Protein-proteinove interakce
 stabilni (velké plochy, vétSinou soucasti komplexu)

. prechodne/slabe (soucast dynamickych procesu — predavani
= ... signalu, modifikace)
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- Strong interaction
weak interaction

- Domain length from 25 - 500 AA
- Affinities: K, nM to pM

- Rather stable interactions P
- Examples: BTB(POZ), Ras-GAP, CARD

- Motif length from 3 - 10 AA

- Affinities: K, ~ pM

- Rather transient interactions

- Examples: Sh3/PxxP, EVH1/FPPPP



... kvarterni struktura

- vice povrchu jednoho proteinu interaguje s vice partnery
- vzajemné interakce vice proteinu vytvari vétsi povrchy a
vzajemne se stabilizuji — vznika pevny (kvarterni) komplex
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Sergeant et al.: MCB, 2005
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B1-A
B1-B2
B1-82
B1-B4
B2-83
B2-B4
B3-B4
B2-]
B2

O
Bader et al, FEBS Lett, 2008

Sit neznamena komplex

Protein interaction pairs

BIH (hliFe popisuje stabilni

H-J

C5-

C2-F1

C2-F2 AN

C3-R

€3Q
F1-F2
F1=N

N-L AN

N-M N\

pe N\

Yl

B3-Y AN

komplexy, ale lépe
popisuje vztahy)

F2-R
a-Q2
a1-C3

no interaction

weak interaction
strong interaction

changed interaction

modulace interakci — inhibice (virovymi proteiny, mutacemi) vs noveé interakce
Srovnani interaktomu => konzerv. interakci (=> evoluce komplexi => evoluce organism )
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Regulace/modulace interakci
Interaktom x komplexom

D'Gl ety ___sTE1s pheromone extracellular
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G-proteiny (B, y) disociuji a nasledné
interaguiji (B) se scafold proteinem Ste5 ...
Fus3 relokalizuje do jadra a aktivuje Ste12

STE20

BEM1

nucleus

Sit neznamena komplex (hdfe popisuje
stabilni komplexy, ale Iépe popisuje vztahy)




Dynamika komplexu - PPI
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Replikace DNA (video): DNA helikasa (modra) “denaturuje” dvousroubovici—

pfipojen je ,clamp loader” (Seda tlapka) - 2 raménka drzi DNA polymerasy (fialove)
spojené s PCNA (,sliding clamp®, zelena). ,Leading strand” je syntetizovan
kontinualné zatimco ,lagging strand” musi byt primasou (zluto-zelena) odstartovan
(RNA primer = Zluty — Okazakiho fragmenty). DNAI_replication_vo2-Ig



Kelch et al, BMC Biol, 2012

ATP modulace - clamp loader /~ ¢, Kelch et al, Science, 2011

cla » Ider

primer-template el 5
junction %

INA primer \'.‘ /°

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

FCal




PCNA-Fen1 -> PCNA-Lig1

DNA

substrate

SUMOylation 1

po skoncCeni syntézy ,lagging strand“ metylovany e ‘f
Fen1 (flap endonucleasa) nahradi polymerasy a o &P
vy$tépi RNA primer (demetylace a fosforylace Ub'q“'tl';:;i’g
disocuje Fen1) - ... degradace l'
poté PCNA asociuje s Lig1 (ligasou), ktera spoji 4%
cukrfosfatovou kostru Degradation S
Proteasome 1
Posttranslacni (PTM) modifikace Degradation

=y > £ Zheng a Shen, J Mol Cell Biol, 2011
moduluji slozeni komplexu £ spol. Mol Cell, 2012



PCNA — regulace bunecného cyklu

‘ p21

pel A
p21 interaguje s A ;;\?5_.'? <
PCNA podobnym A%

-

zplisobem jako "-‘;'**?? W
- o
polymerasy ‘% %@’

\(kompetuje) /

p21 blokuje pristup polymeras — zastavi se
replikace a bunécny cyklus v S fazi

002 ‘I 93SV4 ‘|e 1o ebey

p21 je upregulovan nadorovym supresorem p53
(v pripadé poSkozeni DNA ...)




pokud je DNA poskozena, pold se
zastavi a je treba poskozeni nejdfive
opravit — jednou z moznosti je
,zastoupeni” jinou polymerasou, ktera
poskozené misto ,toleruje” a pfekopiruje
(translesion synthesis) — pfepina se
ubiquitylaci PCNA (na ,zadni strané®) -
TLS polymerasy (n, 1, k) obsahuji PIP a
UBM motivy pro interakce s Ubi-PCNA

Freudenthal et al, NSMB, 2010

bfgg— Poln

“QX .

Rad6-Rad18

(chromating ) BELELELE

« checkpoint »ON
(Chk1")

« checkpoint »OFF
(Chkl)




Oprava DNA: PCNA-ptm

TLS polymerasy (n, t, ) lys 164
obsahuji UBM (spravné Recruitment
prectou chybu a zaradi o
spravnou bazi) :

Translesion
synthesis

=
o
o |
o
2 K63 polyUb
-
Rad6 f: Lys 164 Template SWiffh
2l 18/ \ = Unknown mechanism Error-free
@Ubiquitin  pe13 - pathway
Mms2 @
Radb5 .§
\.SUMO n QS/‘ b
UbcS Lys 164
Siz1 Recruitment Inhibition of ¥
—> - recombination
Srs2 (antirekombinasa) a b
obsahuje SIM (nedovoli - )
rekombinaci v priibé&hu M.

replikace) (

Bergink & Jentsch, Nature, 2009
Sale et al, JCS, 2012 — C-terminus
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ol Parents| HAHA heterodi

Parental HAATHZE heteradmer Incorporation of the parental
il Merw HAMHA hatarodimnr pattern of histone modifications
@ New HEAH2B heterodimer onto the new histones

PCNA asociuje s CAF1 (chromatin Do~ 2 &
assambly factor) a pomaha 5 A a
znovunavazani histonu (nukleosomu) a

vzniku chromatinu
PCNA je “swiss-army knife”
(PCNA je ,core — jadro” komplexu)



PCNA — moduly

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

- Loading

- Sliding

- Terminace

- Bunécny cyklus

- TLS a oprava DNA

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

PIP Function

Pol & DNA replication and repair

Pole DNA replicationand repar

RF-C DNA replication and repair

DMNA ligase I DNA replication and repair

Fenl DNA replication and repair

Topo I DNA replication and repair

Topo o DINA replication and repair

MLHI1, MSH 2/3/6 Mizsmatch DNA repair

XP-G endonuclease Nucleotide excision repair

WRN helicase Double strand breaks DINA repair;
linked to the Werner Syndrome disease

UBC9 SUMOilation

AP-endonucleases APN1, APN2 Base excision repair

Uracil-DNA glvcosylase Base excision repair

Pol B Base excision repair

Polm Translesion syathesis; linked to the XP-V dizeas

Pol1 Translesion synthesis

Pol Translesion synthesis

Pol A Translesion synthesis

Cychin/CDKs Cell cycle control

p2l Cell cycle control
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Strategy

Yeast genome

External datasets

TAP cassette integration 5,474 (85%) 2002 genome

TAP fusion expression

Overall purifications 3,206
Successful purifications

3,206 (59%) annotation

Proteome size:
Ghaemmaghami et al.’®

1,993 (62%) Huh et .20

MS protein identifications 2,760 (58%) Washburn et al.?

‘Social affinity’

{

1,159,003 pairs

scoring (log odds)

lterative clustering

Selection

(accuracy/coverage = 70%)

Complexes

Cores
Modules
Isoforms

4

1,784 sets of
complexes  Set of known

complexes:
92setsof  Aloy et al. '
complexes
491 Set of known
478 complexes:
147 MIPS (217)
5,488 PubMed (62)

Gavin et al., Nature, 2006



|zolace komplexu z kvasinky Saccharomyces cerevisiae

Strategy External datasets

\  Yeast genome 6486 ORFs | ups/aGD
TAP cassette integration 5474 (85%) 2002 genome
TAP fusion expression 3,206 (59%) annofation

Strain 1 -
Strain 2 —{orrFan —{orFz30 [Tap]- —»

A e s e e e @ . i
; ; Socio-affinity model
Co=purified proteins . e
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.. Complex 1 Cores Complex 3
Complexes 491 Set of known
Cores 478 complexes:
Modules 147 MIFS (217)
Isoforms 5488 PubMed (62)
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) Complex Complex 2 Complex 3



Stabilni komplex — molekularni stroj

ATPasova pumpa -
komplex se stalym
slozenim/pomérem
podjednotek (,nemenny”)

Liljas a spol.



14.4-ATP_synthase

- Multimedialni piehrévac VLC

Video Titulky Néstroje Zobrazit Napovéda

s

14 4-ATP synthase.mpg
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pumpa obsahuje arginin, ktery pfedava proton/vodik aspartatu PDB: 1C17:A




Subunit ¢ DG1(C004)

a® Ko

Subunitc

Subunit 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 — otocCka.




E’QU;e nektvere casti byly vykrystalizovany (zbyle Molekula mésice v prosinci 2005
casti doplnény dle EM) Rastogi & Girvin, Nature, 1999
~EI

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 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).



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




ATP

State 1 State 2 State 3 State 4 (=1)

A,B,DF AB, A,B, A,B,DF
(+ AMPPNP) + AMPPNP (+ AMPPNP)

bindable

lino et al.,, CO in SB, 2015



b H* or Na* V-type ATPase

mitochondrialni vakuolarni

Mulkidjanian et al, NRM, 2007
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Burkinshaw et al, BBA, 2014

Type lll secretion systém (T3SS - injectisome)
— bakterialni patogeny injikuji (efektoroveé)
proteiny skrze ,jehlu” do hostitelské bunky —
ATPasova ¢ast pomaha ,protlacit” efektorové
proteiny z patogeni bakterie skrze ,jehlu” do
hostitelské bunk

SUBIqWIN 1SOH

Ddis/gdis



(a)

Extracellular
segment

Basal

Cytoplasmic
components

g

Pathogenic T355

(B) 0] (i)

Sctl

FyFp-ATPase

ATPase complex

- ATPasové pumpy ...

92

Trends in Biochemical Sclences

- sekrecni systém (T3SS injectisom)

- pohon biciku ...
Mulkidjanian et al, NRM, 2007
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RECA (1XP8) Deinococcus radiodurans
100 E RECA (1U94) Escherichia coli
RADSI (1SZP) Saccharomyces cerevisiae
RADA (2BKE) Suifolobus solfataricus

RHO Helicobacter pylori
RHO Treponema pallidum
RHO Aquifex aeolicus
RHO Escherichia coli
RHO Bacillus subtilis
RHO Thermotoga maritima
SPAL Salmonella typhimurium ™
SSAN Salmonella typhimurium
HRCN Pseudomonas syringae
Y4Y| Rhizobium spp.
HRPBé Xanthomonas campestris ./
FLIl Aquifex aeolicus b
FLIl Helicobacter pylori
FLII Escherichia coli
FLIl Caulobacter vibrioides
FUI Bacillus subtilis
FLIl Sinorhizobium meliloti /

100

100 ATPA Caulobacter vibrioides

VATA Arabidopsis thaliana

VATA Caenorhabditis elegans

VATAl Homo sapiens

VATA Deinococcus radiodurans
VATA Aeropyrum pernix

VATA Sulfolobus soffataricus
VATA Haloferax volcanii

VATA Methanosarcina acetivorans

ATPB Aquifex aeolicus \
ATPB Thermotoga maritima
ATPB Caulobacter vibrioides
ATPB Escherichia coli
ATPB Pseudomonas aeruginosa
ATPBO Arabidopsis thaliana
ATPB Homo sapiens
ATPB Caenorhabditis elegans
ATPB Saccharomyces cerevisiae
ATPB Prochlorococcus marinus
ATPB Arabidopsis thaliana
ATPB Bacillus subtilis
ATPB Corynebacterium efficiens ./
VATB Deinococcus radiodurans 3\
VATB Saccharomyces cerevisiae
VATB Arabidopsis thaliana
VATBI Homo sapiens
VATB Caenorhabditis elegans
VATB Methanosarcina acetivorans
VATB Haloferax volcanii
— VATB Thermoplasma volcanium
E VATB Archaeoglobus fulgidus
VATB Pyrococcus abyssi
- VATB Methanothermobacter thermautotrophicus
VATB Aeropyrum pernix
VATB Suffolobus solfataricus J
— ATPA Corynebacterium efficiens
ATPA Escherichia coli
ATPA Pseudomonas aeruginosa
ATPAM Arabidopsis thaliana

ATPA Saccharomyces cerevisiae
ATPA Homo sapiens
ATPA Aquifex aeolicus
ATPA Thermotoga maritima
'— ATPA Bacillus subtilis
LATPA Prochlorococcus marinus
ATPA Arabidopsis thaliana J

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



Molekularni motory

*Cytoskeletalni motory
« Myosin — svalova kontrakce, transport vacku
« Kinesin - transport vacku po mikrotubulech od jadra
« Dynein - transport vacka po mikrotubulech k jadru, pohyb bigikU

*Rotacni motory:

« F_F,-ATP syntasa/ATPasa — preména energie ATP na elektrochemicky
potenc:lal nebo naopak (mitochondrie) — pumpovanl protonu pres
membranu (vakuoly)

 rotace bakterialnich biciku

*Motory nukleovych kyselin:
 RNA polymerase — prepisuje DNA do RNA —
 DNA polymerase — syntetizuje druhy retézec na ssDNA B
« Helicases — oddéluje retézce DNA (transkripce, replikace [l
« Topoisomerases - redukce supercoiling DNA
« RSC a SWI/SNF komplexy remodeluji chromatin .
« SMC proteins — zodpovédné za vytvareni smycek na chromatlnu




ProcC skladat komplexy z mensich podjednotek?

— evolucCni vyhoda podjednotek (novy komplex vznika duplikaci
a novou kombinaci podjednotek/modulu)
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ProcC skladat komplexy z mensich podjednotek?

— evolucni vyhoda podjednotek (novy komplex vznika duplikaci
a novou kombinaci podjednotek/modult)

LI 4 v v s

— komplexy mohou byt dynamictejsi - modularngjsi ...

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

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

— velky komplex (homo-oligomer) muze byt kédovan relativné
kratkou genetickou informaci (sklada se mensi protein — vetsi
je méné stabilni a hure se sklada)

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



Kde najit vice proteinovych komplextu = PDB

voda, ATP ATP pumpa _
1 mikrotubuly chromatin
Molecular Machinery: atour of the Protein Data|Bank e oo
(nm): Y5 ™ 5hm (nanometer] = 10° millimeters - =

lsunod Plasma

L] £ B

Intracellular'Cytosol

Interaktivni web PDB-101 - relativni velikost komplexu



Priklady komplexut

proteasom

ATP pumpa




Shrnuti

* Proteiny mohou byt soucCasti jednoho (stabilni) nebo vice
komplexu (dynamické/modularni)

Dynamické/modularni komplexy (PCNA)
— mnozstvi podjednotky determinuje slozeni komplexu

— Interakce/slozeni podjednotek dynamickych komplexu
jsou modulovany napf. posttranslacnimi modifikacemi

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

CGO030 — Struktura a funkce proteinovych komplexi
CGO031 - Cviceni z modelovani proteinovych komplexii
jarni semestr - doc. Jan Palecek



Molecular machinery of life:
https://www.youtube.com/watch?v=FJ4NQ0iSeR8U

A Molecular Machinery of Life.flv - Multimediélni pfehrévaé VLC

Média Pfehravani 7Zvuk Video Titulky Mastroje Zobrazit Napovéda
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Kviz — zapiste komplexy Ci ,molekularni stroje”, ktere jste
zahledli behem videoprojekce




Test 1

testy predat pristé prednasejicimu

1. Jaké typy AMK se nejcastéji podileji na protein-proteinovych interakcich?
a. polarni

b. nabité

C. hydrofobni

d. aromaticke

2. Jaké sekundarni struktury se podili na coiled-coil vazbé?

a. beta-listy

b. beta-listy a Sroubovice

C. smycky

d. vzajemneé se obtacejici Sroubovice

3. interaktom je:

a. interakéni sit’ proteind (pro dany organismus)

b. soubor vSech interakci jednoho proteinu

C. databaze vSech interakci biomakromolekul

d. interakce podilejici se na vzniku komplexu

4. Jaké charakteristiky musi splfnovat povrchy vzajemné interagujicich proteina?
a. staci, kdyz maji opacné naboje

b. staci, kdyz maji komplementarni tvary

C. musi mit komplementarni charakter (tvar, polaritu)

d. staci, kdyz jsou hydrofobni

(3]

. hapiste aspon 2 priklady proteint s coiled-coil doménou:



testy predat pristé prednasejicimu I t 2
6. Co je to komplexom? e S

a. interakéni sit’ proteinl v bunce

soubor vdech interakci jednoho proteinu
soubor proteinovych komplexl v burice
sit’ silnych interakci

a oo

vz

. Jak muze post-transla¢ni modifikace proteinu pfimym zptisobem ovlivnit protein-proteinovou interakci?
nemuze ji ovlivnit

ovlivni pouze konformaci proteinu

blokuje nebo posili vazbu

degraduje protein

o0 oT o N

8. Jaké hlavni vyhody skyta proteinovy komplex slozeny z podjednotek (oproti stejné velké makromolekule
obsahujici pouze jeden protein)?

a. lepSi dynamika, modularita, regulace
b vétsi stabilita proteinu

C. lepSi pristup k proteinim

d ucinngjsi prevod regulaénich signalu

9. Jak pracuje mitochondrialni ATP pumpa pfi konverzi ADP na ATP?
a transportuje pfes membranu Na*

b. vyuziva molekulu cGMP

c transportuje K* pfes membranu

d generuje rotacni pohyb pfi transportu H* pfes membranu

10. napiste aspon 3 priklady molekularnich stroju:



