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RNA struktury

RNA strukturné rozmanita stejné jako proteiny

— 2-OH’ hydroxylova skupina (H akceptor i donor) ->
nekanonické interakce

Casto uvadéna jako ,jednovldknova“ ale tvofi

struktury -> folduje se sama na sebe

A-forma helixu, nejvétsi podil kanonické A/U,
G/C pary + G/U wobble par — 3. kanonicky par
u RNA

Kanonické useky A-RNA prerusovany useky
nekanonickych interakci (az 1/3) — loopy, bulge



RNA struktury

* Nekanonické useky v
diagramech casto formalné
nesparované

e Vétsinou presne
definovana struktura

* A) Vlasenkova smycka
(hairpin loop) + interni
smycka (bulge),

* B) pseudoknot
e C) three-way junction




Rekurentni RNA motivy

* Nekanonické RNA motivy se casto opakuiji,
maji konzervovanou strukturu — rekurentni

motivy

— GNRA, UNCG tetraloops

— Kink-turn, sarcin-ricin loop, kissing-loop
 Zajistuji zménu sméru RNA retézce, folding, a

dalsi fyzikalné-chemické vlastnosti



3D strukturni porovnani

e Stejna sekvence RNA muze tvorit naprosto
odlisné struktury — absence jednoznacné
sekundarni struktury jako u proteinu

* Nutno uvazovat v kontextu 3D a nejenom o
sekvencich (s vyjimkou kovariance)

 FR3D web server (geometric; symbolic search)

— Uses Leontis geometrical definitions

— Allows search of both known and unknown
structures (or even hypothetical structures)



Vyssi strukturni celky NK

* Jak se nukleové kyseliny sbaluji?

— Retézec NK ma charakter polyaniontu = shlukovani
osamocenych NK vylouceno elektrostatickou
interakci




Vyssi strukturni celky NK

* NKv roztoku vzdy obklopena kladnymi ionty

(proti-ionty)

counter-
ions

hydration

25bp duplex DNA

* Kladné ionty neutralizuji repulsi od
zaporne nabité patere

* lonty od NK neoddélitelné — hovori se o
,jiontové atmosfére”

* Dulezita otazka pro experimenty: Je
moje nukleova kyselina stabilni pri dané
koncentraci ionti v roztoku?

* Koncentrace iontl (iontovd sila) je
dilezitym vstupnim parametrem pro
programy predikujici vlastnosti NK

- Implicitni vs. explicitni popis



Vyssi strukturni celky NK

e V zivych bunkach vstupuje do hry dulezity hrac
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Protein/NK komplexy

e Jak proteiny interaguji s NK?
— Vyuziti stejnych molekularnich interakci jako u
protein/protein, protein/ligand, ¢i NA/NA interakci

— Elektrostatické interakce — solné mustky, vodikové
vazby, Hydrofobni interakce, Disperzni sily
(stacking)



Protein/NK komplexy

* Elektrostatické interakce — solné mustky

— Z principu velmi dulezité pro NK (charakter
polyaniontu) = proteiny ¢aste¢né nahrazuiji
iontovou atmosféru

— Jsou dalekodosahové a nespecifické, velky podil na
celkové volné energii komplexu

2 kaZdd chyba ve vypocetnim modelu vede k
obrovskym odchylkam



* predikce interakce s
NK na zakladé sekvence
proteinu

* vysoky podil argininu,
lysinu, histidinu = vaze
NK

<<
Tryptophane (Trp)

e
Tyrosine (Tyr)

@.
Phengllalanine (Phe)

* uziteCné pri
automatickych
analyzach genomu

. . .e .
Histidine (His) Methionine (Met)



Protein/NK komplexy

* Elektrostatickeé interakce — solné mustky

« Sila solného mustku ovlivhéna
koncentraci volnych iontu v
roztoku = vazba proteinu na
NK vytésnuje ionty z jejiho
okoli

* Predikce stability protein/NK
v daném experimentalnim
roztoku




Protein/NK komplexy

* Elektrostatické interakce — solné mustky

— Elektrostaticka interakce zasadni v inicialni fazi
vzniku protein/NK interakce (opacné naboje
,pritahnou” molekuly k sobé)

— Elektrostatické interakce z principu nespecifické
(jakykoliv protein vazajici NK bude pritahovan k
libovolné NK)

— Po priblizeni proteinu a NK nastupuji dalsi
interakce — vodikové vazby, vdW - kratsi dosah,
ale specificke

— Elektrostaticka interakce muze byt ,neprimo”
specificka — rozpoznani tvaru



Protein/NK komplexy

e Vodikové vazby (H-vazby)
— Kratkodosahové (efektivni vzdalenost < 4.0 A,
navic smeérove specifické)
— Maly prispévek energie ale hodné selektivni

— Atomoveé skupiny: VSechny polarni atomoveé
skupiny (donor/akceptor)

— Nespecifické (pater proteinu; cukr-fosfatova pater
NK), Specifické (boCni retézce aminokyselin, baze)

— Specifické z hlediska NK Ci proteinu (e.g. Interakce
baze/pater proteinu, bocni retézec/cukr-fosfatova
pater



Protein/NK komplexy
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Protein/NK komplexy

* Van der Waalsovy (VdW) interakce

— Stabilizujici interakce spocivajici v atomovém prekryvu

jakychkoliv dvou atomu (indukované dipdly)

* Povrchy proteinu a NK
komplementarni - uvéznéné
molekuly vod entropicky drahé

...nicméneé bublina vakua je jesté
drazsi a proto obcas mohou byt (i
ionty)
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Protein/NK komplexy

e Van der Waalsovy (VdW) interakce

— Nejkratsi dosah, ale dulezité pro tvorbu
protein/NK komplexu = komplementarni povrchy

— Zkoumani komplementarity povrchd, jeho velikosti
(prekryvu), a vode pristupnému povrchu typickym
bioinformatickym ukolem

* Definovana VdW ,velikost” atomu, sonda dané velikosti
jezdici po povrchu molekuly



Protein/NK komplexy

e Stacking

— Specialni pripad VdW interakce ktery je typicky
pro nukleové kyseliny (planarni baze)

* Energeticky vyhodny prekryv
dvou planarnich kruhd nebo
jinych, relativné plochych casti
biomolekuly

e Stacking baze/baze stabilizuje
strukturu NK; stejné tak
protein/NA




* U proteinu typicky interakce s Phe, Tyr, Trp,
His

e .. aleiarginin, lysin, valin...
Interakce baze (typicky), nebo ribozy
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Protein/NK komplexy

* Hydrofobni interakce

— Dana usporadanym chovanim molekul vody u povrchu
biomolekul

— Zmenseni jejich povrchu (tvorbou komplexu) se zvysi
entropie systému (vice vody se ,,osvobodi“ od povrchu)

— Souvisi s komplementaritou povrcht (¢im vice povrchu
komplexu, tim vice vody se ,,osvobodi“)

— Komplexy protein/NK u kterych nedochazi k dplnému
vylouceni vody z protein/NK rozhrani jsou
nepravdépodobné (ale pozor na ,,pohrbené” strukturni
vody!)



Protein/NK komplexy

Hydrofobni interakce
— ZmenSenim povrchu (tvorbou komplexu)
se zvySi entropie systemu (vice vody se
,0osvobodi“ od povrchu)
— Souvisi s komplementaritou povrchu (¢im
vice povrchu komplexu, tim vice vody se
,osvobodi“)

— Komplexy protein/NK u kterych nedochazi
k Uplnému vylouceni vody z protein/NK
rozhrani jsou nepravdépodobné, ale
mozné

— Predpovéd pohrbenych vod (dutin)
dllezitd = ovliviiuje specificitu, ale
Spatné viditelné v experimentech
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Protein/NK komplexy

* Experimentalni metody zjiStovani struktury
protein/NK:

* X-ray krystalografie, NMR spektroskopie, kryo
elektronova mikroskopie (cryo-EM)
 Metody nutné je doplnovat dalsimi (kinetické a
termodynamickeé studie, cilena mutageneze)

* Protein/NK vice problematické neZz monomery
(dynamika rozhrani, slaba vazba, exp. podminky...)



Protein/NK komplexy

Dulezita uloha vypocetnich metod
Experimentalné lze obvykle zjistit pouze soucet,
nikoliv jednotlivé energetické prispevky
Teoretické metody umoznuiji energetickou
dekompozici, ale jsou zatizené chybami

Pozor na metody vyuzivajici implicitni solventy, PB
Ci GB elektrostatiku = pro nukleové kyseliny
problematické (role solvatace, polyaniont)



Protein/NK komplexy

* Principy strukturniho rozpoznavani:

— Specializace proteinu na typ nukleové kyseliny
(e.g. jednovlaknova, sSroubovice, vlasenka, etc.)

— Schopnost nekterych sekvenci NK se specificky
konformacné ménit (ohyb, distorze) =2 neprimé
cteni

e Bud inherentni (termalni fluktuace) nebo indukované
proteinem



Protein/NK komplexy

* Zejména protein/RNA komplexy strukturné
variabilni




Protein/NK komplexy

* Dvouvilaknove NK (B-DNA, A-RNA)

— K odliseni ruznych sekvenci NA je treba aby
protein tvoril mnoho vodikovych vazeb

— Ve ,specifickych” protein/B-DNA komplexech je
pomeér 1:1 pro vazby s bazemi a s fosfaty

— Interakce s fosfaty, (deoxy)ribosou, s bazemi pres
zlabky

— U DNA se nejcastéji umistuje alpha-helix proteinu
do velkého zlabku (primé cteni - vodikové vazby)

— Neprimé cteni rovnéz hraje roli (ohyb B-DNA),
zvysuje mnozstvi moznych interakci
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Protein/NK komplexy

* Dvouvlaknoveé NK (B-DNA, A-RNA)

— Indukované zmény nejen u NK, i protein muze pfri
vazbé ménit konformaci

— Oligomerizace (vice proteinovych domén v ramci
proteinu, dimery, trimery... prudce zvysuje afinitu
a specificitu)

* Proteiny museji umeét (spolehlivé) rozlisit
jednu NK od druhé - zaklad regulace genové
exprese na urovni transkripce a translace, silny
evolucni tlak



Protein/NK komplexy

» Jednovlaknové NK (typicky RNA)

— Hydrofobni povrchy bazi jsou exponovany -2
Proteiny navic interaguji pomoci hydrofobnich
aminokyselin (Tyr, Phe, Trp)




Protein/NK komplexy

* Jednovlaknové NK (typicky RNA)
— Vyskyt: ssDNA se vytvari pri replikaci, sSRNA pfri
transkripci
— V obou pripadech proteiny neutralizuji pater
pomoci lysinu a argininu a aromatickeé
aminokyseliny stackuji s bazemi



Protein/NK komplexy - shrnuti

Kazda molekula RNA in-vivo interaguje s proteinem
(pokud ne, je degradovana)

OdlisSné protein/DNA a protein/RNA - DNA je
monotonni dvousroubovice, vystaci si s nekolika motivy

RNA je strukturné rozmanitd molekula = veliké mnozstvi
vazebnych motiv

Dlouhodosahové elektrostatické interakce zajisti vychozi
priblizeni NK a proteinu (NK ma charakter polyaniontu,
protein je zpravidla kladné nabity)

Komplementarni povrch (shape-recognition, vdW
interakce) a pocet vytvorenych vodikovych vazeb
rozhodnou o dlouhodobé stabilité komplexu



NK ve vazbé s ligandy

* Antibiotika, jedy...

* U DNA (dvousroubovice) vazba pres zlabky
nebo interkalace




NK ve vazbé s ligandy

* U RNA typicky blokace funkénich mist (e.g.
ribozom)




