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DNA & RNA-Protein Interaktionen

Protein-DNA and -RNA interactions

1.  Eukaryotische Chromosomenstruktur: chromosome structure

2.  Histone und Nucleosomenstruktur Histones and nucleosome
3.  Regulatorische DNA-Bindende Proteine Regulatory DNA-binding proteins

4.protein-RNA complexes

1.  Eukaryotische Chromosomenstruktur

Problem 1:
Verpackung von DNA. Packing of the DNA




DNA Durchmesser (diameter)

20 Å

3 billion base-pairs




Menschliche DNA:
Spaghetti Vergleich




20Å = 1 mm

1.8 m X 500,000 = 900 km

length 1.8m, ( think about a spaghetti of 900 km !)

Problem 2:
Ablesen der genetischen Information

Support of the genetic information

E.coli

Zirkuläres Chromosom (Supercoiling)

Circular chromosome




Höhere Organisation in Schleifen (loops)

Higher organization in loops




Interaktion mit basischen Proteinen

Interactions with basic proteins

Eukaryoten
Verpackung der DNA in Nucleosomen

Packing in the nucleosome




Isolation von DNA als Chromatin



Basische Proteine:    Histone : DNA = 1:1

2.
Histone und Nucleosomenstruktur

Nomenclature of Histones

•  Klassen von Histonen





# AA


% Arg

% Lys

H1

215 


    1


   29

H2A

129


    9


   11

H2B

125


    6


   16

H3

135


   13


   10

H4

102


   14


   11

Durchschnitt:
20-30% basische AA

Können einfach durch Salz oder Säurenextraktion isoliert werden

Can easily be isolated by salt or acid extractions

Bindung an negative P-gruppen der DNA

Bind the negative groups of DNA

Histonsequenzen sind sehr stark konserviert

Histones sequences is very well conserved

Modifizierung der Seitenketten – Regulatorische Funktionen

Modifications of histones has a regulatory function

•  Aufbau von Nucleosomen

origin of the nucleosome

– Partieller Abbau von Chromatin mit Mikrokokken-Nuclease:

Partial cleaving of Chromatin by DNA nuclease (MN) lead to 



––>  DNA Fragmente von definierter Länge

DNA fragment of define length ( 200 DNA bp)

– Histonanalyse;
H2A = H2B = H3 = H4 = 1/2 H1

– 100 Å Partikel

Konzept des Nucleosome:
Histonoktamer mit 200 bp DNA

Histone octomer with 200 DNA bp

– Weiterer Abbau mit MN
:
Nucleosomen-Core

Further digestion with the nuclease lead to a 







146 bp DNA mit Histonoktamer







Linker DNA

Struktur des Nucleosoms

Röntgenstruktur des Nukleosoms:

Tim Richmond

Crystal structure of the nucleosome

– Zweifache Symmetrie mit 1.65 Umdrehungen einer superspiraliserten B-DNA

two fold symmetry with 1.65 turns of supercoiled B-DNA

–  Struktur der vier Histone ist sehr ähnlich

Fold of the 4 histones is very similar

–  Histone interkalieren miteinander (molecular handshake)

histones interact with each other

–  Komplexe

H2A und H2B

H3 und H4





Jeder Komplex bindet 2.5 DNA Umdrehungen

Each complex binds 2.5 DNA turns

– Bindungen erfolgen über H–Brücken, ionische Bindungen und positive N–Termini

DNA Binding is made of hbonds, ionic bridges and positive N-termini

–  Insertion von Arg-Seitenketten in die kleine Furche

Insertion of Arginine in the minor groove

– Umlauf der DNA um den Histone-Core ist nicht gleichmässig

The DNA structure in not regular around the histone core

•  Funktion von H1

– MN Abbau:
~ 200 bp ––> Pause ––> 166 bp ––> 146 bp

–  146 bp = 1.65 superhelicale Windungen

1.65 superhelical tour

–  166 bp = 2.0 superhelicale Windungen, brigen die Enden der DNA zusammen (Eintritt und Austritt vom Nucleosom)

2 superhelical turn bring the end of the DNA together ( enter and exit the nucleosome

–  H1 hält Nucleosomen zusammen

H1 put the nucleosomes together

Höhere Chromatin Organisationsstufen

Higher chromatin organization

–  Windungen der DNA um ein Nucleosomen-Core erlaubt eine dichtere Packung der DNA

The winding of the DNA around the nucleosome core allows a tighter packing of the DNA

200 bp = 68 nm   passen in ein partikel von 10 nm ø

(200 x 0.34 nm= 68 nm) compress in a particle of 10 nm ø

Packungsdichte  =  7

Packing density

DNA Interphasekern  =  102 – 103
Interphase DNA, density is even higher: 100 to 1000

DNA Chromosome
in Mitose
=  104
In Mitose even higher: 10000

Nucleosome ist nur die erste Verpackungsstufe

Nucleosome is only the first packing step

Solenoid;

Nucleosomen in helikaler Anordnung

The nucleosome are in an helical arrangement

Packungsverhältnis:

40  /  Durchmesser etwa 30 nm

Proportion of packing, 40/ diameter of about 30 nm
Interaktion von H2B und H3 N-Termini zwischen Nucleosomen?

Internucleosome interactions come from H2B and H3 N-termini ?

Scaffold:
Chromatin loops werden von einem Proteingerüst stabilisiert

The chromatin loop and stabilized by a protein scafold


Loops sind 15 – 30 µm long (45 – 90 kbp)

Loops are 15-30 µm long ( 15-30 103 nm)


Wenn zu einem 30 nm Solenoid kondensiert sind loops nur etwa 600 nm lang  (Packungsverhältnis = 30 – 50)

When condensed to a 30 nm solenoid, the loops are only 600 nm long. ( packing density is 30-50)

Einbau des Histone-Core während der DNA Replikation

Incorporation of the histone core during DNA replication

Zwei Möglichkeiten:

Vollständiger Histone-Core

Two possibilities
The whole core or



H3–H4 Komplex, dann H2A-H2B

H3-H4 and then H2A-H2B

Histonsynthese und DNA Replikation sind streng miteinander koordiniert

The synthesis of histones and the DNA replication are coordinated

Histone Modifizierung
Acetylierung




Methylierung



Phosphorylierung

3.
Regulatorische DNA-bindende Proteine

Anordnung der DNA im Nucleosom ist häufig erforderlich um die kooperative Bindung von regulatorischen Proteinen zu ermöglichen.

The ordering of the DNA in the nucleosome is necessary for the cooperative binding of regulatory proteins.

Exponierung der grossen Furche:   Interaktion der Seitenketten von regulatorischen Proteinen mit spezifischen basen über H-Brücken

Exploring the major groove, interaction of the protein-side chains with the DNA bases are mediated by h-bonds

Wie interagieren regulatorische Proteine mit der DNA?

How do proteins interact with DNA ?

•  Erkennung eine spezifischen Basenabfolge 

(Unterschied zu Histonen = non-spezifisch)

Recognition of a specific base-sequence ( whereas Histone are non-sequence-specific)

•  Ausbildung spezieller Proteinstrukturen

Special Protein motifs are required

Helix-Turn-Helix Motiv

Beispiel:  cro Protein (häufig bei prokaryotischen Proteinen)

Example: cro protein, a prokaryotic protein

Einlagerung der -Helix   
ø = 1.2 nm diameter of -helix
in die grosse Furche:

1.2 nm breit, 0.7 nm tief

The major groove: 1.2 nm large and 0.7 nm deep

Dimerstruktur



Distanz -Helices = 3.4 nm 

In the dimer distance between the -Helices = 3.4 nm 

Symmetrie der Protein reflektiert ungefähre Symmetrie der DNA Sequenz die von cro erkannt wird 

The symmetry of the protein reflect the symmetry of the DNA sequence that is recognized by Cro.

Leucinreissverschlussproteine (leucine zipper)

–  In etwa 35 AA  in Abfolge von 7 AA ein Leu (heptad repeat)

about 35 AA with 7 Leucines

–  Ausbildung einer superspiralisierten -Helix 

(3.5 Reste/Umdrehung)

3.5 residues per turn

–  a-b-c-d-e-f-g,  wobei a und d hydrophobisch sind

a and d are hydrophobic

–  Hydrophobische Streifen können in Wechselwirkung treten.

The hydrophobic patches can interact

– leucin zippers sind selbst keine DNA-bindenden Domäne, aber sind häufig an der Dimerisierung von DNA-bindenden protein beteiligt.  

Leucine zipper are not a DNA binding domain but are often require for dimerization of a DNA-binding protein.

–  Finden sich auch häufig in Rezeptoren

You often find them in receptors

Zinkfinger Proteine (zinc finger) 

· Häufig bei eukaryotischen Transkriptionsfaktoren

They are often found in eucaryotic transcription factors

–  Beispiel:
TFIIIA  (RNA Pol III, 5 S RNA Transkription)

example:

–  Zn-Atom koordiniert eine a-Helix mit zwei b-Haarnadeln (ähnlich zum HTH Motiv)

The zinc atoms coordinates an -helix with two -hairpins

The -helix inserts the DNA major groove

The N-terminus of the helix contact the DNA bases:

Position –1, 2, 3 and 6 are contacting respectively the 

Second, first, third and fourth base-pair.

DNA-protein recognition code could be derived.

4. Protein-RNA complexes

RNA is almost never naked and is bound to protein as soon as produced.

Typically a RNA binding protein is a multidomain protein with a RNA binding modules ( several types possible) and other domains like an enzymatic domain or a protein-protein interaction domain.

Topology of most RNA binding domains is a anti-parallele -sheet with two or three -helices.

Protein-RNA binding domains can be classified based on the type of RNA they are contacting:

-RNP domain and KH domain bind single-stranded RNA (mostly in a sequence-specific fashion)

-DsRBD (double-stranded RNA Binding Domain) binds A-form helices in a non-sequence-specific way.

-Arginine-Rich domains seems to prefer the major groove of RNA internal loops or bulges

Protein-RNA complexation typically happens by a mutual induced fit. Hydrophobic interactions are very important in protein-RNA complex (contact to the base or the ribose). Hydrogen-bond to the RNA bases provide sequence-specific recognition.
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