Fntorakce DA s proteiny

_vetkeré funkce DNA: replikace, transkripce, rekombinace, regulace téchto procesi, opravy
poskozené DNA ! _ :
-v{stavba chromatinu (a analogickych struktur u prokaryot)

_interakce sekven&né specifické: zejm.vodikové vazby, solné miistky se zbytky bazi v
malém a velkém Zldbku dvouSroubovice

-interakce sekvenéné nespecifické: obecné interakce s cukrfosfatovym fetézcem

FUNKGNI SKUPINY V PARECH BAZI, KTERE MOHOU
VSTUPOVAT DO INTERAKCi S AMINOKYSELINAMI

velky Zlabek " velky Zlabek

4= vodikova vazba
% van der Wallsova interakce
(+) elektrostaticka interakce

Velky 71abek: jeden donor a dva akceptory vodikové vazby u viech bp; metylovd skupinau T (au
5-meC)

Maly #labek: dva akceptory vodikové vazby u viech bp; u C.G a G.C navic je N2 (aminoskupina)
G donorem vodikové vazby

rozmisténi interakci je charakteristické pro kaZdy bp



FUNKCNi SKUPINY AMINOKYSELIN
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N yHODNEJSI INTERAK EZBYTKY AMI L
(t&h, které tvoff vice vazeb)

i

+H3N"—?-( X x )-
(CH\Z)Z ve!ky Zlabek

asparagin a glutamin tvoii dvé v malém Zlabku tvofi
vodikové vazby s adeninem v A.T asparagin a glutamin dvé
nebo T.A péru ve velkém Zldbku vazby s guaninem

arginin podobné s guaninem

ULOHA MOLEKUL VODY

-hydrataini obal DNA a protein{i musi byt rozruSen

-jednotlivé molekuly vody &asto tvori miistky zprostfedkujici vodikové vazby mezi mokulami

DNA a proteinii (napt. v trp operdtoru jsou viechny vodikové vazby zprostfedkovany vodou;
v K-repres?ru byly identifikovény tyto struktury )

/
N\l/}) ”H“N/ deoxyrib6za

Z

N’II H— \N

NEPRIME ROZPOZNAN{ URCITYCH SEKVENCENICH M

-vazba proteind citlivd na specifickou sekunddrni strukturu DNA, kterd je dand urcitou sekvenci
(ta uruje lokdlni ,twist*, ,.tilt", ,,roll“ bazi, ohyby dvouSroubovice a $fftku Z14bku a tim pfesnou
vz4jemnou polohu donorovych a akceptorovych skupin vodikovych vazeb jak v bp, tak v
cukrfosfatové koste - jeji geometrie Easto postatuje ke specifickému rozpozndni urcité oblasti v
DNA urCitym proteinem)



7 AKLADNi STRUKTURN{ MOTIVY PROTEINU

a-helix ok
-pravototiva Sroubovice s 3.6 aminokyseliny na otdcku

-stabilizace vodikovymi vazbami mezi vodikem amidové
skupiny a karbonylovym kyslikem o Etyfi aminokyseliny déle

-postranni funkéni skupiny aminoky'selin jsou exponovény
vng helixu a pifstupné interakci s funk&énimi skupinami v
DNA nebo's jinymi segmenty téZe molekuly proteinu (tercidrn{ struktura)
& s dal¥fim polypeptidovym fet€zcem (kvartern{ struktura)

7 ] y ‘ b R"C"H"‘" ,H*G_ﬁ_,_
_;p b4 b - # v - \_". N ,czo (
¥etézce ulozeny linedrné vedle sebe, antiparalelfi€ nebo SRR i
paraleln& (mohou byt ze stejné nebo rtiznych molekul); °=°\N_H _mo-c»"‘“
; ’ i, \
ivné A fe R HC~ R}
relativng plochd struktura C=0H =N, :
‘C"\ H~N\ ' 'C=0
i i
-stabilizace vodikovymi vazbami mezi vodikem amidoskupiny 0=c\N — C,N-H
Z “HmO=
a karbonylovym kyslikem e
5 S=0uH=N_ ;
1 W=N c=0 /

) . Mg REH
-postranni funkcni skupiny aminokyselin smé&fuji nad a pod

rovinu B-listu

a-helix obvykle interaguje s DNA ve velkém Zldbku (osa helixu ve
sméru dlouhé osy Zldbku)

-postranni skupiny proteinu mohou interagovat s fosfdtovymi
skupinami i pronikat Zldbkem dovnitf dvousroubovice a interagovat
s pdry bdzf (pravdépodobna tvorba specifické vazbay)

up-listu se predpoklddd nespecifickd vazba do malého Zldbku, kde

Padd

vytvéfi vodikové vazby amidoskupin peptidové vazby a fosféty




INTERAKCE MOTIVU HELIX-OTACKA-HELIX S DNA

-dvacetiaminokyselinovy motiv nalezeny u fady proteindl interagujicich s DNA

- 8 AK v helixu, pak pravotocivd otdéka ze i AK a dal$t helix z 9 AK

-pfi¢emZ jsou konzervovdny: alanin v pozici 5, glycin 9 (prvaf AK v otdtce)isoleucin nebo valin v 9
(tyto AK zfejmé udrZujf strukturu motivu) o

-v ostatnich pozicich vysokd heterogenita (zachov4na je hydrofilita tch &4stf helixd, které sméfujf ,.ven z
proteinu* do rozotku nebo k DNA; ,,vnitini* povrchy helixd jsou hydrofobni)

-interaguje s DNA ve velkém Zldbku, jemuZz 'odpovidé rozmé&ry (typicky a-helix mé primér 1.2 nm,
velky Z14bek je v B-DNA 1.2 nm §iroky a 0.6 - 0.8 nm hluboky)

-pokud je a-helix paralelng se Z1abkem, miiZe interagovat s 4-6 bp, neZ Zldbek ,,zahne"; na této
délce dochdzi k rozpoznani specifické sekvence uritymi AK

A-represor

-236 AK protein, dimerni
-dvé funkéni domény: N-koncovd (AK 1- 92)se
vé¥e na DNA, C-koncov4 m4 dimerizadnf funkcivg,

-N-koncov4 doména sestav4d 5 a-helixi; z nich
2. a 3. a pét AK mezi nimi vytvdii helix-otdcka-
helix motiv

fada specifickych vodikovych vazeb na bp _..p §

(Asn, Gln, Ser, Lys)

-Lys 4 tvofi solny miistek G v Sestém bp

-van der Waalsovy kontakty(mezi hydrofobnimi
skupinami proteinu a metylskupinami T

-vazby zprostfedkované molekulami vody
-interakce helixu 3 s fosfdtovymi skupinami::
PAPB Pg: PpPc:
VY AR
tpapTpApTpCpApCpCpGpCpCpApGPTPGPGPTPApt p t
aptpApTpApG pT;zG iG RCpGpG pTpCpApCpCpApTpapa
A A

PcPpPE PpPA
vzhledem k ot4&ce dvousroubovice jsou vyznacené fosfaty v

A-Ea A‘-E' vZdy ve stejném misté velkého Zldbku
(znaeni odpovid4 pfevricené symetrii operdtoru)

-vodikové vazby s fosfaty tvoii dvé fiidy:

alvazby ve velkém #1dbku tvofené motivem helix-otdcka
helix a helixem 4

b/mimo velky Zldbek od aminokyselin z helix 1 a AK mezi
helixy 1a2



INTERAKCE 7Zn-VAZEBNYCH DOMEN S DNA

-velky pocet proteind specificky interagujicich s DNA vaZe zinenaté ionty (Sasto reguladni

proteiny)
-tfi typy Zn-vazebnych domén:

Zinkovy ..prst* - Zn(Cys2-His?) .
transkripcni faktor IITA:(1985)
tficetiaminokyselinovy repetitivni
motiv, v némz jsou konzervovany
tyto aminokyseliny;: ————»

-cysteiny a histidiny koordinujf 4
. v o F ] 13 19 22 &b
ZlIlCC[laty 10n [ TGEK* ) ;8vé.'q DG@P K H@TKK- l@Ki ﬂ@' . x '®TGEK
B ey o TR e
B-list B-list a-helix

zbytky 2-14 a 3-17 tvofi antiparalent B-list , z jehoZ jedné strany vézi
cysteiny 4a 9 Zn
zbytky 16-27 tvoii a-helix, ktery je ,,pfidrzovan* podél B-listu koordinaci
‘histidind 22 a 26 se Zn y

S A oo

B-list a-helix

V THIIA je devét
téchto motivi,
vazebné misto
zahrnuje 27 bp

-na obou koncich #%
vnéjsi ,,obtadeji

dvousroubovici a NH, 5

sledujf smér osy Protein Zif268 : kokrystalov4 struktura

velkého Zl4bku -tfi Zn-prsty vaZ{ 11 bp sekvenci A GCG TGG GCG T, kaZdy k
(interagujf vZdy s 10 Jjednomu podtrZenému trinukleotidu

bp - trojice) L -protein ,,obtaf" DNA podé€l velkych Zidbkii a véZe se na guaniny v
-1fi centrdln{ interaguji rekognini sekvenci

napiic malym Zldbkem -N konec kaZdého a-helixu sm&fuje do velkého Zl4bku

Z jedné strany -pfed helixem kaZdého prstu je arginin (polohy 18, 46, 84), ktery
dvousroubovice: tvofi vodikovou vazbu s poslednim guaninem kaZdého tripletu

-helix prvniho a tfettho prstu ma uprostfed dal3{ arginin (24 a 80),
vazajici se na prvnf guaniny p¥isludnych tripletli; v prostfednfm helixu
Je histidin (49), vazajici centrdlni guanin

-mnoZstvi vazeb na fosféty

-struktury zcela odli¥nd od helix-ot4&ka-helix!




Zn.twist” - [Zn(Cysq) > doména

receptory pro steroidni hormony (glukokortikoidy, estrogeny):(1 990)‘
-Sedesdtiaminokyselinova vazebnid doména, obsahuje dvé& oblasti -

kaZda s dvéma cysteiny; vysoce konzervativni

-vazebnd doména je uspofddana do globuldrni struktury tvofené

dvéma na sebe kolmymi a-helixy , SR

-Zn je vézan pobliz N-konce a-helixii, které obsahuji mnoZstvi
bazickych zbytkii soustFedénych na jedné strané helixi

-tyto zbytky tvoifi mnoZstvi specifickych vodikovych vazeb ve velkém
Zldbku DNA

- vazebné misto DNA je dimerni, zcela symetrické

Zn. klastr” - Zn2(Cyse) doména

kvasnicny transkripcni faktor GAL4
-tficetiaminokyselinovd vazebnd doména, obsahuje Sest
cysteinovych zbytki

-rozmisténi cysteint je vysoce konzervativnf u Fady druht

;-,_ kvasinek a hub
AT, RS
VWY

-

-vidy dvojice cysteinii véZe zinek, dva atomy Zn jsou spojeny
miistkem z dal3{ dvojice: Cysz-Zn-Cysz-Zn-Cys;
-cysteiny jsou organizovény okolo dvoujaderného zinkového
klastru do dvou a-helixii, spojenych smyckou na druhé strané
atomii zinku (po dvou cysteinech v helixech, dva ve smyce)

4 ) - jeden z helixd interaguje s DNA ve velkém Zldbku s tripletem
CCG

-vazebné misto DNA je dimerni (celkem17 bp), podjednotky
spojené ,,svinutym klubkem® (coiled coil) hydrofobnich zbytkl
interaguji z opaénych stran dvousroubovice (CCG triplety jsou
separovény 1.5 otalky dvousroubovicek



LEUCINOVY ..ZIP*

Trankripcnt faktory rodi Zip (kvasniéné faktory GCN4, onkoproteiny fos
a jun)

-obsahujf dimerizaén{ doménu a bazicky motiv interagujici s DNA

-dimerizatni doména - tzv. leucinovy zip - je tvofena
amfipatickym o-helixem, ve kterém je _Ig,;z:d. d sedmd AK leucin:
protoZe otika a-helixu je 3.6 AK, vychazi viechny leuciny na Jjednu
stranu helixu (ob otitku) '
-dimeriza&ni domény obou podjednotek spolu interaguji % :
hydrofobnimi vazbami leucinil, tvofi ,,S\:r—inuté klubko* N & |
-vazebnd doména obsahuje bazické AK zbytky i
-monomer GCN4 obsahuje 56 AK a tvoH jeden kontinudlni a-helix; 30 zbytki tvofi

leucinovy zip, 25 zbytki bazickou doménu

-“zip* je v komplexu s DNA orientovan kolmo k dvousroubovici a vazebné &dsti jsou
wnastaveny* do velkého Zldbku na opatnych stranich .
-ve velkém Zl4bku tvoff vodikové vazby zbytky Asp, Ser, Arg, Lys s bdzemi a i %
fosfaty

TATA-box -vazebné proteiny

-TBP: DNA-vazebnd podjednotka proteinového komplexu, ktery
rozpozniava TATA-box (8 bp)

-TBP je tvoten sedlovité zakFivenym B-listem z 10 antiparalelnich
Fetézcii ; na vrcholu téo struktury jsou 4 a-helixy

-pfi tvorb& komplexu se DNA zakfivi podle tvaru proteinu (o 100° ve
sméru malého Zl4bku); to zplisobi odvinuti TATA boxu o 110°

-maly Zl4bek je otevien, bp jsou exponovény uvnitf ,,sedla®

- na koncich TATA-elementu jsou mezi bp (tj bp 1,2 a 7,8) vsunuty
dvé dvojice zbytki fenylalaninu

- DNA v t&sném sousedstvi komplexu
je normdlni B-forma!



INTERAKCE B-LISTU S DNA

-B-list obvykle leZi v malém Zlabku a tvol vodikové vazby s fosfdty DNA
-dv& mo¥né orientace: vyhodn&ji{ interakce, je-li N-konec B-listu ve sméru 3‘->5° toho DNA

Fetézce, se kterym tvorf vodikové vazby .
HU-proteiny: rodina malych bazickych bakteridlnich proteinti

-va2{ se na DNA nespecificky, indukuji ohyby, ,.konzervuji* negativni superhelicitu in vivo (jejich
vazbou na negativn& sc DNA se relaxuje zbytek molekuly, takZe molekula nenf relaxovdna topoizomerdzou)

9; zlom 4/

volnd molekula scDNA zavedenim jednofetézcového
zlomu zrelaxuje, superhelicita se ztrati

_ /4
—

deproteinate

vazbou na HU-protein se spotfebuje &4st superhelicity
(tj. AWr, zakfiveni DNA okolo proteinu); volnd Cést
molekuly je relaxovand, takZe jeji topologicky stav se
zavedenim zlomu nezménf: superhelicita je
,uvdznéna“ (restrained) ve vazb& na HU protein

A

v HU-proteinech je B-list ze tif fetézc;

dva (antiparalelni) z nich pokracuji v dlouhé ra
tfi a-helixy vytvareji strukturu, kterd interaguje s d
podjednotkou za tvorby dimeru

v dimeru tvoii ramena ,,raci klepeto®, které obejme
dvousroubovici DNA;

B-listy interaguj{ v malém Zldbku (ramena jsou zahnuta tak,

aby byla interakce co nejvyhodné;jsi, a obsahuji vysoce
konzervované zbytky AK, zejména

bazické:_Arg, Lys, které
interaguji s fosfaty)
- vazba je sekvencné nespecifickd

sekvenéné specifickd interakce B-listu;

napf, MetJ-represor z E.coli: B-list tvofi ve velkém Zldbku speciifcky kontakt s
palindromickou sekvenci AGACGTCG; ta je 5x tandemove opakovina
vodikové vazby tvoii zbytky Lys a Thr z B-listu s druhym a tfetim nukleotidem (G a A)



Interakee restriktdz typu Il s DNA

- velk4 podobnost jednotlivych enzymi

- spole¢né reakéni schéma:

nespecifickd interakce kdekoliv na molekule -> linedrni{ difuse k restrikénfmu mistu -> tvorba
specifického komplexu spojend s konformacnt zménou proteinu i DNA -> §tépeni DNA

DNA (z ,,pidorysu®)

hold.enzym restriktdzy Fiokt kompl o
(dvé identické podiednotky) e specificky komplex

restrikéni misto

DNA (z ,,bokorysu*)

-relativné slabd za podminek optimdlnich pro $tépeni (tj. mM Mg2+)
- 8ilnéj§t v nepfitomnosti hof¢iku

- Znacné zdvisi na koncentraci soli: to ukazuje na zna pevek (tj. iontové

interakce s fosfaty)

Eco RV: nejlépe prostudovana:

-komplex je drZzen pohromadé€ péti kontakty aminokyselin z kazdé podjednotky s
cukrfosfdtovou kostrou |

-katalytické centrum nen{ v nespecifickém komplexu v aktivni konformaci a ty &asti molekuly,
které interaguji s restrikénim mistem, nejsou ,,spravné“ uspofddany

- v téchto &astech je voln& vazano velké mnoZstvi molekul vody (~100 na holoenzym) a iont,

které jsou pii tvorbé specifického komplexu uvolnény
(interference s vazbou/uvolnénim molekul vody, napf. osmoticky tlak, je zodpov&dnd za tzv. ,hvézdickovou
aktivitu®, tj. méné stringentni §t€peni)



“nasednuti* enzymu na DNA v kterémkoli mist& a hled4nf restrikéniho mista podél fet€zce
(= redukce na jednorozmérny problém) zvySuje pravd€podobnost a rychlost jeho nalezeni
napf. EcoR I postupuje rychlosti 7x10-6 bp/s !!

- enzym ,.klouZe* podél molekuly DNA a opisuje helikdlni zkrut; d&j je podminén citlivou
rovnovéhou pfitazlivych a odpudivych elektrostatxckych sil

(alternativn{ mechanismus - ,.skdk4n{", tj. nnkroskoplcké disociace/asociace- neni pravdépodobny enzym
~neprehlédne* Z4dné restrik&ni misto a miiZe byt zablokovén neobvyklou strukturou DNA, napt. triplexem; navic se

,»odraZi* od konci linedrnf DNA)

- “hvézdickovd“ mista enzym ,,zdrzi" aZ na 20 s (i za optimilnich podminek, kdy nejsou Stépena; enzym
L,ovétuje®, zda nenf na ,,své" sekvenci, a poté pokrauje. Cas, po ktery se ,.zdrZ{“, koreluje s podobnosti mista ke
kanonické sekvenci a tedy s relativni afinitou enzymu k danému mistu)

Specificks I 5 ni eriként] st
-nejlépe prostudovén je enzym EcoRV (GATATC)
- ve specifickém komplexu je DNA ohnuta o 55°, ¢imZ je misto ,,odvinuto®, u cetralnich bp
poru$ena stacking interakce

- komplex je tésny, enzym t€sné ,,obejme* DNA kolem dokola

- v molekule enzymu t#i smycky, které v nespecifickém komplexu com

jsou neusporddany, vytvoii specificky kontakt s DNA — ::ﬂa{‘

ve velkém a malém Zldbku - ‘;f:imf 3

-tzv. R-smycka vytvoii 12 pfimych vodikovych B g -

vazeb s bdzemi, 12 vazeb zprostfedkovanych molekulami h%’?\\ ' »
vody s fosfaty a dva van der Waalsovské kontakty

s vné&j§imi thyminy o
-Q-smyka (,,bohatd na glutamin®) tvoFf &tyfi vodikové \;"":‘s
vazby s hranami bézi v malém Zldbku a obsahuje Asp74, - £
ktery md katalytickou funkci; tam je rovnéZ do komplexu zapojen -

ho¥ecnaty ion

-centrélni bp nevstupuje do Z4dné pfimé interakce (tam je v diisledku ohybu
hluboky a tizk§ maly Z4bek)

-dal¥ich 24 aminokyselin (mimo R a Q smy¢ky) tvoii vodikové nebo iontové mustky s fosfaty

interakce je vysoce specifickd: k téméf uplné inaktivaci komplexu vedefizend substituce

aminokyselin, které tvoH vodikové vazby s bdzemi, mutace restrikcniho mista (vetn centrélnich bp, které

netvori pfimé vodikové vazby), a ve v&Sin& pkipadi i chemické zmény fosfdtovych skupin (nahrazeni Kysliki) a
shstituce aminokaselin s nimi interagujicich (napf. za alanin)



DIMERNf VAZEBNA MISTA
-Easty jev zejména u regulacnich proteinti (dimerni rekogni¢ni misto interaguje s dimerni nebo
tetramerni molekulou proteinu) o

-tim se zvy3uje afinita vazby (vice vazebnjch mist nebovéts7 vazebné misto znamend vice interakci)
a jeji specificita (protein se musi navézat na obé mista soucasné)

organizace dimernich vazebnych mist: v z4sadé je mozné jako

Fimd, Fevrdcend nebo zrcadlovd repetice:

-nejobvyklejsi je pFevrdcend repetice pokud je vmezefeno 10 bp, ob€

; » s e podjednotky proteinu interaguji s
(lac operdtor, A—operdtor; restriktdzy). DNA ze steiné strany

nejvice symetrie -

-pFimé (tandemové) repetice jsou
typické pro proteiny s tzv. ,.Zn-prstem’
-interakce dimerniho proteinu se
zrcadlovou repetict je malo
pravd&podobn z diivodou nedostatku
symetrie takové sekvence v

= o ; pokud je pfevrdcend repetice
dvousroubovici (nicméné pfipady jsou rozdélena 5 bp, nachazi se stejné
znémy) sekvenén{ motivy na opatnych

strandch dvousroubovice

SEKVENCNE NESPECIFICKE INTERAKCE
-vyuzivaji zejména cukrfosfatové kostry, kterd ma relativné uniformni tvar (s vyjimkou lokélnich
zmén konformace, které jsou zavislé na ur&ité sekvenci) a negativni elektricky ndboj

-DNA-polymeréza I: (musi ,,projft* celou molekulu a kontaktovat kaZdy bp), interaguje s fosfatovymi
skupinami

_nespecifick4 vazba restriktiz typu IL: silnd zdvislost na jontové sfle ukazuje na znacny podil
elektrostatické interakce; u EcoRV bylo identifikovdno 5 vodikovych vazeb na fosfatové
skupiny (Z4dnd na baze)

-bakteridlni HU protein: ti¢ast p-listu zanofeného do malého 714bku, ktery interaguje
vodikovymi vazbami mezi argininovymi zbytky a fosfatovymi skupinami

-DN4za I: vodikové vazby mezi 10 aminokyselinami a fosfatovymi zbytky; krome toho
stacking interakce mezi tyrosinovym kruhem a pyrimidinovym zbytkem a 3 vodikové vazby
mezi argininovym zbytkem a O-atomy v pyrimidinovém zbytku



P I'oi'eim[ 9 'mOﬁVem HMG"boxu (High Mobility Group)

_DNA vazebn4 doména spole&n4 pro fadu proteini chromatinu, obecng transkripcnich
faktori a transkripénich reguldtord, které ¥idi diferenciaci a determinaci pohlavi
-rozpozndvaji zejména konformaé&ni- rysy DNA (n&které se v&Zi sekvencné specificky)
-HMG-box tvoii asi 70 aminokyselin ; vysoky podﬂ prolmu aromatickych a bazickych
aminokyselin

-konzervované zbytky: aromaticky v poloze 11, Trp 41, aromat 52; n€kolik dalSich mén¢
konzervativnich

-mutace v HMG-boxu dramaticky sniZuji afinitu k DNA

-celkové je HMG bpx spie hydrofilni, s hydrofobnim iisekem na N-konci

-3 skupiny: / 1-savéi HMG-1 a podobné chromatinové proteiny (ne zcela jasné funkce,
snad majf tilohu pfi transkripci tim, Ze vdZou histony a napoméhaji tvorb€ inicialniho
komplexu)

2-transkripéni faktory RNA polymerazy I a mitochondridlni proteiny
(véetné TBP)

3-pomé&rn& heterogenni skupina zahrnujici mj. sav&i faktor urCujici
sam¢i pohlavi (SRY)

indukuji o_hyby v DNA; jejich mozné funkce:

fel

transkripéni faktor LEF-1: v ‘

diisledku ohybu se k sob& '
pfibliZi dva dal3i transkripni  7rarscopoon
faktory

progesteronovy receptor (PR) s
HMG-1: moZn4 stabilizace navdzanym hormonem
smytek DNA v diisledku se vaZe efektivng na prislusny DNA
»Svazani“ dvou vazebnych mist  element v ptitomnosti HMG-1 (ale
(tato struktura pfipomind ne v jeho nepfitomnosti); ten mu
&tykcestné spojent, které HMG-1 miiZe DNA ,,vytvarovat®
in vitro rozpozndvé)



