Souhrn prednasky - interaktom

* Protein-proteinové interakce
— Typy PPI
— Vliv PTM na PPI

* Funkcni proteomika

* Proteinové interakce — domeny, typy
vazeb, interaktom

Strukturni biochemie

Proteomika



Souhrn - protein-proteinoveé interakce

proteiny jsou troj-rozmérné - maji ruzné tvary a vice domén =>

maji mnoho vazebnych mist na povrchu => komplexy a “sité”

Casti proteinu/domény interaguji s doménami partneru

— domeény maji urcitou strukturu, ktera do znacné miry determinuje tvar
jejiho povrchu, ale ...

— charakter (hydrofobicitu, polaritu, naboj) povrchu urCuji postrani fetézce
aminokyselin smérfujicich do solventu, takze ...

— interakce proteinu je determinovana povrchem, ktery musi mit tvar i
charakter komplementarni s interakCnim partnerem (typy interakci: ...)
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Protein-proteinove interakce

stabilni (velké plochy, vétSinou soucasti komplexu)

pfechodné/slabé (soucast dynamickych procesu — pfedavani
signalu, modifikace)
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- 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: BTB(POZ), Ras-GAP, CARD - Examples: Sh3/PxxP, EVH1/FPPPP
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Bader et al, FEBS Lett, 2008

no interaction

weak interaction

H strong interaction
changed interaction

Inhibice interakci (virovymi proteiny, mutacemi) vs. noveé interakce
Srovnani interaktomu => konzerv. interakci (=> evoluce komplexu => evoluce organismu )



Jaké jsou vyhody komplexu?

Interaktom x komplexom

nucleus

Wang et al., Nature, 2004



ProcC skladat komplexy z mensich podjednotek?

— skladani funkcniho komplexu na specifickém miste (toxin je
transportovan jako rozpustny monomer a poté se sklada =>
stava se toxickym az mimo puvodni buriku)

Staphylococcus |
aureus
a-hemolysin

v oxT

bakterialni toxin e ¢

porin v mitochondrii
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ProcC skladat komplexy z mensich podjednotek?

— skladani funkcniho komplexu na specifickém miste (toxin je
transportovan jako rozpustny monomer a poté se sklada =>
stava se toxickym az mimo puvodni buriku)

— skladani i rozpad komplexu je snadnéji kontrolovatelne,

reversibilni (protoze podjednotky asociuji skrze mnozstvi
relativné slabych interakci - nizka energie)
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transportovan jako rozpustny monomer a poté se sklada =>
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ProcC skladat komplexy z mensich podjednotek?
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podjednotka => méneé energie nez pro napravu celé struktury)
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ProcC skladat komplexy z mensich podjednotek?

— skladani funkcniho komplexu na specifickém miste (toxin je
transportovan jako rozpustny monomer a pote se sklada =>
stava se toxickym az mimo puvodni bunku)

— skladani i rozpad komplexu jsou snadnéji kontrolovatelnég,

reversibilni (protoze podjednotky asociuji skrze mnozstvi
relativné slabych interakci - nizka energie)

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

— mensi pravdépodobnost defektni makromolekuly (mensi gen =:
mene mutaci + da se relativne snadno vyhnout chybam —
odstrani/degraduje se pouze jedna poSkozena mensi
podjednotka => méneé energie nez pro napravu celé struktury)
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|zolace komplexu z kvasinky Saccharomyces cerevisiae

4 Strategy External datasets

Yeast genome 6,466 ORFs s ps/saD
TAP cassette integration 5,474 (85%) 2002 genome
TAP fusion expression 3,206 (59%) annotation
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Gavin et al., Nature, 2006



PCNA — moduly

PCNA je ,jadrem” pro mnoho ,attachments”
tj. s mnoha funk&nimi moduly

- Loading

- Sliding

- Termination

- Bunécny cyklus

- TLS a oprava DNA

- Chromatinizace ...
Table 1. PCNA-interacting proteins (PIPs) in DNA replic

PP Function

Pol & DNA replication and repair

Pole DNA replicationand repair

RF-C DINA replication and repair

DNA ligaze I DNA replication and repair

Fenl DNA replication and repair

Topo I DINA replication and repair

Topo Mo DINA replication and repair

MLHI, MSH 2/3/6 Mismatch DNA repair

XP-G endomuclease Nucleotide excision repair

WEN helicase Double strand breaks DNA repair;
linked to the Werner Syndrome disease

UBCY SUMO1lation

AP-endomucleases APN1, APN2 Base excision repair

Uracil-DNA glvcosylase Base excision repair

Pol B Base excision repair

Polm Translesion synthesis; linked to the XP-V diseas

Pol1 Translesion synthesis

Pol Translesion syathesis

Pol A Translesion synthesis

Cychn/CDEs Cell cycle control

p21 Cell cycle control



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

Table 1. PCNA-interacting proteins (PIPs) in DNA replic

PP Function

Pol & DNA replication and repair

Pole DNA replicationand repair

RF-C DINA replication and repair

DNA ligaze 1 DNA replication and repair

Fenl DNA replication and repair

Topo I DINA replication and repair

Topo Mot DINA replication and repair

MLHI1, MSH 2/3/6 Mismatch DNA repair

XKP-G endonuclease Nucleotide excision repair

WEIN helicase Double strand breaks DNA repair;
linked to the Werner Syndrome disease

UBCY SUMO1ilation

AP-endonucleases APN1, APN2 Base excision repair

Uracil-DNA glycosylase Base excision repair

Pol Base excision repair

Polm Translesion synthesis; linked to the XP-V diseas

Pol1 Translesion synthesis

Pol Translesion synthesis

Pol A Translesion synthesis

Cychn/CDEs Cell cycle control

p2l Cell cvcle control


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

PCNA-Fen1 -> PCNA-Lig1

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
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Zheng a Shen, J Mol Cell Biol, 2011
Gao a spol, Mol Cell, 2012

Degradation =~
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Incorporation of the parental
pattern of histone modifications
onto the new histones

PCNA asociuje s CAF1 (chromatin assamby factor) a
pomaha znovunavazani histonu (nukleosomu) a vzniku
chromatinu

Dohke et al, Genes to Cells, 2008
Ransom et al, Cell, 2010



PCNA — regulace bunecného cyklu

p2l
Maga et al, FASEB J, 2004

pel A
p21 interacts with PCNA ;-1}1_.'-, <
at the same site as ~_A'9%.7

pol & and pol 2. —.,r;:@‘

N

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

Analyza PPl PCNA naznacCila mechanismus ...
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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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



Jak funguje ATPasova pumpa®?

Pouze nektere Casti byly
vykrystalizovany (zbylé
casti doplneny dle EM)
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pumpa obsahuje arginin, ktery pfedava proton/vodik aspartatu PDB: 1C17:A




Rastogi & Girvin, Nature, 1999

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.

C,, oligomer
.
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L
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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 — otocCka.

Liljas, Structural Biology (kniha)



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

FO je protonovy rotor (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 rotory 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

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

PDB: 2WPD

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

Actin filament

in vitro prukaz otaceni rotoru

Liljas, Structural Biology (kniha)



Alberts MBoC, 2002 + Mitochondrie od BioVisions



Shrnuti

* Proteiny interaguiji silné (stabilni komplexy) nebo slabé
(pfechodné/dynamické komplexy)

« Stabilni komplexy (ATPasova pumpa)
— 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
* Dynamicke komplexy (PCNA)

— Interakce podjednotek dynamickych komplexu jsou
modulovany napf. posttranslacnimi modifikacemi

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



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

genom -> proteom -> interaktom -> komplexom -> ... fenom
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Kviz — zapiste komplexy Ci
,molekularni stroje”, ktere jste
zahledli behem videoprojekce

Molecular machinery of life:
http://www.youtube.com/watch?v=ztXiU3c3poM



ATPasova pumpa

Jaderny por




proteosynteza
ribosom (MRNA, tRNA)

transport vacku po cytoskeletu
(mikrotubuly, kinesin/dynein)




replikace (helikasa,
primasa, DNA polymerasa,
PCNA)

nukleosomy
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Prabéh mitdzy (mikrotubuly, chromosomy)

C9041 - Struktura a funkce eukaryotickych chromosomt
Prof. Jiri Fajkus

CG030 — Struktura a funkce proteinovych komplexu
Doc. Jan Palecek



O kterych komplexech se
dozvite v prednasce ...

Vice o komplexech — metody analyzy ...

DNA-proteinové komplexy
— enhanceosom
— nukleosom

Proteasom, ubikvitinace ...

Evoluce komplexu ...

CGO030 — Struktura a funkce proteinovych komplexii
Doc. Jan PalecCek



