testy predat pristé prednasejicimu nebo zaslat na E-mail: jpalecek@sci.muni.cz

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

b. nabité

c hydrofobni

d aromatické

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 v8ech interakci jednoho proteinu

c databaze vSech interakci biomakromolekul

d interakce podilejici se na vzniku komplex

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

b. staci, kdyZz maji komplementarni tvary

C. musi mit komplementarni charakter (tvar, polaritu)

d. staci, kdyz jsou hydrofobni

5. napiste aspon 2 priklady proteinti s coiled-coil doménou:

Test 1



6. Co je to komplexom? I eSt 2

a. interakéni sit’ proteinl v burice

soubor v8ech interakci jednoho proteinu
soubor proteinovych komplext v burice
sit’ silnych interakci

ocoo

. Jak mize post-translaéni modifikace proteinu primym zpisobem ovlivnit protein-proteinovou interakci?
nemuze ji ovlivnit

ovlivni pouze konformaci proteinu

blokuje nebo posili vazbu

degraduje protein

oo 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. veétsi stabilita protein(

C. lepsi pFistup k proteinim

d. u€innéjsi prevod regulacnich signald

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

b. vyuzivd molekulu cGMP

C. transportuje K+ pfes membranu

d. generuje rotacni pohyb pfi transportu H* pfes membranu

10. napiste aspon 2 priklady molekularnich stroju:



P ROT EO M I KA doc. Jan Palecek

jpalecek@sci.muni.cz

* Proteinové komplexy — 7.11.
— protein-proteinove interakce a komplexy
— komplexom, architektura a funkce komplexu

CGO030 — Struktura a funkce proteinovych komplexu



Souhrn - protein-proteinoveé interakce

- proteiny/domeény/motivy interaguji s proteinovymi partnery

— domény maji urcitou strukturu, ktera do znaéné miry determinuje tvar
jejiho povrchu, ale ...

— charakter (hydrofobicitu, polaritu, naboj) povrchu urcuji postrani retézce
aminokyselin sméfujicich do solventu, takze ...

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

oriméarni struktura sekundarni a terciarni struktura

surface 1

ni

surface 2

(A) SURFACE-STRING (B) HELIX-HELIX (C) SURFACE-SURFACE

- proteiny jsou troj-rozmeérné - maji rizné tvary a vice domén => maji vice
vazebnych mist na povrchu => komplexy a “sité*



Protein-proteinové interakce
« stabilni/silné (velké plochy, vétSinou soudasti komplex()

- prechodné/slabé (soucast dynamickych procesu — predavani
signald, modifikace)

surface 2
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- 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
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Protein interaction pairs

lnteractlon_

modulace interakci — inhibice vs nové interakce (virovymi proteiny, mutacemi)
Srovnani interaktomU => konzerv. interakci (=> evoluce komplexti => evoluce organismi )
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... kvarterni struktura

- vice povrchu jednoho proteinu interaguje s vice partnery
- vzajemne interakce vice proteinu vytvari vétsi povrchy a
vzajemné se stabilizuji — vznika pevny (kvarterni) komplex
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Stabilni komplex — molekularni stroj

a H* or Na* F-type ATPase

b-dimer —

ATPasova pumpa -
komplex se stalym
slozenim/pomerem
podjednotek (,nemenny") ADP + P, ATP
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pumpa obsahuje arginin, ktery predava proton/vodik aspartatu PDB: 1C17:A
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FO je protonovy rotor (ulozen v membrané) pohanény tokem vodikovych
iontu (z dychaciho fetézce) pfes membranu — dva tunely v podjednotce a
(pfivadi a odvadi protony)
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rotor je osou spojen s chemickym statorem vyrabéjicim ATP (nebo pohanénym
ATP).

Hahn et al., Science, 2018
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14.4-ATP_synthase — ucebnice: Alberts a spol, Molekularni biologie buriky.

www.BANDICAM.com

,ATP syntasa je jednim z divi molekularniho svéta“. Je to molekularni motor —
,nanostroj“ — vyrabéjici vétSinu ATP (energie).



CA (1XP8) Deinococcus radiodurans

RE
. 100 RECA (WU94) Escherichia coli
RADSI (1SZP) Saccharomyces cerevisiae
RADA (2BKE) Sulfolobus solfataricus

92— RHO Helicobacter pylori
RHO Treponema pallidum
RHO Aquifex aeolicus
RHO Escherichia coli
RHO Bacillus subtilis
RHO Thermotoga maritima
SPAL Salmonelia typhimurium ™
SSAN Salmonella typhimurium
HRCN Pseudomonas syringae
Y4Y| Rhizobium spp.
HRPB6 Xanthomonas campestris ./
FLIl Aquifex aeolicus B

FLIl Helicobacter pylori
FLII Escherichia coli
FLIl Caulobacter vibrioides

FLII Bacillus subtilis

FLIl Sinorhizobium meliloti

VATA Arabidopsis thaliana
VATA Caenorhabditis elegans
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—VATB Haloferax volcanii
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- ATPasové pumpy ...
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Dynamika komplexu - PPI

www.BANDICAM.com

ATP moduluje interakce

Replikace DNA (video): DNA helikasa (modra) “denaturuje” dvousroubovici—
pfipojen je ,clamp loader” (Seda tlapka) - 2 raménka drzi DNA polymerasy (fialové)
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).



Kelch et al, BMC Biol, 2012

ATP modulace - clamp loader Kelch et al, Scence, 201+

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

ola 0 loader
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interakce PCNA

- pold-PCNA ,dojede”“ k RNA primeru (zastavi)

- Fen1 (nucleasa) se navaze na vedlejsi PCNA protomer
(PIP misto) a rozstépi RNA

- ligasa nahradi pol/Fen1 a spoji konce DNA

C

PCNA Fen1 PCNA Ligase

RNA

Preceding Okazaki

Working Okazaki .
fragement ' fragement

1. DNA synthesis 2. Flap removal 3. Nick sealing

Zheng a spol, PNAS, 2020



Zheng a Shen, J Mol Cell Biol, 2011

Gao a spol, Mol Cell, 2012

DNA
substrate

PCNA-Fen1 -> PCNA-Lig1

SUMOyiation

- metylovany Fen1 (flap endonucleasa) se vaze na e

PCNA (vystépi RNA primer) o
- demetylace a fosforylace disocuje Fen1 z PCNA ~ Ubiquitination

(po ubikvitinaci je degradovan) P l'

- poté PCNA asociuje s Lig1 (ligasou), ktera spoji <%

cukrfosfatovou kostru ... Degradation =
Proteasome 1

Posttranslaéni (PTM) modifikace Degradation

moduluji interkce (slozeni komplexu)
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PCNA — regulace bunecneho cyklu

‘ p21

pel 2
p21 interaguje s A ;{}* -
PCNA podobnym ﬁ- 7
zpusobem jako ";"i X

polymerasy \.

¥002 ‘" g3Sv4 ‘e 10 ebep

\ (kompetuje)

.-":'E?Pcm *

W

%‘ﬁﬁi{ﬁ V.

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

p21 je upregulovan nadorovym supresorem p53
(v pfipadé poskozeni DNA ...)




pokud je DNA poskozena, pold se
zastavi a je tfeba poskozeni nejdfive
opravit nebo ji ,zastoupit® jinou
polymerasou, ktera poskozené misto
Jfoleruje” a prekopiruje

(translesion synthesis) — prepina se
ubiquitylaci PCNA (na ,zadni strané®) -
TLS polymerasy (n, t, K) obsahuji PIP a
UBM motivy pro interakce s Ubi-PCNA

Freudenthal et al, NSMB, 2010

Rﬂl:lﬁ-llﬂdlﬂ

« checkpoint »ON
(Chk1")

« checkpoint »OFF
(Chkl)




Oprava DNA: PCNA-ptm

TLS polymerasy (n, 1, K) lys 164
obsahuji UBM (toleruji Racruitmant
podkozené baze a »
wzreplikuji“ DNA) :

Translesion
synthesis

[ =
=)
8
2
~” e K63 polyUb
-
Radé i;: Lys 164 Template swiich
Rad‘IB/ \ - Unknown mechanism Error-free
@Ubiquitin  pe13 > pathway
Mms?2 @
Rads £ [ )
SUMO - (s) )
chg — Lys 164 -
Siz1 Recruitment Inhibition of
_> > recombination
Srs2 (antirekombinasa) = b |
obsahUJe SIM (nedovoli N
rekombinaci na S
zastavenych replikacnich
vidlickach) ‘

Bergink & Jentsch, Nature, 2009
Sale et al, JCS, 201 2 b C-terminus




Chromatin
disassembly
fafl Perental HAHA heterodimer
o Parental HZAMHZE heterodimer Incorporation of the parental
ey I P ORto the new histons
PCNA asociuje s CAF1 (chromatin Fy C\\\

assambly factor) a pomaha
znovunavazani histonu (nukleosomu) a

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




Moldovan et al., Cell, 2007

PCNA — moduly

PCNA je ,jadrem* pro mnoho ,attachments*®
tj. s mnoha funkénimi moduly
- Loading

- Sliding

- Terminace

- Bunécény cyklus

- TLS a oprava DNA

- Chromatinizace ...

Activities

DNA polymerases

Clamp loader
Flap-endonuclease

DNA ligase

Topoisomerase

Replication licensing factor

E3 ubiquitin ligases

E2 SUMO-conjugating enzyme
Helicases, ATPases

Mismatch repair enzymes
Base excision repair enzymes
Nucleotide excision repair enzyme
Poly (ADP-ribose) polymerase
Histone chaperone

Chromatin remodeling factor
Histone acetyltransferase
Histone deacetyltransferase
DNA methyltransferase
Sister-chromatid cohesion factors
Protein kinases

Cell-cycle regulators
Apoptotic factors

Proteins

Polg, Rev1
Rfc4

Rad18, Rad5
Ubc9
Srs2, Mgs1,
/ EXO1
i, NTH1, hM APET1, XRCC1

p300
HDACH1

, Ctf18
CDK2, EGF Receptor
Cyclin D1
Gadd45,




Molekularni motory

*Rotacni motory:
« F_F,-ATPsyntasa/ATPasa — pfeména elektrochemickeho potenmaul na
energii ATP (mitochondrie) — nebo naopak energie ATP k pumpovani
protonu pfes membranu (vakuoly)
* rotace bakterialnich biciku

-Cytoskeletalni motory
« Myosin - svalova kontrakce, transport vacku s
» Kinesin - transport va¢kl po mikrotubulech od jadra s
« Dynein - transport vacku po mikrotubulech k jadru, pohyb biciku

- ,Motory“ nukleovych kyselin:
« Helikasy — oddéluji fretézce DNA ... (transkripce, replikace ...)
« SMC proteins — zodpovédné za vytvareni smycek na chromatinu
« RBNA polymerasa — pfepisuje DNA do RNA
« DNA polymerasa — syntetizuje druhy fetézec na ssDNA
« Topoisomerasa - redukce supercoiling DNA
« RSC a SWI/SNF - komplexy remodeluji chromatin




|zolace komplexu z kvasinky Saccharomyces cerevisiae

2|
| Strain 1 —(orFr [mE}—/—[oRrz}— — '
: orrzl— — ()@ |
i i
© Strain 2 —{orra0 — @@ I
S .5 SN K
Co=purified proteins L
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: b Attachments

Complex 1

-
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-

Strategy External datasets
Yaast Cenorms 5,466 OFRFs MIFS/SGD

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

TAP fusion expression 3,206 (58%) =nnotation

COverall purifications 3,206 Proteome size: ”
Successful purifications 1,993 (62%) oo maghami etal

MS protein identifications 2,760 (58%) Washbum et al?’

Socio-affinity model

n

~
‘Sacial aflinity” 1.159.003 pairs
scoring (log odds)
,gl_,
lterative clustering 1,784 sats of
complexes  Set of known
complexes:
Selection 92 setsof Aoy et al ™
{acouracy/coverage = 70%%) complexes
Complexes 491 Set of known
Cores 478 complexes:
Modules 147 MIPS (217)
Isoforms 5,488 PubMed (62}

" Gavin et al., Nature, 2006; Krogan et al, Nature, 2006



Pro¢ skladat komplexy z mensich podjednotek?




Pro¢ skladat komplexy z mensich podjednotek?

LI 4 v L\’

— komplexy mohou byt dynamictéjsi - modularngjsi ..

— evolucni vyhoda podjednotek (novy komplex vznlka duplikaci
a novou kombinaci podjednotek/modult)
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Pro¢ skladat komplexy z mensich podjednotek?

v v i\ /s

— evoluéni vyhoda podjednotek (novy komplex vznika duplikaci
a novou kombinaci podjednotek/modult)
— skladani i rozpad komplexu jsou snadnéji kontrolovatelné,

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

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

QT 45 VI 4
V\ Zoo A4 bakteridlni toxin ,
‘. )
ks

RS

b "JJJ 4 ~£
NE/ 2%, porin v mitochondrii
P40 w7, porin v mitochondrii




Pro¢ skladat komplexy z mensich podjednotek?

L4 AL &4

— komplexy mohou byt dynamictéjsi - modularngjsi ..

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

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

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

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

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



Kde najit vice proteinovych komplexu = PDB

voda, ATP ATP pumpa -
pump mikrotubuly chromatin

f Molecular Machinery: a rour of the Protein DataBank
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Interaktivni web PDB-101 - relativni velikost komplexu




Priklady komplexut

proteasom




Shrnuti

* Proteiny mohou byt soucasti jednoho (stabilni) nebo vice
komplext (dynamické/modularni)

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

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

 Stabilni komplexy (ATPasova pumpa)

— podjednotky jsou Casto koexprimovany (koexprese je
vzajemne stabilizuje, lepsi rozpustnost)

— stabilni komplexy disociuji proteolyticky
— pokles hladiny jednoho proteinu ma za nasledek
pokles hladiny ostatnich podjednotek

CGO030 - Struktura a funkce proteinovych komplexu
jarni semestr - doc. Jan Palecek



Molecular machinery of life:
https://www.youtube.com/watch?v=FJ4N0iSeR8U

www.BANDICAM.com

The Molecular

Machinery of Life

Kviz — zapiste komplexy €i ,molekularni stroje®, které jste
zahlédli béhem videoprojekce



