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0. Zusammenfassung

DNA ist als Tr�germolek�l der Erbinformation von zentraler biologischer

Bedeutung. Die vielf�ltigen Strukturen, die DNA bildet, werden dabei durch

molekulare Erkennungsmechanismen gesteuert, die f�r jede Sequenz einzigartig

sind. So bietet DNA auch die M�glichkeit gezielt und selbstorganisiert

Strukturen aufzubauen, die als Grundlage f�r nanotechnologische Systeme

dienen k�nnen. Um die Funktion einer Zelle sicher zu stellen treten viele

verschiedene Molek�le mit DNA in Wechselwirkung. Dabei wird die DNA

kompaktiert, entwunden, aufgetrennt und komplexiert. Im Rahmen dieser

Arbeit wurden Kraftmessungen an einzelnen DNA-Molek�len durchgef�hrt.

Dabei wurde sowohl das Entfalten (Unzipping), als auch das �berstrecken und

kraftinduzierte Schmelzen untersucht. Insbesondere wurden die mechanischen

Aspekte der Wirkung DNA-bindender Pharmaka auf molekularer Ebene

studiert. Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

•  Es wurde gezeigt, dass mit Kraftmikroskopie Sequenzvariationen in

nat�rlichen und synthetischen DNA-Molek�len auf einer Skala von zehn

Basenpaaren direkt �ber die Entfaltungskraft detektiert werden k�nnen.

•  Es wurden die mechanischen Auswirkungen der Bindung kleiner Molek�le

auf das Kraft-Ausdehnungs-Verhalten (Kraftspektrum) von DNA untersucht.

So konnten erstmals Bindungsvorgang und Ðkinetik von kovalenten und

nicht-kovalenten Liganden an DNA mechanisch detektiert werden.

•  Es wurde gezeigt, dass die �nderungen der �berstreckungskr�fte und

Ðbereiche in den Kraftspektren von DNA bei Wechselwirkung mit verschie-

denen Liganden mit denen des thermischen Schmelzens korrelieren. Das

st�tzt die Interpretation des �berstreckungsprozesses als Teil eines

kraftinduzierten Schmelzprozesses.

•  Es konnte gezeigt werden, dass es m�glich ist die verschiedenen Addukte des

Krebsmedikaments Cisplatin �ber Kraftspektroskopie direkt und sequenz-

spezifisch an einzelnen Molek�len nachzuweisen und zu unterscheiden.

•  Es wurde gezeigt, dass die Kraftspektren komplexierter DNA-Molek�le f�r

die jeweilige Art der Bindung charakteristisch sind. So wurde Kraftspektro-

skopie als analytische Methode zur Unterscheidung verschiedener

Bindungsmoden von DNA-bindenden Substanzen etabliert.
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1. Einleitung

Die naturwissenschaftliche Entwicklung der vergangenen Jahren ist gepr�gt von

einem engeren Zusammenwachsen der einzelnen Disziplinen. Weltweit entste-

hen immer mehr interdisziplin�re Forschungszentren, die die Zusammenarbeit

von Biologen, Chemikern und Physikern weiter f�rdern sollen. Im Mittelpunkt

des Interesses stehen dabei h�ufig Systeme auf der Nanometerskala. Gerade

durch die Anwendung moderner physikalischer Messtechnik auf biologische

Systeme entsteht so eine F�lle neuer Information, die das Verst�ndnis vieler

grundlegender Mechanismen kontinuierlich anwachsen l�sst. Die Vorausset-

zungen f�r diese Entwicklung wurden gr�§tenteils in der zweiten H�lfte des 20.

Jahrhunderts gelegt. So wurden mit den verschiedenen Rastersondenverfahren

die M�glichkeiten geschaffen, Materie mit sub-molekularer Aufl�sung zu unter-

suchen und zu manipulieren.[1,2] Mit lithographischen Verfahren[3] und Stem-

peltechniken[4] ist es ebenfalls m�glich, Materie auf der Nanometerskala zu

strukturieren, wobei sogar mechanisch bewegliche Elemente realisiert werden

k�nnen.[5]

Die Entschl�sselung der B-DNA-Struktur von Watson und Crick[6] war ein

weiterer wichtiger Meilenstein, der die Weiterentwicklung der Biologie von

einer eher ph�nomenologisch orientierten Wissenschaft hin zur modernen

Molekularbiologie mit ausgel�st hat. Die Entdeckung der verschiedensten bio-

chemischen Verfahren und Methoden, wie DNA-Sequenzierung[7] und

Polymerase-Kettenreaktion (PCR),[8] hat dazu gef�hrt, dass es heute m�glich

ist verschiedenste Biomolek�le Ð typischerweise mit Gr�§en im Nanometer-

bereich Ð gezielt herzustellen, zu ver�ndern und zu untersuchen. Chemische

Verfahren erm�glichen zudem die spezifische Kopplung von Biomolek�len an

ãtote MaterieÒ wie Festk�rperoberfl�chen.[9,10] Dies ist wiederum vielfach die

Voraussetzung f�r eine genaue Untersuchung mit physikalischen Methoden.

Gleichzeitig wurden Systeme entwickelt, mit denen gro§e supramolekulare

Strukturen mit Ausdehnungen �ber mehrere Nanometer gezielt synthetisiert

werden k�nnen.[11-14] Auch in der theoretischen Beschreibung und Simulation

gibt es gro§e Fortschritte, so dass es mit den derzeit verf�gbaren Computern

m�glich ist das Verhalten von Systemen aus einigen hundert Atomen durch ab

initio Rechnungen zu beschreiben.[15-20] Es scheint also zwangsl�ufig, dass die
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einzelnen Disziplinen auf der Nanometerskala zusammentreffen und auch

zusammenwachsen.

W�hrend die ersten Untersuchungen mit den verschiedenen neuen Techniken

meistens auf ein Verst�ndnis der Systeme durch Beobachtung abzielten ist

heute eine Tendenz zur gezielten Manipulation von Materie auf der Nanome-

terskala erkennbar. Der Aufbau von funktionalen Elementen mit molekularen

Dimensionen scheint als ultimatives Ziel der Miniaturisierung auch die M�g-

lichkeiten f�r eine �konomischere Ressourcenverwertung zu bieten. Viele dieser

Visionen sind aber gepr�gt von Konzepten, die sich in der Makrowelt bew�hrt

haben. Doch im Zuge des immer weiter gehenden Verst�ndnisses hat sich ge-

zeigt, dass effiziente molekulare Systeme nicht einfach durch die Verkleinerung

von Mikrosystemen entworfen werden k�nnen.[21] Vielmehr sind grundlegend

andere Denkweisen und Designstrategien n�tig, um die auf kleinen Skalen vor-

herrschenden Kr�fte zu ãdomestizierenÒ. So ist die Euphorie �ber die aus der

Makrowelt nicht gekannten Eigenschaften von Nanomaterialien, wie etwa Koh-

lenstoff-Nanor�hren,[22,23] teilweise der Erkenntnis gewichen, dass diese Ei-

genschaften h�ufig sogar eine notwendige Voraussetzung f�r Stabilit�t und

Funktionalit�t kleinster Systeme sind. Es erscheint deshalb sinnvoll, auf schon

existierende Systeme zur�ckzugreifen, wie sie in der Biologie in verschiedensten

Auspr�gungen vorhanden sind. In jeder einzelnen Zelle findet sich eine gro§e

Zahl von ãNanomaschinenÒ und Mechanismen, die die verschiedensten Funk-

tionen erf�llen: Auf der DNA einer einzigen menschlichen Zelle ist etwa die

gleiche Informationsmenge gespeichert wie auf einer CD und Motorproteine

k�nnen Materie mit hohen Wirkungsgraden �ber Strecken von Mikrometern

mechanisch bewegen. Der Treibstoff f�r die Aktivit�t der meisten biologischen

Systeme Ð das ATP Ð wird dabei ebenfalls direkt in Zellen �ber den Metabolis-

mus bzw. �ber Photosynthese hergestellt.[24] Will man einzelne Elemente in

vitro untersuchen oder als Bauteile komplexerer Mechanismen einsetzen, so ist

es notwendig, die Systeme immer mit hinreichend gro§en Konzentrationen von

ATP zu versorgen. Da dies nicht immer praktikabel ist, wird auch angestrebt,

Licht als Energiequelle nutzbar zu machen.[11] Generell l�sst dies zwar niedri-

gere Effizienzen erwarten, aber daf�r bieten sich neue M�glichkeiten zur Steue-

rung und Manipulation einzelner Komponenten. Das wiederum k�nnte helfen,

das Problem der Ankopplung von Nanosystemen an die Makrowelt zu l�sen.
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Doch auf dem Weg hin zum gezielten Design und ãpraktischenÒ Einsatz funk-

tionaler nanoskopischer Systeme ist noch viel Raum f�r neue Entwicklungen.

Die Fortschritte, die in den vergangenen Jahren gemacht wurden, sind vielf�l-

tig. Es konnte gezeigt werden, dass es m�glich ist, exakt definierte geometrische

Strukturen aus DNA aufzubauen,[25,26] und dass DNA eingesetzt werden kann,

reversible Konformationsumwandlungen zu durchlaufen.[27,28] Mit Hilfe von

Oligonukleotiden ist es m�glich, Kolloide, Nanokristalle und Proteine in geord-

nete Strukturen anzuordnen.[29-33] Auch die M�glichkeiten, funktionale

Elemente und Materialien mit ver�nderbaren Eigenschaften aus Polypeptiden

aufzubauen, werden immer vielseitiger.[34,35] Gleichzeitig ist der Fortschritt

im Bereich der nicht biogenen Nanomaterialien immens. Mittlerweile wurden

so schon verschiedenste elektronische Elemente aus Kohlenstoff-Nanor�hr-

chen[22,23] und leitf�higen Polymeren[36,37] realisiert. Mit einer Weiterent-

wicklung der chemischen Funktionalisierung[38] ist hier auch eine spezifische

Kopplung Ð und damit die Grundlage f�r den ãbottom-upÒ Aufbau von Struktu-

ren Ð m�glich. Dagegen k�nnen andere gezielt aufgebaute Makromolek�le

schon jetzt elektrochemisch geschaltet werden und Konformationsumwadlun-

gen ausf�hren, die sie etwa f�r nanoskopische Speicherelemente geeignet er-

scheinen lassen.[11]

Eine Schl�sselrolle in der momentanen Forschung kommt den sogenannten

Einzelmolek�l-Techniken zu, die es erlauben, molekulare Systeme direkt zu

untersuchen. Neben den abbildenden Techniken wie Einzelmolek�lfluores-

zenz,[39] Elektronenmikroskopie (EM), Raster-Tunnelmikroskopie (STM),[2]

optischer Nahfeldmikroskopie (SNOM)[40] und Kraftmikroskopie (AFM)[1]

sind mittlerweile auch die spektroskopischen Methoden, wie etwa optische,

Tunnelstrom- und Kraftspektroskopie nicht mehr wegzudenken. Nach der Eta-

blierung dieser wird in j�ngster Zeit immer mehr versucht, verschiedene Tech-

niken im gleichen Experiment zu kombinieren. So konnte an einem einzelnen

Azopeptid-Polymer eine lichtinduzierte Konformationsumwandlung direkt me-

chanisch detektiert werden.[41] In anderen Experimenten werden abbildende

Kraftmikroskopie mit Kraftspektroskopie[42,43], Einzelkanal Patch-Clamp mit

Fluoreszenztansfer-Messungen[44] oder Kraftmessungen mit Einzelmolek�l-

Fluoreszenz[45] verbunden. Die F�lle an weiteren interessanten Kombinati-

onsm�glichkeiten scheint unbegrenzt.
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Trotz des beeindruckenden Fortschritts in vielen Bereichen sind die meisten

neu entwickelten nanoskopischen Systeme aber noch weit davon entfernt tat-

s�chlich praktischen Nutzen au§erhalb der Grundlagenforschung zu bringen.

Dennoch werden schon heute nanoanalytische Techniken und Hilfsmittel dazu

eingesetzt, um neue Information zu verschiedensten Fragestellungen zu erhal-

ten. Hier ist vor allem die Untersuchung elementarer biologischer Prozesse von

Bedeutung, da viele Systeme typische Gr�§en von einigen Nanometern besitzen

und es eine Reihe an wichtigen Prozessen gibt, die noch weitgehend unverstan-

den sind. M�gliche Anwendungen reichen von der Untersuchung der Faltungs-

mechanismen von Proteinen[46] und RNA[47] mit Kraftspektroskopie oder

Fluoreszenztransfer[48] �ber die hochaufl�sende Abbildung einzelner Mole-

k�le,[49,50] die auch zur Untersuchung dynamischer Prozesse [51-53] und zur

Strukturaufkl�rung verwendet werden kann,[54] bis hin zur Extraktion

bestimmter Genregionen aus Chromosomen.[55] In dieser Arbeit wurde

Kraftmikroskopie als nanoanalytische Technik eingesetzt, um gezielt die

Beziehung zwischen Kraft und Struktur in DNA zu untersuchen. Insbesondere

wurde dabei die Wechselwirkung von DNA mit verschiedenen pharmakologisch

relevanten Substanzen, wie Chemotherapeutika und Antibiotika, untersucht. So

konnte hier Ð wie auch in vielen anderen neueren Arbeiten Ð gezeigt werden,

dass Nanotechnologie und Nanoanalytik schon heute Nutzen bringend einge-

setzt werden k�nnen, z.B. im Einsatz als Messsysteme h�chster Pr�zision, die es

erlauben verschiedenste Fragestellungen direkt anzugehen und zu l�sen.
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2. Kraftspektroskopie

2 . 1 .  K r a f t  a l s  S t r u k t u r p a r a m e t e r 

Fast alle klassischen Beschreibungen molekularer Systeme beruhen auf energe-

tischen Betrachtungen. Die Grundlage solcher Energie-basierter Rechnungen

bildet h�ufig die Beschreibung des Systems als statistisches Ensemble, das sich

im thermodynamischen Gleichgewicht befindet oder einem konstanten Energie-

oder Entropiezu- und abfluss ausgesetzt ist. So bilden in vielen klassischen Ex-

perimenten die Energien als Ensemblemittel die eigentlichen Messgr�§en. Die

Entwicklung verschiedener Einzelmolek�ltechniken hat in den letzten Jahren

jedoch dazu gef�hrt, dass immer h�ufiger auch Kr�fte als Strukturparameter

untersucht werden. Als vektorielle Gr�§en bieten Kr�fte etwa die M�glichkeit

auch komplexere ãEnergielandschaftenÒ zu untersuchen, die mit thermodyna-

mischen Methoden nicht zug�nglich sind. Mit Kraftexperimenten an einzelnen

Molek�len k�nnen so etwa verschiedene Reaktionswege f�r bestimmte Prozesse

analysiert werden, z. B. beim Auftrennen von DNA-Doppelstr�ngen in

unterschiedlichen topologischen Anordnungen. Au§erdem ist es durch die

genaue Kontrolle von Kr�ften m�glich, einzelne Molek�le gezielt in Zust�nde zu

bringen, die zwar f�r die Funktion relevant sind, aber nicht im Ensemble

detektiert werden k�nnen. Es hat sich gezeigt, dass vor allem in biologischen

Systemen Kr�fte eine pr�zisere Beschreibung erlauben, die ein besseres

Verst�ndnis von Stabilit�t und Funktionalit�t molekularer Systeme

erm�glichen. Offensichtlich ist die Bedeutung von maximalen Zug- und

Haltekr�ften der verschiedenen Motorproteine, die f�r jegliche Art von aktiver

Bewegung und Transport in allen biologischen Systemen verantwortlich sind.

Aber auch in anderen Systemen, wie etwa Rezeptor-Ligand Paaren, zellul�ren

Adh�sionsproteinen und den Proteinen des Zytoskeletts, die Zellen ihre mecha-

nische Stabilit�t verleihen, spielen Kr�fte eine wesentliche Rolle. Da die Kr�fte

immer einen sehr engen Bezug zur jeweiligen Funktion haben, bildet die Unter-

suchung eben dieser Kr�fte auch eine wichtige Grundlage f�r das Verst�ndnis

der zu Grunde liegenden Prozesse.
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Abbildung 1: Kraft und Längenskala für einzelne Moleküle.[56]

Die relevante Kraftskala für molekulare Prozesse ist in Abbildung 1 dargestellt

und befindet sich im wesentlichen im Bereich von Pikonewton (pN). Die Kräfte

hängen dabei sehr eng mit der Größe der betrachteten Systeme zusammen, die

von etwa einem Nanometer (Ausdehnung einzelner Moleküle) bis zu einigen

Mikrometern (Größe einzelner Zellen) reicht. Die untere Grenze auf der rele-

vanten Kraftachse wird bestimmt von der Kraft, die durch thermische Fluktua-

tionen ausgeübt wird. Biologische Prozesse sind nur in Gegenwart von flüssigem

Wasser möglich, typischerweise bei Temperaturen um 300 K. Bei Raumtempe-

ratur ist die thermische Energie kBT gerade 4,1 pN•nm (4,1•10–21 J). Das be-

deutet, dass durch thermische Anregung Kräfte von einigen Pikonewton über

eine Strecke von etwa einem Nanometer ausgeübt werden. Dementsprechend

werden etwa auf ein über einige 100 nm ausgestrecktes Molekül thermische

Kräfte von einigen 10 Femtonewton (fN) wirken, während etwa über die Breite

einer Bindung mit 0,4 nm Breite schon Kräfte von 10 pN auftreten. So lassen

sich auch die molekularen Prozesse, die durch von außen angelegte Kräfte aus-

gelöst werden, in typische Kraftbereiche einteilen. Entropische Polymerknäuel

werden schon bei wenigen pN entfaltet, im Bereich einiger 10 pN finden ver-

schiedene Prozesse statt, die den Aufbau supramolekularer Komplexe verän-

dern, wie etwa das Aufbrechen von Rezeptor-Ligand Bindungen, das Entfalten

von Proteindomänen oder das Überstrecken von DNA. Bei einigen 100 pN wer-

Entropische Elastizität

Supramolekulare Reorganisation

Deformation von Bindungswinkeln

Bruch kovalenter 
Bindungen

k
BT = 4.1 pN nm

5 50 500

1

>10

0.1

Kraft [pN]
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den Bindungen so stark �berstreckt, dass sich die Konformationen und Bin-

dungswinkel einzelner Molek�le �ndern k�nnen, bis dann bei einigen Nano-

newton (nN) die Stabilit�tsgrenze kovalenter Bindungen erreicht ist und die

Molek�le ãrei§enÒ.[56-59]

2 . 2 .  M e s s u n g  v o n  K r � f t e n /  K r a f t s p e k t r e n 

Bei der Untersuchung molekularer Kr�fte ist es wichtig zwischen Gleichge-

wichts- und Nichtgleichgewichtsprozessen zu unterscheiden. Entscheidend ist

dabei immer die Zeitskala, auf der sich Gleichgewichte einstellen. Die typischen

Relaxationszeiten innerhalb der molekularen Komplexe in Fl�ssigkeiten k�nnen

dabei zwischen 10-13Ês f�r kleinere Molek�le[60] und Sekunden[61-63] f�r das

relaxieren �berdehnter Polymere liegen. In Systemen mit komplexeren ãEner-

gielandschaftenÒ, wie sie etwa in Proteinen oder Gl�sern auftreten, ist es auch

m�glich, dass das System �ber gr�§ere Zeitr�ume in Nebenminima gefangen ist,

die nicht dem thermodynamischen Gleichgewichtszustand entsprechen. Die zu-

geh�rigen Relaxationszeiten h�ngen dabei von der H�he der Energiebarriere

zwischen dem momentanen und dem Gleichgewichtszustand ab[60] (siehe auch

Anhang 6.3).

F�r die Messung molekularer Kr�fte wurden in den vergangenen Jahren Tech-

niken entwickelt, die verschiedene dynamische Bereiche und Empfindlichkeiten

umspannen. Tabelle 1 zeigt einen �berblick �ber die verbreitetsten Methoden,

die aufgrund ihrer unterschiedlichen Eigenschaften auch f�r die Untersuchung

der verschiedensten Systeme geeignet sind.

Technik Kraftbereich[pN] Zeitaufl�sung

magnetische Kugeln 0.01-100 1s

optische Falle (OT) 0.1-150 10 ms

Mikronadeln >0,1 0,1-100 ms

Biomembrane Force Probe (BFP) 0,5-1000 1 ms

Kraftmikroskop (AFM) >1 10 ms

Tabelle 1: Techniken zur mechanischen Untersuchung einzelner Molek�le.[56]
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Zur Messung von Kr�ften wird jeweils ein empfindlicher Kraftsensor ben�tigt,

etwa eine Feder, deren Auslenkung dann ausgemessen und direkt in eine Kraft

umgerechnet wird. Im Falle der magnetischen Kugeln[64,65] wird die Kraft

�ber die Auslenkung der Kugel in einem magnetischen Gradientenfeld be-

stimmt. In einer optischen Falle wird eine dielektrische Kugel im Fokus eines

Laserstrahls gefangen. Die auftretende R�ckstellkraft ist dann proportional zur

Auslenkung der Kugel aus dem Fokus und kann optisch ausgelesen wer-

den.[66,67] Eine Erweiterung dieser Technik, bei der die r�umlichen thermi-

schen Fluktuationen der Kugel im Feld der Falle aufgezeichnet werden, erlaubt

auch eine Kraftmessung in allen drei Raumrichtungen.[68] Die Technik des

ãBiomembrane Force ProbeÒ (BFP) benutzt als Kraftsensor ein Membranvesi-

kel, das mit Hilfe einer Mikropipette unter Druck gesetzt wird.[69] Im

Kraftmikroskop und bei Mikronadeln wird die Kraft �ber eine Balkenfeder

(ãCantileverÒ bzw. die Mikronadel selbst) �bertragen und die Verbiegung in der

Regel optisch ausgelesen, was interferometrisch oder �ber einen Lichtzeiger ge-

schehen kann. Die maximal erreichbare Empfindlichkeit der Messung h�ngt

wesentlich von den Eigenschaften des Kraftsensors ab: Die Zeitaufl�sung wird

durch die Resonanzfrequenz des Kraftsensors limitiert, Orts- und Kraftaufl�-

sung werden von thermischen Fluktuationen begrenzt. Im thermodynamischen

Mittel besitzt nach dem Gleichverteilungssatz jeder quadratisch zur Gesamt-

energie beitragende Freiheitsgrad die Energie 1/2 kBT. Das bedeutet, dass die

kraft�bertragende Feder mit der Federkonstante kC im Mittel jeweils die poten-

zielle Energie 1/2 kCÊ<Æx2> = 1/2 kBT besitzt. Damit ist die mittlere quadratische

Auslenkung <Æx2> = kBT/ kC, also umgekehrt proportional zur Federh�rte.1

Gleichzeitig ergibt sich eine mittlere quadratische Kraftfluktuation <ÆF2>Ê= kC2

<Æx2> = kBT¥ kC, die proportional zur Federh�rte ist. Anders formuliert k�nnte

man die Beziehung auch als eine ãthermische Unsch�rferelationÒ bezeichnen:

∆ ∆F x k TB• = .

Das bedeutet, dass die Kontrolle kleiner Kr�fte prinzipiell die Verwendung wei-

cher Kraftsensoren erfordert, w�hrend hohe mechanische Stabilit�t (also m�g-

lichst geringe mittlere Auslenkungen) nur mit harten Federn zu erreichen ist.

Ein genaues Abw�gen dieser gegens�tzlichen Faktoren ist die Voraussetzung f�r

                                                  
1 Diese Beziehung wird auch dazu ben�tzt die Federh�rte im Experiment zu messen.
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die mechanische Messung und Manipulation einzelner Molek�le. Zu harte

Kraftsensoren k�nnen durch die gro§en thermischen Kraftfluktuationen die

Proben irreversibel besch�digen, w�hrend zu weiche Sensoren eine exakte Posi-

tionierung unm�glich machen. Bei der Kraftmessung ist es jedoch auch m�g-

lich, die Kraftempfindlichkeit zu verbessern indem man die Messwerte �ber

l�ngere Zeitr�ume mittelt. Da die Fluktuationen um den Gleichgewichtszustand

herum auftreten, l�sst sich dieser genauer bestimmen, wenn man die

Frequenzbreite der Messung beschr�nkt. Die Kraftsensoren werden durch

thermische Fluktuationen vor allem zu Schwingungen mit ihrer eigenen

Resonanzfrequenz angeregt. Deshalb ist es vorteilhaft Sensoren mit hohen

Resonanzfrequenzen einzusetzen, da diese �ber den Mittelungszeitraum viele

eigene Schwingungszyklen durchlaufen k�nnen, und so eine genauere Messung

erm�glichen.2 Mit dem Kraftmikroskop kann so bei einer Aufl�sung im Bereich

von einigen Millisekunden die Kraftskala von einigen pN bis hin zu vielen nN

abgedeckt werden.3 In den vergangenen Jahren wurden immer mehr

verschiedene Systeme mit Kraftspektroskopie charakterisiert und auch die

behandelten Fragestellungen werden dabei zunehmend spezieller und

komplexer. Der Schwerpunkt der Forschung liegt nach wie vor bei der

Untersuchung von Biomolek�len. Insbesondere werden immer weitergehende

Probleme im Bereich der Proteinfaltung und -entfaltung untersucht.[43,70-76]

Auch die verschiedenen Motorproteine, wie Myosin,[77-79] Kinesin[80-83]

oder ATP-Synthase[84] werden weiter intensiv untersucht, vor allem mit opti-

schen Fallen.[67,85,86] Ebenso intensiv wird das Verhalten einzelner DNA-
[64,87-104] und RNA-Molek�le[47,105] unter dem Einfluss �u§erer Kr�fte

untersucht. Au§erdem wurde gezeigt, dass in Zuckermolek�len bei jeweils

charakteristischen Kr�ften Konformationsumwandlungen induziert

werden,[106,107] mit Hilfe derer es m�glich ist verschiedene Molek�le

analytisch zu unterscheiden.[108]

Neben den eigentlichen mechanischen Eigenschaften der Molek�le selbst ist

auch die Untersuchung von Bindungskr�ften ÐÊauch im Hinblick auf eine Cha-

                                                  
2 In Fl�ssigkeiten sind die Schwingungen stark ged�mpft, was zu stark verbreiterten

Resonanzspektren f�hrt. Dennoch ist auch hier die thermische Anregungsenergie im Bereich

der Resonanzfrequenz am gr�§ten.
3 Die derzeit weichsten kommerziell erh�ltlichen Cantilever besitzen Federkonstanten von etwa

6ÊmN/m bei Resonanzfrequenzen um 3ÊkHz. Damit k�nnen bei einer Zeitaufl�sung im Bereich

einiger Millisekunden Kr�fte von wenigen Pikonewton detektiert werden.



Kraftspektroskopie 11

rakterisierung der zugeh�rigen Potenziallandschaften Ð weiter von gro§em In-

teresse. Die Anwendungen reichen dabei von der Charakterisierung von

Rezeptor-Ligand Systemen[109-118] und Oligonukleotiden[119-122] bis hin zur

Messung von Desorptionskr�ften synthetischer Polymere von Oberfl�chen[123]

und der Haltekraft kovalenter Bindungen.[124]

2 . 3 .  T h e o r e t i s c h e  B e s c h r e i b u n g  v o n 

P o l y m e r e n  u n t e r  K r a f t 

Lange Molek�le nehmen immer eine Konformation mit minimaler freier Ener-

gie an, die durch enthalpische und entropische Beitr�ge bestimmt wird. Dabei

werden die enthalpischen Kr�fte das Molek�l in bestimmte geometrische Kon-

formationen4 bewegen, w�hrend die Entropie ein ãZufallskn�uelÒ beg�n-

stigt.[125-128] In L�sung wird das Molek�l von au§en durch die Brownsche

Molekularbewegung zu thermischen Fluktuationen angeregt. So wird das Mole-

k�l im Zeitverlauf den zug�nglichen Konformationsraum austesten und dabei

im thermodynamischen Mittel eine typische Gr�§e haben bzw. eine bestimmte

End-zu-End-Ausdehnung annehmen. Die Grundlage der klassischen theoreti-

schen Beschreibung von Polymeren bildet �blicherweise die Betrachtung des

Molek�ls als Ensemble von Untereinheiten oder Monomeren in einem W�rme-

bad. Im einfachsten Fall des Gau§schen Kn�uels beschreibt man das Polymer

der L�nge LC als Kette aus N Segmenten der L�nge LK, es gilt also LCÊ=ÊNÊLK. Die

Segmente k�nnen zueinander zuf�llig orientiert sein, wobei alle m�glichen An-

ordnungen energetisch gleichwertig sind. Damit kann man leicht die Zustands-

summe der Kette als Ensemble und daraus den mittleren End-zu-End-Abstand

im Gleichgewicht berechnen. F�r ein solches Molek�l, auch freie Kette (freely

jointed chain, FJC) genannt, ergibt sich ein mittlerer quadratischer End-zu-

End-Abstand von

<R2>=N LK2,

bzw. ein Gyrationsradius

<RG2>= 1/6 N LK2.

                                                  
4 Man denke etwa an feste Bindungswinkel.
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Zur Beschreibung des Ausdehnungsverhaltens eines solchen Polymers unter

dem Einfluss einer �u§eren Kraft betrachtet man die Zustandssumme Z(F) des

Ensembles, in die nun noch die Streckenergie f�r jede m�gliche Ausdehnung

eingef�hrt wird. Der mittlere End-zu-End-Abstand <z> des Molek�ls bei einer

R�ckstellkraft F ergibt sich aus der freien Energie EF zu:

        
< >= −
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 = −
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∂
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mit der Langevinfunktion LLLL(x). Die Kraft in Abh�ngigkeit der Dehnung ergibt

sich durch die Umkehrung dieser Beziehung:

(1)
        
< ( ) >=







−F z
k T

L

z

NL
B

K K

LL 1 .

Diese Beziehung beh�lt ihre G�ltigkeit, wenn man statt der frei beweglichen

Kettenglieder feste Bindungswinkel zwischen den Segmenten annimmt, um die

das Molek�l frei rotieren kann (frei rotierende Kette). In diesem Fall bezeichnet

die Gr�§e LK aber nicht mehr die wahre Segmentl�nge, sondern eine effektive

Segmentl�nge, die sogenannte Kuhn-L�nge des Molek�ls. Zu beachten ist je-

doch die Grundannahme des hier verwendeten Gibbs-Ensembles, n�mlich dass

eine konstante Kraft an das Molek�l angelegt wird und sich dazu jeweils die

Gleichgewichtsausdehnung z einstellt. Das ist zwar nicht streng erf�llt, doch hat

es sich gezeigt, dass die Annahme f�r Experimente mit weichen Kraftsensoren -

wie sie �blicherweise eingesetzt werden - hinreichend gut erf�llt ist.[98,129]

Alternativ zu diesen diskreten Ensemble-Modellen ist es auch m�glich, ein Mo-

lek�l als Kontinuum zu beschreiben. Das Modell der semiflexiblen Kette

(Worm-Like-Chain, WLC) nimmt an, dass das Polymer der Konturl�nge LC eine

feste Biegesteifigkeit B besitzt. Durch Wechselwirkung mit der Umgebung wird

das Molek�l dann thermisch zu Biegefluktuationen angeregt. Die charakteristi-

sche L�nge LP=B/(kBT), �ber die Richtungskorrelationen entlang des R�ckgrats

abfallen, nennt man Persistenzl�nge. Ohne �u§ere Kr�fte bildet eine WLC so ein

Kn�uel mit einer mittleren End-zu-End-Ausdehnung

<R2>=2 LC LP.

Im Grenzfall weicher langer Ketten ergibt sich durch Vergleich mit der freien

Kette
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LK = 2 LP.

So ist es m�glich das Kontinuumsmodell der WLC direkt mit den diskreten

Kettenmodellen zu vergleichen. Das exakte Kraft-Ausdehnungs Verhalten einer

WLC l�§t sich nicht geschlossen angeben, jedoch wurden N�herungsformeln

entwickelt, die diese Beziehung approximieren. Die meisten publizierten Arbei-

ten ben�tzen die N�herungsformel von Bustamante, Marko und Siggia:[130]

(2) F
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>> ,

die aber im Bereich zwischen 1 und 20 pN um bis zu 10% von der wahren L�-

sung abweicht. Diese Abweichung von der exakten L�sung wurde von Bouchiat

et al.[131] numerisch berechnet und durch eine Potenzreihe beschrieben, so

dass sich mit den Koeffizienten α i (i=1,...,7) das Verhalten bis auf 0,01% Abwei-

chung angeben l�sst:

(3) F
k T

L

z

L z

L

z

L
B

P C

C

i
C

i

i

=






+
−







− +


























=
∑1

4 1

1
42

2

7

α .

i 2 3 4 5 6 7

ααααi -0,5164228 -2,737418 16,07497 -38,87607 39,49944 -14,17718

Tabelle 2: Koeffizienten f�r WLC-Formel (3).[131]

In der Grundform wird sowohl im FJC als auch im WLC Modell die Konturl�nge

LC des Polymers als fest angenommen, das hei§t beide Modelle erlauben kein

�berstrecken der Molek�le �ber die L�nge des molekularen R�ckgrats hinaus.

Nachdem aber experimentell gezeigt werden konnte, dass dies bei vielen Mole-

k�len m�glich ist, wurden die Modelle entsprechend ph�nomenologisch erwei-

tert indem zus�tzlich zur entropischen Elastizit�t ein linear Hookescher Elasti-

zit�tsterm in die Kraft-Abstands Beziehung eingef�hrt wurde. Dies geschieht am

einfachsten indem man in Gleichungen (1), (2) und (3) die relative Ausdehnung
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z/LC durch z/LC -F/S ersetzt, wobei LC die Konturl�nge des entspannten Mole-

k�ls und S dessen linearen Streckmodul bezeichnet.[87,131] Im Experiment hat

sich gezeigt, dass h�ufig eine Aufteilung in Regimes mit �berwiegend entropi-

scher bzw. enthalpischer Elastizit�t m�glich ist. Bei kleineren Kr�ften dominie-

ren entropische Effekte, w�hrend bei gr�§eren Kr�ften (einige 100ÊpN) - wenn

das Polymer schon bis auf etwa LC gedehnt ist - die enthalpische Elastizit�t do-

minierend ist.
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3. DNA und DNA-bindende Molek�le

3 . 1 .  D N A 

DNA ist ein lineares Polymer, das sich aus einzelnen Untereinheiten, den Nu-

kleotiden, zusammensetzt. Die Nukleotide bestehen wiederum aus drei Teilen:

einem Zuckermolek�l (bei DNA Desoxyribose, bei RNA Ribose), einer Phos-

phatgruppe und einer heterozyklischen Stickstoffbase. W�hrend Zucker und

Phosphat gemeinsam das R�ckgrat der DNA bilden, ist die genetische Informa-

tion in den Basen codiert. In DNA treten die vier Basen Adenin, Thymin,

Guanin und Cytosin auf, die jeweils mehrere Wasserstoffbr�cken ausbilden

k�nnen.

Abbildung 2:

Die vier DNA-Basen

(Adenin, Guanin, Cyto-

sin und Thymin) bilden

zusammen mit der

Deoxyribose Nukleo-

side. Durch die weitere

Anbindung einer Phos-

phatgruppe entsteht ein

Nukleotid, die Unter-

einheit des DNA-

Molek�ls.[132,133]

In der von Watson und Crick entdeckten doppelhelikalen B-DNA-Struktur[6]

bilden zwei antiparallel angeordnete Str�nge eine rechtsg�ngige Helix aus, bei

der sich das Zucker-Phosphat-R�ckgrat an der Au§enseite befindet und die Ba-

sen gestapelt und gepaart im Zentrum liegen. Voraussetzung f�r die Ausbildung

dieser Doppelhelix ist es, dass die jeweils gegen�berliegenden Basen komple-

ment�r und �ber Wasserstoffbr�cken verbunden sind: Adenin bildet mit Thy-

min immer zwei Wasserstoffbr�cken, Guanin und Cytosin koppeln �ber drei

Adenin Guanin Cytosin Thymin

Deoxyribose

Nukleosid Nukleotid

Deoxyadenosin (dA)
Adenosin-

monophosphat
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Wasserstoffbr�cken. In der B-DNA-Konformation bilden sich an der Au§enseite

der Helix zwei unterschiedlich breite Furchen aus (ãminor grooveÒ und ãmajor

grooveÒ), in denen m�gliche Bindungsstellen f�r andere Molek�le liegen.

Abbildung 3: In B-DNA sind die beiden Einzelstr�nge antiparallel orientiert

und �ber die komplement�ren Basenpaare aneinander gebunden.[133]

Unter physiologischen Bedingungen tr�gt DNA eine negative Nettoladung im

R�ckgrat,[134] die durch die Kondensation von positiven Gegenionen aus der

L�sung teilweise neutralisiert wird (Manning-Kondensation[135]).

Die freie Bindungsenergie der Doppelstrangbildung setzt sich zusammen aus

den entropischen Anteilen, die im wesentlichen von den hydrophoben Basen

und der Konformationsentropie der Einzelstr�nge herr�hren, und enthal-

pischen Anteilen der Basenstapelung, der Bildung der Wasserstoffbr�cken und

der elektrostatischen Absto§ung der beiden R�ckgrate. Die genauen Werte h�n-

gen dabei nicht nur vom jeweiligen Basenpaar ab, sondern auch von den n�ch-

sten Nachbarn und den Umgebungsbedingungen, wie pH und Salzkonzentra-

tion.

Durch Erhitzen kann doppelstr�ngige DNA in die beiden Einzelstr�nge aufge-

spalten werden, was man auch als ãDenaturierenÒ oder ãSchmelzenÒ bezeichnet.

Dieser �bergang ist hochgradig kooperativ und findet in kurzen Oligomeren je

nach Sequenz bei einer bestimmten Temperatur statt. Dabei haben GC-reiche

5´-Ende

5´-Ende3´-Ende

3´-Ende

kleine Furche
(minor groove)

große Furche
(major groove)

B-DNA
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Sequenzen tendenziell h�here Schmelztemperaturen als AT-reiche. F�r lange

Molek�le mit einigen hundert Basen liegen die Schmelztemperaturen bei phy-

siologischer Salzkonzentration bei etwa 75 bis 90¡C.[ 1 3 6 ] Die

Bindungsenthalpie und -entropie wurde f�r alle m�glichen Basenabfolgen mit-

tels Kalorimetrie und optischer Spektroskopie bestimmt.[137] So kann die

Stabilit�t von Oligonukleotiden beliebiger Sequenz mit guter Genauigkeit be-

rechnet werden.

Neben DNA gibt es noch eine gro§e Zahl anderer polymerer Nukleins�uren, die

sich von DNA in allen Untereinheiten der Nukleotide unterscheiden k�nnen. So

besitzt etwa die nat�rlich vorkommende RNA im Gegensatz zu DNA ein Ribo-

semolek�l anstelle der Desoxyribose und Uracil statt der DNA-Base Thymin. In

den vergangenen Jahren wurden Ð insbesondere im Rahmen der Entwicklung

von sogenannten Antisense-Medikamenten (siehe 3.2.2) Ð auch viele Polynu-

kleins�uren synthetisiert, die zum Teil auch eine gr�§ere Affinit�t zu einem

komplement�ren DNA-Strang aufweisen als DNA selbst.

LNA ist ein RNA Derivat, in dem die Ribose durch eine 2ÔO, 4Ô-C-Methylen-

br�cke in der Konformation festgehalten ist.[138,139] LNA bildet mit DNA B-

DNA-artige Duplexe, die stabiler sind als reine DNA-Duplexe. Da die Struktur

des Molek�ls ansonsten identisch mit der von DNA ist, k�nnen auch einzelne

LNA-Basen direkt in DNA-Molek�le eingebunden werden. Solche Hybridmole-

k�le haben dann eine st�rkere Affinit�t zu DNA und bieten so vielf�ltige An-

wendungsm�glichkeiten als Antisense-Medikamente oder in der Sensorik.5

Eine andere mittlerweile weit verbreitete synthetische Polynukleins�ure ist PNA

(peptide nucleic acid),[140] die an Stelle des Phosphat-Zucker-Ger�sts ein Pep-

tid-R�ckgrat besitzt. Auch PNA bildet mit DNA sehr stabile Duplexe aus, wobei

durch das ungeladene Peptid-R�ckgrat sogar eine Verdr�ngen von DNA aus

Doppelstr�ngen m�glich ist. Gleichzeitig steigt dabei aber die Wahrscheinlich-

keit von Fehlpaarungen innerhalb des Doppelstrangs.6 Durch die unter-

schiedliche chemische Struktur des R�ckgrats ist es auch nicht einfach m�glich

PNA- und DNA-Nukleotide innerhalb eines Polymers zu kombinieren. Neben

den m�glichen pharmakologischen und analytischen Anwendungsm�glichkei-

                                                  
5 Die im Rahmen dieser Arbeit an LNA durchgef�hrten Messungen sind im Anhang 6.4

zusammengefasst.
6 Auch f�r andere DNA bindende Molek�le konnte gezeigt werden, dass die Ladung vor allem

die Affinit�t beeinflusst, w�hrend die Selektivit�t von anderen Faktoren bestimmt wird.[141]
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ten werden DNA und andere synthetische Nukleins�uren auch immer mehr als

Bausteine zum ãbottom-upÒ Aufbau von Strukturen auf der Nanometerskala

verwendet. Dabei wird vor allem der Selbsterkennungsmechanismus komple-

ment�rer Molek�le ausgen�tzt, um bestimmte topologosche Strukturen[25,142]

oder mechanisch bewegliche Elemente[28] aufzubauen und Proteine,[31] Me-

tallkolloide[30] oder Halbleiter-Nanokristalle[32,33] zu positionieren.

Au§erdem wird DNA als Vorlage zur Ausbildung metallischer Strukturen auf

der Nanometerskala eingesetzt. Dazu wird an DNA-Molek�len in autokatalyti-

schen Prozessen aus L�sung Metall abgeschieden, was den DNA-gesteuerten

Aufbau von elektrischen Kreisen erm�glichen soll.[143-146]

3 . 2 .  D N A - b i n d e n d e  M o l e k � l e 

Viele Molek�le treten mit DNA in Wechselwirkung indem sie direkt an die Dop-

pelhelix binden. Eine Vielzahl von Enzymen regelt die Mechanismen der

Genexpression und DNA-Vervielf�ltigung. Die Bindung der DNA an Histone

erm�glicht die hohe Kompaktierung im Zellkern und die spezifische Bindung

von Hormonen an DNA ist die Voraussetzung f�r das Ausl�sen verschiedenster

Reaktionen. In vielen F�llen findet die Bindung hoch spezifisch an bestimmten

Sequenzen statt, wie etwa bei den Endonukleasen, die die Doppelhelix an be-

stimmten Sequenzen schneiden und als Werkzeuge bei der Erforschung und

Manipulation von Genen unverzichtbar sind. Au§erdem existiert eine gro§e

Zahl an relativ kleinen Molek�len, die ebenfalls direkt an DNA binden und so

die verschiedenen nat�rlichen Prozesse st�ren oder verhindern k�nnen. Viele

dieser Substanzen werden deshalb als hoch wirksame Pharmaka gegen ver-

schiedenste Krankheiten eingesetzt.[134,136,147]

3.2.1. Bindungsmoden

Die Bindung an DNA kann grunds�tzlich auf vielf�ltige Art geschehen. Insbe-

sondere erfordert die Bindung gro§er Molek�le und Enzyme das Zusammen-

wirken verschiedener Kr�fte, wie elektrostatischer, van-der-Waals- und hydro-

phober Kr�fte, sterischen Wechselwirkungen und der spezifischen Bildung von

Wasserstoffbr�cken und kovalenten Bindungen. Bei kleinen Molek�len ist die

Art der Wechselwirkung mit doppelstr�ngiger DNA leichter zu klassifizieren,
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und man unterscheidet drei Grundtypen, auch Bindungsmoden genannt: Inter-

kalation, Groove-Binding und kovalente Bindung.

Die kovalente Bindung eines Molek�ls an die DNA kann entweder an nur einer

Stelle (monofunktional) oder auch an mehreren Stellen gleichzeitig (z.B. bi-

funktional) erfolgen. Das kovalente Quervernetzen der DNA bezeichnet man

auch als Crosslinking, wobei die beiden Bindungsstellen entweder auf dem glei-

chen Strang (Intrastrang-Crosslinks) oder auf beiden Str�ngen (Interstrang-

Crosslinks) liegen k�nnen. Im Gegensatz zum Crosslinking bezeichnen Interka-

lation und Groove-Binding nicht-kovalente Bindungsmoden.

Interkalation geschieht durch das Einf�gen planarer Molek�le in die gestapelten

Basen im Inneren der Doppelhelix, wobei der Interkalator direkt mit den π-Or-

bitalen der Basen in Wechselwirkung tritt. Dadurch wird die Doppelhelix lokal

�berstreckt und entwunden. Interkalation ist meist enthalpisch getrieben, die

Wechselwirkung kann durch eine positive Ladung des Interkalators noch weiter

verst�rkt werden. Typischerweise liegen die Bindungskonstanten von Interka-

latoren bei etwa 106ÊMÐ1.[134,136,148,149]

Minor-Groove-Binder binden von au§en in die kleine Furche (minor groove)

der Doppelhelix. Dabei kann die Bindung durch verschiedene Kr�fte stabilisiert

sein. Die meisten Groove-Binder binden selektiv an AT-reiche Sequenzen, da

bei diesen die kleine Furche besonders eng und nicht mit Seitengruppen blok-

kiert ist, so dass eine starke van-der Waals Wechselwirkung m�glich ist. Weitere

Beitr�ge zur Bindungsenthalpie kann eine elektrostatische Wechselwirkung mit

dem negativ geladenen R�ckgrat der DNA und die Bildung von Wasserstoff-

br�cken mit den DNA-Basen liefern. Au§erdem ist Groove-Binding generell

auch entropisch vorteilhaft, da durch die Bindung Wassermolek�le aus dem

Hydratisierungsband in der kleinen Furche verdr�ngt werden. Dazu m�ssen

auch Wasserstoffbr�cken aufgebrochen werden, wobei die daf�r n�tige Bin-

dungsenergie durch die Bildung von neuen Wasserstoffbr�cken durch den

Groove-Binder aufgewogen werden kann. Typische Bindungskonstanten von

Groove-Bindern liegen zwischen 105ÊMÐ1 und 109ÊMÐ1[148,150-153](siehe auch

Tabelle 3).
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Substanz Bindungsmode Bindungsenergie Referenzen

Cisplatin Crosslinking 80-160 kcal/mol [154,155]

Netropsin Minor-Groove-Binding 7-13 kcal/mol [151,156-158]

Hoechst 33258 Minor-Groove-Binding ca. 12 kcal/mol [151]

Berenil Minor-Groove-Binding/
Interkalation

6-10 kcal/mol [159,160]

Ethidium Interkalation 6-9 kcal/mol [151,156]

Proflavin Interkalation 6-8 kcal/mol [161]

Tabelle 3: Wechselwirkung verschiedener Substanzen mit DNA.

3.2.2. Pharmakologische Relevanz

In den vergangenen Jahren wurden viele Gene identifiziert, die mit verschiede-

nen Krankheitsbildern in Verbindung stehen. Neben den Genen, die direkt f�r

die verschiedensten Erbkrankheiten verantwortlich sind, spielen die in jeder

Zelle vorliegenden Chromosomenenden (Telomere), die sehr gro§e Anteile an

GC-Basenpaaren enthalten, eine wesentliche Rolle beim Alterungsprozess von

Zellen und bei Krebserkrankungen.7 Dar�ber hinaus sind DNA und RNA nat�r-

lich auch die Tr�ger der Erbsubstanz von Krankheitserregern. In vielen F�llen

besitzt die DNA von Parasiten typische Gene, die oft reich an AT-Basenpaaren

sind, wie z. B. das Chromosom des Malariaerregers Plasmodium falciparum, das

zu etwa 80% aus AT Basenpaaren besteht.[153] Aufgrund dieser Zusammen-

h�nge bietet DNA ein ideales Ziel f�r molekulare Wirkstoffe unerschiedlichster

Art. Die spezifische Bindung an bestimmte Sequenzen soll selektiv bestimmte

Prozesse blockieren und so die gew�nschte pharmakologische Wirkung erzielen.

Klassische DNA-bindende Pharmaka bestehen meist aus kleinen Molek�len, die

mit einer bestimmten Bindungsmode binden.

                                                  
7 Insbesondere tritt bei allen Krebsarten eine erh�hte Aktivit�t von Telomerase, einem Enzym,

das die L�nge der Telomere reguliert, auf.
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In der kleinen Furche der DNA spiegelt sich die Sequenz durch Variationen in

elektrostatischem Potenzial, Hydrophobizit�t und durch die Positionen m�gli-

cher Bindungsstellen f�r Wasserstoffbr�cken wider. Deshalb sind die Minor-

Groove-Binder besonders f�r eine sequenzselektive Bindung geeignet.[153]

Abbildung 4 zeigt die Strukturformeln der im Rahmen dieser Arbeit verwende-

ten Groove-Binder. Netropsin ist ein nat�rlich vorkommendes Oligopeptid, das

gegen Bakterien, Pilze und Viren antibiotisch wirkt und auch Anti-Tumor-Akti-

vit�t zeigt. Aufgrund seiner zu hohen Toxizit�t wird Netropsin aber nicht

klinisch eingesetzt. Das Molek�l ist zweifach positiv geladen, was zu einer elek-

trostatisch attraktiven Wechselwirkung mit dem DNA-R�ckgrat f�hrt, und kann

an den Enden Wasserstoffbr�cken zu Thymin- und Adeninbasen bil-

den.[153,157,158] Hoechst 33258 ist ein kationischer synthetischer Farb-

stoff.[152] Berenil ist ein ebenfalls kationischer Groove-Binder, der mit den

terminalen Aminogruppen auch Wasserstoffbr�cken zu den DNA-Basen ausbil-

den kann. In der Praxis wird Berenil vor allem in der Veterin�rmedizin gegen

Trypanosomen (einzellige Parasiten) eingesetzt. Trotz der antibakteriellen und

antiviralen Wirkung zeigt Berenil aber keine signifikante antileuk�mische Akti-

vit�t.[152,159,160]

Abbildung 4: Strukturformeln der verwendeten Minor-Groove-Binder.

Die Affinit�t von Netropsin, Hoechst 33258 und Berenil zu verschiedenen Se-

quenzen ist unterschiedlich, es wird jedoch von allen Molek�len bevorzugt in

die kleine Furche von reinen AT-Basen gebunden. Die Bindungsstellen sind je-

weils vier bis f�nf Basenpaare lang, die B-DNA-Struktur wird dabei aber kaum
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ver�ndert.[141,152,159,162,163] Basierend auf den nat�rlich vorkommenden

Substanzen Netropsin und Distamycin wurden in den vergangenen Jahren neue

Strategien zum gezielten Design von Minor-Groove-Bindern entwickelt. Damit

ist es heute m�glich gezielt Molek�le mit hoher Affinit�t und Spezifit�t f�r na-

hezu jede beliebige Sequenz zu entwerfen. Diese Liganden werden unter Be-

achtung bestimmter Designregeln modular aus Pyrrol, Imidazol und Hy-

droxypyrrol-Grupen zusammengesetzt.[164-166]

Ethidium Proflavin Trimethylpsoralen

Abbildung 5: Strukturformeln der verwendeten Interkalatoren.

Interkalatoren (Abbildung 5) besitzen im Gegensatz zu Minor-Groove-Bindern

im allgemeinen keine Sequenzselektivit�t. Dennoch gibt es viele Interkalatoren,

die klinisch eingesetzt werden, in den meisten F�llen als Krebsmedikamente.

Die hier verwendeten Interkalatoren Ethidium und Proflavin werden haupt-

s�chlich als Farbstoffe f�r DNA verwendet. Proflavin wurde au§erdem im zwei-

ten Weltkrieg als Desinfektionsmittel eingesetzt. Da der unbest�tigte Verdacht

bestand, dass Proflavin Krebs ausl�sen k�nnte, wurde es �ber lange Zeit nur

noch als Antiseptikum verwendet. Mittlerweile wird Proflavin in der Praxis ge-

gen Schuppenflechte und TypII Herpes Infektionen eingesetzt.[136,149,167]

Psoralene finden als nat�rlich vorkommende Substanzen schon seit der Antike

Anwendung in der Behandlung von Hautkrankheiten. Heute werden Psoralene

vor allem in Verbindung mit UVA-Bestrahlung gegen Schuppenflechten und

Hautkrebserkrankungen eingesetzt, sind aber auch als wirksamer Bestandteil in

Br�unungscremes zu finden. Psoralene im allgemeinen, wie auch das hier einge-

setzte Trimethylpsoralen,8 binden zun�chst interkalativ an DNA und k�nnen

dann durch Bestrahlung mit UV-Licht kovalente Crosslinks bilden.[168-170]

                                                  
8 Im Folgenden nur als Psoralen bezeichnet.
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Aufgrund der kovalenten Bindung besitzen Crosslinker die mit Abstand größten

Wechselwirkungsenergien mit DNA. Der wohl am weitesten verbreiterte Cross-

linker im klinischen Einsatz ist Cisplatin, das seit mehr als 30 Jahren in der

Chemotherapie eingesetzt wird. Wie die meisten Cytostatika wirkt Cisplatin nur

liche Selektivität für Tumorzellen vor. Der vollständige Wirkmechanismus ist

zwar noch nicht verstanden, aber es ist bekannt, dass die bifunktionalen Cross-

links, die Cisplatin vor allem zwischen Guanin-Basen bildet, die beobachtete

antiproliferative Wirkung hervorrufen. Die möglichen Addukte, die Cisplatin

mit DNA bildet sind in Abbildung 6 schematisch dargestellt, wobei die Bindung

zunächst immer an das N7-Atom einer Guanin-Base erfolgt.

Abbildung 6: Schematische Darstellung aller möglichen Cisplatin-DNA-Ad-

dukte: Neben den Intrastrang-Crosslinks G*G*, A*G* und G*XG* und dem

Interstrang-Crosslink G*C•CG* besteht auch die Möglichkeit monofunktiona-

ler Bindung an Guanin.9

                                                  
9  „*“ kennzeichnet die an Cisplatin gebundenen Basen.
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Mittlerweile gibt es eine gro§e Zahl von Platinwirkstoffen in der Chemotherapie,

von denen viele strukturell auf Cisplatin basieren sowie weitere Medikamente

auf der Basis anderer Schwermetalle.[171-175]

Neben der Bindung an B-DNA werden auch die Effekte der Bindung kleiner

Molek�le an andere DNA-Strukturen, wie Tripelhelices,[176] die G-Quadruplex-

Strukturen der Telomere,[177] nukleosomal kompaktierte DNA,[178] sowie auf

linksh�ndige DNA-Strukturen[179] untersucht. Andere neuere Strategien ver-

folgen das Ziel auch l�ngere Sequenzen von DNA bzw. RNA zu binden und zu

deaktivieren. Dies geschieht etwa �ber therapeutische Antik�rper oder mit soge-

nannten Antisense-Oligonukleotiden.[180] Bei letzteren handelt es sich um

oligomere Nukleins�uremolek�le, die aufgrund ihrer Komplementarit�t zu be-

stimmten Gensequenzen an DNA bzw. RNA binden und diese damit f�r die

normalen zellul�ren Prozesse blockieren. Als Antisense-Medikamente eignen

sich deshalb besonders solche Nukleins�uren, die eine sehr hohe Affinit�t zu

DNA bzw. RNA besitzen. Zu den aussichtsreichsten Kandidaten hierf�r z�hlen

die synthetischen Nukleins�uren PNA und LNA.

Neben der eigentlichen Bindung an die Zielsequenz ist nat�rlich auch der ge-

zielte Transport der Wirksubstanzen in die betroffenen Zellen von enormer

Wichtigkeit. Die verschiedenen Mechanismen, die dies bewirken sind teilweise

hoch komplex und Gegenstand aktueller Forschung. Beispielhaft soll hier nur

kurz gezeigt werden, dass auch mit ãeinfachenÒ kleinen Molek�len ãintelligenteÒ

Transportstrategien realisiert werden k�nnen: Im Fall von Cisplatin wird das

cis-Pt(NH3)Cl2-Molek�l im Blutserum aufgrund der dort herrschenden hohen

Chloridkonzentration zun�chst nicht hydrolysiert. Das neutrale Molek�l kann

�ber einen noch nicht genau bekannten Prozess durch Zellmembranen diffun-

dieren. Aufgrund der geringeren Chloridkonzentration im Zytoplasma setzt dort

der Hydrolyseprozess ein, der zur Bildung positiv geladener Molek�le f�hrt.

Diese diffundieren zur negativ geladenen DNA hin, wo sie schlie§lich binden

k�nnen.10 Die Bindung an die DNA ist die Ursache der pharmakologischen Wir-

kung, l�st aber gleicherma§en die bekannten Nebenwirkungen aus, da nicht nur

in den Tumorzellen sondern auch in anderen aktiven Zellen die DNA kovalent

gebunden wird. Deshalb treten als Nebenwirkungen bei der Chemotherapie

                                                  
10 Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb ausschlie§lich hydrolysiertes Cisplatin verwendet.
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h�ufig die Sch�digung von Knochenmark, Haarausfall und Sterilit�t

auf.[153,171,172,174,181]

3 . 3 .  M e c h a n i s c h e  E i g e n s c h a f t e n  v o n  D N A 

Die mechanischen Eigenschaften von DNA wurden in den vergangenen zehn

Jahren intensiv mit verschiedensten Techniken untersucht.[96,100,182-185]

F�r Kraftmessungen an einzelnen DNA-Molek�len gibt es dabei prinzipiell zwei

m�gliche geometrische Anordnungen: man kann die Kraft entweder parallel zur

Molek�lachse aus�ben und das Molek�l strecken oder die beiden Str�nge am

gleichen Ende des Molek�ls auseinanderziehen (ãUnzippingÒ, Abbildung 7 a).

Im ersten Fall muss weiter unterschieden werden ob man an jedem Ende des

Molek�ls nur einen der beiden Str�nge fest verankert (ãkraftinduziertes

SchmelzenÒ, Abbildung 7 b) oder das ganze Molek�l streckt (Einzelmolek�l-

Kraftspektroskopie im eigentlichen Sinne, Abbildung 7 c).

Abbildung 7:

M�gliche geometri-

sche Anordnungen f�r

Kraftexperimente an

einzelnen DNA-Mole-

k�len: Unzipping (a),

kraftinduziertes

Schmelzen (b) und

�berstrecken (c).

In allen drei F�llen ist es m�glich den Doppelstrang in die Einzelstr�nge aufzu-

trennen (Schmelzen). F�r den Fall b sind in langen DNA-Molek�len die beiden

Einzelstr�nge mechanisch so stark gekoppelt, dass die ausge�bte Kraft inner-

halb des Molek�ls auch zwischen den beiden Str�ngen �bertragen wird, so dass

das Experiment effektiv nicht mehr von einem wie in Anordnung c zu unter-

a cb
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scheiden ist, solange die beiden Stränge des Moleküls frei rotieren können.11 Im

Rahmen dieser Arbeit wurden Experimente zu allen drei Szenarien durchge-

führt. In den folgenden Abschnitten werden kurz die bisher bekannten

Experimente und theoretischen Modelle zur Beschreibung dieser vorgestellt.

3.3.1. Unzipping[101,102]

Die Besonderheit beim Unzipping von DNA liegt darin, dass das Molekül ent-

lang seiner Achse immer weiter aufgetrennt wird und sich so allein durch geo-

metrische Überlegungen ein direkter Bezug der zum Auftrennen notwendigen

Kraft zur Sequenz der DNA an der jeweiligen Stelle ergibt. Die ersten Experi-

mente zum Unzipping von DNA wurden von Bockelmann und Essevaz-Roulet

durchgeführt.[101-103] Dabei wurde ein Strang am Ende eines 16,2 µm langen

Moleküls Lambda-Phagen-DNA über ein Verbindungsstück aus DNA an einen

Objektträger und der andere Strang direkt an ein Polystyrenkügelchen gekop-

pelt. Das Polystyrenkügelchen wurde dann mit einer dünnen Glasfaser, die

gleichzeitig als Kraftsensor diente, bewegt.

Abbildung 8:

Beim Unzipping von Lambda-

Phagen-DNA ergibt sich ein

charakteristisches Kraftmuster,

das in weiten Bereichen gut mit

der theoretisch berechneten

Kurve übereinstimmt[101]

(Kurven um je 2 pN abgesetzt).

Die beim Entfalten des gesamten Moleküls gemessene Kraft (Abbildung 8) weist

in Abhängigkeit der jeweils zu entfaltenden Sequenz charakteristische Variatio-

nen in der Kraft zwischen etwa 10 und 15 pN auf. Dieses Kraftmuster lässt sich

auch theoretisch mit der entfalteten Sequenz in Verbindung setzen, wenn man

                                                  
11 Das ist gleichermaßen möglich, wenn ein beliebiges Ende des Moleküls nicht fest verankert ist

oder Einzelstrangbrüche im Molekül vorliegen.
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das gesamte System der Messung als thermodynamisches Ensemble im Gleich-

gewicht beschreibt: Das betrachtete Ensemble besteht aus dem Kraftsensor,

dem DNA-Molekül selbst und den Verbindungsstücken (siehe Abbildung 9).

Abbildung 9:

Das Ensemble der Unzipping-

Messung besteht aus dem zu

entfaltenden dsDNA-Molekül,

den ssDNA-Verbindungsarmen

und dem Kraftsensor.

Der Kraftsensor ist eine einfache Hookesche Feder mit Federkonstante kC und

besitzt bei Auslenkung um eine Strecke x die potenzielle Energie EC = 0,5 kC x2.

Das Molekül besteht aus den einzelsträngigen Verbindungen z1 und z2 zur Un-

terlage bzw. zum Kraftsensor und dem doppelsträngigen Teil. Wenn eine be-

stimmte Anzahl j an Basenpaaren geöffnet ist, besitzen diese eine potenzielle

Energie EBP(j) in Höhe der freien Enthalpie, wobei dieser Wert von der Art der

jeweiligen Basenpaare und den direkten Nachbarn abhängt.[137] Für die hier

dargestellte Simulation wurden als mittlere freie Enthalpien der Basenpaarung

1,3 kBT für jedes AT-Basenpaar und 2,9 kBT für jedes GC-Basenpaar angenom-

men. In den einzelsträngigen Abschnitten ist bei einer gesamten Ausdehnung

z = z1 + z2 die Streckenergie EssDNA(j,z) gespeichert, die mit dem Modell der

freien Kette (siehe Formel (1) in 2.3) für die Ausdehnung z und die zugehörige

Konturlänge berechnet werden kann indem man die Kraft über die gesamte

Ausdehnung integriert. 12 Die Konturlänge der Verbindungsarme hängt dabei

wiederum von der Anzahl der schon entfalteten Basen ab:

E j z F L j z dz F j z dzssDNA FJC C

z

FJC

z

, , ' ' , ' '( ) = ( )( ) = ( )∫ ∫  
0 0

.

Somit ergibt sich die Gesamtenergie des Systems mit j geöffneten Basenpaaren

bei der Ausdehnung z zu:

                                                  
12 Die Kuhnlänge einzelsträngiger DNA ist etwa 1,4 bis 1,5 nm.[87,98]
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Eges(z,j)Ê=ÊECÊ+ÊEBP(j)Ê+ÊEssDNA(j,z).

Die Zustandssumme Z des Systems erh�lt man durch Summation �ber alle Ba-

senpaare j und Integration �ber alle m�glichen Ausdehnungen z:

Z e dz
E z j

k T

zj

tot

B=
−

∫∑
( , )

.

So erh�lt man dann den thermodynamischen Mittelwert der Kraft F f�r jede

Ausdehnung z:
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Damit ist es m�glich die Kraft-Ausdehnungs-Charakteristik f�r das Unzipping

doppelstr�ngiger DNA beliebiger Sequenz zu berechnen. In den Experimenten

von Bockelmann ergab sich �ber weite Bereiche eine gute �bereinstimmung der

gemessenen Kraft mit der Simulation, was auch ein Hinweis daf�r ist, dass sich

das System bei hinreichend langsamen Ziehgeschwindigkeiten tats�chlich nahe

des thermodynamischen Gleichgewichts befindet. In neueren Arbeiten wurde

weiter gezeigt, dass bei hohen Geschwindigkeiten auch der Rotationswiderstand

des Molek�ls eine Rolle spielt.[186] Die beobachteten Kraftvariationen beim

Unzipping stehen in engem Zusammenhang zum GC-Gehalt der entfalteten

DNA. Dabei wird die r�umliche Aufl�sung aber durch die thermische Fluktua-

tion der einzelstr�ngigen Verbindungsarme begrenzt, die es der DNA er-

m�glichen, sich um die Gleichgewichtsl�nge herum weiter aufzutrennen bzw. zu

rehybridisieren. In dem beschriebenen Experiment mit Lambda-Phagen-DNA

hatten diese Fluktuationen Amplituden bis zu 350 Basenpaaren. Eine Verbesse-

rung dieser Aufl�sung ist prinzipiell erreichbar, wenn man die L�nge der Ver-

bindungsarme beschr�nkt. Dies wurde in neueren Arbeiten von Bockel-

mann[104] und in Experimenten, die im Rahmen dieser Arbeit durchgef�hrt

wurden, realisiert. Mittlerweile wurde das Unzipping von DNA ferner dazu be-

nutzt, um die Bindungsstellen von Restriktionsenzymen entlang eines DNA-

Molek�ls zu untersuchen. In diesem Experiment f�hrt die Anwesenheit des En-

zyms dazu, dass die Kraft an den Bindungsstellen stark ansteigt. Aufgrund des

nichtlinearen Kraft-Ausdehnungs-Verhaltens der DNA wird das System bei ei-
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ner gr�§eren Zugkraft steifer, wodurch eine Aufl�sung von 25 Basenpaaren

erreicht werden konnte.[187]

�ber die oben dargestellte Beschreibung des Unzipping nahe des Gleichge-

wichts hinaus wurden in den vergangenen Jahren mehrere theoretische Arbei-

ten publiziert, die das Unzipping von DNA und RNA und die dabei auftretenden

dynamischen und kinetischen Prozesse beschreiben.[188-195] Viele der theore-

tischen Vorhersagen betreffen jedoch Bereiche, die derzeit mit Einzelmolek�l-

experimenten noch nicht zug�nglich sind.

3.3.2. �berstrecken

Die ersten Experimente zum �berstrecken von DNA wurden bereits 1992

durchgef�hrt,[64] wobei Anfangs nur der Kraftbereich bis etwa 25ÊpN zug�ng-

lich war. Es folgten Experimente mit verschiedenen Techniken, wie optischen

Fallen,[87,90,91] magnetischen K�gelchen,[89,92] Mikronadeln[88] und

Kraftmikroskopie,[95,97] mit denen auch der untersuchte Kraftbereich immer

gr�§er wurde. Das typische Kraft-Ausdehnungsverhalten eines einzelnen DNA-

Molek�ls ist in Abbildung 10 dargestellt.13

                                                  
13 Das zugeh�rige Molek�l konnte dabei frei um seine eigene Achse rotieren. Alle weiteren

Aussagen betreffen wenn nicht anders vermerkt immer frei rotierende Molek�le.
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Abbildung 10:

Das Kraftspektrum eines einzelnen DNA-Moleküls zeigt deutlich das Über-

streckungs-Plateau bei 65 pN und den Schmelzübergang um 150 pN.[196]

Beim Dehnen des Moleküls erkennt man zunächst einen langsamen Anstieg der

Kraft, der bei Annäherung an die Konturlänge immer steiler wird. Bei einer

Kraft von 65 pN zeigt sich ein Plateau in der Kraft, in dem sich das Molekül fast

ohne weiteren Kraftanstieg auf das etwa 1,7-fache seiner Konturlänge dehnen

läßt. Am Ende des Plateaus steigt die Kraft wieder stark an und es folgt ein wei-

teres Abflachen der Kurve um 150 pN. Bei noch größeren Kräften verläuft die

Kurve dann – bis zum endgültigen Abreißen oder dem Beginn der Relaxation –

immer steiler. Für den Bereich kleiner Kräfte bis etwa 50 pN konnte gezeigt

werden, dass sich das Molekül wie eine semiflexible Kette verhält: Das Kraft-

verhalten kann durch das Modell der Worm-Like-Chain (WLC) im Bereich von

etwa 10 fN bis hin zu 50 pN sehr gut beschrieben werden.[130,197] In dem

Plateau bei 65 pN wird das Molekül in einem sehr kooperativen Prozess bis weit

über die Konturlänge hinaus überstreckt[87,88] (siehe unten). Im Bereich der

Abflachung bei 150 pN („Schmelzübergang“) erfolgt dann eine vollständige

DNA und DNA-bindende Moleküle
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Trennung des Doppelstrangs in zwei Einzelstr�nge. Wird das Molek�l wieder

entspannt, so folgt die R�ckfahrkurve zun�chst der Ausdehnungscharakteristik

einzelstr�ngiger DNA, kann dann aber wieder zum Doppelstrang

rehybridisieren. Im Kraftspektrum erkennt man dies daran, dass sich die

Relaxationskurve wieder der Dehnungskurve des Doppelstrangs ann�hert. Die

so zwischen Dehnungs- und Entspannungskurve entstehende Hysterese ist ein

deutlicher Hinweis f�r kraftinduziertes Schmelzen des Doppelstrangs. Die

genaue Ursache des Plateaus bei 65ÊpN ist nach wie vor Gegenstand von

Diskussionen, wobei der �berstreckungsprozess von verschiedenen Seiten

entweder als Konformationsumwandlung in eine neue stabile Struktur oder

aber als reines Schmelzen angesehen wird.

Nach der erstmaligen Beobachtung des �berstreckungsplateaus wurde vermu-

tet, dass das Molek�l in einer Art eindimensionalem Phasen�bergang in eine

�berstreckte Struktur (ãS-DNAÒ) �berf�hrt wird, in der die Basenpaarung noch

erhalten ist. Diese w�rde dann am Ende des sogenannten ãB-S-PlaeausÒ weiter

�berstreckt, das Schmelzen erfolgt demnach erst bei h�heren Kr�ften. Die

These, dass es sich dabei um eine Strukturumwandlung handelt, bei der zwar

die Basenstaplung stark ver�ndert wird, die Basenpaare aber erhalten bleiben,

wird qualitativ durch Modellrechnungen gest�tzt,[198-201] die eine solche Um-

wandlung vorhersagen Ð jedoch bei deutlich h�heren Kr�ften und weniger ko-

operativ als in den Experimenten beobachtet. Ein anderes theoretisches Modell

zeigt, dass die Dehnungskurven auch nur unter Ber�cksichtigung von externer

Zugspannung, der Biegesteifigkeit des Molek�ls und der Basenstapelung gut

simuliert werden k�nnen.[202] Demnach ist der �bergang insbesondere emp-

findlich gegen�ber St�rungen der Basenstapelung, was auch im Rahmen dieser

Arbeit experimentell best�tigt werden konnte.

Die These des kraftinduzierten Schmelzens wird in neueren Arbeiten von

Rouzina und Bloomfield beschrieben.[98,99] Die theoretischen Vorhersagen

dieses Modells konnten dann auch quantitativ durch Temperatur- und pH-ab-

h�ngige Messungen unterst�tzt werden.[203,204] Dar�ber hinaus konnte in

weiteren Arbeiten, in denen die Salzabh�ngigkeit von DNA-Elastizit�t und

�berstreckung untersucht wurde, gezeigt werden, dass die beiden Str�nge w�h-

rend des �berstreckens nahe beieinander bleiben.[205] Im folgenden Abschnitt

werden die Grundlagen und wichtigsten Vorhersagen dieses Modells vorgestellt.
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3.3.3. Kraftinduziertes Schmelzen langer DNA-
Molek�le[98]

Das im folgenden dargestellte Modell beschreibt das Verhalten von DNA unter

dem Einfluss einer von au§en angelegten Zugkraft. Da die Betrachtung im

thermodynamischen Gleichgewicht erfolgt, ist es notwendige Voraussetzung,

dass beim kraftinduzierten Schmelzen einzelstr�ngige und doppelstr�ngige Be-

reiche koexistieren k�nnen. Das bedeutet gleicherma§en, dass immer Molek�le

betrachtet werden, deren L�nge �ber der L�nge einer kooperativen Einheit des

Schmelzprozesses (ca. 40 Basenpaare) liegt. Grunds�tzlich kann man zwei ver-

schiedene thermodynamische Potenziale zur Beschreibung von Polymeren

unter Spannung verwenden. Die Helmholtzsche freie Energie

E L F L dLHH

o

L

( ) = ∫ ( ' ) '

beschreibt die Energie, die �ber die mechanische Kraft aufgewendet werden

muss, um das Molek�l auf eine bestimmte vorgegebene Ausdehnung L zu strek-

ken. Die Gibbs«sche freie Energie

E F L F dFG

o

F

( ) = − ′ ′∫ ( )

ist dagegen geeignet, Systeme unter fest angelegter Kraft F zu beschreiben. Zwi-

schen den beiden Potenzialen besteht bei einer Ausdehnung L(F) mit der zuge-

h�rigen Kraft F der Zusammenhang:

E F E L FL FG HH( ) = ( ) − ( ).

Die Minimierung des zugeh�rigen Potenzials f�r die jeweiligen Randbedingun-

gen erm�glicht die Berechnung der Kraft-Ausdehnungs-Kurven. In typischen

Kraftspektroskopie-Experimenten ist die Kraft der von au§en bestimmte Para-

meter, der entlang des gesamten Molek�ls fest vorgegeben wird.[129] Deshalb

wird im folgenden jeweils die Gibbs«sche freie Energie EG betrachtet. Beim

kraftinduzierten �bergang der DNA von der B-DNA-Struktur mit der freien

Energie E1 in einen Zustand mit der freien Energie E2 besteht eine Differenz von

ÆEGÊ=ÊE2ÊÐÊE1. F�r den �bergang von doppelstr�ngiger DNA (dsDNA mit Eds) in

einzelstr�ngige (ssDNA mit Ess) kann die freie Energiedifferenz f�r die beiden
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Zust�nde mit den experimentell bestimmten Parametern �ber das WLC-Modell

berechnet werden:

∆E F E F E F L F L F dF
F

k T
L L L LG ss ds ss ds

F

B
C
ss

P
ss

C
ds

P
ds( ) = ( ) − ( ) = − ′( ) − ′( )[ ] ′ = − −( )∫

0

2

3
,

mit den Konturl�ngen LC und Persistenzl�ngen LP, jeweils von Einzel- und Dop-

pelstrang. Die gesamte Ausdehnung des Molek�ls ergibt sich dabei aus der

Summe des einzelstr�ngigen und des doppelstr�ngigen Anteils bei der vorgege-

benen Kraft F. Abbildung 11 zeigt die Abh�ngigkeit der freien Energiedifferenz

von der Zugkraft f�r die beiden F�lle, dass nur einer der beiden bzw. beide Ein-

zelstr�nge nach dem �bergang gestreckt bleiben.

Abbildung 11:

Differenz der freien Energie

von dsDNA und dsDNA in

Abh�ngigkeit der Zugkraft.

Bei Fcr ÅÊ6ÊpN ist die Ausdeh-

nung von ssDNA und dsDNA

gleich (Grafik aus [98]).

Um die erwarteten Werte f�r kraftinduziertes Schmelzen mit den experimentell

beobachteten Parametern des �berstreckens vergleichen zu k�nnen, muss man

auch die entropischen Effekte beachten, die durch das �berstrecken im Gegen-

satz zum klassischen Schmelzen des Doppelstrangs entstehen. �ber die Entro-

pie SWLC der WLC,

S F
E

T
WLC G

WLC

( ) = −∂
∂

,

l�§t sich zeigen, dass durch die Dehnung mit einer von au§en angelegten Kraft

von 65ÊpN der Entropieverlust f�r ssDNA etwa 1,4 kB, f�r dsDNA sogar nur

0,2ÊkB pro Base betr�gt, womit praktisch alle Freiheitsgrade des R�ckgrats ãher-

ausgezogenÒ sind. Die Entropiedifferenz zwischen Einzel- und Doppelstrang
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betr�gt jedoch 12,5ÊkB pro Basenpaar, was etwa 2,7¥105 Freiheitsgraden ent-

spricht. Damit kann der entropische Beitrag des Streckens auf die freie Energie

des kraftinduzierten Schmelzens als klein betrachtet werden und man kann die

experimentell bestimmten Differenzen der freien Energie direkt mit der

Gibbs«schen freien Energie ÆG0Ê=ÊÆGssÊÐÊÆGds aus klassischen Schmelzexperi-

menten vergleichen:

∆ ∆E F GG s( ) = − 0 .

Mit dieser Absch�tzung ergibt sich, dass die klassischen Werte von etwa 2,9ÊkBT

pro Basenpaar in den Kraftexperimenten bei Kr�ften zwischen 80 und 100ÊpN Ð

je nach dem Zustand der entstehenden ssDNA Ð erreicht werden. Das bedeutet,

dass bei diesen Kr�ften der Doppelstrang auf jeden Fall nicht mehr dauerhaft

stabil ist. Diese quantitative Absch�tzung zeigt auch, dass das �berstrecken von

DNA energetisch gleichwertig mit dem klassischen Schmelzen von DNA ist. Aus

der klassischen Helix-Kn�uel-Theorie l�§t sich weiter ableiten, dass sich auf-

grund der Eindimensionalit�t des Schmelzens die beiden Str�nge erst bei h�he-

ren Kr�ften als der ãSchmelzkraftÒ FS vollst�ndig voneinander trennen, was mit

dem beobachteten Verhalten �bereinstimmt. Die ebenfalls vorhergesagte Ab-

h�ngigkeit der Trennungskraft von der genauen Sequenz und der Anzahl der

Einzelstrangbr�che wurde auch im Experiment beobachtet.

Weitere Zusammenh�nge zwischen �berstreckung und thermischem Schmel-

zen ergeben sich aus den Unzipping-Experimenten und der Kooperativit�t der

�berstreckung. In den Unzipping-Experimenten werden Kr�fte zwischen 10

und 15ÊpN zum Auftrennen des Doppelstrangs gemessen. In dieser Geometrie

ist die Ausdehnung eines Basenpaars in etwa 1Ênm, was dem Doppelten der

Ausdehnung einer Base in einem mit etwa 20ÊpN gestrecktem Einzelstrang ent-

spricht. Im Vergleich zu der �berstreckung von 0,22Ênm pro Basenpaar14 bei

65ÊpN ist diese Strecke also um einen Faktor von 4,5 gr�§er. Da die Kr�fte aber

um den gleichen Faktor kleiner sind, ergibt sich hier die gleiche �nderung an

freier Energie. Die Kooperativit�t σ der �berstreckung h�ngt direkt mit der

Breite der �bergangskraft ÆFs zusammen:

                                                  
14 Im �berstreckungsplateau wird das Molek�l auf das etwa 1,7-fache �berdehnt, wodurch die

L�nge pro Basenpaar ausgehend von den 0,34Ênm f�r B-DNA um etwa 0,22Ênm zunimmt.
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∆
∆

F
k T

LS
B= 4 σ

.

Aus den bekannten Messwerten ergibt sich mit Æ F sÊ=Ê2ÊpN und

ÆL(Fs)Ê=Ê0,22Ênm so ein Wert von σ =Ê8¥10Ð4. Die analoge Beziehung f�r das

thermische Schmelzen lautet:

∆
∆

T
k T

Sm
B m= 4 σ

,

mit Kooperativit�tsparametern σ von etwa 10-5 bis 10-4. Wenn man die Gleich-

heit der beiden Prozesse unterstellt, l�§t sich �ber die Clausius-Clapeyron-Be-

ziehung ∆ ∆ ∆ ∆ ∆G T S F L Fm s s= = ( )  0  die Breite der �berstreckung aus der Breite

des thermischen Schmelz�bergangs vorhersagen:

∆ ∆ ∆
∆

∆F T
S

L
Ts m m= =

0

0 8,
pN
K

.

Alle bisher ver�ffentlichten Messdaten sowie die im Rahmen dieser Arbeit

durchgef�hrten Messungen mit verschiedenen DNA-bindenden Molek�len sind

in �bereinstimmung mit diesem Modell. K�rzlich wurde dieses Modell auch

angewandt, um die Wirkungsweise des HIV-1 Nukleokapsid Proteins mit Hilfe

von Einzelmolek�lexperimenten zu analysieren.[206]

3.3.4. Sequenzspezifische Mechanik und Topologieeffekte

Der Einfluss der Sequenz auf das Kraft-Ausdehnungs-Verhalten von DNA

wurde erstmals an synthetischen DNA-Polymeren mit den repetitiven Sequen-

zen poly(dGdC)¥poly(dGdC) und poly(dAdT)¥poly(dAdT) untersucht.[95] Dabei

hat sich gezeigt, dass bei der reinen GC-Sequenz die �berstreckung ab 65ÊpN

und der Schmelz�bergang erst bei etwa 300ÊpN erfolgt. Die reinen AT-Molek�le

werden ab 35ÊpN �berstreckt und k�nnen dabei schon schmelzen, weshalb hier

kein eigener Schmelz�bergang mehr beobachtet wurde. Die untersuchten Mole-

k�le besitzen zudem die Eigenschaft der Selbstkomplementarit�t, das hei§t je-

der Strang kann auch auf sich selbst zur�ckfalten und kruziforme Haarnadel-

strukturen (Hairpins) ausbilden. Durch das kraftinduzierte Schmelzen der

Molek�le k�nnen so gezielt Hairpins gebildet und wieder entfaltet werden, was

es Ð analog zu den in 3.3.1 beschriebenen Experimenten Ð erm�glicht, direkt die

Unzipping-Kraft f�r reine AT- und GC-Basenpaare zu bestimmen. In den Kraft-
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kurven ist das Unzipping durch das zus�tzliche Auftreten von Plateaus erkenn-

bar,15 was zudem ein Hinweis darauf ist, dass die Entfaltung nahe am thermo-

dynamischen Gleichgewicht stattfindet. So wurde die Unzipping-Kraft bestimmt

zu 9ÊpN bzw. 20ÊpN f�r AT- bzw. GC-Basenpaare.

Neben der Sequenz ist auch die Topologie der DNA wesentlich f�r das Kraft-

Ausdehnungs-Verhalten. Alle bisher beschriebenen Effekte beim �berstrecken

beziehen sich auf Molek�le, die in ihrer Rotation nicht beschr�nkt sind. DNA,

die durch eine feste Verankerung beider Str�nge an beiden Enden nicht frei ro-

tieren kann reagiert aufgrund der Kopplung der Torsion an die Dehnung anders

auf externe Kr�fte. So findet die �berstreckung hier weniger kooperativ bei

Kr�ften um 100ÊpN statt und es tritt fast keine Schmelzhysterese in den Kurven

auf. Das Dehnungsverhalten von �ber- und unterwundener DNA wurde sehr

detailliert mit magnetischen K�gelchen untersucht, die es erm�glichen, einzelne

Molek�le gleichzeitig zu dehnen und zu drehen.[89,92,93] Dabei hat sich ge-

zeigt, dass unterwundene DNA schon bei etwa 30ÊpN denaturiert werden kann.

�berwundene Molek�le k�nnen dagegen durch �u§ere Kr�fte in eine Struktur

�berf�hrt werden, in der sich die Basen nach au§en drehen und das Phosphat-

R�ckgrat ins Zentrum der Doppelhelix tritt.[207] F�r eine ph�nomenologische

Beschreibung des Kraft-Ausdehnungs-Verhaltens von Molek�len mit beliebi-

gem Grad an �ber- oder Unterwindung wurde ein Modell vorgeschlagen, das

insgesamt vier verschiedene Strukturen der DNA umfasst.[94] Ebenso wurde

auch die Kopplung von Torsion und Verdrillung an die Streckung theoretisch

beschrieben.[208-214]

3.3.5. Kraftinduziertes Schmelzen von Oligonukleotiden

In den oben beschriebenen Experimenten werden jeweils Molek�le gedehnt,

deren L�nge weit �ber der einer kooperativen Einheit des Schmelzens bzw.

�berstreckens liegt. Es ist jedoch gleicherma§en m�glich kurze Oligonukleotide

aufzutrennen indem man jeweils an beide 3Ô oder 5Ô-Enden eine Kraft anlegt.

Erste Experimente dazu wurden bereits 1994 durchgef�hrt.[215] Es folgten

weitere Arbeiten, wobei die gemessenen Kr�fte sehr stark voneinander abwi-

chen. Aufgrund des erst in den vergangenen Jahren entstandenen Verst�n-

                                                  
15 Siehe auch Abbildung 23 in 4.2.1.
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dnisses der zugrunde liegenden Prozesse wurden die ersten Messungen, die gut

mit den bekannten thermodynamischen Daten korrelierten, von Strunz et al.

durchgef�hrt.[119] In diesen Experimenten wurden komplement�re Molek�le

einzelstr�ngiger DNA �ber heterofunktionale Polyethylenglykolmolek�le kova-

lent an Glasobjekttr�ger und Kraftmikroskopspitzen gekoppelt. Wenn die kom-

plement�ren Str�nge dann durch Ann�hern der Spitze an die Probe in Kontakt

kommen bildet sich ein Doppelstrang aus, der nur an den jeweiligen 5Ô-Enden

der Einzelstr�nge an Unterlage bzw. Spitze gekoppelt ist. So wurde die Abriss-

kraft komplement�rer 10mer, 20mer und 30mer Molek�le in Abh�ngigkeit der

Ziehgeschwindigkeit bestimmt. Dabei ergab sich ein linearer Zusammenhang

zwischen dem Logarithmus der Kraftladungsrate und der jeweiligen Abrisskraft.

Nach der im Anhang 6.3 kurz zusammengefassten Theorie von

Evans,[60,216,217] konnte so gezeigt werden, dass das Auftrennen der beiden

Str�nge im dynamisch zug�nglichen Bereich des Kraftmikroskops gut durch

eine einfache Energiebarriere beschrieben werden kann. Die so ermittelten

thermischen off-Raten f�r 10mer, 20mer und 30mer Molek�le liegen bei 10-2Ês-1,

10-6Ês-1 und 10-10Ês-1, die jeweilige Breite des Bindungspotenzials bei etwa 1,2

bzw. 2,0 und 2,4 nm. In den Messungen von Pope et al.[120] wurden komple-

ment�re 12mer DNA-Molek�le �ber nur einige nm lange Alkanthiolmolek�le

direkt an eine Goldoberfl�che und an goldbeschichtete Kraftmikroskopspitzen

gekoppelt. Aus der Ratenabh�ngigkeit der Abrisskr�fte zeigte sich auch hier eine

einfache Potenzialbarriere. F�r die Potenzialbreite und thermische off-Rate er-

gaben sich 0,58Ênm und etwa 1ÊsÐ1, was gut mit den von Strunz gemessenen

Werten �bereinstimmt. In weiteren Arbeiten wurde dann noch die Tempera-

turabh�ngigkeit der Abrisskr�fte eines 16mers bestimmt.[121,122] So konnte

gezeigt werden, dass Potenzialbreite und durchschnittliche Lebenszeit der Bin-

dung mit steigender Temperatur abnehmen. Insgesamt hat sich durch diese

Ergebnisse in den vergangenen Jahren ein schl�ssiges Bild des kraftinduzierten

Aufbrechens von DNA-Oligonukleotiden ergeben.

3.3.6. Weitere Einzelmolek�lexperimente mit DNA

Kraftexperimente an einzelnen Molek�len sind nicht nur dazu geeignet die Ei-

genschaften von DNA selbst zu charakterisieren, sondern erm�glichen auch die

Untersuchung der Wechselwirkung von DNA mit verschiedensten Liganden und
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Enzymen. Die Relaxationsdynamik einzelner DNA-Molek�le wurde in verschie-

denen Studien untersucht,[61-63,218-220] in denen die Molek�le in einem la-

minaren Fl�ssigkeitsstrom gedehnt wurden. Die Kondensation von DNA durch

kationische Liganden,[221,222] sowie an kationische Lipidmembranen[223]

wurde mit Kraftmessungen untersucht. Mittlerweile gibt es auch einige Studien

zur Kompaktierung von DNA in Chromatin,[224,225] bzw. an Nukleoso-

men[226] und dem Packungs-Mechanismus des Bakteriophagen Phi-29.[227]

Das Bindungs- und Polymerisationsverhalten des RecA-Proteins, das eine

wichtige Rolle bei der Gen-Rekombination spielt, wurde ebenfalls an einzelnen

DNA-Molek�len untersucht[228-231] und mit magnetischen K�gelchen war es

m�glich, einzelne Schritte des Entwindens �berspiralisierter DNA durch Topo-

isomerase zu detektieren.[232] Verschiedene Messungen an RNA- und DNA-

Polymerasen haben gezeigt, dass diese Enzyme Kr�fte von etwa 30ÊpN aus�ben

k�nnen und auch die Geschwindigkeit der Polymerisation stark von der ange-

legten Kraft abh�ngt.[233-238]

Durch die schnell wachsende Zahl an Kraftstudien zeigt sich immer deutlicher,

dass Kr�fte gerade in biologischen Systemen eine wichtige Rolle spielen.

Dar�ber hinaus steht die Reaktion auf von au§en angelegte Kr�fte immer in

einem engen Zusammenhang zum Aufbau und der Funktion einzelner Molek�le

und bietet so die M�glichkeit zur Gewinnung neuer struktureller Information.
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4. Experimentelle Ergebnisse

4 . 1 .  U n z i p p i n g  v o n  D N A 

Im Rahmen der im folgenden beschriebenen Experimente wurden oligomere

dsDNA-Molek�le mit charakteristischen Sequenzen in Unzipping-Geometrie

entfaltet. Insbesondere wurden dabei die praktischen Grenzen der Sequenzun-

terscheidung beim Unzipping untersucht. F�r die Durchf�hrung solcher

Experimente ist eine spezifische Verankerung der zu untersuchenden Molek�le

essenziell. Da die beim Unzipping erwarteten Kr�fte an der Grenze der derzeit

mit Kraftmikroskopie m�glichen Aufl�sung liegen, ist es ebenso notwendig die

unspezifische Adh�sion der Molek�le zu minimieren. Nur �ber eine gezielte

Kontrolle der Oberfl�chenchemie ist es m�glich, klar interpretierbare Ergeb-

nisse zu erhalten.

4.1.1. Kopplung der Molek�le an Spitze und Unterlage

F�r die hier dargestellten Experimente wurden verschiedene Methoden der

chemischen Kopplung von DNA an Cantilever und Proben angewandt, die

schematisch in Abbildung 12 dargestellt sind (Details der Reaktionen siehe An-

hang 6.5).
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Abbildung 12:

Verwendete Kopplungsstrategien für ssDNA: Bindung von SH-terminierten

Molekülen an hetero-funktionale PEG-Koppler auf amino-silanisiertem Glas

(a), Aldehyd-Amino-Kopplung (b) und Thiol-Gold-Bindung (c).

Zur Bindung an die Proben wurden entweder SH-terminierte Oligonukleotide

an mit Gold bedampfte Objektträger gekoppelt (c) oder amino-terminierte

Oligonukleotide an Aldehyd-funktionalisierte Objektträger gebunden (b). Zur

Kopplung an die Kraftmikroskop-Spitzen wurden die Oligonukleotide entweder

über heterofunktionale Polyethylenglykol-Koppler (PEG) und Aminosilan direkt

an das Siliziumnitrid (a) oder SH-terminierte Oligonukleotide an mit Gold be-

dampfte Spitzen gebunden (c).
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Abbildung 13:

Mögliche geometrische Anord-

nungen für Unzipping-Experi-

mente: Aufpicken funktioneller

Gruppen mit einer reaktiven

Spitze (a) oder Kopplung kom-

plementärer ssDNA-Moleküle

an Spitze und Unterlage (b).

Grundsätzlich gibt es zwei verschiedene geometrische Anordnungen für das Ex-

periment (siehe Abbildung 13). Man könnte die Doppelstränge etwa am 3‘-Ende

eines Strangs kovalent an der Unterlage verankern und dann im Experiment das

chemisch funktionale 5‘-Ende des anderen Strangs mit einer reaktiven Spitze

„aufpicken“. Eine andere Möglichkeit besteht darin, die komplemetären Stränge

vor dem eigentlichen Experiment jeweils an Spitze und Unterlage zu koppeln,

wobei diese dann bei Annäherung einen Doppelstrang ausbilden. Wie sich im

Laufe der Experimente gezeigt hat, ist die erste Strategie aber mit verschiedenen

Problemen behaftet: Viele Reaktionen benötigen eine gewisse Zeit, um effizient

abzulaufen, was zu erheblichen Wartezeiten bei der Messung führen kann. Auf-

grund des kleinen Spitzenradius können außerdem nur wenige Moleküle

anbinden. Deshalb ist es nicht möglich, mit der gleichen Spitze eine größere

Zahl von Messungen an verschiedenen Molekülen durchzuführen. Im Rahmen

dieser Arbeit wurde versucht die freien Thiol-modifizierten 5‘-Enden aufzupik-

ken. Dabei ist ein weiteres großes Problem die begrenzte Lebenszeit der freien

Thiolgruppen, die eine spezifische Kopplung in situ im Verlauf der Messung

immer unwahrscheinlicher machen.16 Da viele Moleküle – darunter auch DNA –

jedoch auch unspezifisch stark an Gold adsorbieren, wurde im Experiment auch

diese Wechselwirkung beobachtet. Die in den Kurven auftretenden Maximal-

kräfte waren dabei häufig im Bereich unter 20 pN, teilweise wurden aber auch

Kurven gemessen, in denen die Adhäsion deutlich stärker war.

                                                  
16 Die Halbwertszeit einer freien SH-Gruppe in Pufferlösung im Hinblick auf die Bildung von

Disulfiden und die Oxidation der SH-Gruppe beträgt nur wenige Stunden.[239]

Probenpräparation und das Äquilibrieren des Messaufbaus benötigen mindestens zwei Stunden,

was die Überlebenswahrscheinlichkeit der reaktiven SH-Gruppen schon zu Beginn der Messung

relativ gering werden läßt.
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Abbildung 14:

Durch unspezifische Kopplung

an Goldspitzen k�nnen kurze

Doppelstr�nge mit Kr�ften

�ber 250ÊpN gedehnt werden.

Man erkennt deutlich das

�berstreckungsplateau und die

Schmelzhysterese.

Die Kurve in Abbildung 14 zeigt ein so gemessenes Kraftspektrum, in dem ein

Molek�l mit mehr als 250ÊpN �berdehnt wird. Die resultierende Kurve zeigt

gro§e �hnlichkeit mit den Kraftspektren langer dsDNA. Es sind deutlich ein

�berstreckungsplateau und die Hysterese zwischen Dehnung und Entspannung

zu erkennen, jedoch sind die Kr�fte niedriger als bei langen Molek�len. Wegen

des ssDNA-Verbindungsarms erscheint das Plateau im Vergleich zur gesamten

Ausdehnung auch etwas k�rzer als in vollst�ndigen Doppelstr�ngen. Das zeigt,

dass Goldoberfl�chen zur gezielten spezifischen Kopplung in situ nur begrenzt

geeignet sind, da eine Unterscheidung der spezifischen von der unspezifischen

Kopplung nicht ohne weiteres m�glich ist. Aufgrund der so erhaltenen Ergeb-

nisse wurde im folgenden die Strategie verfolgt jeweils komplement�re ssDNA-

Molek�le schon vor der Durchf�hrung des eigentlichen Experiments an Spitze

und Unterlage zu koppeln.

4.1.2. Unzipping repetitiver Sequenzen

Zur Untersuchung der maximal erreichbaren Sequenzaufl�sung wurden Unzip-

ping-Experimente an DNA-Molek�len mit repetitiven Sequenzen durchgef�hrt,

die aus einer alternierenden Abfolge von Bl�cken mit je zehn AT- bzw. GC-Ba-

senpaaren bestehen. F�r die jeweiligen Sequenzen wurde auch der theoretische

Kurvenverlauf im thermodynamischen Gleichgewicht mit dem Modell von

Bockelmann (siehe Kapitel 3.3.1) berechnet. Abbildung 15 zeigt die berechneten

Kurvenverl�ufe f�r vollst�ndig komplement�re Str�nge und solche, die eine

bzw. zwei aufeinanderfolgende Fehlstellen (ãMismatchesÒ) enthalten.
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Abbildung 15:

Simulation der Unzipping-

Kurven von doppelstr�ngiger

DNA mit Bl�cken reiner Ba-

senpaare (A10G10, gr�n) und

mit einer (hellblau) bzw. zwei

(dunkelblau) Fehlstellen.

Um die zur Messung dieser Kurven n�tige Genauigkeit zu erhalten, muss die

Frequenzbreite der Messung Ð und damit auch die beobachtete Frequenzbreite

des thermischen Rauschens Ð stark eingeschr�nkt werden. In den hier darge-

stellten Messungen wurde dies durch die Mittelung von 20 bis 200 Messwerten

f�r jeden aufgenommenen Datenpunkt und anschlie§endes Gl�tten der Daten

mit einem Box-Car-Algorithmus erreicht. Bei den Experimenten an den voll-

st�ndig komplement�ren Molek�len wurde sehr h�ufig eine Kraftvariation im

vorhergesagten Abstand beobachtet (Abbildung 16 a).

Abbildung 16: Unzipping-Kurven an doppelstr�ngiger DNA mit der Sequenz

(dA10dG10)5¥(dT10dC10)5 und simulierte Kurven (gr�n).

In den meisten F�llen war die maximal erreichte Ausdehnung vor der vollst�n-

digen Trennung jedoch deutlich kleiner als die theoretisch erwartete maximale

Ausdehnung. In einigen F�llen konnten auch Kraftkurven �ber den vollen Aus-

dehnungsbereich aufgezeichnet werden. Bei den in den Experimenten typischen

Ziehgeschwindigkeiten von etwa 50Ênm/s waren die Dehnungs- und Entspan-

nungskurven h�ufig auch reversibel. Abbildung 16 b zeigt zwei direkt
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hintereinander aufgenommene Dehnungs- Entspannungszyklen. Man erkennt

deutlich, dass die Kraft im Verlauf der Kurven mit einer Periode von etwa

20Ênm um etwa 5ÊpN variiert. Diese Experimente zeigen, dass es m�glich ist,

Sequenzvariationen auf eines Skala von zehn Basenpaaren direkt �ber die Un-

zipping-Kraft zu messen. Analoge Experimente wurden auch an Molek�len mit

Bl�cken aus je 20 AT- bzw. GC-Paaren durchgef�hrt, wobei sich ebenfalls cha-

rakteristische Variationen in der Unzipping-Kraft beobachten lie§en, in diesem

Falle jedoch mit der zu erwartenden Periode von etwa 40Ênm (Abbildung 17).

Abbildung 17:

Unzipping-Kurve eines modu-

laren dsDNA-Molek�ls mit

Bl�cken aus

(dA20dG20)¥(dT20dC20) und si-

mulierte Kurve (gr�n).

Weitere Experimente wurden mit repetitiven Sequenzen mit je einer bzw. zwei

Fehlstellen innerhalb von zehn Basenpaaren langen GC-Bl�cken durchgef�hrt.

Die Ausbeute an Kurven mit klarem Kraftmuster war dabei jedoch sehr klein. In

Abbildung 18 ist beispielhaft eine solche Kurve dargestellt.

Abbildung 18:

Unzipping-Kurven der modu-

laren (dA10dG4 TG5)5¥

(dT10dC10)5 Doppelstr�nge mit

einer Fehlstelle und simulierte

Kurve (gr�n). Das charakteri-

stische Kraftmuster war hier

nicht mehr klar aufzul�sen.

Man erkennt zwar Variationen in der Kraft im Kurvenverlauf, die genaue St�rke

und Periode dieser l�§t sich jedoch nicht klar bestimmen, so dass eine Zuord-

nung der Muster zur jeweiligen Sequenz nicht mehr eindeutig m�glich ist.
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4.1.3. Unzipping nativer Sequenzen

Es wurden auch Unzipping-Experimente mit nat�rlich vorkommender DNA

durchgef�hrt. Eine geeignete Wahl der Sequenz sollte es erm�glichen charakte-

ristische Variationen der Unzipping-Kr�fte zu detektieren und gleichzeitig die

Probleme von Multistrangbildung und unvollst�ndiger Hybridisierung zu ver-

meiden, die bei den modularen synthetischen Molek�len auftreten k�nnen.

Dazu wurde das komplette Genom des Lambda-Phagen nach Sequenzen durch-

sucht, die in der theoretischen Simulation zu einer m�glichst klaren

Kraftvariation f�hren. Die ausgew�hlte Sequenz mit 90 Basenpaaren L�nge be-

steht grob aus sechs Bereichen, die jeweils alternierend sehr GC- bzw. AT-reich

sind. Diese Molek�le k�nnen keine stabilen Hairpins ausbilden, es besteht je-

doch die M�glichkeit, dass gleiche Molek�le Ð auf der Unterlage bzw. auf der

Spitze Ð �ber eine L�nge von bis zu neun Basen aneinander binden. Die theore-

tische Simulation zeigt, dass f�r den Fall des Unzippings im

thermodynamischen Gleichgewicht in den Kraftkurven eine charakteristische

Kraftvariation mit einer Periode um 25Ênm (gr�ne Kurve in Abbildung 19) auf-

treten sollte. Da sich die Messwerte an der Grenze des derzeit mit

Kraftmikroskopie erreichbaren Kraftbereichs bewegen, ist die Gesamtzahl der

gemessenen Kraftspektren mit klar erkennbarem Kraftmuster auch hier klein,

allerdings war die Ausbeute deutlich gr�§er als in den Messungen mit den repe-

titiven Sequenzen.

Abbildung 19:

�berlagerung mehrerer Un-

zipping-Kurven eines 90bp

Abschnitts aus nat�rlicher

Lambda-Phagen-DNA (rot)

und eine gemittelte Kurve

(blau) im Vergleich zur Simu-

lation (gr�n).

In allen gemessenen Kurven, die die maximale Ausdehnung erreichen Ð und

damit eindeutig in der gew�nschten Unzipping-Geometrie stattfanden Ð
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wurden im Bereich kleiner Ausdehnung zus�tzliche Abrissereignisse

beobachtet. Das deutet darauf hin, dass zun�chst entweder mehrere Molek�le

wechselwirken oder das untersuchte Molek�l mit einer der Oberfl�chen

interagiert. Abbildung 19 zeigt deshalb die �berlagerung mehrerer gemessener

Kurven (rot) sowie eine �ber mehrere Kurven gemittelte (blau) im Vergleich zur

theoretisch berechneten Unzipping-Kurve (gr�n). F�r die gemittelte Kurve

wurden acht Kurven, die jeweils �ber einen L�ngenbereich zwischen etwa 45

und 100Ênm reichen, gemittelt. Obwohl die Messungen sich jeweils nahe an der

Grenze zum thermischen Rauschen befinden erkennt man, dass der Mittelwert

qualitativ und quantitativ in guter �bereinstimmung mit der theoretisch

berechneten Kurve ist.

4.1.4. Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass beim Unzippen von Oligonukleotiden mit repe-

titiven Bl�cken aus reinen AT- bzw. GC-Basenpaaren und solchen mit nativen

Sequenzen jeweils charakteristische Muster in den Kraftkurven beobachtet wer-

den k�nnen, wobei eine Aufl�sungsgrenze um zehn Basenpaare erreicht wurde.

F�r die Molek�le mit repetitiven Sequenzen war jedoch die Ausbeute an Kurven

mit einem klar erkennbaren Muster gering. Dies hat mehrere prinzipielle und

praktische Gr�nde: Die kleinen Kr�fte (< 20ÊpN) und kleinen Ausdehnungen

(<100Ênm), die beobachtet werden sollen, erfordern eine ideale Stabilit�t des

Versuchsaufbaus und der Umgebungsbedingungen. Schon kleinste St�rungen

durch Schall, Temperaturdrift oder Luftbewegungen w�hrend der Messung

k�nnen die Messdaten so stark beeintr�chtigen, dass die Effekte nicht mehr klar

erkannt werden. Ein weiteres Problem liegt in den verwendeten repetitiven Se-

quenzen. Wie mittels Gelelektrophorese auch nachgepr�ft werden konnte, ist

die Hybridisierungsrate dieser Molek�le relativ gering, das hei§t es bilden sich

keineswegs immer vollst�ndige Doppelstr�nge aus. Ebenso ist es m�glich, dass

sich mehrere Molek�le durch teilweisen �berlapp zu l�ngeren Ketten verbin-

den. In diesem Fall kann jeweils nur ein Teil des so entstehenden

doppelstr�ngigen Gebildes entfaltet werden. M�glicherweise k�nnen die repeti-

tiven Sequenzen auch Strukturen h�herer Ordnung ausbilden, wie sie schon f�r

verschiedene �hnliche Sequenzen mit Bl�cken gleicher Basen beobachtet wur-

den.[240] Die Kraftvariationen finden immer im Bereich zwischen etwa 10 und
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25ÊpN statt, was mit den theoretischen Vorhersagen gut �bereinstimmt. Grund-

s�tzlich steht der Bindungsprozess der beiden Einzelstr�nge aber auch in

Konkurrenz zur Bindung der Molek�le an die Oberfl�chen. In den hier be-

schriebenen Experimenten wurde versucht die Bindung an die Oberfl�chen zu

minimieren, indem die Oberfl�chen chemisch mit hydrophilen Gruppen funk-

tionalisiert wurden, welche die unspezifische Adh�sion minimieren sollten.

Au§erdem wurden die Messungen in Pufferl�sung mit kleinen Konzentrationen

von Detergenzien durchgef�hrt. Dennoch ist nicht auszuschlie§en, dass durch

die Krafteinwirkung diese Passivierung beeintr�chtigt oder die repulsive Ener-

giebarriere �berwunden wird, so dass die Molek�le �ber van-der-Waals

Wechselwirkung an der Oberfl�che adh�rieren k�nnten. Experimente mit ein-

zelnen Polyelektrolyten haben gezeigt, dass der von der Elektrostatik

unabh�ngige Beitrag zur Desorptionskraft einzelner Polymermolek�le an Ober-

fl�chen um 30ÊpN liegt.[123] Trotz der verwendeten chemischen Passivierung

der Oberfl�chen kann nicht vollst�ndig ausgeschlossen werden, dass im Bereich

kleiner Ausdehnungen ein Einfluss der Desorption auf die Kraftmuster m�glich

ist. Kontrollmessungen an nicht komplement�ren Oligonukleotiden ergaben in

seltenen F�llen Adh�sionskr�fte von bis zu 20ÊpN, allerdings nur �ber Ausdeh-

nungen von weniger als 15Ênm, was weniger als eine Periode der in den

eigentlichen Experimenten beobachteten Kraftvariation ist. Das zeigt, dass die-

ser Effekt die Messungen nur im Bereich kleiner Ausdehnungen beeintr�chtigt.

Angesichts aller Unw�gbarkeiten erstaunt es nicht, dass die Ausbeute an Kurven

mit vollst�ndiger L�nge klein war. Die L�ngenskala der beobachteten Kraftva-

riationen war in den beschriebenen Experimenten aber auch bei geringeren

Ausdehnungen jeweils typisch f�r die verwendeten Sequenzen. Das bedeutet,

dass das typische Kraftmuster bei diesen Molek�len immer der verwendeten

Sequenz zugerechnet werden kann. Allerdings besteht die M�glichkeit, dass die

Ursache des sequenztipischen Kraftmusters bei kleinen Ausdehnungen nicht

ausschlie§lich im Unzipping von Doppelstr�ngen liegt und m�glicherweise auch

Desorptionskr�fte und Multistrangbildung eine Rolle spielen. F�r die Kurven,

die die volle erwartete Ausdehnung zeigen k�nnen diese Effekte Ð vor allem aus

geometrischen Gr�nden Ð ausgeschlossen werden. Im Bereich gro§er Ausdeh-

nungen (etwa gr�§er 40Ênm) kommt als einzig plausible Erkl�rung f�r das

Kraftmuster nur das Unzipping einzelner Doppelstr�nge in Frage.
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Dieser Schluss wird durch die Ergebnisse der Messungen an den Oligonukleoti-

den mit nativer Sequenz untermauert, in denen Multistrangbildung

ausgeschlossen werden kann. M�glicherweise hat aber die Hybridisierung von

Molek�len gleicher Sequenz Ð also die Bindung von Molek�len an der Spitze

aneinander Ð auf der Zeitskala des Experiments als Konkurrenzprozess zur voll-

st�ndigen Doppelstrangbildung einen Einfluss auf die Messungen. Dies w�rde

dazu f�hren, dass im Bereich kleiner Ausdehnungen die gleichzeitige Wechsel-

wirkung mehrerer Molek�le auftreten k�nnte. In den F�llen, in denen die volle

Unzipping-L�nge erreicht wurde, waren bei Abst�nden von weniger als etwa

40Ênm tats�chlich zus�tzliche Abrissereignisse zu sehen. Das k�nnte ein Hin-

weis darauf sein, dass die konkurrierenden Bindungsprozesse eine weitere

praktische Beschr�nkung der Aufl�sungsgrenze bei kurzen Molek�len darstel-

len. F�r Abst�nde gr�§er als etwa 40Ênm sollte dieser Einfluss zu

vernachl�ssigen sein, da in diesem Fall nur die verbindenden ssDNA-Str�nge

teilweise durch doppelstr�ngige Abschnitte ersetzt w�rden. Bei Kraftanwendung

parallel zur Molek�lachse bliebe der Doppelstrang in diesem Fall unbeeintr�ch-

tigt (siehe auch folgendes Kapitel). Aufgrund der h�heren Biegesteifigkeit Ð

bzw. der gr�§eren Persistenzl�nge Ð von dsDNA gegen�ber ssDNA sollte sich

dadurch die Kraftaufl�sung tendenziell sogar verbessern.

Es konnte also gezeigt werden, dass es mit Kraftmikroskopie m�glich ist an

synthetischen sowie an nativen Sequenzen charakteristische Kraftmuster beim

Unzipping mit einer Aufl�sung von etwa 10 bis 20 Basenpaaren zu messen. Die

bei den Messungen auftretenden praktischen Probleme k�nnten zum Teil mit

weicheren und driftstabileren Cantilevern verringert werden. Zudem ist aber

immer eine genaue Kontrolle der chemischen Funktionalit�t der Oberfl�chen

unabdingbare Voraussetzung f�r klar interpretierbare Messergebnisse. Die hier

dargestellten Ergebnisse zeigen Wege auf, wie es in der Zukunft m�glich sein

sollte Messungen mit noch gr�§erer Genauigkeit durchzuf�hren.
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4 . 2 .  D N A - M e c h a n i k  u n d  D N A - b i n d e n d e 

M o l e k ü l e 

In den in diesem Kapitel beschriebenen Experimenten wurde die Auswirkung

verschiedener DNA-bindender Moleküle auf das mechanische Verhalten von

DNA untersucht. Dazu wurden einzelne DNA-Moleküle mit einigen tausend Ba-

senpaaren gemischter Sequenz mit einem Kraftspektroskop in Pufferlösung

gedehnt und die Kraft-Ausdehnungs-Kurven analysiert (Abbildung 20).17

Abbildung 20:

Schematische Darstellung der kraftspektroskopi-

schen Untersuchung der Wirkung DNA-bindender

Moleküle. Es wurden jeweils einige tausend Basen-

paare lange DNA-Moleküle gedehnt und das Kraft-

Abstands-Verhalten vor und nach der

Komplexierung analysiert.

4.2.1. Cisplatin-Crosslinks

Das Chemotherapeutikum Cisplatin bindet kovalent an DNA und kann, abhän-

gig von der jeweiligen Sequenz, verschiedene Addukte bilden. Da Cisplatin zwei

mögliche Bindungsstellen besitzt, können Crosslinks innerhalb eines Strangs

(intrastrang) und zwischen den beiden Strängen (interstrang) entstehen, wobei

in Molekülen mit gemischter Sequenz die G*G* Intrastrang-Crosslinks mit

einem Anteil von 60 bis 65% aller Bindungen am häufigsten

auftreten.[172,174,241] Abbildung 21 zeigt die Kraft-Abstandskurven eines

unbehandelten DNA-Moleküls (a) neben der eines vollständig mit Cisplatin

komplexierten Moleküls (b). Man erkennt, dass durch die Cisplatin-Bindung die

Kooperativität des Überstreckungsplateaus deutlich reduziert wird – an Stelle

des flachen Plateaus zeigt sich ein kontinuierlicher Anstieg der Kraft bis 73 pN.

                                                  
17 Soweit es nicht anders angegeben ist handelt es sich dabei um Moleküle aus Lambda Bst EII

Digest. Die Messungen wurden bei pH 8,0 in TE-Puffer mit 150 mM NaCl durchgeführt. Details

der Probenpräparation und Messungen finden sich im Anhang 6.5.
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Die urspr�ngliche Plateaukraft wird aber erst bei einer deutlichen �berstrek-

kung des Molek�ls erreicht. Im Bereich zwischen 73 und 310ÊpN verl�uft die

Kraftkurve fast linear und es ist kein Schmelz�bergang in der Kurve erkennbar.

Die Relaxationskurve des komplexierten Molek�ls folgt der Streckungskurve, es

ist also keine Schmelzhysterese mehr vorhanden. Das zeigt deutlich, dass es

nicht mehr m�glich ist, die komplexierten Molek�le mechanisch dauerhaft in

Einzelstr�nge aufzutrennen. Dieses Verhalten ist im Bereich zwischen 200Ênm/s

und 4000Ênm/s unabh�ngig von der Ziehgeschwindigkeit und h�ngt auch nicht

von der maximalen Zugkraft ab.

Abbildung 21: Kraftspektren eines unbehandelten (a) und eines vollst�ndig mit

Cisplatin abges�ttigten DNA-Molek�ls (b).[242]

Da die vollst�ndige Reaktion mit Cisplatin in einem Mehrschrittprozess �ber

mehrere Stunden erfolgt, ist es m�glich die ersten Schritte der Reaktion an ein-

zelnen Molek�len zu verfolgen. Dies ist in Abbildung 22 dargestellt.

Unmittelbar nach der Zugabe von Cisplatin weist die Kraftkurve noch alle f�r B-

DNA typischen Merkmale auf (Kurve a). Insbesondere erkennt man das flache

�berstreckungsplateau bei 65ÊpN, den Schmelz�bergang bei gr�§eren Kr�ften

und die Hysterese zwischen Dehnungs- und Entspannungskurve. Nach einer

Stunde Reaktionszeit Ð und damit einer nur kleinen Zahl an bifunktionalen Cis-

platin-Crosslinks Ð erkennt man, dass der Kraftanstieg am Anfang des Plateaus

flacher verl�uft und bei kleineren Ausdehnungen beginnt. Der Schmelz�bergang

ist weiterhin klar sichtbar, doch es tritt fast keine Hysterese zwischen Deh-

nungs- und Entspannungskurve auf. Das bedeutet, dass schon wenige

Crosslinks die dauerhafte Strangtrennung verhindern k�nnen. Da diese Effekte
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mit einer deutlichen Zeitverzögerung nach der Zugabe von Cisplatin auftreten,

kann ausgeschlossen werden, dass es sich dabei um einfache elektrostatische

Effekte durch die positive Ladung des Cisplatins handelt. Kurve (c) zeigt zum

Vergleich das Kraftspektrum eines vollständig platinierten Moleküls, das das

oben beschriebene Verhalten aufweist.

Abbildung 22:

Kraftspektren eines einzelnen

DNA-Moleküls direkt nach der

Zugabe von Cisplatin (a) und

nach einer Stunde Reaktions-

zeit (b) sowie das eines abge-

sättigten Moleküls nach 24

Stunden (c). Die Komplexie-

rung verringert die Koopera-

tivität des Überstreckens und

verkürzt das Molekül. Schon

wenige Crosslinks reichen aus,

um die Hysterese zu unterbin-

den.[196]

Um das mechanische Verhalten direkt mit bestimmten Addukten korrelieren zu

können, wurden die gleichen Experimente auch mit verschiedenen Molekülen

mit repetitiven Sequenzen durchgeführt. Abbildung 23 zeigt die Kraftspektren

von poly(dGdC)•poly(dGdC) Molekülen im unbehandelten (a) und im vollstän-

dig platinierten Zustand (b).
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Abbildung 23: Kraftspektren eines unbehandelten (a) und eines vollst�ndig mit

Cisplatin abges�ttigten poly(dGdC)¥poly(dGdC) Molek�ls (b).[242] Nach der

Komplexierung ist die Dehnungskurve stark ver�ndert und es k�nnen keine

Hairpins mehr erzeugt werden.

An diesen Molek�len kann Cisplatin nur zwei m�gliche bifunktionale Addukte

ausbilden: G*C¥CG* Interstrang-Crosslinks und G*XG* Intrastrang-Crosslinks.

Au§erdem sind diese Molek�le selbstkomplement�r, k�nnen also auf sich selbst

zur�ckfalten und Haarnadelstrukturen (Hairpins) ausbilden. Ohne Cisplatin ist

deutlich zu erkennen, dass durch ein �berstrecken des Molek�ls �ber den

Schmelz�bergang hinaus ein weiteres Plateau um 20ÊpN in den Kraftkurven

auftaucht, dessen L�nge auf Kosten der des �berstreckungsplateaus w�chst. In

diesem sogenannten Unzipping-Plateau werden Haarnadelstrukturen (Hair-

pins) neu gebildet bzw. entfaltet.[95] Nach der Anbindung von Cisplatin (b)

erkennt man, dass die �berstreckung deutlich an Kooperativit�t verloren hat

und der Schmelz�bergang vollst�ndig verschwunden ist. Auch nach Dehnung

mit �ber 500ÊpN tritt nur sehr wenig Hysterese auf und es bilden sich keine

Hairpins aus. Das zeigt, dass die Gegenwart von G*C¥CG* Interstrang-Cross-

links und G*XG* Intrastrang-Crosslinks ausreicht, um die Kooperativit�t von

�berstreckung und Schmelzen drastisch zu vermindern und eine dauerhafte

Strangtrennung zu verhindern.

Die in Abbildung 24 gezeigten Kurven wurden an poly(dAdC)¥poly(dGdT) Mo-

lek�len gemessen, an denen Cisplatin nur an einem Strang der Doppelhelix

binden kann, n�mlich an poly(dGdT). Als einzige bifunktionale Addukte k�nnen

hier nur G*XG* Intrastrang-Crosslinks entstehen.
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Abbildung 24: Kraftspektren eines unbehandelten (a) und eines vollst�ndig

platinierten Molek�ls poly(dAdC)¥poly(dGdT) (b).[242]

Man erkennt, dass diese Addukte ausreichen, um die Kooperativit�t des �ber-

streckens und die Schmelzhysterese deutlich zu reduzieren. Jedoch tritt auch

bei den vollst�ndig platinierten Molek�len ein klar ausgepr�gter Schmelz�ber-

gang auf. Das weist darauf hin, dass der Doppelstrang noch immer in einem

�hnlichen Prozess wie in den unbehandelten Molek�len aufgetrennt werden

kann. Die fehlende Hysterese zeigt aber, dass die Str�nge schon w�hrend der

Entspannung wieder hybridisieren. Die erh�hte Hybridisierungsrate kann da-

durch erkl�rt werden, dass die beiden Str�nge zwar aufgetrennt, aber nicht

r�umlich getrennt werden, etwa indem eine Wegdiffusion des abgeschmolzenen

Strangs durch die positive elektrostatische Ladung des Cisplatins verhindert

wird.

In poly(dG)¥poly(dC) Molek�len kann Cisplatin ebenfalls nur an einen der bei-

den Str�nge binden. Grunds�tzlich sind die beiden Intrastrang-Crosslinks G*G*

und G*GG* m�glich, wobei die Crosslinks zwischen zwei benachbarten Guanin-

basen jedoch deutlich beg�nstig sind.[172,174,241] Man kann also annehmen,

dass das mechanische Verhalten von den G*G* Intrastrang-Crosslinks domi-

niert wird. Abbildung 25 zeigt die Kraftspektren eines unbehandelten (a) und

eines vollst�ndig platinierten Molek�ls (b).

500

400

300

200

100

0

2500200015001000

500

400

300

200

100

0

1200800400

ba

K
ra

ft
 [p

N
]

Ausdehnung [nm]

K
ra

ft
 [p

N
]

Ausdehnung [nm]



Experimentelle Ergebnisse 54

Abbildung 25: Kraftspektren eines unbehandelten (a) und eines mit Cisplatin

abges�ttigten Molek�ls poly(dG)¥poly(dC) (b).[242]

Das unbehandelte Molek�l zeigt die bekannte �berstreckungscharakteristik von

B-DNA mit einem kooperativen �berstreckungsplateau bei 65ÊpN, dem

Schmelz�bergang um 150ÊpN und Schmelzhysterese. Die Bindung von Cisplatin

reduziert auch in diesen Molek�len die Kooperativit�t des �berstreckens. Ein

Schmelz�bergang ist ebenfalls nicht mehr erkennbar, aber in geringem Ma§e

tritt noch Hysterese auf, jedoch immer nur im Bereich kleiner Kr�fte.

Die Spezifizit�t der beobachteten Effekte wurde an Molek�len mit der Sequenz

poly(dAdT)¥poly(dAdT) �berpr�ft, an die Cisplatin nicht bindet. Diese Molek�le

sind selbstkomplement�r, das hei§t die Einzelstr�nge k�nnen auch auf sich

selbst zur�ckfalten, was in den Kraftspektren durch das Auftreten von Unzip-

ping-Plateaus bei 10ÊpN beobachtet werden kann. Das �berstreckungsplateau

tritt schon bei deutlich geringeren Kr�ften auf als bei Molek�len gemischter Se-

quenz, wobei die Duplexe auch schon w�hrend des �berstreckens schmelzen

k�nnen. Abbildung 26 zeigt die Kraftspektren von unbehandeltem

poly(dAdT)¥poly(dAdT) (a) und nach 24-st�ndiger Inkubation mit Cisplatin (b).

In beiden Kurven erkennt man das �berstreckungsplateau bei etwa 30 bis

50ÊpN sowie das vollst�ndige Schmelzen des Doppelstrangs. Auch die Unzip-

ping-Plateaus bei 10ÊpN treten weiter auf und es sind keine qualitativen

Unterschiede in den Kraftspektren erkennbar. Das Verhalten der Molek�le ist

auch in Gegenwart von Cisplatin in guter �bereinstimmung mit dem von Rief et

al.[95] beschriebenen Verhalten und den theoretischen Vorhersagen von

Rouzina et al.[98]
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Abbildung 26: Die Kraftspektren von mit Cisplatin inkubierten poly(dAdT)¥

poly(dAdT) Molek�len (b) unterscheiden sich qualitativ nicht von denen unbe-

handelter Molek�le gleicher Art (a).[242]

Es konnte gezeigt werden, dass Cisplatin-Crosslinks in Molek�len gemischter

Sequenz die Kooperativit�t des �berstreckens stark reduzieren und eine per-

manente mechanische Strangtrennung verhindern. Durch eine

sequenzspezifische Untersuchung konnte gezeigt werden, dass G*G* und

G*XG* Intrastrang-Crosslinks die Kooperativit�t des �berstreckens gleicher-

ma§en verringern. Der Schmelz�bergang wird aber nur durch G*G* und

G*C¥CG* Crosslinks unterbunden, w�hrend er durch G*XG* Addukte nicht be-

eintr�chtigt wird. Eine dauerhafte Strangtrennung ist jedoch auch bei G*XG*

Addukten nicht m�glich. Nur in Molek�len mit G*G* Crosslinks ist Schmelzh-

ysterese erkennbar Ð allerdings auch hier in wesentlich geringerem Ma§e als in

unbehandelten Molek�len. Die drastische Reduktion der Hysterese in allen

Molek�len bedeutet, dass der Doppelstrang nicht permanent aufgetrennt wer-

den kann und zudem wesentlich schneller rehybridisiert als in unkomplexierten

Molek�len. F�r die poly(dAdC)¥poly(dGdT) Molek�le kann man die Rehybridi-

sierungsrate absch�tzen, da das komplette Fehlen von Hysterese bedeutet, dass

w�hrend der Entspannung alle Basenpaare korrekt rekombinieren m�ssen. So

ergibt sich eine untere Grenze von 20 kb/s, was im Vergleich zu den Raten un-

behandelter B-DNA um einen Faktor von drei erh�ht ist.[97] Da in den Kurven

keinerlei Anzeichen von Schmelzhysterese zu erkennen sind, liegt die tats�chli-

che Rehybridisierungsrate vermutlich noch deutlich �ber dieser Grenze.
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4.2.2. Interkalatoren und Groove-Binder

Interkalatoren und Groove-Binder binden im Gegensatz zu Cisplatin nicht-ko-

valent an DNA. Die hier untersuchten Moleküle stellen typische Repräsentanten

der jeweiligen Bindungsmode dar. Alle Interkalatoren sind klassische einfache

Interkalatoren und die Groove-Binder Netropsin und Hoechst 33258 binden

nur in dieser definierten Bindungsmode. Berenil hingegen ist ein klassischer

Groove-Binder, der unter bestimmten Bedingungen auch interkalativ bindet.18

Deshalb werden hier zunächst die Messungen an den einfachen Bindern vorge-

stellt und dann die Besonderheiten bei mehreren möglichen Bindungsmoden

diskutiert.

Abbildung 27:

Kraftspektren eines DNA-

Moleküls in reinem Puffer

(a) und in Gegenwart von

0,44 µg/ml und 2,2 µg/ml

Ethidium Bromid. Die

Konzentrationen entspre-

chen in etwa Verhältnisen

von einem Molekül

Ethidium pro zehn (b)

bzw. zwei Basenpaaren

(c).[196]

Abbildung 27 zeigt die Kraftspektren eines einzelnen DNA-Moleküls in ver-

schiedenen Umgebungsbedingungen. Zu Beginn der Messung (a) befindet sich

das Molekül in reiner Pufferlösung ohne Ethidium. Das Molekül zeigt das be-

kannte Dehnungsverhalten mit einem sehr kooperativen Überstreckungsplateau

bei 65 pN und Schmelzhysterese. Kurve (b) zeigt das Kraftspektrum des glei-

chen Moleküls nach der Zugabe von 0,44 µg/ml Ethidium Bromid, was etwa

einem Verhältnis von einem Molekül des Interkalators pro zehn Basenpaaren

                                                  
18 Psoralen bindet zunächst durch einfache Interkalation, kann aber durch Bestrahlung mit UV-

Licht auch kovalente Crosslinks bilden.
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entspricht.19 Man erkennt, dass die Kooperativität des Überstreckens deutlich

reduziert ist und weiter Schmelzhysterese in der Kurve auftritt. Nach der Zu-

gabe von 2,2 µg/ml Ethidium Bromid (entsprechend einem Molekül Ethidium

pro zwei Basenpaare) ist die Kooperativität des Überstreckens vollständig ver-

schwunden, und es tritt keine Hysterese mehr auf. Der Beginn der

Überstreckung ist dabei jeweils zu größeren Ausdehnungen hin verschoben. Die

an den einzelnen Molekülen direkt gemessenen Veränderungen wurden für jede

Konzentration mit den Dehnungskurven anderer Moleküle unter gleichen Be-

dingungen verglichen. Dabei waren die Abweichungen der skalierten Kurven

voneinander sehr klein, so dass das gezeigte Verhalten für alle Moleküle ge-

mischter Sequenz typisch ist.

Der Interkalator Proflavin zeigt sehr ähnliche Auswirkungen auf die Kraftspek-

tren. Abbildung 28 zeigt die Kraftspektren von DNA-Molekülen – jeweils

skaliert auf die Konturlänge – in Gegenwart verschiedener Konzentrationen

Proflavin, die den Verhältnissen von einem Molekül pro zehn, vier und einem

Basenpaar entsprechen.

Abbildung 28:

Kraftspektren verschie-

dener DNA-Moleküle in

reinem Puffer (a) und in

Gegenwart verschiedener

Konzentrationen

Proflavin (b: 0,30 µg/ml,

c: 0,74 µg/ml, d:

3,0 µg/ml).[243]

Mit zunehmender Anzahl interkalierter Moleküle wird das Überstreckungspla-

teau kürzer und steiler, das heißt die Überstreckung findet innerhalb einer

kürzeren Strecke über einen größeren Kraftbereich hinweg statt, wobei sich der

Anfang der Überstreckung zu immer größeren Ausdehnungen hin verschiebt.

Ab einer Konzentration von 0,30 µg/ml reicht der Überstreckungsbereich bis zu

einer Kraft von 120 pN, im Gegensatz zu etwa 70 pN bei unbehandelten Mole-

                                                  
19 Die Abschätzung der Molekülverhältnisse ist im Anhang 6.5 dargestellt.
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k�len. Der Schmelz�bergang ist in den Kurven nicht mehr klar auszumachen

und bei Konzentrationen �ber 0,30Êµg/ml wird keine Schmelzhysterese mehr

beobachtet.

Es wurde auch die Wirkung von Proflavin auf die Hairpin-bildenden

poly(dGdC)¥poly(dGdC) Molek�le untersucht. Dabei hat sich gezeigt, dass

durch das �berstrecken der interkalierten DNA-Molek�le kaum neue Hairpins

entstehen. Abbildung 29 a zeigt, wie ein einzelnes Molek�l poly(dGdC)¥

poly(dGdC) mit Kr�ften von etwa 300ÊpN gedehnt wird. Auch in diesen

Molek�len wird die Kooperativit�t des �berstreckens drastisch verringert. Bei

h�heren Kr�ften findet sich weiter der Schmelz�bergang, doch es tritt fast keine

Hysterese auf und es werden deutlich weniger Hairpins gebildet als ohne

Proflavin. Das entfalten bestehender Hairpins findet aber weiter um 20ÊpN statt

(siehe Abbildung 29 b).

Abbildung 29: Kraftspektren von poly(dGdC)¥poly(dGdC) in Gegenwart von

0,3Êµg/ml Proflavin. Man erkennt, dass durch ein �berstrecken der Molek�le

mit mehr als 300ÊpN keine Hairpins gebildet werden, bestehende Hairpins

aber weiter bei 20ÊpN entfaltet werden (b).

Einfache Interkalation durch Trimethylpsoralen f�hrt zu qualitativ sehr �hnli-

chen Kraftkurven, wobei jedoch die Konzentration des Psoralens in der

Pufferl�sung aufgrund der schlechten Wasserl�slichkeit nicht beliebig variiert

werden kann.20 Abbildung 30 zeigt eine Kraftkurve, die an mit Psoralen inku-

bierter DNA in TE-Puffer gemessen wurde. Man erkennt, dass das

                                                  
20 Eine detaillierte Untersuchung der mechanischen Effekte von Psoralenen und der

Auswirkungen der UV-induzierten Crosslinks wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Stefan

Fischerl�nder durchgef�hrt. Eine kurze Zusammenfassung findet sich im Anhang 6.2.
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�berstreckungsplateau weniger kooperativ ist als in unbehandelten Molek�len.

Bei den maximal erreichten Psoralen Konzentrationen wurde noch deutliche

Schmelzhysterese beobachtet.

Abbildung 30:

Kraftspektrum eines mit

Psoralen interkalierten, nicht

gecrosslinkten, Molek�ls.

Netropsin bindet als klassischer Groove-Binder nicht-kovalent in die kleine

Furche von B-DNA. Auch f�r diesen Fall konnte gezeigt werden, dass man die

Bindung durch Kraftmessungen an einzelnen DNA-Molek�len direkt nachwei-

sen kann. Abbildung 31 zeigt die Kraftspektren des selben Molek�ls in reinem

Puffer (a) und in Gegenwart von 14,6Êµg/ml Netropsin (b und c), was etwa ei-

nem 2,5-fachen �berschuss von Netropsin zur vorhandenen Anzahl an

Basenpaaren entspricht. Durch die Bindung verliert das �berstreckungsplateau

etwas an Kooperativit�t und verschiebt sich gleichzeitig zu deutlich gr�§eren

Kr�ften. Statt der 65ÊpN bei unbehandelter DNA findet die �berstreckung nun

im Kraftbereich zwischen 75 und 90ÊpN statt. Die �berstreckungsl�nge bleibt

dabei nahezu unver�ndert. Der Schmelz�bergang findet sich auch in den mit

Netropsin komplexierten Molek�len. Es ist weiter m�glich die Molek�le mecha-

nisch zu schmelzen, was in Abbildung 31 (b und c) an der ausgepr�gten

Schmelzhysterese zu erkennen ist. Es wurde jedoch beobachtet, dass die Form

der R�ckfahrkurven sich qualitativ leicht ver�ndert, und das Rehybridisieren

ãglatterÒ, also mit weniger Zacken in der Kraftkurven, stattfindet. Qualitativ

�hnliche Resultate wurden mit dem Groove-Binder Hoechst 33258 erzielt.
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Abbildung 31:

Kraftspektren des gleichen

DNA-Moleküls in reinem Puffer

(a) und in Gegenwart von

14,6 µg/ml Netropsin (b und c),

was einem 2,5-fachen Über-

schuss von Netropsin zur

Anzahl der Basenpaare in der

Probe entspricht.[196]

Berenil gilt ebenfalls als klassischer Groove-Binder, der selektiv an AT-reiche

Sequenzen bindet. In jüngster Vergangenheit hat sich jedoch herausgestellt,

dass Berenil auch in GC-reiche Sequenzen interkaliert – allerdings mit einer

deutlich kleineren Bindungskonstante und damit erst bei größeren Konzentra-

tionen.

Abbildung 32:

Kraftspektren eines DNA-Mo-

leküls in reiner Pufferlösung

(a) und nach der Zugabe von

Berenil in Konzentrationen von

1,5 µg/ml (b) und 15 µg/ml (c),

entsprechend Verhältnissen

von etwa einem Molekül

Berenil pro 4 bzw. 0,4 Basen-

paaren.[196]

Kleine Konzentrationen (Abbildung 32 b) verändern die Kraftkurven nur im Be-

reich kleiner Kräfte unterhalb des Überstreckungsplateaus. Das Plateau bleibt in

der Länge und der Kraft unverändert, der Schmelzübergang wird weiter beob-

achtet und es tritt in gewohntem Maße Schmelzhysterese auf. Bei größeren

Konzentrationen (Abbildung 32 c) verändert sich das Kraftspektrum jedoch

drastisch: die Überstreckungsregion erstreckt sich nun über einen deutlich grö-
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§eren Kraftbereich und endet bei 95ÊpN. Bei gr�§eren Kr�ften ist zwar weiter

der Schmelz�bergang zu erkennen, es tritt aber keine Schmelzhysterese auf.

Auch in diesem Fall war es m�glich die Reaktion direkt an einem einzelnen

Molek�l zu beobachten. Abbildung 32 zeigt die Kraftspektren des gleichen Mo-

lek�ls in reinem Puffer (a) und in Gegenwart von Berenil in Konzentrationen

von 1,5Êµg/ml (b) und 15Êµg/ml (c), entsprechend einem Verh�ltnis von einem

Berenil pro vier bzw. 0,4 Basenpaaren. Wie bei allen anderen Molek�len war

das gezeigte Verhalten typisch und die jeweiligen Dehnungskurven in sehr guter

�bereinstimmung mit denen anderer DNA-Molek�le unter gleichen Bedingun-

gen.

4.2.3. Diskussion

Die beobachteten typischen Effekte der verschiedenen DNA-bindenden Mole-

k�le zeigen, dass sich die Art der Bindung deutlich und in einer jeweils f�r die

Bindungsmode charakteristischen Art in den Dehnungskurven widerspiegelt.

Alle untersuchten Interkalatoren Ð Ethidium, Proflavin und Psoralen Ð reduzie-

ren die Kooperativit�t des �berstreckens drastisch, wobei auch immer eine

deutlich h�here Kraft als bei unbehandelten Molek�len erreicht wird. Zudem

tritt eine Verk�rzung des �berstreckungsbereichs auf, die vermutlich darauf zu-

r�ckzuf�hren ist, dass die Interkalatoren selbst die Doppelhelix durch ihre

Bindung �berstrecken. Die reinen Groove-Binder Netropsin und Hoechst 33258

lassen die Plateaul�nge dagegen unver�ndert. Die �berstreckungskraft steigt

um etwa 40% an, die Kooperativit�t verringert sich dabei aber nicht so stark,

wie bei Interkalation: Die Kooperativit�tsparameter σ f�r Netropsin und

Hoechst 33258 liegen um 10Ð5 im Gegensatz zu 7¥10Ð4 f�r unbehandelte und

etwa 10Ð6 f�r interkalierte Molek�le.21 Berenil, das sowohl als Groove-Binder als

auch als Interkalator wirkt, ver�ndert bei kleinen Konzentrationen nur das Ver-

halten im niedrigen Kraftbereich, w�hrend bei gr�§eren Konzentrationen klar

die f�r Interkalatoren typischen Effekte hervortreten. Eine eindeutige Zuord-

nung der Kraftspektren zu den Bindungsmoden ist in allen untersuchten F�llen

m�glich. Umgekehrt sollte es also auch m�glich sein, die Kraftspektroskopie als

analytisches Hilfsmittel zur Bestimmung der jeweiligen Bindungsmode einzu-

                                                  
21 F�r die Interkalatoren ist eine genauere Angabe der Kooperativit�tsparameter nicht m�glich,

da der Anfang der �berstreckung nicht mehr klar auszumachen ist.
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setzen.22 Dazu ist es zun�chst notwendig die Charakteristika in den

Kraftspektren jeder Bindungsmode zu identifizieren und zu vergleichen. F�r

den Fall der Groove-Binder wurden dazu die Dehnungskurven mehrerer Mole-

k�le verschiedener L�nge gemittelt (Abbildung 33). Die einzelnen gemessenen

Kurven weichen jeweils nur unwesentlich von den gemittelten Kurven ab, was

ein deutlicher Hinweis daf�r ist, dass die Sequenzunterschiede zwischen den

untersuchten Molek�len f�r diese Art von Messung unwesentlich sind solange

der AT- bzw. GC-Anteil �hnlich gro§ ist.

Abbildung 33:

Gemittelte Dehnungskurven

mehrerer DNA-Molek�le in

Gegenwart verschiedener

Minor-Groove-Binder.[243]

Abbildung 33 zeigt auch die gro§e �hnlichkeit der gemittelten Dehnungskurven,

die mit den jeweils gleichen relativen Mengen von Netropsin und Hoechst

33258 aufgenommen wurden. Weiter erkennt man, dass die gemittelten Bere-

nil-Kurven im Bereich kleiner Kr�fte schon bei einer zehnmal kleineren

Konzentration von denen der beiden anderen Groove-Binder abweichen. Bei

gr�§eren Konzentrationen ergibt sich dann eine gro§e �hnlichkeit der Berenil-

Kurven mit den Kurven, die in Gegenwart kleiner Interkalator-Konzentrationen

gemessen wurden.

                                                  
22 Die hier vorgeschlagene Methode (vorab in [196] ver�ffentlicht) wurde mittlerweile auch von

anderen Gruppen eingesetzt, um unbekannte Substanzen zu charakterisieren.[244]
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Abbildung 34:

Dehnungskurven einzelner

DNA-Molek�le in Gegenwart

verschiedener Interkalatoren

(rot: 0,44Êµg/ml Ethidium,

gr�n: Psoralen, t�rkis:

15Êµg/ml Berenil, blau:

0,3Êµg/ml Proflavin).[243]

Abbildung 34 zeigt die gro§e �hnlichkeit dieser Kurven zu den Dehnungskur-

ven, die mit den Interkalatoren Ethidium, Trimethylpsoralen und Proflavin

gemessen wurden. Die bestehenden Unterschiede k�nnen dabei zum Teil auf

die verwendeten Konzentrationen und die Bindungskonstanten der Molek�le

zur�ckzuf�hren sein. Im Bereich der vollst�ndigen Abs�ttigung der DNA ergibt

sich wieder eine gro§e �bereinstimmung der Effekte von Proflavin und Ethi-

dium (Abbildung 35).

Abbildung 35:

Dehnungskurven einzelner mit

Ethidium (rot: 2,2Êµg/ml) und

Proflavin (dunkelblau:

0,74Êµg/ml, hellblau:

3,0Êµg/ml) interkalierter DNA-

Molek�le.[243]

4.2.4. Bezug zu klassischen Schmelzexperimenten

Nach dem in Kapitel 3.3.2 vorgestellten theoretischen Modell[98] spiegelt das

�berstreckungsplateau im Gleichgewichtsfall das kraftinduzierte Schmelzen des

Doppelstrangs wieder. Demnach sollten die �nderungen in Kraft und Steigung

des �berstreckungsplateaus bei einer Variation der Umgebungsbedingungen

mit denen der thermischen Schmelztemperaturen und �bergangsbreiten korre-

lieren. Die Wechselwirkung mit DNA-bindenden Molek�len stellt eine solche

Variation dar. Bei zu starker Abs�ttigung der Molek�le kann allerdings der
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Schmelzprozess so stark verändert werden, dass eine einfache Beschreibung

durch ein Zwei-Zustands-Gleichgewichtsmodell nicht mehr zutreffend ist.

Tabelle 4 zeigt qualitativ23 die gemessenen Veränderungen der Überstreckungs-

kräfte Fs  und Breiten ∆Fs des Überstreckungsplateaus neben den

Schmelztemperaturen Tm und -bereichen ∆Tm, die zum Teil der Literatur ent-

nommen sind und zum Teil selbst mit temperaturabhängigen

Absorptionsmessungen an Oligonukleotiden gemischter Sequenz bestimmt

wurden.24

 Substanz Tm Fs ∆ Tm ∆ Fs

Crosslinker  Cisplatin - - + +

 Ethidium + + + +Inter-
kalatoren  Proflavin + + + +

 Berenil    +/-25 0 + +

 Netropsin + + + +

Minor-
Groove-
Binder

 Hoechst 33258 + + + +

Tabelle 4: Qualitative Veränderung der thermischen Schmelztemperaturen Tm

und –bereiche ∆ Tm von DNA sowie der gemessenen Plateaukräfte Fs und

Breite der Überstreckung ∆Fs bei Wechselwirkung mit verschiedenen DNA-

bindenden Substanzen.

Für alle untersuchten Substanzen stimmt die qualitative Änderung der Kraft-

kurven also gut mit den thermodynamischen Ensemblewerten aus den

klassischen Schmelzexperimenten überein. Diese Beobachtung stärkt die These,

dass das Überstreckungsplateau eng an ein kraftinduziertes Schmelzen gekop-

pelt ist.

                                                  
23 Ein quantitativer Vergleich würde voraussetzen, dass die gleichen Moleküle für

Kraftexperiment und Spektroskopie verwendet werden. Für die hier dargestellten Experimente

ist das prinzipiell nicht möglich, da die Kraftexperimente an langen Molekülen durchgeführt

werden müssen, eine genaue Analyse der Spektroskopiedaten aber nur mit kurzen

Oligonukleotiden sinnvoll ist.
24 Eine Beschreibung der Schmelzexperimente findet sich in Anhang 6.1.
25 Bei Berenil hängt die Änderung der Schmelztemperatur von der Sequenz ab.
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5. Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgef�hrten Messungen zeigen, dass es m�g-

lich ist, Einzelmolek�l-Kraftspektroskopie als analytisches Hilfsmittel zur

Untersuchung von DNA einzusetzen. Die m�gliche Unterscheidung von Bin-

dungsmoden an einzelnen Molek�len bietet neue M�glichkeiten zur

Untersuchung der Wechselwirkung verschiedenster Substanzen mit DNA, wie

sie etwa in fr�hen Phasen der Medikamententwicklung n�tig sind. Wie am Bei-

spiel von Cisplatin demonstriert wurde, kann das Bindungsverhalten durch die

Verwendung spezifischer DNA-Sequenzen auch zu bestimmten Bindungsse-

quenzen und sogar zu einzelnen Addukten korreliert werden. Dabei sind sowohl

der technische als auch der zeitliche Aufwand f�r die entsprechenden Experi-

mente durchaus zu anderen klassischen Techniken konkurrenzf�hig. Durch eine

Kombination des hier vorgestellten Messprinzips mit geeigneter Mikrofluidik

sollte es dar�ber hinaus auch m�glich sein, direkt kinetische Parameter wie Off-

Raten verschiedener bindender Substanzen an einzelnen DNA-Molek�len zu

bestimmen. Ebenso k�nnten Verdr�ngungsreaktionen und die relative Bin-

dungspr�ferenz konkurrierender Binder untersucht werden.

Auch mit der derzeit mit Kraftmikroskopie erreichbaren Aufl�sung sollte es

weiter m�glich sein, die Auswirkungen von DNA-bindenden Substanzen auf das

Unzipping zu untersuchen. Wie hier gezeigt werden konnte, erh�hen viele In-

terkalatoren und Groove Binder die zur Auftrennung des Doppelstrangs

erforderlichen Kr�fte. So k�nnten auch die Unzipping-Kr�fte erh�ht werden,

was eine genauere Messung des Zusammenhangs zwischen Sequenz und Kraft

erm�glichen k�nnte. Durch die Verwendung sequenzspezifischer Binder

k�nnten auch gezielt bestimmte Sequenzen markiert werden. F�r die in dieser

Arbeit erstmals vorgestellten Messungen und Konzepte bieten sich vielf�ltige

Anwendungsm�glichkeiten zur Untersuchung der physikalischen Prozesse und

elementaren biochemischen und pharmakologischen Wirkmechanismen auf

molekularer Ebene.

In den vergangenen Jahren hat sich das Verst�ndnis von Systemen auf der Na-

nometer-Skala durch Fortschritte im experimentellen und theoretischen

Bereich kontinuierlich erweitert. Durch die Kombination verschiedener Techni-

ken, wie etwa optischer Spektroskopie und Kraftspektroskopie, wird es in

Zukunft m�glich sein, noch viele weitere Effekte direkt und mit bisher nicht ge-
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kannter Pr�zision zu untersuchen und letztendlich zu verstehen. Inwieweit sich

unser Weltbild dadurch weiter ver�ndern wird ist noch nicht abzusehen - das

Nano-Zeitalter hat eben erst begonnen.
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6. Anhang

6 . 1 .  U V - S p e k t r o s k o p i e 

Zur Bestimmung der Schmelztemperatur doppelstr�ngiger Oligonukleotide

wurden temperaturabh�ngige UV-Absorptionsmessungen durchgef�hrt. Da die

beiden Einzelstr�nge bei 260Ênm Licht st�rker absorbieren als der jeweilige

Doppelstrang ergibt sich beim Aufheizen der Probe ein sigmaoider Verlauf der

Absorption mit der Temperatur. Die Schmelztemperatur ist die Temperatur, bei

der genau die H�lfte der Doppelstr�nge in Einzelstr�nge aufgetrennt ist.

Abbildung 36 zeigt die so gemessenen Kurven an einem doppelstr�ngigen 15mer

in Gegenwart verschiedener Konzentrationen Proflavin.26

Abbildung 36:

Temperaturabh�ngige UV-Ab-

sorption von 15mer dsDNA in

Gegenwart von 1,15ÊµM (gr�n),

5,75ÊµM (t�rkis) und 11,5ÊµM

(dunkelblau) Proflavin sowie

eine simulierte Kurve (rot ge-

strichelt).

Es wurde jeweils eine dsDNA-Konzentration von etwa 1-2ÊµM in TE-Puffer

verwendet und die Konzentration des DNA-Binders variiert. Die gemessenen

Kurven wurden mit einem Zwei-Zustands-Modell angefittet.[245]

                                                  
26 Die Messungen wurden von Julia Morfill im Rahmen eines Praktikums durchgef�hrt.
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c [µM] Tm [¡C]

- 0 36,8

Proflavin 1,15 41,3

5,75 53,0

11,5 55,3

Ethidium 1,15 41,5

11,5 60,8

Netropsin 1,15 40,3

11,5 56,8

Tabelle 5:

Schmelztemperaturen f�r15mer

dsDNA (1,8ÊµM) in Gegenwart ver-

schiedener Konzentrationen von

Proflavin, Ethidium Bromid und

Netropsin.

6 . 2 .  P s o r a l e n  u n d  D N A 27

Es wurde der Einfluss von Psoralen (Trimethypsoralen), eines in der Photoche-

motherapie eingesetzten Wirkstoffs, auf das mechanische Verhalten von DNA

untersucht. Psoralen bindet zun�chst interkalativ an DNA, kann aber durch Be-

strahlung mit UVA-Licht mit 320-400Ênm Wellenl�nge kovalente Crosslinks

ausbilden. Diese k�nnen durch Bestrahlung mit UVC (100-280Ênm) dann teil-

weise wieder aufgel�st werden. Das reversible Schalten konnte durch UV-

Absorptionsmessungen am Ensemble nachgewiesen werden. Die Kraftspektren

von mit Psoralen interkalierter DNA vor und nach der UVA-induzierten Quer-

vernetzung sowie nach dem UVC-induzierten Aufl�sen der Crosslinks, wurden

charakterisiert. Die Interkalation f�hrt in der Dunkelreaktion zu Kraftspektren,

wie sie auch in Wechselwirkungen mit anderen Interkalatoren beobachtet wur-

den (siehe auch 4.2.2). Erstmalige UVA-Bestrahlung reduziert dann den

Elastizit�tsmodul im Bereich bis 50ÊpN. Die Bestrahlung von unbehandelter

DNA mit UVA f�hrte ebenfalls zu einer Reduktion des Elastizit�tsmoduls im

gleichen Bereich ÐÊm�glicherweise durch die Bildung von Einzelstrangbr�chen

und das partielle Abschmelzen von Teilen des Doppelstrangs. Durch die UVA-

Bestrahlung wird also auch die DNA selbst irreversibel gesch�digt. Es konnte

                                                  
27 Die hier beschriebenen Ergebnisse wurden gr�§tenteils von Stefan Fischerl�nder im Rahmen

seiner Diplomarbeit erarbeitet.[246]
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aber gezeigt werden, dass die Verkleinerung des Elastizit�tsmoduls durch UVC-

Bestrahlung teilweise wieder umgekehrt werden kann. Dies konnte sowohl

durch Messungen an mehreren mit UVC bestrahlten Proben, als auch direkt an

einem einzelnen Molek�l nachgewiesen werden (siehe Abbildung 37) indem das

Molek�l w�hrend des Experiments mit UVC bestrahlt wurde.

Abbildung 37:

Das durch UVC-Licht indu-

zierte Aufbrechen von

Psoralen-Crosslinks kann di-

rekt an einem einzelnen DNA-

Molek�l verfolgt werden: man

erkennt eine Zunahme von

Konturl�nge und Elastizit�ts-

modul.[246]

6 . 3 .  T h e o r i e  m o l e k u l a r e r  B i n d u n g e n [ 5 8 - 6 0 , 2 1 6 , 2 1 7 ] 

Die St�rke von Bindungen im Gleichgewicht l�sst sich durch die Gleichge-

wichtskonstante K-1 beschreiben, die sich wiederum aus den Reaktionsraten kon

und koff von Hin- und R�ckreaktion zusammensetzt. Jede Rate h�ngt dabei nur

von einer ãGrundreaktionsrateÒ ν0,28 sowie der H�he der Energiebarrieren Ð

ÆGon f�r die Hin- und ÆGoff f�r die R�ckreaktion Ð ab:
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28 Die Konstante ν0 kann entweder aus der sogenannten Eyring Theorie (ãtransition state

theoryÓ), die eine reibungsfreie Bewegung im Potenzial voraussetzt, oder aus der Kramers-

Theorie, die eine �berd�mpfung des Systems entlang der Reaktionskoordinate unterstellt,

hergeleitet werden. So ergeben sich zwar unterschiedliche Zahlenwerte f�r ν0, ansonsten sind

die Formulierungen jedoch gleich.[59]
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Dabei gilt:

∆ ∆ ∆G G Goff on= − .

Wenn das System sich in einem W�rmebad befindet wird es laufend durch

thermische Fluktuationen angeregt. So ergibt sich eine endliche Wahrschein-

lichkeit, dass die Bindung aufgebrochen wird. Die mittlere Lebenszeit τ0 der

Bindung ist dann

τ
ν0

0

1=






exp
∆G

k TB

.

Zur Beschreibung der kraftabh�ngigen Dissoziation einer molekularen Bindung

nimmt man an, dass die angelegte Kraft F das thermodynamische Potenzial des

Systems entlang der Reaktionskoordinate um Fx reduziert. Au§erdem nimmt

man an, dass durch die Kraft eine R�ckreaktion ausgeschlossen wird. Wenn das

Potenzial hinreichend steil ist findet das Entbinden von einem �bergangszu-

stand in der Entfernung Æx vom Gleichgewicht statt. Damit ergibt sich eine

kraftabh�ngige off-Rate
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die die Dissoziationskinetik des Systems vollst�ndig beschreibt. Die Wahr-

scheinlichkeit p(t), dass eine Bindung bei einer konstant angelegten Kraft F

nach einer Zeit t aufbricht ist dann

p t k F toff( ) = − ( ) .

Diese Beziehung f�r eine zeitlich konstant angelegte Kraft F l�sst sich erweitern,

um den Fall einer monoton ansteigenden Kraft F(t) zu beschreiben. Wenn man

dann jeweils die Zeit t durch die Kraft ersetzt erh�lt man:
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Eine Berechnung von p(F) f�r beliebige Verl�ufe von F(t) und F t
•

( )  kann dann

nur numerisch erfolgen.29 Um das Maximum Fmax dieser Verteilung zu bestim-

men logarithmiert und differenziert man die Gleichung nach F. Daraus erh�lt

man:

F F
k T

x

F x

k k T
B

B
max

•
•

ln



 =









∆

∆

0 
.

Die wahrscheinlichste Abrisskraft Fmax f�r ein System mit einer einfachen Po-

tenzialbarriere steigt also mit dem Logarithmus der Kraftladungsrate linear an.

Dieser Zusammenhang wird auch in typischen Experimenten untersucht in de-

nen �ber einen m�glichst gro§en dynamischen Bereich die wahrscheinlichste

Abrisskraft als Funktion der Kraftladungsrate bestimmt wird. Wenn man die

Abrisskr�fte in einem Diagramm gegen die logarithmierten Kraftladungsraten

auftr�gt ergibt sich so eine Gerade, aus deren Abszissenabschnitt direkt die off-

Rate k0 des freien Systems abgelesen werden kann. Die Steigung der Geraden ist

proportional zu Æx-1, wobei Æx der Breite des Bindungspotenzials im �ber-

gangszustand entspricht. F�r ein System mit mehreren Potenzialbarrieren

ergibt sich ein St�ckweise linearer Verlauf der Abrisskr�fte gegen die logarith-

mierten Kraftladungsraten, wobei jeder lineare Abschnitt einem lokalen

Minimum der Potenziallandschaft entspricht, dessen Entfernung Æxi vom ge-

bundenem Zustand jeweils aus der Steigung berechnet werden kann.[112] In

den vergangenen Jahren wurde die hier zusammengefasste Theorie erfolgreich

zur Beschreibung der Experimente an verschiedensten molekularen Systemen

benutzt.[111,115,117,119,247,248].

6 . 4 .  S t a b i l i t � t  v o n  L N A - D N A - H y b r i d e n 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch Experimente zur Stabilit�t von doppel-

str�ngigen LNA-DNA-Hybridmolek�len durchgef�hrt. Dazu wurden

Kraftmessungen und differenzielle kalorimetrische Messungen (DSC: Differen-

                                                  
29 Von besonderem Interesse ist die Wahrscheinlichkeitsverteilung, die sich ergibt, wenn die

Bindung �ber ein Polymermolek�l an den Kraftsensor gekoppelt ist. Der entsprechende Verlauf

von F(t) ergibt sich dann aus der Polymerelastizit�t F(x) und der Ziehgeschwindigkeit

v=dx/dt.[115,247]
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tial Scanning Calorimetry) an doppelstr�ngigen LNA-DNA-Hybriden und

dsDNA-Molek�len mit identischen Sequenzen durchgef�hrt.

6.4.1. Kraftmessungen30

Es wurde untersucht, inwieweit LNA-Basen die Aufrisskr�fte von DNA-Doppel-

str�ngen ver�ndert. Die verwendeten Molek�le waren reine dsDNA 15mere bzw.

30mere und entsprechende LNA/DNA-Hybride, in denen jeweils auf einem

ssDNA-Strang jede dritte DNA-Base gegen eine LNA-Base ausgetauscht war.

Dazu wurden jeweils komplement�re Molek�le �ber PEG-Koppler an Glasober-

fl�chen und Kraftmikroskopspitzen gebunden. Bei der Ann�herung der Spitze

an die Oberfl�che bildet sich so ein Doppelstrang, der an beiden 5Õ-Enden ko-

valent verankert ist. Beim darauf folgenden Entfernen der Spitze von der Probe

wird der Doppelstrang dann gedehnt und wieder in Einzelstr�nge aufgetrennt.

So wurden f�r die 15mer und 30mer Duplexe mit und ohne LNA-Basen die

Kr�fte gemessen, bei denen die Trennung erfolgt. Abbildung 38 zeigt die relati-

ven H�ufigkeiten der beim kraftinduzierten Schmelzen dieser Duplexe

auftretenden Abrisskr�fte f�r die verschiedenen Systeme.

Abbildung 38:

Histogramme der Abrisskraft

von 15mer und 30mer dsDNA

und LNA/DNA-Molek�len bei

einer Ziehgeschwindigkeit von

1Êµm/s.

Die Zahlenwerte f�r den Median der Abrisskr�fte sind in Tabelle 6 zusammen-

gefasst. Alle Messungen wurden in PBS-Puffer durchgef�hrt.

                                                  
30 Die Kraftmessungen wurden von Dr. Wenke Zhang im Rahmen eines Gastaufenthalts am

Lehrstuhl f�r Angewandte Physik durchgef�hrt.
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System: 15mer DNA 15mer
LNA/DNA

30mer DNA 30mer
LNA/DNA

Abrisskraft: 28ÊpN 46ÊpN 48ÊpN 63ÊpN

Tabelle 6: Median der Abrisskr�fte der dsDNA- und LNA/DNA-Oligonukleo-

tide.

6.4.2. DSC-Messungen

Es wurden kalorimetrische Messungen an reinen 15mer dsDNA-Molek�len

(siehe 6.5.3, Molek�le C und D) und doppelstr�ngigen 15mer LNA/DNA-DNA-

Hybridmolek�len (Molek�le C und F), in denen f�nf DNA-Basen durch LNA-

Basen ersetzt waren, durchgef�hrt. Die eingesetzten Molek�le waren mit den in

den Kraftexperimenten verwendeten bis auf die funktionalen Endgruppen

identisch. Zun�chst wurden die Oligonukleotide in PBS-Puffer gel�st und die

Konzentrationen mit UV-Absorptionsspektroskopie kontrolliert. Dann wurden

jeweils �quivalente Mengen der komplement�ren Str�nge bei entsprechenden

Temperaturen hybridisiert. Unmittelbar vor der jeweiligen Messung wurden die

Proben dann mit PBS auf eine Konzentration von 100Êµg/ml verd�nnt. Die

Messungen wurden mit einem Microcal Kalorimeter in Zusammenarbeit mit Dr.

Michael B�rmann am Lehrstuhl E22 (Prof. Dr. Sackmann) an der TU-M�nchen

durchgef�hrt. F�r jeden Doppelstrang wurde die Differenz ÆC zwischen der

W�rmekapazit�t der Probe und der einer reinen Pufferl�sung w�hrend des Auf-

heizens von 10¡C auf 110¡C bei etwa 3Êbar Druck gemessen. Die Heizraten

waren 15¡C pro Stunde f�r die reinen dsDNA-Molek�le und 25¡C pro Stunde f�r

die LNA/DNA-DNA-Hybride. Abbildung 39 zeigt die gemessenen Kurven nach

der Nullinienkorrektur. Aus den DSC-Kurven berechnet man dann die �ber-

gangsenthalpie ÆH und die �bergangsentropie ÆS f�r die Auftrennung der

Doppelstr�nge in Einzelstr�nge gem�§

∆ ∆H C dT
T

T

= ∫  
1

2

und ∆ ∆
S

C

T
dT

T

T

= ∫  
1

2

.

Die Schmelztemperaturen Tm k�nnen als Mittelpunkte der �berg�nge direkt

aus den Messkurven abgelesen werden bzw. aus der Beziehung ÆGÊ=ÊÆHÊÐÊTÆS

hergeleitet werden: am Phasen�bergang gilt ÆG(Tm)=0 und damit
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T
H

Sm = ∆
∆

.[249]

Abbildung 39:

Korrigierte DSC-Kurven des

dsDNA 15mers (rot) und des

LNA/DNA 15mer Hybrids

(blau).

Die gemessenen Werte sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

15mer DNA 15mer
LNA/DNA

ÆH [kcal/mol] 132 ± 80 200 ± 40

ÆS [cal/molK] 400 ± 80 580 ± 80

ÆG (300K) [kcal/mol] 14 ± 5 29 ± 6

Tm [¡C] 56,5 ± 0,2 71,9 ± 0,2

Tabelle 7: Ergebnisse der DSC Messung an den beiden 15mer Molek�len.

Es konnte gezeigt werden, dass die LNA/DNA-DNA-Hybride eine um etwa 15¡C

h�here Schmelztemperatur als die reinen dsDNA-Molek�le aufweisen, wobei

die Stabilisierung stark enthalpisch getrieben ist und zum Teil durch eine gr�-

§ere �bergangsenthalpie ausgeglichen wird. Insgesamt ist die freie Energie der

Basenpaarung f�r die LNA/DNA-DNA-Hybride mit 29Êkcal/mol um 15Êkcal/mol

gr�§er als die der reinen dsDNA 15mere, die nur 14Êkcal/mol betr�gt.

6.4.3. Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass die LNA/DNA-Duplexe eine deutlich gr�§ere

Stabilit�t als die reinen dsDNA-Oligomere aufweisen. In den Kraftexperimenten

wurde f�r die 15mere und 30mere eine um 18 bzw. 15ÊpN gr�§ere mittlere Ab-
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risskraft gemessen. Nach der in Kapitel 6.3 zusammengefassten Theorie

molekularer Bindungen h�ngt die Kraft bei einer bestimmten Zugrate von der

Breite und H�he der Potenzialbarriere zwischen dem gebundenen und dem un-

gebundenen Zustand ab. Die wahrscheinlichste Abrisskraft f�r die dsDNA

15mere l�sst sich in guter �bereinstimmung mit den von Strunz et al.[119] ge-

messenen Daten mit einer thermischen off-Rate von 5¥10Ð3ÊsÐ1 und einer

Potenzialbreite von 2,0Ênm beschreiben. Da die strukturellen Unterschiede zwi-

schen dem reinen DNA-Duplex und dem LNA/DNA-Duplex relativ gering sind,

kann man zun�chst annehmen, dass sich die Breiten der beiden Bindungspo-

tenziale in der angewandten experimentellen Geometrie nicht wesentlich

unterscheiden. Wenn man die Abrisskr�fte der LNA/DNA-Hybride unter An-

nahme der gleichen Potenzialbreite mit dem theoretischen Modell beschreibt,

so ergibt sich eine thermische off-Rate von 5¥10Ð6ÊsÐ1. Das w�rde also bedeuten,

dass die H�he der Potenzialbarriere durch das Einf�gen der f�nf LNA Basen um

etwa 7 kBT zugenommen hat.

Die kalorimetrische Messung ergab f�r den LNA/DNA-Hybrid eine um etwa

15Êkcal/mol (25 kBT) gr�§ere Bindungsenthalpie ÆG. W�rde diese zus�tzliche

Energie bei gleichbleibender Potenzialbreite nur den gebundenen Zustand be-

treffen, so w�rde sich dadurch die off-Rate um einen Faktor exp(25)Å7¥1010

verkleinern und die on-Rate unver�ndert bleiben. F�r diesen Wert w�rde sich

dann in der theoretischen Beschreibung der Abrisskraft eine Potenzialbreite von

3,9Ênm ergeben. In Anbetracht der Tatsache, dass sich die LNA/DNA-Hybride

von den reinen dsDNA-Molek�len nur in f�nf der 15 Basenpaare unterscheiden,

erscheint dieser Wert in der verwendeten experimentellen Geometrie aber

deutlich zu gro§. Es ist also anzunehmen, dass durch die LNA-Basen das Bin-

dungspotenzial auch qualitativ stark ver�ndert wird. Die DSC-Messungen

ergaben f�r den LNA/DNA-Duplex eine starke enthalpische Stabilisierung, die

aber durch eine gleichzeitige entropische Destabilisierung abgeschw�cht wird.

Beim Schmelzen von dsDNA werden pro Basenpaar 12,5 kBÊan Entropie gewon-

nen, was der Freisetzung von 2,7¥105 Freiheitsgraden entspricht. Im Vergleich

dazu stellt die Methylenbr�cke an nur f�nf der 30 Basen des LNA/DNA-Du-

plexes eine relativ kleine St�rung dar. Das bedeutet, dass die

Konformationsentropie der Einzelstr�nge mit und ohne LNA-Basen sich auch

nicht wesentlich unterscheiden kann und somit auch nicht als Ursache f�r den

gemessenen Entropieunterschied in Frage kommt. Die um 90ÊkB gr�§ere �ber-



Anhang 76

gangsenthalpie des LNA/DNA-Hybrids ist somit ein klarer Hinweis auf eine

deutlich niedrigere Entropie des LNA/DNA-DNA-Duplexes. Eine m�gliche

Ursache daf�r k�nnte etwa eine unterschiedliche Auspr�gung der Hydratisie-

rung sein. Da in dsDNA die kleinen Furchen ohnehin B�nder immobilisierter

Wassermolek�le enthalten, scheint es an dieser Stelle keine weitere strukturelle

Ursache f�r eine drastische Verringerung der Entropie zu geben. Es kann daher

vermutet werden, dass sich die LNA/DNA-Hybride von dsDNA insbesondere in

der Hydratisierung der gro§en Furche unterscheiden. Das sollte dann auch we-

sentlich das Bindungsverhalten von Liganden beeinflussen, die in die gro§e

Furche von DNA binden. Experimente zum Bindungsverhalten solcher Mole-

k�le an LNA/DNA-Hybride sollten es also erm�glichen, die genaue strukturelle

Ursache besser zu lokalisieren. Weiter bleibt zu untersuchen, wie die �nderung

der Potenzialbreite zu der ver�nderten Entropie in Bezug steht. Hier k�nnten

ratenabh�ngige Kraftmessungen weiteren Aufschluss geben. Durch die Kombi-

nation von klassischer Ensemblemessung und Einzelmolek�lexperimenten

besteht so die M�glichkeit, neue strukturelle Information zu erhalten.

6 . 5 .  M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n 

6.5.1. Verwendete Ger�te

Kraftspektroskopie:

•  Der Gro§teil der im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Kraftmessungen

wurde an dem von Prof. Dr. Matthias Rief im Rahmen seiner Doktorarbeit

aufgebauten Kraftmikroskop durchgef�hrt.[250] Einzelne Messungen sowie

die Untersuchung der Bindungskr�fte der LNA/DNA und dsDNA-Duplexe

wurden mit einem MPF (Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA) durch-

gef�hrt.

•  F�r die Kraftmessungen wurden Microlever von ThermoMicroscopes (fr�-

her: Park Scientific, bezogen �ber Atos, Darmstadt) und Olympus Biolevers

(Olympus, Tokyo, Japan) eingesetzt. Die Federkonstanten wurden direkt in

jeder Messung �ber die Methode des thermischen Rauschens be-

stimmt.[251]
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UV-VIS-Spektroskopie:

•  S�mtliche UV-Absorptionsmessungen wurden an einem Perkin Elmer

Lambda 20 UV/VIS-Spektrometer durchgef�hrt. F�r die thermischen

Schmelzexperimente wurde zus�tzlich ein externer Temperaturregler (Per-

kin Elmer PTP-1 Peltier System) eingesetzt.

Goldbeschichtungen:

•  Cantilever und Glas-Objekttr�ger wurden an der lehrstuhleigenen Auf-

dampfanlage mit 15 bis 45Ênm Gold bedampft, wobei jeweils 5Ênm Cr/Ni

(80:20) als Haftvermittler verwendet wurden.

6.5.2. Chemikalien

•  TEN-Puffer:

150ÊmM NaCl, 10ÊmM Tris, 1ÊmM EDTA, pH 8,0 (HCl)

•  PBS (Phosphate Buffered Saline):

10 mM Phosphatpuffer, 2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, pH 7,4

•  PBST-Puffer:

PBS-Puffer mit 0,05% (v/v) Tween 20

•  CLEAN-L�sung:

H2O : H2O2 : NH4OH im Verh�ltnis 5 : 1 : 1

•  BIND-L�sung:

1Êmg NaBH4 gel�st in 10Êml Ethanol und 40Êml H2O

Alle Puffer wurden mit ddH2O aus den laboreigenen MilliQ-Anlagen (Millipore)

zubereitet.

•  S�mtliche DNA-bindenden Substanzen und Chemikalien f�r Pufferl�sungen

wurden �ber Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen.

•  Heterofunktionale NHS-PEG-VS-Molek�le wurden bei Shearwater Corpora-

tion (Huntsville, AL, USA) bestellt.

•  Aldehyd-funktionalisierte Objekttr�ger (ãXenobindÒ) wurden �ber Greiner

Bio-One (Frickenhausen) bezogen.
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6.5.3. DNA

•  Lambda Bst EII digest DNA wurde �ber Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezo-

gen.

•  Die synthetischen Polymere poly(dAdT)¥poly(dAdT), poly(dAdC)¥

poly(dGdT), poly(dG)¥poly(dC) und poly(dGdC)¥poly(dGdC) wurden �ber

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen.

•  Die DNA-Oligonukleotide mit der Sequenz 5Õ-CTG ACT AGC TGC ATG-3Õ

(und komplement�re Molek�le) f�r die UV-Absorptionsmessungen wurden

von Metabion (Martinsried) synthetisiert.

•  F�r Kraft- und DSC-Messungen wurden die DNA-Oligonukleotide �ber die

inno-TRAIN Diagnostik GmbH (Kronberg), die LNA/DNA-Oligomere von

Proligo (Boulder, CO, USA) bezogen.

•  Sequenzen der Molek�le f�r die Unzipping-Experimente:

•  Synthetische Sequenzen mit 10er Bl�cken:

-  5Õ-SH- ACATGCCTCC GAAGGATTAT TGGTTTGAGT G10 A10 G10 A10 G10

A10 G10 A10 G10 -3'

-  5'- C10 T10 C10 T10 C10 T10 C10 T10 C10 TGAGTTTGGT TATTAGGAAG

CCTCCGTACA -NH2-3' bzw. -SH-3Õ

•  Synthetische Sequenz mit 20er Bl�cken:

- 5Õ-SH- GCATCAGTC G20 A20 G20 A20 G10 -3'

- 5Õ- C10 T20 C20 T20 C20 AGCTAGGCAG -NH2-3' bzw. -SH-3Õ

•  Synthetische Sequenz mit 10er Bl�cken und Mismatches:

-  5Õ-SH- ACATGCCTCC GAAGGATTAT TGGTTTGAGT G4TG5 A10 G4TG5

A10 G4TG5 A10 G4TG5 A10 G4TG5 -3'

•  Native Sequenz aus Lambda-Phagen-DNA (Basenpaare 19221 bis 19311):

-  5'-SH- GCATTTATCA TCTCCATAAA ACAAAACCCG CCGTAGCGAG

TTCAGATAAA ATAAATCCCC GCGAGTGCGA GGATTGTTAT

GTAATATTGG -3'

-  5'- CCAATATTAC ATAACAATCC TCGCACTCGC GGGGATTTAT

TTTATCTGAA CTCGCTACGG CGGGTTTTGT TTTATGGAGA

TGATAAATGC TTTTT-NH2-3'

•  Sequenzen der f�r die DSC-Messung verwendeten Molek�le:

- C: DNA 15mer: 5Õ-TCG TCT TAA TCA TGC

- D: DNA 15mer compl.: 5Õ-GCA TGA TTA AGA CGA
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- F: LNA 15mer 5Õ-GCLA TGLA TTLA AGLA CGLA

(L steht f�r LNA-Basen)

•  Sequenzen der DNA- und LNA/DNA-Oligomere f�r die Kraftmessungen:

- A: DNA 30mer:    5Õ-HS-(CH2)6-GGC TCC CTT CTA CCA

TCG TCT TAA TCA TGC

- B: DNA 30mer comp.: 5Õ-HS-(CH2)6-GCA TGA TTA AGA CGA TGG TAG

AAG GGA GCC

- C: DNA 15mer:   5Õ-HS-(CH2)6-TCG TCT TAA TCA TGC

- D: DNA 15mer compl.: 5Õ-HS-(CH2)6-GCA TGA TTA AGA CGA

- E: LNA-DNA 30mer: 5Õ-HS-(CH2)6-GCLA TGLA TTLA AGLA

CGLA TGLG TALG AALG GGLA GCLC

(L steht f�r LNA-Basen)

6.5.4. Protokolle

Kopplung von SH-terminierten Oligonukleotiden an SiN Cantilever:

•  F�r die Silanisierung von SiN Cantilevern mit NÕ-[3-(trimethoxysilyl)-pro-

pyl]-diethylentriamin wurde dem Protokoll von Grandbois et al.

gefolgt.[124]

•  Zur Bindung der NHS-PEG-VS wurden die silanisierten Cantilever dann f�r

zwei bis vier Stunden mit einer L�sung von 3,4Êµg/ml in DMSO inkubiert

und anschlie§end in DMSO und Ethanol gesp�lt.

•  Die Kopplung der SH-terminierten Oligonukleotide an die VS-Gruppen des

PEG erfolgte dann indem je zwei bis vier Cantilever mit ca. 20Êµl DNA-L�-

sung (10 bis 50ÊµM in PBS) �ber Nacht inkubiert wurden.

Kopplung von SH-Oligonukleotiden an Goldoberfl�chen:

•  Alle Goldoberfl�chen und mit Gold bedampften Cantilever wurden jeweils

direkt vor der Funktionalisierung f�r 15 bis 30 Minuten bei 60 bis 80¡C in

CLEAN-L�sung gereinigt und anschlie§end mit H2O gesp�lt.

•  Zur Anbindung der SH-terminierten Oligonukleotide wurden 10 bis 20Êµl

der ssDNA-L�sung (10ÊµM in PBS) auf die frisch gereinigte Goldoberfl�che

bzw. auf die Spitzen von je zwei bis vier Cantilevern pipettiert und f�r 20 bis

120 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde ein gr�§eres Vo-

lumen Mercaptohexanol-L�sung (1ÊµM) zugegeben und f�r mindestens eine
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weitere Stunden inkubiert. Dies f�hrt zu einer Abs�ttigung der freien Bin-

dungsstellen auf der Goldoberfl�che durch die hydrophilen

Mercaptohexanol-Molek�le. In den Kontrollexperimenten zeigt sich dies

deutlich durch eine drastische Verringerung der unspezifischen Adh�sion.

Kopplung von NH2-Oligonukleotiden an Xenoslides:

•  Es wurden jeweils 10 bis 20Êµl der ssDNA-L�sung (10ÊµM in PBS) auf die

Oberfl�che eines Aldehyd-funktionalisierten Objekttr�gers (Xenobind) pi-

pettiert und f�r 10 bis 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Teilweise

wurde dann zur Abs�ttigung der freien Bindungsstellen mit hydrophilen

Gruppen 20Êµl Ethanolamin zugegeben und f�r weitere 10 bis 20 Minuten

inkubiert.

•  Zur chemischen Reduktion der Schiff-Base zwischen der Amingruppe am

DNA-Molek�l und der Aldehydgruppe an der Oberfl�che wurde die Probe

mit BIND-L�sung gesp�lt und f�r weitere 20 bis 40 Minuten inkubiert. Ab-

schlie§end wurden die Proben gr�ndlich mit H2O und PBS gesp�lt.

Unzipping-Experimente:

•  Alle Experimente wurden in PBST-Puffer durchgef�hrt.

DNA-Proben f�r �berstreckungsexperimente:

•  Zur Immobilisierung langer Molek�le wurde die bekannte starke Adsorption

von DNA an Goldoberfl�chen ausgen�tzt.[95,252,253] Es wurden jeweils 50

bis 100Êµl DNA-L�sung (100µg/ml in TEN-Puffer) auf Gold-bedampfte

Objekttr�ger pipettiert und bei ca. 50¡C eingetrocknet. Anschlie§end wurden

die Proben gr�ndlich mit TEN-Puffer gesp�lt und direkt in die

Messapparatur eingebaut.

•  Zur Bestimmung der immobilisierten Menge DNA wurde die zum Sp�len der

Probe verwendete Pufferl�sung aufgefangen und die darin enthaltene DNA-

Konzentration �ber das UV-Absorptionsspektrum ermittelt.

Messungen mit DNA-bindenden Molek�len:

•  Von alle verwendeten DNA-bindenden Substanzen wurden Vorratsl�sungen

in H2O angelegt, die vor den Experimenten mit TEN-Puffer auf die jeweils
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gew�nschte Konzentration verd�nnt wurden. Die Konzentrationen wurden

auch �ber die Absorptionsspektren der L�sungen nachgemessen.

•  F�r die Messungen bei fester Konzentration wurde die Pufferl�sung mit ei-

ner 1Êml fassenden Spritze �ber die Kan�le der Fl�ssigkeitszelle in die

Probenkammer eingef�hrt. Die angegebenen Konzentrationen benennen die

urspr�nglich eingesetzten Konzentrationen, die angegebenen Verh�ltnisse

der Molek�le pro Basenpaar beziehen sich auf die Mengen im Probenvolu-

men (etwa 100Êµl Puffer und die gesamte immobilisierte DNA).

•  F�r die Messungen bei denen die Konzentration ver�ndert wurde, wurde die

Pufferl�sung mit Hilfe einer Spritze und eines Gummischlauches �ber einen

Kanal der Fl�ssigkeitszelle in die Probenkammer eingef�hrt, w�hrend

gleichzeitig �ber den anderen Kanal Fl�ssigkeit abgesaugt wurde. Insgesamt

wurde so jeweils mit etwa 500Êµl neuem Puffer nachgesp�lt, was zu einem

vollst�ndigen Austausch in der Zelle f�hren sollte.

6.5.5. Software

Die Auswertung aller Messungen und die Simulation der Unzipping-Experi-

mente erfolgte mit IGOR pro (WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA) unter

Verwendung verschiedenster Makros.
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