Vecdomenski proteini

Vecina proteinov je sestavljenih iz ve¢ domen.

Prokarionti:
pribl. 2/3 vseh proteinov je ve¢cdomenskih
sestavljeni iz okoli 400 razli¢nih vrst domen

Evkarionti:
pribl. 3/4 vseh proteinov je ve¢domenskih
sestavljeni iz 600-700 razli¢nih vrst domen

Arhitektura proteina je sosledje domen od
N proti C koncu.

Primer: proteini kaskade strjevanja krvi so
nastali s kombiniranjem serinskih proteaz z
drugimi moduli.

Moduli so domene, ki jih najdemo kot
samostojne enote znotraj funkcijsko in
strukturno nesorodnih proteinov.




Evolucija vecdomenskih proteinov

podvojitve
domen

\ to an existing gene exon
shuffling
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Vecdomenski proteini

(b)

il

-I:I-_-?
(c)

Duplication — Abundance Recombination » Versatility

podvojitve vplivajo na rekombinacija vpliva na
izobilje domen vecstranskost domen

Vogel et al. ] Mol Biol. 2005



Vecdomenski proteini

Zveza med izobiljem in vecstranskostjo domen:
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Vecdomenski proteini

NajpogostejSe domene

St. zapisov v €loveskem
genomu

cinkovi prsti (C2H2 in C2HC) 3693
imunoglobulinske domene 1778
NTPaze s P zanko 1024
z G-proteini sklopljeni receptorji - druzina A (receptorji s 7 TM vijanicami) 824
Fibronektinska domena tipa Ill. 802
EGF/laminin domene 697
kadherini 686
Proteinske kinaze 539
Domene homologne plekstrinu (PH domene) 491




Vecdomenski proteini




Domenski pari

Kombinacije nekaterih domen se ponavljajo v ve¢ razlicnih proteinih v enakem vzorcu. Takim
kombinacijam re¢emo domenski pari ali supradomene.

EF-Tu and eEF1 alpha - HH -

eRF3 —{HEH—-

elF2 gamma - -

IF2 and elF5b - I -
EF-G and eEF2 - M HEF

eEF-1alpha, 1jny

amino acids
- Ribosomal protein S5 domain 2-like

- Elongation factor G (EF-G) domains Ill and V

Translation proteins

EF-Tu/eEF-1alpha C-terminal domain
Initiation factor IF2/elF5b, domain 3 [l P-loop containing nucleotide triphosphate hydrolases

i

Vogel et al. ] Mol Biol. 2004. 336



Supradomene

Primera supradomen:

(@)

and V

P-loop containing
nucleotide
triphosphate
hydrolases

Translation protein

E:[ ngation factor G (EF-G), 1dar

supradomena

Elongation factor G
(EF-G), domains I

Ribosomal protein
S5 domain 2-like

(b)

Riboflavin
synthase
domain-like

erredoxin
reductase-like,

C-terminal NADP-
linked domain

Flavodoxin reductase, 1fdr

Vogel et al. J Mol Biol. 2004. 336



Supradomene

Primera supradomen:

Flavodoksin reduktaza

tesna interakcija med domenama < —>skupna funkcija

Vogel et al. J Mol Biol. 2004. 336



Supradomene

Primera supradomen:

Elongacijski faktor G Elongacijski faktor Tu

tesna interakcija med domenama v supradomeni ni nujna €< -2 loceni funkciji

modra — NTPaza s P zanko

melena — domena translacijskih proteinov
Vogel et al. J Mol Biol. 2004. 336



Modularni proteini

Proteini sestavljeni iz modulov — enot s  Interacting Molecules Functional Roles

samostojnimi  strukturami in funkcijami

vecfunkcijski proteini.

Primer: matricelicen protein trombospondin-1.

Domene:
NTD — N-koncna domena

VWEF-C — domena C von Willebrandovega faktorja

TSR — trombospondinska ponovitev
Ex — EGF podobne domene

xC — kalcij-vezavne ponovitve
L-lectin — L-lektinska domena

*oligomerizacijska regija

Murphy-Ullrich et al. Matrix Biol. 2012. 31(3)

Calreticulin/LRP1 Focal adhesion
HSPGs/Sulfatides disassembly
Decorin, Integrins Migration, endocytosis

Aggrecan,Versican Collagen synthesis
TSG-6 Anoikis resistance

%
TGF-p activation
Nitric oxide inhibition
Endothelial apoptosis

CD36, Fibronectin
HSPGs, Integrins
Latent TGF-

Fibrin .
Indirect EGFR Synaptogenesis
(0:25-1) Cell motility
FGF2, Calcium Cell adhesion, motility
Integrins Angiogenesis

Nitric oxide inhibition
CD47 ECM deposition

Apoptosis

integrin-associated protein




Modularni proteini

Strukture fragmentov trombospondina.

NTD

izb" C-koncen fragment

Adams & Lawler. Cold Spring Harb Perspect Biol 2011;3:a009712



Modularni proteini

Strukture fragmentov trombospondina.

TSP ponovitve

C-konc¢na regija

-

U/

B/

zelene — EGF domene

modre — kalcij-vezavne ponovitve
rdeca — lektinska domena
rumena — Ca ioni krogle - disulfidi

PDB 1YO8



Modularni proteini

,Joolkit”“ (nabor domen) bazalnih membran:
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Hynes. 2012. J Cell Biol. 196(6)



Modularni proteini

Arhitekture Se nekaterih zunajceli¢nih proteinov:

A s EHGOUIHEI—®
i amily SIS ST EA S LS

Thrombospondins

L amadl

B AgrinNT -. LRR
repeat

I Foln <:> i,
‘ Kazal
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. TSPN
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Fibronectin 0,0,000900, 0050 000™¢

von Willebrand Factor
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Hynes. 2012. J Cell Biol. 196(6)



Modularni proteini

,Toolbox“ sistema fosforilacije/defosforilacije:

(a)

OH

-- Tyr/Ser/Thr --

== phosph-bind. dom.
‘7T -- Tyr/Ser/Thr --
reader

crascr

(b)

writer

crascr

> PKL (protein kinase-like)

P Ser/Thr kinase / ePK

P dual specificity kinase
> tyrosine kinase

2
o PPP

PPM
PTP
Asp-based phosphatase

phospho-binding domains

e D 8-@A T

bind phospho-Tyr

bind phospho-Ser/Thr

Jin & Pawson. Phil. Trans. R. Soc. B (2012) 367



Modularni proteini

,Toolbox“ sistema fosforilacije/defosforilacije:

-

PTPN6/SHP1; PTPN11/SHP2
Syk; ZapT0

Fes; Fer

Src, Csk, Abl

.

BTK: BMK: ITK:; TEC

PTPN14/21

[ - -

@

.
\
i

]

INSR: IGFIR

r =
o

Ig‘-’]g PDGFR; VEGFR; FGFR

o ‘J

—

receptor-like PTPs

cytosolic Tyr kinases

Yersus

non-receptor type PTPs

receptor Tyr kinases
Versus

receptor-like PTPs

katalitiche domene kinaz
so si homologne

Jin & Pawson. Phil. Trans. R. Soc. B (2012) 367



Modularni proteini

,Toolbox“ sistema fosforilacije/defosforilacije — regulatorna vloga adapterskih domen

-@.—‘— Src, Csk, Abl

sy i}

Shk (slime mould)

=
=

——

activation
Abl autoinhibited

substrate
. T r == substrate
Gag '_

Src autoinhibited

l ' o

membrane curved
association membrane

Jin & Pawson. Phil. Trans. R. Soc. B (2012) 367



Oligomerizacija

Nekaj primerov homodimerov:
Face-to-face homodimer

M. thermophila phosphate acetyltransferase

e (PDB: 1Q2ZT)

Cyclic (face-to-back) homotrimer
B. caeruleus phospholipase A2

a (PDB: 1G2X)

Cyclic (face-to-back) homotetramer
E. coli aspartate 1-decarboxylase

(PDB: 1PQF)

Dihedral trimer of dimers
C. ensiformis concanavalin-A

(PDB: TNLS)

Dihedral dimer of cyclic trimers
P.islandicum glutamate dehydrogenase
-

" S R
o

\’q &
(PDB: 1V9L)

D3

Dihedral dimer of cyclic tetramers
B. xenovorans biphenyl-2.3-diol 1.2-dioxygenase
4 L

D4

Liberles et al. 2012. Protein Sci. 21



Izmenjava domen

Oligomerizacija z izmenjavo domen je vmesna stopnja med oligomerizacijo in
vecdomenskimi proteini.

,hinge” (tecaj, zgib)

) ()

Two-domain Domain-swapped
monomer dimer

zgib

*Vee

prasi¢ji protein, ki veze diSave goveji protein, ki veze diSave



Izmenjava domen

Pri izmenjavi domen se konformacija spremeni le zgibu.
Interakcije med domenama so v monomeru in dimeru enake.

Funkcija se (lahko) ohrani.



Izmenjava domen

Razli¢ne oblike oligomerizacije z izmenjavo domen:

m g CV-N type domain swapping

hinge Ioop
‘A RNase type
w domain swapping
closed interface open interface

Gronenborn. Curr Opin Struct Biol. 2009. 19(1)



Izmenjava domen

Monomer (2.0 A)

swapped dimer (2.1 A)

N- and C-terminal
swapped trimer (model)

N-terminal

C-terminal
swapped dimer (1.75 A)

Cyclic C-terminal
swapped trimer (2.2 A)

RNaza A - arhetip oligomerizacije
proteinov — vsi oligomeri so encimsko
aktivni

Modeli tetramerov:

J b

/)
53 N' -

N8

Liu & Eisenberg. 2002. Protein Sci. 11(6)



Izmenjava domen

Kapsida HIV-1 PrP

T-SNARE

umetni
snop
vijacnic

protitelo

Gronenborn. Curr Opin Struct Biol. 2009. 19(1) cianovirin



Izmenjava domen

RNaza A RNaza A

K RNaza A

Gronenborn. Curr Opin Struct Biol. 2009. 19(1)



Koevolucija ostankov v proteinih

Tri evolucijske kategorije ostankov:

GYR
GET
NSY
DSV
DY G
GEV

ohranjeni
ostanki

LKSCWT
MFSCWE
ICSCWK
VCSCWA
FLSCWE

M8 0 n M@ E
O O +3 3 090
H X X110 2 @
n »n O O n n

ostanki, ki se spreminjajo soodvisno



Koevolucija ostankov v proteinih

Poznavanje ohranjenosti in koevolucije ostankov nam da informacijo o njihovi vlogi v strukturi
in funkciji proteinov.

- Napoved strukture

- Napoved funkcijske evolucijsko ohranjenih povezav

- Napovedi interakcij med proteini

KoevolvirajoCih ostankov je v proteinih sorazmerno majhen delez.

Temelj vseh metod — poravnava zaporedij proteinov iz proteinske druzine (Stevilo zaporedij
odvisno od metode).

Problem poravnave:
PreveC podobna zaporedja — visok Sum

Premalo podobna zaporedja — slaba poravnava — izguba informacije



Koevolucija interagirajocih proteinov

Stevilni proteini, ki tvorijo evolucijsko ohranjene komplekse (npr. podenote oligomernih
proteinov), evolvirajo soodvisno eden od drugega. Dve kategoriji koevolvirajoCih mest:

—_— (< -
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C

C‘c. L

CC c[

e <C
woNREMSWN REIT w g, woVvV FEEDNYV FISIE N me
vesKEMAws KIIAW g | | covwWEED s v FIMID s o« .
«nE SR Ty.8 K SY Nv. CEVF ESVF Daaxw
“vnD SR AY SR AY RV » 'E | F ENIF ENMN'
“HDNK SWN K SWR1 as CEVF ESVF ESQ":
“ND SR TYSR TY N'T™ MEVF ENVE ENMPR

Rdece — koevolvirajoa mesta v direktnem kontaktu
Zeleno — koevolvirajoca mesta, ki niso v direktnem kontaktu

Fares et al. 2011. IUBMB Life, 63(4)



Koevolucija interagirajocih proteinov

Stevilni proteini, ki tvorijo evolucijsko ohranjene komplekse (npr. podenote oligomernih
proteinov), evolvirajo soodvisno eden od drugega.

Primer: Podenoti 1 in 2 NADH dehidrogenaze

PDB 2FUG



Koevolucija interagirajocih proteinov

Primer: Hsp70-Hop-Hsp90

Bacteria

Archaea

lThe rmosome

™

Eukarya

4
NAC
NAC/ |mac

Hsp70 l Hsp70 l
+ NEFs
HspQO +ATP
system @
~20 %

Hsp70 in DnaK sta homologa.

Vabulas et al. Cold Spring Harb Perspect Biol 2010;2:a004390




Koevolucija interagirajocih proteinov

Primer: Hsp70-Hop-Hsp90

Hop — heat shock organizing
protein — adapter, ki omogoca
povezovanje in delovanje Hsp.
Veze C-koncna EEVD peptida na
Hsp.

Fares et al. 2011. IUBMB Life, 63(4)



Koevolucija interagirajocih proteinov

Primer: Hsp70-Hop-Hsp90

Struktura Hsp vezavnih domen Hop:

vezan Hsp90 C-koncen peptid MEEVD (moder) vezan Hsp70 C-koncen peptid EEVD (moder)

TPR-linker

TPR2A TPR1

Sistem je dobor ohranjen pri evkariontih = analiza koevolucije Hsp70/Hop in Hsp90/Hop z
algoritmom CAPS (poravnava okoli 25 zaporedij).

Travers & Fares. 2007. Mol Biol Evol. 24(4)



Koevolucija interagirajocih proteinov

Primer: Hsp70-Hop-Hsp90

Ostanki Y Hsp70, ki
koevolvirajo s Hop so
porazdeljeni po celotnem
proteinu, tudi dale¢ od C-
konca (C-konc¢ne domene v
strukturi ni).

— 13.99A
- -+ 292A-2.60A-3.64A

Travers & Fares. 2007. Mol Biol Evol. 24(4)




Koevolucija interagirajocih proteinov

Primer: Hsp70-Hop-Hsp90

Podobno velja za Hsp90/Hop.

Travers & Fares. 2007. Mol Biol Evol. 24(4)

— N-terminal domain

— Middle Segment




Koevolucija ostankov znotraj proteina

Napovedovanje strukture proteinov iz podatkov o koevoluciji ostankov.

N - 0606000000880 0000800080C

Align evolutionary
diverged sequences

Calculate covariance matrix for each
pair of sequence positions for all

pairs of amino acids (A,B) CTI(A,B) = —e..(A,B). .

Identify maximally informative pair
couplings using statistical model of

entire protein to infer residue-residue N Dir ,-jDir(A,B )
) ; DI.. = E P A B In——=———H-——
corevolution ST ( ) ! f,(‘l)f/(B)

¢ high ranking

D
transitive
‘ \‘ 'indirect correlations'

Ves—>9v

P s = el aps i+ i) I

—_—

re-ranked correlations
'direct information’ = DI

v —

Marks et al. 2011. PLoS ONE 6(12): e28766



Koevolucija ostankov znotraj proteina

Napovedovanje strukture proteinov iz podatkov o koevoluciji ostankov.

Analyze the highest scoring pairs to produce
ranked list of residue pairs which we predict to be
close in 3D space. Use these pairs as predicted

A . o Vb o
close “evolutionary inferred contacts” , EICs, in vrqf My
folding calculations o e |

:'.'. :.,ll z o
o -

™ o0 W om W W™ e W

predicted contacts (EICs)

Start with extended structure

use distance geometry and simulated o8 Be. Goa o8 ¢ & e
annealing with predicted constraints, EICs, Na&é‘&; A &Cég%&\g%x ;

to fold the chain

Rank predicted structures using quality
measure of backbone alpha torsion and

beta sheet twist
bad scores

C-alpha AMSE ve crystal structire

% mn; nmn. :

Marks et al. 2011. PLoS ONE 6(12): e28766



Koevolucija ostankov znotraj proteina

Napovedovanje strukture proteinov iz podatkov o koevoluciji ostankov.

predicted observed
blind top ranked crystal structure

S v. ‘\ °/\ i \ \ X
TRY2_RAT%

28.000 ogledov/cca. 8000 prenosov od 2011. Marks et al. 2011. PLoS ONE 6(12): e28766

3TGl.pdb




StatistiCha analiza sklopitev

Statisticna analiza sklopitev je metoda, ki identificira omreZja koevolvirajoCih ostankov v

proteinih.
i Hipoteza:
’1- Evolucijsko ohranjena (koevolvirajoca)
x omrezja prenasajo alostericno komunikacijo
/ :" v proteinih.
SR
- k
. -@
‘ L]
‘.0 ,«’ J Evolucijsko ohranjena omrezja v proteinski
‘uanns? druzini imenujemo proteinski sektorji.

Suel et al. 2003. Nat Struct Biol. 10(1)



StatistiCha analiza sklopitev

Statisticna analiza sklopitev je metoda, ki identificira omreZja koevolvirajoCih ostankov v
proteinih — proteinski sektoriji.

Primer: tripsinu podobne serinske proteaze

ohranjenost po pozicijah

< PDB 1GVK

kovarianca med pozicijami

sortirana matrika — 3 sektorji

1
16 40 60 8 100 120 140 160 180 200 220 240 blue !green! red !

Halabi et al. 2008. Cell. 138



Statisticna analiza sklopitev

Primer: tripsinu podobne serinske proteaze
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Zeleni sektor vsebuje kataliticne ostanke, modri vpliva na
termicno stabilnost, rdeci pa na kataliticno ucinkovitosti

Halabi et al. 2008. Cell. 138 [



Statisticna analiza sklopitev

Primer: alosterija v Hsp70

Hsp70 — ADP-vezana oblika

Substrate-binding

Hsp70 — ATP-vezana oblika

Substrate-binding domain Nucleotide-binding domain

Lid subdomain ( ‘ v, B

;\{3@9/ B 4358 >

ATP-binding
site

‘{_’, P s

- - -

- -
*

site

p-sandwich core Interdomain . .
linker Crossing helices

Lid subdomain

ATP-binding
site

Substrate-binding

B-sandwich core

Smock et al. 2010. Molecular Systems Biology 6:414



Statisticna analiza sklopitev

Primer: alosterija v Hsp70 — konformacijske spremembe ob vezavi ATP posreduje sektor, ki se
razteza v obeh domenah.

Substrate-binding site

Smock et al. 2010. Molecular Systems Biology 6:414



