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/domeény interaguji s doménami partneru

— domeny maji urcitou strukturu, kterd do zna¢né 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 |
charakter komplementarni s interakEnim partnerem (typy interakci: ...)
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Protein-proteinové interakce
 stabilni (velké plochy, vétSinou soucasti komplexu)
« prechodné/slabé (soucast dynamickych procesu — predavani
signald, 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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Infections rﬂssues Diseases | Mutations
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Protein interaction pairs

Xel [ "
B3-Y AN ] no interaction

F2-R weak interaction
c1C2 strong interaction
C1-C3 changed interaction

Inhibice interakci (virovymi proteiny, mutacemi) vs. nove interakce
Srovnani interaktomud => konzerv. interakci (=> evoluce komplexa => evoluce organisma )



Jakeé jsou vyhody komplexu?

Interaktom x komplexom

."‘
"]

nucleus

Sit neznamena komplex, ale vztah

Wang et al., Nature, 2004



ProC skladat komplexy z mensSich podjednotek?

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

Staphylococcus |
aureus
a-hemaolysin

Ny x 7




ProC skladat komplexy z mensSich podjednotek?

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

— skladani i rozpad komplexu jsou snadnéji kontrolovatelné,
reversibilni (protoze podjednotky asociuji skrze mnozstvi
relativné slabych interakci - nizka energie)

— velky komplex (homo-oligomer) muze byt kddovan relativne
kratkou genetickou informaci (sklada se mensi protein — vetsi
je meéné stabilni a hufe se sklada)

— mensSi pravdépodobnost defektni makromolekuly (mensi gen
=>mene mutaci + da se relativné snadno vyhnout chybam —
odstrani/degraduje se pouze jedna poskozena mensi
podjednotka => mene energie nez pro napravu celé struktury)

— evoluéni vyhoda modult ¢« <, £«
(novy komplex vznika Ntk
zaménou podjednotek)




|zolace komplexu z kvasinky Saccharomyces cerevisiae
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Gavin et al., Nature, 2006



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

r Molecular Machinery: a rour of the Protein DataBank - g Structure Function
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Interaktivni web PDB-101 - relativni velikost komplexu



Priklady komplex u

proteasom apoptosom

Stator

ATP pumpa



Jak funguje ATPasova pumpa?

Pouze nékteré ¢asti byly S,
vykrystalizovany (zbylé R 5.5
&asti doplnény dle EM)

Liljas a spol.
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pumpa obsahuje arginin, ktery pfedava proton/vodik aspartatu PDB: 1C17:A




a
Subunit ¢

a’ D61(COOH)
R210 5 o

Subunit ¢

Subunit a

Rastogi & Girvin, Nature, 1999

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

Liljas, Structural Biology (kniha)



Molekula mésice v prosinci 2005

Rastogi & Girvin, Nature, 1999
+HY

FO je protonovy rotor (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 rotory jsou spojeny statorem.

,ATP syntasa je jednim z divu molekularniho svéta“. Je to dvojity molekularni motor
— ,hanostroj“ — vyrabegjici vétSinu ATP (energie).
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Actin filament

Liljas, Structural Biology (kniha)



ADP + P, ATP ADP +P, ATP

mitochondrialni vakuolarni

Mulkidjanian et al, NRM, 2007



Host Membrane SipB/SipC

©
)
2TT55 A :
5 mvmmm SipD Q
D O [3) , 3NZZ 4
F OS5 R 9 EM 5352 : =
y— = N <
N oL = o
o D= M X (<)
o382 8
— X = O'c 7
==} 9 $
D Ilm,ak w
e < © m
N c = \© o
>0 2 £ —
N oc c
cO05 30 .
O ® T muﬂvllm Outer Membrane
52038
o \— W_VC ab . {
O Cc g Q [ Periplasm %
e,a S,a N S 151
0N = > X
— g >0 >0 MxiM (InvH)
=S nco
XGg g = 1Y9L
@ a._I.Dl._I...I.
Soop o8
| o< ac

MxiA (InvA)
4ASP

EscN (InvC)
20BM

Needle complex EM 1875



helicase /)

primase _ |
rm \

polymerase

clamp
loader

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®, zelend). ,Leading strand” je syntetizovan
kontinualné zatimco ,lagging strand“ musi byt primasou (zluto-zelena) odstartovan
(RNA primer = zluty — Okazakiho fragmenty).

PCNA zvySuje procesivitu DNA polymeras



Replikace DNA: DNA
helikasa “denaturuje”
dvousroubovici — pfipojen je
,clamp loader” - 2 raménka
drzi DNA polymerasy
spojené s PCNA (,sliding
clamp*. ,Leading strand“ je
syntetizovan kontinualné
zatimco ,lagging strand”
musi byt primasou
odstartovan (RNA primer —
Okazakiho fragmenty).

PCNA zvySuje procesivitu
DNA polymeras

Cell, SnapShot

Replisome Components of Different Systems

Component T7 phage T4 phage E. coli Eukaryotes Archaea
Polymerase gp5/ TRX gp43 Pol Il Pol a/b/e Pol
Clamp - gp45 B PCNA PCNA
Clamp Loader - ypad/02 1 complex RFC RFC
SSB gp2.5 gp32 SSB RPA RPA
Primase gp4 gp61 DnaG Pol a-primase Primase
Helicase gp4d gp41 DnaB MCM2-7/CMG MCM
Other ? gp59 ? GINS, Cdc45 ?
B Eukaryotic replisome
/RPA




Kelch et al, BMC Biol, 2012 primer-template — '
Kelch et al, Science, 2011 Junction polymerase

Aktivovany (ATP) clamp loader interaguje s PCNA a otevira ji pro DNA. Vazba
DNA stimuluje hydrolyzu ATP a uvolnéni clamp loader (uzavieného s DNA).

- . - . - _
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PCNA-Fenl -> PCNA-Lig1

Po skonceni syntézy ,lagging strand®
metylovany Fenl (flap endonucleasa) odstépi
RNA primer (demetylace a fosforylace disocuje

Fenl)

Poté PCNA asociuje s Ligl (ligasou), ktera spoji

cukrfosfatovou kostru

Posttransla éni modifikace moduluji slozeni
Zheng a Shen, J Mol Cell Biol, 2011

komplexu

Gao a spol, Mol Cell, 2012
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PCNA - regulace bunecného cyklu

p21
Maga et al, FASEB J, 2004

pel A
p21 interacts with PCNA ;-1}1_.';, <
at the same site as 492 .7
pol & and pol A “’.‘—F‘—'ig x

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

Analyza PPl PCNA naznacila mechanismus ...
p21 je upregulovan nadorovym supresorem p53




Rad6-Rad18

Pokud je DNA poskozena, pold se b
zastavi a je tfeba poskozeni nejdfive

opravit — jednou z moznosti je Hilicase

,Zastoupeni jinou polymerasou, ktera (chromatine) GUEVE

posSkozené misto ,toleruje” a pfekopiruje =k B i i
(translesion synthesis) — prepina se / (Poi)

ubiquitylaci PCNA (na ,zadni stran&*) - w@ 9
TLS polymerasy (n, 1, K) obsahuji PIP a « checkpoint »ON .
UBM motivy pro interakce s Ubi-PCNA (Chk1")

Freudenthal et al, NSMB, 2010 I .. UK

« checkpoint »OFF
(Chkl)




Oprava DNA: PCNA-ptm

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

spravnou bazi)

Rad6
Rad18 \
/.Ubiquitin Ubc13
Mms2
Radb
@sSUMO
Ubc9
Siz1

O -

Srs2 (antirekombinasa)
obsahuje SIM (nedovoli
rekombinaci v pribéhu

replikace)

Bergink & Jentsch, Nature, 2009
Sale et al, JCS, 2012
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recombination

Inhibition
of cohesion
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PCNA — moduly

PCNA je ,jadrem“ pro mnoho ,attachments*
tj. s mnoha funkénimi moduly

- Loading

- Sliding

- Termination

- Bunécny cyklus

- TLS a oprava DNA

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

PP Function

Pol & DINA replication and repair

Pole DINA replicationand repair

RF-C DINA replication and repair

DNA higase ] DNA replication and repair

Fenl DNA replication and repair

Topo 1 DINA replication and repair

Topo I DNA replication and repair

MLH1, MSH 2/3/ Mismatch DNA repair

KP-G endomuclease Nucleotide excision repair

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

UBCS SUMnlation

AP-endomucleases APN1, APN? Base excision repair

Uracil-DNA glycosylase Base excision repatr

Pol B Base excision repair

Polm Translesion synthesis; linked to the XP-V diseas

Pol1 Translesion synthesis

Polk Translesion synthesis

Pol A Translesion synthesis

Cychin/CDEs Cell cycle control

p21 Cell cycle control



Chromatin
reassembly

» Parenbs) H2ZAHZE haeteodiser hm[pm“nn af the parenial
- pattern of histone modifications

onta the new histones

PCNA asociuje s CAF1 (chromatin

assambly factor) a pomaha
znovunavazani histonu (nukleosomu) a

vzniku chromatinu
PCNA je “swiss-army knife”
typ proteinoveho komplexu




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

genom >proteom -> Interaktom -> komplexom -> ... fenom

(funkce v burice -> funkénk zhak v2
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RNA polymerase Il | 3 | | 1Y1W
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exosome| 10 | | 2WP8

Hsp104 protein chaperone |11 | | 1358

268 Proteasome |12 | | 1RYP

ESCRT-I core| 13 2p22

Cytochrome BC1| 14 1KB9
FOF1 ATP synthase | 15 2WPD

~800 komplex G v S.c.
Bertero et al, Cell, 2010




Shrnuti

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

« Stabilni komplexy (ATPasova pumpa)

— Podjednotky jsou ¢asto koexprimovany (koexprese je
vzajemneé 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 napr. posttranslaénimi modifikacemi

CGO030 — Struktura a funkce proteinovych komplex 1 (v jarnim semestru)
Doc. Jan Pale ¢ek
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You can find many more examples of
protein complexes in this book: Alberts
et al, Molecular biology of the cell,
2014 (6! edition)

Vice: http://www.molecularmovies.com/learning/
http://www.hhmi.org/biointeractive/explore-animatio ns

C9041 — Struktura a funkce eukaryotickych chromosom U
Prof. Ji Fi Fajkus

CG030 — Struktura a funkce proteinovych komplex
Doc. Jan Pale cek



