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(DNA-)proteinovée komplexy

17015 - Chemické vlastnosti, struktura a interakce

nukleovych kyselin (doc. Fojta)

Uvod, analyza komplext

Uvod, PPI, skladani komplext

Chaperony

Ubiquitinace, ligasy (cullin, APC), proteasom
replikace DNA

DNA-proteinové interakce, vazebné motivy
DNA-proteinové interakce, transkripcni komplexy
Oprava DNA, homologni rekombinace
Chromatinové komplexy

Evoluce proteinovych komplexu

konzultace pfes SKYPE nebo MS Teams

ZkousSka - test

Introduction
to Protein-DNA
Interactions

STRUCTURE, THERMODYNAMICS, AND BIOINFORMATICS




DNA-proteinove komplexy
Komplexy spojené s transkripci (az 5% genomu)
Komplexy spojené s duplikaci genomu
Komplexy podilejici se na oprave genomu
Chromatinoveé strukturni komplexy

;N PIDB

Database of structures of nucleic acid - protein complexes

=0zZ2mMa@

Search | PDB:

GIpPDE O Pfam O SCOP OGO terms O Fuzznuc U BLAST

NPIDB List of complexes O

The resource MPIDE (Mucleic acid — Protein Interaction Structures of protein-nucleic acid complexes are extracted
DataBase) includes a collection of files in the PDBE format from Frotein Data Bank (PFODB) as files in the PDE format.
containing structural information on DNA-protein and RMNA-protein
complexes, and a number of online tools for analysis of the As of 27.11.2013 there are 4482 structures.
complexes. The tools are: an ariginal program CIuD for analysis of

hydrophobic clusters on interfaces, program for detecting potential Each individual complex has its own web page, containing
hydrogen bonds and water bridges, visualization of structures with | | general information, links to other resources {e.g., PDBsum and
Jmal, Information on SCOP and Pfam domains detected in protein | | BIPA), a table describing biological units or models, tables

chains is presented. describing Pfam and SCOP domains in protein chaing, and the list
Reference: Kirsanoy et al. NPIDE: nucleic acid—protein interaction database, of available actions (including Jmol visualization)

Mucleic Acid Research, Wolume 41 Issue D1 D517-D523 (January 2013)

http://npidb.belozersky.msu.ru/ 2500 struktur v PDB (v roce 2014)




Tvarova a nabojova specifita DNA determinuje typy DNA-
vazebnvch domeén (oproti velké rozmanitosti protein-proteinovych

Guanine Cytosine Adenine Thymine

- proteiny interaguji s cukrfosfatovou
kostrou (fosfat) nebo pres zlabky s
bazemi (vod. vazba, tvar sroubovice)
- Interakce sekvencne nespecificke
(kostra — histony; strukturné specificke
- HMG proteiny) nebo sekvencne
specifické (kostra+zlabky —

ﬁombinace: Bgll(AGATQT) a BamHI ¥~ = A
(GGATCC) kontaktuji stejné baze a _shape re« cut*

,Ctou“ zakfiveni okolni DNA ...) zakfiveni kostry souvisi se sekvenci




B-DNA
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,Shape readout” N:

. \
zakriveni kostry - souvisi se sekvenci a prostiredim Rohs et al, Annu Rev Bioch, 2010




Vazba DNA-protein muze indukovat
zmeny

Rohs et al, Annu Rev Bioch, 2010
Bend Kink

1jj4 (... napf. histony) 2kei, Lac represor
(Leu do malého zlabku)

- vazba proteinu muze indukovat zmény ve strukture DNA

- vazba DNA na protein Casto indukuje zmény v jeho strukture
- pfipadné u nestrukturovanych proteinu strukturu indukuje (c-
Jun/c-Fos = Sroubovice az po navazani dimeru na DNA)




Vazba proteinu s DNA prostrednictvim
« fosfaty mohou interagovat s . ° °
Arg a Lys — solné -§ g.lsn QUStKU
mustky/salt bridges :
(pozitivni naboje Arg a Lys
vytvari vazbu s negativnim
nabojem fosfatove skupiny)

« Elektrostaticky naboj/povrch
naznacuje vazebné
schopnosti proteinu

Table 2, The simplihed relative charge set dehined 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

NHI Arg (.50

NH2 Arg 0.50

OEI Glu —0.50

OE2 Glu -0.50

ObD1 Asp —0.50

0D2 Asp —0.50

OXT All residues -1.00

N All residues -0.10

CA All residues 0.10 P
C All residues 0.55 — AN

0 All residues -0.55 Gajiwala & Burley, COiSB, 2000




Major groove Major groove Minor groove Minor groove
. - { O .

- >
.z '

’
= X

sekvencneé-specificky protein kontaktuje baze (,direct”
readout) — skrze velky nebo maly zlabek — velky zlabek je
lépe pristupny — vodikoveé vazby (donor vs akceptor elektronu)




major groove

\ Jak odli&i
=l \ protein ruzné

major groove

/ DAA
(@)

/
A

N Pozice donor vs
/ Mminor grooV® a kCe ptO r
+ metyl skupina

Minor grooV®

major groove

major groove
Metylace Ade
ADA ety )
(C6NH,) U bakterii
4 "\ HIl CH, zmeénal
7 77 \ _ N /Au,_._\/NIiHIHH—N%(TN 0 « Hiband accariter

7 N—Hmug. / | ?TN \ﬁy ﬁ = H-bond donor
/ 7 O = hydrogen atom

/ @ = methyl group <

Minor groove Minor grooV®




Vazba proteinu s DNA
prostrednictvim vodikovych vazeb

H O
.
» Velky zlabek ma velikost T o}
odpovidajici rozmérim a- o 7 i -
sSroubovice a ma e WA Y "
exponované H-vazebne
skupiny e punl ]
» Ade zbytky C-6(NH,) a N-7 e T
mohou tvorit specifické o =
vodikové vazby s Gln a Asn
Thymine =Adenine Cytosine=Guanine

* (Gua muze tvorit specifické
vodikove vazby s Arg

Silna vazba, sekvencné specificka - afinita nM — uM
Slaba vazba, strukturné specificka - afinita pM — M




Protein-DNA specificity

Shape readout

Major groove Minor groove Global shape Local shape
— Hydrogen bond — Hydrogen bond —  Bending — Kink
— Water mediated  — Hydrophobic - A-DNA — Minor groove
—  Hydrophobic ~ Pres aromaticke AMK L= z.pNA _  Major groove

(base stacking)
+ triplex, kvadruplex ...

- vice jak 70 SCOP superrodin (strukturnich motivu)
- dle sekundarnich struktur — a-Sroubovice (17), B-listy (7),
smisené a/3 motivy (48)

Rohs et al, Annu Rev Bioch, 20"




Motivy DNA vazebnych domeén
Zipper typ I i

— Leucinovy zip
— Helix-loop-helix

Helix-otacka-helix
— HTH

— Winged helix

— TALE

Zinkovy prst

— BPa zinc-finger

— Hormon-receptor

— Loop-sheet-helix
- Gal4

Histon, HMG-box a2
B-sheet motivy I B-listy WU Tr, | ,

Luscombe et al, Genome Biology, 2000

a-éroubovipe

¢




Motivy DNA vazebnych domeén

« Zipper typ (dle zpusobu dimerizace)
— Leucinovy zip (tzv. bZIP = basic)
(transkr. fakt. yGCN4, c-Jun/c-Fos=AP-1)

« 2 a-8roubovice —
« coiled-coil (>30AMK, Leu, C-term)
 bazicka Cast (N-terminus, navazuje na CC)
« bazicka Sroubovice vazana do VZ

c-Fos E
Frk Erk HskZ Erk
Pkc/CdcZ s l H l 1
| |

o8 138 1 il 1232 1325 T331 S362 S374

1 381




Interakce bazickych AMK: Arg(232+240)=PO,, Arg(243)=Gua
Konsensus sekvence: TGACTCA

GCN4 — regulace gen(i pro syntézu AMK PDB: 1704




GCN4

NUCPLOT Go to PDB cude:1 1YSA Lg_g__] ﬂ__ﬂ-'

@ Top page @ Pruteinl [f DHAIRNA J @ Metals @ Prot-prot @ Links |

‘ DHA-binding protein/DNA PDB id 1YSA i
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Thymine=Adenine

Figure 28-10
Lehninger Principles of Biochemistry, Sixth Edition
@ 2013 W. H. Freeman and Company

Thr236(C) OG1

Key

@ Backbone sugar and base-number

@ Phosphate group

\._.-"\ "
Konsensus sekvence: TGACTCA |10 7
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh |
i
| |

Cytosine=Guanine

-lt

Hydrogen bond to DNA
Nonbonded contact to DNA (< 3.35A)
" Water molecule and number




Chemszkines,

Hormones,
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TRE:

CRE:

MARE I:

MARE Il

ARE:

c
c-JUN
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e r—rr
TGCTGACTCAGCA H
?- g .
T TEACETUAGUA
ACGACTGCAGTCGT

o —
s;T]L nnnEE
ACTGnNNCG
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Motivy DNA vazebnych domeén

« Zipper typ (dle zpusobu dimerizace)

— Helix-loop-helix (c-Myc/Max, MyoD)
* CC a bazické Casti jsou oddéleny smyck
« bazicka Sroubovice vazana do VZ




Motivy DNA vazebnych domeén

« Zipper typ
— Leucinovy zip
— Helix-loop-helix

2

* Helix-otacka-helix
— HTH
— Winged helix
— TALE

« Zinkovy prst
— BPa zinc-finger
— Hormon-receptor

— Loop-sheet-helix
- Gal4

a-Sroubovice

(P)

16. Ets domain (1bc8)




Helix-turn-helix motiv (HTH)

* Obsahuje ~ 20 AMK ve dvou
Sroubovicich vzajemné kolmych S

» a-helix pro vazbu na DNA
(,recognition”) - 3-obratka —
druha sroubovice

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

» nejcastejsi 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)

Luscombe et al, Genome Biolog’, 2GJ0




AMK motiv: KDRWR
DNA sekvence: TTAGGG (komplementarni: @CTAA)

TRF2 (myb) doména — vazba na telomery (Shelterin komplex) PDB: 1\\)u




Liljas a spol.

6CRO

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

Sekvencné se ruzné HTH pfilis nepodobaji
1. variabilita v rozpoznavanych sekvencich DNA
2. variabilita v pozici ,recognition” sroubovice ve velkem
zlabku (paralelne k rovineé bazi nebo delsi Sroubovice jsou
paralelne k cukr-fosfatove kostre)




,2Winged* helix (okridlena sroubovice)

- ,winged” HTH obsahuje ,recognition” sroubovici (H3) a [B-listy,
ktere poskytuji dalsi kontakty s DNA (smiseny a/f3 typ)

L Gajiwala & Burley, COiSB, 2000 16. Ets domain (1bc8)

Luscombe et al, Genome Biology, 2000

Méné &asto kFidlo ve VZ a cukr-fosfatova kostra se $roubovici (hRFX1)




Interakce bazi se sroubovici (H3) a kridla s cukr-fosfatovou kostrou

Méné &asto kFidlo ve VZ a cukr-fosfatova kostra se Sroubovici (nRFX1)

l-dVS '80d| -9dd




Transcription activator-like effectors (TALE)
Patogenni bakterie injikuji do rostlinnych bunek
ovliviuji transkripci rostlinnych promotoru

PthXo1 . TALEN technologie  Mak et al, Science, 2012
23 repetic obtaci DNA ve VZ




Interaguje otacka/turn spise nez sroubovice, PDB: 3V6T S
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Tandemove repetice (34) \é
AMK v pozicich 12 a 1

urcuji specifitu (repe
variable diresidue)
hlavni:

HD, NG, NI, NN,
NS, HG, N*

nteraguje otacka/turn

akK et al, ocience,




Motivy DNA vazebnych domeén

« Zipper typ
— Leucinovy zip
— Helix-loop-helix
* Helix-otacka-helix
— HTH
— Winged helix
— TALE

« Zinkovy prst
— BPa zinc-finger
— Hormon-receptor

— Loop-sheet-helix
- Gal4

|

a-Sroubovice

Zinc finger motif

inc finger

Ses \ Z. ]
" W ...\ motif
) I




Zinc-finger/Zinkovy prst
- cca 30 AMK ve dvou kratkych antiparalelnich 3-
listech a a-Sroubovici
- smycka (,hairpin®) stabilizovana (,crosslinked“) Zn4* -
koordinovany 4xCys nebo 2xCys + 2xHis
(tetraedricka struktura)

C2H2 motiv: PDB grafika
Cys-X, 4-Cys-X;-Phe-X:-Leu-X,-His-X;-His

Hl

i i
1 1
T 7 ~
RPTACPVES CDERF SREDELTRHIRI
3 o 15 20 25

otifs: beta turn —— beta hairpin

. —_ L, m
esidue contacts: to ONA'RNA T to metal




Zinc-finger/Zinkovy prst
- cca 30 AMK ve dvou kratkych antiparalelnich [3-
listech a a-Sroubovici
- smycka (,hairpin®) stabilizovana (,crosslinked“) Zn4* -
koordinovany 4xCys nebo 2xCys + 2xHis

(tetraedricka struktura)

C2H2 motiv:
Cys-X, 4-Cys-X;-Phe-X:-Leu-X,-His-X;-His




- 3x v Zif268, PDB=1zaa

- a-8roubovice se vaze doVZ — v
tandemu obtadi VZ

- AMK na pozici 0 — 6; variancemi AMK
=> sekvencni specifita

Zif Finger 1

Zif Finger 2




- AMK na pozici 0 — 6; variancemi AMK v techto pozicich Ize
dosahnout ruzné sekvendéni specifity
— a-Sroubovice vaze 2, 3 nebo 4 sousedni pary bazi

LI 4NN |

Gua-Arg
- Gua se muze vazat i na His,
Lys, Ser
-Serse muze vazatna T Gi A

Zif Finger 2

i H O
Zif268 | |
R—N—C—C—R'
"I' (I? ||
- H CH
R—N—C—C—R' Arginine (|: =
|| CH,
) H CH, |
HaN COOH Glutamine | CH,
(or asparagine) CH; |
| I\IIH
C
&
\\0 \N H_N._-E\
H P [ =5~ N—H
CH3 H H H H |
OIHH I - \ i
1 =
N "N N 7
/# N "\
5 | \ N N N
N / Y \
]
”H-..N) ~N
\
: £ H

TTK Finger 1 TTK Finger 2 Thymine =Adenine Cytosine= Guanine




- Dobre charakterizované DNA-proteinove kontakty —je znama
specifita ZFs pro vSech 64 moznych kombinaci 3 sousednich bp
- Lze pro specifickou sekvenci DNA poskladat ZFs — nova
technologie ,zinc nuclease” pro genové manipulace
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- Dobre charakterizované DNA-proteinove kontakty —je znama
specifita ZFs pro vSech 64 moznych kombinaci 3 sousednich bp

- Lze pro specifickou sekvenci DNA poskladat ZFs — nova

technologie ,zinc nuclease” pro genové manipulace

»genome editing*“

Transcription activator-like

(b)

)

(a)

Zinc Finger Protein |

b) DNA-Cleaving
Domain

) DNA-Binding

[,,

64 variant pro vSechny triplety

TAL Effector

" Perez-Pinera a spal., COICB, 2012
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- CTCF obsahuje 11 zinkovych prstu — k vazbé na DNA pouziva
ZF1 5 :ggzzgiﬁs :gzsﬁ%:gggg:; v ruznych org. ruzné kombinace ZF
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CTCF

A) Insulators block the regulatory signals that control gene expression

Regulatory signals
influence gane axpression

— B

—

——--—

Regulatory modules Gene

- CTCF (zkratka z CCCTC factor)

- izolator/insulator brani transkripci

- vaze se mezi transkripcni aktivatory a
obecne transkripcni faktory

Braccioli a spol., Ess in Bioch, 2019
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Loop-sheet-helix

- core/DNA-vazebna doména p53 — transkripéni faktor dulezity
pro regulaci bunecneho cyklu, apoptozy a opravy poskozené
DNA (nadorovy supresor)
- smycky vychazejici mimo
hlavni core doménu — vycCniva
B-list a a-Sroubovice

- 3 Cys a 1His koordinuji Zn

- helix ve velkem zlabku a
smycCka v malém zlabku

- Aktivace transkripce skrze
kyselou TA domeéenu

TFIID,;I'FIIH - transkripce

P53

N T ric
MDM2/MDM4 - ubi




Loop-sheet-helix

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

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

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

- Regulace/aktivace modifkaci
C-koncové domeény

Protein se vaze jako tetramer
(C-koncova domeéna)




pd3 tetramer — DNA, PDB: 3KMD




Gal4

e, L T, .
- 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. Sroubovice ve velkem
zlabku a smycCka k 2.
sroubovici kontaktuje cukr-
fosfatovou kostrou

- Dimerizuje pres kratky CC
segment

Marmortstein et al.: Nature, 1992 20. Gal-ﬁl-’[ype (1{]55}




Gal4

PDB: 1D66




Motivy DNA vazebnych domeén

« Zipper typ
— Leucinovy zip
— Helix-loop-helix
* Helix-otacka-helix
— HTH
— Winged helix
— TALE
« Zinkovy prst

— BBa zinc-finger

— Loop-sheet-helix
— Gal4

Transkripce ...
Kombinace vice proteinu ...

Vliv chromatinu ...

IFN-3 enhanceosom




A Group |- Pioneer Factors - Nucleosome binders
recognition helix (+) oy -

one side DNA binding or short scissor-like binding ;;1‘5;* \
Pioneer TF

-vazesesilnéiv
pritomnosti histonoveho

oktameru (Group 1) — OCT4 PU1  ASCL1 KLF4 GATA3
kratké sroubovice POU,, ETS bHLH ZnF ZnF
B C
Group lIA- Free DNA Binding Group |IB- Cooperative Binding
recognition helix (+) recognition helix (-)
- Group Il TF se vazou extended scissor-like DNA binding Immunoglobulin fold

slabéji v pritomnosti
histonového oktameru
(ze sterickych davodu) —
delSi Sroubovice a

Vg VRV /S

Pioneer TF se vaze prvni
a pomaha dalSim TF s
vazbou ...

Garcia et al, Mol Cell, 2019
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Efferl & Wagner, NRC, 2cCo
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IFN-3 enhanceosom

L

H
GAATAC 3 >

SRS transkripce

- jeden z nejlépe popsanych enhanceru u vysSich eukaryot — induk. viry
- sekvence -102 az -47 basi upstream od pocatku transkripce

- TF pokryvaji 72% povrchu DNA (tésné sbaleni DB-domén) — malo PPI
- nicméné vazba 8 proteinu je koordinovana (AP-1 , IRF-3, IRF-7, NF-kB)
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Panne et al, Cell, 2008
Panne, CO in SB, 2008

Activator Protein = b-ZIP (basic leucine zipper)
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IFN-B enhanceosom : L o w5 e o et o)

QA cC TCA CA TAARGOAGACA 5!
Feld

C-Jumn

AP-1 leucin zipper, IRF — podobny WHD (smés), NFkB — komplexni motiv R
cervené teCky — molekuly vody http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=122




. N

mediator

- TF obsahuji aktivaéni doménu — na AD se vaze mediator komplex —

integruje/propoji TF — zprostfedkuje vazbu s RNA polymerasou - iniciaci transkripce

TN




Souhrn:

- vazba vetsiny TF pomoci sroubovice ve
velkém zlabku (leucinovy zip, HTH, zink-
finger ...)

- transkripcni komplexy (enhanceosom ...)

Priste:

- Histon, HMG-box

- B-sheet motivy

- enhanceosom ... a pocCatek transkripce

Promoter
Insulato r/';\gfd

(B)

(C)

start of transcription

UTP, ATP
CTP, GTP

TRANSCRIPTION




