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Dreidimensionale Abbildung der DNA-Super-
spiralisierung durch Rasterkraftmikroskopie **

Von Bruno Samori*, Carmelo Nigro, Valerio Armentano,
Salvatore Cimieri, Giampaolo Zuccheri
und Carla Quagliariello

Die Rasterkraftmikroskopie (Scanning Force Microsco-
py, SFM) findet immer hiufiger in der Organischen'!! und
Biologischen Chemie?' 3! Verwendung. Die SFM ist eine Ab-
bildungstechnik, die es ermoglicht, Molekiile in Wasser!*!
und in organischen Losungsmitteln!? 361 sichtbar* zu ma-
chen. Auch wenn sich diese Technik noch in der Entwicklung
befindet, so gibt es doch keinen Zweifel iiber die groBe Be-
deutung, die sie beim Studium von Struktur und Verhalten
von Molekiilen haben wird.

In nahezu allen Organismen ist der DNA-Doppelstrang
rechtshandig spiralisiert, und man spricht von negativer Su-
perspiralisierung (negative supercoiling)!”. Superspiralisier-
te und entspannte zirkulire DNA-Molekiile werden heute
routinemiBig mit der SFM abgebildet® # 61, Den SFM-Auf-
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nahmen von superspiralisierten zirkuldren DNA-Molekiilen
konnte bisher aber nur die planare Projektion der molekula-
ren Gestalt entnommen werden!® * 31 wie sie auch die Elek-
tronenmikroskopie (EM) liefert. Die Aufnahmen enthalten
jedoch auch Informationen iiber die dritte Dimension der
untersuchten DNA-Molekiile, auch wenn die bislang er-
reichte vertikale Auflosung nicht hoch genug war, den kom-
pletten dreidimensionalen Verlauf der Ketten direkt darzu-
stellen. Die Aufnahmen in Abbildung 1 zeigen jedoch, dal3
auch dies nun méglich ist.

Deutlich zu erkennen sind Zahl (zwei) und Rechtshdndig-
keit der Windungen der DNA-Molekiilkette um die superhe-
licale Achse. Wir kdnnen somit die Superspiralisierung des
Molekiils vollstindig und direkt charakterisieren — wir
,,sehen® sie gleichsam. Bis jetzt haben wir solche hohen Auf-
16sungen nur bei Molekiilen mit zwei oder drei Windungen
erzielt!®], In den anderen Fillen kann eine stratigraphische
Analyse durchgefiihrt werden!®l, Mit deren Hilfe lassen sich
aus den SFM-Aufnahmen oft die Informationen iiber die
dritte Dimension gewinnen und die Chiralitdt der Superspi-
ralisierung fir die meisten der gut erkennbaren Schleifen
bestimmen.

Die Darstellung des kompletten dreidimensionalen Ach-
senverlaufs des DNA-Doppelstrangs erdffnet nun mehrere
interessante Moglichkeiten:

1. Lokale Verdnderungen der Superspiralisierung, die
viele wichtige biologische Vorginge durch DNA-Transkrip-
tion!® 1% oder -Polymorphismus™!! erleichtern oder
steuern, kOnnen nun in gezielten Experimenten direkt ver-
folgt werden. Superspiralisierung stabilisiert H-Tripelhelices
sowie Kreuz- und linkshindige Z-DNA-Strukturen!"*). Die
Umwandlung von negativer zu positiver Superspiralisierung
etwa ist charakteristisch fiir hoch transkribierte Genel'°l.
Die Verdnderungen der Superspiralisierung hdngen von lo-

Abb. 1. SFM-Aufnahme eines
superspiralisierten  pBR322-
DNA-Molekiils. Die dreidi-
mensionale Struktur eines zir-
kuldren DNA-Molekiils ist
in der ungefilterten Aufsicht
(links) gut zu erkennen. Die
Hoheninformation ergibt sich
aus den Violettabstufungen {je
heller, desto héher). In der Li-
niendarstellung (rechts), die
durch Plotten jeder Scanlinie
auf eine x, y, z-Skala erhalten
wird, ist der DNA-Doppel-
strang noch deutlicher. Die
beiden Windungen der DNA-
Kette um die superhelicale
Achse sowie die Rechtshin-
digkeit der Superspiralisierung
kénnen direkt abgelesen wer-
den.

kalen Sequenzen, von den Positionen von Promotoren und
von der Bewegung makromolekularer Komplexe an der
DNA entlang abi®~12),

2. Die Anzahl der Windungen spiralisierter DNA-Mole-
kitle (Windungszahl W)!"-13] der einzige umfassende und
genaueste Parameter zur Beschreibung der Superspiralisie-
rung sowie der hydrodynamischen Gestalt von DNA-Mole-
kiilen, kann jetzt experimentell bestimmt werden. Bisher

0044-8249/93/1010-1482 § 10.00+ .25/0 Angew. Chem. 1993, 105, Nr. 10



wird zur Beschreibung der Superspiralisierung am héufig-
sten das ,,Linking-Defizit“ (AL, = L, — L,,) verwendet. Die
Differenz reduziert die dreidimensionale Spiralisierung der
DNA-Stringe auf eine einzige Zahl, die mit Hilfe der zweidi-
mensionalen Gelelektrophorese bestimmt werden kann. Die
Verwindungszahl (linking number) L, ist die Summe von
vorzeichenbehafteten Indices, die die Uberkreuzungen so-
wohl der beiden DNA-Stringe als auch der DNA-Achse
kennzeichnen!! 3!, Diese Knoten entstehen entweder als Win-
dungen der DNA-Stringe um die DNA-Achse (Twistzahl
T.) oder als Windungen der Superhelix selbst (W,). Die Be-
zugsgroBe L, ist die Verwindungszahl des entspannten zir-
kuldren DNA-Molekiils. Aus zwei Griinden eignet sich das
Linking-Defizit nur schlecht zur Beschreibung der Superspi-
ralisierung. Zum einen ist sie eine rein topologische GroBe,
die von der DNA-Geometrie unabhingig ist. Superspirali-
sierung ist jedoch ein geometrischer Vorgang. Zum anderen
ist es formal moglich, fiir ein perfekt planares Molekiil eine
Differenz AL, von ungleich Null zu erhalten!3),

Im Gegensatz dazu ist W, tatsichlich eine geometrische
Eigenschaft der DNA-Achse. W, ist direkt proportional zur
Anzahl der Windungen des DNA-Molekiils um die superhe-
licale Achse und somit null fiir relaxierte DNA. Die Verwen-
dung von W, anstelle von AL, war bisher jedoch dadurch
eingeschrinkt, daB W, experimentell nicht zuginglich war.
W, wurde stattdessen unter der Annahme einer modellhaf-
ten, idealen Superspiralisierung indirekt aus den Geometrie-
daten von EM-Aufnahmen berechnet!'*. Die Auflésung der
SFM-Aufnahme in Abbildung 1 I8t nun jedoch die direkte
Bestimmung von W, als das GauB-Integral iiber den kom-
pletten dreidimensionalen Kettenverlauf zu!'3). In solch ein-
fachen Fillen wie hier ist sogar die direkte Abschédtzung von
W, aus den Aufnahmen mdglich. Die Anzahl der planaren
Schieifen im vorliegenden Fall, wo das Molekiil auf Musko-
vit (Glimmer) liegt, ist null. Aufgrund der festen Verdrillung
der Kette in der Mitte betrdgt die Anzahl der negativen
Kreuzungen!” in fast allen Projektionen zwei. Die Anzahl
der Windungen der Superhelix fiir das Molekiil in Abbil-
dung 1 ist also sehr nahe — 2.

3. Die Aufteilung von AL, zwischen Verdnderungen der
Superspiralisierung (W,) und der in der Spiralisierung der
beiden DNA-Stringe (7,,) kann nunmehr ebenfalls experi-
mentell bestimmt werden. Die Messung von W, in Plasmid-
proben mit bekanntem AL, ergibt AT,,.

4. Die SFM sollte auch das Studium der rdumlichen Ar-
chitektur, der Windungen und Spiralisierungen anderer Po-
lymere als DNA ermoglichen.

ZusammengefaBt betrachtet zeigen SFM-Aufnahmen wie
die in Abbildung 1, daB es heute moglich ist, lokale Verande-
rungen der Superspiralisierung von einzelnen DNA-Mole-
kiilen direkt zu verfolgen und ihre Topologie volistédndig zu
charakterisieren.

Experimentelles

10 4L einer 10 pg/mL-Lésung von pBR322-Plasmid-DNA in TE-Puffer
(10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0) wurden auf frisch gespaltenen Muskovit
(Glimmer) gegeben. Nach 2 min wurde die iiberschiissige Lésung mit einem
Filterpapier entfernt. Die Probe wurde anschlieBend sofort mit 15 pl. Wasser
gespiilt und dann mit Stickstoff 5 min getrocknet. Die SFM-Aufnahmen der
Probe wurden unter 1-Propanol mit dem NANOSCOPE III AFM (Digital
Instruments) aufgenommen, Als Spitzen wurden ,,Nanosonden™ aus Silicium-
nitrid (Digital Instruments) verwendet. Die pBR322-Plasmid-DNA wurde aus
transformierten DHS-E.-coli-Zellen erhalten. Die Plasmidreinigung erfolgte im
groBen MaBstab durch Thermolyse und zweifache Dichtegradientenzentrifuga-
tion mit Ethidiumbromid/CsCl bis zum Gleichgewicht [15]. Die Probe ergab bei
Agarosegel-Elektrophorese drei Banden: Die schnellste rithrte von superspira-
lisierter DNA her, die zweite von unterbrochener und entspannter DNA und
die langsamste von hochmolekularer DNA,
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Die Struktur eines eindimensional unendlichen
doppelhelicalen Kupfer(1)-Komplexes **

Von Riccardo F. Carina, Gérald Bernardinelli
und Alan F. Williams*

Professor Erwin Parthé zum 65. Geburtstag gewidmet

Die supramolekulare Chemie — die Chemie komplexer
Strukturen, die durch Assoziation einfacher molekularer
Bausteine entstehen — ist derzeit von groBem Interesse!!!. In
der supramolekularen Komplexchemie bauen sich die Struk-
turen aus passend strukturierten Liganden und Metall-Ionen
auf. Die Zusammensetzung supramolekularer Komplexe
wird durch die Anordnung der Bindungsstellen in den Ligan-
den und durch die Stereochemie des Metall-Ions kontrol-
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