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TRANSIENT COMPLEXES OF HAEM PROTEINS

Cellular functions are mediated by a staggering variety of protein interactions. In
fact, the dissociation constants of protein-protein complexes span a range of twelve orders
of magnitude. At one extreme of this continuum are static complexes — characterized by
tight binding, long life-times, and high specificity — like those formed between antigens and
antibodies or enzymes and inhibitors. At the other end of the protein interactions’ scale are
weak, short-lived complexes formed by the proteins that recognize multiple partners. As a
rule, transient complexes orchestrate biochemical transmission processes that require high
turn-over rates, such as those taking place in electron transfer (ET) chains or signal-
transduction cascades.

In order to understand what structural features determine the transient nature of a
protein complex, we have studied two short-lived complexes of haem proteins involved in
the biomolecular ET. Using nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy as the main
tool, not only were we able to perform a thorough structural characterization of those
complexes, but also to assess the role of dynamics — yet another salient feature of transient
interactions — in the process of protein complex formation.

The interaction of bovine cytochrome b5 (Cyt bs) with yeast cytochrome ¢ (Cyt ¢)
has been investigated by heteronuclear NMR spectroscopy. Chemical shift perturbations for
'H and "N nuclei of both cytochromes, arising from the interactions with the respective
unlabelled partner protein, have been used to map the interacting surfaces on both proteins.
Protein — protein docking simulations, performed for the binary Cyt b5 — Cyt ¢ and ternary
Cyt bs — (Cyt ¢), complexes, have demonstrated that Cyt ¢ uses a confined surface patch for
interaction with a much more extensive surface area of Cyt bs. The experimental data are
best interpreted by the presence of a dynamic ensemble of protein — proteins orientations
within the complex rather than a single, well-defined structure.

The physiological complex of Cyt ¢ and yeast cytochrome ¢ peroxidase (CcP) is a
paradigm for the biological ET. In order to resolve a long-standing debate whether the
crystal structure of this complex represents the dominant form in solution, we have solved
its solution structure using paramagnetic relaxation enhancement (PRE) NMR

spectroscopy. We show that the solution structure is very similar to that observed in the
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crystal. In addition, the observed paramagnetic effects were used to delineate the
conformational space sampled by the protein molecules during the dynamic part of the
interaction. Our findings corroborate the dynamic behaviour of this complex and offer an
insight into the mechanism of the protein complex formation in solution.

Using site-directed mutagenesis in combination with NMR spectroscopy and
isothermal titration calorimetry, we were able to appraise the molecular determinants of
both the specificity and the affinity in Cyt ¢ — CcP complex. Thus, we have found that a
single residue of yeast Cyt ¢, R13, controls the specificity of the interaction between Cyt ¢
and CcP, while only moderately affecting the affinity. Our results suggest that, while the
solution structure of the dominant form of R13A Cyt ¢ — CcP complex is the same as that of
the wild-type (wt) complex, the proteins occupy the well-defined, single-orientation form
for ~ 25 % of the lifetime of the complex, with the rest of the time spent in the dynamic
encounter state. We propose that R13 stabilizes the complex by a cation-n interaction with
Y39 residue of CcP, which would explain the drastic difference in the binding behaviour of
the wt Cyt ¢ and the charge-conserved R13K variant.

Contrary to our expectations, mutation of yet another Cyt ¢ residue, TI12A,
enhances the binding by an order of magnitude, with the favourable enthalpy term
responsible for the additional stabilization. At the same time, the solution structure of the
dominant form of T12A Cyt ¢ — CcP complex is the same as that of the wt complex, and —
as evidenced by both chemical shift perturbation and PRE analyses — the mutation has very
little influence on the protein dynamics within the complex. Thus, our results suggest that
T12A mutation of Cyt ¢ increases the binding affinity of Cyt ¢ — CcP complex without
affecting the specificity of the interaction. We argue that the affinity increase is mediated
by ordering of water molecules at the interface.

As illustrated by the disagreement between the theoretical models for Cyt ¢ — Cyt
bs or Cyt ¢ — CcP with the experimental data presented in this work, consideration of
intermolecular electrostatic forces alone is not enough for the correct prediction of the
binding geometry in transient protein-protein complexes. Therefore, additional factors —
such as the proposed intermolecular cation-r interaction or interfacial water reorganization
in case of Cyt ¢ — CcP complex — must contribute to the specificity and affinity of the

protein association.
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Samenvatting

KORTLEVENDE COMPLEXEN VAN HAEM EIWITTEN

Cellulaire functies worden beinvloed door zeer uiteenlopende eiwit-interacties. De
dissociatieconstanten van eiwitcomplexen omvatten twaalf orden van grootte. Aan de ene
kant van dit spectrum zien we statische complexen — met een karakteristieke sterke binding,
lange levensduur en een duidelijke specificiteit. Voorbeelden zijn complexen van antigenen
en antilichamen of van enzymen en inhibitoren. Aan het andere uiteinde vinden we zwakke,
kortlevende complexen, die gevormd worden door eiwitten met een scala van partners. Zeer
vaak reguleren kortlevende complexen biochemische doorgifteprocessen met een hoge
omzettingssnelheid, zoals die zich afspelen in elektrontransport (ET)-ketens of cascades
voor signaaloverdracht.

Om te begrijpen welke structurele eigenschappen bepalend zijn voor de korte
levensduur van een eiwitcomplex hebben we onze aandacht gericht op twee kortlevende
complexen van haem-eiwitten die een functie hebben in het biomoleculaire ET. De
voornaamste experimentele methode was spectroscopie van kernspinresonantie (NMR),
waarmee niet alleen de structuren van de complexen gekarakteriseerd konden worden, maar
ook de rol van dynamiek in de vorming van eiwitcomplexen bepaald kon worden,
kenmerkend als die is voor kort levende interacties.

Met behulp van heteronucleaire NMR spectroscopie is onderzoek gedaan aan de
interactie van runder-cytochroom bs (Cyt bs) met het gist-cytochroom ¢ (Cyt c¢).
Verstoringen van de chemische verschuivingen van 'H en "N kernen van de twee
cytochromen, die voortkwamen uit de interacties met het partner-eiwit zijn gebruikt voor
het in kaart brengen van de contactoppervlakken op beide eciwitten. Eiwit-eiwit
bindingssimulaties, die uitgevoerd zijn op het binaire Cyt bs-Cyt ¢ en het ternaire Cyt bs-
(Cyt ¢), complex, hebben aangetoond dat Cyt ¢ slechts een beperkt stukje oppervlak
gebruikt voor interactie met een veel groter stuk van het oppervlak van Cyt bs. De
resultaten van de proeven leiden tot het inzicht dat er binnen het complex een dynamische
verzameling van eiwit-eiwit oriéntaties aanwezig is, en niet één eenvoudige en duidelijk

begrensde structuur.
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Het fysiologische complex van Cyt ¢ en gist-cytochroom ¢ peroxidase (CcP) is een
paradigma van de biologische ET. Er heerst al lange tijd twijfel of de kristalstructuur van
dit complex overeenkomt met de dominante vorm in oplossing. Om dit te bepalen hebben
wij de oplossingsstructuur bepaald met paramagnetische relaxatie-versnelling (PRE) NMR
spectroscopie. Wij hebben aangetoond dat de structuur in oplossing sterk overeenkomt met
de kristalstructuur. Verder hebben we de waargenomen paramagnetische verschijnselen
gebruikt ter afbakening van de conformationele ruimte die de eiwitmoleculen innemen
tijdens het dynamische deel van de interactie. Onze bevindingen bevestigen het dynamische
gedrag van dit complex en geven inzicht in het mechanisme van de vorming van het
eiwitcomplex in een oplossing.

Met behulp van gerichte mutagenese in combinatie met NMR spectroscopie en
isothermische titratie calorimetrie konden we vaststellen welke moleculaire factoren
bepalend zijn voor de specificiteit en de affiniteit in het Cyt ¢ - CcP complex. Zo hebben
we geconstateerd dat een enkel aminozuur-residu van gist Cyt ¢, Argl3, bepalend is voor
de specificiteit van de interactie tussen Cyt ¢ en CcP, met niet meer dan een matige invloed
op de affiniteit. Onze bevindingen geven aan dat de oplossingsstructuur van de dominante
vorm van het complex Argl3Ala Cyt ¢ - CcP weliswaar dezelfde is als die van het wild
type (wt) complex, maar dat de eiwitten de goed gedefinieerde enkele oriéntatie vorm
gedurende ongeveer 25 % van de levensduur van het complex innemen, en de rest van de
tijd in de dynamische encounter staat verkeren. Wij poneren dat Argl3 het complex
stabiliseert door een kation-n interactie met residu Tyr39 van CcP, hetgeen een verklaring
zou vormen voor het drastische verschil in bindingsgedrag van het wt Cyt ¢ en de ladings-
geconserveerde variant Argl3Lys.

In tegenstelling tot onze verwachting wordt door mutatie van het Cyt ¢ residu,
Thr12 naar Ala, de bindingsaffiniteit een orde van grootte versterkt, waarbij de gunstige
enthalpieterm zorgt voor de toegenomen stabiliteit. Bovendien is de oplossingsstructuur van
het Thr12Ala Cyt ¢ - CcP complex gelijk aan die van het wt complex en blijkt uit de
analyses van verstoringen van de chemische verschuivingen en PRE’s dat de mutatie een
zeer geringe invloed heeft op de eiwitdynamiek binnen het complex. Onze bevindingen
wijzen erop dat de Thr12Ala mutatie bij Cyt ¢ de bindingsaffiniteit van het Cyt ¢ - CcP

complex verhoogt zonder de specificiteit van de interactie aan te tasten. Wij stellen dat de
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toegenomen affiniteit veroorzaakt wordt door de ordening van watermoleculen in het
raakvlak van de eiwitoppervlakken.

De theoretische modellen van Cyt ¢ - Cyt b5 en Cyt ¢ - CcP zijn duidelijk in strijd
met de experimentele gegevens die dit proefschrift bevat, en daaruit blijkt dat het
analyseren van intermoleculaire elektrostatische krachten opzich onvoldoende is om te
komen tot een juiste voorspelling van de bindingsgeometrie in kortlevende eiwit-eiwit
complexen. Daarom moeten er bijkomende factoren zijn — zoals de hier voorgestelde
intermoleculaire kation-nt interactie of reorganisatie van water op het raakvlak bij het Cyt ¢

- CcP complex — die bijdragen tot de specificiteit en de affiniteit van het eiwitcomplex.
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Kpamxoe Uznoorcenue

KOPOTKO/KUBYIIHUE KOMIIVIEKCHI
I'EM-COJEP/KAIITUX BEJIKOB

[Tupokoe pasHOOOpa3ue B3aMMOACUCTBUA MEKIY OCIKaMU MIPacT BaXXHYIO POJIb
B pabore xieTku. KOHCTaHTHI IUCCOIUAINN HAOIOJaCMBIX OCITKOBBIX KOMITICKCOB JICKAT
B JIMANa30HE BEIUYMHON B JBCHAANATH TMOPSIKOB. Ha OMHOM KOHIIE MIKAJBI HAXOMATCS
CTallMOHAPHBIE KOMIUICKCH (HAIPUMEp, KOMIUIEKCH AHTHTCHOB C AaHTUTEJAMH FUTH
(hepMeHTOB ¢ MHTHOUTOpaMH), VI KOTOPBIX XapaKTEPHO KPEMKOe CBSI3BIBAHUE, OOIBIIOE
BpeMs XH3HH W BBICOKAs CEIEKTHBHOCTh. Ha ApyroMm KoHIlEe IIKajgbl B3aUMOJICHCTBHUIL
HaxOJsTCsl Cladble KOPOTKOXKMBYIIME KOMILIEKCHI, 00pa3yeMble OelIkaMH, CIOCOOHBIMU
CBSI3BIBATHCSl C MHOTOYHCICHHBIMU Oenkamu-napTHépamu. Kak nmpaBuiio, KOpoTKOKUBYIIHE
KOMILIEKCHl KOHTOJHMPYIOT OMOXUMHYECKHE MpPOLIECCHl, TPeOyIoUne BBHICOKUX KOHCTaHT
TpeBpaIIeHus, KaK, HallpUMep, B HEnsaX aieKTpoHHOro mepeHoca (OI1) mimm kackamgax
IpeoOpa30BaHmsl OMOXUMHYIECKUX CHT'HAJIOB.

Juss  ompeneneHMs — XapaKTepHBIX — 4epT,  ONPENEIAIOIUX  IPUPOAY
KOPOTKOKUBYIINX OCITKOBBIX KOMIUIEKCOB, MBI MCCIIEIOBAIH JIBa KOMIUIEKCA MEXIY T'eM-
cofepKalMH OelKaMH, yJacTBYIOIIMMHU B mporeccax JIl. Vcnonp3ys CHeKTpOCKONHIO
SIEPHOTO MAarHuTHOTO pe3oHanca (IMP) B kaduecTBe OCHOBHOTO METOJZld, MBI CMOTJIM HE
TOJBKO OXapaKkTepPHU30BaTh CTPYKTYPY OTHUX KOMIUIEKCOB, HO TaKXe OLEHUTb pOJb
MOJBIDKHOCTH  (em€  OXHOH  BBHIJAIONIEHCS ~ OCOOCHHOCTH  KOPOTPOXKUBYIIHX
B3aNMOZEHCTBHI) B IIpoIiecce KOMIIEKCOOOpa30BaHUsI MEX Ty OeIKaMu.

Me1 uccnenoBanm B3auMoeicTeue Oprdero nutoxpoma 65 (LUt 6s) ¢ AposxKeBBIM
mutoxpomoMm y (Lut y) meromom rereposimepHort SAMP cnekrpockonmu. M3menenus
xumugeckux cauros 'H u "N sjgep 060MX LMTOXPOMOB, BO3HHKAIONINE B Pe3ysbTaTe
B3aUMO/ICHCTBUS Oelika ¢ M30TONHO-HEMEUYEHHBIM MapTHEPOM, ObLIM HCIIOJIb30BaHbBI LIS
ONMCAaHUs  B3aUMOJACHCTBYIOIIMX IOBEpXHOCTeH o0oux OenkoB. KommbrorepHoe
MOJIeNTMpOBaHKe OEKOBOT0 CBsi3biBaHMs B OnHapHbIX (L{ut 65 - Llut ) u Tponunsix (Lut
05 - [Hur y],) xomImekcax moka3ano, 4to L[UT y WCIONB3yeT OrpaHWYCHHBIA Y9acTOK
CBOEHl TIOBEpXHOCTH JUIS B3aMMOJECHUCTBHSA C OOMIMPHOW ITOBEPXHOCTHOW 00IacThIO

LUTOXpOMa 0s. Brienom, skcriepiMeHTaNbHBIE JaHHBIE CKOPEe YKa3bIBAIOT HA MPUCYTCTBHUC
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Ha0Oopa MOABMXHBIX OEITKOBBIX OPHEHTAINH B KOMILJIEKCE, YEM Ha CYIIECTBOBAHUE €TUHOM
4E€TKO OIpeNeICHHON CTPYKTYPHI.

@OU3NONOrNYecKuii KOMIUIEKC IIMTOXpOMa Y M JAPOXOKEBOH LUTOXPOM Y
mepokcuaaszel (Lull) snsercs mapaamrmoit Omonormueckoro I, YUtoOsl paspemmts
JUIUTENBHYI0 JIUCKYCCHUIO OTHOCHTEIBHO TOTO, MPEACTaBIACT JIM KpHCTaJUIMYecKas
CTPYKTypa 3TOTO KOMILIEKCa OCHOBHYIO (opMy obOpazyemyro OelkamMu B pacTBOpPE, MBI
OTIpeNleNWiIN CTPYKTypy OENKOBOTO KOMILJIEKCA B PACTBOpE, HCIONB3YsS SIBICHUE
napamarauTHoro ycwienus penakcauuu (ITYP) B SIMP cnekrpockonuu. Ml moka3zain,
YTO CTPYKTYypa 3TOr0 KOMILIEKCa B PACTBOPE MPAKTHYECKU WACHTUYHA KPUCTATMYECKOH
cTpykType. Kpome Toro, Mbl UCIIOIB30BAIN AKCIICPUMEHTAIBHBIA apaMarHUTHBIN edekT
JUISL OITMCaHMs KOH(OPMAaMOHHOTO MPOCTPAHCTBA, 3aHIMAEMOT0 MOJIEKyJIaMH OEJIKOB BO
BpeMs IUHAMHUYHOW (a3el B3aUMOJCHCTBUA. Pe3ympTaThl dSTOr0  HCCIEIOBAHUS
MIOATBEPKAAIOT MOABIXHOCTE OEIIKOB B 3TOM KOMIUIEKCE M PACIIMPSIOT HAIIE TOHUMAaHHUE
MexaHu3Ma OEeTKOBOT0 KOMILIEKCOOOpa30BaHUs B pacTBOPE.

Hcnone3yst HampaBieHHBIM MyTareHe3 B coueraHuud ¢ SIMP cnekrpockomnueil u
H30TEPMAILHOM THUTPALMOHHOM KaJOpUMETPUEH, MBI CMOIJIM OLEHUTH MOJICKYJISIPHbIC
(axTOpHI, ONpEeIOIIIe CEIEKTHUBHOCTE (TO €CTh BEIOOp MapTHEpPa) U CPOACTBO (TO €CTh
KoHcTaHTy cBsi3biBaHMs) B Llut y - Llull xomrurekce. Tak, Mbl OOHApy>KHIM, YTO OJUH
AMHUHOKHCIIOTHBI  ocTaToKk apoxokeBoro Ilut y (apruamn  13)  KoHTponmpyer
CENIEKTUBHOCTh B3aumoneucTBuss Mexny Lur y m Hull, nume ymepeHHO Biuss Ha
cpoactBo. Hamm pe3ynbTaTsl HOKa3bIBAIOT, YTO CTPYKTYpa Mpeobdiamaromero apruau 13 /
ananuH Iyt y - Hull kommiekca B pacTBope Takas ke, Kak U CTPYKTypa KOMILIEKca
JUKOTO THma. B TO e BpeMs, O€NKH 3aHUMAIOT YETKO OIPENENICHHYI0 €IHHYIO
KoHpurypanuio nuib 25 % BpEeMEHH KH3HHM KOMIUIEKCA, MPOBOAS OCTAIbHOE BpEMs B
MOABM)KHOM HM3KO CEJIEKTUBHOM “BCTpEYHOM” KOMIUIeKce. MBI mpeamnojaraeM, 4ro
apruauH 13 (uT y) crabumusupyeT KOMIUIEKC IMOCPEICTBOM KaTHOH-TIM B3aWMOJCHCTBHS
¢ tupo3uroM 39 (Lull). Takoe MEKMOIEKYIAPHOE B3aNMOACHUCTBIE MOTIIO ObI OOBSICHUTH
3HAYNTEIBbHYIO Pa3HHUILY B CBSA3bIBaHMMU LIUT y quKoro Thmna u apruHuH 13 / TU3uH MyTaHTa
C COXpaHEHUEM 3apsia.

Bonpeku oxugaHuaM, MyTarus emé OJHOTO aMHHOKHCIOTHOTO octaTka Llut y,
TpeoHWH 12 / ajaHWH, YBEJMYMBACT KOCTAHTY CBS3bIBAaHMS Ha OJHUH IOPSIOK.

JomonHuTeNbHAs CTaOMIU3ALU KOMIUIEKCA OCYIIECTBISICTCS 338 CYET YMCHBIICHUS
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SHTAJBIIMK KOMIUTEKcOOOpa3zoBanus. CTpykTypa mnpeoOnanaromeii ¢popmbl TpeonuH 12 /
ananuH Hurt y - Hull koMmekca B pacTBOpe COBNAIAET CO CTPYKTYPOU KOMILIEKCA AUKOTO
tuna. B To xe Bpems, ananu3 [IYP u u3aMeHeHuil XUMHUYECKUX CIBUIOB MOKA3bIBAET, UTO
MyTaIusl OKa3bIBae€T MHUHUMAIIFHOE BIIMSHIE HAa CENIEKTUBHOCTH B3amMOneHCTBHA. Takum
00pa3oM, dKCIIepUMEHTAIbHEIC PE3YIbTAaTH YKA3BIBAIOT HA TO, YTO MyTalnus TpeoHUH 12 /
amannH (L{UT y) yBenmuUMBAET KOHCTAHTY CBSI3BbIBAHUS 0€3 M3MEHEHHS CEJIEKTHBHOCTH
B3aMMOJICHCTBUS. MBI TpeanoiaraeM, 4YTO YBEIWYCHHE CPOJCTBA OCYIIECTBISIETCS
MMOCPE/ICTBOM PEOPTaHHU3aIUU MOJICKYJI BOJIBI HA TIOBEPXHOCTH KOHTAKTa MEXy OCITKaMHU.
Kaxk nmoxa3zbiBaeT pacxoxaeHue Teopetudeckux moaeneit Lut 65 - Hut y u Hut y -
Hull xKOMIUIEKCOB C ASKCHEPUMCHTANBHBIMHA JAaHHBIMH, IPEICTABICHHBIMH B JIaHHOU
paboTe, pacCMOTPEHHE OJHUX SJICKTPOCTATHUCCKUX MEKMOIICKYIISIPHBIX B3aMMOICHCTBHIMA
HEJAOCTATOYHO M KOPPEKTHOTO OIFCAaHUS TEOMETPHH CBBI3BIBAHHA OCIKOB B
KOPOTKOKUBYIINX KOMIUTEKcaX. Takum oOpa3oM, MOMOTHUTEIbHEIE (PaKTOPHI (Hampumep,
IPEIOKEHHOE KaTHOH-IIM B3aUMOCHCTBHE WM PEOpraHM3alys BOJBI Ha KOHTAKTHOM
noBepxHocTH B ciydae L{ut y - Hull xomrekca) momKHBI BIUATH Ha CENEKTUBHOCTH U

CpOACTBO B MpoIccce KOMHJ’ICKCOO6paSOBaHI/IH MCKIY OenKamu.
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