Zerren an Biomolekiilen

im Computer

Mechanische Krafte sind lebenswichtig —im grolien wie im kleinen Maf3stab.

Eine Forschungsgruppe am Heidelberger Institut fir Theoretische Studien untersucht ihre
Wirkung auf der kleinsten Ebene: vom Protein bis hin zur einzelnen chemischen Bindung.

Von llona Baldus und Frauke Grater

b Pflanze oder Sdugetier, kein

Lebewesen kann ohne Ein-

wirkung mechanischer Krifte

iiberleben. Ein beeindrucken-
des Beispiel dafiir kommt aus der Raumfahrt:
Wihrend eines mehrwéchigen Aufenthalts
im All wiirde ein Astronaut ohne spezielles
Krafttraining einen erheblichen Teil seiner
Knochenmasse verlieren. Woran liegt das?
Der menschliche Kérper erneuert stindig
sein Knochengewebe und baut es dafiir kon-
tinuierlich ab. Der gleichzeitige erneute Auf-
bau hingt allerdings davon ab, wie stark der
Knochen benutzt wird — das heiflt, in wel-
chem Mafd Krifte durch Stehen, Gehen und
Laufen darauf einwirken. Im Weltall ist die
Gravitation um ein Vielfaches geringer als am
Erdboden, was die Belastung der Knochen
stark reduziert und ihren Wiederaufbau ver-
zogert. Nur das Krafttraining im All verhin-
dert also, dass ein Raumfahrer mit stark ge-
schwichtem Skelett auf die Erde zuriick-
kehrt.

Der grofe Einfluss mechanischer Krifte
auf das Leben zeigt sich selbst auf der Ebene
einzelner Zellen. Auch sie reagieren in einer
ungewohnten Umgebung manchmal anders
als normal, wie beispielsweise André E.X.
Brown und Dennis E. Discher von der Uni-
versity of Pennsylvania in Philadelphia 2009
festgestellt haben. Demnach wachsen Nerven-
zellen auf dem harten Boden der im Labor
verwendeten Petrischalen weitaus schlechter
als auf einer weichen, elastischen Oberfliche,
an der sie fester haften. Das wirft natiirlich
die Frage auf, wie lebende Organismen oder
gar einzelne Zellen die auf sie einwirkende
mechanische Kraft eigentlich spiiren. Verfi-

gen sie liber spezielle Sensoren, die einen Zug
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Kontrolle der Blutgerinnung

Der Von-Willebrand-Faktor spielt eine
wichtige Rolle bei der Blutgerinnung.
Scherspannungen beim Austreten von
Blut aus einer Wunde strecken das ver-
knauelte fadenférmige Molekil. Da-
durch wird es klebrig und verbindet sich
mit Blutplattchen zu engmaschigen
Netzwerken. Wie Computersimulatio-
nen ergaben, legt die Entfaltung aller-
dings auch eine Stelle frei, an der Enzy-

me das Molekiil zerschneiden kénnen (roter Kreis). Das verhindert ein UberschieRen
der Gerinnungsreaktion und die Bildung von Thromben. In der Schemazeichnung
ist nur der relevante Teil des in Wahrheit viel groReren Proteins gezeigt.
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Scherkraft

/ga,\_.

oder Druck registrieren und mit einem Signal
darauf antworten, das ein biochemisches Pro-
gramm in Gang setzt?

Der Antwort auf diese Frage sind Forscher
in den letzten Jahren ein gutes Stiick niher ge-
kommen. Offenbar gibt es tatsichlich Kraft-
sensoren, und vereinzelt wurden sie auch
schon identifiziert. Wie sie genau funktionie-
ren, lisst sich experimentell aber nur schwer
und oft ausschlieSlich indirekt beobachten;
denn es handelt sich meistens um Proteine,
also Eiweifdstoffe, die typischerweise nicht
mehr als wenige Nanometer (milliardstel Me-
ter) messen.

In der Gruppe fiir »Molekulare Biomecha-
nik« am Heidelberger Institut fiir Theoreti-
sche Studien (HITS) benutzen wir deshalb
leistungsstarke Computer und physikalische
Modelle, um den Einfluss mechanischer Krif-
te auf einzelne Proteinmolekiile zu ergriinden.

Wir mochten die Funktionsweise solcher win-

zigen molekularen Kraftsensoren im Detail
verstechen. Manche Krankheiten beruhen da-
rauf, dass das Messen und Verarbeiten der
mechanischen Kraft in bestimmten Geweben
gestort ist. Mit unseren Untersuchungen ver-
folgen wir das Ziel, in Zusammenarbeit mit
Medizinern die molekularen Mechanismen

hinter solchen Stérungen aufzudecken.

Scherkrafte im Blut

Der so genannte Von-Willebrand-Faktor
(VWF) bietet ein anschauliches Beispiel fiir
den Einfluss mechanischer Krifte auf Vor-
ginge in Lebewesen. Es handelt sich um ein
Protein im Blut, das die Blutgerinnung ein-
leitet. Fehlt der VWF oder wirkt er nur unzu-
reichend, kommen Blutungen nicht zum
Stillstand, was toédlich sein kann. In diesem
Fall sprechen Mediziner auch vom Von-
Willebrand-Syndrom. Umgekehrt kann eine
zu starke Wirkung des VWE also eine tiber-
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miflige Blutgerinnung, die Bildung von
Pfropfen — Thrombosen — verursachen. Me-
chanische Krifte kontrollieren das Gleichge-
wicht zwischen Blutfluss und -gerinnung in
den Adern und besonders im Umbkreis einer
Wunde.

Generell gilt: Wann immer eine Fliissig-
keit durch ein Rohr stromt, entsteht eine
Scherkraft, weil die Stromung in der Rohr-
mitte schneller ist als am Rand. Ein mit-
schwimmender Faden wird dadurch ge-
streckt. Der VWF ist ein solcher Faden, aller-
dings so winzig klein und diinn, dass er sich
nur im Mikroskop erkennen lisst. Er geht im
Scherfluss, der bei einer Verletzung besonders
hoch ist, von einem verkniuelten in den lang-
gestreckten Zustand iiber (Kasten links). Als
Folge davon wird er besonders klebrig und
verbindet sich mit anderen solchen Fiden
und mit Blutplittchen zu engmaschigen
Netzwerken. Sie bilden das erste Geriist fiir
Blutgerinnsel, die das Ausfliefen von Blut
verhindern.

Interessanterweise gibt es im langen Fa-
denmolekiil des VWF eine Stelle, an der ihn
ein anderer Blutbestandteil, eine Protease,
zerschneiden kann. Im verkniuelten Zu-
stand ist diese Schnittstelle tief im Inneren —
in der so genannten A2-Domine — verbor-
gen und damit fiir die molekulare Schere
schlecht zuginglich. Wir vermuteten jedoch,
dass sie frei gelegt wird, wenn sich der Faden
durch die Scherkraft streckt.

Um Klarheit zu gewinnen, untersuchten
wir den Vorgang in Computersimulationen.
Hierzu befestigten wir an den Enden des
verkniuelten Proteins virtuelle Federn und
bewegten diese voneinander weg. Das klingt
viel einfacher, als es ist. Tatsichlich erfor-
derte es sehr aufwindige Rechnungen, denen
Modelle der klassischen newtonschen Physik
zu Grunde lagen. Am Ende aber konnten wir
so ermitteln, wie sich der VWF unter Zug-
spannung entfaltet. In der Tat geben be-
stimmte Teile des Fadenmolekiils sukzessive
der Kraft nach und Iésen sich voneinander.
Dabei wird schliefllich auch die Spaltstelle
frei gelegt, an der die Schneideenzyme anset-
zen konnen.

Deas ist fiir die biologische Rolle des VWF
sehr wichtig. Die Netzwerke, zu denen sich
die von der Scherkraft gestreckten Fiden zu-
sammenlagern, sind zwar fir die Blutge-
rinnung notwendig, doch ein unbegrenztes

Wachstum wiirde das Gefif$ fiir alle Zeit
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komplett verstopfen. Besonders hohe Zug-
krifte entfalten den VWF deshalb so weit,
dass die Protease Zutritt zur Schnittstelle er-
hilt. So kann sich ein Gleichgewicht zwi-
schen Blutgerinnung und Auflésung der
Blutpfropfen einstellen. Der Kraftsensor da-
fiir ist der VWFE. Er iibersetzt ein rein mecha-
nisches in ein biochemisches Signal — ein le-

benswichtiger Vorgang.

Bindungsbruch unter Spannung
Spielen mechanische Krifte auch in noch klei-
neren Dimensionen eine Rolle? Jegliche feste
Materie besteht aus Atomen, die durch che-
mische Bindungen zusammengehalten wer-
den. Diese dhneln Klebstoffen unterschied-
licher Haftkraft. Je nach Funktion des Mole-
kiils sind sie sehr stark oder leicht zu lésen.
Manche wirken als Schalter, der nach Bedarf
gedfInet wird, andere sollen einer molekula-
ren Struktur dauerhafte Stabilitit verleihen.
Das gilt zum Beispiel fiir die Bindungen, die
das Riickgrat eines Proteins aufbauen.
Angesichts der grofSen Bedeutung mecha-
nischer Signale in Lebewesen liegt die Ver-

mutung nahe, dass Zugspannungen auch

chemische Bindungen in Molekiilen verstir-
ken oder schwichen kénnen. Wann und wie
passiert das? Dieser Frage sind wir nachge-
gangen. Wir wollten wissen, wie leicht sich
eine Bindung lésen ldsst, wenn man von bei-
den Seiten daran zieht wie an einem Seil.
Allerdings ist rohe Gewalt nicht immer das
beste Mittel. Man denke nur an eine klem-
mende Tiir. Meist gibt sie zwar umso eher
nach, je stirker man dagegendriicke. Trotz-
dem ist es nicht immer angebracht, sich mit
voller Wucht dagegenzuwerfen. Besser ver-
sucht man vielleicht zunichst, die Tiir vor-
sichtig mit der Klinke zu 6ffnen. Auch bei
der chemischen Bindung hingt die ideale
(")ffnungsmethode vom Einzelfall ab.

In Proteinen gibt es verschiedenste Wech-
selwirkungen zwischen den Atomen. Zwei
davon wollen wir hier betrachten: Wasser-
stoffbriicken und kovalente Bindungen. Ers-
tere dhneln Klettverschliissen. Einzeln lassen
sie sich leicht 16sen, aber im Verbund sind sie
sehr stabil. Wasserstoffbriicken halten Struk-
turelemente wie das Beta-Faltblatt und die Al-
pha-Helix zusammen. Im letzteren Fall sind

die Proteinbausteine, die Aminosiuren, wie

Auf Biegen und Brechen

Inwieweit mechanische Krifte das Offnen einer Bindung erleichtern, l3sst sich ex-
perimentell ermitteln. So herrscht in Ringmolekiilen je nach ihrer Grél3e eine unter-
schiedlich starke Spannung (links). Man kann nun priifen, ob sich dieser Umstand
auf die Geschwindigkeit des Bindungsbruchs auswirkt. Eine andere Moglichkeit ist,
das Molekil in ein Kraftmikroskop einzuspannen und durch Verbiegen des Tastarms
(Cantilevers) einen Zug darauf auszuliben (rechts).

wop
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Kraft
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Das kleine Molekiil DTT (Dithiothreitol) zerstort die Disulfid-
briicke d, in einem Protein (Titin) unter Bildung einer neuen Di-
sulfidbriicke d,. Wie Computersimulationen ergaben, erleich-

Molekulare Briickensprengun
P gung tert eine angelegte Zugspannung den Bindungsbruch vor allem

dadurch, dass das Schwefelatom von DTT schon aus groRerer

Entfernung die neue Disulfidbindung eingehen und die alte
dabei I6sen kann.

in einer Wendeltreppe angeordnet: Das Riick-
grat bildet das Gertist und die Wasserstoffbrii-
cken das Gelinder. In einem Beta-Faltblatt
verlaufen zwei Abschnitte des Proteinriick-
grats parallel zueinander. Wasserstoffbriicken
verbinden diese Stringe durch elektrostati-
sche Krifte miteinander. Beta-Faltblitter ge-
ben Proteinen zwar grofe Stabilitit, lassen
sich aber bei geniigend Zugkraft auftrennen.

Kovalente Bindungen sind wesentlich fes-
ter. Dabei teilen sich zwei Atome ein Elektro-
nenpaar. Ein biologisch wichtiges Beispiel
sind Schwefel-Schwefel-Bindungen oder, wie
Chemiker sagen, Disulfidbriicken. Sie bilden
sich etwa zwischen zwei Molekiilen der Ami-
nosiure Cystein. Solche Bindungen haben
meist die Aufgabe, die Struktur des Proteins
zu stabilisieren — auch gegen von auflen ein-
wirkende Zugkrifte.

Neuerdings lisst sich im Labor beobach-
ten, wie Disulfidbriicken oder andere kova-
lente Bindungen unter Zugspannung aufbre-
chen (Kasten auf S. 19). Dazu befestigt man
ein einzelnes Molekiil in einem Kraftmikros-

kop mit einem Ende an der Unterlage und
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mit dem anderen an der Spitze des Tastarms.
Dieser besteht aus einer Blattfeder, mit der
sich eine mechanische Kraft auf das einge-
spannte Molekiil ausiiben lisst. So kann man
direke verfolgen, wie leicht sich die Bindung
bei welcher Zugkraft 6ffnet.

Doch nackte Gewalt fiihrt dabei nicht
zum Ziel. Wie in der Natur geht es darum,
die Bindung so sanft wie méglich zu 18sen.
Das gelingt durch Zugabe von kleinen Hilfs-
molekiilen, so genannten Reduktionsmitteln.
Diese enthalten bei Disulfidbriicken ein
Schwefelatom, das sich mit dem einen Teil
der Disulfidbriicke verbindet und so den an-
deren daraus verdringt.

Derartige Messungen im Labor ergaben,
dass sich Disulfidbindungen in Proteinen un-
ter Mitwirkung eines Reduktionsmittels sehr
leicht aufbrechen lassen. Zugspannungen
von wenigen hundert Pikonewton reichen
bereits aus. Das entspricht in etwa der Kraft,
die ein einzelner Mensch aufwenden miisste,
um mit der gesamten Weltbevolkerung zu-
sammen ein 1-Euro-Stiick hochzuhalten. Da-

bei gilt: Je grofler die Zugspannung, desto in-

stabiler wird die Bindung und desto schneller
16st sie sich. Dies ist ganz dhnlich wie bei ei-
nem Gummiband: Je stirker man daran
zieht, desto eher reif3t es.

Man kénnte meinen, die Mechanochemie
einer solchen Reaktion damit verstanden zu
haben — gerade weil man sich den Effeke der
Zugkraft intuitiv vorstellen kann. Aber wie so
oft sind die Zusammenhinge komplexer, als
sie auf den ersten Blick erscheinen. So gibt es
Reaktionspartner, bei denen die mechanische
Kraft das Offnen der chemischen Bindung
erschwert! In einem anderen Fall, den eine
Gruppe um Roman Boulatov von der Univer-
sity of Illinois in Urbana-Champaign 2009
entdeckte, 16st sich die Disulfidbriicke unab-
hingig von der an ihr angreifenden Zugspan-
nung immer gleich schnell. Fiir dieses Expe-
riment bauten die Wissenschaftler die Schwe-
fel-Schwefel-Bindung in kleine ringférmige
Molekiile ein. Uber die Grofe des Rings
konnten sie die darin herrschende Spannung
gezielt verindern (siche Kasten auf S. 19).

Wie beeinflusst eine mechanische Kraft

also eine chemische Bindung? Warum er-
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leichtert sie in bestimmten Fillen deren Off-
nung? Wird die Bindung durch die Zug-
spannung vorgedehnt oder auf andere Weise
geschwicht? Oder ist sie einfach nur leichter
zuginglich fiir das Reduktionsmittel, weil
das gesamte Molekiil dabei auseinandergezo-
gen wird?

In unserer Forschungsgruppe am HITS in
Heidelberg suchen wir auf numerischem Weg
nach Antworten auf diese Fragen. Deshalb
haben wir den Bindungsbruch am Computer
simuliert. Dabei zeigte sich in Einklang mit
den experimentellen Befunden, dass sich Bin-
dungen normalerweise mit steigender Kraft
schneller l6sen.

Wir kénnen allerdings auch gewisser-
maflen genauer hinschauen, was im Einzel-
nen passiert. So erhalten wir Einblicke in Ab-
liufe, die experimentell nur sehr schwer und
mit groffem Aufwand zuginglich wiren.
Zum Beispiel kdénnen wir die Reaktion in
Einzelschritte zerlegen. Das Offnen der Di-
sulfidbriicke beginnt damit, dass sich das
Schwefelatom des Reduktionsmittels der Bin-
dung nihert, die unter Spannung steht. Es
nimmt mit einem der beiden Briickenschwe-
felatome Kontakt auf und bildet mit ihm
eine neue Disulfidbindung. Dabei wird das
andere Schwefelatom verdringt und die ehe-
malige Disulfidbriicke gesprengt (Kasten
links).

Paradoxe Wirkung einer

auBeren Zugkraft

Diesen Vorgang bezeichnen Chemiker als bi-
molekulare nukleophile Substitutionsreak-
tion (Sy2). Am Computer haben wir die ein-
zelnen Schritte unter die Lupe genommen.
Dabei interessierten wir uns fiir zwei Mess-
groflen: den Abstand zwischen den Schwefel-
atomen in der aufbrechenden (d,) und in der
neu entstehenden Disulfidbriicke (d,).

Das Ergebnis war tiberraschend. Zwar hat-
ten wir erwartet, dass sich beide Bindungs-
lingen, also d, und d,, wihrend des Reak-
tionsprozesses dndern und die urspriingliche
Schwefel-Schwefel-Bindung von der Zug-
kraft verlingert wird. Allerdings fiel die Deh-
nung nur sehr gering aus. Wirklich unerwar-
tet war hingegen, dass auch d, von der exter-
nen Kraft beeinflusst wird, obwohl diese nur
auf d, wirkt. Wie wir feststellten, muss sich
unter Zugspannung das Schwefelatom des
Reduktionsmittels der Bindung nicht mehr

so weit nihern, um sie zu offnen. Sie zer-
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bricht schon in groflerem Abstand, weil sie
von der dufleren Kraft geschwicht ist. Das
beschleunigt die Reaktion.

Wie man sieht, sind der Ablauf des Bin-
dungsbruchs und der Einfluss der Kraft da-
rauf komplexe Angelegenheiten. Das macht
die Computersimulationen und ihre Inter-
pretation duflerst aufwindig. Es gibt jedoch
eine dazu komplementire Methode, die di-
rekter und dadurch einfacher ist: die Betrach-
tung der Energielandschaft einer Reaktion.
Daraus lisst sich unmittelbar ersehen, wie
leicht eine Umsetzung abliuft.

Energielandschaften gleichen Gebirgen.
Am wohlsten fiihlen sich die Stoffe im Tal. Je
tiefer es ist, desto besser. Der Weg von einem
Tal ins andere fithrt tiber einen Berg oder
Pass. Im Falle der Disulfidbriicke ist das zu
erreichende Tal die offene Bindung.

Auch die Rolle der mechanischen Kraft
ldsst sich mit der Energielandschaft veran-
schaulichen. Sie hebt das betreffende Mole-
kiil ein Stiick weit aus seinem Tal heraus, was
den Weg iiber den Berg bereits deutlich er-
leichtert. Auflerdem senkt sie das zu errei-
chende Tal ab und erniedrigt zugleich den
Pass dorthin.

Wir haben auch solche Energielandschaf-
ten berechnet. Dabei bestitigte sich, dass mit
steigender Zugkraft, die auf eine Disulfidbrii-
cke wirke, das Tal fiir die offene Bindung im-
mer weiter absinkt. Das macht das Losen der
Verkniipfung energetisch vorteilhafter. Im
Einklang mit den Ergebnissen der Compu-
tersimulation dehnt die Kraft also nicht ein-
fach nur die Disulfidbriicke, sondern wirkt
sich auf das ganze Molekiil aus. So dndert sie
Winkel und verdreht Strukturelemente, was
die Schwefel-Schwefel-Bindung  zusitzlich
destabilisiert. Sobald die Briicke bricht, kon-
nen Winkel und verzerrte Strukturelemente
ihre urspriingliche Position wieder einneh-
men. Bei diesem Entspannen wird sehr viel
Energie frei. Auch hier bietet sich der Ver-
gleich mit dem Gummiband an: Spannt man
es stark und zerschneidet es, so kehrt es mit
einem kriftigen Schnalzen in seinen unge-
spannten Zustand zuriick.

Wie man sieht, sind lebendige Systeme
auf verschiedenste Weise mechanischen Krif-
ten ausgesetzt. Biologische Strukturen, von
kleinen EiweifSmolekiilen bis zu Zellen und
Geweben, haben im Verlauf der Evolution
die Fihigkeit erlangt, gezielt darauf zu reagie-

ren. So kann der Organismus mechanische

Reize als lebenswichtige Informationen di-
rekt in biochemische Signale umwandeln
und verarbeiten. Computersimulationen, wie
wir sie in der Gruppe »Molekulare Biomecha-
nik« am HITS in Heidelberg durchfiihren,
helfen Schliisselprozesse aufzudecken, die
sich diese Kraftsensoren zu Nutze machen.
Die Erkenntnisse, die wir dabei gewinnen,
schaffen letztendlich die Voraussetzung dafiir,
korrigierend in Storungen der Signalkaskade
bei Krankheiten einzugreifen oder die natiir-
lichen Vorbilder im Labor fiir andere Zwecke

nachzuahmen. Wir sind gespannt! ~
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