uisoAwodol]

Souhrn predchozi prednasky

protein-proteinové interakce (ineraktom, pfiklady)

podobné sily/principy jako pfi skladani proteinu

interakce stabilni i doCasné ...

Interakce mezi:
Sroubovicemi (coiled-coil)
Zlabkem a strunou
komplementarnimi povrchy

pola

+



— ProcC skladat makromolekuly z mensich (pod-)jednotek?

— Velky komplex (homo-oligomer) muze byt kddovan
relativné kratkou genetickou informaci

— Mensi pravdépodobnost defektni makromolekuly (mensi
gen => mene mutaci + da se relativneé snadno vyhnout
chybam — odstrani se pouze jedna poskozena mensi

podjednotka => méneé energie nez pro napravu cele
struktury)

— Skladani (i rozpad) komplexu jsou snadngji
kontrolovatelné, reversibilni (protoze podjednotky asociuji
skrze mnozstvi relativne slabych interakci tj. nizka
energie (toxin je transportovan jako rozpustny monomer a
poté se sklada => stava se toxickym az mimo puvodni
bunku) | 8

— Komplexy mohou byt gv & A8 \U

4 bakteriani toxin _, &

VS YA
VAL 4ol w0
b ol

L4 LD ad

} /

!.‘-U' D5

porin v mitochondrii

A)



http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Sucrose_porin_1a0s.png

gen -> protein -> interakce -> komplex -> superkomplex
. (molekularni stroj) -> kompartment -> bunka ...

genom -> proteom -> interaktom -> komplexom -> ...
fenom (funkce v bunce -> funkgni znak
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casti ATP syntazy

mezimembranowy prostor

yritFnl membrana
vrejsi membrdna

- vné€jSi membrana predstavuje prvni bariéru s poriny (beta barely) a TOM komplexy
- v mezimembranovém prostoru je zastoupen hlavné cytochrom C a kinazy

- vnitfni membrana ma kristy (velka plocha) s TIM komplexy, enzymy dychaciho
retézce a ATP syntazou

- husta matrix obsahuje enzymy Krebsova (citratového) cyklu, ribozomy a mtDNA
(koduje par vlastnich enzymu)


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/37/Animal_mitochondrion_diagram_cs.svg
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Sucrose_porin_1a0s.png

outer mitochandrial

translocation
channel

membrang CYTOSOL
inner INTERMEMBRAME
milochondrial SFPACE
membrana
MATREIX
TOM

outer mitochondrial membrana
inner mitochondrial membrans

raceptor

protein in

TOM complex

protain
cleawved

Alberts MBoC, 2002 signal peptide
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ATP
Synthase NADH o H,O =
NAD*H™ h =
ATP Citric =
A_'I:_‘P H _ acid =
P, Matrix cycle =
HO 0, Fumarate  SUConale =

Inner membrane

Kotveny komplex |: NADH-Q-oxidoreduktasa (ubichinon-reduktasa)- vstup NADH+I
Kotveny komplex II: postranni vstup pro FADHZ ze sukcinatdehydrogenazy

Kotveny komplex lll: cytochrom-c-reduktasa (ubichinol:.cytochrom c oxidoreduktaze
Kotveny komplex |V: cytochrom-c-oxidasa
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Mitochondrial

Komplex | Matrix

vic jak 30 podjednotek
(7 genu je na mtDNA)
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Cytochrom bc1 komplex (téz komplex lll, kéd EC 1.10.2.2) je ubichinol:cytochrom
c oxidoreduktaza, tedy oxiduje ubichinol (Cili koenzym Q) a redukuje cytochrom c

o® e\,
k.‘ '. ‘: J # A P AR CRIEr
: ¥ {Riesk)
b, heme FelS protein
Cytochrome b
b, heme
_, IM <UP
o > 2Cytc,,
2 QH, ~
2Q “
@ """> 2e
, \ : QH, <~
11 podjednotek (dimer) U S - A e ’ Complex IIl
. N . fr omplex
(cytochrom b je na mtDNA) - ’ /
2 H*

V komplexu Ill se nachazi Ctyfi redoxni centra, cytochrom b562, cytochrom b566,
cytochrom c1 a konecné tzv. Rieskeho protein (obsahujici FeS centrum Fe2-S2)
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LI 4

“1Z2 COX, komplex IV, kod EC 1.9.3.1) tedy oxiduje cytochrom

4 % aH" redukce kysliku na vodu

8-12 podjednotek (3 nejhydrofobnéjsi jsou syntetizovany

4 x TX" = pfimo v mitochondrii)
Cu

homodimer

Subunit Il

V komplexu IV se nachazi Ctyfi redoxni centra, 2x heme
a, 2x Cu centra



http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Soubor:Complex_IV.svg&page=1
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ATP
Synthase NADH o H,O =
NAD*H™ h =
ATP Citric =
A_'I:_‘P H _ acid =
P, Matrix cycle =
HO 0, Fumarate  SUConale =

Inner membrane

Kotveny komplex |: NADH-Q-oxidoreduktasa (ubichinon-reduktasa)- vstup NADH
Kotveny komplex II: postranni vstup pro FADHZ ze sukcinatdehydrogenazy

Kotveny komplex llI: cytochrom-c-reduktasa

Kotveny komplex |V: cytochrom-c-oxidasa
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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
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Rastogi & Girvin, Nature, 1999 d

pumpa obsahuje arginin, ktery pfedava proton/vodik
aspartatu (ve vodném prostredi by byl negativné
nabity, ale v prostfedi lipidické membrany nikoli).
Dochazi k neutralizaci naboje — otoCka. Presny
mechanismus neni jasny



Molekula mésice v prosinci 2005
Rastogi & Girvin, Nature, 1999

D~

ATP syntasa — ukazka kompletni struktury — ve skutecCnosti se toCi ,modr
moduluji ,Cerveny” generator



Pfi otoCce osa tlaCi na F1 motor (3 ruzné konformace)
— levy panel = konformace vhodna pro vazbu ADP
- pravy panel = ATP molekula byla vytlaCena



http://www.rcsb.org/pdb/education_discussion/molecule_of_the_month/images/F1-rasmol.gif

Alberts MBoC, 2002 + Mitochondrie od BioVisions



gen -> protein -> interakce -> komplex -> superkomplex ...
(molekularni stroj) -> kompartment -> burika

genom -> proteom -> interaktom -> komplexom -> ... fenom

/- = (funkce v burice -> funkcngz@aﬁ( Vi
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RMA primer

Kelch et al, BMC Biol, 2012

Replikace DNA (video): DNA helikasa “denaturuje” dvouSroubovici (modra) —
pripojen je ,clamp loader” (Seda tlapka) - 2 raménka drzi DNA polymerasy (fialové)
spojené s PCNA (,sliding clamp®, zelena). ,Leading strand” je syntetizovan
kontinualne zatimco ,lagging strand” musi byt primasou (Zluto-zelena) odstartovan
(RNA primer = Zluty — Okazakiho fragmenty).

PCNA zvySuje procesivitu DNA polymeras



Clamp loader —
RFC-PCNA

Kelch et al, BMC Biol, 2012



http://www.rcsb.org/pdb/education_discussion/molecule_of_the_month/images/150-SlidingClamps_3u5z_open.jpg

Clamp sliding —
PCNA-Polo



http://www-bioc.rice.edu/~shamoo/interaction.jpg
http://www-bioc.rice.edu/~shamoo/clamp1.gif

PCNA-Fen1 -> PCNA-Lig1

w
.
-

Pho-FENI |

Po skoncCeni syntézy ,lagging strand” metylovany
Fen1 (flap endonucleasa) odstépi RNA primer
(demetylace a fosforylace disocuje Fen1)

Poté PCNA asociuje s Lig1 (ligasou), ktera spoji
cukrfosfatovou kostru

Zheng L, Shen B J Mol Cell Biol 2011;3:23-30


http://www.rcsb.org/pdb/education_discussion/molecule_of_the_month/images/150-SlidingClamps_1ul1.jpg

PCNA — regulace bunecného cyklu

Maga et al, FASEB J, 2004 ( p2l

pel A
p21 interacts with PCNA ;}‘1_} =
at the same site as ~_A9%.7
pol & and pol 2. —.,r;:# &

Upon binding of p21, subsequent
interaction of PCNA with pol 6 and pol A
is prevented

p21 je upregulovan nadorovym supresorem p53




Rad6-Rad18

Pokud je DNA poskozena, pold se
zastavi a je tfeba poskozeni nejdfive
opravit — jednou z moznosti je
,zastoupeni” jinou polymerasou, ktera (chromatine) EUEEVE
posSkozené misto ,toleruje” a pfekopiruje 4 s
(translesion synthesis) — pfepina se

ubiquitylaci PCNA (na ,zadni stran&®) - / @\k@ 9
TLS polymerasy (n, 1, k) obsahuji PIP a « checkpoint » ON P
UBM motivy pro interakce s Ubi-PCNA (Chk1")

Freudenthal et al, NSMB, 2010 I U ananal

b e « checkpoint » OFF
s ﬁ?&;— Pol n (Chkl)




Oprava DNA: PCNA-ptm

TLS polymerasy (n, 1, K)
obsahuji UBM (spravné
preCtou chybu a zaradi

spravnou bazi)

Rad6
Rad18 \
/.Ubiquitin Ubci3
Mms2
Rad5
SUMO
chg
Siz1

O -

Srs2 (antirekombinasa)
obsahuje SIM (nedovoli
rekombinaci v prubéhu

replikace)

Bergink & Jentsch, Nature, 2009
Sale et al, JCS, 2012
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Tsurimoto, FiBS, 1999 Leading strand

Maga et al, FASEB J, 2004 C-side
Naryzhny, CMLS, 2008 v ompe ~
Replication fork == —
Cell cycle regulatio
_ factors
PCNA—poIES. fills gaps _@a / Lagging strand
formed during DNA repair am
(BER, NER, MMR, HR) @5\\ &

C-side C-side

Okazaki fragment joining

Mismatch repair, DNA methylation
Chromatin assembly

Table 1. PCNA-interacting proteins (PIPs) in DNA replication, DNA repair and cell cycle control

PIP Function

Feferences

Pol & DNA replication and repair Zhang et al__ 1999; Zhou et al . 1997; Ducoux et al., 2001
Pol & DNA replicationand repair Eissenberg et al | 1997: Dua et al | 2002

RE-C DNA replication and repair Fotedar et al., 1996

DNA ligase I DNA replication and repair Levin etal., 1997

Fenl DNA replication and repair Warbrnick et al., 1997

Topo 1 DNA replication and repair Looretal, 1997

Topo ot DNA replication and repair Nimm et al., 2001

MLHI1, MSH 2/3/6 Mismatch DNA repair Umar et al., 1996; Clark et al_, 2000

XP-G endonuclease
WEN helicase

UBCY

AP-endonucleases APN1. APN2
Uracil-DNA glycosylase

Pol B

Poln

Paol1

Pol k

Pol A

Cyclin/CDKs

p2l

Nucleotide excision repair
Double strand breaks DNA repair;
linked to the Werner Syndrome disease
SUMOilation
Base excision repair
Baze excision repair
Base excision repair
Translesion synthesis; linked to the XP-V disease
Translesion synthesis
Translesion synthesis
Translesion synthesis
Cell cycle control
Cell cycle control

Gary et al. 1997
Lebel et al. 1999

Hoege et al., 2002

Dianova et al.. 2001; Unk et al., 2002
Krokan et al.. 2001

Kedar et al., 2002

Haracska et al.. 2001a

Haracska et al.. 2001b

Haracska et al.. 2002

Maga et al.. 2002

Xiong et al.. 1992; Zhang et al . 1993
Waga etal., 1994c



Shrnuti

* Proteiny mohou byt soucasti jednoho nebo vice
komplexu (dynamické)

« Stabilni komplexy
— Podjednotky jsou Casto koexprimovany (koexprese je
vzajemné stabilizuje, lepSi rozpustnost)
— stabilni komplexy disociuji proteolyticky
— pokles hladiny jednoho proteinu ma za nasledek
pokles hladiny ostatnich podjednotek

* Dynamické komplexy

— Interakce podjednotek dynamickych komplexu jsou
modulovany napf. posttranslacnimi modifikacemi

CGO030 — Struktura a funkce proteinovych komplext (v jarnim semestru)
Doc. Jan Palecek



