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Osnova kurzu

uvod — metody analyzy proteinovych
komplexu, strukturni biologie

funkce proteinu (chaperony, PTM, PPI,
signalni drahy ...) a komplexu (proteasom)

nejvetsi proteinové komplexy = chromosomy

DNA-vazebné komplexy

Komplexy v transkripci

Komplexy v replikaci

Komplexy opravujici poskozenou DNA
Komplexy chromatinu

Evoluce proteinu a komplexu _




Priklady komplexu o kterych uslysite v tomto kurzu

RNA polymeraza

RNA polymeraza + TFlI...

TBP

TFIIH

nukleosom
7proteasom Molekula mésice (PDB 101)




Informacni zdroje

Alberts a spol: Molecular biology of the Cell
Liljas a spol: Structural biology (2009) ...

... nejnovéjsi ¢lanky z ¢asopisu Cell, Nature, Science, PLoS ...

Click to LOOK INSIDE! Introduction
SRR . foProfein-DNA
=178y a7/ " Interactions

| EXTROOK ON ™
STRUCTURAL
BIE&SLOGY E

Anders Liljas, Lirs Liljas,

B Jure Fiskar, Ghman LindElom,
=
S, Foul Mizsen o Mortex Keldgaard

Databaze proteinovych struktur: hitp://www.rcsb.org/pdb/home/home.do,
http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/




Primarnim zdrojem strukturnich informaci = PDB
voda, ATP ATP pumpa
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mikrotubuly

| ATP Synthase

PDE ID: 179, 1c17, 112p,
2a7u

Four 3D structures show
different parts of this large
protein complex.

Learn more from the
Molecule of the Month
article ATF Synthase
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Cellular Location

Extracellular

Intracellular™ucleus

"

Intracellular'Cytosol

Interaktivni web PDB-101 - relativni velikost komplexu



Program prednasek 2017

21.02.201911-12.50hod A2-2.11 doc. Pale¢ek Uvod, analyza komplexu
28.02.201911-12.50hod A2-2.11 doc. Pale¢ek Uvod, PPI, skladani komplex
07.03.201911-12.50hod A2-2.11 Dr. Muller Chaperony

14.03.201911-12.50hod A2-2.11 Mgr. Adamus  Ubiquitinace, ligasy (cullin, APC), proteasom
21.03.201911-12.50hod A2-2.11 doc. Palecek DNA-proteinové interakce, vazebné motivy
28.03.201911-12.50hod A2-2.11 doc. Palecek DNA-proteinové interakce, transkripéni komplexy
04.04.201911-12.50hod A2-2.11

11.04.201911-12.50hod A2-2.11 Mgr. Balkoova replikace DNA

18.04.201911-12.50hod A2-2.11 Dr. Sebesta Oprava DNA, homologni rekombinace
25.04.201911-12.50hod A2-2.11 doc. Palecek Chromatinové komplexy
02.05.201911-12.50hod A2-2.11 doc. Palecek Evoluce proteinovych komplexu
09.05.20199-12hod A2-2.11 doc. Pale¢ek ZkouSka - test

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

- vybér komplexu majicich vztah k tématim studovanym v laboratorich
,chromatinovych molekularnich komplexu“, NCBR a dalSich skupin z MU

Souvisejici: Cvi¢eni z modelovani proteinovych komplexu
(CG031), Struktura a funkce eukaryotickych chromozomu
(C9041, prof. J. Fajkus), Metody GenPro (CGO080) ...



/Zkouska: - test + prednaska

, ) _ Smc5/6
* Uvod - Analyza proteinu
— Domény
« fold-struktura (ss, PDB) g
- _ SUMO -7
« v PyMolu pfipravit 3D strukturu Ligase (/
* Interakce (IntAct)

— Komplexy
* Funkce N7

* Lokalizace Tandem-WHD - "'L_\-Tandem-WHD
— evoluce

« Konkrétni nova data — Clanek (< 5 let)

v-SMC x-SMC

Kleisin

Ujasnit si souvislosti, rozsirit si znalosti, aplikovat
poznatky z prednasek ...
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~800 komplexu v kvasince Saccharomyces cerevisiae
Bertero et al, Cell, 2010



NejCaste|si postup charakterizace
proteinovych komplexu

Novy gen/protein — charakterizace funkce a funkéniho kontextu =>

1. - identifikace partneru tzn. PPI, respektive izolace komplexu

2. - charakterizace komplexu viz MGP — 16.4.2019
- vzajemné PPI podjednotek - architektura/struktura komplexu
- funkce podjednotek (geneticka analyza, lokalizace v burice ...)

3. - rekonstituce a analyza aktivit celého komplexu in vitro

Metody izolace a analyzy
proteinovych komplexu

Prolinaji se analytickeé a izolacni:

- ultracentrifugace, gelova filtrace

- TAP-tag (a jiné tagy) purifikace a MS analyza

- ko-imunoprecipitace, pull-down, ko-purifikace ...

- crosslink MS, X-ray, (cryo) elektronova mikroskopie
(Prolinaji se i metody pro komplexy a PPI - viz MGP — 16.4.2019)

... visualizaCni metody




Metody analyzy a izolace PKxu

Ultracentrifugace — analyticka (preparativni — malé objemy)
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Metody analyzy a izolace PKxu

Ultracentrifugace — analyticka (preparativni — malé objemy)

A T — total
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Metody izolace a analyzy PKxu

- Gelova filtrace (size exclusion chromatography)
- Za nativnich podminek (komplexy zustavaji pohromadé)
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A

'/
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Priklad: SMC5/6 komplex — v bunééném lyzatu (nebo
purifikované proteiny)
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Metody izolace a analyzy PKxu

Jednoduchée tagy/znacky:
Myc, FLAG, V5, S-tag, GFP (vazba pres protilatky)

GST, Streptactin (biotin-streptavidin), MBP ... (vazba pres ligandy)

blot
L
P myc SMC6
F — 94— swmcs
0]
2 L E
b iy <4— Hsp70 S
@ o —
o > . Q.
s S )
g M preay & / <
czj - e 44— Nsed
o
- Nse2
| ————
S = _ Nse1
(@)

Pozor na kontaminace
(napf. chaperony)

MS analyza SDS-PAGE
nebo roztoku

Zname-li vice podjednotek - znacky na rtizné
podjednotky komplexu (vs TAP na jedné
podjednotce) — postupna purifikace => kompletni
komplex (vychytany pres rizné podjednotky)

(Apuebi| ogau Apndad) aonja 1ugnadwoy



Ko-purifikace

Silné interakce/komplexy — proteiny lze ko-exprimovat (muze
pomoci s jejich rozpustnosti) a nasledné ko-purifikovat

£ 38
Nse1 & Nse3 ‘7: % Nse4d
1. His-tag Nse3 2. Strep-tag Nse4
S
8 & (Nse3vice nez Nse4) (srovnal se pomér Nse3:Nse4)
g % Elution fractions — 10ml = Elution fractions — 1.5ml
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Nse4 protein se samostatné exprimuje malo a je malo rozpustny

Znacky na rliznych podjednotkach komplexu —
postupna purifikace => kompletni komplex
(pfirozeny pomeér podjednotek v komplexu)




Ko-purifikace
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Metody izolace a analyzy PKxu - &

- TAP-tag (, Tandem-affinity purification®, - P
Jlné tagy a prOtIIétky) cell extract " . — ySap155
Protein CBP A
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—
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6.6 ' — Hsh49

Tandeme-affinity purification

(vicestupnové — vyssi Cistota) * =
1. Protein A (vaze IgG beads) Hmmm R
2. TEV-proteasové misto (tobacco

etch virus) — uvolnéni z matrice
3. calmodulin-binding

Ill

TEV protease eavage

(CBP) — eluce EDTA ~ A Calmodulin Sends s
Zaintegrované v genomu (pfirozena econd afinty purification
hladina proteinu, pfirozeny vyskyt ‘
partneru/komplexu ...) Native elution EGTA

zname jeden protein — hledame dalsi ~a

podjednotky ”‘ Puig et al, Methods, 2001



Metody izolace a analyzy PKxu

T

Protein:Protein Interaction

Capture Protein:DNA Interaction
HaloLink™ (HaloCHIP™ System)

%Q/‘o‘\r‘}/‘o ‘ N
\ Protein Immobilization

Protein Purification

-

HaloTag®
Fusion Protein

Labeling -

Fluorescent ligands Protein Labeling and Detection

Protein Quantification

8567MA

Cellular Imaging

o

Velmi vhodny HALO tag pro izolaci komplexu: kovalentné vazany ligand (silnéjsi
vazba, vice oplach)

Uvolnit Ize pouze proteolytickym Stepenim (nevyhoda) — vs Stépeni specificky uvolni
pouze komplex z matrice (nespecificky navazané proteiny zustanou na matrici)



|zolace komplexu z kvasinky Saccharomyces cerevisiae
a._ Strategy External datasets

. Strain 1 -
. Strain 2 —[orrao |—{-{orFzs0 [P} —

==

\  Yeast genome 6486 ORFs | ups/aGD
TAP cassette integration 5474 (85%) 2002 genome
TAP fusion expression 3,206 (59%) annofation
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lsoforms 5488 PubMed (62)
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D ORI e TN n RO, Gavin et al., Nature, 2006



Tagging
system

In vivo
function

Purified
interaction
partners

Ruzné pristupy charakterizace komplexu

klasicky

Affinity Purification

Epitope for
antibody

3XFLAG

(Proximity Biotinylation)

alternativni

BiolD

4

~
Biotin activation

o

_/

{

~
Activated biotin cloud

Streptawdmk

beads

G10Z 10id I ‘|e 19 WaquieT

Biotinylace na
vzdalenost
<20nm

MS identifikace
biotinylovanych
proteinu



Metoda BiolD

Express BiolD-fusion protein Add biotin to cells
- ) -
BirA biotin ligasa (fusovana k proteinu) Lyse cells

|

Denature proteins

= . Biotin affinity
r" purification . rd_

» ),\b \(
Biotinylované|proteiny jsou purifikovany pomoci streptavidinu

Mass spectrometry
to identify candidates

- .

Roux, CMLS, 2013

Pridani biotinu v
urCitém Case (rychlé
pfipojeni) — pulse-
chase — Ize sledovat
interakce v Case
(napf. bunécny
cyklus)

Napr. chromatin-
asociované komplexy
jsou hadrf rozpustné —
izolace za
denaturacnich
podminek

Citliva metoda
(kovalentni znaCka
zustava i po oddaleni
interakCniho partnera
— slabé/transientni
interakce (vice nez
komplex —
,sousedici“ proteiny
<20nm)



NASP
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Metoda BiolD
PPl v Case

Histon chaperony
(25.4.2019)

(O FDR<1%
(O 1% <FDR<5%

5% < FDR
relative abundance

®
I

=50

spectral counts

—0

Lambert et al, J Prot, 2015

Pridani biotinu v
urCitém Case (rychlé
pfipojeni) — pulse-
chase — Ize sledovat
interakce v Case
(napf. bunécny
cyklus)

Napfr. chromatin-
asociované komplexy
jsou hudrf rozpustné —
izolace za
denaturacnich
podminek

Citliva metoda
(kovalentni znaCka
zustava i po oddaleni
interakCniho partnera
— slabé/transientni
interakce (vice nez
komplex —
,sousedici® proteiny
<20nm)
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Metoda BiolD

Nup160

— organizace komplexu

Dosah biotinylace je 10-20nm — Ize vyuzit
k mapovani ,blizkych® proteinovych
sousedu ve velkych komplexech
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Mapovani komplexu - crosslinking

Po crosslinku komplexu lze provadét purifikaci za denaturacnich podminek (tag-ligand
interakce musi byt odolna vuci denaturacnimu Cinidlu — napf. 6xHis-tag vaze Ni-kulicky
i v 8M mocoving)

Protein complexes in live cells Fixed protein complexes

‘ & crosslink propoji podjednotky - stabilizuje komplex
Chemical

L O o
NaO;S, /" L
a0
! -

—» crosslinking —»

in vivo sY Y
‘R‘; 2N
Affinity purification Q\O O/ 503Na
Ge“birztizg;féfes \ - estery reaguiji s Lys (¢-amin) a amino-
“ koncem (homofunkéni - spoji proteiny
; ! dohromadyvv’jednom krokl{; |

dentification of Determination of heterofunkCnich - postupna aktivace)
complex constitients protein interface sites - s tagem — p‘r"eé|st|t (VZOI’Gk neni tak

—_— ™ alr —L" komplexni pro MS analyzu)

- M=

43\ _\S.. Reactive group 1 Reactive group 2

|dentifikace
podjednotek Mapovani . ’

komplexu interakci
podjednotek
Roux, CMLS, 2013 ( ® ) Reactive group 3
Sinz, MS Reviews, 2006

(e.g. biotin)



An Overview of the Crosslinking Mass Spectrometry (XL-MS) Workfiow

| Crosslinking |
reaction

o

[ MS acquisition ]

e
=

:

Complexes with up to 100 subunits
Pull-downs, in vivo applications

Complementary chemistry targeting
acidic residues
Affinity-tagged and cleavable reagents

Increased use of size exclusion, ion
exchange, and affinity chromatography
to enrich crosslinked peptides

Faster and more sensitive spectrometers

New software for differential quantification
Calculation of false discovery rate

Dedicated software for sequence graphs
Structural mapping and filtering software

Leitner et al., Trends in BS, 2015



Kin28 @

Cc1 @
Med1 @
Med8 ©
Med14 @
Med20 ©
Med21 e

crosslink uvnitf a mezi proteiny

fan

461

- crosslink data podpofi/doplni strukturni
informace z krystalografie nebo
kryoEM

analyza PIC-MED komplexu
(~50 podjednotek - ~2MDa)

Schilbach et al, Nature, 2017



Schilbach et al, Nature, 2017
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1600 000

Removal of aggregated particles,

analyza PIC-MED komplexu
(~50 podjednotek - ~2MDa)

- zpusob sbéru dat, klasifikace
a rekonstrukce struktury
komplexu pomoci kryoEM

Initial PIC-cMED filtered to 60 A, “Model I”

autopicked particles

ice contaminations and false positves

gold contaminations,
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combine with {3, 58 000 particles
WarpCraft, locally filtered

16 000 particles, WarpCraft, locally filtered

58A



: B cMed, middle module O TFIIA M TFIE W TBP
Schilbach et al, Nature, 2017 B cMed. head module ETFIB WTAIF @ Polll

cPIC




Pouziti metod strukturni biologie
pro studium proteinovych
komplexu

- krystalografie — nejvhodnéjsi
(boom v minulé dekadé diky
sekvenacénim projektim)

- NMR je limitovana velikosti

- cryoEM je vhodna pro velke
komplexy (boom v soucCasnosti)
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Marsh et al, ARB, 2015
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Uchihashi et al, Nat Prot, 2012
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100 min

A GFP-Bax wild type

C Dots Aggregates Lines Arcs Rings Double lines

Lokalizace
proteinovych
komplext

Konfokalni mikroskopie vs
super-resolution
mikroskopie
(STED=stimulated emission
depletion microscopy —
rozliSeni 60nm)

+ AFM (atomic force
microscopy)

Gallego et al, EMBO J, 2016




Lokalizace
proteinovych
komplext

Bax protein vytvari pory v
mitochondrialni membrané
(apoptosa)

Gallego et al, EMBO J, 2016




@)

Analyza proteinovych komplexti
vice Metody GP

Structural analysis

0.1

0.01

0.001

0 005 01 015 02 025
qA)

NMR, crystallography, SAXS,
electron microscopy

Analytical methods

L]

-4
w0 a2

s
AT L

400 600 800 1000 1200 1400 1600
m/z

Relative ntersity

Mass spectrometry, pull-down assays,
electrophoretic-shift assays,
analytical ultracentrifugation

Speranzini et al, EMBO J, 2016

Nucleosome targeting,
complex formation and
architecture

Molecular interactions studies

Fluorescence polarization

Protein concentration

Fluorescence polarization, FRAP, HI-FI, FRET,
microscale electrophoresis
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Ozer et al, CO in SB, 2015

Analyza proteinovych komplexu
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Visualizace proteinovych komplexu

Molecular
ingredients

\ 1
| L L.

%
/ " cellPACK

Surface Mesoscale 3%
containers molecular model
Current Opinion in Structural Biology

Pro lepSi predstavu (virové Castice) se integruiji ...
(nakopirované) struktury, data z molekularni dynamiky
(simulaci), koordinaty pohybu ,objektu” ve svéetelném
mikroskopu ... animovat i bunécny kontext — namichat v
,realnych” pomeérech do ,organel” a na ,membrany” —
CellPack ...

Existuje mnoho
nastroju na
visualizaci
komplexu (i v
bunécném
prostredi)

od PyMOL pro
primou visualizaci
krystalovych
struktur

... az po CellPACK
pro interaktivni
nahled do bunky a
jejich procesu

...vychazi z hernich
a animacnich
algoritmu ...

Lze pouzit k testovani modelu ... Johnson et al., Nat Meth, 2015: lwasa, CO in SB, 2015



Visualizace proteinovych komplexu - CellPACK
CellPACK poskytuje vhled do
bunécnych procesu — pouzit

’ -
¢
RroffMa top R-offMa front na simulaci distribuce proteinu

i viroveé Castice (napf. R-noMa:

random-bez interakci)
‘ Y { -
R-offMa closeMa closeMa-Env | closeEnv

C Gag-Env nahodné Gag-Env interaguiji Env cluster
Observed (ref. 39) oeiIPACK models to simulate quorescence

PR(- R-noMa R-ofiMa R-InMa closeMa closeMa-Env closeEnv
\ pa.;_H'Lp <000 p <0.00+ p <0410 p=073+ p=0.492 p <0.00+

Poéet Env ohnisek

Johnson et al., Nat Meth, 2015
Experimentalni vysledek
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Existuje mnoho
nastroju na
visualizaci
komplexu

od PyMOL pro
primou visualizaci

krystalovych
struktur ... 3D tisk



