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Abstract
Interaction of Zn”" ions with proteins and nucleic acids

Zinc is an important metal in biological systems. It is a strong Lewis acid, forms
a stable Zn>" ion and can exist in several coordination geometries. Zinc is required for
the activity of more than 300 enzymes. In proteins zinc can either participate directly in
chemical catalysis or can be important for maintaining protein structure and stability.

In this work a dataset of high quality (resolution better than 3 A) crystal
structures deposited in the Protein Data Bank on internet have been examined to
identify typical zinc binding sites and to establish their coordination geometries. Totally
135 zinc binding sites found in 74 structures have been analyzed.

The most frequent coordinating atoms are sulphur in cystein, NE2 and NDI1
nitrogens in histidine followed by oxygen atoms in carboxylates of aspartic and
glutamic acids. 67% of zinc binding sites were found to be four-coordinated with
tetrahedral coordination geometry. In contrast Mg cations show a clear preference to
bind to oxygen atoms and to form octahedral cavities. We have not found any structure
with a direct zinc coordination to DNA except the 1ZQT structure which was however
excluded due to its low resolution (> 3 A). Similarly only three zinc binding sites have
been found in RNA structures which were however determined in the protein free
environment. All other zinc binding sites have been located in proteins even in the

presence of the nucleic acids.
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Uvod

Interakce kovovych iontd vyznamnym zpusobem ovliviiuji strukturu a funkcei
nukleovych kyselin a proteind. Pfiblizn¢ polovina enzymui obsahuje ionty kovi jako
kofaktory a vétSina ribozyml nemuze spravné fungovat bez pfitomnosti iontl kovi.
Nejéastéji vyskytujicimi se kovy v proteinech jsou Ca®", Mg>™ a Zn®". Tato prace je
zam&fena na analyzu rentgenovych struktur biomolekul obsahujicich Zn?* ionty
z hlediska jejich vaznosti. Ziskana data jsou nasledn& porovnana s obdobnymi daty pro

vaznost Mg®" iontil na biomolekuly”.



1. Soucasny stav

1.1. Piechodné prvky (kovy vedlejSich podskupin)

Ptechodné prvky (d — elementy) tvoii tfi deseti¢lenné fady ve Ctvrté, paté a Sesté
periodé. Dochazi u nich k postupnému zapliiovani orbitald (n-1)d jednim az deseti
elektrony. Podle Hundova pravidla elektronové pary vznikaji az po obsazeni vsech (n-
1)d orbitalt jednim elektronem, k ¢emuz dochazi u prvkl podskupiny manganu (VII A)
a v disledku stabilizace d° konfigurace i u chromu a molybdenu z podskupiny VI A. O
stabilit¢ pln¢ obsazenych orbitalii (n-1)d svédci to, ze kromé zinku a kadmia jsou
viechny piechodné prvky s konfiguraci (n-1)d"® velmi uslechtilé (Pd a Pt ve skupin&
VIII A, Cu, Ag a Au ve skupiné I B, Hg ve skupiné II B). Jako valen¢ni elektrony se
tedy u ptfechodnych prvkli mohou uplatiiovat jak elektrony orbitalu ns, tak elektrony
orbitalli (n-1)d, zvlasté jsou — li nesparované. Maximalni oxidaéni Cislo prvki prvé
pfechodné fady zéavisi na poctu nesparovanych elektronti v orbitalech (n-1)d a poctu

elektront orbitalu ns.'”

1.1.1. Spolecné vlastnosti piechodnych prvkii

- vSechny jsou kovy s typickymi fyzikalnimi i chemickymi vlastnostmi

- vétsina prechodnych prvkl se pomérné¢ snadno tucastni oxida¢né redukcnich
reakci a nabyva proto ve slouceninach né¢kolika riznych oxidacénich ¢isel

- zména elektronové konfigurace se pii téchto dé&jich projevuje cCasto
charakteristickymi zménami zbarveni sloucenin

- vétsina prechodnych prvkii tvoii ochotné koordinacni vazby s donory

elektronovych part za vzniku koordinacnich (komplexnich) sloucenin

1.1.2. Koordinacni vazba

Koordinacni vazba se vyskytuje vtzv. komplexnich slouceninach. Nelze



stanovit ostrou hranici mezi slouceninami jednoduchymi a komplexnimi. Komplexni
slouceniny (nebo také koordinacni slouceniny) jsou slouceniny ptechodnych kovi s
Lewisovymi bazemi. Klasickymi komplexy (Wernerovy komplexy) jsou ligandy, které
jsou vazany ke kovu pomoci volného elektronového paru.

Ligandy jsou Castice (atomy, molekuly, ionty), které jsou vazbami ptipojeny
k centralni castici, kterou miiZze byt atom nebo ion, obvykle ptfechodného prvku.
Ligandy jsou charakterizovany ndbojem, velikosti a chemickym sloZenim.

Centralni atom je u jednojadernych komplexnich ¢astic jeden, u vicejadernych je
jich né€kolik. Ligandy vdzané na tento centralni atom mu poskytuji elektrony (centralni
ion tedy vystupuje jako Lewisova kyselina) a vytvareji dativni (koordina¢ni) vazbu.
Pocet ligandd, na ktery se mize centralni atom vazat, udava koordinacni ¢islo (2 az 8).
Jako centralni atom vystupuje v komplexnich slouc¢eninach nejcastéji kov nebo polokov.

Elektricky ndboj komplexnich slou¢enin mtze byt kladny, zaporny nebo nulovy
a je dén algebraickym souctem naboju iontl, které tuto castici tvoii. Vysledny néaboj
komplexniho iontu je v redlnych roztocich kompenzovén ionty s opacnym znaménkem
v tzv. vn¢jsi koordinacni vrstve.

Zvlastnim ptipadem komplexnich sloucenin jsou chelatové komplexy = vnitini
komplexni slouceniny. Chelatovy ligand je vétSinou organicka slou€enina, kterd mize
obsadit nékolik koordina¢nich mist na centrdlnim atomu, protoze obsahuje nékolik
vazebnych skupin s volnymi elektronovymi pary. Nazev chelat je odvozen od slova
chelé = klepeto, protoze centralni atom je obklopen skupinami ligandu jako klepetem.
Chelatovy ligand se nazyva také chelatové Cinidlo. Vazby v chelatovych komplexnich
slouceninach byvaji velmi pevné. Chelat kompenzuje vnitini naboj centralniho atomu
(hlavné jde — li o kovovy ion) — mluvime o ,,maskovani* tohoto iontu. Chelatové vazany
ion se v roztoku chové odligné od volného iontu.'”

Kyselina je podle Lewisova pojeti sloucenina schopna piijmout elektronovy par.
Podle poctu protont odstépitelnych z jedné molekuly se rozeznavaji kyseliny
jednosytné (dusi¢nd, octova), dvojsytné (sirova) i vicesytné (fosforecnd). Siln¢ kyseliny
jsou v roztoku pfitomny ve form¢ iontd, slabé kyseliny i ve formé nedisociovanych

molekul.??



1.1.3. Koordinacni vrstvy iontii

Ionty se nikdy v roztocich nevyskytuji osamocené¢, ale vzdy jsou obklopeny
molekulami prostfedi. V obecném piipad¢ hovoiime o koordinaci molekul k iontu kovu.
Jsou-li tyto molekuly soucasti rozpoustédla, pak hovotfime o solvataci iontu, v ptipadé
vodnych roztoki pak o hydrataci.

Molekuly, které se ptimo vazi ke kovovému iontu se nazyvaji ligandy a tvofi
prvni koordinaéni vrstvu. Molekuly, které se vazi na molekuly prvni koordina¢ni vrstvy
pak tvori druhou koordina¢ni vrstvu atd. Pocet ligandii v téchto vrstvach bude zavisly
na naboji a atomovém poloméru iontu kovu a na velikosti ligandi.

Koordinaéni vlastnosti Mg®", Zn’" a Ca®" iontd hraji ddleZitou roli v
bioorganické chemii. Nejvice obvykla koordina&ni &isla jsou 4 az 6 pro Zn®", 6 a 9 pro
Ca®, 6 pro Mg”". Z toho vyplyvaji nékteré vlastnosti a reakce iontdl v biologickych
systémech jako napf. schopnost nahradit Mg*" ionty pomoci Ca®" iontii v proteinech

nebo flexibilita Zn** iontu v okoli aktivniho mista metaloproteinﬁ.”

1.2. Zinek (Zincum) - 30Zn™
1.2.1. Pro¢ zinek?

Zinecnaté ionty mohou byt v biomolekulach nahrazeny i jinymi ionty kovl
(napt. Mg*", Co*, Ni**, Cu*"). Vyhodou zinku je, Ze ma na rozdil od t&chto iontd
flexibilni prostorové uspotradani prvni koordina¢ni vrstvy, kterd mize ménit tvar a mize
byt tvofena riznymi ligandy. Dal$i dobrou vlastnosti zinku je stfedni polarizovatelnost
(tvrdy — mekky charakter). Tvrdé ionty se totiZ obtizné€ polarizuji , zatimco mékké ionty
se polarizuji lehce a jejich elektronovy obal se snadno deformuje ve vnéjSim

elektromagnetickém poli.'”
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1.2.2. Vlastnosti zinku*?

Relativni atomova hmotnost: 65,409 amu

Atomove ¢islo: 30

Elektronegativita: 1,65

Elektronové konfigurace: [Ar] 3d"%s? (1522522p63523p63d10452)
Oxidacni ¢islo: 11

Skupina: 12 (II B)

Perioda: 4

Skupenstvi (pfi 20 °C): pevné

Hustota: 7,140 g/cm’

Tvrdost: 2,5 (Mohsova stupnice tvrdosti)

Teplota tani: 419,35° C, tj. 692,68 K

Teplota varu: 907 °C, tj. 1 180 K

Elektrochemicky potencidl (k vodikové elektrod¢): -0,39 V

Zinek ma ve valen¢ni sféfe orbital (n-1)d kompletné obsazen deseti elektrony,

které nevyuziva k vytvareni vazeb. Je to mekky lehce tavitelny modrobily kov se silnym

leskem. Na vzduchu se pokryva vrstvou uhli¢itanu, ktery jej chrani pied dalsi korozi.

Ve vod¢ bézné tvrdosti je zinek pomérné staly, avsak koroduje v destilované vode¢.

Velmi zhoubné pilisobi na zinek vodni para. Zinek je mozno pouzit ve styku s benzinem,

olejem, alkoholem a s mirn¢ zasaditymi roztoky. Zinek je po Zeleze, médi a hliniku

ctvrtym nejvice pramyslové vyrabénym kovem. Je pomérné malo uslechtily, snadno

. . . , . , . e, . . , . . 24y .
reaguje s kyselinami za vyvinu vodiku (vznikaji zine¢naté soli s kationtem Zn“") i

s hydroxidy (vznik zine¢natanil s aniontem ZnO,” nebo Zn(OH)s>), jedna se tedy o

amfoterni kov. Ve slou€eninach ziskava zinek pouze oxidacni €islo II. Ochotné tvofi

¢etné koordinac¢ni slouceniny.
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1.2.3. Biologicky vyznam zinku

Zinek je biogenni prvek, ktery méa v naSem organismu velmi dulezitou ulohu.
Kontroluje procesy latkové vymeény, fidi funkci enzymatickych systémut nebo se podili
na tvorb¢ struktury mnoha zivotné dulezitych enzymt. V organismu se vytvareji jen
pomérn& malé zine&naté rezervy, proto je nutné zinek neustale dopliiovat.”

Nedostatecné mnozstvi zinku v potravé zpiisobuje nechtény ubytek na vaze,
pomalé hojeni ran, zhorSovani paméti a smyslové poruchy — predevsim zrakové a
¢ichové, zpomaleni vyvoje svalii a slabnuti imunitniho systému, takze se snizuje
odolnost vii¢i nemocem.

Zinek je nezbytné nutny k syntéze bilkovin a DNA. Pfitomnost zinku v
organizmu je diilezitou podminkou pro spravné fungovani fady enzymatickych systému
inzulin vdze v sekre¢nich granulich B-bunék). Dtlezitou roli hraje zinek pfi stabilizaci
krve a udrzovani acidobazické rovnovahy v krvi. Je bezpodmine¢né nutny k fadnému
vyvinu vSech rozmnozovacich organd, normalni funkci prostaty i k tvorb¢ testosteronu
a spermii.

Zinek také reguluje schopnost kontrakce svalli. Mize pomoci i u nékterych
mentéalnich poruch (lze jej UspéSné pouzivat pii 1€cbé schizofrenie). Plsobi proti
usazovani cholesterolu.

Pro obyvatele velkomést je z ekologického hlediska nepfitelem olovo a
kadmium, které se dostadvd do ovzdusi s vyfukovymi zplodinami a s cigaretovym
koutem. Trpi - 1i organismus nedostatkem zinku, pfijima vice olova a kadmia - a naopak
- konzumaci zinku lze snizit stupenn vestavby téchto toxickych latek do organismu.
Zinek tedy poskytuje i ur¢itou ochranu proti Skodlivym vliviim znecisténého vnéjsiho
prostiedi.

Sportovci potiebuji vice zinku nez primérny ¢lovek. Pii tréninku a pifi zavodech
dochazi k pomérn¢ velké ztraté zinku, a to nejen v dasledku poceni.

Organismus zinek vyuziva k tvorbé cervenych krvinek (jako nahradu ztrat
zpisobenych hemolyzou) a dale ke stupiiované pfemeéné mastnych kyselin a zeleza.

Nejvice zinku je obsazeno v riznych typech masa, v "plodech" mofe (moiské
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ryby, krabi, ustfice atd.) a ve vejcich. Dalsimi bohatymi zdroji zinku jsou celozrnné
ceredlie, fazole, ofechy, pSeni¢né klicky, pivni kvasnice, dyfiova jadra, netu¢né mléko a
hot¢ice. Protoze mnozstvi pfijimané¢ho zinku, obsazené¢ho v zivocisné potravé znacné
prevysuje objem zinku, ktery miize byt ziskan z rostlinné potravy, je dilezité, aby piisni
vegetariani dbali o dostate¢ny piijem zinku.

Zinek neni obsazen v Zivych tkdnich ve vysokém mnozZstvi — t€lo dospélého
¢lovéka obsahuje celkové pouze piiblizné 2 g zinku. Zdroje a primérny obsah zinku
jsou uvedeny v tabulce ¢. 1(mg/100g).

Tabulka é&. 1: Zdroje zinku a jejich primérny obsah zinku®”

Ustrice 120 - 700
Maso (Cervené) 5,2
Dribez 3,0
Oftechy 3,5
Vejce 1,3
MIlécné vyrobky 2,2
Obilniny 1,0
Chléb 1,0
Ryby 0,8

Zinek je U¢innéji metabolizovan, je - li pfijiman spole¢né s vitaminem A,
vapnikem a fosforem. Je nutné pfijimat vyssi davky vitaminu A nebo betakarotenu,
uzivame - li doplitkovou vyzivu s obsahem zinku. V nékterych preparatech je zinek
obsazen ve form¢ sulfatu, glukonatu nebo v cheldtové podobé. Zinek ve formé chelatu
je ke konzumaci nejvhodnéjsi, protoze takto vazany zinek dokdze organismus nejlépe
vyuZzit.

Pti uzivani vyzivovych doplikt se zinkem je doporucend denni davka 10-15 mg
denné, avSak u sportovct lze denni davku zvysit az na 50 mg. ZvySena davka zinku se

doporucuje i alkoholikiim a diabetikim.
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1.2.4. Funkce a mechanismy zinec¢natych metaloenzymii

Zinek je potiebny k aktivitd vice nez 300 enzymi.® V proteinech je zinek
koordinovan ctyfmi az Sesti ligandy, vysledny komplex ma nejcastéji tvar Ctyfsténu.
Ligandy jsou vétSinou tvofeny sirou z cysteinu, dusikem z histidinu nebo kyslikem
z kyseliny asparagové nebo kyseliny glutamové, ptipadné jejich kombinaci.

V mnoha ptipadech je zineCnaty ion zdkladnim kofaktorem pro biologickou
funkci metaloenzymt. Prvni zineCnaty metaloenzym (anhydrasa kyseliny uhlicité)
objevili vroce 1940 Keilin a Mann. Biologické funkce zinku, které byly pozorovany
v mnoha tkanich jsou nejcastéji spojeny s proteiny. Vyjmuti zinku z enzymu mtize vést

ke ztraté enzymatické aktivity.'

1.2.5. Vazebnd mista zinku v proteinech

Zinek se muze v proteinech Ucastnit pfimo chemické katalyzy nebo mize byt
dilezity pro udrzovani proteinové struktury a stability. Ve vsech katalytickych mistech
funguje zine¢naty ion jako Lewisova kyselina.”

Katalytickd role zinku spocivd ve schopnosti stabilizovat negativni naboje
v reakcich diky svému elektrofilnimu charakteru. Mezi jeho nejcastéjsi ligandy patii
histidin, kyselina glutamova, kyselina asparagova a cystein (viz graf ¢. 1). Prevladajici
geometrické uspofadani je &tyfstén.'

Strukturdlni role zinku se uplatiluje predevS§im pfi stabilizaci motivu tzv.
zinkového prstu. Proteiny stimto motivem jsou znamy vysokou afinitou k DNA,
struktura zinkového prstu piimo zprosttedkovava interakci proteinu s DNA vazbou na
DNA ve velkém Zlabku. Zn®* ion je zde tetraedralng koordinovany k histidinovym a
cysteinovym zbytklim. RozliSuji se 3 rtizné typy vazebnych motivi — His — His — Cys
— Cys, His — Cys — Cys — Cys a Cys — Cys — Cys — Cys.”

Zinecnaté ionty jsou také potifebné pro skladani proteinti (napf. insulin) nebo

mohou stabilizovat aktivni misto enzymu (napf. hyperoxid dismutasa). NejcastéjSimi
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ligandy jsou cystein, histidin, piipadné kyseliny asparagova a glutamova. Prevladajici

geometrické uspofadani je opét Gtyfstén.”
Graf ¢ 1: Cetnost interakcei Zn’" iontii v proteinech”
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1.2.6. Vlastnosti ligandu zinku v prvni koordinacni vrstvé

ZineCnaté ionty v katalytickych mistech enzymt jsou obvykle vystaveny
rozpoustédlu a vazou na sebe molekuly vody. Zine¢naté ionty se strukturalni funkci se
nachdzi uvnitt proteinli a neinteraguji s rozpoustédlem, protoze jsou obklopeny hustym
systémem vodikovych vazeb, které poskytuje druha koordinacni vrstva (vyjimkou je
insulin, kde jsou dva Zn”" ionty, které se na rozpoustddlo vazi).

V piipadé vazby zinku na histidin existuji dvé mozné tautomerni formy histidinu
zavisejicich na tom, na ktery atom dusiku se kov vaze (viz obrazek €. 1):

a, HIS NE2 — tautomer ¢, reaguje s kovem ze 70%

b, HIS ND1 — tautomer 8, reaguje s kovem z 30% "

15



Obrazek ¢. 1: Tautomerni formy histidinu s vyznacenym mistem koordinace kovu
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1.2.7. Geometrické parametry prvni koordinacni vrstvy zinku

Koordina¢ni geometrie prvni koordina¢ni vrstvy se tfidi do skupin podle

koordina¢niho ¢isla zinku. Koordina¢ni Cisla zinku mohou nabyvat hodnot 4 , 5 a 6.

Nejcastéjsi koordinacni Cislo zinku je 4.

Tabulka ¢.2: Koordinacni geometrie prvni koordinacni vrstvy

Koordinaéni ¢islo

Geometrie prvni

koordinac¢ni vrstvy

Hodnoty ideélnich uhli

4 Ctyfstén 109,5°

5 trigonalni bipyramida 90°, 120°, 180°
¢tvercova pyramida 90°, 180°

6 osmistén 90°, 180°

Charakteristické geometrie prvni koordinac¢ni vrstvy odpovidajici jednotlivym

koordina¢nim cisliim jsou uvedeny v tabulce €. 2 spolu s hodnotami idedlnich uhli.

Tyto uhly jsou ve skute¢nosti deformované riznymi vlivy:

a) vazebné a nevazebné (vodikové vazby) interakce plisobici na ligandy

b) vicecetné vazby jednoho ligandu

¢) jiné ionty ve druhé koordinacni vrstvé (napt. ve vazebnych mistech pro vice

iontd zinku, kde jsou Zn*" ionty pfemostény jednim nebo vice atomy kysliku ¢

siry).”
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Obrazek ¢. 2: Prostorové usporadani 1. koordinacni vrstvy zinku

1.2.8. Vazebna mista pro vice ionti Zinku

Kladné nabité zine¢naté ionty jsou v téchto vazebnych mistech od sebe oddéleny
kyslikovymi atomy. Elektronegativni kyslikové atomy stini elektrostatické odpuzovani
dvou Zn®" jontl. Proto se zvySujicim se poétem stinicich kyslikovych atomil se
vzdalenost Zn®" jontdl snizuje.”

V piipad¢ vazby tii a vice atomii kovu v jednom vazebném misté¢ mluvime o tzv.
klastrech. Nazev je odvozen od anglického slovicka cluster- shluk, chumel, hromada,

skupina. Klastr vytvéfeji ndkteré prechodné kovy, napiiklad rhenium, nikl, zinek.'

1.2.9. Zinkovy prst

Jedna se o sekvenci aminokyselin spojenou zinkovym iontem za tvorby
sekundarni struktury ve tvaru prstu. Cést fetézce tvoii alfa helix a interaguje s velkym
zlabkem. Tato doména byla objevena uz v roce 1986. Sklada se ze 30 aminokyselin.

Tvar prstu ji zajiStuje iont zinku uvéznény ve smyckach bilkoviny. Zinkovy prst
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dovoluje bilkoviné navazat se na dvojitou Sroubovici DNA. Byvéa proto soucasti
bilkovin nezbytnych pro aktivaci vybranych gent. Potadi aminokyselin v prstu urcuje,
na jakd pismena genetického kodu se prst v DNA navaZze. Jeden prst dokéze rozliSit
trojici pismen genetického kodu.

V roce 1993 byl objasnén mechanismus exprese gentl. Transkripcni faktor -
skupina proteind aktivujici gen k pfenosu informace - se k DNA pfipojuje pravé pomoci
zinkovych prstl. Zinek tak svou pfitomnosti v té€chto proteinovych strukturach se podili
na expresi gend a na syntéze a opravach DNA. Zinkové prsty proto maji zasadni vliv na

d&leni, riist, diferenciaci, vyvoj a funkei viech bungk.'"

1.2.12. Zinkové prsty Cys, - His,

Nejcastéjsi zinkovy prst ma Cys, —His2 usporadani okoli Zn*" jontu (viz obrazek
¢. 3). Jeho stabilita je udrzovéana iontem zinku nekovalentn¢ interagujicim s dvéma
histidiny a dvéma cysteiny. Prvni koordinaéni vrstva Zn*" iontdl v zinkovém prstu je
uspofadana do tvaru &tyfsténu.” Vyskytuje se u transkripénich faktort, které obsahuji
dva nebo vice zinkovych prsti typu Cys, - His,. Snad nejzndméjSim c¢lenem této
skupiny je vSeobecné se vyskytujici faktor Sp1, jehoz DNA vazebnd doména sestava ze

3 zinkovych prsti.
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Obrazek ¢. 3: Zinkovy prst ve strukture 1A1F zobrazeny programem RasWin

roy 2+ . o . 2+
1.3. Porovnani Zn”" iontii s ionty Mg

Hoi¢ik (magnesium) patti do IL.A skupiny periodické soustavy prvki (s* prvky).
Ma 2 valenéni elektrony (ns®) — ve sloueninach méa vzdy oxidaéni &islo II. Je to
stiibrobily leskly lehky kov. Tvofi pfevazné kovalentni vazby. Na povrchu se pokryva
vrstvickou MgO, ktera ho chrani pfed korozi. V kyselinach se snadno rozpousti na
prislusné soli a vodik. Alkalickym hydroxidim odolava. Hoicik je dilezity biogenni

prvek pfi tvorbé listové zelen€ - chlorofylu (chlorofyl umoziiuje prabéh fotosyntézy).

2+
Ionty Mg jsou nezbytnou soucésti tél zivoCichd. Plisobi naptiklad jako aktivatory

n¢kterych enzymd.
Zinek 1 hotc¢ik odstépuji pfi interakcich dva s — valenc¢ni elektrony, proto mayji
oba prvky oxidacni ¢islo II. Zinek ma orbitaly d, které jsou zcela obsazeny elektrony, je

tudiz Iépe polarizovatelny nez hoic¢ik, ktery tyto orbitals nema. To mé za nésledek, ze
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zinek preferuje na mekci ligandy (sira S) a hoi¢ik naopak vazbu na tvrdsi ligandy
(kyslik O). Oba kovy maji téméf stejny iontovy polomér, ktery se 1isi v zavislosti na
struktufe prvni koordinacni vrstvy. Jsou to biogenni prvky. Zinek i hoi¢ik jsou
nejcastéji soucasti enzymt (metaloenzymy), kde stabilizuji jejich strukturu a zajist'uji
spravnou funkci.

Zn*" jonty maji mnohem flexibilngj§i strukturu prvni koordinagni vrstvy nez
Mg”" ionty, jejichz prvni koordinaéni vrstva je v biomolekulach témét vzdy tvofena 6
ligandy, které jsou uspofadany do struktury osmisténu. Zn>" iont naproti tomu muiZe
obsahovat v prvni koordina¢ni vrstvé 4 az 6 ligandl, které mohou byt uspotadany do
Ctyt riznych strukturnich uspotfadani (viz vySe). Analyza téchto uspofddani tvoii

dilezitou soucast této prace.

1.4. Proteiny

Proteiny (bilkoviny) jsou vysokomolekularni latky, které patii k zdkladnim
chemickym slouc¢eninam zivych objekta.

Bilkoviny patii mezi biopolymery (ptfirodni makromolekuldrni latky) a skladaji
se z aminokyselinovych zbytki (vice nez 100) spojenych peptidickou vazbou. Na jejich
stavbé se podili 20 proteinogennich L — a - aminokyselin (AK). V organismu maji
proteiny razné funkce:

a) stavebni (kolagen, kreatin)
b) katalytickou (enzymy)

¢) regulacni (hormony)

d) obrannou (protilatky)

e) transportni (hemoglobin)

V molekulach proteint je pifitomen rGzny pocet aminokyselin — od nékolika
desitek a z po ne€kolik tisic. Relativni molekulova hmotnost se proto pohybuje v rozsahu
tadove od 10* (vajecny albumin) az do zhruba 10° (botulotoxin).”

Proteiny mohou byt sloZzeny ze samych aminokyselin — pak se oznacuji jako
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jednoduché. Kromé¢ aminokyselin se vSak mohou na struktufe proteinii podilet 1
nebilkovinné slozky — prostetické skupiny (metaloproteiny, fosfoproteiny,
glykoproteiny..) — pak jde o proteiny sloZzené. Molekuly proteinli mohou nabyvat
riznych tvart a na jejich podklad¢ i riznych vlastnosti.

Metaloproteiny obsahuji kovové ionty navdzané koordinacné - kovalentni
vazbou. Jejich tkolem je tyto ionty transportovat nebo skladovat. Vyznamnou skupinou
metaloproteinii  jsou hemoproteiny. V metaloenzymech se kovy piimo ucastni
katalytického procesu.””

Chemické sloZeni bilkovinnych molekul je pomérné stalé: uhlik tvoii 50 — 60 %,

vodik 6,5 — 7,5 %, kyslik 21,5 — 28,5 %, dusik 15 — 18 %, sira do 2 % a fosfor do 2 %.

1.4.1. Struktura jednoduchych bilkovinnych molekul

Primarni struktura udavd potfadi (sekvenci) jednotlivych aminokyselin a
podminiuje biochemickou funkci bilkovin. Za prvni se povazuje AK tvotici N — konec
(- NH,) a za posledni AK s C — koncem (- COOH). Primarni struktura byla poprvé
zji§téna u insulinu."”

Sekundarni struktura je dana prostorovym uspotfaddnim polypeptidového
fetézce. Je umoznéna volnou rotaci peptidovych vazeb kolem alfa uhlikli a je
stabilizovdna pfitomnosti vodikovych vazeb. Zakladni typy sekundarni struktury jsou:
helikalni (o — helix), skladany list (B — struktura), zpétna smycka (B-ohyb), zinkové
prsty a leucinovy zip.'”

Terciarni strukturu tvofi uspofadéani bilkovin do urcitého prostorového utvaru,
coz je podminéno uspotadanim primarni a sekundarni struktury. Typicky je globulérni
(klubkovy) nebo fibrilarni (vldknity) tvar. Jednotlivé ¢asti fetézce se k sob¢ vazi pomoci
disulfidickych vazeb, na stabilizaci struktury se podili se 1 vodikové vazby, van der
Waalsovy sily a iontové vazby.

Kvartérni strukturu tvoti bilkoviny s vice podjednotkami, které jsou vétSinou
navzajem spojené¢ hydrofobnimi interakcemi. Podjednotky mohou byt stejné nebo jen

podobné, jejich pocet napomaha termodynamické rovnovaze, proto je obvykle sudy.
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1.4.2. Rozdéleni proteinogennich aminokyselin”

a) aminokyseliny s nesubstituovanym postrannim fetézcem
- glycin (GLY), alanin (ALA), valin (VAL), leucin (LEU), izoleucin (ILE)
b) aminokyseliny s hydroxylovou skupinou v postrannim fetézci
- serin (SER), threonin (THR)
¢) aminokyseliny obsahujici siru v postrannim fetézci
- cystein (CYS), methionin (MET)
d) kysel¢ aminokyseliny s karboxylovou skupinou v postrannim fetézci a jejich
aminy
- kyselina asparagovd (ASP), kyselina glutamova (GLU), asparagin
(ASN), glutamin (GLN)
e) bazické aminokyseliny
- arginin (ARGQG), lysin (LYS)
f) aromatické aminokyseliny
- fenylalanin (PHE), tyrosin (TYR), tryptofan (TRP)
g) heterocyklické aminokyseliny
- histidin (HIS), prolin (PRO)

1.5. Enzymy

Enzymy jsou bilkoviny, které katalyzuji reakce probihajici v zivych
organismech. Urychluji prubéh biochemickych reakci snizovanim aktivacni energie, ale
neovliviiuji jejich rovnovahu. JednosloZzkové enzymy jsou tvofeny pouze bilkovinou.
Dvouslozkové enzymy tvofi komplex nazyvany holoenzym, sloZzeny z apoenzymu
(bilkovinné slozky) a kofaktoru (nebilkovinné slozky). Kofaktorem mutze byt
prostetickd skupina, ktera je sapoenzymem spojena pevné kovalentni vazbou nebo

koenzym, ktery je k apoenzymu poutan slabé (napf. derivaty vitamind)'?
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2. Cile prace a hypotézy
2.1. Cile

a) Shromazdit reprezentativni data tykajici se vaznosti Zn*" iontii s nukleovymi
kyselinami a proteiny

b) Porovnat vysledky pro Zn*" ionty s vysledky pro ionty Mg*"

2.2. Hypotézy

Zn>" jont bude vykazovat podobnou relativni Eetnost p¥imych a nepfimych interakei
s nukleovymi kyselinami a proteiny jako Mg”" iont, bude viak zaujimat jind vazebna

mista.
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3. Metodika

Prvnim krokem bylo ziskat potfebna data. Ta jsem si stdhla z internetové
databaze Brookhaven Protein Data Bank (PDB). Tato databaze vznikla v roce 1971 v
Brookhaven Narodni laboratofi. V té dobé ji tvofilo celkem 7 struktur. V soucasné dobé
obsahuje témét 43 000 3D struktur biomakromolekul. Ty mohou byt stanovené
rentgenovou difrakci nebo nuklearni magnetickou rezonanci. V databazi 1ze vyhledavat
podle struktury (sumdarni vzorec, kod slouceniny, hledany ion), autora (v pfipadé
publikované struktury), citace. Struktury jsou uloZeny ve formatu pdb. Tento format se

stal jednim z hlavnich standardl pro archivaci kartézskych soutadnic (bio)molekul.

Obréazek ¢ 4: Uvodni internetovd stranka Brookhaven Protein Data Bank
(http://www.pdb.org/pdb/Welcome.do, 25.dubna 2007)

[& res protein Data Bank - Mozilla Firefox =3
soubor  Opravy  Zobrazik  Prejit  Zélofky  Nastroje  Mapovéda
<Z| - L;: - @ @ hkkp: s resb.org/pdb/home/home. do; jsessionid=7F680 255E6 1 EEP62CARSAIDCFE4CBES l;:l[\'] @ Prejit @,
-~
e — & memeer or Te S IPDB
:‘_C‘ D ) An Information Portal to Biological Macromolecular Structures
- YA as of Tuesday Apr 24, 2007 Bl there are 43045 Structures @ | POB Statistics @
P I Site Search
[ Home| search I h
Welcome to the RCSB PDB B e
® Home The RCSB PDBE provides a variety of tools and resources for studying the B Newsletter
B Getting Started structures of hiological macromolecules and their relationships to sequence, O [BsErnEsm [Eom
. function, and disease.
P Download Files 24-April-2007
P Deposit and ¥alidate The RCSB is a mernber of the wwPDB whose mission is to ensure that the PDB Announcement: Release
. archive remains an international resource with uniform data. of Remediated PDB Data
P Structural Genomics
P Dictionaries & File Formats This site nffers tonls for hrawsing, searching, and reporting that utilize the The ww05 has .
} Software Toals data resulting from ongoing efforts to create a more consistent and collaborated on a project
) comprehensive archive, to remediate the PDB
P General Education archive and create a new
P Site Tutorials Information about compatible browsers can be found here., set of corrected files.
-~ W BioSync . .
. & narrated tutorial @ illustrates how to search, navigate, browse, generate A new FTR server
P General Information reports and visualize structures using this new site, (s mgwies the Mromaredia Flask containing the remediated
- B Acknowledgements playerdownlosd.} daté! has been set up for
testing. The access
- B Frequently Asked Questions Comments? info@rcsb.org details for this site are
{54 Report Bugs/Comments provided at
Bt wapcb. o’
remediztion-clownioads. htmi,
The new ftp site will be
: e PSS Molecule of the Month: Glathrin updated weekly in concert
ﬂmc@ WPS’ with the current
With its intricate meshwaork of protein roduction site at
Custom ’G'PC‘”? can be braids and alluring symmetry, clathrin is ?fp'//ffp rosb.ong. Bath sites
generated in Microsoft Excel sure to seize your attention. It was named h th :
format. Ciick here for more inthe 1960s for its clathrate (lattice of & ar’e_ E_ EElii
information. bars) appearance in electron micrographs, organizational structure. [v]
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Rentgenostrukturni data obsahuji pouze soutadnice t€zkych atomii, vodikové
atomy nejsou pomoci rentgenové difrakce detekovatelné. U jednotlivych funkénich
skupin, nelze proto od sebe rozlisit jejich oxidované a redukované formy. Zvlasté u
neobvyklych struktur je tfeba mit na paméti podminky krystalizace, zvlasté pak pH.

Pro tuto praci byly vybrany pouze krystalové struktury stanovené rentgenovou
difrakei s rozliSenim lepSim nez 3,0 A. Mozna homologie jednotlivych struktur vici

sobé navzajem nebyla v této praci uvazovana.

Zpracované struktury z PDB:
50 struktur Proteinti:
1AST, 1B4L, 1B4T, 1B8Y, 1BMC, 1BVT, 1C7K, 1CCS, 1CNC, 1D0Q, 1DXK, 1IAG,
1JCV, 1JML, 1KUH, 1LBA, 1LUO, 10EK, 1PPT, 1PTQ, 1PTR, 1PZW, 1Q4V,
1QJO0,1QJJ, 1IRMD, 1S9Z, 1TRZ, ITYL, 1UZ9, 1XER, 1Y02, 1YAZ, 1YJO, 1YSO,
1ZNI, 2APS, 2CE7, 2DS5, 2DS7, 2FYG, 2G43, 2IIM, 2JCW, 20LM, 20ZU, 2P57,
3PSR, 4MT2, 8RNT,

13 struktur RNA:
1A8H, 1FFY, 1GAX, 1H3N, 1N32, INLC, 1Q2R, 1QF6, 1UOB, 1YXP, 2AB4, 2B3]J,
2FKa6,

11 struktur DNA:
1A1F, 1A1G, 1A1L, 1AAY, 1CIT, ICWO0, 1D0Q, 1GPC, 1JK2, 1ZAA, 2DRP.

Na zakladé soufadnic atoml v symetricky nezavislé ¢asti poskytnou strukturné
orientované zobrazovaci programy strukturu molekuly nebo 1 obrazek vSech
molekularnich komponent tvoficich krystal. Z tohoto znazornéni vyplyva jen minimum
informaci o struktufe krystalu a mezimolekulovych interakcich. D4 se ale usoudit
napiiklad na intramolekularni vodikové vazby a hodnotit piipadné strukturni
zvlastnosti, jako neobvyklé konformace nebo deformace tihll, plynouci z pfizptisobeni

molekuly mezimolekulovym interakcim v krystalu. Vyhoda fady zobrazovacich
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programi je volna dostupnost na internetu, ale jsou zde i nevyhody, pfedevSim mala

technicka podpora a hlife zpracované manualy.

Z programili, vhodnych pro nizkomolekularni komponenty a dostupny pro

Windows, byl vybran zobrazovaci program RasWin Molecular Graphics (Windows

Version  2.7.3).

Program je zdarma dostupny na internetu.
“ 3
http://www.openrasmol.org/doc/rasmol.html,3 kvétna ,2007.”
Obrazek ¢. 5: Zobrazovaci program RasWin
|&, 1A1F X-RAY DIFFRACTION u[ﬂ}ﬂ
F\li Edit Display Colours Options  Settings  Export  Help [A
-
[€] ] M[v
M 7 | D solalsishaprace | GyRastiol comma.,  [GDNEI AL | B16Pueravenado. | [E] Micrsoft Pareer.« F?@g 10:40

¢ RasMol

Command Line

Fa=Mal:=
At om #Z:
Di=tance

Pa=Mol-
At om #1:
Pa=Mol-
Btom #Z:
Di=tance

Ra=zMol:=
Atom #1:
Fa=Mol:=
Atom #2:
Fa=Mol:=
Atom #3:

Pa=Mol-
Btom: EZN
Pa=Mol-
Btom: 3G
Pa=Mol- I

CYIL0TA. 3G (41)

ENZ01lA. ZN-CYI10TA SG:

ENZ01A_ZN (721

HIS1ZS5A. NEZ (Z00)

ENZ01lA.  EN-HIZ1EZS5A _MNEZ:

HIS1Z9A . NEZ (227)

ENZ01A_ZEN (721}

CYI10TA_ 3G (41}

Brigle HIS1EZ9A MNEZ-ZHNEZ01A. EN-CYI107TA.3G:

T2l Heterco: ZN Z01

-] Group: C¥3 112

Chain: A

Z2.2408

Z.200

10632

Chain: A

£ |
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Program RasWin ma v grafickém reZimu jednoduché a intuitivni ovladani.
Pokrocilé piikazy a specidlni funkce jsou pfistupné z piikazové tadky. Byla vyuzita
hlavné moznost pouzivat zarovei rezimy zobrazeni podle typu atomu a funkci
zobrazeni meziatomovych vzdalenosti a hodnot uhlua.

V kazdé zobrazené struktuie jsem se zajimala predev§im o polohu Zn** ionti .V
okoli kazdého z nich byly elektronegativni atomy (S, N, O) do vzdalenosti 3A zafazeny
do prvni koordina¢ni vrstvy. O dalsSich elektronegativnich atomech vzdalenych mezi 3A
a SA jsem predpokladala, Ze nalezi do druhé koordinacni vrstvy. Nicméné toto déleni
nebylo striktni a zatazeni konkrétniho atomu do jedné z koordinacnich vrstev vzdy
zalezelo na konkrétnim geometrickém uspotfadani daného vazebného mista.

Vsechny vysledky byly zpracovany do tabulek a grafu v standardnim programu

Microsoft Excel.
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4. Vysledky

Celkem jsem zpracovala 74 struktur, které obsahovaly 135 Zn®" iontdl (viz
tabulka €. 3).
Shromazdéna data tykajici se vaznosti Zn>" iontdi s nukleovymi kyselinami a

proteiny by mély pomoci k hlubsSimu pochopeni téchto interakci a umoznit lepsi

interpretaci vysledkl pocitacovych simulaci.

Tabulka 3: Prehled celkovych vysledku

) . | RNA+ | DNA +
Biomolekula Protein i )
Protein | Protein
Pocet struktur 50 13 11
Pocet nalezenych Zn®" jonti 79 28 28
Pocet interakci v prvni koordinaéni vrstveé 305 104 112
Pocet interakci v druhé koordinacni vrstveé 440 190 150

4.1. Interakce DNA se Zn’" ionty

Zn*" jonty interaguji s DNA predev§im prostiednictvim proteinti. Nepodafilo se
najit zadnou strukturu, v niz by se Zn>" ion vézal pfimo v prvni koordinaéni vrstvé
k jakémukoli atomu DNA. Vyjimkou je struktura 1ZQT, kde je O3 konec DNA piimo
koordinovan k Zn*" iontu. Zn - O3 vzdalenost je pomémé velka: 3,3A a 03ligand lezi
ve vrcholu ¢tvercové pyramidy. Nicméné struktura 1ZQT byla urena s menSim
rozliSenim nez 3A (3,4A), tudiZ jsem ji nezaradila do statistického zpracovani.

Celkem bylo ur¢eno 11 struktur, pficemz 4 znich byly komplexy zinkového
prstu a DNA. Zbylych 7 struktur tvofily rtizné enzymy, které¢ se vazi na DNA.

Zn*" ionty maji v DNA - vézajicich proteinech hlavng strukturni roli, proto jsou
vétSinou ukryty uvnitf proteinu a nebyly pozorovany zadné interakce atomti DNA se
Zn*" ionty dokonce ani ve druhé koordinaéni vrstvd. Tyto struktury jsem se presto
rozhodla zpracovat oddé€lené, protoze nalezené vazebné motivy jsou zcela odlisné od

motivll nalezenych v ,béznych® proteinech. V tabulce ¢. 4 je ptehled nejcastéjSich
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ligandt Zn®" jontu u proteini vézajicich se na DNA.

Tabulka 4: Ligandy Zn’" iontii v proteinech vizajicich se na DNA a cetnost jejich

interakci v prvni i druhé koordinacni vrstve

Charakteristicka| PocCet vazeb Primeérna Primeérna
Zkratka o 1. KV 2. KV
vazba celkem vzdalenost [A] vzdalenost [A]
N 0 - 10 | 4,74+ 0,18
GLY 11
O 0 - 1 4,772
ILE N 9 0 - 9 491 +0,6
0]€} 0 - 4 4,71 +£0,12
SER H 8 0 - 2 4,40 +0,12
N 0 - 2 4,89+0,10
SG 64 2,33+0,14 0 -
N 0 - 26 3,77 £ 0,33
CYS 98
(0) 0 - 7 4,81 +0,13
H 0 - 1 3,462
N 0 - 6 4,86 + 0,09
MET 6
0) 0 - 0 -
NH1 0 - 1 3,92
ARG NH2 10 0 - 1 4.8
N 0 - 8 4,88 + 0,07
N 0 - 3 4,81 +0,12
PHE 4
O 0 - 1 4,528
NE2 46 2,08 +0,16 3 4,12 +0,07
ND1 3 2,17+£0,16 45 4,16 £0,13
HIS 101
N 0 - 2 3,99 £ 0,05
(0) 0 - 2 4,77 £ 0,01
HOH @) 7 0 - 7 4,32+0,20

® Zkratky Gerpané z programu Raswin (Pfiloha 2)

7 . v 7 v 7~ 2+ - ’ .
V prvni koordinac¢ni vrstvé se vaze Zn~ ion pouze na siru cysteinu (SG) (56,6%

pfipadl) a dusikové atomy histidinu (NE2 a ND1) (43,4%). Cystein a histidin se v prvni
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koordina¢ni vrstvé nachazeli pouze v téchto kombinacich: His — His — Cys — Cys

(78,57%), His — Cys — Cys — Cys (14,29%) a Cys — Cys — Cys — Cys (7,14%).

V druhé koordinacni vrstvé prevazuje interakce s dusiky histidinu (NE2, ND1)
(36,9%) a cysteinu (N) (24,1%). Tyto interakce vSak vyplyvaji z vazby dané
aminokyseliny v prvni koordina¢ni vrstvé a jsou zplisobeny geometrickym uspotradanim
piislusné aminokyseliny v prostoru. Kromé t&chto interakci Zn** ionty téméf vyhradng
interaguji v druhé koordinacéni vrstvé s dusiky hlavniho fetézce nékterych aminokyselin
jako jsou glycin, isoleucin, arginin, methionin. Z postrannich fetézcti Zn>" ion

interagoval pouze s OH" skupinou serinu.

’ v . ’ ’ v o ’ , 2+ . o . . ’
Obrazek ¢. 6: Schematické zndzorneni vazebnych mist Zn~" iontu na aminokyselinové

monomery v pripadé proteinu vazajicich DNA a jejich cetnosti

4
‘ H/4E | : &~ 6
20 Ny
NH | N/> NH N/
| \3 | \3
Histidin Histidin

Z hlediska prostorového usporadani méla vSechna vazebna mista vyhradné tvar

Ctyfsténu.

4.2. Interakce RNA se Zn*" ionty

Vaznost Zn>" iontii na RNA je obdobna jako u DNA. Zn*" ionty ve vé&t3ing
ptipadil interaguji v prvni i druhé koordinacni vrstvé jen s molekulou proteinu. Pouze
v jediném ptipadé (Zn307 ion v IN32 struktufe) se N2 atom guaninu nachazel v druhé

koordinaéni vrstvé Zn>" jontu, ktery byl ukryt v proteinové kavits. Nalezla jsem také
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dv¢ struktury, které byly zméteny za neptitomnosti proteinii: INLC, 1YXP. V téchto
strukturach Zn>" ionty interaguji v prvni koordinaéni vrstvé s N7 a OIP (resp. O2P)
atomy adeninu a guaninu.

Vzhledem k nizkému po&tu interakei Zn®" iontu s N7 a OP atomy v RNA, neni
statistické zpracovani primémych vzdalenosti Zn®'- ligand v obou koordina¢nich
vrstvach hodnovérné. Toto miize byt jedna z pficin, pro¢ jsou tyto vzdalenosti tak
rozdilné od obdobnych vzdalenosti pro Mg®" ion.(viz tabulka &. 6)

Stejné jako u DNA vazajicich proteinll pfevazuji interakce na siru v cysteinu a
dusikové atomy histidinu, navic se vSak mohou vyskytovat interakce s kysliky
karboxylovych skupin kyseliny asparagové a glutamové a hydroxylu tyrosinu. Pomérné
Gasty byl vyskyt koordinaéni vazby mezi Zn>" iontem a vodou, coZ je zfejmé dusledek
vEt3i otevienosti Zn”"- vazebnych mist v t&chto proteinech viigi okolnimu prostiedi.

V prvni koordinaéni vrstvé tvoii interakce Zn®" iontdl s cysteinem 75,6% a
s histidinem 19,5%.

V druhé koordinaéni vrstvé je vazba na cystein z 42,7% a s histidinem z 22,6%.

Ve srovnani s DNA, pro RNA je podil vazanych cysteinl v prvni koordina¢ni

vrtsve jesté vyssi, zatimco histidin je zastoupen relativné méng.

Tabulka ¢ 5: Ligandy Zn" iontii v proteinech vdzajicich se na RNA a v RNA a cetnost

Jjejich interakci v prvni i druhé koordinacni vrstvé

Charakteristicka| Pocet vazeb Primérna Prumeérna
Zkratka o 1. KV 2. KV ;
vazba celkem vzdalenost [2\] vzdalenost [A]
OoP 3 2,23+0,13 5 4,11 +0,34
N7 1 2,52 1 4,10
A N9 18 0 - 1 4,61 +£0,23
P 0 - 4 4,12
O 0 - 2 4,15 +0,50
OP 0 - 5 4,48 + 0,19
N7 5 2,30+£0,12 3 4,72 +£0,14
G 30
N9 0 - 6 4,51 +0,23
O 0 - 11 4,36 +0,51
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GLY N 7 0 - 7 4,74 £0,13
N 0 - 4 4,57+0,12
ALA 5
0 0 - 1 4,99
SG 60 | 2,35+0,19 2 3,42+ 0,09
CYS N 115 1 2,88 35 3,91 £0,30
0O 0 - 16 | 4,82+0,27
OD 2 2,38 +£0,18 3 3,49+ 0,27
ASP 6
N 0 - 1 4,462
GLU OE 10 1 2,211 9 4,02 +0,23
N 0 - 2 4,52 +£0,04
GLN 4
NE2 0 - 2 4,81 +0,12
OH 1 2,244 2 4,50+0,17
TYR 4
0 0 - 1 4,408
NE2 4 2,29 +£0,27 15 | 422+0,22
NDI1 12 | 2,18+0,11 4 4,35+0,17
HIS 44
N 0 - 5 4,75 +0,29
0 - 4 4,56 + 0,17
HOH 0] 28 13 | 2,23+0,19 15 | 4,14+0,49

¢ Zkratky ¢erpané z programu Raswin (Ptiloha 2)

Tabulka ¢. 6: Porovndni vzddlenosti Mg®™ a Zn’" iontii k adeninu a guaninu (v A)

G (OP)° G (N7)° A (OP)°
1.KV 2.KV 1.KV 2.KV 1.KV 2.KV
Mg> 2,29 40,30 3,89 = 0,45 |2,59 = 0,33 | 3,54 £ 0,55 | 2,42 + 0,27 | 4,16 = 0,41
Zn** - 448+0,19]23+0,12 [4,72+0,14 |223+0,13 [4,11+0,34

¢ Zkratky ¢erpané z programu Raswin (Ptiloha 2)
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’ v . ’ ’ v o . ’ 2+ . o . . ’
Obrazek ¢. 7: Schematické znazornéni vazebnych mist Zn*" iontu na aminokyselinové

monomery proteini vazajicich RNA a na RNA nukleotidy s vyznacenim jejich cetnosti
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Graf ¢. 2: Prostorové usporadani struktur RNA
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Ruaznorodost prostorového uspofdadani RNA molekul je zptsobena vétsi
variabilitou proteinil vazajicich RNA neZ tomu bylo u DNA. Stale ale pfevlada Ctyfstén
(59%). Bylo zde obtizné urcit n¢jaké pravidlo, podle kterého by se dalo odhadnout
uspofadani prvni koordinacni vrstvy na zadklad¢ znalosti jejitho slozeni. Prvni
koordinacni vrstvu tvotily v pfipadé proteinovych struktur kombinace aminokyselin
(HIS, CYS, ASP, GLU a TYR) a vody. Pouze pokud se (stejn¢ jako u DNA) v prvni
koordinac¢ni vrstvé vyskytuje kombinace cysteinu a histidinu (viz vyse), jedna se vzdy o
Ctyfstén.

V piipad¢ struktury INLC méla dvé koordina¢ni mista strukturu osmisténu,
struktura jednoho vazebného mista nemohla byt rozpoznana kvili pouze dvéma
navazanym ligandim. To samé plati i pro dvé koordinacni mista ve struktute 1YXP,

kdy byl navazéan vzdy jen jeden ligand.

4.3. Interakce proteinii se Zn** ionty

., . , + . o . . . sy sy
Nejvice interakei Zn”" iontd bylo nalezeno s aminokyselinami obsahujicimi siru

(S), dusik (N) a karboxyl (COQO") v postrannim fetézci. Jednalo se o aminokyseliny
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cystein (25,0%), histidin (42,2%), kyselinu asparagovou (10,7%) a kyselinu glutamovou
(4,8%). S hlavnim fetézcem interagovaly Zn>" ionty pouze vyjimeéng. Ve viech (tfech)
ptipadech se jednalo o zbytek glycinu (2 x O, 1 x N atom).

V prvni koordinacni vrstvé je nejvice specificka vazba na siru cysteinu (SG,
pramémé vzdalenost Zn>" iontu od atomu siry je 2,34 + 0,08 2\), poté¢ na nektery z
dusikl histidinu (ND1, primérné vzdalenost 2,13 + 0,15 A; NE2, primérna vzdalenost
2,12 £ 0,11 A), méné Casto pak na COO™ skupinu kyseliny glutamové (OE, primérna
vzdalenost 2,42 + 0,38 A) a asparagové (OD, prumérné vzdalenost 2,32 + 0,40 A).

V druhé koordinacni vrstvé je nejcastéjSi vazba na dusik histidinu (NDI1,
primérna vzdalenost 4,18 + 0,18 A; NE2, primérnd vzdélenost 4,20 + 0,21 A; N,
primérma vzdalenost 4,69 + 0,29 A), cysteinu (N, primérna vzdalenost 4,02 + 0,39 A),
glycinu (N, prumérna vzdalenost 4,82 + 0,15 2\) a kyseliny asparagové (N, prumérna
vzdalenost 3,91 + 0,05 2\) (tabulka ¢. 7). V pfipad¢ histidinu a cysteinu je tak vysoky
vyskyt opét zplisoben geometrii aminokyselin vazanych na zinek v prvni koordinaéni
vrstv€, uvedené vzdalenosti pak davaji urcitou informaci o konformaci téchto
aminokyselin v prostoru vzhledem k Zn*" iontu.

Co se tyka vazby Zn”" iontii na dusik, v 99% piipadii je ligandem jeden z dusiku
histidinu. Histidin se vyskytuje ve dvou tautomernich formach - € a 6 (viz vySe, kapitola
1.2.5). Tautomer & interaguje se Zn>" ionty prostfednictvim dusiku NE2 a tautomer &
prostiednictvim dusiku NDI, pfi¢emz tautomer € je vice Casty (56%) nez tautomer o
(44%). Pomérné zastoupeni tautomeru € je vyrazné mensi v proteinech nevazajicich se
na nukleové kyseliny neZ v piipadé proteind vazajicich DNA. V pfipadé, Ze jsou
vSechna data (pro DNA, RNA, proteiny) uvazovana spolecné, tak se mé primérné
hodnoty 65% a 35% téméf shoduji s publikovanym procentualnim zastoupenim 70% a
30%". Urity rozdil mize byt zpiisoben jinym zastoupenim réiznych typt proteint
v obou statistickych souborech.

Vazba Zn®" iontii na atom kysliku je mén& Gasta neZ na dusik a jeji pramérna
vzdalenost je del3i (2,32 + 0,35 A) neZ vazba na dusik (2,12 + 0,13 A). Publikované
vzdalenosti jsou pro kyslik 2,11 + 0,14 Aa pro dusik 2,08 £ 0,10 AD.v pripad¢ kysliku

se vétSinou jednalo o vazbu na karboxylovou skupinu kyseliny asparagové nebo
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glutamové. V 75% ptipadi se jednalo o dvouvazebnou koordinaci na oba kysliky
karboxylu. Ve vétsiné piipadi vSak obé koordina¢ni vazby nebyly rovnocenné a bylo
obtizné stanovit hranici mezi dvouvazebnou a jednovazebnou koordinaci. Nejasnou
definici dvou- a jednovazebné koordinace na kysliky karboxylu lze vysvétlit uréitou
neshodu naSich primérnych vzdalenosti na kyslik se vzdalenostmi uvedenymi
v literatufe 1 velkou hodnotu stfedni odchylky kvadratického priméru u Zn-O
vzdalenosti GLU a ASP v tabulce €. 9. V této praci byly povazovany jako dvouvazebné
vSechny karboxylové skupiny, u nichz vzdalenost k obéma kyslikovym atomim byla
mensi nez 3 A a zarove rozdil vzdalenosti obou kyslikii od Zn®" iontu nebyl vétsi nez 1
A, coz mize byt ptilis velka hodnota.

Atom siry z vedlejsiho fetézce cysteinu je v prvni koordinaéni vrstveé nejcastéji
se vyskytujicim ligandem. Pramérna vzdalenost siry od Zn*" iontu je 2,34 + 0,08 A, coz
je zcela ve shod¢ s publikovanym udajem 2,32 + 0,10 AD. Taktéz vSechny ostatni

naméfené primérné vzdalenosti se zcela shoduji s jiz publikovanymi vysledky"

Tabulka 7: Ligandy Zn’" iontii v proteinech a cetnost jejich interakci v prvni i druhé

koordinacni vrstvé

CharakteristickaPocet vazeb Primérna Primérna
Zkratka o 1.KV ] 2.KV ]
vazba celkem vzdalenost [A] vzdalenost [A]

N 18 1 2,19 17 4,82+ 0,15

GLY
O 9 2 2,12 +£0,01 7 4,81 £0,12
ALA N 3 0 - 3 4,85+ 0,09
0 2 0 - 2 4,47 + 0,49

VAL
N 2 0 - 2 4,74 £ 0,24
LEU ) 9 0 - 9 4,69 + 0,20
SG 93 88 | 2,34+0,08 5 4,62 +0,29
CYS N 47 0 - 47 4,02 + 0,39
0 16 0 - 16 4,69 + 0,29
oG 7 0 - 7 4,57 +0,32

SER
N 0 - 4 4,76 £ 0,11
THR 0Gl 3 0 - 3 4,43 + 0,40
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MET SD 1 0 - 1 4,9
oD 53 38 | 2,32+040 | 15 | 3,39+0,51
ASP N 13 0 - 13 | 3,91+0,05
0 1 0 - 1 4,74
OE 28 12 | 242+038 | 16 | 425+0.29
GLU 0 1 0 - 1 423
N 1 0 - 1 433
ND2 8 0 - 8 436+0,10
ASN ODI 3 0 - 3 4,95 + 0,05
N 2 0 . 2 4,92 + 0,05
GLN 0 1 0 - 1 4,871
NH1 2 0 - 2 4,09+ 0,17
ARG NH2 1 0 . 1 4,17
NE 1 0 - 1 4,36
N 3 0 - 3 4,76 + 0,06
Lys 0 7 0 - 7 4,05 + 0,40
N 3 0 - 3 4,86 + 0,09
PHE N 5 0 - 5 4,81+ 0,29
OH 6 1 2,54 5 4,08+ 0,73
OXT 1 1 2,72 0 -
TYR 0 2 1 2,01 1 427
N 2 0 . 2 4,85+ 0,10
HH 1 1 2,57 0 -
NE2 116 65 | 2,12+0,11 | 51 | 420+021
NDI1 114 48 | 2,13+0,15 | 66 | 4,18+0,18
HIS N 29 0 - 29 | 4,69+0,29
0 5 0 - 5 4,56 + 0,28
PRO N 1 0 - 1 4,145
0 1 0 - 1 4,996
HOH 0 95 31 | 2314029 | 64 | 435+0,50

¢ Zkratky Gerpané z programu Raswin (Pfiloha 2)
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Obrazek ¢. 8: Schematické znazornéni vazebnych mist Zn®" iontu na aminokyselinové

monomery Vv pripadé proteinit a jejich cetnosti
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V druhé koordinaéni vrstvé pfevazuje vazba Zn®" iontii na atom dusiku histidinu
a cysteinu. Tyto interakce vSak vyplyvaji zvazby dané aminokyseliny v prvni
koordinacni vrstvé a jsou zpisobeny geometrickym uspofddanim prislusné
aminokyseliny v prostoru. V druhé koordinacni vrstvé dochdzi k interakcim s hlavnim
fetézcem proteinu, piiblizné€ stejné Casté jsou interakce jak s kyslikem karbonylu, tak

s dusikem.

Graf ¢. 4: Prostorové usporadani struktur proteinii
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Pro Zn*" ion je v prvni koordinaéni vrstvé nejvice specificka vazba na cystein a
histidin. I zde plati, ze pokud se v prvni koordina¢ni vrstvé nachazi pouze tyto ligandy,
tak prostorové usporadani tdchto ligandi okolo Zn®" iontu bude ve tvaru &tyisténu. U
19% struktur proteinii jsem nebyla schopna urcit prostorové uspofadani navazanych

ligandt pro jejich nizky pocet (1 az 3).
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4.4. Prostorové usporadani

Zn*" ion miZe obsahovat v prvni koordinacni vrstvé 4 az 6 ligandi, které mohou
byt usporadany do Ctyt riznych strukturnich usporadani (viz vyse).

V pribéhu zpracovavani vysledki jsem narazila na nékolik struktur, u kterych
nebylo ur€eni uspotfddani mozné. Bylo to zpiisobeno nizkym poctem ligandl v prvni
koordina¢ni vrstvé (1 nebo 2). Jinou komplikaci bylo, Ze prvni koordinaéni vrstva
obsahovala jen 4 ligandy, zmétené uhly mezi nimi vylucovaly Ctyistén, tudiz se mohlo
jednat jak o trigondlni bipyramidu, tak o c¢tvercovou pyramidu nebo osmistén.
V nékterych ptipadech se podle namétenych thla dala vyloudit trigonalni bipyramida,
ale dale se nedalo urcit, zda se jedna o ¢tvercovou pyramidu nebo osmistén. VSechny

tyto moznosti jsou uvedené v tabulce ¢. 8 a v grafu €. 5.

Tabulka ¢. 8: Prehled vsech struktur a jejich prostorového usporadani

Biomolekula Protein [RNA + Protein| DNA + Protein
Pocet struktur 50 13 11
Pocet nalezenych Zn®" iontil 79 28 28
Ctyistén 46 17 28
Trigonalni bipyramida 2 1 0
Ctvercova pyramida 0 0
Osmistén 0 2 0
Pyramida/Osmistén 11 0 0
Ctvercova pyramida/Osmistén 4 3 0
Neurceno 15 6 0
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Graf'¢. 5: Prostorové usporadani vsech struktur
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V grafu €. 5 je zndzornéno prostorové uspotradani vSech struktur dohromady
(DNA, RNA, proteiny). Podle vysledka lze fici, ze ze 74 struktur, které dohromady
obsahovaly 135 Zn*" iontt, tvoii 67% Gtyistény. U DNA byla geometrie viech struktur
Ctyfstén, u proteinli bylo toto prostorové uspofadani nalezeno v 58 % ptipadli a u RNA

v 59% ptipadu.
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Obrazek ¢. 9: Geometrie ctyrsténu, struktura 1CIT, ion Zn 399 693

Obrazek ¢. 10: Geometrie trigonalni bipyramidy, struktura 1AST, ion Zn 999 1593
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Obrazek ¢. 11: Geometrie ctvercoveé pyramidy, struktura 1AST, ion Zn 999 1593

Obrazek ¢. 12: Geometrie osmisténu, struktura INLC, ion Zn 54 1056

]l
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4.5. Porovnani vazebnych mist Zn~" iontii a Mg~ iontl

Porovnéni vaznosti Zn® ionti a Mg®" iontd bylo mozné udglat pouze pro
proteiny. Byly sledovany vazby na atomy dusiku N, kysliku O a siry S v prvni (viz graf
¢. 6) 1 druhé koordinacni vrstvé.

V prvni koordinaéni vrstvé se Zn®" jonty vazi z velké vétsiny na atom siry a
dusiku, o néco méné pak na atom kysliku. Mg®" ionty se na rozdil od Zn*" iontdl vazi
vyhradné na atom kysliku. Pro atomy dusiku a siry nebyla nalezena v prvni koordina¢ni
vrstvé zadna interakce”.

Mg”" jonty se nejast&ji vazi na kyselinu asparagovou a glutamovou®. Porovnala
jsem primérné vzdalenosti iontd Mg®" a Zn>" s témito aminokyselinami a zpracovala je
do tabulky ¢. 9. Zn-O vazebné délky jsou vyrazn¢ del§i nez Mg-O vazebné délky.
Vzhledem k tomu, ze v literatufe se pro oba ionty uvadi podobné vazebné délky pro
piipad Mg(H,0)s*" a Zn(H,0)s"" komplext®, vznikly rozdil mize byt zpisoben, Ze

. r O] v , , . + .
v citované praci nebyla uvazovana dvouvazebna koordinace karboxylu na Mg** ion.

v e ’ , 2+ 2+ . o . ’
Tabulka ¢. 9: Porovnani vzddlenosti Mg~ a Zn~ iontu ke kyselinam asparagové a

glutamové (idaje pro Mg’ prevzaty z prdce 3)

GLU (OE)° ASP (OD)°
1. KV 2. KV 1. KV 2. KV
Mg®" | 2,18+0,20 | 3,68+049 | 2,17+0,21 | 3,90+ 0,42
Zn* | 2424038 | 425+0,29 | 2,32+0,40 | 3,39+0,51
¢ Zkratky Gerpané z programu Raswin (Pfiloha 2)
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Graf 6: Porovnani Cetnosti interakci Zn~" iontu a Mg~ iontu v 1. koordinacni vrstvé
s vybranymi prvky
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5. Diskuse

V internetové databéazi jsem vyhledala struktury nukleovych kyselin a proteind,
které interaguji se zineCnatymi ionty.

Co se tyCe struktur proteint, tak byla prokdzana jednoznacna preference
pfimych interakci Zn®* jontu vzhledem k histidinu, cysteinu, kyseling asparagové,
kyseling glutamové a glycinu, coZz uvadi i odborné &lanky"?. Zjisténé promérmé
hodnoty vzdalenosti pro interakce Zn>" iontu v prvni koordinagni vrstvé jsou 2,34 +
0,08 A pro siru cysteinu a 2,12 + 0,13 A pro atomy dusiku v kruhu histidinu. Tyto
hodnoty se shoduji s jiz publikovanymi vysledky", kde primérma délka vazby se sirou
cysteinu byla 2,32 + 0,10 A a's dusikem v kruhu histidinu 2,08 £0,10 A)

V 99% ptipadii, kdy dochézi k vazbé Zn*" iontd na dusik, je ligandem jeden z
dusiku histidinu (odborny ¢&lanek uvadi 92%Y). Histidin se vyskytuje ve dvou
tautomernich formach - & a 8. Tautomer & interaguje se Zn>~ ionty prostfednictvim
dusiku NE2 a tautomer o prostfednictvim dusiku ND1, pfi¢emz tautomer ¢ je vice Casty
(65%) nez tautomer & (35%) (vysledky se témét shoduji s publikovanym procentudlnim
zastoupenim 70% a 30%")

U struktur obsahujicich RNA a DNA bylo zpracovani vysledkl slozitéjsi. Zinek
interagoval pfimo s nukleovou kyselinou jen ve dvou piipadech, oba se tykaly RNA.
Byly to struktury INLC a 1YXP. V t&chto strukturach Zn®* ionty interaguji v prvni
koordina¢ni vrstv€¢ s N7 a OIP (resp. O2P) atomy adeninu a guaninu. Vzhledem
k nizkému poétu interakci Zn>' iontu sN7 a OP atomy vRNA, neni statistické
zpracovani prumérnych vzdalenosti kov - ligand v obou koordinacnich vrstvach
hodnovérné. Ostatni struktury byly tvofeny komplexem proteinu s nukleovou kyselinou,
v nichZ se zinek vazal pouze na atomy proteinu.

Maly poéet vazebnych mist Zn>" iontd v piipadé nukleovych kyselin byl pro mé
pomérné piekvapujici vzhledem k existenci velkého mnozstvi teoretickych studii
zabyvajicich se rozdily ve vaznosti Zn*" iontd a Mg”" jontdl pravé na nukleové

8),16),17)

kyseliny Svou roli jist¢ hraly experimentalni podminky, kdy krystalizace

vétSinou probihala v pfitomnosti soli jinych kovi nez zinku (napi. v prostiedi NaCl,
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MgCl, apod.). In vivo lze také ocekavat, ze nukleové kyseliny jsou stabilizovany
predevsim jednomocnymi kovy K*, Na" a dvoumocnym Mg*", ktery mé vy3i afinitu
k fosfatovym kyslikim DNA neZ Zn*" a je v buiikich pfitomen v mnohem vygsi
koncentraci.

ZineCnaté ionty na sebe prednostné vazi jiné jiné atomy (S- cystein, N- histidin)
nez Mg®" ionty, které maji mnohem vy3$3i afinitu predevdim ke kysliku (kysliky
fosfatovych skupin v pfipadé nukleovych kyselin, karboxyly kyselin asparagové a

glutamové v pripadé proteint). Vys§i afinita Zn*" iontdi k dusiku vzhledem k Mg*"

jontim byla pozorovéna v fad& jinych praci'®'".
V souladu s publikovanymi daty”” > byla prokdzana jednoznatna preference

usporadani ligandii v prvni koordinacni vrstvé do tvaru ¢tyisténu.
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6. Zavér

Tato prace byla zamé&fend na interakci Zn®" iontd s proteiny a nukleovymi
kyselinami a na urceni prostorového uspofadani ligandid. VSechny zpracované RTG
struktury s rozliSenim do 3 A byly vyhledany v internetové databazi PDB. Celkem bylo
nalezeno 74 struktur, které obsahovaly 135 Zn*" iont.

Zn*"ionty interaguji s DNA predevsim prostiednictvim proteini. Zn>" ionty maji
v DNA-véazajicich proteinech vétSinou strukturni roli. Jsou ukryty uvnitf proteinu a
proto nebyly pozorovany 7adné interakce atomti DNA se Zn>* ionty dokonce ani ve
druh¢ koordinacni vrstvé.

Vaznost Zn>" ionti na RNA je obdobna jako u DNA. Zn®" ionty ve v&t§ing
pfipadd interaguji v prvni i druhé koordinacni vrstvé jen s proteinem. Zde jsem ale
nalezla dv¢ struktury, které byly zméfeny za nepfitomnosti proteinti: 1INLC, 1YXP.
V téchto strukturdch Zn>* ionty interaguji v prvni koordina&ni vrstvé s N7 a O1P (resp.
O2P) atomy adeninu a guaninu.

Nejvice interakci Zn®" iontd bylo nalezeno s aminokyselinami. Jednalo se o
aminokyseliny obsahujicimi siru (S, cystein - 25,0%), dusik (N, histidin - 42,2%)
a karboxyl (COO’, kyselinu asparagova - 10,7% a kyselinu glutamova - 4,8%)
v postrannim fetézci.

Z hlediska prostorového uspofadani byly ligandy v 67% vazebnych mist
uspofddany do tvaru Ctyfsténu. Toto uspotfddani bylo zvlasté typické pro prvni
koordinacni vrstvu tvofenou pouze ligandy cysteinu a histidinu v danych kombinacich
(His — His — Cys — Cys , His — Cys — Cys — Cys nebo Cys — Cys — Cys — Cys).

Zn*" ionty se preferen¢né vazi na atomy dusiku a siry, zatimco Mg”" ionty na

atomy kysliku.
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9. Prilohy

Pfiloha 1: Pfehled sekundarnich struktur bilkovin

a-helix
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Ptiloha 2: o Vysvétlivky pro zkratky ¢erpané z programu Raswin ©
ND1 atom dusiku cyklu (HIS)

NE2 atom dusiku cyklu (HIS)

ND2 atom dusiku vedlejsiho fetézce (ASN)

NE2 atom dusiku vedlejsiho fetézce (GLN)

OD atom karboxylové skupiny (ASP, ASN)

OE atom karboxylové skupiny (GLU,GLN)

OG atom OH (SER)

OG1 atom OH (THR)

OXT atom kysliku koncové karboxylové skupiny (TYR)
SD atom siry methioninu (MET)

SG atom siry cysteinu (CYS)
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