Strukturni in funkcijski vidiki bioloskih interakcij

Urnik

30 ur predavanj + 15 ur seminarjev
predavanja in seminariji: petek od 12.00 do 15.00
10 predavanj

5 seminarjev

30 urvaj (6 x 5 ur)

Obveznosti
pisni izpit — 60 % koncne ocene
seminarska naloga (pisni izdelek + predstavitev) — 20 % koncne ocene

kolokvij iz vaj — 20 % konCne ocene



Interakcije med molekulami v bioloskih sistemih

Proteinske interakcije so Sirok pojem interakcij, ki jih proteini tvorijo z drugimi proteini,
nukleinskimi kislinami in ostalimi ligandi. Studij interakcij proteinov omogo¢a razumevanje
celicnih procesov, ki jih te interakcije posredujejo in nacrtovanje novih ucinkovin v
medicinske namene, ki delujejo na ravni proteinov.

protein-DNA

protein-majhna
molekula

(protein-ligand)

protein-protein



Tvorba kompleksa protein-protein

Pri tvorbi kompleksa pride do spremembe topilu dostopne povrsine obeh proteinov. Razliki
med vsoto povrSin posameznih interakcijskih partnerjev in povrsSine kompleksa recemo
zakopana povrsSina in je sorazmerna (ni enaka!) sti¢ni povrsini med obema partnerjema.

Solvent accessible surface area

Solvent probe

Racunalnisko dolocanje topilu dostopne povrsine:

probe
§

solvent-accesible surface

solvent-excluded
2 Surtface

contact )
/’\/\Jr‘ ace reentrant
> surface

atoms (vdW)

Molecule 2 inside

Based on http/geometry.molmovdb.org3v/
and http//wwaw.netsci.org/Science/Compchem/feature1de. html

http://swift.cmbi.ru.nl/teach/theory/IMAGE/asa_figure.jpg



Tvorba kompleksa protein-protein

Pri tvorbi kompleksa pride do spremembe topilu dostopne povrsine obeh proteinov. Razliki
med vsoto povrSin posameznih interakcijskih partnerjev in povrsSine kompleksa recemo
zakopana povrsSina in je sorazmerna (ni enaka!) sti¢ni povrsini med obema partnerjema.

Pri tvorbi sticne povrsSine je pomembna komplementarnost:
- geometrije

- donorjev in akceptorjev vodikovih vezi
- nabojev

Kemijska sestava sticnih povrsin v proteinih:

delez skupin (v %)

nepolarne polarne (nenabite) polarne (nabite)
povrsina proteinov 57 24 19
sticna povrsina 56 29 15
notranjost proteinov 58 39 4




Tvorba kompleksa protein-protein

Lastnosti sticnih povrsin:

Sti¢na povrsina velika ponavadi > 1100 A2, oz. nad > 550 A2 na vsakega partnerja (dolocitev
odvisna od algoritma oz pogojev — max. razdalja med interagirajocimi atomi).

Zakopana povrsina velika je okoli 20 A2 na ostanek.
V povprecju obsega
12% celotne povrsSine v dimerih
17% celotne povrsine v trimerih
21% celotne povrsine v tetramerih
Energija interakcije je 100-200 J na A2
Ukrivljenost — 83% do 84% interakcijskih povrsin je ploskih

Delez sekundarne strukture — 50% a.-vijacnice, 20% [-ploskev



Tvorba kompleksa protein-protein

Primerjava Stevila posameznih interakcij v odvisnosti od oddaljenosti med interagirajoCimi
skupinami, dolocena na podlagi vzorca 195 kompleksov protein-protein:
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Mehanizmi prepoznavanja med proteini
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Kastritis & Bonvin. 2013. J. R. Soc. Interface. 10



Mehanizmi prepoznavanja med proteini

Tvorbo kompleksa lahko spremljajo konformacijske spremembe enega ali obeh proteinov.

tioredoksin
reduktaza /
tioredoksin

IL-1
receptor /
IL-1 R
antagonist

Kastritis & Bonvin. 2013. J. R. Soc. Interface. 10



Termodinamika proteinskih interakcij

medmolekulske interakcije

f

AGY = AHY — TAS"

|

sprememba entropije

GXY

GAB

bound * " bound

Kastritis & Bonvin. 2013. J. R. Soc. Interface. 10



Termodinamika proteinskih interakcij

kl PL P ... akceptor / \

P+ L == L .. ligand AG = AG® + RTInK,
-1

v ravnoteZju
vy = k{[P][L] hitrost asociacije

Vgis = k_q[PL] hitrost disociacije AG® = —RTInK,
v ravnoteZju: AG® = RTInK,
Vas = Vdis
ka[PIIL] = k_4[PL) o1
a Kd
k4 [PL] ) o
= = Ka ravnotezna konstanta asociacije
k—l [P] [L] (enota M1)*
. In2
k_l = [P] [L] =K, ravnotezna konstanta disociacije 1/2 B k_1
k1 [PL] (enota M)*

*v resnici so termodinamske konstante brez enot.



Interakcije med proteini

[ vrste interakcij ]

N

Vrste interakcij [ homooligomeri] [heterooligomeri]
[ obvezne neobvezne ]

/\
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/ \ 4 \
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Interakcije med proteini

Face-to-face homodimer

M. thermophila phosphate acetyltransferase

2 (PDB: 1QZT)

Cyclic (face-to-back) homotrimer
B. caeruleus phospholipase A2

o

a3 (PDB: 1G2X)

Cyclic (face-to-back) homotetramer
E. coli aspartate 1-decarboxylase

(PDB: 1POF)

[ vrste interakcij ]

[homooligomeri] {heterooligomeri]

Dihedral trimer of dimers
C. ensiformis concanavalin-A

I

(PDB: INLS)

Dihedral dimer of cyclic trimers
P.islandicum glutamate dehydrogenase
-

(PDB: 1V9L)



Interakcije med proteini

[ vrste interakcij ]

.

[ homooligomeri ] {heterooligomeri]

zgradba o,3p‘wc

Prokaryotic RNA polymerase heterotrimeren G protein (GaBy) PDB 3AH8



Interakcije med proteini

Vrstemterakcu Posamezne enote (protomeri) same zase
niso stabilne, zato je tvorba
/ \ kompleksa/oligomera obvezna za obstojnost
[ obvezne neobvezne ] proteina v celici. S tem je pogojena tudi
obligatna tvorba kompleksa za opravljanje
/ \ bioloske vloge proteina.
[ trajne prehodne ]

/ v \
mocne srednje v.
[(sproiene)] [ mocne ] [ Sibke ]

PDB 3AHS8

Arc represor bakteriofaga P22 Interlevkin-5 (S-S vez) G,p heterodimer



Interakcije med proteini

[Vrsteinterakcij] Ko kompleks nastane, praviloma ostane
/ \ povezan dlje Casa.
[ obvezne J [ neobvezne ] Interakcije  protitelo-antigen,  proteaze-

/ \ inhibitoriji, ..

[ trajne ] [ prehodne ]

Primer: kompleks trombin-rodniin

/ \4 \ ~
mocne srednje .. —
[(sproiene)] [ mocne ] [ Sibke ]

rodniin — sestavljen iz dveh tandemnih ponovitev
Kazalove domene — prva se veze v aktivho mesto,
druga pa interagira s proteinom izven njega

Ky=0.2 pM

k,=43x10%s?

t,, =1611s (~27 min) . PDB 1TBQ



Interakcije med proteini

Vrste interakcij Visokoafinitetne interakcije, katerih nastanek
in razpad je reguliran preko razli¢nih signalov
(fosforilacija, zamenjava GTP za GDP, vezava
[ obvezne ] neobvezne dodatnega liganda).
/ \ Primer: heterotrimerni G proteini
trajne [ prehodne

mocne srednje tibke
(sprozene) mocne

receplor




Interakcije med proteini

Vrste mterakcu

/\

[ obvezne neobvezne
[ trajne prehodne ]

g//// v \\\\§
mocne srednje "
Esproiene)] [ moche ] [ Al ]

SH2 domene vezejo
proteine, ki vsebujejo p-Tyr
z afiniteto okoli 10 M.
PDB 1HCS

Dinamicno ravnotezje med kompleksom in
prostimi proteini. Afinitete segajo od 10® M
do 104 M.

PDB 1AVZ

SH3 domene vezejo
motive, ki tvorijo poli-
prolinske vijacnice tipa 2.



Interakcije med proteini
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Interakcije med proteini
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Interakcije protein-ligand

Pod pojmom ligand opisujemo manjso (organsko) molekulo, ki se veZze na vezavho mesto na
proteinu. Poseben tip ligandov so substrati encimov.

Dve skupini Studij:

- vezava naravnih ligandov — studij bioloSkega pomena interakcije

- vezava sinteticnih ligandov — nacrtovanje ligandov v medicinske ali raziskovalne namene,
ponavadi izkoriSéamo naravna (znana) vezavna mesta na proteinu.

Diverziteta vezavnih mest za ligande je velika. Za nacrtovanje sinteticnih ligandov je bilo

razvitih veliko Stevilo eksperimentalnih in racunalniskih metod.

Za vezavo majhnih ligandov na proteine veljajo podobne zakonitosti kot pri interakcijah
protein-protein, t.j. komplementarnost:

- geometrije
- donorjev in akceptorjev vodikovih vezi
- nabojev



Interakcije protein-ligand

Pravilo petic Lipinskega je empiricna zbirka pravil o fizikalno-kemijskih lastnostih, ki jih
morajo imeti ucinkovita peroralna zdravila za dobro biolosko razpolozljivost:

Pravila so:

molska masa manj kot 500 g/mol
najvec 5 donorjev H-vezi
najvec 10 akceptorjev H-vezi

log porazdelitvenega koeficienta oktanol/voda najvec 5

4 E N\ 4 N\
H,PO, - O OH
O NH3+ @)
\ ,
Ne -y b
.y L .
>/ acetilsalicilna kislina

F3C sitagliptin phosphate

Mw = 407.313619 g/mol :vle= E810-215742 [g/mol]
log(P) =0.7 og(P) = 1.
H-Bond Donor: 1

H-Bond Donor: 1 H-Bond Acceptor: 4
] . -Bond Acceptor:
\_ H-Bond Acceptor: 10 ) \_ J




Interakcije protein-ligand

Vezavna mesta za isti ligand in nacini vezave liganda se med proteini lahko bistveno razlikujejo.

Primer: vezava FMN na stiri razlicne encime.

glikolat oksidaza iz Spinace riboflavin kinaza iz Methanococcusa
\ , .




Identifikacija vezavnih mest na proteinih

o . . . GLOSSARY
Na proteinih je veC Kkategorij potencialnih . biebinding site
H y H A4 Mgt A pocket on a protein surface that can bind with high affinity and specificity to
vezavnih zepov, vendar je tezko locCiti med [ PirensPothen gh attintty andspeciicty
Tmi i mi Nondruggable binding site

p ravimiin ne p ravimi. A pocket on a protein surface that cannot bind with high affinity and specificity to
small, drug-like molecules.
Decoy sites
A pocket on a protein surface that was identified using a computaticnal algorithm
but that does not correspond to the known ligand-binding site(s).
Druggability index
A prediction of a protein’s capacity to bind with high affinity and specificity to
small, drug-like molecules.
NMR hit rate
The frequency with which low molecular weight compounds from a fragment library
bind to a protein as determined using 2D heteronuclear correlation spectroscopy.

2.07 O Druggable ligand-binding sites ‘
1.8 1 O Nondruggable ligand-binding sites T
1.6 O Decoy sites
5144 T
©
0 1.2-
] |
T 1.0 L 1+ T
- *
i * =
0.8- T
0.6 -
0.4 -
0.2 1
00 T T T T 1
Volume Apolar Roughness Num. of Shape
contact area charges

Hajduk et al. 2005. DDT. 10 Drug Discovery Today



Interakcije protein-ligand

Pred kratkim je bil objavljen ¢lanek, kjer so statisticno obdelali vzorec 3295 proteinov z 9114 vezavnimi
mesti (Khazanov & Carlson. 2013. PLoS Comput Biol. 9(11)). OsredotoCili so se na na prispevke
posameznih ostankov in njihovih atomov k interakcijam z ligandi.
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Bolj rdeca kot je barva,
veckrat atom prispeva
k interakcijam.




Interakcije protein-ligand

Pred kratkim je bil objavljen ¢lanek, kjer so statisticno obdelali vzorec 3295 proteinov z 9114 vezavnimi
mesti (Khazanov & Carlson. 2013. PLoS Comput Biol. 9(11)). OsredotoCili so se na na prispevke
posameznih ostankov in njihovih atomov k interakcijam z ligandi.

Table 4. Composition of binding sites for the top-20 valid ligands.

HET  #Lig (%) Ala% Arg% Asn% Asp% Cys% GIn% Glu% Gly% His% lle% Leu% Lys% Met% Phe% Pro% Ser% Thr% Trp% Tyr% Val%

NAD 250 (4.49) 590 475 6.12 7.01 156 214 343 749 360 8.33 682 401 187 458 4.51 598 794 144 480 773
FAD 217 (3.90) 6.77 7.09 4.02 4.47 191 351 428 733 472 679 621 398 142 465 4.00 691 7.79 342 6.28 444
ADP 172 (3.09) 448 1046 543 5.37 050 235 336 11.42 280 498 520 996 1.85 414 274 576 867 078 504 470
NAP 165 (297) 6.37 897 5.68 4.02 059 225 201 9.93 301 678 599 564 201 225 412 876 865 097 578 6.23
FMN 130 (2.34) 509 10.99 7.17 243 139 388 214 914 573 434 463 451 318 330 289 821 694 318 654 4.34
ATP 100 (1.80) 276 12.20 4.26 6.27 017 242 752 1078 226 443 551 1203 192 543 0.75 535 802 142 226 4.26
GDP 96 (1.73) 3.17 4.39 3.98 11.44 296 174 317 827 143 194 827 19.100.31 460 1.63 817 1052 - 1.94 296
GLC 86 (1.55) 395 965 6.58 1294 022 614 746 307 746 241 110 263 219 746 088 175 154 1140 10.53 0.66
NDP 76 (1.37) 6.19 9.32 4.66 383 118 230 285 932 285 529 585 578 264 132 285 10.44835 174 738 585
SAH 67 (1.20) 5.07 297 3.21 1051 185 210 445 11.50 235 507 816 198 445 791 297 606 383 420 729 408
ANP 61 (1.10) 490 7.48 6.62 7.23 = 343 4.04 10.54 184 637 478 956 221 453 1.84 551 797 098 429 588
COA 54 (097) 885 751 335 295 080 429 094 724 429 456 845 8.98 429 6.84 255 643 416 188 536 6.30

NAG 45 (0.81) 234 6.54 19.16 9.35 374 421 374 421 140 280 421 234 187 327 140 234 561 1449 467 234
arT 44 (0.79) 3.04 16.22 7.77 4.73 034 203 3.04 676 1115 473 372 642 203 270 338 777 473 203 574 1.69
AMP 43 (0.77) 448 10.70 274 572 174 373 597 697 597 597 498 597 149 672 1.74 597 771 100 647 398
NAI 42 (0.76) 7.79 3.89 6.17 7.38 013 228 255 872 215 9.40 899 483 268 1.88 3.49 738 631 067 430 899
MAN 40 (0.72) 591 - 18.72 1675 - 936 1.97 591 246 - 542 345 - 148 246 197 394 542 1232 246
SAM 37 (067) 520 498 3.62 11.09 045 385 6.11 882 543 520 724 271 226 792 407 498 385 204 701 317
GNP 36 (065) 4.22 084 2.95 8.44 190 211 127 1266 084 127 802 18.78 042 549 3.16 886 1414 - 3.16 148

Ligand listed in decreasing fraction of 5562 binding sites. Most frequently interacting residue for each ligand is in bold. Due to rounding, rows may occasionally sum to a
value other than 100%.
doi:10.1371/journal.pcbi.1003321.t004




Interakcije protein-DNA

Temeljne lastnosti:

- Specifiéne interakcije (branje baz) + nespecificne interakcije (ogrodje)
- Konformacijske spremembe proteina in/ali DNA

- Pogosto se pojavljajo nekateri DNA-vezavni motivi

- Odvisne od lokalne strukture DNA

- Simetricne interakcije



Struktura DNA
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Struktura DNA
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Interakcije protein-DNA

Protein-DNA specificity

Base readout Shape readout

Rohs et al. 2010. Annu Rev Biochem. 79



Struktura DNA
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Interakcije protein-DNA

Arg

Specificne interakcije:

N—Hiiting O
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Nespecificne interakcije:




Interakcije protein-DNA
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Inducirane deformacije DNA

Upogib vijacnice

os vijaCnice je upognjena
kontinuirno preko daljSega
segmenta DNA

Prelom vijacnice

smer  OSi vijaCnice se
nenadome spremeni

Kink

Rohs et al. 2010. Annu Rev Biochem. 79



Specificno prepoznavanje DNA

Kako proteini najdejo taréno zaporedje na DNA?

o Drsenje — difuzija v eni dimenziji (EcoRV)

.'.:- Skakanje — vezava samo na specificno zaporedje
(EcoRl)
prenos med segmenti
L

Halford & Marko. 2004. Nucleic Acids Research, 32(10)



Specificno prepoznavanje DNA

Pomen dimerizacije — vezava vnaprej sestavljenih dimerov K. — K2
dimer — monomer

@ + — Pre-assembled dimers
@ cTranscription

Y x ¢
geometrija 4
dimera 1 %D—L @:—QDZL
efekt razdalje
\l/ f@ @Steric hindrance med zaporedji
tandemno/ é ; ) C :__4

palindromno
zaporedje

Georges et al. FASEB J. 24, 346—-356 (2010).



Specificno prepoznavanje DNA

Pomen dimerizacije — sestavljanje homo/heterodimerov na DNA

kooperativnost v homooligomerih

Cooperativity

— G

Mo Cooperativity

e

e

C_
X
c

N

interakcije v izklju€ujocih kombinacijah

interakcije istega proteina z razlicnimi partneriji

w
o

S

Georges et al. FASEB J. 24, 346—-356 (2010).



Specificno prepoznavanje DNA

Pomen dimerizacije — vezani transkripcijski faktorji rekrutirajo mediatorje (npr. RNApol) v
specificnih kombinacijah.

oacy oy

\ Homosynergy \‘ Heterosynergy

Georges et al. FASEB J. 24, 346—-356 (2010).



Klasifikacija DNA-vezavnih proteinov glede na DNA-vezavne motive

Pretezno a
vija€nica-zavoj-vijacnica (HTH)
vija€nica-zanka-vijacnica (HLH)
levcinska zadrga

Pretezno f3
TATA-vezavni protein
Imunoglobulinski 3 sendvic
B-detelja
motiv f—B—

Mesano o/f
cinkov prst
B-pentlja-vijaCnica-vijacnica
ostali

Encimi

Kompleksne interakcije — preko ve¢ DNA-vezavnih motivov/domen

Proteini, ki vezejo enoverizno DNA



Motiv HTH

Motiv HTH je najpogostejSi DNA vezavni motiv pri bakterijah (in bakteriofagih). Represor Cro protein
bakteriofaga A je majhen enodomenski protein (66 ostankov), ki tvori stabilne dimere preko
intermolekulske B-ploskve. DNA-vezavni motiv predstavljata vijacnici 2 in 3 ter zavoj med njima. Vijacnica
3 se veze v veliki Zleb DNA in ji reCemo prepoznavna vijacnica.




Levcinska zadrga

Proteini z DNA vezavnim motivom levcinske zadrge tvorijo homo- ali heterodimere, s ¢imer dosezejo
visoko specificnost vezave na DNA.

Primer: kvasni transkripcijski faktor GCN4

zipper




Motiv HLH

C e v NV . . basic Hl loop H2 zipper
Motiv vijaCnica-zanka-vijaCnica je sestavljena iz ——
-V e v . . -V Z
bazicne DNA-vezavne vijacnice, zanke in krajse
vijaCnice. Motiv se pogosto kombinira z _
basic Hi loop H2

levcinsko zadrgo. Clani druZine so si med seboj
zelo podobni (nad 2/3 identi¢nih ak). Ponavadi
vezejo DNA zaporedja 5-CANNTG-3".

b/HLH

basic zipper

. . . . b/HLH/z
Primer: transkripcijski faktor Max

3

zipper

basic




TATA-vezavni protein

TBP je zgrajen iz dveh tandemnih enot
o/f sendvica, ki tvorita kontinuirno
antiparalelno beta ploskev v obliki sedla.
Veze se v mali zleb DNA in povzroci veliko
konformacijsko spremembo. Interakcije
so pretezno hidrofobne.

(a) consensus sequence of
the TATA box

g\




Cinkovi prsti

Cinkov prst je najbolj znan primer mesSanega o/ DNA-vezavnega motiva. Vsebuje ga preko
tisoC razli¢nih transkripcijskih faktorjev.

Zgradba klasi¢nega cinkovega prsta:

(a)

Poleg Cys,His,
motivov poznamo Se
cinkove prste s Cys,,
Cysg, ... motivi

COOH H,N

Specificne interakcije z DNA tvori prepoznavna vijacnica,
ki prepozna najvec 2 do 4 bazne pare.

Vezava posameznega motiva cinkovega prsta na DNA je
relativno Sibka.




Cinkovi prsti

Cinkov prst je najbolj znan primer mesSanega o/ DNA-vezavnega motiva. Vsebuje ga preko
tisoC razli¢nih transkripcijskih faktorjev.

Cinkovi prsti se veZejo na DNA v ve¢ tandemnih ponovitvah:

6 zaporednih
motivov TFIIIA
vezanih na DNA.




Encimi

DNA topoizomeraza |




Proteini, ki vezejo enoverizno DNA

Vecina proteinov, ki veZe enoverizno DNA, spada v druzino proteinov z OB domeno
(oligonukleotid/oligosaharid-vezavna domena).

SSB family
[[Bactori | Primer: telomerni protein POT1 z DNA-vezavno
Escherichia col Denococeosradidinans regijo iz dveh zaporednih OB domen v
2778 111 L EEw kompleksu z dvema ponovitvama GGTTAG.
Archaea
Sulfolubus solfataricus Archaeglobus fulgidus
77773 148 C N N ) s
(R ) 255
Eucaryota

Human (hSSB1) Human Replication Protein A

e Pl L
204

mtsSSB ([ _E ] Jreats
[7//4 148

% unstructured
@ ONA binding OB fold -
[: Non-DNA binding OB fold 8 Zinc finger

PDB 3KJP



DNA kot ligand ali receptor

Obravnjavanje DNA kot ligand:

Pri kvantitativni karakterizaciji interakcij in vitro lahko DNA tretiramo kot ligand, ki se veze na
protein. V ta namen je najlazje uporabiti sinteti¢ne oligonukleotide razlicnih dolzin in sestave.

Obravnavanje DNA kot receptor:

DNA je linearen polimer — model receptorja z n (veliko) vezavnimi mesti za majhne ligande.

A+nL = AL,



DNA kot receptor

Majhni ligandi se lahko interkalirajo med bazne pare (A) ali pa vezejo v mali zleb (B).

A B

HO H
H N—
O\(N H =
| N N
=N + Br N 4 D/
N

Hoechst 33258
Ethidium bromide HaN
2
B
H,N zN(\.,‘./
}“NH

H H
ohe L
) N N 2
H,N N7 NH, O}G'N Vi W(\ H
. N | 0
HCI , T
/

Proflavin hydrochloride

Netropsin
0O OH 0 H.N H
2
‘.9 HN'LO
H,oN H
2 N I-! \ N
)\(?‘ :H N N
o =
N—7 W o
0 - 0 N
A B f
HO Distamyein

NH,.HCI

Daunomycin hydrochloride



Glikozaminoglikani

Linearni negativno nabiti polimeri iz ponavljajoCih se disaharidnih enot. Tako kot DNA jih
lahko tretiramo kot ligande proteinov ali pa receptorje z n vezavnimi mesti za ligande (npr.
katione).

(0S057)
(0SOy)on OH

OH
H (0SOy)H
COCH; COCH,;

chondroitin sulfate dermatan sulfate

heparin

10505)

B(1—3)
O—_

COCH;,4
hyaluronan keratan sulfate



Glikozaminoglikani

Linearni negativno nabiti polimeri iz ponavljajoCih se disaharidnih enot. Tako kot DNA jih

lahko tretiramo kot ligande proteinov ali pa receptorje z n vezavnimi mesti za ligande (npr.
katione).
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