~ ch8f44[1] - Yisualizzatore immagini e fax per Windows

Dal gene alla proteina e ...viceversa

/

PROTEIN

determine

synthesize

screen cONA

partial —* DNA probe —> ©f genomic

amino acid

sequence

introduce into

host cell

insert into
E. colior other «— expression

DNA library
| GENE or cONA-
4

vector
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Riconoscimento fra un fattore di trascrizione
ed il DNA

DNA-binding protein

Legame di una s

proteina c{
regolatrice al -

solco maggiore .Q?{N i

del DNA N\ = /

outer limit of
sugar phosphate
backbone on
outside of
double helix
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La trascrizione negli eucarioti
differisce per due importanti
caratteristiche rispetto ai procarioti:

-le RNA polimerasi necessitano di
fattori generali di trascrizione;

-1 fattori di trascrizione possono legarsi
a grande distanza dal promotore che
essi controllano



Assemblaggio
del complesso
d’ inizio per

la trascrizione
di un gene

eucariotico

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Modello per spiegare il meccanismo
d’ azione di una proteina attivatrice
della trascrizione

DNA-binding

site for GAL4
- !m
W TFID - TFIIB
TATA GENE
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== Modello per spiegare il meccanismo
d’ azione di una proteina attivatrice
della trascrizione

gene regulatorg sequences

U
ﬂ'@. ‘

spacer DNA " t

" factors

:§{ general transcription
BN

I gene retgulatorg N RMA polymerase
proteins -

TATA box e
?_ 1 | start of
upsiream promoter transcription

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Modello di impaccamento della cromatina
NN

short region of
DNA double helix

"beads-on-a-string”
form of chromatin

30-nm chromatin
fiber of

packed nucleosomes %

section of
chromosome in an
extended form

condensed section
of metaphase
chromosome

entire
metaphase
chromosome

11 nm

—

30 nm

fo—

1400 nm
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Nei Procarioti il DNA e sempre in uno stato
permissivo all” RNA polimerasi per la
mancanza di strutture cromatiniche.

Negli Eucarioti il DNA fortemente impaccato
In complessi nucleoproteici impedisce

I” accesso dell” RNA-polimerasi e dei fattori
di trascrizione.
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gl St

Disassemblaggio del nucleosomi
durante I’ inizio della trascrizione

binding
site for activator

activator protein

ACTIVATOR
DIRECTLY
DISASSEMBLES
NUCLEOSOMES

ACTIVATOR ALSO
FACILITATES
THE ASSEMBLY OF
THE GENERAL

TRANSCRIPTION FACTORS —O
assembly of general
transcription factors

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Disassemblaggio del nucleosomi
durante I’ inizio della trascrizione

Achvators

Didwnxcyy

Reprossors

Coactvators TATA box CR00 peandoted

Basal factors
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Disassemblaggio del nucleosomi
durante I’ inizio della trascrizione

Coattivator) delia trascnzione




Disassemblaggio del nucleosomi
durante I’ inizio della trascrizione

Alcuni coattivatori sono acetilasi

RNA polimerasi

Code degli istoni

v

Apparato
Attivatori basale
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Lewin, ILGENEVIIl, Zanichelli editore S.p.A. Copyright @ 2006
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Acetilazione e deacetilazione
del residul di lisina

Lysine

NH3

|
CH-

|
CH,

|
CH,

|
CH-

| o
\ﬁ/ﬁ“\%f

Acetylation
by HATS

—
D

Deacetylation
by HDs

CH;
|
olu

|
NH

|
CH,

|
CH,

|
CH,

|
CH,

| oL
\H/ﬁ\%f



Principali motivi proteici che
riconoscono e legano il DNA:

-elica-giro-elica
-omeodominio

-a dito di zinco

-a cerniera di leucine
-elica-ansa-elica
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Il motivo elica-giro-elica
di legame al DNA

Il motivo elica-giro-elica e
costituito da due a-eliche unite
da una corta catena di amminoacidi
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Cdeghic Stuch
el Sannio

Esempi di proteine leganti il DNA
tramite il motivo elica-giro-elica

—

tryptophan repressor lambda cro lambda repressor CAP
fragment fragment

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Deformazione della struttura del DNA
Indotta dal legame con una proteina

(B)
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L’ omeodominio € una sequenza
di circa 60 amminoacidi contenente
un motivo elica-giro-elica



Struttura di un omeodominio

e legame al DNA
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Il motivo a cerniera di leucine e costituito
da due a-eliche che interagiscono
attraverso residui di leucina



di leucine

cerniera
legato

dominio a
al DNA

©
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Omo- ed eterodimerizzazione di
domini a cerniera di leucine

DNA
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Liniyversit

Struttura del fattore
di trascrizione AP-1

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Il motivo b-HLH e costituito da due
corte o-eliche unite da
una regione ad ansa



Liniversit
zh:xli_"gfll' i
dei Sannio

Struttura del
fattore di
trascrizione
MyoD del tipo
elica-ansa-elica
(HLH)

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Regolazione inibitoria ottenuta
tramite proteine HLH tronche

active HLH homodimer inactive HLH heterodimer

DNA




1

101

201

301

401

501

601

701

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

2001

2101

2201

2301

2401

ZNF224 cDNA sequence

GAGTCCAAACATTCGGTGGAGTCGCGGACACTTCCGCTCGGGGACTGAGGTTGCTGCAGTTTTTCCGCGATAGTTTG
CCTTCTGAATTTCCTGGACCTACGCATTGGATCCTCAAAGAACTGCTGAATACCACTAGAAACATACCTGTAACCAG
CAGCAAGGAAGCCCACGTACCAGGGGCTGTCTTGGCACAATTCTGCTTTCCCAGGAACTGCATCACTCAGGACTCTG
AAATGACCACGTTCAAGGAGGCAATGACCTTCAAGGACGTGGCTGTGGTCTTCACTGAGGAAGAGCTGGGGCTGCTG
M T T F K
TCGAGATGTGATGCTGGAGAACTTCAGGAACCTGCTCTCAGTGGGACATCAAGCATTCCACAGGGATACTTTCCACT
G H Q A F H R D T F H
ATGATGAAGACAGCAATCCAAAGGGAAGGGAATTCAGGAGACAAGATCCAAACTGAGATGGAGACTGTTTCAGAAGC
M M K T A I ©Q R E G N S G D K I © T E M E T V S E A
TCCAGCAAATCTGGGAAAAAATTGCAAGTGATTTAACCAGGTCTCAAGACTTGGTGATAAATAGCTCTCAGTTCTCC
© 9 I w E K I A S D L T R S @ D L Vv I N S S O F s
CACTCACCCACCACTATCTETAATTCACACAACACACAAATCTTCCCACCECAATCCATATAAACCATCCTTCACTE
T E A G L S Vv I H T R QQ K S s © G N G Y K P s F S
CAACAATTACACTCAGGAGAGAAATCTCATACGTGTGATGAGTGTGGAAAGAACTTTTGTTACATCTCAGCCCTTCG
Q ¢ L H S G E K S H T € D E € G K N F € Y I s A L R
GAGAGAAATGCTATAAGTGTGACGTGTGTGGTAAGGAATTCAGTCAGAGTTCACATCTGCAAACTCATCAGAGAGTC
E K C Y K € b VvV € G K E F S © S S H L © T H Q© R V
ATGTGTGGAATGTGGGAAAGGCTTCAGTCGTAGATCAGCACTTAATGTTCATCACAAATTACACACAGGAGAGAAAC
cC vV E ¢ G K G F S R R S A L N Vv H H K L H T G E K I
AAGGCCTTCATTCACGATTCCCAGCTTCAAGAACATCAGAGAATCCATACGGGGGAGAAGCCATTCAAATGTGATAT,
K A F I H D S © L Q9 E H ©Q R I H T G E K P F K € D I
GATCAAGACTTAATAGGCATTCCATGGTTCACACGGCAGAGAAACCATTCCGATGTGATACGTGTGATAAGAGCTTT
S R L N R H S M VvV H T A E K P F R € D T C D K S F
TCATCGCATGATCCACACAGGAGAGAAACCATACAAATGTGAGGAGTGTGGAAAAGGCTTTATTTGTAGGCGAGATC
H R M I H T G E K P Y K € E E €C G K G F I € R R D 1
ACGGGAGAAAAGCCATATAATTGTAAAGAGTGTGGGAAGAGCTTCAGATGGGCCTCGTGTCTTTTGAAACATCAGCG.
T 6 E K P Y N € K E €C G K S F R W A s € L L K H © R
TCAAATGTGAAGAATGTGGGAAAGGATTTTACACAAATTCACAATGCTATTCCCACCAGAGATCCCATAGTGGAGAA.
K ¢ E E € G K G F Y T N S © € Y s H © R S H S G E
TGGGAAGGGCTACAAAAGGAGGTTGGATCTTGACTTTCACCAGCGCGTCCATACAGGAGAGAAACTGTATAATTGTA.
G K G ¥ K R R L. D . b F H @@ R VvV H T G E K L Y N C ¥
CGGGCCCCATGTCTTTTGAAACATGAGAGACTCCACAGTGGAGAAAAACCATTCCAATGTGAAGAGTGTGGGAAGAG.
R A P C L L K H E R L. H S G E K P F Q € E E C G K R
ATTCCCATCAGAGAGTTCACACTGGAGAAAAGCCATACAAATGTGAGAAGTGTGGAAAGGGCTACAATAGTAAGT TT.
S H 9 R V H T G E K P Y K € E K €C G K G Y N S K F
CCACACAGGAGAGAGACCATACAATTGTAAGGAATGTGGGAAGAGTTTTGGCTGGGCCTCGTGTCTTTTGAAACATC.
H T G E R P Y N C K E C G K S F G W A S C L L K H ¢
CCTTTCAAATGTGAAGAGTGTGGGAAAAGATTTACTCAGAATTCACAGCTTCATTCTCATCAAAGAGTGCACACTGG,
P F K €C E E C G K R F T ©Q N S © L. H S H © R V H T G
AGTGTGGGAAGGGCTTCAGCTGGTCCTCAACTCGTCTGACCCATCAGAGACGCCACAGCAGAGAAACACCTCTCAAA
C G K G F S W S S T R L T H © R R H S R E T P L K _
TGTACAGAATTCATTCTCTAAAGTGCAAGAAAAAGTTCACAGTGTAGAAAAGCCATACAAATGTGAGGACTGTGGGA.
Vv 9 N s F S K VvV Q@ E K VvV H s V E K P Y K € E D C G ¥
CTTEATATCCATCACACCETCCACATCCOACACARAANACATCEAACTETACCEACTETCATATCICCITTITACTCACCT
L D M H 9 R VvV H M G E K T W K € R E € D M C F S © A
ATGTTCATGTTGGAGAAAAACCTTAGTGATGTGATGGTGCAATAAAGTCTTCACTCAGTCTTCATG 2466

VHYVGEKP*
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Nel genoma umano vi sono circa 800 differenti geni che
codificano per proteine aventi I motivi ripetuti a dito di zinco
del tipo C2-H2 o del tipo C2-C2.




La “consensus sequence” del dominio a dito di zinco C2-H2
e data da:

Cys — X, — Cys — X,,-His - X, — His

TFHIA ha 9 domini ripetuti del tipo C2H2

Spl ha 3 domini ripetuti del tipo C2H2
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S )|

W

Limiversit
dughic Stuch

= | g “consensus sequence” del dominio a dito di zinco C2-C2
(0 Cx) e data da:

Cys — X, — Cys — X;5-Cys - X,— Cys

Questo motivo e tipico dei recettori nucleari, quali quello
degli estrogent, dei glucorticoidi, degli ormoni tiroidel,
acido retinoico...

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



La consenso del motivo a dito di zinco del tipo C2C2 0 Cx puo
essere differente in alcuni casi.

Per esempio In:

GAL4 e ditipoC6:
Cys — X, — Cys — X;-Cys — X — Cys- X, -Cys — X; - Cys

Nel recettori degli steroidi di tipo 4 e 5:

Cys - X — Cys — X4- Cys — X, - Cys — X, - Cys

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



Il legame di coordinazione tra I’ atomo di zinco e residui di
cisteina stabilizza il dominio di legame al DNA
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8 Transcription DNA binding Hormone binding

activation (6668 residues, (variable sequence
(variable sequence highly and length)

and length) conserved)
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Struttura di una regione a dito di
zinco del fattore di trascrizione Spl




Linivc;:siﬁi_‘
dughio Starch
dei Sannio

Struttura del
fattore di trascrizione Gal4
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Struttura del recettore per
gli estrogeni
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Struttura secondaria del recettore degli estrogeni

G/Y\H
/ \ N
A G20 / b
¥ Vv D R
D W I K
N S 50 T S
\ 4
v \/ E N L Qe
A N G
bt & P /
¢ ¢ X ¢
/ \ 30 40 / 70 80
MEKETRY KAFFKRSIQGHNDYM RLRKCYEVGMMKGGIRIG)RR(E(E

N I D | coo

Transcription DNA binding Hormone binding
activation (6668 residues, (variable sequence
(variable sequence highly and length)

and length) conserved)



glucocorticoidi

Il legame al DNA del recettore dei

del Sannio
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Liniversits
':k;xli}.gll.usﬁ
del Sannio

Nel genoma umano circa 300 geni codificanti per
proteine zinc finger del tipo C2-H2 contengono un
dominio definito KRAB

KRAB Zinc-finger domains
domain

6 47 I I I IV VvV VI VII VII IX X XI XII XII XIV XV XVI XVII XVII XIX

ZNF224

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi




L iniv:;rsitii
dghi Stach
del Sannio

e proteine zinc-finger Kruppel-associated box (KRAB-
ZFPs) :

1) costituiscono una famiglia omogenea di regolatori
trascrizionali ( repressori );

2) sono codificati da geni arrangiati strutturalmente in clusters
(1l piu studiato e conosciuto e quello presente sul cromosoma
190);

3) contengono da quattro a trenta motivi zinc finger del tipo
Cys2-His2;

4) contengono un dominio KRAB all’NH2 terminus che puo
essere composto da due sottodomini definiti KRAB A e KRAB
B.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Le proteine zinc-finger Kruppel-associated box (KRAB-ZFPs)

Table |

Summary of the functional features of KRAB-containing zinc-finger repressor proteins

Subtarnily

A subfamily

Chromozomal  Numbes of Expression
Protein Species localization zing fingers pattern Proposed function
A+ B subfamily HKrl2 Human 19 20 Ubiquitous Repressor or RNA paol 11
HKrl % Human 7 " Toatis Cell diffwrentiaton
KID.) Human 5q35.3 i3 Ubiquitous Nucleolar mvegrity
Kid2 Maouse " i3 Embryonic brain, Mouse development
kidnay, gut and
lung
Kid3d Monse I ] ] Embryonic (E16.5) Kidney development
kidney, put. lung
and heart
KOX| Human 12q24.33 9 Ubiquitous Reproszor of RNA pol |, 1§, and || promorters
KRAZI Mouse 17 I5 Ubiquitous Repressor or RNA pol 1l
KRAZ2 Mouse 5 9 Ubiquitous Repressar o RNA pol 1l
KS1 Rar 10 Ubligquitous Tumor suppressar
KZF- Rat & 9 Tests Spermatogenesis
RbakK Human 7 16 Ubiquitous Call cycle arrest
RITA Hurman 9913 12 Ubiquitous Thyroid carcinoma
ZBRK | Human 19qi1341 8 Skeletal muscie Interaction with Breal
ZF5128 Human 12 3 Ubiquitous T cell acuvanon
ZNFa1 Human Xpll2 I8 Ubiquitous Flanking a transiocation breakpomt in synovial
sarcoma
ZNF43 Human 19pi3.1-p12 22 T coll, 8 cell, and Differendaton and growh arrest in Ewing cells
Ewing cells
ZNFBE Human 19p13.1-p12 |5 Ubiquitowus Repressoc RNA pol 1
ZNFI Human 19p12 27 Seminoma and Repression of the human Fc gamma RITB gene
tymphaid cells
ZNF1133 Human 20p1t.23 15 Ubiquirous Reprossor RNA pol I
ZNFI40 Human 12q24 9 Lymghold cells Repression of the human Fo gamma RIEB gene
ZNF14: HMuman 4p16.3 o Ubiguitous Candidate for the Wolf-Hirschhom syndrome
ZNFIS? Hurman Xpil2 12 Blood fs 4 | howpot for neurog disorders
HZFI2 FHuman 19 9 Ubiquitous Repressor of RNA pol 1l
MZF3) Mouse 2 9 Ubigquitous Repressor of RNA pol I
pMLZ-B Maouse 4 15 Ubiquitous Repressor of RNA pol ||
ZK1 Human 9pil32 15 Hematopoietic and  Radiaticn-induced apoptotic call death
varous cancer cells
ZNF136 Human 19p13.1p12 13 Ubiquitous Weak repressor of RNA pol 1I
"A+bsubfamily HZFA Hurman 19p13.32 18 Ubiquitous Rapesasor of RNA pol Il
Zip93 Human 19pi3.1p12 15 Ubiquitous Repressor of RNA pol I
Kr2 Rat | 19 Central nervous Maturadon of neurons and oligodendrocyte
system and tests
ZNF4S Human 19p132 " Uibig P fal hotspat for malignant disorders
ZNF15S Hurman 19q13.2 i Ubiquitous Reprossor of RNA pol I
ZNF221 Human 19qi3.2 15 Ublquitous Repressaor of RNA pol il
ZNF222 Human 19 7 Ubiquitous Repressor of RNA pot 1l
ZNF24 Human 19 16 Ubiguitous Reprassor of RNA pal Il
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- KRAB-containing zinc finger proteins

‘ W ‘ Zinc fingers
N T(RAB A|KRAB B : 4 ¢

N ﬂKjAB AlKRAB b/ c
N @KRAB A AAS c
N €&KRAB A KRAB A|KRAB B¢ c

N @cpAB A[KRAB B . SCAN (emmypipa c
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KRAB-A

ZNF224 5 KEAMTFKDVAVV FTEEELGLLD LAQRKLYRDV MLENFRNLLSVG

GIOTi 1  MDAVTYEDVYV SFTQEEWALLN PSQKNLYKDVMMQ TCRNLIAIG
DBP 11 NAVTY YDVLV SFTQEEWA LLDPSQKSLYKDVM LETY RNLTAIG
ZNFI1 36 1 MDSVAFEDVDVNFTQEEWAL LDPSQKNLY RDVMWETMRNLA SIG
ZNTI14 1 I MELLTFRDVA IEFSPPEEWKCLDPDQOQNLY RDVML ENYRNLV SLG

ZNF1 77 12 NSVTFQEVAVD FSQEEWALLDPAQKN LYXDVML ENFRNLASVG

Ziml 48 EPVIFKDVAV YFSQKEWQLLEPAQKD LYKDVML ENYENL ISVE
KSI 9 G PVSFKDVTVD FTQEEW QRLDPA QKALY RDVML ENYCH FIS VG
Kid-1 21  VSVTFEDVAVL FTRDEWKK LDLSQRSLYREVML ENY SNLA SMA
Kzf-1 3 MEQLT FRDVAVD FSPDEWECLDPPQQSLY RDVMVENY RNLV SVA

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

consensus VIF DVAV F EEW LD QR LYR VMLENY NLVS G



wwes | “consensus sequence” del dominio a dito di zinco C2-H2

ded SaNNio

e data da:

Nelle proteine zinc finger contenenti il motivo KRAB il motivo
di sequenzae:

D-X-Cys — X4y — Cys — X3- @-X 5 - @- X, - His—®-X (34— HIs

Dove ®= un amminoacido idrofobico
X=un qualsiasi amminoacido

| motivi zinc finger sono separati da un distanziatore ripetuto la cui
sequenzae :

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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€% L’ interazione KRAB-KAP1 & centrale nel “silencing” dei geni

L iniv:;rsitii
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target delle KRAB-ZFPs.

Le proteine zinc finger contenenti KRAB interagiscono con il
corepressore KAP1 (Tifl-beta o Kripl).

L’ interazione KRAB-KAP1 costituisce I” evento centrale che
determina la repressione trascrizionale attraverso tre meccanismi

principali:
1) Istone deacetilazione
2) metilazione
3) Interazione con HP1

Questi meccanismi indirizzano verso “ il silencing “ del promotore
che e il target delle zinc finger protein contenenti il motivo KRAB.



s L interazione KRAB-KAP1 é centrale nel “silencing” dei geni
target delle KRAB-ZFPs.

0 Zinc finger

HDAC @ KRAB domain
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Model of KRAB-ZNFs binding to DNA and
Induction of heterochromatin formation

¥ CpG. "
Zn+2 methylation
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