Biophysik

Kraftspektroskopie

von einzelnen Biomolekiilen

Biologische Makromolekiile besser begreifen - mit Einzelmolekiil-Kraftmessungen

und Computersimulationen

Matthias Rief und Helmut Grubmiiller

Praktisch alle Stoffwechselvorginge im Korper
werden durch hochspezialisierte Proteine be-
wirkt oder gesteuert - man kann sie mit gutem
Recht als die biochemischen ,,Nano-Maschinen“
der Zelle bezeichnen. Jiingste Fortschritte,
besonders bei Einzelmolekiilexperimenten und
deren Simulation mithilfe von Hochleistungs-
computern, erlauben es, einigen dieser ,,Nano-
Maschinen“ bei der Arbeit zuzusehen. Dabei
treten erstaunliche Mechanismen zutage: Man
beobachtet z. B. fein abgestimmte Bewegungen
der Bindungstasche eines Rezeptor-Proteins bei
der Erkennung eines Ligandenmolekiils oder
die Entfaltung von Titin, das als molekularer
StoRBabsorber Muskelzellen schiitzt. Gegenwir-
tig sind wir aber auBerstande, solche Prizisi-
onsfeinmechaniken zu konstruieren - wir be-
ginnen gerade, deren Mechanismen zu verste-
hen und die Eigenschaften ihrer Funktion zu
berechnen und vorherzusagen.

teme ist die Selbstorganisation. Die Vielzahl an

spezifischen, modulierbaren Wechselwirkungen
der Biomolekiile untereinander erlaubt die Bildung von
komplexen Systemen wie Zellen und ganzen Organis-
men. Allein die rdumliche Struktur der Molekiile fiir
sich, also die Faltung der Proteine oder auch die Struk-
tur der DNA, ist schon ein beeindruckendes Beispiel
der Selbstorganisation. Uber 13000 aufgeklirte Prote-
instrukturen belegen eindrucksvoll deren komplexe
und gleichzeitig hochgeordnete rdumliche Organisation
(siehe Infokasten , Proteinstruktur®). Fiir ein Verstdnd-
nis solcher Selbstorganisationsprozesse auf molekula-
rer Ebene muss man herausfinden, auf welche Weise
die beteiligten interatomaren Wechselwirkungen, wie
Wasserstoffbriicken, Kréfte zwischen Partialladungen,
chemische Bindungskrifte, van der Waals-Wechselwir-
kungen etc., letztendlich zu einer Struktur fiihren. Ex-
perimentelle Information iiber die daraus resultierende
sehr komplexe Potentiallandschaft ist rar.

Schon seit langer Zeit kann man die Bindungs- oder
Faltungsenergie der beteiligten Wechselwirkungen mes-
sen. Sie lassen sich z. B. mithilfe der Kalorimetrie als
Durchschnittswerte in groen Ensembles bestimmen.
Solche Experimente liefern jedoch keine Information
iiber die Details der Potentiallandschaften, die die
rdumliche Struktur der Biomolekiile bestimmen. Erst

I E ine hervorstechende Eigenschaft biologischer Sys-
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Abb. 1:

Mit dem Rasterkraftmikroskop ist es moglich, einzelne Mo-
lekiile kontrolliert zu belasten und die dabei auftretenden Krif-
te zu messen. Dazu werden Liganden (gelb) bzw. Rezeptoren
(rot) iiber Linkermolekiile (magenta) an Mikroskopspitze (grau)
bzw. Oberfliche (griin) geheftet. Im Experiment (links) wie
auch in der Computersimulation (rechts) wird der Ligand einer
anwachsenden Zugkraft unterworfen und die Kraft am Abreif3-
punkt bestimmt.

die Entwicklung der Rastersondentechniken erlaubt es,
Kréfte, die die Struktur von Biomolekiilen stabilisieren,
direkt am einzelnen Molekiil zu messen und daraus
Aussagen iiber dessen Potentiallandschaft zu gewin-
nen. Im Folgenden wollen wir anhand von Beispielen
zeigen, wie dies in Kombination von Experiment und
Theorie moglich ist.

Kraftspektroskopie

Wie kann man nun einzelne Molekiile an ihren En-
den einspannen, sie kontrolliert belasten und die dabei
wirkenden Krifte messen? Mit der Erfindung des Ras-
tertunnelmikroskops durch Gerd Binnig und Heinrich
Rohrer im Jahre 1982 und spéter des Rasterkraftmikro-
skops durch Binnig, Gerber und Quate haben wir
Werkzeuge zur Hand, mit denen genau dies méglich
ist. Obwohl diese Techniken anfanglich zum Abbilden
von Oberfldchen mit atomarer Auflosung entwickelt
worden waren, wurden sie auch bald als Instrumente
zur Manipulation von Atomen und Molekiilen verwen-
det. So kann man die mikroskopisch kleine Blattfeder
eines Kraftmikroskops als Pikonewton-Kraftmessgerét
verwenden (Abb. 1). Uber piezoelektrische Stellele-
mente lisst sich die Feder auf Angstrém genau positio-
nieren. Die Federauslenkung, als MaR fiir die wirkende
Kraft, wird iiber einen einfachen Lichtzeiger mit eben-
so hoher Prézision gemessen.
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Die Spitze einer Kraftmikroskopnadel hat einen
Kriimmungsradius von ungefdhr 10 nm. Biopolymere
besitzen ebenfalls eine typische GréRe von einigen
Nanometern. Damit ist sichergestellt, dass selbst aus
einer dicht belegten Oberfldche genau eines oder einige
wenige Molekiile ausgew#hlt werden konnen, an denen
sich dann gezielt mechanische Experimente durch-
fiihren lassen. Dieses Messprinzip soll zundchst am
Beispiel der molekularen Erkennung verdeutlicht
werden.

Molekulare Erkennung
Die spezifische Bindung eines
Ligandenmolekiils (,,Schliissel“) an
ein Rezeptor-Protein (,,Schloss®) ist
ein wesentliches Funktionsprinzip
f bei molekularen Erkennungsvor-
géngen im menschlichen Korper. So
spiirt das Immunsystem feindliche
Eindringlinge dadurch auf, dass es
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Abb. 2:

Verteilung der am Avidin/Biotin-Kom-

plex gemessenen Abreilkrifte. Die Pfeile
zeigen deren beobachtete Quantisierung,
die aus dem gleichzeitigen Abreilen von
einem, zwei, usw. Bindungspaaren resul-

tiert.
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Antikorper produziert, die ganz
speziell an Strukturen auf der
Oberflache der Fremdmolekiile bin-
den. Auch zur Kommunikation von
Nervenzellen miissen Neurotrans-
mitter an den ihnen zugeordneten
Rezeptoren am Ionenkanal ando-
cken und ihn so steuern. Nur durch
eine hochspezifische Bindung ist si-
chergestellt, dass in einer verwirrenden Vielfalt von
Botenstoffen im menschlichen Koérper jeder sein ihm
zugeordnetes Ziel findet. Ein natiirliches MaR dafiir,
wie gut die Molekiile aneinander haften, ist die Kraft,
mit der sie aneinander festhalten. Ein Zelladh&sions-
molekiil beispielsweise erfiillt seine Aufgabe sicher
dann besonders gut, wenn es sehr stark an seinem Ge-
genpart festhilt. Eine hohe Bindungskraft wire somit
wiinschenswert. Viele Krankheiten sind auf Fehlfunk-

Proteinstruktur

Proteine sind komplex gefal-
tete Polymere mit der Sum-
menformel H(NH-HCR-
CO),-OH, die aus den 20
natiirlich vorkommenden
Aminosduren aufgebaut sind;
,R“ steht dabei fiir einen der
20 Aminosaurereste. Die Ab-
folge (Sequenz) dieser Reste
entlang der Polypeptidkette
(,Primarstruktur) ist gene-
tisch festgelegt und bestimmt
die Art, die rdumliche Struk-
tur (,Tertidrstruktur®) und
die Funktion des jeweiligen
Proteins.

Im Unterschied zu den
meisten anderen Polymeren
ist die Position jedes einzel-
nen Atoms eines Proteinmo-
lekiils genau definiert - teil-
weise bis auf Bruchteile eines
Angstroms - und lasst sich
etwa durch Rontgenbeugung
an Proteinkristallen ebenso
genau bestimmen.

Abb. a) zeigt das relativ
kleine Protein Bovine Pan-
creatic Trypsin Inhibitor
(BPTI), das aus 58 Ami-
nosduren besteht und bei Be-

darf das Verdauungsenzym
Trypsin blockieren kann.
Abgesehen von unpolaren
Wasserstoffatomen sind alle
568 Atome des Molekiils als
Kugeln mit ihrem van der
Waals-Radius dargestellt:
Kohlenstoffatome grau, Sau-
erstoffatome rot, Stickstoff-
atome blau, polare Wasser-
stoffatome weill und Schwe-
felatome gelb.
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tionen solcher molekularen Erkennungsprozesse
zurilickzufiihren. Ein detailliertes Verstdndnis des mole-
kularen Bindungsprozesses konnte zusammen mit
Messungen der Bindungskraft dazu beitragen, maRge-
schneiderte Medikamente zu entwickeln, die mit hoher
Effizienz dort binden, wo sie benotigt werden.

Messung von Abreillkriften

Ernst-Ludwig Florin, Vincent Moy und Hermann
Gaub ist es erstmals gelungen, die Bindungskréfte ein-
zelner Molekiile zu messen. Als Modellsystem haben
sie Biotin und Streptavidin gewéhlt [2], zwei Biomo-
lekiile, deren Struktur bis ins Detail aufgeklért ist und
von denen bekannt ist, dass sie eine hohe Bindungs-
energie und -spezifitdt besitzen.

Wie in Abb. 1, links, gezeigt, wurden im Experiment
einzelne Biotinmolekiile (gelb) iiber chemische Linker-
molekiile (magenta) kovalent an die Kraftmikroskop-
spitze (grau) gebunden. In gleicher Weise wurde eine
Oberfldche (griin) mit Streptavidin-Molekiilen (rot)
ybestiickt. Dann wurde die Kraftmikroskopspitze mit
der Oberfldche in Kontakt gebracht, sodass sich einige
Streptavidin/Biotin-Komplexe bildeten, anschliefend
zuriickgezogen und die AbreiBkraft gemessen. Wenn
man dieses Experiment viele hundert Male wiederholt,
ergibt sich eine Verteilung der Bindungskréfte, die eine
Quantisierung erkennen ldsst (Abb. 2). Die Maxima im
Krafthistogramm (Pfeile) entsprechen der Bindungs-
kraft von einem, zwei, usw. Bindungspaaren, im vorlie-
genden Fall ca. 160 pN pro Bindungspaar.

Dieses Experiment demonstrierte zum ersten Mal,
dass es in der Tat moglich ist, Bindungskréfte zwischen
einzelnen Ligand-Rezeptor-Molekiilen zu messen.
Auch konnte gezeigt werden, dass die effektive Lange
der Ligand-Rezeptor-Bindung ca. 5 A betrigt - deutlich
langer als die Bindungslénge einer einzelnen Wasser-
stoffbriicke oder einer van der Waals-Wechselwirkung.

Proteins tragt sechs Atome
-CO-HC,~-NH- zum Prote-
inriickgrat bei. Vom sog. C,
zweigt jeweils eine der 20
verschiedenen Seitengruppen
ab; etwa die rechts oben er-
kennbare eines Arginins.
Zur iibersichtlicheren Dar-
stellung der , Architektur®
des Proteins wird oft - auch
in diesem Artikel - eine ver-
einfachende ,Banderdarstel-
lung“ (d) gewahlt, die ledig-
lich den Verlauf des Protein-
riickgrats zeigt und auf die
Darstellung der Seitengrup-
pen ganz verzichtet. Zusétz-
lich werden die beiden
h&ufigsten lokalen Struk-
turmotive (,Sekundarstruk-
turelemente“) der Peptidket-
te, Helices (rot/orange) und
Faltbldtter (griin/cyan),
durch Schraubenlinien bzw.
Pfeile symbolisiert. Allen vier
Darstellungsformen liegt im-
mer ein atomar aufgeldstes
Strukturmodell zugrunde.

Die Abb. b) und c) zeigen
das gleiche Protein so, dass
dessen chemische Struktur
besser erkennbar ist. Zusétz-
lich wurde der raumliche
Verlauf der Peptidkette her-
vorgehoben, indem das sog.
Proteinriickgrat in einem
kontinuierlichen Ubergang
eingefdrbt ist: von rot {iber
gelb, griin nach blau. Jede
der 58 Aminoséuren des



Dies war ein direkter Hinweis darauf, dass die gemes-
sene Bindungskraft aus dem Zusammenwirken mehre-
rer solcher Wechselwirkungen resultiert.

Ligand-Rezeptor-Trennung im Computer

Wie der Vorgang der Bindungstrennung nun genau,
d. h. in atomarem Detail abléuft, folgt nicht unmittel-
bar aus den Messungen. Wir haben daher die relevan-
ten Teile des Experiments im Computer Atom fiir Atom
nachgebildet und simuliert [3]. Dabei wurde die
dullerst rechenintensive, aber recht genaue Methode
der Molekulardynamik-Simulation eingesetzt (Info-
kasten ,,Molekulardynamik-Simulation®), die alle inter-
atomaren Kréfte beriicksichtigt und daraus die Bewe-
gung eines jeden einzelnen Atoms durch numerische
Integration der
Newtonschen Bewegungsgleichungen berechnet.

Zusiétzlich zu den interatomaren Kréften mussten
wir auch die Zugkraft modellieren, die durch das
Zurlickziehen der Kraftmikroskopspitze auf den Ligan-
den ausgeiibt wird (Abb. 1, rechts). Dies wurde erreicht
durch ein harmonisches Potential (im Bild symbolisiert
durch eine Feder), das in Ziehrichtung (hier nach
oben) genau auf dasjenige Atom des Ligandenmolekiils
(gelb) wirkt, das im Experiment kovalent an das Lin-
ker-Polymer gebunden ist. Wie auch die Kraftmikro-
skopspitze im Experiment wurde dieses Potential in
der Simulation gleichférmig nach oben verschoben,
wihrend der Schwerpunkt des Rezeptorproteins (rot)
fixiert wurde.

Wie in der Serie von drei Schnappschiissen zu er-
kennen ist, liegt das Biotinmolekiil zu Beginn der Si-
mulation (links) in der sog. Bindungstasche des Rezep-
tors, in der es durch zahlreiche interatomare Krafte
(liberwiegend van der Waals-Kontakte und Wasser-
stoffbriickenbindungen) fixiert wird. Ubersteigt die
auf das Biotin so ausgeiibte Zugkraft die Summe dieser
Krifte, so beginnt sich das Biotin vom Streptavidin
schrittweise zu l6sen (mittleres Bild). Die dafiir aufzu-
wendende Kraft ldsst sich aus der Ausdehnung der
,Feder” zu diesem Zeitpunkt ablesen. Ist der Komplex
getrennt (rechtes Bild), kann das Biotin dem Zug fol-
gen, und die Zugkraft nimmt wieder ab. Die wédhrend
dieses Prozesses maximale aufgewendete Kraft stimmt
sehr gut mit der gemessenen Abreiflkraft iiberein, so-
dass wir jetzt ein mikroskopisches Modell des, wie sich
zeigt, recht komplexen Reaktionswegs der Trennung
von Streptavidin/Biotin zur Verfiigung haben. Ein sol-
ches Modell ermdéglicht es z. B., Mutanten vorzuschla-
gen, welche die Bindungseigenschaften und -kréfte ge-
zielt verdndern, und diese dann auch zu testen.

Elastizitdat von Zuckerpolymeren

Sind wir in den vorangegangenen Abschnitten auf
die Bindungskrafte zwischen Molekiilen eingegangen,
so wollen wir jetzt zeigen, dass die Einzelmolekiil-
Kraftspektroskopie auch Informationen iiber intramo-
lekulare Krafte liefern kann: Welche molekularen Kraf-
te beeinflussen die mechanischen Eigenschaften einzel-
ner Polymermolekiile? Wodurch ist die Stabilitdt von
Proteinen bestimmt? Am Beispiel der Elastizitédt von
Zuckerpolymeren (Polysaccharide) wollen wir das
Wechselspiel zwischen Kraftmikroskopie-Experiment
und -Simulation illustrieren.

Polysaccharide spielen als Strukturelemente in
Pflanzen (z. B. Holz) eine wichtige Rolle; ein groRer
Teil der Biomasse der Erde besteht aus Polysacchari-
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den. Polysaccharide sind aus vielen Glucose-Unterein-
heiten aufgebaut, die miteinander verkettet sind (vgl.
Abb. 4, links). Sie unterscheiden sich durch die Art der
Verkettung: Beim Dextran (oben) ist das eine Glucose-
monomer mit seinem seitlich am Glucosering ange-
brachten C;-Kohlenstoffatom iiber ein Sauerstoffatom
mit dem Cg-Atom des anderen Monomers verbunden;
bei Amylose (Mitte) und Zellulose (unten) fiihrt die
Verkniipfung stattdessen zum C,-Atom.

Im Experiment sind die Dextranstridnge auf einer
Goldunterlage verankert und mit Rezeptormolekiilen
versehen, die spezifisch an die Liganden binden, mit
denen die Spitze belegt ist (Abb. 3) [4]. Im Gegensatz
zur erzwungenen Ligand-Rezeptor-Trennung interes-
siert hier nicht eine Abreilkraft, sondern die elasti-
schen Eigenschaften des Polymers, also dessen Deh-
nung als Funktion der angelegten Kraft.

Abbildung 4, rechts, zeigt drei gemessene Kraft-Deh-
nungskurven (rot) fiir die betrachteten Polysaccharide.
Die Kraft-Dehnungskurven von Dextran und Amylose
zeigen alle ein dhnliches Muster. Bei niedrigen Kréften
ist die Elastizitdt von entropischen Kréften bestimmt:
Allein die Einschrankung der Zahl der moglichen
Konformationen des Polymerriickgrats aufgrund der
Streckung fiihrt zu einer Riickstellkraft, selbst wenn
keine elastischen Elemente in der Kette sind. Entropi-
sche Krifte sind beispielsweise fiir die Elastizitdt von
Gummi verantwortlich. Bei hoheren Kréften weist die
Kraft-Dehnungskurve eine charakteristische Schulter

Molekulardynamik-Simulationen

In einem Makromolekiil (links, rot,
bzw. Ausschnitt rechts) wirken inter-
atomare Krifte unterschiedlichen
Typs. Chemische Bindungskrifte, dar-
gestellt durch Federn, zwingen gebun-
dene Atome in ihren Gleichgewichts-
abstand (griine Pfeile) oder Gleichge-
wichtswinkel (magenta). Die
Pauli-AbstoRBung (graue Pfeile) verhin-
dert, dass sich Atome durchdringen.
Langreichweitige Krifte schlieRlich,

beriicksichtigt. Die Atombewegungen
werden in klassischer Ndaherung durch
numerische Integration der Newton-
schen Bewegungsgleichungen beschrie-
ben; eine bei Zimmertemperatur fiir
fast alle Fragestellungen sehr gute
Naherung.

Da sich die Krifte mit der Atom-
bewegung rasch dndern, miissen alle
Krafte in kurzen Zeitschritten (typi-
scherweise 10~ s) wiederholt berech-

e ®

insbesondere Coulomb-Krifte (rot,
blau) zwischen den meist partiell gela-
denen Atomen (6%, 67), tragen wesent-
lich zur Stabilitdt einer Proteinstruktur
bei. All diese Krifte (und noch einige
weitere) bestimmen die rdumliche
Struktur des Proteins und die Bewe-
gung jedes einzelnen Atoms. Sie wer-
den daher in einer Molekulardynamik-
(MD-)Simulation entsprechend

net werden. Nach einigen 10° derarti-
gen Integrationsschritten erhilt man
eine Beschreibung der Bewegung eines
jeden Atoms innerhalb der kurzen
Zeitspanne einiger Nanosekunden.
Dies ist gegenwartig die Ldnge einer
typischen MD-Simulation, begrenzt
durch die heute verfiigbare Computer-
leistung.
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Dextran

(1-6)-Verbriickung

auf (Pfeil): Das Polymer dehnt sich aus, ohne dass die
Kraft wesentlich zunimmt. Vermutlich 16st diese kriti-
sche Kraft eine intramolekulare Strukturédnderung des
Polymers (,Konformationsiibergang®) aus, die dessen
effektive Lange vergrofRert. Trotz des recht geringen
Unterschieds in der Verbriickung unterscheiden sich
die kritischen Krifte von Dextran und Amylose (700
pN vs. 280 pN) recht deutlich. Noch verbliiffender ist
der Unterschied der elastischen Eigenschaften zur Zel-
lulose: Obwohl sie chemisch identisch mit der Amylose
ist und sich nur durch die Stereospezifizitiat des asym-
metrischen C;-Atoms unterscheidet, zeigt die Kraft-
Dehnungskurve von Zellulose iiberhaupt keine Schul-
ter.

Auch hier ermoglichten Molekulardynamik-Simula-
tionen detaillierte Modelle. Tatsdchlich hatten wir die
Schulter in der Kraft-Dehnungskurve von Dextran be-
reits in friiheren Simulationen gesehen, was die be-
schriebenen Messungen motiviert hat [4]. Insbesondere

/'

molekulare
Koppler \

Abb. 3:
Prinzipielle Vorge-
hensweise bei Ein-
zelmolekiil-Dehn-
experimenten mit
dem Kraftmikro-
skop. Das zu un-
tersuchende Poly-
mer wird iiber mo-
lekulare Koppler
an der Spitze des
Kraftmikroskops
(grau) befestigt,
die dann zuriick-
gezogen wird.

Experiment

— Simulation

normierte Dehnung [A]

Amylose 800

o (1-4)-Verbriickung (,aufwirts)

Zellulose

B (1-4)-Verbriickung (,aufwarts®)

Abb. 4:

P Links: Strukturen der untersuchten
Zuckerpolymere Dextran, Amylose und
Zellulose (als Dimere gezeigt). Zur simu-
lierten Dehnung wird ein Atom an einem
Ende des Polymers fixiert, wihrend das
andere Ende einem harmonischen Poten-
tial (Feder) unterworfen wird, das gleich-
miBig in Ziehrichtung bewegt wird

(Pfeil).
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Kraft [pN]
-
S

normierte Dehnung [A]

normierte Dehnung [A]

» Rechts: Gemessene (rot) und be-
rechnete (schwarz) Kraft-Dehnungskur-
ven der drei untersuchten Polysacchari-
de. Fiir Amylose zeigen die durchgezoge-
nen Linien den Einfluss unterschiedli-
cher Seitengruppen; die gestrichelte
Linie zeigt das Elastizitdtsverhalten ohne
Beriicksichtigung von Seitengruppen.
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war nun die Art des intramolekularen Konformations-
iibergangs von Interesse. Abbildung 4 (links) zeigt die
prinzipielle Vorgehensweise. Auch hier wurde das
rechte Ende des jeweiligen Polymers einem ,,Federpo-
tential“ unterworfen, wiahrend das linke Ende ortsfest
gehalten wurde. Um eine eventuelle Langenabhéngig-
keit auszuschlieRen, wurden Polymere bis zu einer
Linge von 16 Monomeren simuliert; der besseren
Ubersicht halber zeigt Abb. 4 lediglich Dimere.

Abbildung 4 (rechts) zeigt Kraft-Dehnungskurven
(schwarz), die aus solchen Simulationen erhalten wur-
den. Deutlich zu erkennen sind auch hier Schultern bei
Dextran und Amylose. Im Gegensatz dazu zeigt Zellu-
lose keine Schulter, in Ubereinstimmung mit dem Ex-
periment.

Die Simulationen bestédtigten die Vermutung, dass
intramolekulare Konformationsiibergénge fiir dieses
charakteristische Verhalten verantwortlich sind (Abb.
5). Wie sich zeigte, treten dabei zwei verschiedene Ty-
pen von Konformationsiibergdngen auf: solche, die die
gegenseitige Lage der einzelnen Monomere zueinander
verdndern, wie etwa im Fall des Dextrans (links), und
solche, die innerhalb der einzelnen Monomere stattfin-
den und deren Konformation dndern, wie im Fall der
Amylose (rechts).

Auch das recht unterschiedliche Verhalten von Amy-
lose und Zellulose kann durch die Simulationen erklart
werden: Zwar treten in beiden Polymeren Konforma-
tionsiibergdnge auf; im Gegensatz zur Amylose ist der
Konformationsiibergang der Zellulose jedoch nur mit
einer sehr geringen Verldngerung der Monomere ver-
bunden, sodass er makroskopisch in der Kraft-Deh-
nungskurve nicht in Erscheinung tritt.

Bei der Amylose gelang uns eine weitere interessan-
te Beobachtung: Im Experiment werden an die Zucker-
monomere so genannte Schutzgruppen gebunden (im
Bild nicht gezeigt), welche die Loslichkeit der Polyme-
re gewdhrleisten; diese Schutzgruppen wurden auch in
den Simulationen beriicksichtigt. Wird dieser Effekt
aber vernachléssigt, so @ndert sich die Kraft-Dehnungs-
kurve drastisch (Abb. 4, gestrichelte Kurve): Eine nun
auftretende inhibitorische Wechselwirkung der Konfor-
mationsiibergénge benachbarter Monomere unter-
driickt die Schulter nahezu vollstdndig. Ferner lieBen
sich die elastischen Eigenschaften von Amylose durch
relativ geringe Modifikationen der Seitengruppen er-
heblich veréndern (diinne Linien) - ein fiir die Mate-
rialwissenschaften interessanter Befund, der sich auch
auf andere Polymere iibertragen lassen sollte.

Erzwungene Proteinentfaltung

Eine wesentlich kompliziertere Situation finden wir
bei der erzwungenen Entfaltung von Proteinen vor.
Deren komplexe dreidimensionale Struktur wird von
verschiedenen konkurrierenden schwachen Wechsel-
wirkungen stabilisiert (Infokasten , Proteinstruktur®).
Daher weist der Konfigurationsraum von Proteinen -
dhnlich wie bei Gldsern - eine sehr groRe Zahl lokaler
Energieminima auf, sodass es mehrere Sekunden bis
Minuten dauern kann, bis das Protein bei der Faltung
»sein“ globales Minimum der freien Energie findet. Aus
demselben Grund ist fiir den Theoretiker das sog. ,,Fal-
tungsproblem®, d. h. die Vorhersage der rdumlichen
Struktur eines Proteins allein aus der Kenntnis der Ab-
folge seiner Aminos&duren, gegenwartig — und wohl
auch in naher Zukunft - eines der herausragenden
Probleme. Vom Studium der erzwungenen Entfaltung



erwarteten wir daher nicht zuletzt auch, Einblicke in
den Prozess der Proteinfaltung zu erlangen.

Als Beispiel haben wir das Muskelprotein Titin ge-
wihlt. Titin ist fiir die passive Elastizitdt des Muskels
verantwortlich: Wird eine Muskelzelle gedehnt, sorgt
Titin dafiir, dass sie anschlieBend wieder ihre urspriing-
liche Form annimmt. Einzelne Titinmolekiile kénnen
sich dabei auf liber das Doppelte ihrer urspriinglichen
Lange ausdehnen. Wie dieser Mechanismus der Titin-
elastizitdt auf molekularer Ebene ablduft, war lange
Zeit ungeklart.

Titin besteht aus einer Serie von iiber zweihundert
Modulen, so genannten Immunoglobulindoménen (Ig-
Domaénen, vgl. Abb. 6, oben), die wiederum jeweils aus
ca. 90 Aminoséduren bestehen und in eine Faltblatt-
struktur [Abb. 7, Inset (1)] falten. Mit der Einzelmol-
kiil-Kraftspektroskopie haben wir die Entfaltungskréfte
dieser Ig-Doménen untersucht [5].

Ein Abschnitt aus dem Titin des Herzmuskels, der
aus acht dieser Ig-Domaénen besteht, wurde auf einer
Oberflaiche immobilisiert und im Kraftmikroskop ge-
dehnt (Abb. 6, oben). Dabei bildet sich ein ausgeprag-
tes Sdgezahnmuster aus (Abb. 6, unten, schwarze Kur-
ven). Jeder ,Zahn“ (Peak) entspricht dem Entfaltungs-
prozess einer einzelnen Doméne. Dabei brechen die
Doménen beim Erreichen der maximalen Kraft in
einem Alles-oder-Nichts-Prozess auseinander. Der Ab-
stand zwischen zwei Peaks entspricht exakt dem Lén-
genzuwachs, den man erwartet, wenn die ca. 90 Ami-
nosduren einer Doméne vom vollig gefalteten in den
komplett entfalteten Zustand einer Polypeptidkette
iibergehen. Die ansteigenden Flanken der jeweiligen
Peaks spiegeln die entropische Elastizitit des entfalte-
ten Proteins wider.

Eine Analyse der Kurvenform (rote Fitkurven) er-
gibt eine Persistenzldnge (ein MaR fiir die Steifigkeit
der entfalteten Kette) von ca. 0,4 nm. Wenn man das
Protein vollstdndig entfaltet hat und die Kette wieder
relaxiert (blaue Kurve in Abb. 6), dann weist diese
Kurve keinerlei Diskontinuitidten auf, die Anzeichen
einer Riickfaltung sein kdonnten.

Tatsédchlich stellt sich heraus, dass Riickfaltung nur
bei extrem kleinen Kriften (ca. 2 pN) stattfinden kann.
Da die blaue Kurve offensichtlich einen anderen Ver-
lauf hat als die Sdgezahnkurve bei der Entfaltung, ist
dieses Experiment nicht reversibel und der Entfaltungs-
prozess findet somit weit vom Gleichgewicht statt. Im
Gleichgewicht miissten sowohl Riickfaltungsereignisse
als auch Entfaltungsereignisse bei derselben Kraft statt-
finden und beide Kurven dieselbe Form besitzen. Die
Tatsache, dass der erzwungene Entfaltungsprozess im
Nichtgleichgewicht stattfindet, erklédrt die hohen Ent-
faltungskrifte. Eigentlich miisste man aus den Fldchen
unterhalb der Kraft-Dehnungskurven die freie Enthal-
pie des Faltungsprozesses bestimmen kdnnen. Ver-
gleicht man jedoch die (kalorimetrisch bestimmte) freie
Enthalpie pro gefalteter Doméne (ca. 10 kgT) mit der
mechanisch deponierten Energie wahrend der erzwun-
genen Entfaltung einer Doméne (schraffierter Bereich
in Abb. 6, ca. 1000 k3T), so ergibt sich ein Unterschied
von zwei GroBenordnungen. Fast die ganze mechani-
sche Energie wird dissipiert — und genau das macht Tit-
in zum mechanischen Stof3fanger im Muskel. Titin ent-
faltet sich bei gelegentlich auftretenden extremen Kréf-
ten, bevor andere Komponenten geschédigt werden.
Bei einer anschlieRenden Relaxierung des Muskels
konnen die entfalteten Doménen dann wieder zuriick-
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falten. Paul Hansma von der University of California in
Santa Barbara hat kiirzlich vorgeschlagen, nach diesem
Prinzip Klebstoffe zu synthetisieren, die neben hoher
Bruchfestigkeit auch sehr viel Energie aufnehmen kon-
nen.
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Abb. 5:

Kraftinduzierte Strukturéinderungen Monomere im Dextran gegeneinander um

(Pfeile) in Dextran (links) und Amylose
(rechts). Im relaxierten Zustand nehmen
die Zuckermonomere die energetisch
giinstige ,,Sesselform“ ein (oben); nach
Anlegen einer Zugkraft drehen sich die

die Langsachse des Polymers (links un-
ten); Amylose zeigt einen inframonome-
ren Ubergang von der urspriinglichen
Sesselform zu einer ,,Wannenform* (un-
ten rechts).

Aus der angesprochenen Diskrepanz zwischen freier
Enthalpie im Gleichgewicht und dissipierter Energie
bei der erzwungenen Entfaltung lédsst sich eine weitere
Eigenschaft der Entfaltungskrafte ableiten: Die Entfal-
tungskrifte miissen von der Ziehgeschwindigkeit ab-
hiangen. Da unter Gleichgewichtsbedingungen (unend-
lich langsame Ziehgeschwindigkeit) die Flache unter-
halb der Kurve sich dem Wert von 10 k;T anndhern
muss, nimmt folglich auch die Entfaltungskraft mit sin-
kender Ziehgeschwindigkeit ab.

Eine quantitative Beschreibung ist mithilfe der
Ubergangsratentheorie moglich. Bereits eine verein-
fachte Ableitung zeigt den Haupteffekt: eine logarith-
mische Abhédngigkeit der Entfaltungskraft von der
Ziehgeschwindigkeit (Infokasten ,,Geschwindigkeits-
abhéngigkeit von Abrei3-/Entfaltungskriften®). Ent-

Abb. 6:

» oben: Ein Ab-
schnitt aus dem
Titin des Herzmus-
kels, das aus acht
Immunoglobulin-
doménen aufge-
baut ist, wurde auf
einer Oberfliche
immobilisiert und
i im Kraftmikroskop
¢ gedehnt.

f » unten: Jeder

’ »Zahn“ der Kraft-

T —

R

. Dehnungskurve
e entspricht dem
Entfaltungsprozess
einer einzelnen
Domine.

L(nm) 58 & 115 143 172 199 227
400 | | j . /

Kraft [pN]
(3]
S
1

Dehnung [nm]
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sprechende Messungen der Entfaltungskréfte von Titin
fiir unterschiedliche Kraftzunahmeraten wurden in der
Arbeitsgruppe von J. Fernandez an der Mayo Clinic
Rochester, USA, und von uns in der Arbeitsgruppe von
H. Gaub an der Universitdt Miinchen durchgefiihrt [5,
8]. Wie erwartet, liegen die Entfaltungskrifte in loga-
rithmischer Auftragung auf einer Geraden (Abb. 7,
blau/griin).

Dynamische Kraftspektroskopie

Eine genauere Analyse, die am Ende des Infokastens
,Geschwindigkeitsabhdngigkeit von AbreiR-/Entfal-
tungskréften“ skizziert ist, ldsst Abweichungen von die-
sem einfachen Verhalten erwarten. Insbesondere zeigt

der Dynamischen Kraftspektroskopie die Lage einzel-
ner Barrieren in der Energielandschaft der Streptavi-
din/Biotin-Bindung mit einer Genauigkeit unterhalb
eines Angstroms bestimmen, ohne dabei eine entspre-
chende instrumentelle Ortsauflésung zu bendtigen.
Wir konnten sogar noch einen Schritt weitergehen:
Beriicksichtigt man zusétzlich, dass auch die Lage je-
der einzelnen Barriere mit zunehmender Zugkraft kon-
tinuierlich verschoben wird, dann sollte sich aus dem
gemessenen Verlauf eines dynamischen Kraftspektrums
der gesamte Verlauf groBer Teile der Energielandschaft
ablesen lassen, sodass z. B. das Brechen einzelner Was-
serstoffbriickenbindungen auflosbar wére. Die Ablei-
tung der entsprechenden Theorie ist uns kiirzlich ge-

sich, dass solche Abweichungen durch die Details der
jeweiligen Energielandschaft bestimmt sind, die z. B.
dem Entfaltungsprozess zugrunde liegt. Damit sollte es
umgekehrt moglich sein, allein aus einer Messung der
Anderung der Entfaltungskraft mit der Rate der Kraft-
zunahme ortsaufgeloste Informationen {iber diese En-
ergielandschaft zu gewinnen. Diese Vorgehensweise
wird als ,,dynamische Kraftspektroskopie“ bezeichnet.
Wie Evan Evans von der British Columbia Universi-
ty in Vancouver, Canada, zuerst zeigte, ldsst sich mit

lungen [10].

Proteinentfaltung im Computer

Gleichzeitig ermdglicht die skizzierte einfache Ra-
tentheorie den Vergleich von Experiment und Simula-
tion. Auch der recht komplexe Vorgang der erzwunge-
nen Proteinentfaltung ldsst sich dank der inzwischen
zur Verfiigung stehenden dufierst leistungsfahigen Par-
allelrechner seit kurzem simulieren. Die roten Daten-
punkte in Abb. 7 zeigen die in unseren Simulationen

Geschwindigkeitsabhédngigkeit von Abrei8-/Entfaltungskréften

Wir betrachten den Verlauf
G(x) der Gibbsschen freien
Energie (blaue Kurve) ent-
lang einer Reaktionskoordi-
nate x, welche die Entfaltung
des Proteins beschreibt - et-
wa der Abstand der beiden
Enden des Proteins. Eine
Barriere trennt den gefalte-
ten bzw. gebundenen Zu-
stand (links) vom entfalteten
bzw. ungebundenen Zustand
(rechts). In einem realen
Protein ist die Energieland-
schaft selbstverstandlich un-
gleich komplexer. Trotzdem
gelten ganz allgemein die fol-
genden Uberlegungen fiir alle
aktivierten Prozesse, in de-
nen eine Barriere zu iiber-
winden ist, also, z. B. auch
fiir die im Text beschriebene
erzwungene nichtkovalente
Ligand/Rezeptor-Trennung
[6] und &dhnliche Einzelmo-
lekiilexperimente, etwa mit
,optischen Pinzetten“. Uber
den Boltzmann-Faktor be-
stimmt die Héhe AG* der
Barriere die spontane Entfal-
tungsrate k,, also die Zeit,
die das Protein im Mittel
benétigt, um thermisch akti-
viert und ohne duflere Ein-
wirkung die Barriere zu
iiberwinden. Fiir Titin etwa
betrédgt diese Zeit ca. eine
Stunde. Wiirde man das Zie-
hexperiment langsamer aus-
fithren als diese Zeitspanne,
so wiirde man iiberhaupt kei-
ne Entfaltungskraft messen:
Das Protein hitte sich schon
spontan entfaltet, noch bevor
eine nennenswerte Zugkraft
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aufgewendet worden wire.
Wie in den skizzierten Si-
mulationen beschreiben wir
die einwirkende Zugkraft
durch ein zeitabhéngiges
harmonisches Potential,
V(x,t) =",k (x-vt)* (griin),
wobei k die effektive Feder-
harte des Hebelarms des
Kraftmikroskops ist. Gleich
dem piezogesteuerten Sub-

A6 LGmvan
G+ Vi)
¥

nahezu konstante Kraft F(t)
=kuot, die mit der Rate kv
linear in der Zeit zunimmt.
Auf diese Weise verformt
die Wirkung der angelegten
Kraft die Energielandschaft
(violett, rot) dergestalt, dass
die Hohe der zu iiberwinden-
den Barrieren etwa mit der
Rate kvAx abnimmt, wobei
wir die ebenfalls auftretende

-
AG*
gefalteter
Zustand i
I Ax
x
P

strattrager wird das Mini-
mum von V(x,t) mit der Ge-
schwindigkeit o bewegt. Ist
die Feder, wie skizziert,
weich, also deren thermische
Fluktuation (kT/k)"? klein
gegeniiber der Abreilllange
Ax, dann ist das Ziehpoten-
tial im Bereich der Barriere
annidhernd eine Gerade, und
es wirkt dort eine rdumlich

leichte Verschiebung des Mi-
nimums zunéchst vernachlés-
sigen wollen. Steigern wir die
Zugkraft nun also schneller
als die spontane Entfaltungs-
rate Ry, d. h., 1/7: =
kvAx/AG* > k,, dann wird
das Protein genau dann ent-
falten, wenn das Ziehpotenti-
al die Barriere soweit abge-
senkt hat, dass auf der durch

die Rate der Kraftzunahme
festgesetzten Zeitskala 7 ein
thermisch aktiviertes Uber-
queren moglich ist. Die zu
diesem Zeitpunkt wirkende
Zugkraft wird dann als Ent-
faltungskraft gemessen. Aus
dieser Bedingung lésst sich
ableiten, dass die Entfal-
tungskraft F(kv) logarith-
misch mit der Rate kv der
Kraftzunahme anwéchst,
F(kv) = (kgT/Ax) In(v/kyAx) .
Bei dieser Herleitung wurde
vereinfachend angenommen,
dass die durch das Ziehpo-
tential V(x,f) bedingte Verfor-
mung der Energielandschaft
G(x) die Position x ihres Mi-
nimums und Maximums und
damit Ax unverandert lésst.
Bereits fiir den dargestellten
Fall zweier Barrieren wird
obige Annahme verletzt: Ab
einer kritischen Zugkraft
namlich wird die linke Bar-
riere zum globalen Maximum
(rote Kurve) und damit be-
stimmend fiir den Boltz-
mann-Faktor. Ab diesem
Zeitpunkt (der zwischen ¢,
und ¢, liegt) verkiirzt sich die
effektive Entfaltungsldnge Ax
sprunghaft, und nach obiger
Gleichung erhoht sich die lo-
garithmische Steigung der
Entfaltungskraft entspre-
chend. Auf diese Weise spie-
gelt sich die Form der Ener-
gielandschaft G(x) in der
Abhéngigkeit F(kv) der Ab-
reikraft von der Rate der
Kraftzunahme, dem sog.
dynamischen Kraftspektrum,
wider.



fiir verschiedene Kraftzunahmeraten auftretenden Ent-
faltungskrifte. Wegen der (trotz hoher Rechenleistung)
auf wenige zehn Nanosekunden beschrinkten Simula-
tionszeitspanne miissen die Kraftzunahmeraten deut-
lich hoher als im Experiment gewdhlt werden. Dariiber
hinaus treten im Bereich oberhalb von 10" pN/s Rei-
bungskréfte auf, die einen zusétzlichen, linearen An-
stieg yv der Entfaltungskraft bedingen. Da sich der Rei-
bungskoeffizient y recht genau aus den Simulationen
bestimmen ldsst, kann dieser Effekt beriicksichtigt und
damit auch die Steigung des logarithmischen Anstiegs
der Entfaltungskraft aus den Simulationen abgeleitet
werden. Entsprechend wurde die durchgezogene Kurve
ausschlieBlich aus den Simulationsergebnissen sowie
aus der Kenntnis der spontanen Entfaltungsrate ge-
wonnen. Dass die experimentellen Werte auf dieser
Kurve liegen, zeigt, dass unsere Simulationen den Vor-
gang der Proteinentfaltung recht genau beschreiben.

Zur Illustration des Entfaltungsweges zeigt Abb. 7
sechs Momentaufnahmen. Man erkennt, dass sich die
Faltbldtter AB und A’G schon sehr friih entfalten (1-3).
Uberraschenderweise bestimmt bereits dieser erste
Schritt die Entfaltungskraft; die weitere Entfaltung des
Proteins (3-6) erfordert nur noch eine sehr geringe
Kraft und kann daher im Experiment nicht beobachtet
werden. Die effektive Entfaltungslidnge von 5 A ist
damit auch sehr kurz, wenn man bedenkt, dass das
vollstindig gestreckte Protein um ca. 260 A linger als
das gefaltete ist (vgl. auch Abb. 6, unten). Ferner fillt
auf, dass in Abb. 7 im Teilbild (6) zwar alle Faltbldtter
vollstdndig aufgeldst sind, der grote Teil des Proteins
zu diesem Zeitpunkt aber nach wie vor eine recht
kompakte Gestalt aufweist. Dieser Befund stiitzt die
Vorstellung, wonach sich die Proteinfaltung in zwei
Schritte gliedern ldsst: erstens in einen anfénglichen
hydrophoben Kollaps, der durch hydrophobe Wechsel-
wirkungen getrieben wird, und zweitens in eine darauf-
folgende Phase interner Umordnungen, die schlieflich
zur natiirlichen Proteinstruktur fiihrt.

Diese Ergebnisse stimmen mit Simulationsrechnun-
gen der Arbeitsgruppe von Klaus Schulten (University
of Illinois at Urbana/Champaign) iiberein [9]. Auf-
grund der beschriebenen zentralen Rolle des Faltblatts
AB konnte eine Mutante vorgeschlagen werden, die
den Entfaltungsvorgang gezielt verdndern sollte. Diese
Vorhersage wurde kiirzlich in der Arbeitsgruppe von J.
Fernandez bestétigt [11].

Die beschriebenen und zahlreiche andere Beispiele
zeigen: Die Funktionsweise wie auch der Zweck vieler
Proteine ist mechanisch. Mit diesen ,Nano-Maschinen
fiihrt uns die Natur Wunderwerke der Nanotechnolo-
gie vor, deren mechanische Elemente oft aus nur weni-
gen Atomen bestehen. So wird etwa bei der ATP-Syn-
these die benotigte Energie iiber eine elastische , Kur-
belwelle“ zugefiihrt, deren Durchmesser nur 1,2 nm
betrégt.

Dank des Human Genome Projects und anderer Se-
quenzierungsprojekte besitzen wir gegenwirtig ca. 107
»Teilelisten“ (Sequenzen) dieser ,,Maschinen“; von ca.
13000 ist uns der raumliche Aufbau in atomarem De-
tail bekannt. Deren Funktionsmechanismen zu entrét-
seln ist eine grofle Herausforderung. Sie erfordert den
gemeinsamen Einsatz vieler unterschiedlicher Techni-
ken. Ein besseres Verstandnis dieser ,Nano-Maschi-
nen“ wird uns in die Lage versetzen, deren Tricks etwa
in der Nanotechnologie zu nutzen. Kraftmikroskopie
und Computersimulationen konnen hier wichtige

«

Beitrage liefern.

Gleichzeitig ercffnet sich uns ein neuer Blickwinkel:
Neben die thermodynamische Ensemble-Beschreibung
im Gleichgewicht tritt nun die Betrachtung der mecha-
nischen Eigenschaften einzelner Molekiile, oft fern
vom Gleichgewicht. Wir messen deren Reaktion auf
angelegte Kréfte — ganz dhnlich der Untersuchung ma-
kroskopischer Maschinen.
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In Ergédnzung der Sequenz- und Struktur-basierten
Werkzeuge der Bioinformatik steht uns mit der akkura-
ten Simulation der molekularen Dynamik von Einzel-
molekiilexperimenten auch das nétige theoretische
Riistzeug zur Verfiigung. Sie gibt uns atomar aufgeloste
und tiberpriifbare Modelle der kraftinduzierten Vor-
giange an die Hand und erlaubt es gleichsam, den
,Maschinen“ bei der Arbeit zuzusehen.

x

Weitere Informationen und Publikationen zu den
beschriebenen Arbeiten unter www.biophysik.physik.
uni-muenchen.de und www.mpibpc.gwdg.de/
abteilungen/071. Wir bedanken uns bei Holger Wagner
fiir die Uberlassung der Simulationsdaten zu Abb. 7.
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Abb. 7:
Gemessene (blau
[5], griin [8]) und
berechnete (rot)
Entfaltungskrifte
fiir Titin als Funk-
tion der Anstiegs-
rate kv der ange-
legten Zugkraft
(die Grofe der
Punkte gibt den
Messfehler an).
Die Bilder zeigen
Schnappschiisse
des Proteins
wihrend der simu-
lierten Entfaltung.
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