ZUSCHRIFTEN

»Einfangen und Abbilden molekularer Dynamik
durch Kombination von Rasterkraftmikroskopie
und topologischen Einschrinkungen **

Bruno Samori*, Carmelo Nigro, Amalia Gordano,
Innocenzo Muzzalupo und Carla Quaglieriello

Rasterkraftmikroskopie (Scanning Force Microscopy, SFM)
ermoglicht es, Molekiile abzubilden, die fest an flache Substrate
wie Muskovit (Glimmer), Gold oder Glas adsorbiert sind 2.
SFM-Abbildungen enthalten Informationen iiber die Oberfli-
chenhohe der untersuchten Molekiile. Damit konnten die Chi-
ralitdt von nativer superspiralisierter DNA*4! und von F-Ac-
tin'® direkt untersucht und identifiziert sowie die dreidimensio-
nale Struktur von Chromatinfasern aufgeklirt werden!®!,

Die Forschung mit SFM verlagert
sich nun von der Visualisierung stati-
scher Strukturen hin zu Untersu-
chungen chemischer Prozesse, bei
denen diese Technik angewendet
werden soll, um die Dynamik und die
Reaktionen von Molekiilen zu erfor-
schen, die locker an das Substrat ge-
bunden sind!*7:8. Lineare, locker
an Muskovit adsorbierte DNA-
Fragmente wurden kiirzlich in waf}-
riger Pufferlésung abgebildet; ihre
Dynamik wurde innerhalb des zeitli-
chen Aufldsungsvermdgens von a
SFM, das bei ca. 1 min pro Bild liegt,
beobachtet!” 8l Allerdings konnte
bei dieser Art von Experiment, wie
bereits angemerkt!®), die Bewegung
der abtastenden Probenspitze dann
mit zur Molekiilbewegung beitragen, wenn sehr locker gebunde-
ne Molekiile untersucht werden. AuBerdem kdnnte der ,,Geist
des Unbestimmtheitprinzips* in diesem Experiment walten. Ge-
maB der klassischen Heisenbergschen Unschérferelation konnte
die Wechselwirkung zwischen dem MeBinstrument und dem
Untersuchungsobjekt im Vergleich mit der zu bestimmenden
Grdfle nicht vernachlissigbar klein sein.

Wir entwarfen ein Experiment, in dem feine Vibrationsbewe-
gungen, die im Anschlufl an die voriibergehende und teilweise
Ablosung von Muskovit-gebundenen DNA-Kettenfragmenten
erfolgen, durch Kombination von Rasterkraftmikroskopie und
topologischen Einschrankungen ,.eingefangen* und nachge-
wiesen wurden. Statt die Molekiile kontinuierlich abzubilden
und dabei zu versuchen, die gerade ablaufenden Diffusionspro-
zesse zu verfolgen, zeichneten wir diese Prozesse auf, indem wir
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sie durch topologische Einschrinkungen ,.einfingen‘ und je-
weils kurz vor und nach ihrem Ablauf abbildeten.

Superspiralisierte pBR322-DNA-Plasmide wurden aus einer
Pufferldsung, die 10 mm Mg?*-Ionen enthielt, welche Quer-
briicken zwischen Muskovit und den Phosphateinheiten der
DNA induzieren, auf Muskovit aufgebracht[®l. Die Probe wur-
de durch Uberblasen von Stickstoff getrocknet, mit UV-Licht
bestrahlt, um Einzelstrangbriiche zu erzeugen, und unterschied-
lich lang in Wasser getaucht, bevor sie wiederum getrocknet und
an Luft im ,, Tapping*“-Modus abgebildet wurde. Abbildung 1
zeigt, daB} die Moekekiile mit wachsender Eintauchzeit allmih-
lich eine offenere Gestalt annehmen.

In Kontrollexperimenten mit unbestrahlten Proben behalten
die Molekiile ihre enge Superspiralisierung sogar nach 12 h Ein-
tauchen. Wie die SFM-Aufnahmen in den Abbildungen 1 und 2

Abb. 1. a) SFM-Uberblicksaufnahme: eng superspiralisierte circulire DNA-Molekiile, verzweigt oder unverzweigt,
die auf Muskovit (Glimmer) aufgebracht und getrocknet wurden. b), ¢) Wenn die Probe in Wasser getaucht wird,
werden die Adsorptionskrifte allméhlich schwécher. Die Bilder b) und c¢) wurden nach 60 min bzw. 12 h Eintauchen
erhalten. Die Balken entsprechen 1 pm.

zeigen, erzeugt die Offnung der Molekiile mit Einzelstrangbri-
chen Strukturen mit offenen Schleifen, die lokal begrenzt und
allmahlich auf Kosten anderer Segmente, die noch immer sehr
eng superspiralisiert sind, expandieren.

Die Ketten superspiralisierter circuldrer DNA-Molekiile ste-
hen unter permanenter Torsionsspannung, weil ihnen im Ver-
gleich zu linearen, gleich langen DNA-Molekiilen Helixwindun-
gen fehlen und weil sie wegen der ungebrochenen Schleifenbil-
dungihrer zwei Polynucleotidstrange topologisch eingeschrinkt
sind*°. Diese Einschrinkung wird nur aufgehoben — und die
Molekiile kénnen sich nur dann zu offenen circuldren Struktu-
ren entspannen (Abb. 1¢) — wenn wenigstens eine kovalente
Bindung eines Strangs gespalten wird, so daB dieser an der
Spaltstelle frei um den anderen Strang rotieren kann. Daher
konnen in unserem Experiment die DNA-Molekiile, nachdem
sie durch UV-Licht!!!? und das Ozon!*?! in der Bestrahlungs-
kammer (siche Experimentelles) gespalten worden sind, ihre Su-
perspiralisierung nicht entspannen, solange sie getrocknet und
auf Muskovit ,,fossilisiert” bleiben (Abb. 1a). Nach dem Ein-
tauchen der Proben in Wasser werden die Mg?* -Tonen, welche
die DNA-Ketten auf dem Muskovit verankern, allmihlich ent-
fernt. Immer groBere Kettensegmente 16sen sich vom Muskovit
ab und erreichen die erforderliche Mobilitdt, um ihre Superspi-
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ralisierungs-Torsionsspannung in
der Néihe der zuvor durch UV-Be-
strahlung induzierten Strangbri-
che zu entspannen (Abb. 1b). Die
Zahl der Strangbriiche beeinfluf3t
daher die Empfindlichkeit die-
ses experimentellen Ansatzes!!3l,
Wenn die Hiufigkeit der Strang-
a briiche iiber die Kette verteilt
grof ist, wird die Superspiralisie-
rung jedes sich vom Substrat ab-
l6senden Kettensegments ent-
spannt. Sogar dullerst geringe und
transiente!!*! Bewegungen einzel-
ner adsorbierter Molekiile, die
nur sehr schwer mit anderen phy-
sikalischen Methoden, selbst mit
direkter SFM-Abbildung in L6-
sung, zu entdecken wiren, kdnnen
mit dieser Methode ,eingefan-
gen‘* und nachgewiesen werden —
ohne das Risiko, sie mit der Ab-
tastspitze zu induzieren.
Chemische Topologie stellt per-
manente interne Marker fiir jede
Art von molekularem Vorgang
zur Verfiigung, der mit Bindungs-
c briichen und -neukniipfungen ein-
Abb. 2. Die transiente Ab- und hergeht, unabhéingig davon, wie
Loslésung von Kettensegmenten kurzlebig die molekularen Struk-
eng superspiralisierter DNA-  tyren sind und wie schnell und
Molekiile, die an Muskovit ad- 5 neient der ProzeB ist!?®). SFM-
sorbiert sind wie in (a), wird . . R . R
durch sich o6ffnende und ver- Abbildung in Kombination mit
groBernde Schleifen wie in (b) topologischen FEinschrankungen
und (c) durch topologische Ein-  kann es ermdglichen, diese Pro-
schrénkungen .eingefangen™ o oo ,.einzufangen® und zu unter-
und sichtbar gemacht. Die Bal- .7 o
suchen, ohne in ihre Dynamik ein-
zugreifen (Abb. 2).

ken entsprechen 100 nm.

Experimentelles

20 pL einer HEPES-Pufferldsung, die 1 pg mL ™' superspiralisiertes pBR322-DNA-
Plasmid und 10 mm MgCl, enthielt, wurde auf eine Scheibe aus frisch gespaltenem,
rubinrotem Muskovit (Glimmer) gegeben. Die {iberschiissige Lésung wurde mit
Filterpapier abgeldscht, die Probe kurz mit einigen Tropfen Wasser gespiilt, in einem
schwachen Stickstoffstrom getrocknet und 90's in einer kleinen Kammer mit drei
15W-Hg/Xe-Lampen bestrahlt. Danach wurde sie mit der Oberseite nach oben
unterschiedlich lang in ein Gefdl3 mit etwa 50 mL entionisiertem, doppelt destillier-
tem Wasser, das im Argonstrom von Luft befreit worden war, getaucht. Die Proben
wurden abgetupft, wiederum geirocknet und schlieBlich in einer trockenen Stick-
stoffatmosphdre mit einem Tapping-Mode-Rasterkraftmikroskop (Nanoscope III,
Digital Instruments, Santa Barbara, CA) abgebildet.

Die urspriingliche DNA-Probe war, wie eine Elektrophorese-Untersuchung auf
Agarose ergab, zu mindestens 95 % superspiralisiert. Lineare Molekille und solche
mit einfachen Strangbriichen wurden durch Behandlung der nativen E.-cofi-
pBR322-DNA-Proben mit Exonuclease III {15 entfernt, um die Ablagerung bereits
entspannter DNA-Molekile auf dem Muskovit zu vermeiden.
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,Programmierte Selbstorganisation von
Kupfer(ir)-L- und -D-Arginin-Komplexen mit
aromatischen Dicarboxylaten unter Bildung
von chiralen Doppelhelices**

Nayumi Ohata, Hideki Masuda und
Osamu Yamauchi*

Grofles Interesse findet in den letzten Jahren die Selbstorgani-
sation von Molekiilen, die zu einzigartigen Eigenschaften und
Funktionen fithren kann!! ~*), Selbstorganisation resultiert aus
einer Kombination von nichtkovalenten Wechselwirkungen und
wird oft durch die Koordination von Metall-lonen gefordert.
Die stereospezifische Bildung von Molekilaggregaten kann
man durch Einfiihrung von chiralen Bauelementen erreichen.
Typische Beispiele sind die rechtsgingigen Spiralen der a-Heli-
ces von Proteinen™! und die rechtsgiingige DNA-Doppelhe-
1ix}, Wir berichten hier iiber die Bildung von kristallinem
[Cu(L-Arg),l(L) (L = m-Phthalat (pa), Pyridin-2,6-dicarb-
oxylat (2,6-dipic)) und [Cu(D-Arg),l(L) (L = Pyridin-3,5-di-
carboxylat (3,5-dipic)) aus Kupfer(ir), L- bzw. D-Arginin (Arg)
und einem aromatischen Dicarboxylat L. Dabei fiihrt ein einzig-
artiges Netz aus Wasserstoffbriickenbindungen abhingig da-
von, welches Arginin-Enantiomer eingesetzt wurde, zur Bildung
einer rechts- bzw. einer linksgingigen Doppelhelix.

Metall-lonen mit tetraedrischer Koordinationsgeometrie wie
Cu', Ag' und Ni"l7~12) k3nnen Komplexe mit Doppel- oder
Tripethelixstruktur bilden. Eine solche Komplexbildung spielt
auch bei der sequenzspezifischen Bindung von DNA durch
»Zink-Finger“-Proteine eine Rolle, wie Kristallstrukturanaly-
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