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ROZCIAGANIE MOLEKUL BIALEK — POROWNYWANIE ICH WEASNOSCI
MECHANICZNYCH

DLACZEGO ROZCIAGANIE?

W ostatniej dekadzie pojawily sie mozli-
wosci technologiczne badania pojedynczych
biomolekut metodami optycznymi i mecha-
nicznymi. Mechaniczne manipulowanie bio-
molekul najczeSciej realizowane jest poprzez
zaczepienie jednego konca (lub innego frag-
mentu) molekuly na podlozu, a drugiego kon-
ca na ostrzu przymocowanym do elastycznej
dzwigni mikroskopu sily atomowej i poprzez
przesuwanie dzwigni ze stala predkoScia. W
ten sposob zbadano rozne rodzaje kwasow
nukleinowych oraz ponad 55 bialek. W wy-
niku pomiaru w mikroskopie sily atomowej
uzyskuje si¢ wykres sily w funkcji przemiesz-
czenia ostrza. Gdyby ten wykres byt liniowy,
to Swiadczyloby to o harmonicznym zachowa-
niu, jak w ponad 300-letnim prawie Hooke’a.
Tymczasem wykresy takie sa duzo bardziej
skomplikowane i czesto maja postac zebatej
krzywej o wielu maksimach. Ksztalt wykresu
zawiera informacje o mechanicznych wila-
Sciwosciach biatka. Wydobycie informacji o
szczegolowych zdarzeniach mikroskopowych
prowadzacych do pojawienia si¢ maksimum
zazwyczaj wymaga interpretacji teoretyczne;j
i symulacji. Wynika z nich, ze duze maksima
sity zwiazane sa z jednoczesnym zrywaniem
wielu wiazan — najcze¢Sciej wodorowych. Sil-
nie powiazane jednostki struktury nosza na-
zwe imadla mechanicznego.

Charakterystyczna miar¢ sily oporu bial-
ka przeciw rozciaganiu stanowi maksymalna
sita F__ . Jej wartosci mieszcza si¢ w zakresie
od kilku do kilkuset pN (pikoniutonow). Na
przyktad, dla biatka C2A F_  wynosi ona 60

pN, a dla superhelikalnej ankiryny — 400 pN.
Dla szczegolnie dobrze badanej domeny 127
tytyny oraz ubikwityny F_  jest rzedu 200
pN. W tym artykule zadajemy pytanie, ktore
biatka sa silne i dlaczego? Badania doSwiad-
czalne daja tylko bardzo fragmentaryczny
oglad ,mechanicznego krajobrazu” bialek, a
pelnoatomowe obliczenia chemiczne doty-
cza jeszcze mniejszej liczby biatek. W dodat-
ku obliczenia te daje si¢ przeprowadzic tylko
dla kroétkich, nanosekundowych skal czasu,
co oznacza konieczno$¢ rozpatrywania niefi-
zycznie duzych predkoSci przesuwania ostrza,
co zmienia charakter i wielkoS¢ sil. Zbadanie
mozliwych mechanicznych zachowan bialek
jest wazne dla ukierunkowania dalszych ba-
dan doswiadczalnych oraz dla zrozumienia
procesow mechanicznych zachodzacych w
komorkach. Niedawno udalo si¢ nam wyzna-
czyC wartosci F__dla 7510 biatek i skorelo-
wac te wartoSci z atrybutami struktury. Uzy-
skane wyniki zostaty wyslane do publikacji i
niniejszy artykut stanowi ich podsumowanie.

Nalezy doda¢, ze mikroskopu sily ato-
mowej zaczeto ostatnio uzywac rowniez do
badania zwijania si¢ bialek (FERNANDEZ i LI
2004, SCHLIERF i wspotaut. 2004). W tym wy-
padku polozenie ciagnacego ostrza dostoso-
wuje sie dynamicznie tak, zeby sita dzialaja-
ca na biatlko byla stala. Najpierw biatko jest
rozciagane mechanicznie przy uzyciu duzej
sily, a nast¢pnie monitoruje si¢ (skokowe
zazwyczaj) zmiany dlugosci biatka po znacz-
nym zredukowaniu sity powodujacym zwija-
nie. WykazaliSmy (SzZYMCZAK i CIEPLAK 2000),
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ze proces zwijania sie w takim imadle prze-
biega inaczej niz po usunieciu chemicznego

denaturanta, czy po ustaleniu wilaSciwej tem-
peratury.

PRZEGLAD BIALEK Z PROTEIN DATA BANK — PDB

ZrobiliSmy przeglad wszystkich biatek
zdeponowanych w PDB (BERMAN i wspolaut.
2000) do konca lipca 2005 r. Sposrod nich
wybraliSmy wszystkie bialka zawierajace po-
miedzy 40 i 150 aminokwasow, ktorych zde-
ponowana struktura nie ma przerw i ktore
nie tworza kompleksow. Bylo ich 7510 i ich
zbior oznaczyliSmy symbolem S7510. Tylko
czes¢ z tych bialek ma automatycznie okreslo-
na strukture wedhug schematu CATH (OREN-
GO i wspotaut. 1997), ktorego ide¢ przedsta-
wimy w dalszej czeSci artykutu. Takich biatek
jest 3813 i ich zbior oznaczyliSmy symbolem
S$3813. Badanie korelacji ze struktura ogra-
niczone jest do zbioru S3813. Najbardziej
prawdopodobna wartoS¢ dlugosci sekwencyj-
nej, N, w calym PDB jest rzedu 120, tak wiec
zakres N ograniczony przez 150 obejmuje
biatka o typowych rozmiarach.

Obliczenia pelnoatomowe pozwalaja do-
prowadzi¢ do szczegolowego zrozumienia
procesow zachodzacych w wybranych bial-
kach, ale nie nadaja si¢ do dokonania prze-
gladu w skali calego PDB. Mozna natomiast
tego dokona¢ w ramach uproszczonych
modeli gruboziarnistych typu Go (ABE i GO
1981, VEITSHANS i wspoélaut. 1997, CIEPLAK i
HOANG 2003), ktore sa zdefiniowane poprzez
struktur¢ natywna biatka. Tego typu podej-
Scie bezposrednio taczy wlasciwoSci biatka z
jego struktura, ale tez ogranicza badania do
biatek, ktorych struktura jest znana i zdepo-
nowana w PDB. Jesli dla danego kodu PDB
podanych jest wiele struktur, to w przegla-
dzie uwzgledniamy pierwsza z nich. Jesli kod
odpowiada kilku tancuchom, to rozwazamy
pierwszy z nich. Biatka nie musza byc¢ rozcia-
gane za konce, ale przeglad jest ograniczony
tylko do takich sytuacji. Inaczej liczba mozli-
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Rycina 1. F__ uzyskane w naszym modelu teo-
retycznym w funkcji ich wartoSci doSwiadczal-
nych.

Gwiazdki odpowiadaja ubikwitynie ciagnigtej za
konice (wigksza wartosS¢ sily) lub za lizyne 46 i ko-
niec N (mniejsza wartoSci sity). Okregi odpowiadaja
fibronektynie: czarne domenom 11FNIII, 12FNIII, i
13FNIII, za$ biate 10FNIII — istnieja trzy rozne struk-
tury PDB przypisane 10FNIII i wyniki zostaly uSre-
dniowane po tych trzech strukturach. Liniowy trend
zaznaczony ciagla linia przechodzi przez punkt (0,0),
gdyz zmniejszanie sity kontaktow do zera powinno
da¢ F__ dazace do zera. Linie przerywane wyznacza-
ja blad trendu liniowego.

woSci bylaby zbyt duza. Jednak w sytuacjach
odpowiadajacych doswiadczeniom (Ryc. 1)
symulacje rozciagania wykonywane sa tak,
jak w doswiadczeniu, jesSli chodzi o wybor
aminokwasow, ktore sa zaczepione.

MODEL

Nasze obliczenia sa prowadzone wedlug
schematu dynamiki molekularnej dla opisane-
go wczesSniej modelu (CIEPLAK i HOANG 2003,
CIEPLAK i wspotaut. 2004). Konstrukcja tego
modelu wymaga najpierw wyznaczenia mapy
kontaktow. Obecnos¢ kontaktu, czy oddzialy-
wania, okreSla sie na podstawie sprawdzania
istnienia lub braku istnienia przekrywania
sie efektywnych kul przypisanych atomom

aminokwaséw w stanie natywnym (TSAI i
wspolaut. 1999). W procedurze tej cigzkie
atomy reprezentowane sa przez kule van der
Waalsa, ktorych promienie sa powickszone o
pewien czynnik uwzgledniajacy istnienie od-
dzialywan przyciagajacych. Energia potencjal-
na ukladu opisana jest przez:

E ({1‘4}= VBB 4YNAT 4 yNON 4 V/CHIR
p i
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W tym wzorze V"8 oznacza potencjal har-
moniczny utrzymujacy kolejne atomy C* w
poblizu rownowagowej odleglosci 3,8 A.
Kontakty natywne opisane sa przez efektyw-
ne potencjaly Lennarda-Jonesa:

VT = 5 4 e[(o, /1)1 - (o,/r)],

gdzie r, oznacza odlegtos¢ pomiedzy C* z
aminokwaséw i oraz j. Parametry dlugosa
S, wybrane sa tak, zeby potozenia minimow
potenqalow zgadzaly si¢ z odpowiadajacymi
odlegtoSciami podanymi w pliku PDB. Poten-
cjat opisujacy kontakty nienatywne, VNN, od-
powiada odpychajacemu rdzeniowi o rozmia-
rze 4 A. W najprostszym modelu parametr
¢ jest jednorodny. Jego wartoS¢ odpowiada
Srednim efektywnym oddzialywaniom nieko-
walencyjnym (g/k, = 800-2300 K, gdzie k,
jest stala Boltzmanna). Model zawiera takze
czton, ktéry faworyzuje przyjmowanie kon-
formacji z natywnymi wartoSciami lokalnych
chiralno$ci (KWIECINSKA i CIEPLAK 2005):

VCHIR = 5 N2 1/2 ¢ (C-CNAT)?,

gdzie C=(w_, x w)wm/d Siw=r, - r.
CMAT oznacza chiralnoSc i-tego aminokwasu
w stanie natywnym. Dodatnia wartos¢ C, od-
powiada prawoskretnoSci. Czton V'R petni
role podobna do cztonéw z katami dwuscien-
nymi i katami wiazania w innych modelach.
Modele typu Go maja charakter fenome-
nologiczny i pozwalaja w przyblizony sposéb
bada¢ przebieg duzych zmian konformacyj-
nych w biatkach. W wypadku zwijania si¢
biatek, wbudowana w model wlasnos¢ fawo-
ryzowania stanu natywnego nie jest zadawa-
lajaca pod wzgledem pojeciowym. Nie jest
to jednak problem w wypadku rozciagania,
gdyz uklad pozostaje w poblizu stanu natyw-
nego przynajmniej w poczatkowych stadiach

procesu. W symulacjach rozciagania oba kon-
ce bialka przyczepione sa do sprezyn o stalej
sprezystosci k=0.12 ¢/A?, co jest bliskie wta-
SciwosSciom elastycznym dzwigni uzywanych
w doswiadczeniach, jesli przyjac 900 K za
efektywna wartoS¢ e/k,. Przy takim wyborze
¢ proces zwijania jest optymalny w okolicach
efektywnej temperatury pokojowej 0.3 g/k, a
jednostka sity, /A, odpowiada okoto 120 pN.
Dla takich parametrow wykresy sily, F, w
funkcji przemieszczenia, d, dla szeregu bia-
tek, np. dla 5 domen tytyny (CIEPLAK i wspol-
aut. 2005), czy ubikwityny (CIEPLAK i MARSZA-
LEK 2005) jest bardzo podobny do wykresow
uzyskanych doswiadczalnie.

Swobodny koniec jednej ze sprezyn jest
zakotwiczony za$ swobodny koniec drugiej
sprezyny porusza si¢ ze stala szybkoScia v,
wzdhuz kierunku rownolegltego do linii lqcza;
cej konce biatka w stanie natywnym. Oblicze-
nia wykonujemy dla v =0.005 A/, gdzie cha-
rakterystyczna skala Czasu 1, jest rzedu 0,25
ns (VEITSHANS i wspotaut. 1997, SZYMCZAK i
CIEPLAK 20006) z uwagi na efekty zwiazane z
obecnoscia otaczajacej wody. Taka wartos¢ v,
jest wiec tylko o dwa rzedy wielkosci wigksza
niz szybko$¢ doswiadczalna (wybrane biatka
mozna badac¢ rowniez dla wlaSciwej wartoSci
v,). Efekty termiczne wprowadza sie poprzez
szum Langevina. Tak wiec rownania ruchu
dla kazdego atomu C*maja postac:

mr, = -gr,+ F_+T;

rozwiazuje si¢ je przy pomocy algorytmu
przewidywania-poprawiania piatego rzedu. F_
oznacza wypadkowa site wynikajaca z poten-
cjalow opisujacych uklad. Stata tlumienia vy
wynosi 2m/t, a dyspersja sit przypadkowych
T, wynosi 2y 4,7 Sily te nasladuja wpltyw roz-
tworu wodnego.

TESTOWANIE MODELU

Rycina 1 przedstawia wykres zaleznoSci
pomiedzy dosSwiadczalnie wyznaczona war-
toscia F__ i wartoscia obliczona w ramach
naszego modelu w najprostszej wersji, W
ktorej parametr ¢ jest taki sam dla kazdego
kontaktu. Stwierdzamy istnienie przyblizone;j
korelacji o charakterze liniowym, co uzasad-
nia uzywanie modelu do poréwnywania ze
soba bialek pod wzgledem mechanicznym.
Najlepsza zgodnosc¢ teorii z doSwiadczeniem ob-
serwowana jest dla biatek o F__ > 170 pN. Do
zbioru takich bialek nalezg biatko L (BROC-
KWELL i wspotaut. 2005), domena 127 tyty-

ny (LI i wspotaut. 2002), tandemowe pola-
czenia 127-134, 154-15, ubikwityna, i biatko
wolowej anhydrazy (ALAM i wpsotaut. 2002).
Nie jesteSmy w stanie bada¢ ankiryny o 24
podjednostkach z uwagi na brak odpowia-
dajacej struktury w PDB. ,Stalowe” wiaSci-
wosci tego bialka musza jednak wynikac z
ulozenia podjednostek w naturalna podko-
we¢. Ztozenia mniejszych liczb podjednostek
nie generuja ksztattu podkowy, co prowadzi
do duzo mniejszych sil i w naszym modelu,
i w doswiadczeniu (LEE i wspoélaut. 2006, LI
i wspotaut. 2006). W szczegolnosci dla ztoze-
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nia 12 podjednostek F__ jest bliskie wartosci
uzyskanej dla domeny 127 tytyny.

Do zbioru bialek o Sredniej wartoSci sily
F_ (100-170 pN) naleza E2lip3(N-41) (BROC-
KWELL i wspotaut. 2003), gdzie wyrazenie w na-
wiasach oznacza ciagniecie za terminal N i ami-
nokwas 41, fibronektyna 12 Fnlll, i domena I1
tytyny (symbol struktury 1gcl w PDB). Z tego
zbioru najlepiej z trendem liniowym zgadzaja
si¢ dane dla pierwszego biatka zas dla domeny
I1 tytyny uzyskujemy sile nieco wieksza niz dla
domeny 127 zamiast nieco mniejsza. Do zbio-
ru stabszych biatek, o Fmax pomiedzy 60 i 100
pN, naleza ubikwityna(48-C) (CARRION-VAZQUEZ
i wspotaut. 2003), lizozym T4 (YANG i wspol-
aut. 2000), barnaza (BEST i wspotaut. 2001),
pierwsza domena C2 bialka synaptotagminu I
(C2A; CARRION-VAZQUEZ i wspoétaut. 2000), kal-
modulina (CARRION-VAZQUEZ i wspotaut. 2000),
10-ta i 13-ta domeny fibronektyny, pie¢ kolej-
nych domen biatka DdFLN, oraz osobno jego
czwarta domena 4FLN. Dla tych stabszych bia-
tek korelacja z liniowym trendem jest slabsza,
przy czym najwicksze odstepstwa sa dla 4FLN
(SCHWAIGER i wspotaut. 2004) i lizozymu T4.
Najgorzej testy wypadaja dla najstabszych bia-
tek (F < 60 pN): rodzina spektryny (LAW i
wspotaut. 2003), pojedyncza podjednostka an-
kiryny, rybonukleaza H, i E2lip3. Dla tych bia-
lek F__ wyznaczone teoretycznie jest na ogot
zbyt duze.

Ulepszenia modelu moga iS¢ w dwoch
kierunkach, albo poprzez uwzglednienie dy-

namiki grup bocznych, albo poprzez wprowa-
dzenie niejednorodnych wartoSci parametru ¢
wedlug odpowiednio uzasadnionego schema-
tu. Ten pierwszy kierunek mozna zrealizowacd
dolaczajac do opisu wegle CP. Okazalo sie, ze
nie prowadzi to do jakoSciowych zmian na
analogu Ryc. 1. Inne podejScie polega na po-
zostawieniu opisu opartego na C¢ ale przy
powiazaniu wartoSci parametru ¢ z rodzajami
i wielkoScia atomowych przekrywan bada-
nych przy okreSlaniu jakie pary aminokwasow
tworza kontakty natywne. W tym artykule
przedstawimy wyniki uzyskane dla jednorod-
nej wartoSci ¢, gdyz obliczenia dla ulepszone-
go modelu sa w trakcie realizacji.

Nalezy zaznaczy¢, ze okreSlenie warto-
sci F_ _ z danych doswiadczalnych jest cze-
sto utrudnione poprzez fakt, ze wykresy F-d
zazwyczaj uzyskuje sie¢ dla kilku modulow
polaczonych w tandem, czesto przy uzyciu
sztucznych linker6w. Te moduly nie musza
by¢ jednakowe ani tez nie musza si¢ one
rozwija¢ jeden po drugim. Tak wiec samo
wyznaczenie F_oparte jest na pewnych za-
lozeniach interpretacyjnych.

Innym rodzajem testu naszego podejsScia
jest badanie wyciagania bakteriorodopsyny
z membrany. PodejScie typu Go prowadzi
do skomplikowanego wykresu F w funkcji d
(CIEPLAK i wspotaut. 2006; ryc. 10), ktory jest
bardzo podobny do wykresu wyznaczonego
dosSwiadczalnie (JANOVJAK i wspotaut. 2003)
po przeskalowaniu parametru .

WYNIKI PRZEGLADU BIALEK Z PDB

Obecnie przedstawimy wyniki dotycza-
ce wartosci F__dla bialek ze zbioru S7510.
Ryc. 2 przedstawia rozktad wartosci F_

uzyskanych w ramach naszego modelu. War-
tosci te sa w zakresie od 0 do 5,44 i najbar-
dziej prawdopodobne sa rzedu 1,5 ¢/A. Ty-
powy blad zwiazany ze zmiennoScia pomie-
dzy poszczegoblnymi trajektoriami jest rzedu
0,10-0,15. Dla tytynowej domeny 127 F_
wynosi 2,2 ¢/A, czyli mniej wiecej polowe
wartoSci maksymalnej w S§7510. Stwierdzili-

Rycina 2. Rozktad prawdopodobiefistwa warto-
sci F_ dla bialek ze zbioru §7510.

Kwadratowe symbole dla duzych sit odpowiadaja
pojedynczym biatkom. Strzatka pokazuje wartoS¢
F .. dla domeny 127 tytyny. Linia przerywana zazna-
cza prog, powyzej ktorego biatka naleza do zbioru
S137 najsilniejszych bialek. Panel wewnatrz rysunku
przedstawia rozklady F__ dla klas strukturalnych o,
B i a/p. Maksima wszystkich rozkltadow sa w poblizu

1,5¢/A.
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Tabela 1. 137 najsilniejszych bialek wedlug przewidywan najprostszej poprzez

wersji modelu uzywanego w tym artykule.

Kolejnos¢ uporzadkowania bialek o tej samej wartosci F
obliczenia, jest przypadkowa. Uwzglednienie mostkow siarczkowych awansu-
je 1rbj i 1rnz na tej liScie oraz powoduje usuni¢cie 11sl.

charakterystycz-
ne wartoSci odlegtoSci L
pomiedzy kofnicami bialka:
L_ jest warto$cia natywna,
L odpowiada potozeniu
maksimum, a L=(N-1)3,8

w ramach btedu

max’

n PDB F A CATH|n PDB F A CATH|n PDB F A\ cati| A wartoSci odpowiadaja-
l1ledp 54 14 3.1020 |47 1kgi 3.2 21 2.60.40 [ 93 1k26 3.0 46 3.90.79 Cej pelncmu rozwinieciu.
21qgr 5.1 14 3.1020 | 48lcan 3.2 3 26040 | 94 1lgb 30 29 3.10.20 : s 2 .

Jlaoch 42 1 26040 |49 Ivhp 32 2 26040 | 95 1the 30 6 3.10.20 SthCI:d?lllSl’ny, .ZC rozktad
41glk 42 2 26040 [501h8 3.2 6  3.1020| 961ghd 30 4 31020 | wartoSci A w zbiorze S137
5l1lssn 38 33 3.10.20 | 51 1jf8 3.2 312 34050 | 97 1Irbj 3.0 102  3.10.130 ma ostre maksimum przy
6 lies 3.8 14 2.6040 | 52 1jrk 3.2 46 39079 | 95 1tfp 3.0 16 2.60.40 okoto 10% cho¢ w zbio-
71c76 37 11 31020 | 531sn5 3.2 17 2.6040 [ 99 1tyr 30 32 2.60.40 .

8 1ppx 55 39079 [541wtl 32 3 2.60.40 | 100 lves 3.0 2 rze S7510 rozklad ]CSt do-
9 1c77 20 3.10.20 | 55 lamx 3.1 37 2.60.40 | 101 Ivfb 30 3 2.60.40 syé plaski. Oznacza to, ze

10 179 21 3.10.20 | 56 1qd0 3.1 2 2.60.40 [ 102 1lsl 30 120 g . . .
11 lynd 2 57 lufy 3.1 12 3.30.1330 | 103 1hz5 3.0 23 3.10.20 IStn}e.nl_e 'duzy‘cl} sit naj
12 178 21 31020 | 58 lmgd 3.1 36  3.1020 | 104 Ipy9 30 1 26040 | CzeSciej sie wigze z pek-
13 2sak 11 31020 | 50 1pTe 3.1 2 3.10.20 | 105 1fmf 3.0 148 3.40.50 nif;Ciami zachodzqcymi
l-_I 1vbo mr; 2': Iin I_Filﬁ )1 3 :j_r?lr,-llr IHr: 2try '1II )3 :_‘_r?lr_-lll W pobliZu koicow bial-

15 1sp0 36 16 61 1jhl 3.1 4 2.6040 | 107 4lve 3.0 3 2.60.40 . ..

16 1s09 3.5 16 62 1bmz 3.1 16  2.6040 | 108 1gke 30 24 26040 | Kka, tak jak to ma miejsce

17 1sn0 35 17 26040 | 63 1bvk 3.1 7 2,60.40 | 100 letb 3.0 21 2.60.40 dla tytyny (Lu i wsp(’)laut.

18 1002 3.5 19 2.6040 | 64 1c08 3.1 4 2.6040 | 110 1isk 3.0 3 2.60.40 : <

191i3v 35 2 26040 |65 loar 3.1 3 2.60.40 | 111 lict 30 19 2.60.40 1998’ CIEPLP_‘K 1 WsPOlau_t'

201i% 35 4 26040 | 661ttc 31 32 26040 [ 112 1pge 30 10 24040 | 2004). Stwierdzamy tez,

21 Inam 3.5 3 2.6040 | 67T lpun 3.1 55 3.90.79 | 113 1gnu 3.0 53 3.10.20 7€ W Wypadku 71% sil-

22 leaj 35 5 2.60.40 | 68 1pus 3.1 54 3.90.79 | 114 1kot 30 54 3.10.20 : :

23 lkig 34 3 2.6040 [ 69 lwiu 3.1 3 26040 | 115 1wi9 30 &  3.30.1330 nyCh blalek. ha R jkaSl.C

24 1f5Sw 34 5 26040 |701gko 3.1 17  2.6040 | 116 w20 30 34 F-d wystepuje duze maksi-

252cm 34 4 26040 [ Tllndx 31 5 2.60.40 [ 117 loax 30 3 26040 | mum, po ktorym nastepu-

9% lpex 34 € 21020 | P 1nvi 3 2 109 9 3 2 6.4 . .

._2 Ipgx 34 9 ,).ll.LJ.l 72 Invi 3.1 4 3. I\III_AI_I 118 1gpl 2.9 3 ._r\,l.r_ ll.l je stabsze maksimum. Dla

27T1m94 34 4 3.10.20 | 73 1fve 3.1 4 26040 | 119 1bz8 29 27 2.60.40 o .

28 lanu 34 2 26040 | 74 lugm 3.1 38 120 lmel 29 1 26040 | 7% stabsze maksimum wy-

29 leta 34 31 26040 | T5ligd 31 5 31020 [1201R2x 29 2 26040 | stepuje przed glownym,

30 lkip 34 ‘.. 3.‘:511,-"'! :-: livl 31 5 2.60.40 | 122 lem7 2.9 » .'i_.lll,'.‘ll dla 20% jCSt kilka maksi-

311sn2 34 17 26040, | 77 lwl9 3.1 52 123 lcom 2.9 6  3.30.1330 . .

32 1tum 34 56 39079 | 78 1kir 3.1 3 96040 [ 124 lms 20 3 31020 | MOW  przed maksimum

33 Inme 34 90 3.4050 | 79 lkmt 3.1 6 27050 [ 125 1dvy 29 17 26040 | glownym i przynajmniej

341h5b 33 6 26040 (80120 3.1 6 31020 [ 126 186 29 19 26040 |

edno po, a lko tr

35 loppu 33 3 81 1dfu 3.1 46 2402490 | 127 lrnz 2.9 104 3.10.130 J ., po, ty . Zy

36 1mvf 33 8 2.6040 |822rox 3.1 20  2.6040 | 128 Itin 2.9 96 biatka, w tym dwa najsil-

37439 33 3 26040 |83loag 3.1 2 26040129 1v80 29 6 niejsze, maja tylko jedno

381h26 33 8 31020 |841df 3.1 4 3.1020 | 130 Ivijk 29 33 maksimum sily

30 1bzd 33 32 26040 |851tvd 31 2 2,60.40 | 131 lwit 29 4 2.60.40 ) L

401a2y 33 3 26040 |862df 3.1 3 2.6040 | 132 Imfw 29 46  3.10.20 Biatka wymienione w

41 1km7 33 21 31020 | 87 2imm 3.1 3 2.60.40 | 133 lid 29 3 26040 | Tabeli 1 niekoniecznie s3
12 1llve 33 3 26040 | 88 lpga 3.1 2 3.10.20 | 134 2igd 29 5 3.10.20 od SiCbiC odmienne biO—

431b88 33 3 26040 [ 89 1bOr 3.0 2 3.10.20 | 135 Slve 29 4 2.60.40 . ) L ..

44 leob 3.2 45 31020 [ 90 lpav 3.0 35 13 tieh 20 16 26040 | logicznie, gdyz kilka roz-

45 lied 3.2 21 26040 | 0113 3.0 00 3.4050 | 137 1dvt 29 18 260,40 nych struktur moze byé

46 1k55 3.2 24 31020 |92 1bm7 3.0 15 2.60.40 Itit 2.1 4 26040 | przypisanych do tego sa-

Smy, ze im wieksza wartoS¢ N, tym wicksze
prawdopodobienstwo uzyskania duzej sity
(tu nieudokumentowane a potwierdzone
przez symulacje 239 biatek o N pomiedzy
153 i 851). Jednak dla kazdej wartoSci N
istnieje znaczny rozrzut w wartoSciach F__
pomiedzy biatkami.

W Tablicy 1 przedstawiamy 137 bialek
(1,8% zbioru S7510), ktore wedlug naszych
obliczen powinny by¢ najsilniejsze, tzn. o F_
> 2,9 g/A. Tabela daje liste kodow struktur
PDB, wartosci N, F_ , wzgledne potozenie,
A, glownego maksimum, oraz symbol struk-
turalnej klasyfikacji CATH, jesli jest dostepny.
Parametr A =(L_-L)/(L/L) jest zdefiniowany

X

mego biatka. Dynamika
rozciagania jest wrazliwa na szczegOly struk-
turalne i stad na wybor okresSlonego kodu.
StwierdziliSmy, ze ze zbioru S137 43 biatka
nie sa ze soba homologicznie powiazane, na-
tomiast pozostatych 93 nalezy do 32 réznych
grup. W szczegoOlnosci dwie najsilniejsze struk-
tury lc4p i 1qqr odpowiadaja temu samemu
biatku — p-domenie streptokinazy (o topologii
zwoju UB), ktora uczestniczy w mechanizmie
skrzepliwosci krwi — ale skrystalizowanemu
w roznych warunkach. Trzecie najsilniejsze
biatko, 1aoh, jest w tej samej grupie, co 28-¢
lanu — jest to domena kohezyny cellulosomu
uzyskana z C. thermocellum.
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ZALEZNOSC F,,,, OD TYPU STRUKTURY W ZBIORZE $3813

Schemat klasyfikacji CATH dzieli struk-
tury na kategorie w sposob hierarchiczny:
najpierw na klasy (C), potem na architek-
tury (A), topologie T) i wreszcie na homo-
logie (H). Odpowiada temu podzielony na
fragmenty kod numeryczny, czego przykla-
dy widaC¢ w Tabeli 1. Rozktad F__ dla $3813
jest niemal taki sam, jak dla S§7510. Istnieja
jednak znaczace réznice w rozktadach odpo-
wiadajacych poszczegolnym klasom (panel
wewnatrz Ryc. 2). Rozktady dla bialek z klas
B i o/B posiadaja spore ogony w obszarze du-
zych sit. Tak nie jest dla klasy o, co oznacza,
ze nie nalezy oczekiwac, ze bialka z tej kla-
sy beda mogly mieC duze wartosci F__. Po-
twierdzeniem tego sa np. pomiary sily dla
polikalmoduliny (CARRION-VAZQUEZ i wspot-
aut. 2000). (Nasze obliczenia przewiduja, ze
pewne duze wielodomenowe biatka z dome-
nami typu a — lile, 2ngl, 1ciy, i 1cii — moga
objawia¢ duzy opOr na rozciaganie z uwagi
na ruchy Scinajace pomiedzy domenami).

Rozwazmy teraz dokladniejsze charaktery-
styki struktury. 80% biatek klasy o w S3813
ma architekture wiazki ortogonalnej. W klasie
B 36% to beczulki, 31% kanapki, 13% wstaz-
ki, i 13% rolki. W Kklasie o/B 40% to rolki, a
39% to dwu-warstwowe kanapki. Te rozktady
zmieniaja si¢ znacznie, gdy rozwazyC zbior
S137 najsilniejszych bialek. Zadne z nich nie
jest z klasy a. Biatka z S137 naleza do szeSciu
architektur. Dwie z nich sa szczegoOlnie do-
brze reprezentowane: kanapki B (60%) i rol-
ki a/B (30%). Te silne bialka naleza rowniez

do dziewieciu klas topologicznych. Najczest-
sze topologie to immunoglobuliny (2.60.40
w schemacie CATH) i ubikwitynopodobne
rolki UB (3.10.20). Pozostale wystepujace tu
kody to 3.90.79, 3.40.50, 3.10.130, 3.10.1330,
3.10.50, 2.40.40, i 2.40.240. Rozktad F__ dla
architektury kanapki B jest w S3813 szeroko
rozciagniety i ma trzy lokalne maksima. Mak-
simum przy wickszych sitach odpowiada to-
pologii immunoglobuliny. Na to maksimum
sktadaja si¢ glownie homologi bialek trans-
portu i immunoglobulin. W wypadku archi-
tektury a/p rolki rozktad sit ma dwa maksima.
Maksimum przy wickszych sitach odpowiada
topologiom biatek ubikwitynopodobnych
oraz biatek P-30.

Choc¢ sita biatka i jego struktura sa ze
soba skorelowane, znalezliSmy przyklady, w
ktorych zadany kod CATH odpowiada dwom
odmiennym zachowaniom dynamicznym, co
sugeruje istnienie ,niedorobek” w tym sche-
macie. Na przyklad silne biatka 1pga i 1p72
(52-gie i 56-e w Tabeli 1) maja ten sam kod
CATH, co stabsze o czynnik 3 1mpe i 1q10.
Ten kod to 3.10.20.10, co odpowiada archi-
tekturze rolka a/f, topologii ubikwitynopo-
dobne i homologii wiazace immunoglobuli-
ne. Te cztery biatka maja N=56 i biatka sta-
be roznia si¢ od silnych o mutacje tylko w
trzech miejscach (i stad o promien RMSD 1,9
A). Jednak mutacje te eliminuja z silnych bia-
tek kontakty dhugozasiegowe, co znacznie re-
dukuje sil¢ oporu na rozciaganie.

DLACZEGO PEWNE BIALKA SA SILNE?

Mechanizmy rozwijania mozna wyjasnic
poprzez tzw. diagramy scenariuszowe (CIE-
PLAK i wspotaut. 2004), ktore pokazuja przy
jakim przesuni¢ciu d, zadany kontakt jest
zerwany po raz ostatni. Kontakt identyfikuje
si¢ poprzez odpowiadajaca mu odleglosc se-
kwencyjna |j-i|. MOwimy, ze kontakt ten jest
zerwany, gdy r, > 1.5 o, Zgrupowanie si¢ zry-
wania kontaktow w poblizu pewnej warto-
Sci d oznacza pojawienie si¢ w tym miejscu
maksimum sily. Diagram scenariuszowy dla
najsilniejszego biatka 1c4p pokazany jest na
Ryc. 3. Biatko to sklada si¢ z czterech tancu-
chow o podobnych wtasciwosciach i Ryc. 3
dotyczy pierwszego z nich. Lancuch ten za-
wiera o helis¢ (196-210), oznaczona symbo-
lem I, i 8 nici B oznaczonych literami od A

do H, poczynajac od kofica N. Z Ryc. 3 wnio-
skujemy, ze w poblizu d=140 A pe¢ka niemal
jednoczesnie wiele kontaktow. Ktore z nich
odpowiadaja ,imadlu mechanicznemu”, kto-
re trzyma biatlko najsilniej? Odpowiedzialne
kontakty mozna zidentyfikowac teoretycznie
droga usuwania poszczegolnych kontaktow z
interesujacego zestawu i sprawdzania, jaki to
ma wplyw na wykresy F w funkcji d. Z pane-
Iu w Ryc. 3 wynika, ze sercem imadta sa kon-
takty pomiedzy nicia A (segment 158-168) i
rownolegla G(266-278). Usuniecie tych kon-
taktow redukuje bowiem F__ 0 50%.
Okazuje sie, ze w zbiorze S137 94%
imadet mechanicznych zbudowanych jest
z dlugich réwnoleglych nici B, ktore zrywa-
ne sa przez ruchy Scinajace (LU i wspolaut.
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Rycina 3. Scenariusz rozwijania dla biatka 1c4p
(dla temperatury T=0,3 ¢/k).

Symbole literowe wskazuja, w jakich strukturach
drugorzedowych zrywane sa kontakty na odlegto-
Sci d,. Symbole oznaczone gwiazdkami odpowiadaja
kontaktom spoza struktur drugorzedowych. Panel
wewnatrz rysunku przedstawia wykresy sity w funk-
cji przemieszczenia. Linia ciagla dotyczy sytuacji, w
ktorej wszystkie kontakty sa obecne. Pozostale krzy-
we ilustruja wplyw usuwania kontaktow, np. gdy
usuniete sa kontakty miedzy ni¢mi f A i G.

1998, L1 i MAKAROV 2004, WEST i wspotaut.
20006). Przyktady takich imadel zaznaczone
sa na czarno na gornych szeSciu panelach na
Ryc. 4. Najwicksze sily pojawiaja sie wtedy,
gdy choc¢ jedna z tych nici jest blisko punk-
tu ciagniecia. Imadlo mechaniczne moze by¢
poddane Scinaniu na poczatku rozciagania.
Jesli jednak oba kofice biatka s3 w stanie na-
tywnym po tej samej stronie biatka, to naj-
pierw musi nastapi¢ odwiniecie fragmentoéw
otaczajacych. Powoduje to pojawienie si¢ ob-
rotu i mniejszych maksimow sily przed mak-
simum najwyzszym. Sila imadla zalezy przede
wszystkim od liczby kontaktow (wiazan wo-
dorowych) wewnatrz imadila a nastepnie od
istnienia stabilizujacych oddzialywan otacza-
jacych imadto.

Istnieja tez imadla o innej strukturze.
Trzy dolne panele na Ryc. 4 pokazuja ich

Rycina 4. Wstazkowa reprezentacja struktury
wybranych silnych biatek.

Elementy strukturalne zaznaczone na czarno odpo-
wiadaja imadlu mechanicznemu, ktore generuje naj-
wickszy opor przeciwko rozciaganiu. Dla biatka 1glk
nici A z imadta sktadaja si¢ z osobnych segmentow.

przyklady, jakie realizowane sa w bialkach
lamx, 1qpl, i 1pav. W pierwszym z nich (a
takze w lei5 i 11m8) nici imadla sa antyrow-
nolegle do siebie. W drugim z nich (i row-
niez w 1tum i 1f86) nici nie maja struktury
i nie tworza kartki f. Wreszcie w trzecim z
nich imadto jest utworzone przez ,pudetko”
zbudowane z dwoch antyrownoleglych nici
B umieszczonych tuz przy dwoch antyrowno-
legtych helisach o. Wszystkie elementy tego
pudelka tra wzgledem siebie w sposob Sci-
najacy, gdy biatko jest rozciagane.

ROLA MOSTKOW SIARCZKOW YCH

W modelu uzywanym do przegladu war-
tosci F__ dla bialek z PDB nie sa wyroz-
niane kontakty odpowiadajace mostkom

siarczkowym (S8S) pomiedzy cysteinami,
cho¢ takie wiazania, o naturze kowalencyj-
nej, nie podlegaja zrywaniu w zakresie sit
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dostepnych w mikroskopie sily atomowe;j.
Problem ten ilustruje Ryc. 5 dla wotowej
rybonukleazy A o kodzie struktury lrnz. W
Tabeli 1 jest to biatko 127-me w rankingu
sity. Prosty model dynamiczny prowadzi do
F =29 ¢/A przy czym maksimum to poja-
wia si¢ w poblizu d=250 A. W biatku tym
sa cztery kontakty SS, z ktorych dwa peka-
ja — w prostym modelu — przed F_ , a dwa
pozostale daja wktad do F_ . Mozna zapo-
biec temu niefizycznemu zrywaniu si¢ tych
kontaktéw poprzez zwickszenie parametru
energetycznego ¢ o np. czynnik 20. Prowa-
dzi to do wczesniejszego pojawienia si¢ naj-
wickszego maksimum sily oraz do podwyz-
szenia F_  do wartosci 4,0 ¢/A. Tym samym
biatko to awansuje do piatego miejsca w
rankingu sity. Na podstawie diagramu sce-
nariuszowego stwierdzamy, ze pierwsza po-
lowa poprawionego procesu przebiega tak,
jak w prostym modelu, ale potem przebieg
jest zupelnie odmienny i imadlo mechanicz-
ne jest skonstruowane z innych wiazan. Po-
dobna sytuacja wystepuje dla homologicznie
pokrewnego biatka 1rbj, dla ktorego F_
skacze z 3,0 do 3,5 g/A, zmieniajac setna po-
zycje rankingowa na 20-tg.

Sama obecnoS¢ wigzan SS nie musi jed-
nak wplywa¢ na wartos¢ F_, zwlaszcza,
gdy pekniecie takiego wiazania odbywa sie
po osiagnieciu F_ . W zbiorze S137 jest 14
bialek, oprocz 1rnz i 1rbj, dla ktorych pro-
sty model przewiduje pekniecie wiazania SS
przed gtéwnym maksimum sily. DokonaliSmy
ponownej analizy takich bialek i stwierdzili-
Smy albo brak zmiany F__ (lie5, 1i8k, 1kiq,
1lve), albo maly wzrost (1py9, 43c¢9), albo
male zmniejszenie (1h5b, 1c08, 1livl, 1Kkir,
1kip, 1n4x, 1vfb). Jedyny przypadek duzej
zmiany F__ z powodu obecnosci wiazan SS
to biatko 1lIsl. Bialko to ma sze$¢ wigzan SS
i jedno z nich efektywnie ogranicza rozcia-

ilrnz
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Rycina 5. Scenariusz rozwijania oraz wykres F
w funkcji d, na panelu wewnetrznym, dla bial-
ka 1rnz w ramach dwoch modeli typu Go.

Pierwszy model jest standardowy i nie wyroznia
mostkow siarczkowych. Odpowiadajace mu krzywe
sq ciensze, a symbole na scenariuszu zaznaczone sa
przez otwarte symbole i gwiazdy. Gwiazdy odpowia-
daja kontaktom miedzy cysteinami. Drugi model nie
pozwala na pekniecie mostkow siarczkowych. Odpo-
wiadaja mu grubiej wykreSlone krzywe F(d) i czarne
kotka.

ganie do 37-aminokwasowego segmentu ca-
lego bialka o N=113. W tym segmencie nie
ma zadnego maksimum sity, co powoduje, ze
biatko 1lsl powinno by¢ usuniete z Tabeli 1.
Poréwnywanie rozciagania z wiazaniami SS i
bez nich ma sens fizyczny, gdyz wiazania SS
mozna zamieni¢ na znacznie stabsze wiazania
SH (grupa hydrosulfidowa) poprzez zastoso-
wanie czynnika redukujacego DTT (1,4 di-
tiotreitol). Tego typu badania doSwiadczalne
przeprowadzono np. dla molekuty adhezji
Mel-CAM (CARL i wspotaut. 2001).

WNIOSKI KONCOWE

Prosty model typu Go pozwala lepiej zro-
zumie¢ mechaniczne wlasciwosci bialek i po-
zwala przewidywad, ktore biatka najbardziej
opieraja si¢ rozciaganiu. Te silne biatka nale-
7za do niewielkiej liczby klas topologicznych.
Ich sita wynika z istnienia imadla mechanicz-
nego, ktore w wickszoSci przypadkow zbu-
dowane jest z dlugich i réwnolegltych nici
B. Uwzglednienie w modelu grup bocznych
i mostkOw siarczkowych powoduje przesu-

ni¢cia w rankingu bialek wzgledem sity F_,
ale w zasadzie nie zmienia samej listy silnych
biatek. Sugeruje to, ze opor biatka na rozcia-
ganie zawarty jest glownie w jego geometrii
i w zwiazku z tym dosSwiadczenia i oblicze-
nia pelnoatomowe powinny w wiekszoSci
potwierdzic¢ te liste.

Ten projekt powstat w wyniku rozmowy
z Julio M. Fernandezem z Columbia Univer-
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sity. Cenne byly uwagi uzyskane od Jayantha
R. Banavara, Trinh Xuan Hoanga, Haralda Ja-
novjaka, i Piotra Szymczaka.

Ten projekt byt finansowany przez Mini-
sterstwo Nauki i Informatyzacji (numer gran-
tu N202 021 31/0739).

STRETCHING OF MOLECULES OF PROTEINS — COMPARISON OF THEIR MECHANICAL
PROPERTIES

Summary

Mechanical stretching of single proteins has
been studied experimentally for about 55 proteins
yielding a variety of force patterns and peak forces.

Here, we perform a theoretical survey of pro-
teins of known native structure and map out the
landscape of possible dynamical behaviors under
stretching at a constant speed. We consider 7510
proteins each comprising not more than 150 ami-
no acids. The model used is constructed based on
the native geometry. It is solved by methods of mo-
lecular dynamics and validated by comparing the
theoretical predictions to experimental results. We
characterize the distribution of peak forces and cor-

relations with the system size and with the structure
classification as characterized by the hierarchical
classification of protein domain structures (CATH).
Despite the presence of such correlations, proteins
with the same CATH index may belong to different
classes of the dynamical behavior. We identify pro-
teins with the biggest forces and show that they be-
long to few topology classes. We determine which
protein segments act as mechanical clamps and
show that, in most cases, they correspond to long
stretches of parallel pB-strands, but other mechanisms
are also possible.
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