V7 Modellierung von biomolekularen Komplexen

* Protein-Protein-Docking

* Protein-DNA-Komplexe
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Beispiel eines Protein-DNA-Komplexes
PDB-Struktur 1TTUP: Tumor Suppressor p53

Durch Rontgenkristallographie bestimmter
Protein-DNA-Komplex in der PDB-
Datenbank.

Lila (links): p53-Protein
Blau/roter DNA-Doppelstrang (rechts)

The protective action of the
wild-type p53 gene helps to
suppress tumors in humans.
The p53 gene is the most
commonly mutated gene in
human cancer, and these
mutations may actively
promote tumor growth.

(1993) .
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spezifische Bindung / Kristallkontakt

Fig. 3. Schematic ribbon
drawing of the asymmetric
unit, which contains three
p53 core domain mole-
cules and one DNA du-
plex. Two of the core do-
mains bind DNA (blue);
one (yellow) interacts ex-
tensively with a consensus
binding site, and the other
(red) binds at a noncon-
sensus site at the interface
of DNA fragments related

. . | A by crystallographic sym-
Nikola PaVIGtICh, metry (a portion of the sym-
metry-related DNA fragment

. is showni . The third
Sloan Kettering o meveculs (e

ple) does not bind DNA, but
Cancer Center makes protein-protein con-

tacts stabilizjng crystal
Il RESEARCH ARTICLE packing. The zinc atoms are
Crystal Structure of a p53 Tumor

shown as white spheres.
Suppressor-DNA Complex:
Understanding Tumorigenic Mutations

Yunje Cho, Svetlana Gorina, Philip D. Jeffrey, Nikola P. Pavletich

Science 265, 346-355 (1994)
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Konservierte Bereiche sind am Interface angereichert

C L1 Loop

colored as in (A). (C) Topological diagram of the secondary
structure elements of the core domain defined according to
the criteria of Kabsch and Sander (45). The residues at the
start and the end of each secondary structure element are
indicated. The conserved regions are colored according to
(A), and the boundaries of the two B sheets that make up the
B sandwich are shaded.

Science 265, 346-355 (1994)
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Kontakt-ISResiduen
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Links: Protein — DNA-Kontakte enthalten viele Arginin- und Lysin-Reste

Rechts: die 6 am haufigsten bei Krebs mutierten Aminosauren (gelb)

in p53 liegen alle am Interface!
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Modellierung von Protein-DNA-Komplexen

Eine besondere Herausforderung bei der Modellierung von
Protein-DNA-Kontakten ist die Tatsache, dass beide Bindungspartner flexibel sind.

Wichtigstes Prinzip:

- Elektrostatische Komplementaritat — DNA ist stark negativ geladen,

Proteinoberflache muss entsprechend positiv geladen sein
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Protein-Protein Interaktionen

Sind wichtig fur viele zellulare Prozesse

Eine biologische Zelle enthalt zu jedem Zeitpunkt ca.

10° Proteinkopien aus etwa 5000 verschiedenen Proteinen.

Im Mittel bildet jedes Protein etwa 6 Interaktionen.
Etwa die Halfte aller Proteine bildet stabile oder transiente Komplexe

Charakterisierung der Protein-Protein-Assoziation:
thermodynamische Stabilitat : Bindungskonstante k,

Kinetische Ratenkonstante fur Assoziation: k,,,

driving forces der Protein-Protein-Wechselwirkung:

- lang-reichweitige elektrostatische Anziehung

- Feste Assoziation durch hydrophoben Effekt
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Eigenschaften von Protein-Protein-Interfaces

Table 2. Properties of protein—protein interfaces

Protein—protein

Homodimers®

Weak Crystal

Parameter complexes? Bahadur Dey dimers®© packjrlgd
Number in dataset 70 122 276 19 188
BSA (AZ) 1910 3900 3700 1620 570, 1510

S.D.) (760) (2200) (2160) (670) (520)
Amino acids per interface 104 100 50 48
BSA (A% per amino acid 38 37 32 32
Composition (BSA %)

Non-polar 58 65 62 58

Neutral polar 28 23 2 25 25

Charged 14 12 13 17
Chain segments’ 56 3.4 3.2 58 63
H bonds

7 (number per 10 19 18 7 5

interface)

BSA per bond (Az) 190 210 209 230 280
Water molecules®

Number per interfaoce 20 44 23

Number per 1000 A2 10 11 15

Bridging H bonds 6 13 6
Residue conservation”

% in core 55 60 40

0-65 and 0-80

sin core and rim

0-63 and 0-77

Homodimere sind meist
permanente Komplexe

-> sehr grol3e Schnittstellen,
grol3er Anteil an unpolaren
Aminosauren

BSA: buried surface area

S.D. standard deviation

Artifizielle Kristallkontakte
enthalten einen wesentlich
kleineren Anteil an konser-
vierten Residuen

0-98 and 0-99 (40% gegenubel’ 55'60%)
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Janin et al. Quart Rev Biophys 41, 133-180 (2008)

Softwarewerkzeuge

8



Flache von Protein-Protein-Interfaces

Redox-Komplexe dienen z.B. zur
Ubertragung von Elektronen
(Cytochrom c).

Cytochrom c aus
Pferdeherz

1hrc.pdb;

www.rcsb.org

Beobachtung: Redox-Komplexe
haben recht kleine Schnittstellen.

Ihre Funktion benaotigt nur eine
transiente = kurzlebige Bindung.

Dies wird durch die kleine Grofde
der Schnittstelle unterstutzt.

7. Vorlesung WS 19/20
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Janin et al. Quart Rev Biophys 41, 133-180 (2008)
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Protein-Protein-Komplexe: Komplementare Oberflachen

Die bekannten Strukturen von Protein-Protein-Interaktionen des Menschen
(bekannte experimentelle Strukturen plus Homologie-Modelle) decken nur

etwa 4% der geschatzten Anzahl von etwa 300.000 Protein-Protein-
Interaktionen zwischen menschlichen Proteinen ab.

Quelle: Proteins, 81, 2192—-2200 (2013)

Idee: versuche, die Strukturen von PP-Komplexen T
durch Docking zu modellieren. ;
Berechne die Komplementaritat der —- sis I
Oberflachen zwischen beiden starren

Proteinen in allen moglichen Orientierungen
(alle erlaubten Translationen + Rotationen),

Suche in 6 Freiheitsgraden

Proteins, 81, 2192-2200 (2013)
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Workflow fur

(1) Docking von starren Proteinen

mit Katchalski-Kazir-Algorithmus

z.B. FTDock-Program, verwendet FFT,

Optimale Losung hat maximales ax b

Next, to distinguish between the surface and the interior of
each molecule, we retain the value of 1 for the grid points
along a thin surface layer only and assign other values to the
internal grid points. The resulting functions thus become
(1 on the surface of the molecule
G mn= {p inside the molecule [2a]
0 outside the molecule,

~

and

1 on the surface of the molecule
bimn= {90 inside the molecule [2b]
0 outside the molecule,

where the surface is defined here as a boundary layer of finite
width between the inside and the outside of the molecule. The
parameters p and & describe the value of the points inside the
molecules, and all points outside are set to zero. Two-

"N —

Typical values: p =-15, d = |
=> penalty for overlap of volumes

7. Vorlesung WS 19/20

Protein-Protein-Docking

Proc. Natl. Acad. Sci. USA
Vol. 89, pp. 2195-2199, March 1992
Biophysics

Molecular surface recognition: Determination of geometric fit
between proteins and their llgands by correlation techmques
(protein—protein interaction/surface ! ity /macr 1} plex prediction /molecular d

EPHRAIM KATCHALSKI-KATZIRTE, IsAAC SHARIVS, MIRIAM EISENSTEINY, ASHER A. FRIESEMSY,
CLAUDE AFLALOll, AND ILYA A. VAKSERT

l

R h and Biophysics, $El ics, ¥ | Biology, and 'Biochemistry, Weizmann Institute of Science,

ﬁ

2D cross sections at | =46 (N = 90)

Departments of "Memb
Rehovot 76100, Israel

a) no contact

b) limited contact

c) overlap (black area)

d) good geometric match
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Workflow fur Protein-Protein-Docking
(2) Wende Zdock-Scoring-Funktion auf die FTDock-Ergebnisse an

-> wahle 1000-2000 Kandidaten-Modelle mit dem besten Score aus.

Zdock Scoring-Funktion: statistisches Paar-Potential zwischen Kontaktresiduen
(= DOPE in V6), Oberflachenkomplementaritat und Elektrostatik

(3) Bewerte Zdock-Losungen noch einmal mit pyDOCK-Scoring-Funktion:

-Desolvationsenergie proportional zur Abnahme der gesamten

Solvent-accessible surface area (-> Hydrophober Effekt in V5)

- Coulomb-Elektrostatik und van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen
Kontakt-Residuen

Proteins, 81, 2192-2200 (2013)
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Ergebnis in CAPRI5-Wettbewerb

Table |
Results of Our pyDock Protocol for All Protein—Protein Targets of the Last CAPRI Edition
Predictors Scorers

Target Type Submission rank® Quality® Successful groups® Submission rank® Quality® Successful groups®
T46 HH — — 2 (40) — —_ 8 (16)
T47 HU 1 R 25 (29) 2° wEE 13 (14)
T48 uu 3 * 14 (32) No scorers No scorers No scorers
T49 uu 4 * 14 (33) 6 * 7(13)
T50 UH 1 ** 18 (40) 4 ** 12 (17)
T51 DHD — — 3 (46) — — 5(13)
T53 UH 3¢ ** 20 (42) 1 ** 11 (13)
T54 UH —_ —_ 4 (41) — — 0(13)
T58 uu 5 ** 11 (23) No scorers No scorers No scorers

———— /00—
U, unbound; H, homology-based model; D, domain.

*Rank of the best model within our submission to CAPRL

®Quality of our best model according to CAPRI criteria.

“Number of successful groups for each target; in brackets, total number of participants.
9Model Rank 1 had medium accuracy (**).
“Model Rank 1 had acceptable accuracy (*).

HH: Docking von 2 Homologie-Modellen fur die beiden Proteine

UU: Docking der Kristallstrukturen der ungebundenen (freien / apo) Strukturen der Proteine

(ist natdrlich zuverlassiger als HH)

Proteins, 81, 2192-2200 (2013)
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Protein-Protein-Komplexe

Beste Docking-Modelle fur die Targets
T47,T48, T49, T50, T53, T57, und T58.

Rezeptorstruktur ist jeweils uberlagert und
weiss gefarbt.

Rot/blau: beste Dockingpositionen fur das
zweite Protein.

In grun ist (falls bekannt) die
experimentelle Struktur gezeigt.

Dies sind die Erfolgsfalle.

Proteins, 81, 2192-2200 (2(132 3)
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Komposition von Protein-Protein-Bindungsschnittstellen

Bindungsschnittstelle einer Untereinheit

des homodimerischen Proteins

2-Phospho-d-Glycerat Hydrolase (PDB ID

code 1ebh).

“core” (rot) und “rim” (blau) Regionen

(a) Verglichen mit der gesamten
Proteinoberflache enthalt die
zentrale Region der Schnittstelle

(Interface-core) deutlich mehr
aromatische Aminosauren,

aber deutlich weniger geladene
Aminosauren.

Der Rand (,rim“) der Schnittstelle ist
recht ahnlich zur Gesamtoberflache.

(a) 2

propensity for interfaces

Enti

http://www.pnas.org/content/102/43/15447 full

[

minterface core
minterface rim

lle
His
Cys
P ™ —
Met '
Tyr '
Trp '

H
s

=
——
—

In

Asn
Gly
Arg
Val
Leu

Janin et al. Quart Rev Biophys 41, 133-180 (2008)
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Komposition von Bindungsschnittstellen

. . . (b) 2
Kristallkontakt: Bindungsschnittstelle wdimer interface core
zweier Proteine im Kristall, ist oft nur merysial contac
eine artifizielle Interaktion durch g 1 itt l i
Kristallisationsprozess. s " |
e IFP Y1
2 3EIR5E58E22525 88
http://pymolwiki.org

(b) Artifizielle Kristallkontakte haben
(zu) wenig hydrophobe Aminosauren 22322
am Interface.

(c) An Interfaces mit negativ
geladener DNA gibt es viel weniger
negative Glu- und Asp-Residuen als
bei PP-Kontakten. Daflr mehr

positive Arg-Residuen. Janin et al. Quart Rev Biophys 41, 133-180 (2008)
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Protein-Nukleinsaure-Komplexe

Table 3. Properties of protein—nucleic acid interfaces

Eher grofRere

Average value Protein/RNA* Protein/DNAP Protein/protein® Kontaktflachen
Number of complexes 81 75 70
BSA (A%
Mean 2530 3100 1910
S.D. (1210) (1050) (760) Hoher Anteil an
Protein/nucleic acid 1210/1320 1540 /1560 - ..
Number of amino acids/nucleotides 43/18 48/18 57 positiv geladenen
BSA (A?) per amino acid/nucleotide 28/75 33/72 34 . X
Composition (protein/nucleic acid, BSA %) Aminosauren.
Non-polar 55/33 52/41 58
Neutral polar 21/41 24/16 28
Charged (negative) 4/26 2/43 5
Charged (positive) 20/0 23/0 9
Jfou (% buried atoms, protein/nucleic acid) 29/29 24,28 34
Lp (packing index, protein/nucleic acid) 37/43 39/46 42
H bonds
nup (number per interface) 20 22 10
BSA per bond (A% 125 145 190
Water molecules
Number per interface 32 21 20
Number per 1000 A? 13 7 10
Bridging H bonds 11 6

7. Vorlesung WS 19/20
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Paarungspraferenzen an PP-Interfaces

 —_______EE Haufige Kontakte (schwarz):

charged-
charged\‘

-E (1) Trp - Pro.

o Man findet sie oft an Interfaces
von prolinreichen Peptiden und

< ©*%  Adapterdoméanen wie SH3-

S Domanen.

hydrophilic-
hydrophilic
\ Y _hydrophilic-

hydrophilic-

" (2) die beiden hydrophoben AS

hydrophobic-

T
L Phe und lle.

e (3) Salzbriucken wie Lys — Asp.

Ansari, Helms,

7. Vorlesung WS 19/20 Softwarewerkzeuge _
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Paarungspraferenzen an PP-Interfaces
b e
Leu | Asn

d 6,
Asp _ | Lys
53' i 1 & ~ i ~ B
hydrophob polar geladen
Ansari, Helms,
7. Vorlesung WS 19/20 Softwarewerkzeuge

Proteins (2006) 61, 344



Sequenzkonservierung an PP-Interfaces

Konservierung am Dimer-
Interface der 3 Untereinheit
der DNA Polymerase llI
von E. coli (Ashkenazy et
al. 2016).

Rot: starke Konservierung.

Blau: schwache
Konservierung.

Am Interface zwischen den
beiden Untereinheiten sind
die Residuen stark
konserviert.

Consurf Webserver
7. Vorlesung WS 19/20 Softwarewerkzeuge 20



Korrelierte Mutationen an PP-Interfaces

Mitte:

Kontakt zwischen
zwei hydrophoben
AS

7. Vorlesung WS 19/20

Beide Residuen des
Kontakts sind in
einem anderen
Organismus’ durch
polare AS ersetzt.

Softwarewerkzeuge

MSA protein 1 MSA protein 2

N

Man kann in MSA-Alignments
zweier Proteine gezielt nach
solchen Korrelationen suchen

- Vorhersage

(dabei enthalt jede Reihe Proteine

desselben Organismus) 21



Korrelierte
Mutationen wurden
an den Interfaces
vieler bekannter
Protein-Kontakte
gefunden.

Ovchinniko et al. (2014)
Elife 3, e02030.
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Assoziationspfad fur PP-Bindung

Schritte bei Protein-Protein-Assoziation:
« Zufallige Diffusion (1)

« Elektrostatische Anziehung (2)

« Bildung von Encounter-Komplex (3)

« Dissoziation oder Bildung des
endgultigen Komplexes via
Ubergangszustand (TS) (4)

Mogliches Energieprofil als
Funktion des Abstands beider

Proteine.

Bei der Bindung mussen die
Schnittstellen desolvatisiert werden.

Dies konnte energetisch aufwandig sein.
7. Vorlesung WS 19/20
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Barnase:Barstar sind elektrostatisch komplementar

« Barnase: eine Ribonuklease, die aulderhalb der
Zelle aktiv ist.
Barstar: ihr intrazellularer Inhibitor:;

beide Proteine haben Durchmesser ~ 30 A

« Sehr gut charakterisiertes Modellsystem fur
elektrostatisch gesteuerte diffusive
Annaherung zweier Proteine

» Interaktion zwischen Barnase und Barstar gehort
zu den starksten bekannten Interaktionen

zwischen Proteinen

sehr schnelle Assoziationsrate: Farbung gemiR
108 — 10° M-" s*! bei 50 mM ionischer Starke elektrostatischem Potential

auf Proteinoberflache.
Blau: positiv

Rot: negativ
7. Vorlesung WS 19/20 Softwarewerkzeuge 24



Experiment: untersuche Protein-Protein-Assoziation
mit atomistischen MD-Simulationen

Schiebe Barnase:Barstar-

Kristallkomplex um 1.3 — 2.0
nm auseinander + rotiere
Barstar um bis zu 45°

9 MD-Simulationen uber
mehrere 100 ns Dauer.

—)

5 Simulationen naherten sich .
Kristallkomplex bis auf RMSD=1.2 A

1.2 — 3.5 A innerhalb von 100 ns

Rot: Schnappschuss aus

Simulation (340 ns)

Blau: Kristallstrukture

Ahmad et al. , Nature
Comm. 2, 261 (2011)
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Schnelle Ausbildung von Kontakten zwischen Proteinen

On

26

2 ns

1ns

S

Ahmad et al. , Nature

Comm. 2, 261 (2011)
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Die vier anderen Assoziationspfade

Prinzipiell ahnliche Pfade,

dennoch individueller Verlauf.

Entspricht dem Unterschied zwischen
verschiedenen
: ; Einzelmolekulexperimenten.

Ahmad et al. , Nature
Comm. 2, 261 (2011)
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Energetik der Assoziation hydrophiler Proteine

‘ I ‘ Journal | of Chemical Theory and Computati
pubs.acs.org/JCTC

 Energetics of Hydrophilic Protein—Protein Association and the Role

. of Water
3 Ozlem Ulucan, Tanushree Jaitly, and Volkhard Helms*

4 Center for Bioinformatics, Saarland University, Saarbruecken, Germany

7. Vorlesung WS 19/20 Softwarewerkzeuge
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Energetik der Assoziation hydrophiler Proteine

Table 1. Some Global and Interface Properties of the Three Protein—Protein Complexes

BN-BS CC-CYP EIN-HPr
no. of amino acids in protein I 110 108 249
no. of amino acids in protein II 89 296 8S
area of binding interface (A*) 778 570 1002
no. of interface residues in protein I 16 13 33
no. of interface residues in protein II 14 10 24
no. of H-bonds across interface 14 4 6
no. of salt-bridges across interface 12 2 S
total charge of protein I [e] +2 -7 -19
total charge of protein II [e] -6 +6 -2
total charge of interface I [e] +3 +5 -5
total charge of interface I [e] —4 -2 +4
binding constant 1L3x 1074 M1 6% 107 M€ 3.1 x 108 M9
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Energetik der Assoziation hydrophiler Proteine

FUhre Simulationen bei festen Abstanden
beider Proteine durch, wobei ein Protein
durch ein Federpotential festgehalten wird
und das andere fest positioniert ist.

Messe die mittlere Auslenkung vom
Nullpunkt des Federpotentials -> Anziehende
bzw. abstolRende Wechselwirkung.

Energieprofil ist ,downhill®.

Es gibt keine Energiebarriere bei nahen
Abstanden.

3 verschiedene Protein-Protein-Systeme
verhalten sich sehr ahnlich.
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Konnen Liganden an Protein-Protein-Schnittstellen binden?

— Interfaces zu flach
—> Bindungstaschen?

2 “r 43

holo state holo state

a) apo state (c) apo state

Figure 1.8: Ligand-induced conformational changes in enzyme active sites and protein-protein interaction
interfaces: the binding sites of Biotin on the enzyme Streptavidin (a, b) and of the SMPPII DIZ on the
protein MDM?2 (c. d). (a) and (b) possess an almost identical binding site, whereas the pockets in (c¢) and
(d) show noticeable differences.

Interfaces zu groB (~1500 A?)

- konnen kleine Molekule Interaktion inhibieren?

Interfaces besitzen keine ausgepragten Features

- kann Spezifitat erreicht werden?

H. Yin, A.D. Hamilton: Strategies

Naturliche Liganden sind Proteine; Interfaces for Targeting Protein-Protein

werden von verschiedenen Abschnitten der Interactions with Synthetic Agents

Proteinkette gebildet
—> Liganden mimic?

7. Vorlesung WS 19/20
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4130-4163)
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Taschen-Detektion mit PASS-Algorithmus

Figure 1 - PASS Algorithm

C
>
Accrete
Protein §
@ .
e = d Filter
3
-
2
[41]
errne . @
H s, . »

*

i Identify ASPS-. ) :
. “: .:.‘_' _:- t% % I:.

I, PP

Active Site Points (ASPs) Final Probes
a. PASS uses three-point geometry to coat the protein with an initial layer of spherical probes. h. These probes are filtered to eliminate those
that (i) clash with the protein, (i} are not sufficiently buried, and (i) lie within 1A of a more buried prabe. c. A new layer of spheres (white) is
accreted onto a scaffold consisting of all previously-identified probes (shaded). d. The probes are filtered as descrihed in step b. e Accreie a
new layer of spheres onto the existing probes, as in step ¢. f. Accretion and filtering (steps e and d) are repeated until a layer is encountierad
in which no newly-found probes survive the filters. This leaves the final set of probe spheras. g. Probe weights (PW) are computed for each
sphere and active site points (ASPs) are identified from amongst the final probes. h. The final PASS visualization is produced. By default, the
final probe spheres are first smoothed, leaving only clusters of four or more.

G.P. Brady, P.F.W. Stouten: Fast Prediction of Protein Binding Pockets with PASS,
J. Comp. Aid. Mol. Des. (2000) 14, 383-401
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Proteinoberflachen verhalten sich wie Flussigkeit!

Schnappschusse aus einer MD-Simulation des MDM2-Proteins

(a) 10X ps () 1) ps (¢) 3x) s (d) #X) ps

Rote Kugeln: mit PASS-Algorithmus bestimmte Taschen.

Schnappschusse folgen in Abstanden von 100 Pikosekunden.
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Taschen-Detektions-Protokoll

10 ns MD-Simulation

Structure of

PASS Pocket Clustering

[Native Ligands} ) ©

] et of Transient Pockets
Docking — in MD-Snapshots

{Ligand Library} ’
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Docking an Bcl-X|

(a) BCL-X;. (native binding mode) (b) BCL-X;, (docking pose)

Eyrisch, Helms,
J.Med.Chem. (2007)
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Docking an IL-2

(¢) IL-2 (native binding mode) (d) IL.-2 (docking pose)

Eyrisch, Helms,
J.Med.Chem. (2007)
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Docking an MDM2

(e) MDM2 (native binding mode) (f) MDM?2 (docking pose)

Eyrisch, Helms,
J.Med.Chem. (2007)
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