V6 Homologie-basierte Proteinmodellierung

+ Idee: Sequenzahnlichkeit fiihrt oft zur Ahnlichkeit der 3D-Struktur
Twighlight-Zone
Sequenzprofil

+ Lernziele:

(1) verstehe, wie Threading- und Homologiemodelle konstruiert werden

(2) wie gut (genau) sind Homologiemodelle?
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Letzte Woche haben wir uns Methoden angeschaut, mit
denen man in einer Proteinsequenz die
Sekunddrstrukturelemente vorhersagen kann.

In dieser sechsten Vorlesung beschaftigen wir uns
heute mit der Vorhersage der dreidimensionalen
Struktur von Proteinen, von denen wir nur die Sequenz
kennen.

Zwei wichtige Methode dazu ist die sogenannte
Threading-Methode und die Homologie-Modellierung.




1 Twilight Zone
Die schwarzen Diamant-Symbole kennzeich-
nen eine Kurve. Die rot umrandete Region
unter dieser Kurve wird als , Twilight Zone*
bezeichnet.

Paare von Proteinsequenzen mit gré3erer
Sequenz-ldentitat als die Kurve haben mit
Sicherheit eine ahnliche Struktur.

A ,true positives”: Proteinpaare mit ahnlicher
Struktur liegen sowohl oberhalb und unterhalb
der Kurve, kdnnen also hohe oder niedrige
Sequenzidentitat haben.

B: ,false positives®: Strukturen, die keine bzw.
wenig Ubereinstimmung aufweisen, liegen

stets unter der Kurve.
Rost, Prot. Eng. 12, 85 (1999)
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Diese Folie legt die Grundlage fir die Homologie-
Modellierung, hat aber auch Relevanz fir Threading. Es
geht um den Vergleich zweier Proteinsequenzen A und B,
deren 3D-Strukturen bekannt sind. Die Frage ist, bei
welchem Prozentanteil Sequenzidentitdt zwischen A und
B die Strukturen von A und B ebenfalls dhnlich
zueinander sind. In beiden Abbildungen ist auf der x-
Achse die Lange des Sequenzalignments aufgetragen,
d.h. die Anzahl an Residuen, die aufeinander
abgebildet werden kann. Auf der y-Achse ist die
Sequenzidentitdt zwischen A und B aufgetragen.

Die obere Abbildung (blaue Kreuze) zeigt eine
Statistik von Proteinpaaren A und B mit dhnlicher
Struktur, die untere Abbildung (rote Kreuze) enthdlt
nur Proteinpaare mit unterschiedlichen Strukturen. Die
untere Abbildung zeigt, dass Proteinpaare mit
unterschiedlichen Strukturen nie eine Sequenzidentitadt
oberhalb der schwarzen Linie aufweisen.

Die obere Abbildung zeigt, dass Proteinpaare mit
dhnlicher Struktur sowohl hohe wie auch niedrige
Sequenzidentitdt aufweisen kdnnen. Die Region
unterhalb der schwarzen Linie bezeichnet man als
Stwilight zone® (Zwielicht), Uber die man nichts
aussagen kann. Sobald ein Proteinpaar eine hohere




Sequenzidentitat besitzt, haben die beiden Proteine mit
aulkerst hoher Wahrscheinlichkeit eine dahnliche Struktur. Nur
flir solche Proteinpaare werden wir die Homologiemodellierung
anwenden. Man sieht weiterhin, dass das Mindestmass an
Sequenzahnlichkeit fur kurze Alignments hdher ist (ca. 40%
bei 50 alignierten Positionen) als bei langen Alignments
(ca. 25% bei 250 Positionen).



2 Methode zur Fold-Erkennung: Threading
«  Gegeben: :
— Sequenz:
IVACIVSTEYDVMKAAR...
— Ein Datenbank von mdglichen
Proteinarchitekturen (“folds™)

+ Naive Idee: Bilde die Sequenz auf
jeden fold ab

+ Starte dabei bei jeder mdglichen
Position

+ Bestimme anhand einer energetischen

Bewertungsfunktion, welcher Fold am
besten zu dieser Sequenz passt.
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Threading ist eine alternative Methode zur Homologie-
Modellierung, die auch schon bei geringerer
Sequenzidentitdt ganz brauchbare Ergebnisse liefern
kann. Der Ausdruck ,threading“ bedeutet z.B. einen
Faden durch ein Loch zu fddeln. Hier werden eine
gesamte Proteinsequenz durch eine Strukturvorlage
(,fold*) hindurchfadeln. Genau genommen werden wir die
Sequenz durch eine reprdsentative Menge aller etwa
2000 bekannten folds (= Proteinarchitekturen)
hindurchfddeln. Auf der rechten Seite sind
beispielhaft 3 davon gezeigt. Wenn man die Sequenz
hindurchfddelt, muss man auRerdem theoretisch noch all
deren Aminosduren als moégliche Startpositionen in
Betracht ziehen. Jede dieser Moglichkeiten wird dann
mit einer energetischen Bewertungsfunktion bewertet,
ob das resultierende Proteinstrukturmodell typische
Eigenschaften eines Proteins besitzt, d.h. ob die
innenliegenden Bereiche vorwiegend hydrophob sind und
die auRenliegenden Bereiche eher hydrophob sind und
was fir Aminosdurekontakte im Inneren des Proteins
existieren.




3 Sequenz-Profil
Profil: Sequenzpositionsspezifische Bewertungsmatrix M(p,a) mit 21 Spalten und N
Reihen.
- Reihe p entspricht einer bestimmten Position in den Ny alignierten Inputsequenzen.

- Die ersten 20 Spalten enthalten jeweils die Bewertung dafir, an dieser Position
eine der 20 Aminosauren zu finden.

Eine Extraspalte enthalt einen Bestrafungsterm flr Insertionen oder Deletionen.

Frequenz W(p,b) fiir das Auftreten der Aminosaure b an Position p:
W(p,b) = clog ( n(p,b) / Ng ) oder n(p,b) / Ng
n(b,p) : beobachtete Haufigkeit der Aminosaure b an Position p in den N, Inputsequenzen;

setze aulerdem n(b,p) = 1 fir jede Aminosaure, die nie in p auftritt.

Berechne M(p,a) aus der Frequenz W(p,b) und einer Austauschmatrix Y(a,b)
(PAM/BLOSUM) M(p,a) = 332, W(p,b) X Y(a,b),

Gribskov, PNAS 84, 4355 (1987)
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Fir die Threading-Methode werden wir Sequenzprofile
verwenden. Ein solches Profil haben wir bereits bei
PSIBLAST und PSIPRED kennengelernt. Ein Profil
entspricht einer Matrix mit den Dimensionen 21 (flr
die 20 Aminosduren plus Gap) mal der Ldange der
Sequenz. Fir jede Position dricken die Eintrage 1in
dieser Reihe/Spalte die Wahrscheinlichkeit aus, mit
der diese Aminosdure an dieser Position auftreten
kann. Falls wir diese Statistik aus ,ganz vielen®
verwandten Sequenzen berechnen kdnnten, bekdmen wir
daraus eine gute Abschdtzung Uber diese
Wahrscheinlichkeiten. Manchmal gibt es jedoch nicht
viele verwandten Sequenzen. Dann bekdmen wir nur fir
die wenigen darin auftretenden Aminosduren eine
Aussage Uber deren Haufigkeit an dieser Position, fur
die anderen Aminosduren wdre die Haufigkeit = 0. Davon
einen Logarithums (observed/expected) zu nehmen, ist
nicht definiert.

Welche Aminosduren wirden in weiteren verwandten
Proteinsequenzen auftreten, die es evtl. noch geben
kénnte, die aber noch nicht sequenziert wurden? Dazu
kénnen wir einfach eine Aminosdure-Austauschmatrix
verwenden. Damit kann man abschdtzen, dass die
tatsdchlich an Position p beobachteten Aminosduren




(deren Anzahl ist n(p,b) bzw. die normalisierte
Wahrscheinlichkeit W(p,b) mit den
Austauschwahrscheinlichkeiten Y(a,b) in andere Aminosduren a
mutieren wirden. Genau dies wird durch die untere Formel
ausgedruiuckt.



Gribskov, PNAS 84, 4355 (1987)
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Bertlicksichtige, dass aus den beobachteten Sequenzen durch Mutation alle 20 AS entstehen

kénnten. Die Haufigkeit davon wird durch die Austausch-Matrix Y{(a,b) ausgedrickt.
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Dies ist ein Sequenzprofil, das aus 4 beobachteten,

verwandten Sequenzen (unterhalb von ,PROBE“) berechnet

Man koénnte aus den 4 Sequenzen auch einen

wurde.

dem Beispiel der

Wie bei

Transkriptionsfaktorbindemotive in V4 wirde man

Konsensus-Sequenz generieren.

dadurch aber sehr viel Information verlieren.

Dort kommen 1in

Position an.

Schauen wir uns mal die 3.

Entsprechend erhalt V

den 4 Sequenzen nur Valine vor.

Die

rot markiert).

verwandte Aminosauren Isoleucin erhdlt die

im Profil den hdéchsten Eintrag (15,
zweithdchste Bewertung (11),

da sie relativ haufig

durch Mutation erzeugt werden kdnnte.



4 Methode zur Fold-Erkennung: Phyre2 webserver

+  Webserver verwendet reprasentative Bibliothek fiir bekannte folds

* Lese Eingabesequenz mit unbekannter Struktur ein

« 5 lterationen mit PsiBlast; finde nah und fern verwandte Sequenzen
(richtiges MSA zu aufwandig) T vy mpuna sk

(oo p—
+ Berechne “Profil” aus den Sequenzen ‘”‘"-"""'

Tue Jul 12129226 BST 2008

[Rangw] your resuhts for & days

+ Sekundarstrukturvorhersage mit —T
Psi-Pred, SSPro, Jnet, bilde Konsensus

ndex 3 - » - - - . -

vio OL OVKKDLRD WKVI DKX N V LM LF DNGE | YFKAL NV O M NODKLAR H | LMY LONFI DOLDN DOLVCYVEKS VNH I RKI Ef

+ Vorhersage ungeordneter Regionen

Kelley, Nature Protocols 4, 363 (2009)
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Der Webserver Phyre2 stammt aus der bekannten
Bioinformatik-Gruppe von Prof. Michael Sternberg am
Imperial College London.

Fir eine Eingabesequenz wird mit PsiBlast nach
verwandten Sequenzen gesucht. Aus diesen Sequenzen
wird dann ein Sequenzprofil fir die Eingabesequenz
berechnet.

Ausserdem wird mit verschiedenen Methoden jeweils eine
Sekundarstrukturvorhersage gemacht und daraus ein
Konsensus gebildet, siehe Abbildung oben.

Mit 2 Tools werden ungeordnete Regionen vorhergesagt.




Methode zur Fold-Erkennung: Phyre2 webserver

+ Profile-Profile Alignment zwischen Optimal subest of foMd recogmition matheds

; 3
Profil fiir Eingabesequenz und 3 :E':. K ’E
Profilen fiir Strukturfolds i "

* Bertcksichtige auch, wie gut die
vorhergesagte Sekundarstruktur zu Fold Recognition Ensemble
jeder 3D-Strukturvorlage passt

o N O —

» Berechne Scores fiir Passung zu ‘ .

allen 3D-Strukturen in der “fold Tmmae=

Pool of 3D models

library”

» Konstruiere komplette
Fold Recognition

Strukturen flir die

Supertamily

10 besten Scores
+ Ergibt manchmal sehr Gotinave
gute Strukturmodelle

bei 15-25% Sequenz-

Identitat.

Chain: A POB
Molecule:cgd734 pa

Bennet-Lovsey, Proteins 70, 611 (2008)
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Fir eine bekannte 3D-Struktur 1ist natdrlich bekannt,
wo deren Sekunddrstrukturelemente liegen. Somit kann
man fir jede Strukturvorlage (,fold“) die Passung der
vorhergesagten Sekunddrstrukturelemente fir die
Eingabesequenz auf die Elemente der Vorlage berechnen.
Ausserdem erzeugt man ebenfalls fir die 3D-Vorlage ein
Sequenzprofil. Dann bildet man das Sequenzprofil der
Eingabesequenz auf das Sequenzprofil der 3D-Vorlage
ab. Dies bezeichnet man als Profil-Profil-Alignment.

Diese Schritte werden fir alle 3D-Vorlagen in der
Datenbank durchgefihrt. Die 10 besten Passungen werden
ausgegeben.




5 Homologie-basierte Proteinmodellierung (SwissModel)

+ Methode: Ebenfalls wissensbasierter Ansatz.

+ Erfordernis: Mindestens 1 bekannte 3D-Struktur eines verwandten Proteins,
*  Prozedur:

+ finde Proteine bekannter Struktur, die zu Inputsequenz verwandt sind.

+ Erzeugung eines multiplen Sequenzalignments mit der Zielsequenz.

+ Generierung eines Frameworks flr die neue Sequenz.

+ Konstruiere fehlende Loops.

+ Vervollstandige und korrigiere das Proteinriickgrat.

+ Korrigiere die Seitenketten.

+ Uberpriife die Qualitat der modellierten Struktur und deren Packung.

+ Strukturverfeinerung durch Energieminimierung und Molekuldynamik.
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Nun besprechen wir im Rest dieser Vorlesung die
Methode der Homologiemodellierung. Diese wird auch
Inhalt des zweiten Projekts sein. Gegeben sei eine
Proteinsequenz A mit unbekannter Struktur. Man sucht
nun nach dhnlichen Sequenzen A, A‘‘, etc, deren 3D-
Strukturen bekannt sind. Wenn die Sequenzidentitat
hoch genug ist (siehe Folie 2 zur Twilight-Zone) kann
man mit hoher Sicherheit davon ausgehen, dass die
Struktur von A sehr dhnlich zu den bekannten
Strukturen A° und A°‘ sein wird. Die
Homologiemodellierungsmethode geht schrittweise vor,
gewissermaRen von grob nach fein. Wir werden die
Schritte nun 1im Einzelnen besprechen.




Homologie-basierte Proteinmodellierung (Modeller)

stan
T target template
Y sequence structure
Gentity related structures
' @

Andrej Sali, UCSF

alignment
: \ CRIes ) target
. ‘ Y template
http://salilab.org g
( build a model for the target using | ‘
NIOrMAton irom tempiate siuctures

1
- N\ target
ovaluate the model model

1

N oK o BIIH000!
o |
j end ": P
Eswar, Curr. Protocols in Bioinf. (2006)
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Die Gruppe von Andrej Sali an der UCSF entwickelt das
verbreitete Tool Modeller. Der abgebildete Workflow
ist sehr dhnlich zu dem des Tools Swissmodel, das wir
im Folgenden besprechen werden und das das
Arbeitsinstrument im zweiten Projekt sein wird.



3D Framework fur die neue Sequenz

(a) Zunachst wird mit Sequenzalignments eine optimale Vorlage-Struktur
ausgewahlt. Meist diejenige mit groRter Sequenzidentitat. Allerdings spielt
auch eine Rolle, ob ein Ligand und Ko-Faktoren gebunden sind und in
welchem Zustand man das Eingabeprotein modellieren méchte.

(b) Fur alle im Alignment konservierten Aminosauren, kann man die
Atomkoordinaten kopieren. Von mutierten Aminosauren nur die Atome des
Ruckgrats. Falls man mehrere Vorlagen verwendet, kann man mittlere
Positionen erzeugen.

(c) Seitenketten mit vollig inkorrekter Geometrie (die nicht passen) werden
entfernt.

www.expasy.org/swissmodel/
SWISS-MODEL.html
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Die Auswahl der Vorlage und die Bestimmung des
optimalen Alignments zwischen Vorlage und
Eingabesequenz sind die wichtigsten Schritte des
ganzen Prozesses. Alle Fehler, die man hier einbaut,
lassen sich spdter nicht mehr korrigieren.

10



Konstruktion fehlender Loops

Konformationen fir strukturell abweichende Loops zu konstruieren, ist ein ernstes
Problem bei der vergleichende Modellierung. Seine Lésung ist (noch) offen.

Dies gilt nicht nur fir lange Loops, in denen zahlreiche Mutationen auftraten,
sondern auch fiir kurze Loops im Fall von Insertionen und Deletionen.

Sobald das Alignment von Zielsequenz und der Vorlagesequenz vorliegt,
sollte man liberpriifen, ob die eingefiigten Gaps aufRerhalb von
Sekundarstrukturelementen in der 3D-Struktur der Vorlage liegen.

Ein paar Regeln:
- bei sehr kurzen Loops kdnnen wir Daten Uber beta-turns verwenden
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Die meisten Abweichungen (Insertionen, Deletionen,
Mutationen) treten in Loops auf. Dies ist generell zu
erwarten, da hier der geringste Selektionsdruck auf
die Proteinstruktur herrscht. Die Modellierung von
Loopstrukturen ist leider im Allgemeinen recht
schwierig.

11



Beta-Turns

Eine Aminosaurekette kann ihre &
Richtung dadurch umkehren, dass >®
ein ,reverse turn“ durch Bildung ﬁ@
einer H-Bindung zwischen C=0 =7

und H-N gebildet wird.

Wenn dies zwischen Flgme 1.3 The four types of beta tum described In Tabla
zwei antiparallelen i
beta-Strangen Table 1.1 Turns are regior
geschieht, nennt man otk rig
diesen eine beta-
Haarnadel (hairpin).
Es ergeben sich : & .

1 60 12( 80

folgende Diederwinkel: i 60 120 0

Turn type n

[Tramontano book]
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In einem Beta-Turn macht die Aminosaureketten
innerhalb von 4 Aminosduren eine enge Wendung um 180
Grad. Kommt Ihnen das bekannt vor? Was ist mit dem
saarlandischen Symbol, der Saarschleife?

Wie in der Abbildung gezeigt, gibt es 4 mégliche
Anordnung der Rickgratatome. Aufgrund der
alternierenden H-Bindungen von links nach rechts und
von rechts nach 1links und der relativ planaren
Konformation bezeichnet man dieses Strukturelement als
Beta-turn. In den beiden linken Strukturen zeigen die
pink umkreisten Sauerstoff- und Stickstoffatome ,nach
hinten®. Der Unterschied zwischen oben und unten ist
dann die relative Position des grin umkreisten
Sauerstoffatoms, das entweder ebenfalls nach hinten
zeigt (oben), oder nach vorne (unten).

Die beiden rechten Konformationen sind analog, wobei
dabei die pinken Atome nach vorne zeigen.

12



Konstruktion fehlender Loops

Ein paar Regeln:

- falls mittellange Loops kompakte
Substrukturen bilden, spielt die
Ausbildung von Wasserstoffbriicken-
bindungen mit den Atomen des
Ruckgrats die wichtigste Rolle fir ihre
Konformation.

- falls mittellange Loops ausgedehnte
Konformationen haben, ist fir ihre
Stabilisierung meistens eine
hydrophobe Seitenkette
verantwortlich, die ins Proteininnere
zeigt und zwischen die
Sekundarstrukturelemente gepackt ist,
zwischen denen der Loop liegt.

[Tramontano book]

Anna Tramontano
(1957-2017)

https://www.nature.com/articles/nsmb.3410
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Auch fir Loops mittlerer Ldange (z.B. 8 - 12
Aminosduren) gibt es ein paar Erfahrungswerte. In
ihrem Buch beschreibt Anna Tramontano, dass solche
Loops manchmal eine hydrophobe Aminosdure in der Mitte
besitzen. Im Bild sind zwei solche Loops gezeigt.
Einer enthdlt ein Phenylalanin, der andere ein
Isoleucin. Die anschlieRenden Elemente des Loops links
und rechts davon sind entweder alpha-helikal oder
extended.

Anna Tramontano war eine sehr bekannte
Bioinformatikerin, die z.B. sehr aktiv in der
Organisation des CASP-Wettbewerbs und in der ISCB war.

13



Konstruktion fehlender Loops

Sehr ahnliche Konformation
dreier Loops mit

unterschiedlicher Sequenz. k/Y

Zwei Loops enthalten ein cis-
Prolin.

Die stabilisierenden H-
Bindungen werden mit sehr
unterschiedlichen
Proteingruppen ausgebildet.

Figure 417 The three loops s

and stabiliz y hydroger
e different i

munoglobulin, a viral protein, and a cytoc

interactions :
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In diesem Fall bilden dulRere Loops adhnliche H-
Bindungsmuster entweder mit sich selbst (oben rechts),
oder mit dazwischenliegenden Gruppen des restlichen
Proteins, unten links um eine Hamgruppe herum.

Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass es eine gute
Strategie ist, eine Bibliothek von in der Protein
Datenbank beobachteten Loopkonformationen aufzubauen
und diese als Vorlage fir Loop-Modelling zu benutzen.

14



Konstruktion fehlender Loops
Basierend auf den Verankerungen der Loops

(a) entweder wird eine Datenbank bekannter Loopfragmente in der PDB-
Datenbank durchsucht.

Fur den neuen Loop verwendet man dann entweder das am besten passende
Fragment oder ein Framework aus den 5 besten Fragmenten.

(b) oder es wird der Torsionsraum der Loopresiduen durchsucht
- 7 erlaubte Kombinationen der ®-¥ Winkel

- bendtigter Raum fir den gesamten Loop

www.expasy.org/swissmodel/
SWISS-MODEL.html
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Das Homologie-Modellierungstool Swissmodel verwendet
entweder Loop-Vorlagen (siehe (a)), oder konstruiert
kurze Loops ,de novo“ durch einen kombinatorischen
Ansatz (siehe (b)). Letzteres ist jedoch nur fir kurze
Loops méglich. Wichtig ist natidrlich, dass die Enden
des Loops jeweils zu den Fortsetzungen 1in der
Proteinstruktur passen. In der Abbildung passen
mehrere mégliche Modelle ganz gut, bloll die rote
Vorlage passt nicht zu den vorgegebenen Enden.

15



Rekonstruktion von fehlendem Proteinruckgrat

Das Riuckgrat wird auf der Grundlage von

CHO K 170

C, -Positionen konstruiert.

- 7 Kombinationen der ®-¥ Winkel sind
erlaubt.

- Durchsuche Datenbank flir Backbone-
Fragmente mit Fenster aus 5 Residuen,

Verwende die Koordinaten der 3 zentralen
Residuen des am besten passenden

Fragments.

www.expasy.org/swissmodel/SWISS-MODEL.html
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Durch das Alignment von Vorlage und Eingabesequenz
kann es vorkommen, dass in dem Rickgrat der Vorlage
extra-Residuen eingefligt werden missen, bzw.
herausgeschnitten werden missen.

In diesem Fall wendet man eine dhnliche Strategie wie
bei der Loop-Modellierung an. Entweder verwendet man
eine passende Vorlage aus der Proteindatenbank (d.h.
dort gibt ein passendes Stick), oder der Abschnitt
wird “de novo” durch kombinatorische Suche
konstruiert.

16



Konstruktion unvollstandiger/fehlender Seitenketten
Rotamere: Seitenkettenkonformationen mit niedriger (glinstiger) Energie.

Ponder & Richards (1987): einige Aminosauren bevorzugen bestimmte Winkel-
bereiche flr ihre Seitenkettenwinkel — Rotamerbibliotheken.

Swissmodel verwendet Bibliothek erlaubter Seitenketten-Rotamere geordnet nach
der Haufigkeit des Auftretens in der PDB-Datenbank.

- Erst werden verdrehte (aber komplette) Seitenketten korrigiert.
- fehlende Seitenketten werden aus der Rotamer-Bibliothek erganzt.
Teste dabei, ob van-der-Waals Uberlapps auftreten und ob die

Torsionswinkel in erlaubten Bereichen liegen.

www.expasy.org/swissmodel/
SWISS-MODEL.html
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Die Konstruktion der fehlenden Seitenketten, bzw. die
Korrektur von konservierten, aber nicht passenden
Seitenketten klingt zundchst schwierig, ist aber
vermutlich der einfachste Schritt in dem Workflow.
Durch statistische Analysen stellte man fest, dass die
Winkel der Seitenketten wenige bevorzugte
Orientierungen (sogenannte Rotamere) einnehmen. Man
braucht also ,bloR“ die verschiedenen Mbglichkeit
kombinatorisch durchzuprobieren. Dieses Problem kann
man mittels des Dead End Elimination-Algorithmus
(siehe https://www.nature.com/articles/356539a0) sogar
auf optimale Weise 1dsen.
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Rotamer-Bibliotheken: guinstige Diederwinkel
Abbildung rechts und rechts unten: Pl il
Glnstige x;-Drehwinkel der Valin-Seitenkette: 04
beobachtete Haufigkeit der Rotamere ;
gauche* (x4~ +60° ) » )
gauche (x;~-60° ) 04 oot ] e |
trans (x; ~ 180° ) _ r I L
in verschiedenen Sekundarstrukturen
als Funktion des Ruckgratsdiederwinkels V.

Protabity of rotamer

N Two amino acid side | e | Col
€12 chains to Indicate the atom
naming comvention. 104

Copoiton  'érosems are not shown. ota .
C—Crena ' roe A i
C detta /-peunz \ YR I
/ Caonaz C. . S RETRI ' oo |
epsilont I LT D T et | - “e |
€ gammns \ 7/ . P PR
/q_m Caehat gauche™ conformation ) v
Coota C beta gauche ~ conformation Chit = 180 degrees ~~_
) P
Calpha Calpha / Cor0
(heta / Gy
lysine tyrosine ) C
TP I@C,
P |
'CO’ group N [tk 'CO'group 'CO" group
R. Dunbrack (2002) Curr.Opin.Struct.Biol. 12, 431 s
http://swissmodel.expasy.org/course/text/chapter3.htm donrees trans conformation
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Die Abbildungen 1links unten zeigen, wie die Atome der
Seitenketten von Lysin und Tyrosin benannt werden. Der
erste Winkel der Seitenkette beschreibt, welche
Orientierung das C_gamma-Atom einnimmt, wenn man durch
die Verbindungslinie (Bindung) zwischen C _beta und
C_alpha hindurchschaut. C _gamma liegt also vor der
Tafelebene, die Atome des Rickgrats (N und CO-Gruppe)
dahinter.

C_gamma muss aus energetischen Uberlegungen (méglichst
geringer sterischer Uberlapp) ,zwischen“ den 3 Gruppen
H-Atom / N-Atom / C-Atom liegen. Es gibt also 3
Einstellungen dafir. Dies gilt eigentlich fir jede
Aminosdure. Man bezeichnet die Einstellungen als
gauche+, gauche- und trans. In der trans-Konformation
liegt C_gamma gegenlber von dem Stickstoffatoms des
Rickgrats.

Die Abbildung rechts oben illustriert, dass die drei
moéglichen Einstellungen mit unterschiedlicher
Haufigkeit angenommen werden, je nach der Konformation
des Rickgrats (Sheet, Helix und Coil von oben nach
unten).
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Paarungs-Praferenz von Aminosauren

Bei der Orientierung der Seitenketten wird Ublicherweise jede fir sich
betrachtet (Rotamer-Bibliothek bertichsichtigt zwar die Konformation des
Ruckgrats, aber nicht die Umgebung).

Aminosauren nehmen jedoch je nach Umgebung unterschiedliche
Konformationen ein.

Diese “Packungseffekte” konnen ebenfalls flir komparative Modellierung
berlicksichtigt werden.
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Ein wichtiger Punkt bei der Orientierung der
Seitenketten ist aber noch, in welch unterschiedlicher
Umgebung sind landen.
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Salzbriucken

Datenbank fir statistische Praferenz fir die
Orientierung von Aminosaure-Seitenketten in

der PDB-Datenbank:

http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/

sidechains/index.html#

Haufigkeit von 1845 Asp-Lys-Kontakte ﬂ
in PDB-Datenbank

60

6. Vorlesung WS 2021/22 Softwarewerkzeuge 20

Die Gruppe von Prof. Janet Thornton am EBI hat einen
schénen Atlas von Seitenketten-Paarungen erstellt.
Hier ist eine Statistik Uber die relative Orientierung
von negativ geladenen Aspartaten (Asp) und positiv
geladenen Lysinen (Lys) gezeigt. Das (blaue)
Stickstoffatom des Lysins liegt eigentlich immer
direkt ,vor“ den beiden Carboxyl-Sauerstoffatomen des
Aspartats. Unterschiede gibt es lediglich in der
Orientierung der Lysin-Seitenkette. Lediglich in der
Abbildung links oben liegt Lysin seitlich neben
Aspartat.
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II-stacking von aromatischen Ringen

Aromatische Ringe (z.B. Phenol, Benzol, Seitenketten von Tyrosin,
Phenylalanin, Tryptophan, Histidin ...) besitzen delokalisiertes
Elektronensystem ausserhalb der Ringebene.

Mehrere dieser Ringe “packen” gerne aufeinander bzw. senkrecht zueinander.
Cluster Phe-Tyr 1 4
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Zwei aromatische Ringe (hier von Phenylalanin und
Tyrosin) koénnen entweder seitlich versetzt
Ubereinander packen (links) oder in einer T-

Konformation (rechts). Dieselben energetisch glnstigen

Konformationen erhdlt man auch in quantenchemischen
Rechnungen.
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Kationen-II-Wechselwirkung

Die gleichen aromatischen Ringe
wechselwirken gerne senkrecht zur
Ringebene mit positiv geladenen
Gruppen.

Tyr-Lys
Cluster 6

Beispiele: Acetylcholin in
Bindungstasche von
Acetylcholinesterase j_’f VY

Bevorzugte Geometrien fur die

b
. o E‘j . Wechselwirkung von Trimethyl-
l“ /D1 ~4.5A Ammoniumgruppen mit Phenyl-
e Ringen
L W Gohlke & Klebe, JMB 2000

6. Vorlesung WS 2021/22 Softwarewerkzeuge 22

Das positiv geladene Lysin positioniert das
Stickstoffatom senkrecht Uber dem aromatischen Ring
des Tyrosins. Dort kann der formal positive Stickstoff
gut mit der negativen Pi-Elektronenwolke des
aromatischen Rings wechselwirken.

Im unteren Bild ist eine ahnliche Wechselwirkung fur
die Bindung des Neurotransmitter-Molekiils Acetylcholin
(CH3)3-N-R 1in der Bindungstasche des Enzyms
Acetylcholinesterase gezeigt. Der formal positive
Stickstoff von Acetylcholin wird durch zwei
aromatische Ringe des Proteins koordiniert. Da am
Stickstoff noch 3 Methylgruppen hdngen, sind die
aromatischen Ringe etwas weiter entfernt (4.5 A und
6.0 A).
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Kationen-II-Wechselwirkung

Wechselwirkung der positiv geladenen Guanidinium-Gruppe von Arg mit dem
I[1-Elektronensystem von His.

Fast immer planare Packung. Nur in Cluster 3 Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke N-H ... N
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Diese Beispiele zeigen Anordnungen der positiv
geladenen Kopfgruppe von Arginin bzgl. des partiell
aromatischen Rings von Histidin.

Diese Betrachtungen der Seitenketten-Paarungen werden
bei der Homologie-Modellierung zundchst nicht
berlicksichtigt, sondern erst im Nachhinein bei der
energetischen Bewertung der erzeugten Modelle. Wir
kommen darauf in Kirze bei dem DOPE-Potential zurick.
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Typische Fehler bei Homologie-Modellierung (l)

(1) Fehlerhafte Packung der Seitenketten.

In rot gezeigt ist die Kristallstruktur des
cellular retinoic acid binding protein |
(CRAB1) aus Maus.

Die modellierte Struktur der Tryptophan
Residue 109 (Mitte) ist in griin gezeigt.

Eswar, Curr. Protocols in Bioinf. (2006)
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Welche Fehler kénnen nun bei der Homologie-
Modellierung auftreten. Falls es genigend ,Platz®
gibt, kann eine Seitenkette (wie hier das grine
Tryptophan) in eine unterschiedliche Orientierung
modelliert werden als in der roten Kristallstruktur
gefunden wird. An solchen Beispielen (wenn beide
Kristallstrukturen von Vorlage und fir die

Eingabesequenz bekannt sind) kann die Korrektheit der
Modellierung Uberprifen.
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Typische Fehler bei Homologie-Modellierung (1)

(B) Verschiebungen in korrekt
alignierten Regionen.

Hier ergeben sich leichte Abweichungen
des Modells des CRAB1 Proteins (grtin)
von der Kristallstruktur des CRAB1 (rot)
entsprechend der Kristallstruktur des fatty
acid binding protein (blau), das als
Vorlage benutzt wurde.

6. Vorlesung WS 2021/22 Softwarewerkzeuge

Eswar, Curr. Protocols in Bioinf. (2006)
25

Dies ist eine leicht unterschiedliche Positionierung

eines Loops. So etwas ist kein
leichte Ungenauigkeit.

,Fehler®“, sondern eine
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Typische Fehler bei Homologie-Modellierung (lll)

(C) Fehler in Regionen ohne Vorlage.

Gezeigt ist die Verbindung zwischen den
Ca-Atomen der Schleife 112-117 fir

- die Kristallstruktur des menschlichen
eosinophil neurotoxin (rot),

- dessen Modell (griin),und

- die Vorlagestruktur Ribonuclease A
(blau).

Eswar, Curr. Protocols in Bioinf. (2006)
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Auch so etwas ist kein Fehler. Die Modellierung musste
in die blaue Vorlage aus einem kurzen Loop einen
langeren Loop bauen. Daraus wurde das kompakte grine
Modell erstellt. Vielleicht ,kannte“ das Tool die
Regeln von Anna Tramontano (siehe Folie 13). In der
Kristallstruktur ist der Loop jedoch starker
ausgedehnt. Mit solchen Abweichungen muss man stets
rechnen.
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Typische Fehler bei Homologie-Modellierung (IV)

(D) Fehler durch Misalignment.
N-terminale Region der Kristallstruktur von

menschlichem eosinophil neurotoxin (rot)
im Vergleich mit dem Modell (grin).

Der Fehler resultiert aus dem ungtinstigen
Alignment mit der Vorlage Ribonuclease A
(unten)‘ TREA R AL A e e Ak L b l~b~lu:bh—~"r e

0 2 . » .
PP TR § R TIGOC TRARGY | PORRC RGN T4 7T T AV TCSRP X P

Eswar, Curr. Protocols in Bioinf. (2006)
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Dieses ist jedoch eine deutliche Abweichung. Durch ein

unglinstiges Sequenzalignment (unten) ergibt sich eine
deutliche Verschiebung der pink umrandeten Helix.
Dies hat dann nicht nur Auswirkungen auf diesen Teil
der Struktur, sondern kann sich in die anschlielRenden
Bereiche fortsetzen.
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Typische Fehler bei Homologie-Modellierung (V)

(E) Fehler durch inkorrekte Vorlage.

Vergleich der Kristallstruktur fiir
a-trichosanthin (rot) mit dem Modell
(griin), das mit Indol-3-Glycerophosphat-
Synthase als Vorlage erzeugt wurde..

Eswar, Curr. Protocols in Bioinf. (2006)
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Dies ist ein Beispiel flir eine Modellierungs-
Katastrophe. Falls man eine nicht passende Vorlage
gewdhlt hat (z.B. mit zu geringer Sequenzidentitadt),
kann es passieren, dass Modell und Vorlage lUberhaupt
nichts miteinander gemeinsam haben.
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Bewertung von Strukturmodellen (Modeller)

Modeller verwendet das statistische DOPE-
Potential (Discrete Optimized Protein Energy) zur
Bewertung von Strukturmodellen.

Niedrigere Energien sind besser.

DOPE ist ein statistisches Potential fur die

Wabhrscheinlichkeiten, wie haufig bei einem

bestimmten Abstand das Atompaar i —jin den
o bekannten Proteinstrukturen auftritt.

Statistisches Potential:

Aus den in Proteinstrukturen beobachteten radialen

Haufigkeiten g(r) fir Aminosaure-Paare (-> bei welchem
/ Abstand gibt es mehr als erwartet?), berechnet man durch
.Boltzmann-Inversion" deren effektive
Wechselwirkungsstarke.

Eswar, Curr. Protocols in Bioinf. (2006)
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Nachdem das Modell erzeugt wurde, mochte man gerne
bewerten, ob das Modell wie eine typische
Proteinstruktur aussieht, bzw. welche Teile gute
Eigenschaften haben. Der oben gezeigte DOPE score
basiert auf statistischen Potentialen fiur alle
Aminosdure-Paare. Je ginstiger (negativer) die DOPE-
Bewertung, desto ginstiger ist die Umgebung einer
bestimmten Aminosdure. In diesem Beispiel liegt das
griune Profil der Vorlage fast Uberall unter dem roten
Profil des Modells. Das ist nicht schlimm. Ein Bereich
des Modells liegt oberhalb eines Schrankenwerts von -
0.03, was darauf hindeutet, dass dieser Bereich
vielleicht nicht optimal modelliert wurde.

Die mittlere Abbildung zeigt die radiale
Verteilungsfunktion zweier Aminosduren in den
bekannten Proteinstrukturen. Diese beiden Aminosduren
haben einen deutlichen Peak bei etwa 4.5 Angstroem
Abstand, also in direktem Kontakt. Vermutlich sind
dies zwei hydrophobe Aminosduren, die hdufig 1im
Proteinkern in kurzen Abstdnden zueinander auftreten.

Durch Invertierung der bekannten Boltzmann-Formel kann
man aus der Verteilungsfunktion p(r) (d.h. der
Haufigkeitsfunktion) eine freie Enthalpie bei
verschiedenen Abstdnden definieren (untere Abbildung).
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Der Peak in der Haufigkeit wird zu einem Minimum der freien
Enthalpie und umgekehrt.
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Homologie/Komperative Modellierung

Qualitat der Modellierung P
o . ague -C ble to medi
hangt von Sequenzidentitit reooon NMR. low
mit Vorlage ab Feeoksion cryeielogrepty
m - Docking of small ligands,
@ proteins.
°
Man sollte stets beachten, = o+
hot
dass die Vorlage nicht aus 5
-
der Twilight Zone stammt. £ - Molecular replacement in
E- crystallography.
5 - Supporting site-directed
z mutagenesis.
o
o
8
g- 30
Protein structure modeling for structural R - Refining NMR structures.
genomics. Finding bindi g ctive sit
. . ; - Finding ng/as es
R;ggzz;gg%? et al. Nat. Struct. Biol. 7, 986 by 3D molif searching.
- Annotating function by
fold assignment.
0 human eosinophil neurotaxin
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Diese Folie gibt einen Uberblick, bei welchem Grad an
Sequenzidentitdt man Homologiemodelle sinnvoll
einsetzen kann.
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Bewertung der Qualitat eines Homologiemodells -
Allgemeine Gesichtspunkte

Ein Modell wird als falsch angesehen, wenn mindestens eines seiner

strukturellen Elemente gegenuber dem Rest des Modells falsch angeordnet ist.

Dies kann durch ein falsches Sequenzalignment entstehen.

Das Modell kann dennoch korrekte Stereochemie besitzen.

Man kann ein Modell als ungenau ansehen wenn seine atomare Koordinaten
mehr als 0.5 A von einer experimentellen Kontrollstruktur abweichen.

Ungenauigkeiten kdnnen auch in der Stereochemie (Bindungslangen und —
winkel auftreten). Dies kann leicht mit WhatCheck tberprift werden.

Statistische Paarpotentiale fir die Verteilung von Aminosauren in bekannten
Proteinen erlauben manchmal die Aufspirung von fehlerhaften Modellen.

www.expasy.org/swissmodel/SWISS-MODEL.html
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Kein Kommentar.
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Proteinkern und Loops

Fast jedes Proteinmodell enthalt nicht-konservierte Loops, die als die am

wenigsten zuverlassigen Teile des Proteinmodells angesehen werden kénnen.

Andererseits sind diese Bereiche der Struktur oft auch am flexibelsten —
hohe Temperaturfaktoren in Kristallstrukturen oder hohe Unterschiede zwischen
verschiedenen (gleichsam giiltigen) NMR-Strukturen.

Die Residuen im Proteinkern werden gewdhnlich fast in der identischen
Orientierung wie in experimentellen Kontrollstrukturen modelliert.

Residuen an der Proteinoberflache zeigen grofRere Abweichungen.

www.expasy.org/swissmodel/SWISS-MODEL.html
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Kein Kommentar.
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Vergleich zweier Strukturen: RMSD

Root mean square deviation: n

Z (xl.i — Xy )2

RMSD, , = |-

n

Man vergleicht zwei Proteinstrukturen 1 und 2 durch die Berechnung des mittleren
quadratischen Abstands der Koordinaten der n sich entsprechenden Atome.

Dann nimmt man noch die Wurzel daraus.

Werte unterhalb von 0.2 nm oder 2 A kennzeichnen eine hohe strukturelle
Ahnlichkeit.

Zum Vergleich: die Lange einer C-C Bindung betragt 0.15 nm.

Die Distanzen aller Atome weichen also hochstens etwa um eine Bindungslange
voneinander ab.
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Die Passung zweier Strukturen kann man mit dem RMSD-
Wert bewerten. Dies funktioniert dann, wenn beide
Proteine exakt gleich viele Atome (bzw. genau gleich
viele C-alpha-Atome) enthalten. Ansonsten kann man
eben nur die Teile der Strukturen miteinander
vergleichen, die in beiden Proteinen vorkommen.
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Test fur die Zuverlassigkeit von SwissModell

3DCrunch-Projekt von Expasy zusammen mit SGI.

Idee: Generiere ,Homologie-Modelle® fur Proteine mit bekannter 3D-Struktur um zu
Uberprifen, wie genau die mit Homologie-Modellierung erzeugten Strukturmodelle

sind.
Die Vorlagen besalen 25 — 95 % Sequenzidentitat mit dem Zielprotein.
1200 Kontrolle-Modelle wurden erstellt.

Grad der |dentitat [%] Modell innerhalb von x A RMSD zur Vorlage

<1 <2 <3 <4 <5 >5
25-29 0 10 30 46 67 33
30-39 0 18 45 66 77 23
40-49 9 44 63 78 91 9
50-59 18 55 79 86 91 9
60-69 38 72 85 91 92 8
70-79 42 71 82 85 88 12
80-89 45 79 86 94 95 5
90-95 59 78 83 86 91 9

www.expasy.org/swissmodel

/SWISS-MODEL.html
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In diesem bereits dlteren Benchmark wurde die
Genauigkeit von Homologiemodellen Uberpriaft. Man
erstellt also Homologiemodelle fiir Proteine, deren
Strukturen man kennt und kann dann die Abweichungen
zwischen Modell und tatsdchlicher Struktur als RMSD
messen.
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CAMEO: Continuous Automated Model Evaluation

Wettbewerb: Fir die innerhalb von 5 Wochen neu bei der PDB eingereichten
Kristallstrukturen von Proteinen werden aufgrund von deren Sequenzen mit
automatisierten Homology-Modeling-Webservern Strukturmodelle erzeugt und mit
den experimentellen Strukturen verglichen.

CAMEO verwendet fur die Bewertung keine RMSD-Abweichungen, da deren
Werte stark durch Rotationen zwischen Proteindomanen beeinflusst werden.

Stattdessen werden IDDT-scores (local distance difference test) berechnet:
- Betrachtet werden alle paarweisen Distanzen zwischen Atomen (< 15 A).
- Getestet wird, wie viele Distanzen um weniger als

0.5A, 1A, 2 Aund 4 A abweichen.

- Daraus wird der durchschnittliche Prozentanteil gebildet.

Haas et al. Proteins
86, 387-398 (2017)
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Heutzutage gibt es eine kontinuierliche, automatische
Qualitatskontrolle von Homologie-Modellierungs-
Webservern. Wenn eine neue Kristallstruktur bei der

PDB eingereicht wird, wird die Sequenz an verschiedene

Webserver geschickt um mit diesen automatisch ein
Modell fir dasselbe Protein zu erstellen.

Man ist davon abgekommen, Strukturen per RMSD
miteinander zu vergleichen, da dies bei grofien
Proteinen nicht gut funktioniert, wenn diese aus
mehreren Domdnen bestehen. Wenn diese zwischen Modell
und richtiger Struktur nur leicht gegeneinander
verdreht sind, erhdlt man gleich recht hohe RMSD-
Unterschiede, obwohl die einzelnen Domdnen evtl. sehr
gut Ubereinstimmen.

Stattdessen werden Abstdnden zwischen Atompaaren
gemessen und ein mittlerer Anteil berechnet, welche
Anteile des Modells um wieviel von der korrekten
Struktur abweichen.
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CAMEO: Continuous Automated Model Evaluation

TABLE2 CAMEO IDDT based ranking for the time frame 2016 TABLE4 Average response time from submission of the sequence
05-01 to 20146-07-30° to reception of structure prediction by CAMEQ?
Server Name IDDT (all Targets) Avg. response
Server name time (hhemm:ss)

Robetta 65.3=16.45
HHpredB® 00:21:38

torX 638=16.57
L SWISS-MODEL 00:27:35

F 3-TS® .. .55
itFOLD3-TS 622-17.53 SPARKS-X 01:29:17
ntFOLD4-TS 620=16.32 Phyre2" 02:14:08
SWISS-MODEL 56.5 - 2249 Princeton_template 03:22:15
SPARKS-X 56.3=1825 T 04:07:31
Princeton_template 55.6=15.68 MaT: 08:20:48
IntFOLD2-TS* 551=17.47 RaptoeX 13:53:17
HHpredB® 476=1741 RBO Aleph® 16:12:39
M4T 451=16.74 IntFOLD2-TS® 28:09:28
Phyre2* 445+ 23135 IntFOLD3-TS' 28:23:14
NaiveBLAST" 433+ 2559 Robetta 29:03:28
RBO Aleph"” 38.6.-16.28 IntFOLD4-TS 36:42:55

Robetta macht die besten Modelle, bendétigt daftir jedoch aufgrund von aufwandigem

Konformationssampling sehr lange.
Haas et al. Proteins
86, 387-398 (2017)
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Der Server Robetta macht gemdfd des IDDT-Scores die
besten Modelle (65,3), braucht dafir aber im Mittel 29
Stunden. Demgegeniber steht Swiss-Modell (IDDT 56,5),
das nur 27 Minuten pro Struktur bendtigt.




CAMEO: Continuous Automated Model Evaluation
Kristallstruktur fir Myroilysin (PDB ID 5CZW, schwarz).

Homologiemodelle mit SWISS-MODEL (orange), IntFOLD4-TS (blau), Sparks-X
(magenta).

In der Mitte liegt ein Zink-lon (griine Kugel), das von 4 Residuen (3 His, 1 Cys)
koordiniert wird (die gelben Residuen stammen aus der Kristallstruktur).

Alle Tools machen
gute Vorhersagen fir
die drei Histidin-
Residuen 137, 141
und 147, die das
Zink-lon koordinieren,
weichen jedoch fir
Cystein 23
voneinander ab.

Haas et al. Proteins
86, 387-398 (2017)
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Dieses Beispiel vergleicht die Vorhersagen von
verschiedenen Homologiemodellierungs-Servern fir die
Koordinierung des grinen Zinkatoms. Hisl137, 141 und
147 liegen sehr gut aufeinander, fur das rechts
liegende Cys23 gibt es jedoch deutliche Unterschiede.
Nur die gelbe Kristallstruktur zeigt, dass das Cystein
der vierte Ligand des Zinkatoms ist.
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Ligandendocking in Homologiemodelle ??

+ Homologiemodelle kdnnen zwar recht gut sein, aber nicht immer fir
Ligandendocking geeignet sein
» Grund: falsche Seitenkettenrotamere in Bindungstasche

+ Ansatz1: verwende flexibles Docking, wo auch Teile des Proteins flexibel sind

+ Ansatz2: verwende zusatzliches experimentelles Wissen, verlangt manuelles
Vorgehen

» Ansatz3: erstelle Homologiemodell in Anwesenheit eines modellierten
Liganden, dessen Position z.B. aus Modell-Vorlage stammt
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O0ft mdéchte man Homologiemodelle verwenden, um damit
Liganden-Docking zu machen. Hier werden verschiedene
Ansdtze vorgestellt, wie man hierbei vorgehen kann.
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a, The performance of AlphaFold on the CASP14 dataset (n = 87 protein domains) relative to the
top-15 entries (out of 146 entries), group numbers correspond to the numbers assigned to

entrants by CASP..
b, Our prediction of CASP14 target T1049 (PDB 6Y4F, blue) compared with the true

(experimental) structure (green).

c, CASP14 target T1056 (PDB 6YJ1). An example of a well-predicted zinc-binding site
(AlphaFold has accurate side chains even though it does not explicitly predict the zinc ion).

d, CASP target T1044 (PDB 6VR4)—a 2,180-residue single chain—was predicted with correct

domain packing.

Jumper et al. Nature 596, 583-589 (2021)
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Zusammenfassung — Homologiemodellierung

Gemeinsamer Kern von Proteinen mit 50% Sequenzidentitat
besitzt ca. 1 A RMSD

Dies gilt sogar fur absolut identische Sequenzen.

Der zuverlassigste Teil eines Proteinmodells ist der Sequenzabschnitt,
den es mit der Vorlage gemeinsam hat. Die gré3ten Abweichungen liegen in

den konstruierten Schleifen.
Die Wahl der Modellvorlage ist entscheidend!

Die An- oder Abwesenheit von Ko-faktoren, anderen Untereinheiten oder
Substraten kann Proteinkonformation sehr beeinflussen und somit alle Modelle,
die von ihnen abgeleitet werden.

Jeder Fehler im Alignment produziert falsche Modelle!

Solche Alignment-Fehler treten bei Sequenzidentitat unter 40% auf.
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