Prednaska-zkouska

« Uvod - Analyza proteinu
— Domény
« fold-struktura (ss, PDB)
* Interakce (IntAct)
— Komplexy
* Funkce
» Lokalizace

— evoluce
e Konkrétni nova data — ¢clanek

Ujasnit si souvislosti, rozsirit si znalosti, aplikovat
poznatky z prednasek ...



DNA-proteinove komplexy

Komplexy spojené s transkripci
Komplexy podilejici se na opravée DNA
Chromatinové strukturni komplexy

"The Smc5/6 complex and replication stress”
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Komplexy spojené s transkripci

DNA-vazebné motivy specifickych transkripcnich faktoru
Obecné TFIl komplexy a proces transkripce



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/80/Transcription_Factors.svg

Tvarova a nabojova specifita DNA determinuje typy DNA-

vazebnych domen (oproti velké rozmanitosti protein-proteinovych
interakCnich domeén)
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Guanine Cytosine Adenine Thymine

- sekvencne specificka (napr.
transkripCni faktory) nebo nespecificka
(napf. histony, HMG proteiny) vazba

Bi7015 - Chemické vlastnosti, struktura a interakce
nukleovych kyselin (doc. Fojta a prof. Palecek)
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Vazba proteinu s DNA
prostrednictvim vodikovych vazeb
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igure 28-10
Lehninger Principles of Biochemistry, Sixth Edition
© 2013 W. H. Freeman and Company

Silna vazba, sekvencné specificka - afinita nM — uM
Slaba vazba, strukturne specificka - afinita uM — mM



Vazba proteinu s DNA prostrednictvim

* Arg a Lys mohou y o o
interagovat s fosfaty — solné solnych mustku

mustky/salt bridges
(positivni naboje Arg a Lys
vytvari vazbu s negativnhim
nabojem fosfatove skupiny)

» Elektrostaticky naboj/povrch
naznacuje vazebne
schopnosti proteinu

Table 2. The simplified relative charge set defined from CHARMM (10)
used in the calculation of the electrostatic potential of atoms in the DNA-
binding proteins

Atom type (PDB entry) Residue Relative charge

NZ Lys 1.00 Gajiwala & Burley, COiSB, 2000
NHI Arg 0.50

NH2 0.50 C

OF Glo 030 ... vazba DNA na protein ¢asto
o o o indukuje zmény v jeho struktufe
R A resicues o pfipadné u nestrukturovanym

C

< A resicues o proteiny strukturu indukuje




Motivy DNA vazebnych domeén

Zipper typ i
— Leucinovy zip 3 ol
— Helix-loop-helix

Helix-otacka-helix
— Winged helix
Zinkovy prst a-$roubovice
— BPBa zinc-finger
— Hormon-receptor

— Loop-sheet-helix
— Gal4

Histon, HMG-box ¢
B-sheet
B-hairpin/ribbon

Enzymy

B-listy

Literatura: Luscombe et al, Genome Biology, 2000



Motivy DNA vazebnych domeén

« Zipper typ (dle zpusobu dimerizace) i

— Leucinovy zip (GCN4 — 2dgc) ;
« 2 a-helixy (2 x 60 AMK)
« coiled-coil (30AMK, Leu, C-term)
 basicka Cast (N-terminus, navazuje na CC)
« bazicka Sroubovice vazana do VZ

— Helix-loop-helix (MyoD)
« CC a bazické Casti jsou oddéleny smycCkou
« bazicka Sroubovice vazana do VZ
» smyCka poskytuje vétsi flexibilitu pro vazbu

sroubovice-smycka-sroubovice



Interakce bazickych Arg(243)=Gua(32), Asn(235)-Cyt(29),
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Motivy DNA vazebnych domeén
« Zipper typ !

— Leucinovy zip
— Helix-loop-helix
* Helix-otacka-helix

— Winged helix

~+ Zinkovy prst
— BPa zinc-finger
— Hormon-receptor
— Loop-sheet-helix

— Gal4
e Histon, HMG-box ¢ 16. Ets domain (1bcg)
* pB-sheet B list
. B-hairpin/ribbon Y

« Enzymy



Helix-turn-helix motiv

* Obsahuje ~ 20 AMK ve dvou )
sroubovicich vzajemné kolmych

» a-helix pro vazbu na DNA
(,recognition”) - -obratka —
druha Sroubovice

» Sekvencné-specificka vazba
prostrednictvim ,recognition”
sroubovice a velkého zlabku

» nejCcastejsi motiv u prokaryot -
homodimery vazou palindrom.
sekvence

» HTH motiv se obvykle vyskytuje
ve svazku 3-6 sroubovic
(stabilizovanych hydrofobnim
jadrem)

» motiv muze byt bud soucasti
hlavniho proteinu (Cro) nebo z
néj muze pouze vybihat (Lacl)

b

Luscombe et al, Genome Biology, 2000
3. Lacl repressor (1wet)



Liljas a spol.

6CRO

Helix-turn-helix motivy (spojené listy nebo Sroubovicemi) —
odstup HTH (34A) odpovida jedné otacce B-DNA

Sekvencéné se ruzné HTH prilis nepodobaiji
1. variabilita v rozpoznavanych sekvencich DNA
2. variabilita v pozici ,recognition” sroubovice ve velkem
zlabku (paralelné k rovine bazi nebo delsi Sroubovice jsou

paralelné k cukr-fosfatové kostre)



Transcription activator-like effectors
Patogenni bakterie injikuji do rostlinnych bunek
ovlivAuji transkripci rostlinnych promotoru
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23 repetic obtaéi DNA ve VZ

TALEN technologie Mak et al, Science, 2012



Type llI Repeat Activation
Secretion Signal Region NLS Domain
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Tandemoveé repetice (34)
AMK v pozicich 12 a 13
urcuji specifitu (repeat-
variable diresidue) —
hlavni:

HD, NG, NI,NN, - o
NS, HG, N* Interaguje otacka/turn
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Mak et al, Science, 2012



Regulace transkripce v kvasinkovych
bunkach

Eukaryontni
heterodimery vazou
nesymetrickeé cilové
sekvence (vétsi
variabilita sekvenci)

Typ bunky Geny kontrolované MAT lokusem

a haploid L aSG OFF

eeeeessssssm haploid SG  ON

. N
diploid h aSG OFF
L haploid SG OFF



,2Winged“ helix (okridlena sroubovice)

- ,winged” HTH obsahuje ,recognition” sroubovici (H3) a p-listy,
které poskytuji dalsi kontakty s DNA

Wi

Ha2 —

H i'ﬂ/f/

Gajlwala & Burley, COiSB, 2000
Luscombe et al, Genome Biology, 2000

16. Ets domain (1bc8)

W2 Current Chpinion in Structural Biology



Interakce bazi a cukr-fosfatove kostry se Sroubovici (H3)




- ,winged” HTH v mnoha specifickych
transkripénich faktorech ale také v ,general”

TFIl faktorech
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stereoskopicky obrazek
docking (pouze model)

Skladani nukleosomu
do kompaktnéjsich
struktur

Fan & Roberts, PNAS, 2006

Histon H1/HS interaguje s DNA (nukleosomem) a vytvari dimery
(nukl. diady) — WHD domena muze vytvaret vice kontaktu (H3
Sroubovice-MZ, wing-cukrfosfatova kostra, protein-protein int.)



- ,winged” HTH obsahuje ,recognition” Sroubovici (H3) a B-listy,
které poskytuji dalsi kontakty s DNA

- WHD (i dalsi struktury) poskytuji pouze ,kostru“ a zalezi na
postranich retézcich jaka DNA nebo protein se navaze

NFRKB: 422 NWAE-LVLPALQYLAGE 437 H3 g7 o
lu8r: 37 SGP-TVSQTVSRMERD 51
1xsd: 40 VSDK-TIRTLITRLYKK

2xro: 45 LPRS-TVQRIINALEEE _‘f‘!_‘{?w:f; ﬂgm Pm 555
3co7: 208 GWRN=-SIRHNLSLHSK 222 .

2d45: 39 DWSPKTIRTLITRLYKK 55 e EL
1j75: 141 PKK=TLNQVLYRLKKE 155 ﬁ__ 351
2gxb: 168  PKK-EINRVLYSLAKK 182 W f‘;ﬁ
3eyi: 138 K-DVNRDLYRMKS 149 W i
ﬁf- 311

Figure 4. Structure-based sequence alignment of helix u3. Helix H S 294
%3 of NFRKB_WHL was aligned with the corresponding helices from - . £t 2890
some of the structurally similar proteins based on DALI alignment. Only - H ¥ 263
two hydrophobic residues of NFKRB (427 V and 431 L; bluegrey - Hl - 4
background) exhibit some degree of conservation. Residues interacting - ! BT RS
with DNA in other structures are colored (polar and aromatic residues in - 331

pink and basic residues in blue). oy h'":hh Rehhh**% R h B
Nse4 kleisin interaguje s SMC5 proteinem prostrednictvim hydrofobnich vazeb

Kumar et al, PLoS One, 2012, Palecek et al, JBC, 2006



Motivy DNA vazebnych domeén
Zipper typ |

— Leucinovy zip

— Helix-loop-helix
Helix-otacka-helix
— Winged helix

inc finger

L .y Zi .
| \J His motif
Y . 7,

3 ACys

Zinkovy prst a-Sroubovice
— PBPa zinc-finger

— Hormon-receptor
— Loop-sheet-helix
— Gal4

Zinc finger motif

Histon, HMG-box ¢
B-sheet
B-hairpin/ribbon

Enzymy

B-listy




Zinc-finger/Zinkovy prst
- cca 30 AMK ve dvou kratkych antiparalelnich -
listech a a-Sroubovici
- smycka (,hairpin®) stabilizovana (,crosslinked“) Zn?* -
koordinovany 4xCys nebo 2xCys + 2xHis

(tetraedricka struktura)

C2H2 motiv: _
Cys-X,_4-Cys-X4-Phe-Xs-Leu-X,-His-X,-His :

i A
e i—
v ¥
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otifs: beta turn —— beta hairgin

fud
— p— n B n .
Residue contacts: to ODMA'RNA T to metal



Go to PDB code: |1zaa

@ Top page [f Protein .x] @ DHA/RNA @ Metals @ Clefts @ Tunnels @
Protein chain C PC

g

- vazba na DNA je relativne slaba, takze se typicky vyskytuje
tandemove nekolik domen za sebou (3x v Zif268)
- a.-Sroubovice se vaze do VZ — v tandemu obtaci VZ

- o.-Sroubovice vaze 3 sousedni pary bazi (AMK na pozici -1,2,3,6)
- variancemi AMK v téchto pozicich Ize dosahnout rizné
sekvencni specifity

4 4 HI E E H2
& R T B —
F — =
" ] T T " ] " ] II IT T T " ] ] I IT
Frotein chain © highlighted EPYACPVESCORRFSREDELTRHIR IHTGCEPFOCE ICWMENF RS DHLTTH RTHTGELE

(elidk to view) 3 m 15 F‘H F’s 30 35 40 45 n FDT 55 &D
C o C H3
Jwel & P, i Znne-
LA w w

Secondary structure FACDICGMERS.PEMHTH‘R
[—wiring diagram 63 EEG S S




—a-Sroubovice vaze 3 sousedni pary bazi (AMK na pozici -1,2,3,6)
- a-8roubovice se vaze do VZ — v tandemu obtadéi VZ

1ZAA, Zif268
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bits

- obsahuje 11 zinkovych prstu — k vazbé na DNA pouZziva razné
kombinace ZF

Variant CTS-Cores Displaying Critical
CTCF-Contacting Guanines

1 23 4 58 T8 210N
i MYC-FpV  croceteacoaesshasacerarcBoanciEREcEEccan B BIBIR
chickan GAGFOACTCECCOCTOOCACE0EICECTCCCOCGOOEaTE
2 Fisiten.  chRcATErasATACCATAGCTATCCARTAEARET CTCAATT
chickan CTETACATTTATEETATCOATAGITCATCTCCAGATGTTAR
3 Fil Insul. aTraceTccoroccoclor AGCAGCEAECCECD
chickarn TAATGCRGOGAGEEZECCATCCCCOETCETCECcTOHREC oG
4 MYC & oTagraaTTooaocoanAEHc AR EEREC R EC-ERE oo
human CRATCATTAASGTCGCTCTOCGTCT OO0 TOGCT CE0C0R00
C :
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- human CODGEEE CACCECCGE T GTCERGCCCCT
AV OXE 1 VAR i i
. MYC M COCCATEATCTCTGCTOCCACT ACACTTACT
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vyssich chromatinovych ST
struktur Ohlsson a spol., TiG, 2001



- ai-Sroubovice vaze 3 sousedni pary bazi (AMK na pozici -1,2,3,6)
- variancemi AMK v téchto pozicich Ize dosahnout rizné
sekvenéni specifity (vazba do VZ)

- proteiny obsahuji nékolik zinkovych prstu obtoCenych kolem

DNA ve spirale
Transcription activator-like

(a) Zinc Finger Protein : (b) TAL Effector

64 variant pro vSechny triplety

=]
c
=
=
2
g
-9
=
o
=

a) DNA-Binding

Current Cpindon in Chemical Biology

,2genome editing" Perez-Pinera a sp'ol., COICB, 2012




- jeden z nejlépe prot_udovanych motiva (vaze DNA, RNA i v jinych typech proteinu)

% Vazba 2 zinkovych prsti —
spojuje 2 transkripCni faktory
(dalSi ZnF vazou DNA): 1y0Qj

~a\_ Protein interaguje s RNA
A5HIV nukleokapsid (1a1t)
EEA1 protein se vaze na
specificky lipid obsazeny v
endosomech — esencialni pro
transport molekul do bunécnych
kompartmentu (1ioc)

(ii)

@ )

4-4.3

Rozdil mezi Zinc-finger

a RING-finger ‘ r 311-3 X2
domeénami (interakce
mezi E2 a E3 proteiny)

Perry a spol., TiBS, 2008 9- 39

}:E‘ :‘:E
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http://www.rcsb.org/pdb/education_discussion/molecule_of_the_month/images/87_zincfingers.jpg

Hormon receptor family

Jaderné receptory — steroidni hormony, thyroidni hormony a
retinoidy — navazani ligandu stimuluje translokaci receptoru z
cytoplasmy do jadra a vazbu na HRE (hormon response
element - regulaci transkripce)

- a-Sroubovice-smycka(loop)-a-
sroubovice (kolme)

- 4 Cys koordinuji Zn

- 1. helix ve velkem zlabku a
smycka s druhym helixem

kontaktuji cukr-fosfatovou
kostru

- doména dimerizuje (pres
smycku)

18. Hormone receptor (2nll)



navazani ligandu stimuluje vazbu k DNA

Structural Organization of Nuclear Receptors

N-terminal Hinge C-terminal
domain region domain

DNA binding Ligand binding
‘ domain (DBD) doman (LDB)

3D

DNA DBD


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3e/Nuclear_Receptor_Structure.png

tfida | (homodimery, cytoplasma) a tfida Il (heterodimery,
jadro) — vazba ligandu také moduluje vazbu ko-aktivatoru
(dalSich transkripCnich faktort nebo chromatinovych
remodelatoru/napf. histon acetylasa — acetylace uvolni
histon)

hormone
Q
HSP
changed
cell function ‘\
protein
I';ggg NR/hormone
[ complex nuclear )
ore
NR/HSP P MRNA
complex ribosome
cytoplasm ‘\
coactivator
\ nuclear
envelope
RNA polymerase MANA
NR dimer % § .)
nuclear DNA
HRE target gene
cell
membrane

wikipedia



- Hormony (estrogen)
nebo syntetické latky
(diethylstilbestrol)
pusobi jako agonisté a
stimuluji vazbu
koaktivatoru

- antagonisté (synt.,
hydroxytamoxifen) brani
vazbé agonistu a
koaktivatoru a stimuluje
vazbu s korepresorem

Estrogen
Receptor

http://en.wikipedia.org/wiki/Nucle

ar_receptor - seznam receptoru .
Y . o strogen
a JeJ|Ch I|gandu Heceptor

gena
expression

gene
expression

|



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d4/NR_mechanism.png
http://en.wikipedia.org/wiki/Nuclear_receptor
http://en.wikipedia.org/wiki/Nuclear_receptor

Loop-sheet-helix

- core/DNA-vazebna doména p53 — transkripéni faktor dulezity
pro regulaci bunecného cyklu, apoptozy a opravy poskozené
DNA (nadorovy supresor)

- SmyCky vychazejici mimo
hlavni core doménu — vyCniva
B-list a a-sroubovice

- 3 Cys a 1His koordinuji Zn

- helix ve velkém zlabku a
smycka v malem zlabku

- Aktivace transkripce skrze
kyselou TA doménu

TFIID,;I'FIIH - transkripce

MDM2/MDM4 - ubi



Loop-sheet-helix

- core/DNA-vazebna doména p53 — transkripéni faktor dulezity
pro regulaci bunécného cyklu, apoptozy a opravy poskozené
DNA (nadorovy supresor)

- Konsensus sekvence
PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy
(v promotorech p21, PUMA)

- 95% “nadorovych” mutaci je v
,core® domeéne (R273H)

- Regulace/aktivace modifkaci
C-koncové domeény

Protein se vaze jako tetramer
(C-koncova domeéna)




Gald

- transkripCni faktor reguluje v kvasinkach metabolismus
galaktosy (kvasinkovy dvou-hybridni systém)

- 2 a-Sroubovice

- 6 Cys koordinuje 2 Zn (2 Cys
sdilené 2 Zn)

- 1. helix ve velkém zlabku a 2.
kontakt s cukr-fosfatovou
kostrou

- Dimerizuje pres kratky CC
segment

Vi,
&

;-\--.

Marmortstein et al.: Nature, 1992 20 Gal-i].-‘type [:"[d66)






