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Strecken, Auseinanderreilen und Trennen einzelner DNA -Molekiile**

Bruno Samori*

Frither brauchten Chemiker fiir ihre Experimente Mengen
an Molekiilen, die im Bereich der Avogadro-Zahl liegen; die
gemessenen Eigenschaften mittelten sie iiber die Gesamtheit
dieser Molekiile und die ihnen zugédnglichen Konformationen.
Nun hat sich eine neue, aufregende Dimension aufgetan: Ein
einzelnes Molekiil kann gleichzeitig beriihrt und beobachtet
werden. Durch anschlieBendes Zerteilen oder mechanische
Manipulationen wird das Molekiil dazu gebracht, neue Kon-
formationen oder Zustinde einzunehmen, die sonst nur
schwer erreichbar sind.

Experimente mit groen Substanzmengen haben gezeigt,
dafl DNA von der nativen B-Form in die A- und Z-Formen
iibergehen kann. Das Repertoire der Strukturdnderungen,
welche die Doppelhelix vollziehen kann, ist aber viel um-
fangreicher. Zum Beispiel wird die DNA wihrend der
Rekombination durch das Protein RecA iiber ihre normale
Konturlénge hinaus gedehnt. Wiahrend der Transkription wird
die DNA von der RNA-Polymerase lokal entwunden und die
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Einzelstringe auseinandergezogen. Topoisomerasen entwin-
den die DNA und zwingen die DNA-Kette, sich unter Bildung
einer Superhelix um sich selbst zu wickeln wie ein Telefon-
kabel, wenn man den Horer verdreht. Durch eine betricht-
liche Zahl an Experimenten, die in den letzten Jahren in
verschiedenen Laboratorien durchgefiihrt wurden, konnten
alle diese Strukturmodifikationen an Einzelmolekiilen repro-
duziert und untersucht werden. Alle Untersuchungen folgten
auf die Pionierarbeit von Bustamante und Mitarbeitern, die
Kraft-Dehnungs-Messungen an  DNA-Einzelmolekiilen
durchfiihrten.'! Dabei wurde das DNA-Molekiil an einem
Ende auf einem Objekttriger und am anderen Ende an einem
Magnetkiigelchen befestigt und die Kréfte gemessen, die zur
Streckung der Polymerkette erforderlich waren. Um ein
einzelnes DNA-Dimer des Bakteriophagen 4 (97 kb) fast bis
auf seine Konturldnge zu dehnen, waren Krifte von 5 pN
erforderlich. Dieses Experiment ist bis heute der genaueste
Test fiir die Entropieelastizitidt eines Polymers und zeigt die
Grenzen des Freely-jointed-chain(FJC)- im Vergleich zum
Worm-like-chain(WLC)-Modell fiir ein Polymer wie DNA.
Wihrend das erste Modell die DNA als eine Kette aus iiber
drehbare Gelenke miteinander verbundenen starren Stdben
betrachtet, behandelt das zweite die DNA als einen ein-
heitlichen elastischen Stab und beschreibt ihren Verlauf durch
eine kontinuierliche Kurve.?!

Bei Folgeexperimenten, in denen an der DNA mit einer
Kraft von mehr als 10 pN gezogen wurde, wurden optische
Pinzetten (OP) und biegsame Mikronadeln (BM) als Kraft-
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sensoren verwendet. Diese werden aus Glasfasern hergestellt,
die durch Ausziehen unter Erhitzen auf eine mikroskopische
GroBe gebracht werden koénnen. Im Unterschied zur bei
geringen Kréften vorherrschenden Entropieelastizitét hat die
bei mittleren Kriften auftretende intrinsische Elastizitit
ihren Ursprung in der Enthalpie, die mit dem Strecken des
Molekiils und der damit verbundenen Spannung der kova-
lenten Bindungen und der graduellen Deformierung der
Doppelhelix in Zusammenhang steht. Die Arbeitsgruppen
von Bustamante und Caron fanden unabhéngig voneinander,
daf3 die DNA durch Anwendung von Kriften im Bereich von
20-50 pN auf eine Liange jenseits ihrer natiirlichen Grofie
gestreckt werden kann. Uberraschenderweise gab die DNA
abrupt nach, wenn die Kraft auf iiber 70 pN anstieg, und lief3
sich auf fast das Doppelte ihrer urspriinglichen Lénge
ausdehnen: Sie vollzog eine deutliche und reversible Um-
wandlung zu einer neuartigen Form von gestreckter DNA. 4

Am SchluB} ihrer Veroffentlichung iiber die Entropieela-
stizitdit der DNAM weisen Smith etal. auf eine weitere
Moglichkeit zur Manipulation der an ein Magnetkiigelchen
gebundenen DNA hin. Mit einem rotierenden Magnetfeld
sollte es moglich sein, ein DNA-Molekiil gleichzeitig zu
verdrehen und zu dehnen. Durch das Drehen des Kiigelchens
wird das Molekiil entweder stérker verdrillt oder entschraubt
und so zur Bildung einer Superhelix gezwungen. Das Experi-
ment wurde einige Jahre spdter von Strick et al. durchge-
fiihrt.’) Bei einer geringen Spannung (ca. 5 pN) konnte das
Aufwinden der Kette verhindert werden, indem Defizite bei
der Verwindungszahl (linking number) in Defizite bei der
Zahl der Windungen der Watson-Crick-Helix (twisting num-
ber) umgewandelt werden und dadurch aufgeschmolzene
Bereiche entstehen. Das ist ein fiir das Verstdndnis der
Transkription sehr wichtiges Ergebnis. Wihrend die RNA-
Polymerase (RNAP) den DNA-Strang entlanglduft, iiber-
dreht sie die vor ihr liegende DNA und entspiralisiert die
hinter ihr liegende DNA.[?) Guptasarma hat vorgeschlagen,
daB sich die Strdnge der entspiralisierten DNA hinter der
gebundenen RNAP trennen koénnen und so neue Transkrip-
tionsblasen gebildet werden.[”! Zusammen mit den Befunden
von Yin et al.,l®l daB RNAP eine Kraft von bis zu 14 pN auf
ein DNA-Molekiil ausiiben kann, zeigt das Experiment von
Strick et al.,’! wie diese Blasen entstehen konnten.

Die jiingsten Kraft-Dehnungs-Messungen im Bereich der
intrinsischen DNA-Elastizitit und des Uberdehnens wurden
von Shivashankar und Libchaber mit der Kraftmikroskopie
(scanning force microscopy, SFM) durchgefiihrt.l”) Das eine
Ende eines linearen A-DNA-Molekiils wurde iiber einen
Biotin-Streptavidin-Linker auf einem Glasplittchen, das an-
dere Ende iiber denselben Linker an einem Latexkiigelchen
von 3.2 pm Durchmesser fixiert. Das mit der DNA verbun-
dene Kiigelchen wurde mit einer optischen Pinzette an einem
SFM-Hebelarm angebracht. Indem man das Kiigelchen vom
Glaspldttchen wegzog, wurde das DNA-Molekiil gedehnt.
Die Krifte, die iiber die Auslenkung des Hebelarms gemessen
wurden, stimmten grundsétzlich mit denen iiberein, die
andere Forschungsgruppen unter Verwendung optischer
Werkzeuge bestimmt hatten.>4 Diese Ubereinstimmung
konnte Zweifel an der Zuverldssigkeit solcher Messungen
aufkommen lassen, da, wie wir noch sehen werden, die
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Experimente bei Anwendung unterschiedlicher Manipula-
tionsmethoden iiber unterschiedliche Energiepfade verlaufen
sollten. Aber die Zweifel verschwinden, wenn wir die Daten
in Bezug auf die zeitliche Kraftinderung analysieren (siehe
unten und Lit.[17]).

Kiirzlich wurde DNA einer viel groferen ,, Tortur® aus-
gesetzt. Essevaz-Roulet et al. 6ffneten ein einzelnes A-DNA-
Molekiil, indem sie die komplementdren Stringe ausein-
anderzogen wie die beiden Seiten eines ReiBverschlusses.'!!
An einem Ende des doppelstrangigen DNA-Molekiils wurde
ein Strang an einem Objekttriger und der andere an einem
Kiigelchen befestigt. Das andere Ende des Molekiils wurde
durch ein Oligonucleotid blockiert, das in einer Haarnadel-
Konformation bindet (Abb. 1a), um die vollstindige Tren-

I r
9000 11000 13000 15000

bp —

Abb. 1. a) Cartoon-Darstellung des Experiments von Essevaz-Roulet
etal. ' bei dem die beiden Stringe eines einzelnen A-DNA-Molekiils
(48.5 kb) wie ein Reiverschluf auseinandergezogen werden. b) Vergleich
zwischen dem durchschnittlichen GC-Gehalt [%] eines Segments im
Abschnitt zwischen 5000 und 15000 bp der A-DNA-Sequenz (glatte Kurve)
und der Kraft F, die zum gerichteten Aufschmelzen dieses Segments
erforderlich war (,,gezackte“ Kurve). Der GC-Gehalt wurde iiber Seg-
mente von 100 Basen gemittelt. (Mit freundlicher Genehmigung iiber-
nommen aus Lit.[10], Copyright (1997) National Academy of Sciences,
US.A)

nung der beiden Stringe zu verhindern, wenn der Offnungs-
prozef} beendet ist. So kann ein Kreislauf aus Auftrennen und
Zusammenlagern des Doppelstrangs in Gang gesetzt werden.
Die mechanischen Krifte, die zur Trennung der beiden
Strange erforderlich waren, lagen im Bereich von 10 bis
15 pN pro Basenpaar. Abbildung 1b gibt die Schwankungen
der GroBe der Krifte wieder, die zum gerichteten Auf-
schmelzen der Doppelhelix erforderlich waren, und zeigt, daf3
diese mit dem GC- und AT-Anteil der DNA zusammen-
hiangen. Die Spitzenwerte entsprechen einem hoheren GC-
Anteil in der DNA-Sequenz, durch den die Strangtrennung
voriibergehend blockiert wird, bis die Kraft einen Wert
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erreicht, bei dem das Aufbrechen des folgenden Kettenseg-
mentes schnell erfolgt. Wiahrend der gesamten Strangtren-
nung erfolgte ein solches Ereignis etwa alle 500 Basen. Diese
Auflosung ist wahrscheinlich immer noch zu gering, um aus
mechanischen Messungen grobe Sequenzinformationen iiber
lange DNA-Stiicke zu erhalten, die enzymatische Sequen-
zierungsmethoden ergénzen und unterstiitzen konnten, wie es
von den Autoren vorgeschlagen wurde.

Eine viel hohere Sequenzauflosung wurde in einem dhnli-
chen Experiment erreicht, das von Lee et al. mit der SFM
durchgefiihrt wurde.'!l Sie verkniipften das eine Ende eines
einzelstrangigen 20mer-Oligonucleotids mit einem Kiigel-
chen, das an einem SFM-Hebelarm befestigt war. Das
Kiigelchen wurde mit einer Oberfliche in Kontakt gebracht,
an der ein komplementéres einzelstringiges Oligonucleotid
befestigt war, so daf3 sich die beiden Einzelstrdnge zusam-
menlagern konnten. Durch Wegziehen des Kiigelchens wur-
den die beiden 20mer-Strange mit einem Mal voneinander
getrennt: Die erforderliche Kraft lag in der Gréenordnung
von 1000 pN, also ungefiahr 50 pN pro Basenpaar. Dieser Wert
ist viel groBer als die von Essevaz-Roulet fiir das Aufbrechen
von Basenpaaren ermittelte Kraft.'? Der Unterschied kénnte
in der unterschiedlichen Anordnung der Ziehvorrichtungen
liegen, es konnte aber auch andere Erkldrungen dafiir geben.
Steve Smith hat den Vorschlag gemacht, dafl das Molekiil in
Lees Experiment bei 70 pN in eine gestreckte Form {iiber-
geht®>4 und dann von den Enden her aufschmilzt. Dieser
ProzeB3 kann zu lange dauern, so daf eine grofere Kraft
aufgewendet werden muB} (siehe unten). Dagegen wire es
auch moglich, daf3 der gemessene Wert der Kraft entspricht,
die zum Aufbrechen doppelstriangiger DNA erforderlich ist.
Bensimon et al. haben einen Wert von ungeféhr 470 pN fiir
diese Kraft geschitzt.[?]

Die Krifte zum Aufbrechen von Basenpaaren wurden in
einem anderen SFM-Experiment von Boland et al. gemes-
sen.[’l Selbstaggregierende Monoschichten aus Purinen und
Pyrimidinen wurden auf goldbeschichtete Oberflichen und
goldbeschichtete SFM-Spitzen aufgebracht. Die Krifte zum
Aufbrechen der gerichteten Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen zwei einzelnen komplementiren und nichtkomple-
mentdren Basen wurden gemessen. Fiir ein einzelnes AT-
Basenpaar wurde eine Trennkraft von 54 pN ermittelt: Auch
hier ist der mit der SFM-Methode erhaltene Wert viel groer
als der mit der BM-Methode ermittelte.l7” Man kann sich
einen weiteren Grund fiir die hoheren Werte vorstellen. Die
SFM-Methode wurde zur Erstellung von Oberfldchenprofilen
mit einer sehr hohen vertikalen Auflosung entwickelt. Bei
Manipulationsexperimenten ist daher die Ausdehnungsge-
nauigkeit sehr gro3, wodurch viel kiirzere DNA-Molekiile als
mit dem OT- oder dem BM-Verfahren untersucht werden
konnen. Das ist zwar ein grofer Vorteil, aber gleichzeitig
kann dabei der Abstand so klein werden, daf3 auch unspezi-
fische Wechselwirkungen zwischen der SFM-Spitze und der
Oberfliche, die das andere Ende des Molekiils festhilt,
auftreten. Solche Wechselwirkungen kénnen dazu beitragen,
daf3 die gemessenen Krifte in den SFM-Experimenten groer
sind.

Das allgemeine Prinzip von allen oben beschriebenen
Experimenten besteht darin, nichtkovalente Wechselwirkun-
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gen aufzubrechen. Durch duflere Kraftanwendung wird die
Aktivierungsenergie so weit wie notig erniedrigt, um ein im
Zeitrahmen des Experiments sonst unwahrscheinliches Er-
eignis auszuldsen.'*1°1 Auch bei diesen Experimenten wird
die Energiebarriere vermutlich durch eine thermische Akti-
vierung iberwunden. Dies kann unter den folgenden Voraus-
setzungen eintreten: 1) Die ausgeiibte Kraft ist nicht grof
genug, um die Aktivierungsbarriere zu iiberwinden; 2) das
Auseinanderziehen erfolgt so langsam, daf3 das Molekiil in
einer fiir einen thermisch aktivierten Prozef3 ausreichenden
Zeit immer noch an der Energiebarriere thermisch fluktuie-
ren kann. Das Ausmaf der thermischen Fluktuationen inner-
halb des Potenialtopfs wird durch die ,,Steifheit des Werk-
zeugs bestimmt, mit dem die duf3ere Kraft ausgeiibt wird. Die
zeitliche Kraftdnderung, wie sie von Evans und Ritchies
definiert wurde," ist somit der sinnvollste dynamische
Parameter fiir die Analyse der bei den Kraftmessungen
erhaltenen Werte.['”]

Diese tiber Krifte gesteuerten Prozesse sind mit irrever-
sibler Arbeit verbunden (viskose Reibungskraft), die zusétz-
lich zur Energie fiir das thermodynamische Potential ver-
braucht wird. Schultzen et al. demonstrierten, dal aufgrund
dieser irreversiblen Anteile sowie der Uberlagerung mit
einem externen Potential die thermodynamischen Potentiale
des untersuchten Prozesses nicht rekonstruiert werden kon-
nen.! Das ist eine Einschrinkung bei Experimenten dieser
Art, wenn man sie als Gleichgewichtsprozesse ausfiihren
mochte. Andererseits bietet es vielversprechende Moglich-
keiten der Feinabstimmung von Einzelmolekiilmanipulatio-
nen fiir Untersuchungen von Nichtgleichgewichtsreaktionen.
Durch Anderung der Steifheit des Werkzeugs und der Zug-
geschwindigkeit konnen die Eigenschaften von Nichtgleich-
gewichts-,, Energielandschaften“!! entlang unterschiedlicher
Pfade untersucht werden.

Die SFM-Methode bietet eine weitere Moglichkeit zur
Mikromanipulation von Einzelmolekiilen. Nachdem der Pro-
benkopf ein einzelnes Molekiil detektiert hat, kann er an
der jeweiligen Position angehalten werden und dann als
Skalpell benutzt werden. Die ersten Experimente dieser Art
wurden an Luft von Vesenka etal.l'® und Henderson!"
durchgefiihrt.

Abbildung 2 zeigt ein ringféormiges DNA-Molekiil, das in
Losung durch einen Bruch des Doppelstrangs, hervorgerufen
durch den lokalen Druck der SFM-Probenkopfspitze, linea-
risiert wurde. Bei diesem in unserem Labor durchgefiihrten
Versuch wurde also ein lineares DNA-Molekiil in situ
gebildet. Auch diese Einzelmolekiilmanipulation fiihrt zu
einer Struktur, die vermutlich nur schwach populiert ist: Die
Entfernung zwischen den beiden neugebildeten Enden des
linearen Molekiils betrug fast Null. Da dieses Experiment in
Losung durchgefiihrt wurde, konnten wir das SFM nach dem
Zerschneiden der DNA wieder auf den Detektionsmodus
umschalten, so daB3 wir sehen konnten, wie sich die beiden
Enden voneinander entfernten. In Echtzeit konnten wir die
Konformationsumwandlungen beobachten, die zu einer An-
ordnung mit einem Abstand zwischen den beiden Enden des
Molekiils fithrten, welche fiir ein Polymer dieser Linge
aufgrund theoretischer Betrachtungen am haufigsten popu-
liert sein sollte.
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Abb. 2. SFM-Aufnahmen (Abtastmodus, unter entionisiertem Wasser)
von pBR322-Plasmiden, die aus einer Pufferlosung (4 mm 2-[4-(2-Hydro-
xyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonsdure (HEPES), 1mm MgCl,, pH 7.4)
auf Mikanit (Glimmer) aufgebracht wurden. Im ersten Bild ist das
relaxierte Plasmid gezeigt, das widhrend der Aufnahme mit der SFM-
Probenkopfspitze zerschnitten wurde. Das linearisierte Molekiil beginnt,
zwischen Konformationen zu wechseln, die einen groferen Abstand
zwischen den beiden Molekiilenden haben als den Anfangswert Null. Im
vierten Bild hat die Form des Molekiils nicht mehr viel Ahnlichkeit mit der
urspriinglichen Konformation. Die Adhdsion des Molekiils auf der
Mikanitoberfliche kann durch Variation der Ionenstirke der Losung
moduliert werden. Das Einspritzen von Wasser (nach der sechsten
Aufnahme) verbesserte die Auflosung durch die Verringerung der Mole-
kiilbewegung. — Dieses Experiment wurde von G. Zuccheri durchge-
fithrt.?!

Aspekte der Chemie und Biologie von Polymeren konnen
nun auf die Ebene von Einzelmolekiilen iibertragen werden.
Unser Verstiandnis ist in vielen Punkten nur begrenzt, da die
traditionellen Messungen an einer Vielzahl von Molekiilen
iiber molekulare Verteilungen gemittelt werden, die nicht
bekannt und nicht notwendigerweise homogen sind. Experi-
mente, die an einzelnen Molekiilen durchgefiihrt werden,
konnen diese Probleme von einer neuen Seite beleuchten.
Weitere Fortschritte im theoretischen Verstdndnis sind so-
wohl fiir die Feinabstimmung der Experimente als auch fiir
die Interpretation der Daten dringend erforderlich. Die
Methoden entwickeln sich sehr schnell, und kiinftige Fort-
schritte werden stark von den technischen Verbesserungen
bei der zeitlichen Auflosung der Messungen und der mecha-
nischen sowie thermischen Stabilitidt der Manipulationswerk-
zeuge abhéngen. Die Messung der Federkonstanten ist immer
noch sehr aufwendig und wenig zuverlassig. Ein holldndisches
Sprichwort lautet: , Fiir alles gibt es eine eigene Wissenschaft,
aber nicht fiir das Flohefangen: Das ist eine Kunst.“ Auch das
~Fangen* einzelner Molekiile ist immer noch eine Kunst, aber
es scheint keine grundsitzlichen Beschriankungen zu geben,

die verhindern wiirden, da3 dies zu einem etablierten Werk-
zeug werden und damit dem Ideenreichtum von Chemikern
und Biologen niitzlich sein kénnte.

Stichworter: DNA-Strukturen - DNA-Spaltung - FEinzel-
molekiil-Chemie - Kraftmikroskopie - Nanostrukturen
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