn

Prubéh evoluce je ovlivnén mnoha faktory

- Selekéni tlaky udrzujici funkéni a stabilni (dfive
vytvorené) komplexy

- Mutace modifikujici proteiny/komplexy (drift)

- Duplikace a neofunkcionalizace (mutace) je hnaci silou
vzniku novych komplexu — funkci — bunék - organismu

Prakticke implikace (pro zkousku)

- analyza sekvencni podobnosti (stupen konzervace)

- napovi o pfitomnosti domén (alignment — podobné AMK,
doplnit analyzou sek. a terc. struktury)

- projekce podobnosti do 3D modelu (ConSurf, PatchFinder) -
konzervovana struktura tj. vnitfni AMK drzici fold (u
ortologu i paralogu)

- konzervované PPl kontaktni zony na povrchu proteinu
(povrchové AMK jsou konzervovaneé pouze u ortologu — ne u

paralogu - pokud jsou v alignmentu i paralogy, pak podobnost
neuvidite)



