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chemischen Prozessen auf molekularer Ebene nicht nur
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ausiiben, um ihre Funktion zu erfiillen.’) Dehnungsexperi-
mente an Einzelmolekiilen haben ergeben, dass doppelstréan-
gige DNA (dsDNA) bis auf etwa das Doppelte der Kon-
turlinge iiberstreckt werden kann, ohne zu reiBen.’! Die
Kraft-Ausdehnungs-Kurven (siche Abbildung 1 A) weisen ein
deutliches Plateau um 70 pN auf, in dem das Molekiil eine
kraftinduzierte Strukturumwandlung von der urspriinglichen
B-Form in die S-DNA-Konformation durchléduft. In natiir-
licher DNA ist dieser Ubergang hochgradig kooperativ. Wenn
das Molekiil iiber diesen B-S-Ubergang hinaus gedehnt wird,
tritt ein weiterer struktureller Ubergang auf, bei dem die
Doppelhelix in zwei Einzelstrange getrennt wird. Das Ab-
flachen der Kurven in diesem sogenannten Schmelziibergang
deutet an, dass auch dieser Prozess in gewissem Malle
kooperativ verléduft. Bei Entspannung kann das Molekiil dann
wieder zum Doppelstrang rekombinieren.l®” Die zwischen
Dehnungs- und Entspannungskurve auftretende Hysterese
(siche Abbildung 1A) hingt dabei von experimentellen
Parametern wie der Ziehgeschwindigkeit ab.

Cisplatin, eines der verbreitetsten Krebsmedikamente, und
seine Wechselwirkung mit DNA werden seit vielen Jahren
intensiv untersucht.’] Es ist bekannt, dass Cisplatin Quer-
verbindungen in DNA erzeugt, wobei die Bindung haupt-
sédchlich an die N7-Atome von Guanin erfolgt. Die hdufigsten
difunktionellen Produkte mit dsDNA sind die Intrastrang-
Querverbindung zweier Guaninbasen auf dem gleichen
Strang, die entweder direkt nebeneinander liegen oder durch
nur eine andere Base getrennt sind (G*G* bzw. G*XG*), und
die Intrastrang-Querverbindung zwischen Guanin und Ade-
nin (5-A*G#*-3'). Cisplatin kann aber auch Interstrang-Quer-
verbindungen zwischen den
Guaninbasen einer GC-Ab-
folge bilden.

Wir berichten nun iiber die
direkte Beobachtung der von
Cisplatin induzierten Struk-
turdnderungen mittels Ein-
zelmolekiil-Kraftspektrosko-
pie.l! Dazu wurden Molekii-
le unterschiedlicher Sequenz
zwischen einer Kraftmikros-
kopspitze und einem Gold-
substrat gedehnt (Schema 1)
und die Kraft-Ausdehnungs-
Kurven aufgenommen. Die
Experimente ergaben eine
signifikante =~ Verdnderung
der mechanischen FEigen-
schaften der DNA-Molekiile
durch die Komplexierung
mit Cisplatin, wobei die Verdnderungen stark von der Se-
quenz der gestreckten Molekiile abhdngen. Wir fithren dieses
Verhalten auf die Bildung difunktioneller Produkte von
Cisplatin mit DNA, also Inter- und Intrastrang-Querverbin-
dungen, zuriick.

In Abbildung 1B ist die Kraft-Ausdehnungs-Kurve eines
einzelnen A-Digest-DNA-Molekiils nach der Reaktion mit
Cisplatin im Uberschuss zu sehen, bei der sich alle oben
erwihnten Addukte gebildet haben konnen. Der B-S-Uber-

Schema 1. Ein einzelnes plati-
niertes DNA-Molekiil wird zwi-
schen Kraftmikroskopspitze und
Substrat gestreckt.

0044-8249/00/11221-4056 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 2000, 112, Nr. 21



ZUSCHRIFTEN

500 - A
400 |

T 300
200

F/pN .
100

2000 3000 4000
d/inm —

500 4
400 —

300 —

F1pN

T I I T I
500 1000 1500 2000 2500 3000

d/nm —»

Abbildung 1. Kraft-Ausdehnungs-Kurven eines unbehandelten (A) und
eines mit Cisplatin umgesetzten 1-Digest-DNA-Molekiils (B). Hier und in
den tibrigen Abbildungen beschreiben die schwarzen Kurven die Dehnung
und die grauen Kurven die Entspannung.

gang ist deutlich weniger kooperativ als in unbehandelter
DNA: Anstelle des flachen Plateaus wird ein kontinuierliches
Ansteigen der Kraft bis zu (73 +5) pN beobachtet. Bei einer
Kraft von (318 +22) pN erkennt man einen zweiten Knick,
jedoch flacht die Kurve nicht wie im Schmelziibergang der
unbehandelten Molekiile ab.l 7l Diese Krifte sind innerhalb
des experimentell zuginglichen Bereichs (200 nms™!' bis
4 ums~!) unabhingig von der Ziehgeschwindigkeit. Dariiber
hinaus sind Dehnungs- und Entspannungskurve auch nach
einer Uberstreckung mit mehr als 500 pN fast identisch. Das
zeigt, dass Cisplatin ein permanentes Auftrennen der Dop-
pelhelix verhindert.

Um die Verdnderungen in der Molekiilmechanik bestimm-
ten Addukten zuordnen zu konnen, wurden diese Experi-
mente auch an synthetischen dsDNA-Polymeren mit spezi-
fischer Sequenz durchgefiihrt. In p(dGdC)-p(dGdC) kann
Cisplatin nur zwei verschiedene Addukte bilden: die Intra-
strang-Querverbindung G*CG* und die Interstrang-Querver-
bindung zwischen den Guaninbasen benachbarter Basenpaa-
re. Die unbehandelten Molekiile zeigen den bekannten B-S-
Ubergang um 70 pN und einen Schmelziibergang bei htheren
Kriften (Abbildung2A). Da beide Stringe in p(dGdC)-
p(dGdC)-Molekiilen auch komplementér zu sich selbst sind,
konnen sie nach Auftrennung des Doppelstrangs auf sich
selbst zuriickfalten. Wie schon friiher berichtet wurde,” zeigt
sich die Bildung solcher kruziformer Strukturen (Haarna-
delstrukturen) in den Kraftkurven durch Plateaus bei 20 pN
(siehe Pfeil in Abbildung 2A). Nach der Platinierung (Ab-
bildung 2B) hat der B-S-Ubergang seine Kooperativitit
verloren, und die Kraft steigt bei einer Uberstreckung des
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Abbildung 2. A) Die Kraft-Ausdehnungs-Kurve eines unbehandelten
p(dGdC)-p(dGdC)-Molekiils zeigt die Bildung von kruziformen Haarna-
delstrukturen (sieche Pfeil), nachdem das Molekiil teilweise denaturiert
wurde. B)Nach der Reaktion mit Cisplatin wird die mechanische
Strangtrennung verhindert, und es wird keine Kruziformbildung beob-
achtet.

Molekiils nur langsam an. Der Schmelziibergang ist nahezu
verschwunden — man erkennt kein Abflachen der Kurven bei
Kriéften tiber 80 pN. Selbst wenn man die Molekiile mit
mehreren hundert pN dehnt und einige Minuten im iiber-
streckten Zustand halt, tritt fast keine Hysterese zwischen
Dehnungs- und Entspannungskurve auf, und man findet keine
Anzeichen der Bildung von Haarnadelstrukturen. Das be-
deutet, dass alle kraftinduzierten Strukturdnderungen auf der
Zeitskala des Experiments vollkommen reversibel sind.

Unbehandelte p(dAdT)-p(dAdT)-Molekiile sind mecha-
nisch weit weniger stabil (Abbildung 3 A). In den Dehnungs-
kurven beginnt der B-S-Ubergang bereits bei etwa 35 pN.
Deutlich zu erkennen ist auch die Hysterese zwischen
Dehnungs- und Entspannungskurve, die zeigt, dass ein kraft-
induziertes Schmelzen des Duplex schon wihrend des B-S-
Ubergangs moglich ist (vgl. auch Lit.[7]). Dehnt man
p(dAdT)-p(dAdT) nach der Inkubation mit Cisplatin (Ab-
bildung 3B), ldsst sich keine Verdnderung der Mechanik
beobachten, da keine difunktionellen Addukte mit Cisplatin
entstehen. Die Hysterese zwischen Dehnungs- und Entspan-
nungskurven bedeutet hier, dass der Duplex auch weiterhin
durch mechanische Spannung denaturiert werden kann.

Im Dehnungsverhalten von p(dAdC)-p(dGdT)-Molekiilen,
in denen Cisplatin nur Intrastrang-Querverbindungen zwi-
schen Guaninbasen bildet (G*TG*), zeigen sich weitere
Details der Sequenzspezifitit des Medikaments. Das Deh-
nungsverhalten dieser Molekiile (Abbildung 4 A) ist dem von
A-Phagen-DNA sehr dhnlich, mit einem hochgradig koopera
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Abbildung 3. Kraft-Ausdehnungs-Kurven eines unbehandelten (A) und
eines mit Cisplatin umgesetzten p(dAdT)-p(dAdT) Molekiils (B). Nach
der Inkubation mit Cisplatin kdnnen die Molekiile noch immer mechanisch
denaturiert werden.
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Abbildung 4. Kraft-Ausdehnungs-Kurven eines unbehandelten (A) und
eines mit Cisplatin umgesetzten p(dAdC)-p(dGdT)-Molekiils (B).

tiven B-S-Ubergang um 70 pN und Schmelzen bei hoheren
Kriften. In den Dehnungskurven der platinierten Molekiile
erscheint der B-S-Ubergang weniger kooperativ, was auf eine

4058 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

Storung der B-DNA-Konformation im entspannten Molekiil
hinweist. Bei einer Kraft von etwa 300 pN ist ein zweiter
Ubergang zu sehen, der identisch mit dem Schmelziibergang
der unbehandelten Molekiile zu sein scheint. Bei Entspan-
nung des Molekiils folgt die Kraft jedoch wieder der
Dehnungskurve. Dieses Fehlen von Hysterese, auch nachdem
die Molekiile iiber den Schmelziibergang hinaus gedehnt
wurden, bedeutet, dass die beiden Strange schneller rekom-
binieren konnen, als die Entspannung der Molekiile im
Experiment erfolgt.

In p(dG)-p(dC) kann Cisplatin nur Intrastrang-Querver-
bindungen der Art G*G* und G*XG* auf dem p(dG)-Strang
erzeugen. Das Dehnungsverhalten der unbehandelten Mole-
kiile (Abbildung 5 A) gleicht dem anderer B-DNA-Molekiile,
mit einem kooperativen B-S-Ubergang um 70 pN und
Schmelzen bei hoheren Kriften. Die Reaktion mit Cisplatin
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Abbildung 5. Kraft-Ausdehnungs-Kurven eines unbehandelten (A) und
eines mit Cisplatin umgesetzten p(dG)-p(dC) Molekiils (B).

bewirkt auch hier eine Storung der Kooperativitit des B-S-
Ubergangs (Abbildung 5B). Der Schmelziibergang ist nicht
mehr zu erkennen, und in den Dehnungskurven ist nur ein
kleiner Knick bei einer Kraft tiber 300 pN zu sehen. Die
Hysterese zwischen Dehnungs- und Entspannungskurve ist
hier viel geringer als beim unbehandelten Molekiil. Sie ist
zudem nur dann zu beobachten, wenn die Molekiile mit
Kréften iiber 80 pN gestreckt werden und danach auf weniger
als die 0.7fache Konturldnge entspannt werden. Dies impli-
ziert eine mechanisch induzierte strukturelle Reorganisation
im Molekiil, die bei Kréften iiber 80 pN ablduft. Dabei ist es
jedoch nicht moglich, den Doppelstrang permanent aufzu-
trennen.

Die Messungen ergaben, dass der B-S-Ubergang sehr
empfindlich auf die Bindung von Cisplatin reagiert, was wir
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auf Abweichungen der Molekiile von der ungestorten B-Kon-
formation zuriickfithren. In allen Molekiilen mit difunk-
tionellen Cisplatin-Addukten verliert der B-S-Ubergang an
Kooperativitdt, was auch auf eine Storung der fiir diesen
Prozess verantwortlichen kooperativen Einheiten hindeutet.
Da jiingste theoretische Modelle eine starke Abhéngigkeit
der Kooperativitit des B-S-Ubergangs von der Basenstape-
lungs-Wechselwirkung vorhersagen,['”) schreiben wir eine
Anderung der Steigung im B-S-Plateau vor allem der veréin-
derten Basenstapelung zu. Spektroskopische und kalorime-
trische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Schmelztem-
peraturen mit Cisplatin komplexierter DNA reduziert sind.
Diese reduzierte thermische Stabilitét ist enthalpischen Ur-
sprungs, was ebenfalls auf eine gestorte Basenstapelungs-
Wechselwirkung hinweist.®! In allen Molekiilen mit mogli-
chen Addukten der Art G*G* oder Interstrang-Querverbin-
dungen ist kein ausgeprédgter Schmelziibergang mehr zu
erkennen, was auch eine gestorte Kooperativitdt dieses
Prozesses bedeutet. Dies ist in Einklang mit den Ergebnissen
von Experimenten, in denen mehrere mit Cisplatin komple-
xierte DNAs thermisch denaturiert wurden. Hier zeigt der
groere Temperaturbereich, tiber den das Schmelzen erfolgt,
ebenfalls eine reduzierte Kooperativitit an.[®!

Die stark reduzierte Hysterese in allen Kurven von Guanin
enthaltenden Molekiilen belegt jedoch, dass — falls eine
Auftrennung des Doppelstrangs moglich ist — die Rekombina-
tion deutlich schneller ablduft als bei den nichtplatinierten
Molekiilen. Wir nehmen an, dass in A-Phagen-DNA und
p(dGdC)-p(dGdC) die Interstrang-Querverbindungen die
beiden Strdnge nahe beieinander halten und so die stark
beschleunigte Rekombination der denaturierten Teile des
Molekiils ermoglichen, die nicht direkt von der Cisplatin-
Bindung betroffen sind. Die Daten zeigen auch, dass eine
permanente mechanische Strangtrennung von Interstrang-
Querverbindungen verhindert wird. Auch Intrastrang-Quer-
verbindungen scheinen die doppelstringige Struktur zu
stabilisieren, wie an den p(dAdC)-p(dGdT) Molekiilen zu
sehen ist. Ursache hierfiir konnte die Bildung zweier neuer
Wasserstoffbriickenbindungen in den G*TG*-Addukten sein,
wie sie in Molekiildynamik-Simulationen vorhergesagt wur-
den.'l Diese konnten die doppelstringige Struktur stabili-
sieren und die beiden Stringe dicht beieinander halten.

Der Ubergang bei hohen Kriften in den Kurven des
platinierten p(dAdC)-p(dGdT)-Molekiils belegt aber, dass
die Intrastrang-Querverbindungen das kraftinduzierte
Schmelzen an sich nicht verhindern. Bei diesen Addukten
ist es wahrscheinlich, dass die ungestérten Watson-Crick-
Basenpaare durch dhnliche Kréfte wie im Fall der unbehan-
delten Molekiile getrennt werden konnen, was zum Schmelz-
ibergang in den Kraft-Ausdehnungs-Kurven fiithrt. Da in
p(dG)-p(dC) im Gegensatz zu p(dAdC)-p(dGdT) eine wei-
tere Strukturdnderung beobachtet wird, scheint es unwahr-
scheinlich, dass diese von Addukten vom Typ G*GG*
verursacht wird. Weitergehende Studien konnten hier Ur-
sache und mogliche Konsequenzen dieses Verhaltens auf-
kldren.

Diese Studie demonstriert das einzigartige Potential der
Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie als analytisches Hilfsmit-
tel, um Informationen tiiber die DNA-Struktur und die
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Wechselwirkung von DNA mit anderen Molekiilen zu
erhalten. Sie belegt auch die enge Korrelation von Struktur
und Kraft und die spezielle Rolle des Parameters Kraft, der
die biologische Funktion steuert, etwa indem die mechanische
Strangtrennung in DNA verhindert wird.

Experimentelles

A-BstE-1I-Digest-DNA und Cisplatin (cis-Diammin(dichloro)platin())
wurden von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen, alle anderen
DNA-Molekiile von Pharmacia (Freiburg, Deutschland). Cisplatin wurde
im Uberschuss zur vorhandenen Zahl an Basenpaaren eingesetzt, indem
50 puL einer gesittigten Cisplatin-Vorratslosung zu 150 uL DNA-L6sung
(100 pgmL~!, 130 mm NaCl, 10 mm Tris, 1 mm EDTA, pH 8.0) gegeben
wurden. AnschlieBend wurde 24 h bei 37°C im Dunklen inkubiert. Eine
detallierte Beschreibung der Probenpriparation und der Kraftexperimente
ist in Lit. [6, 7] zu finden. Alle Experimente wurden in 10 mM Tris-Puffer
(pH 8.0) mit 150 mM NaCl und 1 mm EDTA durchgefiihrt. Die Federkon-
stanten aller verwendeten Kraftmikroskop-Tastfedern (Microlevers, Park
Scientific Instruments, Sunnyvale, CA, USA) wurden mit der Methode des
thermischen Rauschens bestimmt.l'l Alle gezeigten Kurven bestehen aus
4096 Punkten und wurden mit einem 11-Punkte-Box-Integrator gegléttet.
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