\/azebne interakce
proteint s DNA




Many factor sites
(e.g. c-Fos, c-Jun, c-Myc/Max)
(5p1, CREB, ¢-Ets, CTF, etr.) transcription

stant (+1 base)

TGLCGCH LCACGTOH GGGLEGG  CCERAT
[-100]
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Transcription Factors
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Nucleus —

Gene Expression




Vazebne moznosti

External Binding

,vnejsi vazba“ — atmosféra +
iontl kolem — nabité DNA

Groove Binding

Metro l:l:':lil'l

,vazba ve zlabku“ — van der
Waalsovsky kontakt s [éCivem
ve zlabku

Jinterkalace* — vmezereni
planarniho aromat. systemu
mezi pary bazi

[Fufphen) PHEHA T]2+




\/yznam vazby koyv. iontt

DNA replikace, transkripce, translace

Pr.

Mg(ll) - vazba ke 2 fosfat. skupinam v tRNA P posun T _ k vySSim
hodnotam (kompenzace — naboje fosfatll + nabojem iontu.
STABILIZACE

Pr.
Cu(ll) — interakce s bazemi b snizeni T,, DESTABILIZACE




Co vSechno se muze na DNA
vazat?




Nukleova kyselina — protein

KliCova interakce pro mnohé procesy:
Napr. interakce aminokyselin s tRNA

komplex RNA-protein
RIBOSOM

X-ray struktura prokaryot.
ribozomu (rozlieni 2.4 A), 50S
podjednotka

NDB code RR0033

PDB code 1JJ2

vice nez 3000 nukleotidd,

28 proteinl
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Dvouretézcova DNA

5

I l Pary bazi jsou
vazany vodikovymi
A——T mUstky

R — T

T——A




Dvojsroubovice DNA

0,34 nm

maly
Zlabek

velky
Zlabek

4 o

vudfka;? mistek ~ fosfodiesterov4

P
O=pP-O"
\ vazba

5'-konec
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Konformace DNA

Dva retézce

Pravotociva dvousroubovice (double
nelix)

@ Stabilizace
1 Van der Walsovy sily
1 Vodikové mustky

7 Komplementarita baz*

e Vldknaantiparalelni (3'-5,5-3")




Druhy: proteintl které interaguji s DNA

* reqgulacni proteiny — kontroluji expresi gend,
zahajuji transkripci

e Stepici proteiny — nukleazy

e reparacni proteiny — opravuji poSkozeni DNA
 proteiny reSici topologické problémy — pred
replikaci DNA

e strukturni proteiny — udrzuji DNA pohromade,
napr. histony v chromatinu

« procesni“ proteiny — polymeréazy, provadeji
syntézu DNA




Druhy: interakei

» solné mustky — mezi fosfaty a + nabitymi postrannimi
retézci AK (Lys, Arg, His)

 vodikoveé vazby — mezi fosfaty, cukry, bazemi v NK a
peptidovou vazbou nebo hydrofilnimi AK postrannimi
retézci

e stacking — mezi aromatickymi aminokyselinami (Trp,
Tyr, Phe, His) a bazemi

 hydrofobni interakce — mezi bazemi v NK a nepolarnimi
postrannimi retézci AK




Vodikova vazba

souvisi s rozpoznavanim a helix{ - pfi interakci a helixu s DNA ex.
mnoho primych interakci mezi postrannimi retézci AK a bazemi NK.

NejCastejsi interakce:

O6 nebo N7 atomy guanind ...
postranni retézce Arg, Lys, GIn,
Asn, Ser

Méne Casto:

N6 nebo N7 atomy adeninu
Vyjimecne:

pyrimidiny

Casto se objevuje:

vice H-vazeb k 1 bazi

vodou zprostfedkovana H-vazba
mezi proteinem a NK




H-vazby s bazemi

Interakce mezi W-C pary bazi
a postrannimi retézci AK:
- nejméne 2 H-vazby

L H
w

arginine




Interakce ve zlabcich

ot Helix in
<, Major Groove
{f@\

"¢ Velky Zlabek:
Interaguje s a helixy. Helix se orientuje podél
osy Zlabku, postranni retézce tvori H-vazby s
bazemi, event. kontakty s fosfat. skupinami.

B Sheet in
Mingriraove interaguje s b skladanymi listy. List lezi podél

osy Zlabky, tvori H-vazby k dusik@im amino
skupin a k fosfatum.




Interakce ve velkém zlabku

a helix proteind fituje do velkého Zlabku NK = prvek rozpoznavani

Pr.:
434 repressor vazany k DNA, skladéa se ze 2 symetrickych Casti

Kazda ¢ast — 5 helixU

helix 3 lezi ve velkem zlabku DNA a
je v primém kontaktu se 4 bazemi
DNA (Sedé baze)




\iyznam a-helixt

@ Tvar proteinu

o Struktura DNA (VEtsi a mensi zlabek)
2 Uloha nukleotid

7 Sekvence aminokyselin




Motiv: proteint

o Komplex obecnych znak

@ Uloha primarni a sekundarni struktury
@ VySSi struktury proteinG

7 Motiv vazajici se na DNA




Skupiny proteinti — podle jejich
motivu vazajiciho se na DNA

o HTH
7 Homeodomeny
@ ZInkove prsty

@ Leucinovy zIp




HTH motiv

tzv.HTH motiv (helix-turn-helix):
20 aminokyselin =
2 a helixy (7 AK a 9 AK) spojené kratkou smyckou (4 AK) — STRUKTURA!!

fituje do velkého zlabku:
prdmér a helixu = 12 A =
rozmer velkého Zlabku B-DNA

Base Pair

lambda repressor — HTH
motiv je tvoren helixem 2 a 3.
H-vazby mezi helixem 3 a
DNA




Figure 12.17, page 375

The helix-turn-helix structural motif
DNA

r N

Stabilization
helix Tum

Recognition
helix



Hellx-turn-hellq
moti




HTH motiv

o Helix 1 je polozen napric vetsiho zlabku

o Helix 2 je k nemu priblizné kolmo —
rozeznava ciloveé sekvence —
rozpoznavaci helix

o Poradi aminokyselin




HTH motiv

DNA-binding
domains

eukaryoticky homeodomain — 3 a helixy,
HTH motiv je tvorem helixem 2 a 3
NDB code PDTO004




Interakce v malem zlabku

Interakce mezi nukl. kyselinou a
polypeptidovymi antiparalelnimi b
skladanymi listy:

- v malém zlabku RNA, H-vazba mezi
ribozovym hydroxylem a karbonylovym
kyslikem peptidové vazby + vodou
zprostredkovana interakce mezi
peptidovou N-H skupinou a ribozovym
04" a02”




Interakce v malem zlabku

Méne Casté nez interakce ve velkém zlabku, leC ne bezvyznamné

Pr.:

homeodomain (PDTO004):
N-konec lezi v malém
Zlabku, tvori primé
kontakty s bazemi a pateri
v AT sekvenci, H-vazby
mezi O2 atomy Thy a Arg.




ZINKOVE prsty.

Proteiny obsahujici pravidelné rozmisténa Cys a His residua
koordinovana k zinku

Kazdy prst se sklada:

antiparalelni b list

a helix

Zn koordinovany k Cys a His aminokyselinam

Protein obsahuje min. 2 prsty,
kazdy rozpoznava 3bp mista ve
velkém zlabku DNA.




ZINKOVE prsty.

7 Jsou charakteristické dvéma az deviti
tandemovymi repeticemi

7 Celkem cca 30 AMK

@ Kazdy prst obsahuje antiparalelni b- strukturu a
jeden a- helix kterym se ve véetsim zlabku vaze
na DINA




Zine fnger Linker Zinc finger




Cys
443

Cys
460

Cys
440

Cys
457







Leucinovy zip

@ Sestava se ze dvou helixtl o 30 AMK, kde
se pravidelné strida leucin

@ Tvori dimery a navzajem jsou spojené
pomoci hydrofobnich interakci

@ Napr. transkripcni faktory










DNA fragment 57 S NOQPNION

Divide sample
Incubate with Incubate withou

Protein
protein protein

OO SOOI

Protein bound to

DNA
Electrophoresis

Autoradiography

DNA - protein complex——— 5% polyacrylamide gel




TUBPIT + 0RO MABAL)
+Inpaduo;y proa

[ UTA)0I] + 0BT[0 SMALIUO;)

Consersus oligo

Autoradiografie




DNA footprinting — hledani interakci DNA s proteiny

region of DMNA protected
by DMA-hinding profzin

without prolein
with protain

g
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AANDOM CLEAVAGE BY NUCLEASE
Ot CHEMICAL, FOLLCWVED BY
REMOWAL OF THE PROTEIN AMND
SEPARATION OF THE OMA STRAMNDS
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family of single-stranded DMNA molecules labsled at the &' end

J SEFAHATION BY GEL ELECTROPHOREESIS
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“footprint,” top of gel
where no cleavage is
abserved
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