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Die Protein-Protein- und Protein-Peptid-Erkennung spielen
eine zentrale Rolle in der Regulierung zelluldrer Prozesse.
Um die mechanistischen Einzelheiten dieser Prozesse zu
entritseln, wurde in den letzten Jahrzehnten ein groBer
Aufwand betrieben.'*! Zum besseren Verstindnis des ,,Bin-
dungsvorgangs® sind jedoch noch genauere experimentelle
Informationen notwendig. AuBerdem werden leistungsfihi-
gere Computer benotigt, um durch dynamische Simulationen
uber liangere Zeitrdume der Dauer dieser Vorgéinge gerecht
zu werden. Gewohnlich nimmt man an, dass die Bildung von
Protein-Protein-Komplexen einem Pfad von einer Diffusi-
onsphase iiber eine oder mehrere Zwischenstufen zum end-
giiltigen, stereospezifischen Komplex folgt.”! Experimentelle
Untersuchungen durch ortsgerichtete Mutagenese!™? und
Rechnungen mit Brownschen Dynamiksimulationen®*
zeigten die Bedeutung langreichweitiger elektrostatischer
Wechselwirkungen wihrend der Diffusion auf. Mithilfe der
NMR-PRE-Methode (NMR paramagnetic relaxation en-
hancement) konnten Clore und Mitarbeiter fiir einen
schwach gebundenen Protein-Protein-Komplex vor kurzem
die Verteilung eines Ensembles von transienten, unspezifi-
schen Begegnungskomplexen belegen.”! Trotz dieser Fort-
schritte ist unser Bild des Ubergangs von solchen Begeg-
nungskomplexen in die endgiiltigen, stereospezifischen
Komplexe immer noch liickenhaft. Mit Sicherheit sind Lo-
sungsmitteleffekte und die Zeitskala der Bindungsvorginge
zwei wesentliche Faktoren fiir die Modellierung von Protein-
bindungsprozessen.

Hier werden Ergebnisse fiir den Mechanismus der Er-
kennung von prolinreichen Motiven (PRMs) durch SH3-
Dominen vorgestellt.”®! Die SH3-Dominen zihlen zu den
verbreitetsten Proteinwechselwirkungsdoméanen (das
menschliche Genom kodiert mindestens 182 SH3-Domi-
nen®), und sie haben sehr unterschiedliche biologische
Funktionen. Man weil3, dass SH3-Doménen Proteine tiber ein
kurzes PRM erkennen.® Die kanonische Peptidbindungs-
tasche der SH3-Doménen besteht aus einem hydrophoben
Abschnitt der Oberfliche mit zwei Furchen, die die Px- und
xP-Aminosduren des Peptids aufnehmen (Abbildung 1 A).
Die flankierenden positiv geladenen Argininreste des Peptids
bilden iiblicherweise Kontakte mit den negativ geladenen
Resten in den RT- und n-sCr-Schleifen der SH3-Doméne. In
der Kiristallstruktur des Komplexes nimmt das Peptid eine
Polyprolin-Typ-1I-Helix (PPII) ein. Dies ist die bekannte
Konformation fiir an SH3-Dominen und andere Prolin-
erkennungsdominen gebundene prolinreiche Motive.!*!
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Abbildung 1. Bindungsmodi in der untersuchten SH3-Domine: a) Kris-
tallstruktur der Doméane mit dem Bindungsmotiv (PDB Tckb). Die Sei-
tenketten der negativ geladenen Reste sind rot, die hydrophobe Tasche
der Domiine ist griin, die PPII-Helix ist gelb und die Argininreste sind
blau markiert. b) MD-Schnappschuss nach 130 ns, in dem der Bin-
dungsmodus der Kristallstruktur erreicht wurde. c) Bindungsmodus
des Peptids in umgekehrter Richtung zur Kristallstruktur. d) Bindungs-
modus in der neuen Tasche. Die Abbildung wurde mit PYMOL® er-
stellt.

Unsere MD-Simulationen gehen von verschiedenen un-
gebundenen Konformationen fiir die N-terminale C-CRK-
SH3-Doméne aus, von deren Komplex mit einem PRM eine
Kristallstruktur verfiigbar ist.'”! In allen Simulationen beob-
achteten wir eine relativ kurze Diffusionsphase (Abbil-
dung S3) vor der Bildung von unspezifischen Begegnungs-
komplexen (Abbildung 2A), die durch Kontakte zwischen
entgegengesetzt geladenen Resten der Domine und des
Peptids stabilisiert wurden. In sechs von dreizehn Simulatio-
nen fiihrte der Begegnungskomplex anschlieend zu stabilen
stereospezifischen Komplexen in drei verschiedenen Bin-
dungspositionen (1-3). Auf der Grundlage eines Vergleichs
mit den experimentell bestimmten Strukturen fiir Komplexe
von SH3-Doménen definierten wir die Verhéltnisse in diesen
Komplexen als stereospezifische Bindungsmodi. Der ent-
scheidende Schritt fiir diese Modi war die Bildung eines
transienten Komplexes, in dem die Argininreste des Peptids
elektrostatische Wechselwirkungen mit den negativ gelade-
nen Resten in der RT- oder der n-sCr-Schleife eingingen. Von
diesem transienten Komplex aus gelangte das System ent-
weder zum Bindungmodus der Kristallstruktur oder zur
Bindung in einer neuen Tasche. Salzbriicken mit dem Rest
D142 fiihrten dagegen zur Bindung des Peptids in entge-
gengesetzter Orientierung:

1) Bindungsmodus der Kristallstruktur (Abbildung 1B):
Eine Simulation konvergierte zu einer Konformation, die
der Kiristallstruktur sehr dhnlich ist. Bereits wihrend der
ersten 50 ns der Simulation bildete sich eine betréchtliche
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Abbildung 2. Konformationsschnappschiisse entlang des Bindungs-
pfads, der zum Komplex mit der Ausrichtung der Kristallstruktur fiihrt.
a) Schnappschiisse zu verschiedenen Simulationszeiten zeigen den
Ubergang von der Startstruktur tiber transiente Begegnungskomplexe
zum endgiiltigen Komplex. Lésungsmittelmolekiile sind nicht gezeigt.
b) Kartierung der Kontakte zwischen der Doméne und dem Peptid in
verschiedenen Schnappschiissen und in der nativen Kristallstruktur.
Ein Film ist in den Hintergrundinformationen verfiigbar.

Anzahl an nativen Kontakten. Diese Simulation wurde bis
150 ns fortgesetzt und kam nach 130 ns bereits sehr an die
Kristallstruktur heran (Abbildung 1B). Die Wurzel aus
dem mittleren Verschiebungsquadrat (RMSD) fiir das
gesamte Riickgrat des Komplexes von der Kristallstruktur
betrug tiber die letzten 20 ns der Simulation gemittelt
(1.3+0.2) A. Die Konformation enthielt die bekannten
nativen Kontakte der Kristallstruktur (Abbildung2B),
und das Peptid nahm eine Polyprolin-Typ-II-Helix ein.
2) Bindungsmodus in der entgegengesetzten Richtung: Drei
Simulationen konvergierten innerhalb von 20-30ns Si-
mulationszeit zu einer Konformation, in der das Peptid in
derselben kanonischen Tasche wie in der Kristallstruktur
gebunden war, allerdings in der entgegengesetzten Rich-
tung (Abbildung 1 C). Wiederum liegt das Peptid in PPII-
Helix-Konformation vor und ist symmetrisch (entgegen-
gesetzte Richtung) zu derjenigen der Kristallstruktur.
Einer der Argininreste des Peptids bildete wéhrend der
Begegnungsphase eine Salzbriicke mit dem Rest D142 der
Domaine, allerdings war dieser Kontakt im endgiiltigen
Komplex nur zeitweise vorhanden. Von Interesse ist, dass
Asparaginsdurereste hdufig an dieser Position in SH3-
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Domaénen vorkommen. Diese Komplexe waren wihrend
der anschlieBenden Simulationszeit stabil (bis 50 ns). Die
Moglichkeit fiir SH3-Doméinen, die PRMs in zwei entge-
gengesetzten Richtungen zu binden, wurde schon fiir et-
liche andere Prolinerkennungsdominen beschrieben.!®
Die strukturelle Grundlage hierfiir ist die Symmetrie der
PPII-Helix, die sich daher in zwei verschiedenen Orien-
tierungen in dieselbe Bindungstasche zwingen kann.
Diese neue Bindungsart fiir die C-CRK-SH3-Doméine
zeigt die Moglichkeit auf, dass ein und dasselbe Peptid in
zwei verschiedenen Richtungen an dieselbe SH3-Doméne
binden konnte. Unseres Wissens wurde dies experimentell
bisher nicht beobachtet, und es ist uns nicht moglich, die
Besetzung der beiden Ausrichtungen desselben Peptids
sicher zu beurteilen.

3) Bindung in einer neuen Tasche: In zwei unserer Simula-
tionen band das Peptid innerhalb von 30 ns Simulations-
zeit in einer unterschiedlichen Tasche der SH3-Doméne
(Abbildung 1 D). Diese Komplexe waren ebenfalls stabil
wihrend der verbleibenden 20 ns Simulationszeit. Die
Rolle dieser Tasche fiir die Peptidbindung durch SH3-
Dominen wurde kiirzlich erstmals durch eine Kristall-
struktur gezeigt (PDB 2p4r),l? in der die SH3-Domine
ein Peptid mit zwei PRMs binden konnte. Das erste Motiv
band in der kanonischen Tasche, und das andere Motiv
band auf dieser Seite der Domine. Dariiber hinaus wurde
die Tasche vor kurzem ebenfalls in einer weiteren Struk-
turanalyse (PDB 2drm) beobachtet.

Mechanistisch gesehen fand der Prozess der Komplex-
bildung in drei Phasen statt. Eine kurze Diffusionsphase
fithrte zur Bildung unterschiedlicher elektrostatisch stabili-
sierter, intermedidrer Komplexe, von denen manche zur
Bindung im stereospezifischen, stabil gebundenen Komplex
fithrten. Hierbei definieren wir die Diffusionsphase als den
Zeitraum, in dem die beiden bindenden Ketten diffundieren,
bevor sie kurzreichweitige Kontakte ausbilden. Obwohl die
Diffusionsphase meist ziemlich kurz war, zeigten die Simu-
lationen wenig Abhéngigkeit von der Startstruktur des
Peptids. Oft d4nderte das Peptid wéahrend der Diffusionsphase
vollstandig seine Richtung. Wie erwartet, spielten die elek-
trostatischen Wechselwirkungen zwischen den entgegenge-
setzt geladenen Resten beider Proteine eine entscheidende
Rolle. Sie leiten und beschleunigen die Diffusion zur Bildung
eines nichtspezifischen Komplexes, der durch Salzbriicken
zwischen den Seitenketten der Argininreste des Peptids und
den negativ geladenen Resten der Domine (RT- und n-sCr-
Schleifen sowie D142) stabilisiert wird. In Kontrollsimula-
tionen bildete ein mutiertes Peptid mit zwei R — A-Austau-
schen keine stabilen Kontakte innerhalb von 20 ns (siche die
Hintergrundinformationen).

Experimente zeigten, dass die elektrostatisch beschleu-
nigte Assoziation von Proteinen sehr schnell abliuft.") Ins-
besondere erhoht die elektrostatische Beschleunigung die
Assoziationsgeschwindigkeit (k,,) und damit die Bindungs-
konstante, ohne jedoch die Dissozationsgeschwindigkeit (k)
zu beeinflussen.” Solch eine beschleunigte Diffusion kann
wichtig fiir Protein-Protein-Assoziationsprozesse sein, in
denen Diffusionsphinomene dominierend sind."”) Das Vor-
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liegen vieler negativ geladener Reste auf der Oberfldche der
Domine erzeugt daher ein Ensemble an transienten Kom-
plexen sowie Bindungsprozesse entlang von mehreren
Pfaden. Diese Beobachtungen stimmen mit dem Bild von
Begegnungskomplexen iiberein, das sich aus experimentellen
Daten herauskristallisiert.'¥ Die elektrostatische Beschaf-
fenheit der Zwischenzusténde bei der Protein-Protein-Asso-
ziation wurde zuvor bereits in zyklischen Doppelmutanten-
experimenten beschrieben.’”) Dariiber hinaus wurde mit
NMR-PRE-Experimenten ein Zusammenhang zwischen der
rdumlichen Verteilung der unspezifischen Begegnungskom-
plexe und den Isoflichen des elektrostatischen Potentials
beobachtet.”! Der Besetzungsgrad der unspezifischen Be-
gegnungskomplexe wurde durch die Ionenstirke deutlich
stiarker beeinflusst als die Besetzung des stereospezifischen
Komplexes, was den Einfluss elektrostatischer Wechselwir-
kungen auf die Bildung des Ensembles von unspezifischen
Begegnungskomplexen hervorhebt.'""! Diejenigen Salzbrii-
cken in den transienten Begegnungskomplexen, die zum
stereospezifischen Komplex fithrten, waren nah benachbart
oder gehorten sogar zu den Kontakten des endgiiltigen
Komplexes. Somit standen diesen Begegnungskomplexen
weniger Freiheitsgrade offen, wodurch sich eine ,,verringerte
Dimensionalitit” fiir die Suche nach dem endgiiltigen, ste-
reospezifischen Komplex ergibt.”! Der Einfluss der elektro-
statischen Wechselwirkungen wéhrend der Diffusion und
Stabilisierung der transienten Begegnungskomplexe erklért
die Bedeutung der geladenen Reste in den Bindungsmotiven
fiir SH3-Doménen. Die positiv geladenen Reste in den Bin-
dungsmotiven (R, K) sind fiir die Bindung entscheidend — die
Konsensussequenz (PxxPxR/K) fiir Motive der Klasse IT und
(R/KxxPxxP) fiir Motive der Klasse L."-*

Der genaue Verlauf des Ubergangs von den transienten
Komplexen zum spezifischen Komplex, der die Entfernung
von Losungsmittel und das Docking der Schnittstellen um-
fasst, war weiterhin unbekannt. Um die mogliche Rolle von
Entnetzungsphdnomenen an hydrophoben Schnittstellen im
Vorfeld des Bindungsprozesses zu untersuchen, berechneten
wir daher fiir sechs Schnappschiisse aus der transienten Phase
derjenigen Simulation, die nahe zur Kristallstruktur fiihrte,
die Wasserdichte im Zwischenraum zwischen den beiden
Molekiilen. Interessanterweise fand sich dort eine stark ver-
ringerte Wasserdichte (sieche die Hintergrundinformationen),
was ein deutlicher Hinweis auf eine teilweise Entnetzung der
Schnittstellen vor der Bindung ist. Um die Abstandsabhin-
gigkeit dieses Effekts zu beschreiben, fithrten wir 10 weitere
dhnliche Simulationen durch. Hierbei wurde das Peptid be-
ziiglich der Kristallstruktur um 2.5-9.0 A entlang der Ver-
bindungsgerade der Massenzentren des Peptids und der
Doméne verschoben (Abbildung 3) und jeweils durch har-
monische Zwangsbedingungen festgehalten. Zum Vergleich
fithrten wir auch zwei Simulationen fiir das Peptid allein (und
fiir die Domaéne allein) durch und berechneten die Wasser-
dichte in dem virtuellen Zwischenraum mit gleicher Form und
Volumen wie im Komplex. Bereits die hydrophoben Taschen
der Doméne und der Bereich um die PP-1I-Helix des Peptids
herum wiesen eine verringerte Wasserdichte an den hydro-
phoben Oberflachen auf. Deutlich ausgeprédgter war dieser
Effekt allerdings in den Komplexen: Fiir alle Komplexe mit
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Abbildung 3. Wasserdichte im hydrophoben Zwischenraum an der
Schnittstelle mit dem Peptid in festen Abstanden. a) Wasserdichte im
Zwischenraum fur das freie Peptid, b) fiir die freie Domine, c) fiir den
Komplex. Die Wasserdichte wurde jeweils iiber die letzten 1.7 ns jeder
2 ns langen MD-Simulation bei festgehaltenen Abstinden gemittelt.
Die Volumina des Zwischenraums fur das freie Peptid und die freie
Domine wurden durch Uberlagerung des entsprechenden Teils aus
der Simulation des Komplexes auf alle Schnappschiisse des Protein-
Wasser-Systems definiert. d) Darstellung des definierten Zwischen-
raums zwischen der PPII-Helix und der hydrophoben Tasche der
Domine bei einem Abstand der Schnittstellen von 4 A,

weniger als 5 A Abstand zwischen den Schnittstellen wurde
eine signifikante Entnetzung beobachtet. Neue Arbeiten
haben zu unserem Verstindnis des hydrophoben Effekts
beigetragen, der einen groBen Einfluss auf die Faltung und
Stabilisierung von Biomolekiilen hat."??l Beispielsweise
wiesen Lum et al.? in Simulationen nach, dass sich um grofe
hydrophobe Oberflichen dampfihnliche Schichten bilden.
Mithilfe von MD-Simulation fiir die Proteinfaltung charak-
terisierten Zhou et al.”” ebenfalls eine Abstandsabhingigkeit
der Entnetzungseffekte. In unserem Fall zeigten Kontrollsi-
mulationen (siche die Hintergrundinformationen), dass die
teilweise Entnetzung den Kollaps des Peptids in die Bin-
dungstasche beschleunigt. Dies deutet darauf hin, dass Ent-
netzungsprozesse, die im Anschluss an die Verringerung der
Dimensionalitidt im transienten Zustand auftreten, die Suche
nach dem endgiiltigen, spezifischen Komplex steuern konnen.
Mithilfe dieser neuen Erkenntnisse konnen wir nun erkliren,
weshalb transiente Komplexe in der Nihe des endgiiltigen
Komplexes so schnell konvergieren, dass sie kurzlebig sind
und einen geringen Besetzungsgrad haben.

Am Ende miissen wir uns die Frage stellen, wie wichtig
dieses Modell fiir das allgemeine Verstdndnis der Protein-
Protein-Erkennung ist. Zunéchst einmal kommen grofle
aromatische Taschen in vielen Prolinerkennungsdoménen
vor. Einserseits machen hydrophobe Aminosédurereste iibli-
cherweise 30-50% von Protein-Protein-Schnittstellen
aus,*?! andererseits ist das Vorliegen von Salzbriicken an
solchen Schnittstellen ebenfalls ein allgemeines Kennzeichen,
da im Mittel zwei Ionenpaare pro Schnittstelle beschrieben
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Abbildung 4. Der Mechanismus des Bindungsprozesses. Die positiv und negativ geladenen
Reste sind blau bzw. rot, die hydrophoben Schnittstellen sind grau wiedergegeben. Die Entnet-
zung der hydrophoben Schnittstellen des Peptids und der SH3-Domine ist durch weifde Wolken

um die Schnittstellen angedeutet.

wurden.”" Daher ist gut denkbar, dass der Mechanismus, der
hier die Assoziation der N-terminalen C-CRK-SH3-Doméne
und ihres Peptidbindungsmotivs steuert, ebenfalls auf viele
andere Proteinpaare anwendbar ist.

Eine wichtige Erkenntnis aus den Simulationen ist das
Zusammenwirken der die Bindung treibenden Krifte (Ab-
bildung 4). Die langreichweitigen elektrostatischen Effekte
spielen die Hauptrolle wiahrend der Diffusion und stabilisie-
ren die transienten Komplexe, die durch die geladenen Be-
standteile der Schnittstellen zusammengehalten werden. Bei
kleinen Abstidnden kann die teilweise Entnetzung dann ver-
starkt dafiir sorgen, dass der hydrophobe Teil der Schnitt-
stellen kollabiert und das System zum endgiiltigen spezifi-
schen Komplex konvergiert. Dieses Modell illustriert, wie
einfach ein vermeintlich komplexer Prozess wie die Protein-
erkennung sein kann.

Rechenmethoden

Die Startstruktur der Simulation wurde aus der Kristallstruktur eines
Komplexes der N-terminalen C-CRK-SH3-Doméne mit einer PRM
entnommen (PDB 1ckb).'"” Ausgehend von verschiedenen unge-
bundenen Konformationen mit Mindestabstinden von 13-20 A
wurden dreizehn unabhéngige atomistische Molekiildynamiksimula-
tionen ohne Zwangsbedingungen in expliziter Losungsmittelumge-
bung mit dem GROMACS-Simulationsprogramm*”! iiber 50-150 ns
berechnet. Die gesamte Linge der Simulationen betrug 0.85 ps
(Details finden sich in den Hintergrundinformationen). Die inter-
molekularen Zwischenrdume wurden mit dem Programm SURF-
NET? bestimmt.
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