Struktur und Dynamik

telomerer DNA In Losung.

Kationenspeafischer Einfluss
auf
Intra- undintermolekulare
Wedhselwirkungen.

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften

vorgelegt von
Mischa Bolten

Bielefeld, 2001



An einem Sonntagmorgen
Im Labor

Dann... Also, diese Schraube
ist Teil 207! In der Monta-
geanleitung stetét,ddals sie zum
ad...

F/




Die vorliegende Arbeit wurde unter der Leitung von Herrn Priv. Doz. Dr. W. Eimer in der
Zeit von Februar 1998 bs November 2001 an der Fakultét fir Chemie der Universitét Biele-
feld angefertigt.

An erster Stelle mdchte ich mich bael Wolfgang Eimer fur die Aufnahme in seinen Arbeits-

kreis, sein fortwahrendes Interesse und de sehr angenehme Art der Betreuung bedanken.

Die vielen hellen Augenblicke in einem Mee voller Dunkelheit des Forscheraltags snd va

allem folgenden Personen zu verdanken:

Wolfgang Eimer, Wolfgang Kreutner, Achim Herrmann, Stefan Stechemesser, Edgar Fischer
Rivera, Vera Koster, meinen Blockpraktikanten Arne Roth, Johannes Neugebauer und Nadine
Herrmann, sowie Harald Waterbér und Werner Mersch. Und letztendich alen Mitgliedern
der PC .

Der ,MW* und, EW* danke ich ganz besonders fir die stetige Hil fsbereitschaft, unkampli-
zierte Abwicklung und prompte Erledigung all er Auftréage.

Unvergesdich - im positiven Sinne - sind de Stunden, de ich mit Kirsten Lanfermann und
Carsten Voss ®wie den anderen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Fermentationstedch-
nik/technische Fakultét in deren Laborraumen wahrend der CGE Mesaungen verbradht habe.

Dr. Marc Oliver Schierenberg danke ich fur die Aufnahmen der CE Hektropherogramme des
24mers.

Fur die Korrektur im Rahmen der neuen deutschen Redhtschreibung und kiti sche Durchsicht
danke ich Mgj-Britt Lundstrom, Wibke Samson, Arne Roth undEdgar Fischer Rivera



Was keiner wagt, das llt ihr wagen
was kelner sagt, das |agt heraus
was keiner denkt, das wagt zu denken

was ke ner anfaengt, das fuehrt aus.

J. W. von Goethe

, ...50 bitte ich den Leser im Folgenden um seine gareze Auf-
merksamket, daich nicht die Kunst besitze, flr den unau-

merksamen Leser klar zu sain.”

l. Kant



| nhaltsverzachnis

1 EINLEITUNG UND MOTIVATION DER ARBEIT ...uuttiiiiiiiiiiiiiiietee ettt 1
2 THEORETISCHER TEIL ..ttt ettt e e e e e et st e e e e e e e e e e e e e e s e s sassnmnneeeeeeeseesanannnnnns 5
2.1  GRUNDSTRUKTURDER DINA ...ttt ettt et s e e e e e e e e e e e eeesananeeeeeeeeennnes 7
2 € ]\ SRR 10
221 T = 1 =0 = PR PPURR 11
222 POIYMOTPRISITIUS. ...ttt et e et e e sttt e e s s me e e et e e s aannnnee s 13
223 Supramol ekulare NaNOSEUKLUMEN .........iueiiiiieeiiiit et eeeer e e e e e e e aeee s 16

2.3 DYNAMISCHE STREULICHTSPEKTROSKOPIE AN MAKROMOLEKULEN INLOSUNG ......coeeeeeeeiieeennns 19
231 Grundlagen der dynamischen Streuli chtSpektroSKOPIE. ........oouvvviiiee it 19
232 DynamisChe LiChESITEUUNG.........eeiiiiiiiiiiie e eeer et me et e s s amnee e 21
233 Photonenkorrel ati ONSIEKIFOSKODIE. ... ..cceeiiieeeeeeei e ree e 24
2.34 Datenanalyse in der PhotonenkorrelationsgektrosKOpie........evvvvvveiiiii i eeecceeeee e 25
235 Fehlerabschétzung in der Photonenkorrelationsspektroskopie. ..........oovvvvviiiiiiiicceciciie e, 28
2.3.6 Fabry-Perot INterferOmMELrie.........ooeeeeeeee e e e e e e e e e e e 29
237 Datenanalyse in der Fabry-Perot Interferometrie...........vecie i 30
238 Fehlerabschétzung in der Fabry-Perot Interferometrie...........cceeeeveiiieiiiveeee e 31
239 HYOArOGYNAMIK. ...ttt et e ettt e e s smne e s bbb e e e e s s annaneeee s 32

24 HYDRODYNAMISCHE M ODELL RECHNUNGEN. ......ccctttuttutuiuieeeeaeaasasasseeeeeeeeseeeesnnnnnnmmmeessssnnnnnnn s 33
241 MOOEI SYSLEIME. ...ttt ettt ettt e e e ekt e et e e s smmee s abb b et e e s annnnneee e 34
242 Durchfiihrung der Modell reNUNGEN ........ooiiiiiiiie e 35
2421  Bildung der Grundstruktur und HydrathUl € (1) .........coocviiiieiie e eee e 37

2422  Berechnurg von ASA/CSA (1) und der hydrodynamischen GroRen () .......ccevvveeeeeeeeiiiiiiieeeeceieee, 38

243 FEhlEralSChEIZUNG .......eeiiei ittt 39

2.5 UV -SPEKTROSKOPIE ..ciiiieeeiiee ittt e ea e e e e s skt bbbt et e e et e aeass s eb bbb b e s be s e et e et e et e eambssseeeeeeeaaeaaaaaaens 40
251 FEhlEralSChEIZUNG .......eeeiei it e e 45

2.6 KAPILL ARGELELEKTROPHORESE ......ceetiittteestttutuus s saarssni s s eeeeaeeseeessssbmmmseeessssssnnaaesaaeeeseennnsenss 46
261 Elektrophoretische BewegliChKeIt............ooouiiiiiiiiiiieeieccieecce e 4O
2.6.2 Trennleistung und Auflosungsvermagen der CGE...........uuiiiiiiieeiiiieieeee e 47
2.6.3 FEhlErabSCRELZUNG ... .e et rerer e e e e et et e e e e e e e s 50

3 KOMBINATION DER METHODEN UND ARBEITSPLANUNG ........cuvttiiiiiiiiieieiesceeeeieeeeeeeeeeeeeeas 51
4  EXPERIMENTELLER TEIL oottt eeee e n e e e 55
41  MESSMETHODIK — VERSUCHSAUFBAU UND AUSWERTUNG ..iteeeeeeeeeesseeseennrnineessssessnnnsnssenneeneeees 56
411 Photonenkorrel ati ONSEKITOSKOPI. ... .veeiiiei ittt reee sttt rmnee e ee e 56
41.2 Fabry-Perot INTErfErOMELITE. ... .cooi ettt eeeer e 58
413 UV - SPEKITOSKOPIE. ..ttt ettt ettt e et e e e et bt e e e e e e e et e e e e e e e nnnes 61
414 Kapill argel @l eKIrOPhOrESE. .....ceei i 62

4.2 PROBENPRAPARATION ...ttttttttttttttattaaaaaatsaaamtttttaataaaaaaaaaasaasaaaammaaaaeaaaassasaaaaaansnnsbnneesessaaaaaannnnrnnes 64
421 Probenvorbereitung fur die dynamische Streulichtspektroskopie ..........ccovvveveiiiiiiieeniiieeeeens 65
422 Probenvorbereitung fur die UV-SpektroSKOPI..........vvvreiiiiiiiecieiieeee e e 65
4.2.3 Probenvorbereitung fur die Kapill argelelektrophorese............cccooviviiiiiiiiiieeee 66

5 ERGEBNISSE UND DISKUSSION ....ciiiiiiiiiiiiiieiieiieeee s e s s s s sssseeeteebeeeeessssnnsssenssesseeeeeeeennnsssnned 67
51 M ODELLRECHNUNGEN .....cettttuieetittieeteeimmmstia e eseeta e e s eeta e e aeeaeseetan s eeeeeban s eeeeesansmna e eeeernnaeeeesnnn 69
511 B-DNA und Z-DNA, Duplex- und HairpinStruKtUren...........ccooeiiiieeeieeeeeeeee e 70
5.1.2 G-DNA, intra- und intermolekulare TetrapleXStrukturen..........cccooeeeeeviieieveeeeee e 73

5.2 INTRAMOLE KULARE TETRAPLEXE ..ctttetittttiiuisaseeeeeieineesasaeeseteeeessnsssnnsn s smmmsssnnaa s s e s eeeaeseeeeenssnnnes 76
521 G, TG, TGTG,T,G, und (T,Gg)4 — dynamische Lichtstreuung und Modellrechnungen .............. 76
522 GoT,GTGTG,T,G, und (T2Gg)4 — UV-Spektroskopie und CGE.........ooooevieiiiiiiiieeee e 78

53 INTERMOLEKULARE TETRAPLEXE ..cittetttttutuiisaieeeeeteiaeesasaeeseteeeesssstsnnns s sammsssnnnansseseeeaeseeesensnnnnes 83

531 UG4U und T,G4T, - Lichtstreuung und Modellrechnungen..........eeeeveeveiieiiieiiieeeeeeeeeeeeeee, 83



5.3.2 UG4U und ToG4T5 - UV-Spektroskopie UNd CGE ..........cccuiiiiiiiiiiiiiieeeniiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 86

54  ZUSAMM ENFASSUNG INTRA- UND INTERMOLEKULARE TETRAPLEXE .....uuutiiiiieieieieeeeaeeeeeeeeeeeeeeeens 91
55  POLYMORPHE SEQUENZEN - INTER-/INTRAMOLEKULARE TETRAPLEXE .....coeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeneeeed 95
55.1 (T,G4)4 - intramolekularer Tetraplex vs. intermolekularer tetramerer TetrapleX..........veeeeeeeeenn... 96
55.2 ToG4T,G4T, — dmer-Hairpin Tetraplex vs. tetramerer TetrapleX .......veeeeeieeeeeeeiiivevieeeeeeeeeees 101
55.3 ZUSAMMENTBSIUNG ... eeeeeeeieiiee e e e e e e eeees s s et e e e e e eeeeeeaette b e eestasa e s e eeeeeeaeeeesannaeeaeseeesssennnnan 113
5.6  SUPRAMOLEKULARE STRUKTUREN .....iiuuutuutttttesteeeetiaaassusssstssssesseeeteeseesamassssssseeeeeessasaesessessanan 116
5.6.1 ToGATTCT — LOMEITCT ittt ee e ettt ettt e e e eeas b e s e e e et e et e e e eeeaeeeessmamreeeeaeas 118
5.6.2 ToGATAGA — LAMNEIAGA .. r e bbb eeeeeannenee 120
5.6.3 ToGATTCT i ToGaTAGA — 101/ ALttt e e e e e e e e e e e e e e e aaeaeeeeas 124
564 ZUSAMMENTASIUNG ..+ eeee ettt eet e ettt e e s et bbb et e eemt e e e s e bbb e et e e s asbbe e e e eemt e e e s annbnneeeenan 138
5.7 UV-SPEKTROSKOPIE AN G-DINA ...ttt et e e e e e e e e eeeesanene s 142
571 BINTEITUNG .ttt e e e st r et e e e e e st b e e e e e e s anbnenaas 142
5.7.2 Vergleich der Daten aus DLS und UV -SpekIrOSKOPI.........veeeeiiiiiiieeeeiieeeniiieee e et e e 144
57.3 Einflussder DNA-Sequenz und der Gegenionen auf die Stabilitdt..............cccceevevviiiivieeeenennn. 146
5.7.4 UV-Spektroskopie an der polymorphen Sequenz (ToG4T2G4T2) (14MEr) .oveeeeeeeeeeeeveeeeeieiiiveee 152
575 UV-Spektroskopie an der polymorphen Sequenz (ToG4)s (24MEr) c.oovvveevvivviiiiieieeeeeeeeeee e 162
5.7.6 Zusammenfasaung UV -Spektroskopie @ G-DINA..........uuiiiiiii e ieeee e 167
ZUSAMM ENFASSUNG UND AUSBLICKE......cii ittt et eeesebseb e eee e e 172
EPTLOG ..o e ettt aeat b e e reeee e 180
LITERATURVERZEICHNIS . ... it etee sttt e e e ettt e et e e e e e e e eeassesseeeeeees 181
ANHANG .. ee ettt ettt e e e eees et et et ettt et e e e eeeae e e e e aaate et taeeeeeeeeeeee e e e e aaaannneaaeeeeeeeaanan 188
.1 ABBILDUNGEN ...t tiietieieiiittttt s amte b e e e o e e e e et e et ettt anmaeeeeeeeetbs b a e e e e e e e e aanaaeteeeaeeeeeeeeanbnnann e aans 189
0.2 TABELLEN .ttt ittt ettt ettt ettt ettt e oo o422 e e et eeaee e e e e e et e ettt tetban e eaent e e e e eeeeeeeeeeebebannnneeeeee 195
0.3 ABKURZUNGEN ....ttttuii et e e e ee ettt eetieeee e e et eeeee bttt o e e 22 e 2aaa e e e e e e e e eeeeeeeeebebbns e e e s bebba e e e eaeaaeeeeenan 209
94 L EBENSL AUF .ttt e ettt e ettt e e e e ettt e e e e et b e e e eemne et et e e et e e E e e e et et anamnna e e et e R n e eeeenb e aeeannneees 211

9.5 VERSICHERUNG ... eeiteietettintiii s sees et e e e e et e et e eae st s mmme e e ee e e b s e e e e e e e e e e eneeneeeeeeeeeennnrnnnan e e ean 212



1 EINLEITUNG UND MOTIVATION DER ARBEIT

1 Einleitung und Motivation der Arbeit

Die Struktur und de Dynamik der Desoxyribonukeinsdure (DNA) in Losungist fur die Sta-
bilit & und Funktion deses ubiquitéren Tragers der Erbinformation von entscheidender Be-
deutung. Die mannigfaltigen Anordnungsmoglichkeiten der DNA sowie deren Sensitivitét auf
die Umgebungsbedingungen zeichnen des Welteren fur die weitreichende Bedeutung dieser in
Erkennungs- und Signaltransduktionsprozessen der lebenden Zelle. So haben z.B. die ds Te-
lomere bezeichneten Enden linearer chromosomaler DNA eine wesentliche Funktion fur die
Stabilit & von Chromosomen, bei deren Replikation undfir die Genregulation. Durch dese
Rolle in fundamentalen Stoffwechselprozessen sind sie in den Mittelpunk aktueller For-
schungen geriickt [Bod9g[ Wil 94][Lew9§].

Fur den mogli chen technischen Einsatz der DNA sind reben dem strukturellen Polymorphis-
mus und der dynamischen Interaktion mit der Umgebung auch die hohe strukturell e Integritét
beziglich Persistenzlénge und spezifischer Basenpaarung (Selbstorganisation) interessant.
Hier bieten sich gerade aif dem Gebiet der Nanatechndogie neue Perspektiven beziglich
(biovertragli cher) Werkstoffe.

An den Enden der Chromosomen werden Guanin-reiche Sequenzen (G-DNA) der Art
d[T1-3-(T/A)-G3.4]n beobadtet, die ungewohrliche, als Quadruplexe bezeichnete, tetramere
helikale Strukturen hilden kénren (Abbildurng links). Paralel
dazu wurde bei Mischungen entsprechender synthetischer Mono-
und OligonuKeotide ebenfalls die Entstehung hdhergeordneter

D o

B

'/-ﬂv/w

tetramerer helikaler Anordnungen nadhgewiesen [Eim92]. Da
1 sowohl die Bildurg, as auch de Morphdogie durch zugesetzte

"J -Fa Ikali d Erda kali kati dwzierbar beeinfl d

/ Alkali- und Er I kationen reprodwzierbar beeinflusg werden
. ..)) kénren, ertffnet sich hier neben fundamental wichtigen
\

biologischen Fragestellungen (Zdllaterung, Krebstherapie
[Mey97]) auch de Maoglichket, selbstorganisierende, ,intelligente” Nanocluster zu
synthetisieren und de hohe strukturelle Integritét dieser Konstrukte fur technische Anwen-

dungen zu entwickeln.



Eben dese Beobachtungen, Teil ergebnisse und Postul ate bedingen STRUKTUR UND DYNAMIK
TELOMERER DNA IN LOSUNG zu erforschen und eén KATIONENSPEZIFISCHEN EINFLUSS AUF
INTRA- UND INTERMOLEKULARE WECHSELWIRKUNGEN zu beschreiben. Es gilt die Auswirkung
der lonenart und lonenstarke auf die Strukturbildung, gerade der pdymorphen G-DNA Se-
guenzen urter physiologischen Bedingungen zu urtersuchen. Zu desem Zweck werden syn-
thetische Modell substanzen eingesetzt, deren Basensequenzen sich in hiologischen Systemen
(telomere Sequenzen) wiederfinden, kzw. auf Grund theoretischer Vortiberlegungen die Bil-
dung bestimmter Strukturen erméglichen. Als Kernsequenz wird dabei das Motiv (T2Gg)x mit
X = 1-4 gewdhlt. Damit ist immer nur eine begrenzte Anzahl an Strukturen kombinatorisch
moglich, de sich zudem mit den eingesetzten Methoden gut identifizieren und uterscheiden
lasen. Gleichzeitig muss nicht von den hiologisch relevanten Motiven dT1.3-(T/A)-Gz.4]n

abgertckt werden.

Alle biologischen Prozesse und der Giberwiegende Teil der tedhnisch-naturwissenschaftli chen
Anwendungen finden in Losung statt. In der Gasphase, dem Festkérper oder in der Lésung
sind a priori andere strukturbil dende intra- und intermolekulare Wedselwirkungen méglich.
Auf Grund der hohen Sensitivitdt auf die Umgebungsparameter ist die Durchfiihrung von
Untersuchungen urter physiologischen Rahmenbedingungen zwingend erforderlich, wenn
Aussagen Uber biologisch-medizinisch/technisch relevante Systeme getroffen werden sollen.
In deser Arbeit wird duch de Kombination verschiedenster Methoden de Charakterisierung
Guanin-reicher DNA in Losung ermdglicht. Aus oben genannten Grinden (Sensitivitét auf
Umgebungsbedingungen) werden bel den experimentellen Methoden immer identische L6-
sungsbedingungen eingestellt und nur die DNA-Konzentrationen dem Experiment angepass.

Mit Hilfe der dynamischen Streuli chtspektroskopie (DLS) kénnen hydrodynamische Groéf3en
von Makromolekilen in Ldsung ermittelt werden. Durch Kombination vonPhotonenkorrela
tionsgpektroskopie und Interferometrie, sowie Vergleich mit hydrodynamischen Modell rech-
nungen sind weitreichende Aussagen Ubker die TransportgrofRen und damit Morphdogie der
betrachteten Spezies moglich. Die hochspezifische Basenpaaung reduziert die kombinato-
risch moglichen Anordnungen undlasg dezidierte Aussagen tber die gebil deten Strukturen
zu; auch ohre Kenntnis der genauen Atompositionen, wie sie nur mit hochauflGsenden Unter-

suchungsmethoden (z.B. der Rontgenstrukturanal yse) zuganglich sind.



1 EINLEITUNG UND MOTIVATION DER ARBEIT

Gerade in der dynamischen Streuli chtspektroskopie kdnren de Untersuchungsbedingungen,
wie z.B. die Konzentration der Makromolekile, die lonenstérke und de Temperatur in einem
weiten Bereich varii ert werden. Dies ermdgli cht den Vergleich mit Literaturdaten wie z.B. aus
der NMR-Analytik, so dassfir die Verifizierung der hier angewandten Methodk Vergleichs-

daten aus der Literatur herangezogen werden kénren.

Im Rahmen deser Arbeit werden erstmalig umfangreiche UV -spektroskopische Untersu-
chungen an Guanin-reichen DNA-Sequenzen und pdentiell paymorphen Oligonuleoctiden
durchgefuihrt. Die Kombination deser Ergebnise mit denen der vorgenannten Methoden
(DLS und Modellrechnungen) erlaubt es, den fir Strukturuntersuchungen in LOsung zugang-

lichen Konzentrationsbereich um drei Dekaden in den uM Bereich zu erweitern.

Die Kapill argelelektrophaese (CGE), die sich as Standardmethode in der DNA-Analytik
etabliert hat [Vos01], soll mit ihrer hohen Trennleistung weiteren Aufschluss tiber Gleichge-
wichtslagen zwischen pdymorphen Quadruplexstrukturen geben. Da mit dieser Methode
Neuland in der Anaytik bezlglich vierstrangiger DNA-Strukturen betreten wird, sind zu-
nachst nur erganzende Mesaungen geplant. Die Ergebnisse kénnen dann auf Basis der Er-
kenntnisse anderer theoretischer (Modellrechnungen) und experimenteller Methoden (DLS
und UV -Spektroskopie) diskutiert werden.

Im Zentrum der Arbeit stehen, nach varhergehender Verifizierung der verwendeten Untersu-
chungsmethodk an einfachen Sequenzen, zwel Oligo-

nukleotide: das 14mer (d[T.G4T2.G4T,]) [Bol98] und

das 24mer (d[T.G4)4). Betracditet man de Strangstté- intramolekular
chiometrie der gebil deten Quadruplexe, so sind reben monamer

24mer  intermolekular
tetramer

den spannungsfreien tetrameren Tetraplexen, duch (‘"’\g
zunehmend kamplexere Rickfaltungen, auch dmere ,g}‘i_:)
oder monamere Spezies moglich. Hierbei gilt es, den %

Einfluss der lonenart und dr lonenkorzentration auf Bildung und
Gleichgewichtslage zwischen den Strukturen deser padymorphen Se-
quenzen zu urtersuchen. Gerade der Ubergang von tetrameren zu dme-
ren oder monameren Quadruplexen ist im Zusammenhang mit bisher

ungekléarten, entscheidenden Teilbereichen der Replikationsmedanis-



men der DNA wéahrend der Mitose wahrscheinlich vonfundamentaler Bedeutung [Str99].

Die DNA als gahiles Speichermedium der genetischen Erbinformation weist Eigenschaften
auf, die auch fur technische Anwendungen interessant sind. Neben vieldiskutierten Ansédtzen
in Richtung Datentrager [Seed0] wird de Verwendung as , Baustoff* fur Nanostrukturen
immer wieder in den Mittelpunkt von Forschungsinteressen [See98] gertickt. Die enfadche
Synthese bestimmter Sequenzen, héchste reprodwzierbare Prézision bei den sich hildenden
selbstorganisierenden Strukturen auf Grund der spezifischen Basenpaaung und gundsétzli-
che biologische Vertraglichkeit bel Verwendung als Wirkstofftrager in der Medizin sind nu
einige der besonderen Merkmale dieses Grundstoffes. Dabel sind duch die unterschiedlichen
Temperaturstabilit dten [Lew98] der Basenpaare GC und AT thermosensitive Strukturen rea-

lisierbar, die in engen Temperaturbereichen massven Strukturverdnderungen urterli egen.

Im Rahmen deser Arbeit soll neben den dben genannten algemeinen Ursache-
Wirkungszusammenhéngen (Einfluss DNA-Sequenz, der lonenart und -konzentration auf die
Strukturbildung (Polymorphismus)) auch urtersucht werden, inwieweit sich Guanin-reiche
DNA und de daraus entstehenden tetrameren Strukturen fir die Verwendungin selbstorgani-
sierenden Nanostrukturen eignen. In desem Zusammenhang wird erstmalig das G-DNA
CORE - B-DNA JuNcTION Konzept entwickelt und vage-
stellt.

An der durch mit B-DNA bildenden Sequenzen funktio-
nalisierter G-DNA sollen erste systematische Untersu-
chungen duchgefihrt werden. Dabel werden an den En-
den der DNA-Abschnitte, die tetramere helikale Struktu-
ren hilden, Sequenzen angesetzt, die normale B-DNA-

Basenpaaung mit entsprechend doypelhelikaler Struktur-
bildung zeigen (Abbildung rechts). Neben der deutlich
groRReren Persistenzlange der G-DNA-Bereiche sind zum

B-DNA

einen duch de lonenart und de lonenstérke beanflussharer Polymorphismus und zum ande-
ren de deutlich variablere Temperaturstabilit & die entscheidenden Vortell e dieses Konzeptes
gegenuber der auschliefdlichen Verwendung von dopghelikaler DNA fur Netzwerkkon-
strukte.



2 THEORETISCHER TEIL

2 Theoretischer Tall

An den as Telomere bezeichneten Enden linearer chromosomaler DNA wurde Anfang der
80 er Jahre die Ausbil dung besonderer Strukturen beobadtet [Dug80]. Diese tetrameren heli-
kalen Strukturen urterschieden sich deutlich von dn his dahin im Zusammenhang mit der
DNA bekannten doppelhelikalen Anordnungen'. Gerade die mit dieser Entdedkung nochmals
erweiterten Moglichkeiten der dynamischen dreidimensionalen Strukturbildung zeigen auf,
dass die DNA nicht nur als Speicher der Erbinformation fungiert, sondern auch komplexe
Regulations- und Steuerfunktionen austibt [Bla96][ Wil 94]. Insbesondere da in alen hiologi-
schen Prozessen de dreidimensionale Struktur und de dektronischen Oberflachentopdogie
far intermolekulare Erkennungsmedhanismen (Targeting), Signalverarbeitungs- und trans-
duktionsvorgange entscheidend ist [Jan97][ Lew98][ Str99].

Die Sequenzanal ysen der betroff enen telomeren Abschnitte offenbarten ein immer wiederkeh-
rendes Motiv, geprégt von dem Uberdurchschnittlich héufigen Auftreten einer bestimmten
Base, dem Guanin. Da die Bereiche der DNA, in denen dese Strukturen beobadtet wurden,
entscheidend an vitalen Funktionen [Mey97][Bod9g betelligt sind, wurden grof3e Anstren-
gungen urternommen, ale in desem Zusammenhang gemadten Beobaditungen ndher zu
beleuchten. Parallel sind kel entsprechenden Mischungen von monameren Bausteinen und
kurzen synthetischen Sequenzen ebenfall s ungewdhrliche tetramere helikae Strukturen beo-
badtet worden. Anhand von Untersuchungen an Guanosin-5"-Monophaphat (GMP) wurde
das genannte G-Quartett als Strukturprinzip vorgeschlagen, wobel erste Deutungen der un-
gewdhrlichen Mobilit & Guanin-reicher Sequenzabschnitte schon Anfang der 60°er Jahre die
Bildung von tetrameren Assoziaten varsahen [Gel62).

Da in den her durchgefihrten Untersuchungen mit kurzen Modellsequenzen fur die
Quadruplexstrukturen undz.T. auch mit selbstkomplementdrer DNA gearbeitet wurde, wird
zunadhst die dlgemeine Struktur der DNA erl&utert. Im folgenden Kapitel wird dann explizit

! Neben antiparall elen doppel heli kalen und anderen auf Watson-Crick Basenpaaung beruhenden Strukturen,
waren auch partiell trimere Formationen bekannt [Lew98§].



auf die morphologischen Besonderheiten Guanin-reicher DNA und der daraus gebildeten

Tetraplexen eingegangen.

Nach der molekularbiologische Seite (Kapitel 2.1 und 2.2) stehen die eingesetzten Methoden
vom theoretischen Standpunkt aus im Mittelpunkt und werden gezielt auf die untersuchten
Systeme hin vertieft (Kapitel 2.3 bis 2.6).
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2.1 GRUNDSTRUKTUR DER DNA

Die DNA (Desoxyribonucleic Acid) dient in der belebten Natur als Speicher der genetischen
Information? und ist Schliissimolekill bei vielen Erkennurgs- und Regulationsvorgéngen
[Bla96]. Die native DNA ist ein langes, fadenformiges Makromolekdl, das aus einem Zucker-
phosphat-Ruckgrat (Backbore), bestehend aus alternierenden [(-D-2-Desoxyribose- und
Phosphatbausteinen, und einem variablen Teil, bestehend aus einer Abfolge von vier ver-
schiedenen Basen, aufgebaut ist. In der Abfolge (Sequenz) der Basen ist die genetische In-
formation codiert. Gleichzeitig bedingt die Sequenz auch de Ausbildung der Tertiar- und
Quartarstruktur, die fur die Wechselwirkung mit anderen Molekile und damit die Erken-

nungs- und Regul ationsmedanismen entscheidend ist.

Die Purinbasen Adenin (A) und Guanin (G), sowie die Pyrimidinbasen Thymin (T) und Cyto-
sin (C) (vgl. Abbildung 2.1) sind in der DNA N-glykosidisch Uber die 1"-OH-Gruppe der Ri-
bose an das Ruckgrat gebuncen. Die Veresterung der Phospharséure und der Ribosedanheiten
Uber die 5°- und 3"- OH-Gruppen der Ribose bewirkt, dassein linearer DNA-Strang ein 5
undein 3" Ende aufweist. Diese Eigenschaft wird as Polaritdt der DNA bezeichnet. Per defi-

nitionem wird die Sequenz von links nach rechts, vom 5 -Anfang zum 3"-Ende gelesen.

Adenin (A) Thymin (T) Cytosin (C) Guanin (G)

Abbildung 2.1 : Purin- (Adenin u Guanin) und Pyrimidinbasen (Thymin u. Cytosin) der DNA.

Abbildung 2.2 zeigt einen Ausschnitt des Badkbones mit der Phosphodesterbindung und eine
B-DNA Doppelhelix. Bel der Doppelhelix sind zwei antiparallele DNA-Strange in einer



rechtsdrehenden wendeltreppenartigen Struktur derartig angeordnet, dassjede Base des einen
Stranges einer Base des anderen Stranges diametral gegentiberliegt und mit dieser durch spe-
zifische Wasserstoffbriicken verburnden ist. Dabel paart A mit T (2 Wasserstoffbriicken) und
G mit C (drel Wasserstoffbriicken, WATSON-CRICK Modéll). Die ,, Stapelung” der Basen er-
moglicht attraktive Wedhselwirkungen zwischen den Basenpaarebenen und bewirkt so eine
zusétzliche Stabili sierung.

Des Weiteren zeigt die Abbildung die aiRere Morphdogie der B-DNA (rechtswendig, 10

Basen pro Heixwindurg) mit der physiologisch wichtigen Furchenanordnung
[Lew98][Blage6].

Adenin

Phospho Thymin kleine Furche

diesterbriicke

Abbildung 2.2 : Das DNA-Grundgerist. Links: Badkbone mit den Basen AT in VdW-Radiendarstellung. Rechts:
10 Basenpaae (bp) lange B-DNA Doppelhelix.

Neben deser klassschen, urter physiologischen Bedingungen am haufigsten vorkommenden
B-Form, sind nach die Z-Form (gestreckter und linksdrehend) und A (gestauchter) bekannt,

wobei die spezifischen Strukturmerkmalein [Lew98] dokumentiert sind.

2 Ausnahme u.a bei Viren, die RNA (Riborucleic Acid) besitzen.
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Im Folgenden wird de sog. Guanin-reiche DNA und deren spezielle Merkmale néher be-
leuchtet. In der besonderen Morphdogie und Dynamik dieser Strukturen liegen de in deser
Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen begriindet.



2.2 G-DNA

Bei Guanin-reichen Sequenzen der Art d[T1.3-(T/A)-G 34], bilden sich tetramere helikale
Strukturen. Diese werden i.a. als Quadruplexe oder auch Tetraplexe bezeichnet. In Mischun-
gen entsprechender synthetischer Mono- und OligonuK eotide kann ebenfall s die Entstehung
dieser hohergeordneteren Strukturen beobachtet werden [Eim92].

In vivo wird wahrend der Mitose, der Verdoppelung cer Zellkern-DNA wéahrend der Zelltei-
lung, eine vergleichbare Strukturbildung in den telomeren Regionen der DNA beobachtet.
Dabei werden Ubergéange zwischen partiell ungepaarten Einzelstrangen, tetrameren Struktu-
ren aus vier DNA-Strangen und de Bildung rein intramolekularer Tetraplexe durch , Auf-
knaulung’ des Endbereiches eines einzelnen Stranges beobachtet (partiell ungepaart, tetrame-
re Struktur) bzw. postuliert (intramolekularer Tetraplex). Gerade die postuli erte intramol eku-
lare Anordnung ist im Hinblick auf den Replikationsmedanismus von fundamentaler Be-
deutung [Lew98] und urtermauert die ubiquitare® biologische Relevanz dieser potentiell po-
lymorphen Sequenzabschnitte.

Weiterhin sind auf Grund der vierstrangigen Grundstruktur und des unten beschriebenen Po-
lymorphismus neue Moglichkeiten bei der gezielten Konstruktion bologisch hachspezifisch
wirksamer Molekiile gegeben. Viele Signaltransduktionsmechanismen undalle intermoleku-
laren Erkennungsvorgange funktionieren nach dem , Schltissl-Schloss' Prinzip. Die Form
und (elektrostatische) Oberflachentopdogie sind hefir ausschlaggebend. Als derzeit eines
der besterforschtesten Beispiele fur Guanin-reiche Oligonuleotide, die durch komplexe
Rickfaltungen eine biologisch wirksame Form annehmen konren, gilt das auch hier behan-
delte Thrombin-Binding Aptamer. Dieses Aptamer kann in einer von den Umgebungspara
metern abhangigen Konformation an Thrombin hinden und hahspezifisch de menschliche
Blutgerinnungskaskade unterbrechen. Als korpereigene Substanz und kedingt durch die hoch-

% Guanin-reiche Sequenzabschnitte sind hochgradig konserviert, d.h. mit nur minimalen Abweichungenin allen
eukaryotischen Zellen zu finden. Solche Phdnomene treten i.a. nur auf, wenn urebdingbare vitale Funktionen
damit zusammenhangen.

10
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gradig konservierte Sequenz ist zunachst* keine Initii erung von Immunreaktionen durch telo-
mere G-DNA Abschnitte zu erwarten. Damit gelten solche Molekile ds potentiell minima-
linvasive M edikamente bzw. Wirkstofftrager [Tas97].

221 Der Tetraplex

Der Grundbaustein der Tetraplexe ist die auf der HOOGSTEEN Basenpaarung beruhende
koplanare Anordnung von vier Guaninbasen in einer Ebene. Es kommt zu der Ausbildung von
insgesamt acht Waserstoff briicken zwischen den Guaninresten. In Abbildung 2.3-links ist
eine Tetraplexebene (G-Ebene) mit den HOOGSTEEN Wasserstoff briicken gezeigt. Bel Guanin-
reichen OligonuKeotiden entsprechender Sequenz (vgl. Kapitel 2.2) ist die Entstehung der in
Abbildung 2.3-rechts gezeigten Helixstruktur moglich, de durch de Einlagerung von Alkali-
und Erdalkalimetall kationen [Wil 94][Mil97] in de Kanalstruktur (Abbildung2.3-Mitte), sta-

bili siert werden kann.

Abbildung 2.3 : Links: Tetraplexebene mit HOOGSTEEN Wasserstoffbriicken. Mitte: Aufsicht auf einen Tetraplex
(d[G3]) s mit zentralem Kanal. Rechts: Quadruplex der DNA-Sequenz d[T,G4T,] mit paralleler Stranganordnung.

Gro6e und Ladungsdichte dieser lonen fiihren zu folgender allgemeiner Reihenfolge, in der
Kalium den Tetraplex am besten stabili siert: K™ >> Na', Rb* >> Cs', Li*. In molekulardyna-

mischen (MD)-Simulationen wurden gleichzeitig neben einer z.T. hoten, von dr DNA-

“ DaImmunreaktionen auf dem dynamischen Wechsel spiel verschiedenster Adaptionsprozesse beruhen urd nach
dem Schlissl-Schloss Prinzip ablaufen [Jan97], sind Ausnahmen wahrscheinlich und Einzdfall prifungen un-
umganglich.

Anders herum kdnnten Schadsubstanzen, die die korpereigene Abwehr nicht erkennt, durch das Wedselwirken
mit entsprechenden Oligonukleotiden erst fur die Immunabwehr markiert werden.

11



Sequenz abhéngigen Mohilit & der lonen im Kanal, auch zwei verschiedene Positionen relativ
zu den G-Ebenen beobadtet [Kro0(Q. Dabei ist auf Grund der Helixstruktur eine Positionie-
rung der Kationen zwischen zwei gegeneinander verdrehten Guaninebenen am haufigsten. In
dieser Konformation werden die lonen oktaedrisch von aen Sauerstoff atomen der Guaninba-
sen koadiniert (vgl. Abbildung 2.4).

Abbildung 2.4 : Koordination des Kations (blau) durch Sauerstoffatome der Guaninbasen (rot). Links: Seitenan-
sicht von zwel G-Ebenen mit eingelagertem Kation. Rechts: Aufsicht.

In Abbildung 2.5 ist die, im Unterschied zur B-DNA, deutlich glattere Auf3enstruktur der
Tetraplexe dargestellt, was in den urten beschriebenen Modellrechnungen von besonderer
Bedeutung in Bezug auf die zu berticksichtigende Solvathdiile ist (vgl. Kapitel 5.1). Gleich-
zeitig wird duch de Einférbung der 16sungsmittel zugangli chen Oberfléche (vgl. Abbildung
2.1311.) nach dem anliegenden el ektrostatischen Potential deutlich, dassbel Tetraplexen auch
eine andere dektronische Oberflachentopdogie vorliegt. Neben raumlichen Beschaffenheiten
sind gerade (Partial-)Ladungsverteilungen fur die Wedselwirkung mit anderen Molekilen
verantwortlich®. Abbildung 2.5-rechts zeigt die parallele Stranganordnung des 8mer Tetraple-
xes, die gleichzeitig die thermodynamisch stabil ste Anordnung fir tetramere Tetraplexe rep-
rasentiert [Wil94].

® In Kapitel 2.6 wird gezegt, dass sch interkali erende Fluoreszenzfarbstoffe wie YOYO deutli ch schlechter in
tetramere Strukturen einlagern.

12
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y

Abbildung 2.5 : Links: Schematische Darstellung einer 10bpB-DNA sowie deren elektrostatischen Oberfl&-
chentopdogie der [6sungsmittel zugangli chen Oberflache. Rechts: Gleiche Darstellung fir einen Tetraplex der
Sequenz d[T,G4T ).

Die mdglichen Funktionen und de kinetische wie auch thermodynamische Stabilit & der G-
DNA werden also auch urter diesen Gesichtspunken urtersucht, gedeutet und keurteilt wer-

den missn.

2.2.2 Polymorphismus

Der oben genannte Richtungssnn der DNA, sowie die bel repetetiven G-Bereichen gegebene
Moglichkeit der Rickfaltung, fuhrt zum ausgepragten Polymorphismus der Guanin-reichen
DNA. Da gerade bel Rickfaltungen (Loophldung, Entstehung einer Hairpinkorformation)
mitunter stark gespannte Systeme entstehen konren, ist die Abhéngigkeit der Bildung solcher
Isomere von der zugesetzten lonenart und -stérke gut nachzuvall ziehen. Eine kurze schemati-
sche Darstell ung der mogli chen Strukturisomeren ist in Abbildung 2.6 gezeigt.

Abbildung 2.6 : Schematische Darstellung der Strukturisomere polymorpher G-DNA. Links: Tetramerer inter-
molekularer Tetraplex. Mitte: Dimer-Hairpin Tetraplex (antiparall el/parall el/crossLoop). Redhts: Intramolekula-
rer Tetraplex.

13



In Abbildung 2.7 sind am Beispiel der untersuchten DNA-Sequenz des 24mers d[(T2Gy)4]
die wichtigsten Strukturen dieser poymorphen Sequenz aufgeftihrt.

= :w \
— B \
A

Abbildung 2.7 : Tetraplexstrukturen des 24mer d[(T,Gg)4]. Links: Intermolekularer tetramerer Quadruplex. Mit-
te: Dimer-Hairpin Quadruplex mit parall eler Loopkonformation. Rechts: Monomerer intramolekularer
Quadruplex.

Linksist die gestreckte tetramere Anordnung gezeigt, bei der sich vier Einzelstrange parall el
oder antiparallel anordnen konren. Alle Permutationen sind denkbar, in rediter werden je-
doch neben der stabil eren all-anti Anordnung (parall ele Strangrichtung) nur anti-syn-anti-syn®
Konformationen beobadtet. Die in der Mitte gezeigte dimer-Hairpin Strukturen muss noch
um die antiparallele Loop Anordnung (vgl. Abbildung 2.6-Mitte oben) und de aossLoop
Konformation (vgl. Abbildung 2.6-Mitte unten) erweitert werden. Dabei Uberbrtickt bei dieser
Sequenz der mittlere T,-Bereich de G-Ebenen an beiden Enden. Bel den gezeigten Dimeren
sind duch den Richtungssnn der DNA je zwe Isomere beziglich der anti- und syn-
Konformation denkbar.

Der beim 24mer d[(T2Gas)s] in Kapitel 5.2 diskutierte rein intramolekulare Tetraplex wird
schematisch und als Molekuldarstellung in Abbildung 2.7-rechts gezeigt. Abweichend von
der zunadhst sinnvdl erscheinenden Struktur mit vier G-Ebenen (vgl. Abbildung 2.7-rechts
oben) wird aus derischen Griinden nu die Ausbildung von drei G-Ebenen beobadhtet

® Anti und syn bezeht sich dabei auf die Konformation der glykosidischen Bindung zwischen Base und Zucker
des Badkbones. Eine all-anti Anordnung ist thermodynamisch stabil er, aber nur bei parall eler Strangkonformati-
onin tetrameren Tetraplexen moglich.

14
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[Pat94]. Dain allen Tetraplexen’, die keine dl-anti-Konformation besitzen, de Kantenlangen
der G-Ebenen nicht &guidistant sind, werden je nach Sequenz und damit entstehender Struk-
tur, zur Uberbriickung der , langen Kante* éin ocer mehr Guanine mit in den Loophereich mit
einbezogen. Diese Guaninbasen stehen damit nicht mehr fur die Bildung der G-Ebenen zur
Verflgung.

Fur die in [Bol98] undin Kapitel 5.2 diskutierte Struktur des Aptamers ist in Abbildung 2.8
diese strukturell e Besonderheit exemplarisch gezeigt, wobei dort ebenfalls ein Guanin in den
grof3en Loop cer die,, lange Kante®* Uberspannt, mit einbezogen wird.

15 mer 8

Abbildung 2.8 : Links: Schematische Struktur des Thrombin-Binding Aptamer d[G,T.G,TGTG,T,G,] aus
NMR-Untersuchungen [Bol96]. Redhts: Aufsicht auf die G-Ebenen mit Konformation der glykosidischen Bin-
dung und Darstellung der unterschiedli chen Kantenléngen.

Ein entscheidender funktioneller Aspekt des hier beschriebenen Polymorphismus ergibt sich
bei der Betrachtung der in Abbildung 2.5 gezeigten elektrostatischen Oberflachentopdogie.
Diese dektrostatische Topdogie &dert sich bei Rickfatungen deutlich, so dass mit der
Strukturdnderung Wedsalwirkungen mit anderen Molekulen ermégli cht werden. Als Beispiel
flr das Ausmald deser elektrostatischen Topdogieanderungen ist in Abbildung 2.9 das 24mer

in zwel, im Experimentalteil i n Lésung nachgewiesenen Konformationen gezeigt.

" In dieser Arbeit wurden nur Systeme vermessen, die durch T,-Einheiten getrennte Guanin-reiche Sequenzen
aufweisen (Ausnahme: Aptamer).

15



— 24mer

intramolekular  intermolekular
monamer tetramer

Abbildung 2.9 : Elektrostatisches Potential an der 16sungsmittelzugangli chen Oberflade des 24mersin zwei
verschiedenen Konformationen. Links: Monomerer intramolekularer Tetraplex. Redhts: Intermolekularer tetra-
merer Tetraplex.

Besonders auffdlli g ist, dassdie nach innen zeigenden Basen erst mit der Rickfaltung (beim
monameren intramolekularen Tetraplex, vgl. Abbildung 2.9-links) von auf¥en gut zugéanglich
werden. Dies wird ua. auch duch de in der CGE beobachtete, vom Strukturtyp abhéngige
Einlagerung des interkali erenden Fluoreszenzfarbstoffes YOYO gestiitzt (vgl. Kapitel 5.5.1).

Nacdhdem die strukturellen Auffalli gkeiten und Abweichungen der G-DNA gegentiber dop-
pelhelikaler B-DNA dargestellt wurden, wird auf die, in Kapitel 5.6 untersuchte Mdgli chkeit
der Kombination keider Systeme ds Grundhbaustein fir supramolekulare Netzwerke enge-

gangen.

2.2.3 Supramolekulare Nanostrukturen

Fur die Entwicklung multidimensionaler payfunktionell er Netzwerke mit maximaler struktu-
reller Integritdt wird seit langer Zeit Uber die Verwendung von DNA nachgedacht. NADRIAN
SEEMAN gilt bezlglich der Entwicklung von Netzwerkstrukturen und Nanoclustern aus Oli-
gonuKleotiden as Vorreiter. In den hisher veroffentlichten Arbeiten wird dabel jedoch fast
auschliefdich DNA auf Basis der WATSON-CRICK-Basenpaarung eingesetzt [Seed7][ See9§].
Die in Netzen nawendigen Knotenpunke werden als HOLLIDAY-Junctions oder ineinander
superspiralisierter DNA-Doppelstrange [Lew98] redisiert. Dadurch ergeben sich auf Grund
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der Flexibilit & dieser Konstruktionen enge Vorgaben an Sequenz und réumliche Ausdehnung
[See98] und chmit prinzipielle Schwierigkeiten bei der Generierung von DNA-Netzwerken,
die esnoch zu Uberwinden gilt.

Durch de Verwendung Guanin-reicher DNA und den daraus gebil deten tetrameren Struktu-
ren als Knotenpunke (G-DNA-CoRE) wird de steuerbare strukturelle Variabilitdt auf ein
Maximum erhoht. Die spezifische Stabilit &, der wie in Kapitel 5.5 gezeigte steuerbare Poly-
morphismus und de besondere Kinetik der Quadruplexe, lassen den Schlusszu, dassfunktio-
nalisierte G-DNA exzellent fur das Gesamtkonzept der Generierung mehrphasig schaltbarer
supramolekularer Nanostrukturen geeignet ist. Ausgehend vongut charakterisierter G-DNA
werden, durch Funktionalisierung der Anfangs- und Endbereiche mit B-DNA bil denden Se-
guenzen (B-DNA-JUNCTION), Bausteine synthetisiert, die sich, auf Grund der hochspezifi-

schen Basenpaaung, selbstorganisierend verhalten.

G-DNA-Core =

—
>
-
&

B-DNA-Junction

Abbildung 2.10: Netzwerk aus funktionalisierter Guanin-reicher DNA. Links. Schematische Darstellung mit
roten G-Ebenen. Rechts: Aufsicht auf die molekulare Anordnung mit einer doppelhelikalen Verbindung aus
d(TCT)-d(AGA). Die entsprechenden Modell systeme d[T,G,TTCT] und d T,G,TAGA] werden in 5.6.3 cha-
rakterisiert.

In Abbildung 2.10 ist neben einer schematischen Darstellung (links) einer einfachen Netz-

werktopdogie @ne mogliche Anordnung der hier charakterisierten Modell systeme in mole-
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kularer Darstellung gezeigt (rechts). Da fur das Verstandnis des hier eingesetzten Konzeptes
grundsétzliche Hintergriinde im Verlaufe des Experimentaltell s erklart werden, wird erst im
Kapitel 5.6 ,, Supramolekulare Nanaostrukturen* vertiefend auf die strukturellen und dynami-

schen Besonderheiten eingegangen.
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2.3 DYNAMISCHE STREULICHTSPEKTROSKOPIE AN MAKROMOLEKULEN IN

L OSUNG

2.3.1 Grundlagen der dynamischen Streulichtspektroskopie

Das Phanomen der Lichtstreuung l&sg sich as Wedhselwirkung der elektromagnetischen
Wellen des Lichtes beim Durchgang durch nicht absorbierende Materie beschreiben. Dabel
ubt das elektrische Feld des einfallenden Lichtstrahles eine dektromagnetische Kraft auf die
Elektronen der Probenmolekile aus. Diese Elektronen werden beschleunigt und cszilli eren
mit der Frequenz des einfall enden Primérstrahls. In einem optisch isotropen Medium® kommt
es durch destruktive Interferenz zur Ausldschurg der in ale Raumrichtungen emittierten
Streustrahlung mit Ausnahme der Ausbreitungsrichtung des Primérstrahls.

Eine Streuung wird also nu dann beobachtet, wenn es auf Grund vonlokalen Fluktuationen
der Dielektrizitétszahl zu pasitiven Interferenzen der Streustrahlung der ill uminierten Streu-
zentren kommt In Mehrkomporentensystemen (z.B. DNA-Molekile in wasgiger Ldsung)
kommt es auf Grund cer BROWNSCHEN Molekularbewegung der gelsten Molekile zu Kon-
zentrationsfluktuationen und @&durch bedingt zu Dielektrizitétsfluktuationen im Streuvolu-
men. Bel dieser thermischen Eigenbewegung der betrachteten Moleklle fuhrt der Doppler-
Eff ekt zu einer Frequenzverschiebung des Streuli chtes relativ zur Frequenz des monochroma-
tischen Primérstrahles. Diese Verschiebung lésd sich in der Frequenz- undoder Zeitdoméne
beobadten [Pecr€q].

Die FABRY-PEROT INTERFEROMETRIE erlaubt die Detektion deser Frequenzverschiebung als
Linienverbreiterung des Streulichtes im Vergleich zum Primérstrahl (Detektion in der Fre-
quenzdomane). Bei der Detektion in der Zeitdoméane werden Intensitétsschwankungen des

Streuli chtes gemessen und Uler einen Korrelator zeitli ch aufgel ost.

8 D.h. Brechungsindex und Dielektrizitatszahl sind im il luminierten Volumen identisch.
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Die Uber den Korrelator ermittelte Zeitautokorrelationsfunktion der Streuli chtintensitét ist
nach dem WIENER-KHINTCHINE THEOREM durch eine FOURIER-TRANSFORMATION mit dem
zugehdrigen Intensitétsgpektrum verknipft. Aus dem Intensitétsgpektrum sind Informationen
Uber die Bewegung der Molekile und damit die hydrodynamischen Groféen zugéanglich.

/%)etektor

n
n
Laser t —
Polarisator \I'/ ki

Streuvolumen

Abbildung 2.11 : Definition des Streuvektors @.

Ein typischer Aufbau fur ein dynamisches Lichtstreuexperiment ist in Abbildung 2.11 ge-
zeigt: Ein monochromatischer, linear polarisierter Laserstrahl wird duch de Probe geleitet,
wobel das unter dem Winkel 6 gestreute Licht mittels eines Photomulti pliers (Detektor) re-

gistriert wird. Die Wellenvektoren k,und k, beziehen sich auf das eingestrahlte bzw. das
gestreute Licht, n, und n, charakterisieren de Polarisationsrichtungen der beiden Licht-

strahlen. Als Streuvektor § bezeichnet man de Differenz der beiden Well envektoren.

q=k -k 2.1)
mit dem Betrag (da sich de Wellenlange beim Streuvorgang nur wenig andert):

PO 4m . [PLC

Iqlzz\h\gnBEB:TsnBEE (2.2)
A = Weéllenlange des einfallenden Lichtes

n = Brechungsindex der Probe
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Durch Variation der Polarisation vonPrimérstrahl und Streustrahl lassen sich zwel verschie-
dene Streugeometrien definieren. In der VV-Geometrie sind Primér- und Streustrahl vertikal
poarisiert, in der VH-Geometrie entsprechend der Primérstrahl vertikal und der Streustrahl
horizontal. Bei ersterem Aufbau spricht man von pdarisierter Lichtstreuung (im Versuchstell
in der pdarisierten Photonenkorrelationsgpektroskopie engesetzt), bel letzterem von depola

risierter Lichtstreuung (hier bei der FABRY-PEROT INTERFEROMETRIE Verwendet).

Unter Verwendung der isotropen Polarisierbarkeit ais, und des Polarisierbarkeitstensors a fir
stéabchenformige Mol ekl e,

. w0 OC
0y =3 (@, +2a,) unda= Jo a, oF (2.3)
B 0 arl

ergibt sich mit der anisotropen Polarisierbarkeit 3 = (a, —a,) fur ayy des pdarisierten Expe-

riments;
. 4
a,, =nan, =aq, +§B (2.9

undim depdarisierten Fall:

o, (25)

I
i
=l

I
%)

Ein VH-Spektrum wird aso nu bel Molekilen mit anisotroper Polarisierbarkeit erhalten
[Pecrq].

2.3.2 Dynamische Lichtstreuung

In der dynamischen Lichtstreuung ist die Wedselwirkung zwischen dem elektromagneti-
schem Feld des einfallenden Lichtes und der Materie gering. Grundage der weiteren Be-
trachtungen ist die LINEAR RESFONSE-Theorie [Zwa65], die bel einer linearen Antwort des

Systems auf die antreffende Strahlung davon ausgeht, dass $ch de beiden schwach gekop-

21



pelten Systeme (Strahlung und Materie) hinreichend genau beschreiben lassen, wenn man
Kenntnis Uber das Verhalten der Systeme in Abwesenheit der Koppung besitzt. Damit kann
in einem dynamischen Streulichtexperiment die Analyse der Streulichtfluktuationen Uber
Zeitautokorrelationsfunktionen geschehen:

(AO)A(T)) = lim %l'th(t)A(t +7) (2.6)

Die Autokorrelationsfunktion keschreibt, wie stark der Wert der Variablen A zum Zeitpunk t
+ 7 vom Wert zum Zeitpunkt t abweicht. Im einfachsten Fall handelt es sch bei der Zeitauto-

korrelationsfunktion einer Messgrole um eine @nfache Exporentialfunktion, de vom Mittel-

wert des Quadrates (A”)zum Zeitpunkt 7 = 0 auf den quedratischen Mittelwert (AY*zum

Zeitpunkt T = oo abfallt:

(AQ)AT)) = (A +(<A2> —<A>2)exp§;—§ (2.7)

T, ist die Relaxationszeit, in welcher die Funktion auf ein e-tel des Anfangswertes abgefall en

ist. Die spektrale Dichte ljserhdlt man Uber eine FOURIER TRANSFORMATION aus (2.6):
| (w) = 1 [ dr (A" (0)A(r) ) exp(-icr) (2.8)
21T J.

mit A als komplex Konjugierte von A.

Im Streumedium mit dem Polarisierbarkeitstensor a indwziert die engestrahlte dektromagne-

tische Welle in einem Molekil das (zeitli ch oszil lierende) Dipomoment [i:
fi(t) =aE(t) (2.9)

E(t) = dektrisches Feld der eingestrahlten Welle
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Das daraus resultierende dektrische Feld des Streulichtes (E,(t)) ist propational zur Kom-
porente a;s des Polarisierbarkeitstensors (in Richtung n, und n,):
E,(t) Da(t)exp(iar (1)) (2.10)

T(t) = Ortsvektor des Streuzentrums

Rotations- und Vibrationsbewegungen fiuhren dabel zu zeitlichen Schwankungen von a;s,
Translationsbewegungen haben Anderungen des Exporentialterms zur Folge. Das gesamte
Feld der gestreuten elektromagnetischen Welle egibt sich dann durch Superposition cer Bei-

trage dler Molekuleim Streuvolumen:
N
Es(t) U, (G.1) = Zais, j (D) exp(i g () (2.11)
J:

N = Anzahl der Molekileim Streuvolumen

In den obken beschriebenen Formali smus der Autokorrelationsfunktionen eingesetzt (2.7), lasd
sich jetzt die Autokorrelationsfunktion des elektrischen Feldes des Streulichtes

<ES(O) E, (t)> beschreiben durch:
<ES(O)ES(t)> 0 Nar?S(d,t) (2.12)

wobei die Polarisierbarkeiten a,, =a,, =a,, gesetzt wurden (sphérisches isotrop pdarisierba

res Makromolekil). Reduziert man de Betradhtung auf verdiinrte Lésungen so geht der dy-

namische Strukturfaktor S(g,t) direkt in de SELF-INTERMEDIATE Streufunktion F,(d,t) Gber:

@0=3 (ep(-ia(r 0 - 0)) 219
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Uber eine Betrachtung des Diff usionsverhaltens von Molekiilen in verdiinrter Lésung [Pec76]

l&sg sich zeigen, dassfur F,(q,t) gilt
F,(d,t) = exp(-g°Drt) = exp(-Tt) (214

D+ = Trand ationsdiff usionskoeffizient

r=1- D, ¢ (2.15)
Tr

2.3.3 Photonenkorrelationsspektroskopie

Zur Anayse von Trandationsprozessen lésd sich de poarisierte Lichtstreuung einsetzen, da
hierbei — sofern die Tragheitsradien der Makromolekiile klein gegen g sind — nur der Trans-
lationsdiff usionsprozess detektiert wird. Registriert wird von dem Photomultiplier (Detektor)
alerdings nicht die dektrische Feldstérke, sondern de Lichtintensitét, die proportional zum
Quadrat der Feldstarke ist®. Damit ist auch nur die Autokorrelationsfunktion der Lichtintensi-
tét 1,(q,t) (AKF@, Autokorrelationsfunktion 2.0Ordnung) experimentell zuganglich. So muss
eine Beziehung zwischen Intensitétsautokorrelationsfunktion 1,(d,t) und Feldautokorrel ati-
onsfunktion 1,(d,t) hergestellt werden. Unter Beriicksichtigung von ° gilt dann fiir die Inten-

sitatsautokorrel ationsfunktion:

E,(6.0)

1,(@0=(1.(6.01.@.0) = E@of) (21

Die Zeitautokorrelationsfunktion cer elektrischen Feldstérke des Streuli chtesist:
1,(G,1) =(E'+(a,0E,(a.1)) (217)

Im verwendeten V ersuchsaufbau der Photonenkorrel ationsgektroskopie trifft nur das von der
Probe gestreute Licht auf den Detektor (HOMODYNE-Experiment). Das elektrische Feld der
Streustrahlung setzt sich aus einer Summe von urabhéngigen Streuzentren zusammen. Bei
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gaudformiger  Vertelung der Streuintensitét  dieser  Streustrahler  (GAURSCHEN
STRAHLUNGSFELD) folgt aus der SIEGERT-RELATION:

1,@@,t) =[1,(a,0)["|1.(a,t)] (2.18)

fir den Zusammenhang zwischen der normierten Intensitétsautokorrelationsfunktion

0,(d,t) und cer normierten Feldautokorrelationsfunktion g, (4, t) gilt:

9,(G,t) =1+ (g,(a,1))’ (2.19)
mit:
@y _(18,01.@a1)
9,(d,t) = 5= - (2.20)
(1,(3,0)) (1)
und

(2.21)

2.3.4 Datenanalysein der Photonenkorrelationsspektroskopie

Die Feldautokorrelationsfunktion g,(q,t) ist im Idedfall verduinrter, monodsperser Losungen

kleiner sphérischer Tellchen nach Gleichung (2.14) Uber eine e@nfache Exporentialfunktion
mit dem Trandationsdiffusionskoeffizienten Dt und dcm Betrag des Streuvektors |q| ver-

knUpft.

Die Relaxationsrate ' ist gleich der reziproken Relaxationszeit (7,)™ des beobachteten

trandationsdiffusiven Prozesses. Durch Auftragung der Relaxationsrate gegen das Quadrat

® Tatsachlich wird hier gewshnlich die Intensitét als Quadrat der Feldstarke definiert.
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des Streuvektors erhdlt man gemal Gleichung (2.15 den apparenten Trandationsdiffusi-
onskoeffizienten Dr.

Die experimentell ermittelten Autokorrelationsfunktionen setzten sich aus einer Summe von

Exporentialfunktionen mit unterschiedlichen Relaxationsraten ', =D, ¢° gemaR einer Ver-

teilungsfunktion G( I ) zusammen (Polydispersitét der Probemolekiile). Die normierte Feld-
autokorrelationsfunktion g, (G,t) 1&s< sich demnad durch folgendes Integral ausdriicken:

@|=1 [6MeTar 222

mit [G(M)d T =1
0

Fur bekannte Verteil ungsfunktionen |asg sich daher die experimentell erhaltene Korrelations-

funktion duch de Anpasaung an eine Verteil ung von Exporentialfunktionen auswerten.

Fur die Losung dieses Problems werden an dieser Stell e die gebrauchlichsten Methoden, das
KUMULANTEN-VERFAHREN [Kop74 und de Auswertung durch INVERSE LAPLACE-

TRANSFORMATION (ILT) [Pro82, vorgestellt.

Besteht die experimentelle Korrelationsfunktion aus einem einzelnen Relaxationsprozess so
kann de Kumulantenmethode von KorPreL angewendet werden. Bel dieser Methode wird de
logarithmierte Feldautokorrel ationsfunktion:

Injg,(t)[=- (T ) 1 +Inj’G(T) e T{Mrgr (2.23

in einer Reithe von Kumulanten K; entwickelt. Der zweite Term der logarithmierten Korrel ati-
onsfunktion wird in einer McLAURIN-REIHE um die mittlere Relaxationsrate I Dentwickelt.

Der erste Kumulant entspricht dabel der mittleren Relaxationsrate, K; = T[]

00

In|g,(0)|=- (T ) 7+ Z%Ti(—l)i (2.24)
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In|g,(1)| =K1 +%r2—%r3+mﬂﬂﬂ (2.25)
mit
K, :Ee(r) (r=(r))dr (2.26)

Der normierte zweite Kumulant K, ist ein Mal? fir die Breite der Verteilung, er entspricht der

Varianz o fiir die Abweichung der Korrelationsfunktion voneiner Exporentialfunktion und
liefert ein Mal3 flr die Polydispersitét der Probe. Der dritte Kumulant K, gibt den Grad der
Asymmetrie der Verteil ungsfunktion an.

Setzt sich die Korrelationsfunktion aus einer Summe von Verteil ungen mehrerer Relaxations-
raten zusammen, so kann de Auswertungsmethode nach Koppel nicht mehr verwendet wer-
den. Zur Ldsung der Integralgleichung (2.22 bietet sich dann eine INVERSE LAPLACE-
TRANSFORMATION (ILT) an. Diese liefert aber fir eine experimentelle Feldautokorrelations-
funktion, de immer mit einem Rauschen behaftet ist, urendich viele Lésungen. Die Lésung
des Inversionsproblems geschieht hier mit elnem Regularisierungsverfahren, welches im
FORTRAN 77 Programmpaket CONTIN von S.W. PROVENCHER [Pro82 integriert ist.

Bel diesem Regularisierungsverfahren wird zunachst die Integralgleichung innerhalb eines
endichen Frequenzfensters durch numerische Integration in ein lineaes Gleichungssystem
Uberfuhrt. Die Anzahl der erhaltenen Losungen muss durch zuséizliche Randbedingungen
(z.B. keine negativen Ldsungen) weiter eingeschrankt werden. Die endgultige Auswahl der

»besten” Ldsungen erfolgt mit Hilfe @nes FISCHER-FUNK TIONS-TESTES.

Man erhdlt so de Vertellungsfunktionen der Relaxationsraten mit der kleinst mdgli chen An-

zahl an Extrema, im Rahmen des Anpassungsfehlers.

Liegen de beobadteten Relaxationsprozess innerhalb einer Dekade auf der Frequenzskala,
so lassen sich dese nach der Anayse mittels CONTIN nur ungenau his Gberhaupt nicht von-
einander unterscheiden [Pro87.
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Aus den einzelnen Momenten i, welche die CoNTIN -Analyse liefert, kann de Varianz o2

der einzelnen Relaxationsraten berechnet werden.

U, :j'G(F) dr; u1=}rG(r) dr; =}r2c;(r) dr (2.27)

Der normierte zweite Kumulant i (normierte Varianz) ist dabei Uber die mittlere Relaxations-
rate [T O(erster Kumulant) sowie die mittlere quadratische Relaxationsrate (T2 O(zweiter Ku-

mulant, Varianz 6°) definiert.

H =(r) ; H :<r2> (2.28)
(2.29)

2.3.5 Fehlerabschatzung in der Photonenkorre lationsgpektroskopie

Fehlerquellen fir die PKS sind in erster Linie die Temperaturschwankungen undUngenauig-
keiten bei der Winkeleinstellung. Nimmt man an, dass die Temperatur auf 0.3°C und d&r
Winkel auf 0.01° genau eingestellt werden kdmen, so ergibt sich fir den Trandations-
diffusionskoeffizienten bel 20°C und einem Streuwinkel von 90°ein relativer Fehler von 246
[Bol98]. Durch de Auswertung mit dem Programm CONTIN [Pro82 ergeben sich jedoch
weitere Fehlermdgli chkeiten bel fehlerhafter Wahl des Datenbereichs fir die Anpasaung. Bel
mehrfacher Auswertung lagen hier die Abweichungen teilweise im Bereich von 446, was mit
friheren Beobachtungen Ubereinstimmt [Bol98].
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2.3.6 Fabry-Perot Interferometrie

Bei den Fabry-Perot Interferometern handelt es sch un hochaufldsende optische Filter, die
zur Bestimmung sehr schneller Prozesse im Bereich vonca. 107° bis 10 ™*° s eingesetzt wer-
den [Pecrg)].

Das Interferometer besteht im wesentlichen aus zwei auf der Innenseite verspiegelten Platten,
zwischen denen das eingestrahlte Licht (hier das Streulicht der Probe) vielfach reflektiert
wird. Positive Interferenz tritt dann bel einem Spiegelabstand dfiir planparall ele Spiegel unter
der Bedingung

d=n2 (2.30)

A = Waelenlange
n = ganze Zahl

ein. Licht anderer Wellenlangen wird duch destruktive Interferenz ausgeldscht. Bei der Auf-
nahme e@nes Spektrums wird der Spiegelabstand (ber piezoel ektrische Elemente varii ert, wo-

bei die Intensitétsmaxima periodisch im Frequenzabstand von

c

FB=— 2.31
~d (2.31)
fur planparall ele Spiegel bzw.
c
FB=— (2.32)
4d

fur konfokale Spiegel auftreten. Diese Grofe wird as freier spektraler Bereich (FSB) be-
zeichnet.
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Viele Molekile lassen sich in erster Naherung als zylindersymmetrische Teil chen beschrei-
ben, fur welche die spektrale Dichte in VH-Geometrie gegeben ist durch [Pecr6]:

101 5 (60+7) [

ris” @ e@aery (239

I (0, ) :<N>
Die Rotationen sind bei den hier vorliegenden Strukturen so schnell, dass der Beitrag des
Translationsdiffusionskoeffizienten vernadhléssgt werden kann. Schreibt man de spektrale
Dichte nicht als Funktion der Kreisfrequenz w, sondern als Funktion der Frequenz v, so erhdlt

man:

rR
2 2
M +v

lyy V) = K(N) B2 (2.34)

K = Propartionalit atsfaktor

Demnad wird das Spektrum symmetrischer Rotatoren in der depolarisierten Lichtstreuung
von einer LORENTZ-Funktion mit der Halbwertsbreite
1 60

M= =— 2.3
Room, 2m (239

gebil det. Aus der Halbwertsbreite laseen sich dann de Rotationsrel axationszeit 1 bzw. der
Rotationsdiff usionskoeffizient 8 bestimmen.

2.3.7 Datenanalysein der Fabry-Perot I nterferometrie

Das experimentell ermittelte Spektrum lep(w) ist die Faltung der Apparatefunktion A(w) mit
dem wahren Spektrum I(w).

| o (@) = Alw) Ol (w) = } A (w-w)dw' (2.36)

Mit Gleichurg (2.34) als Funktion der Kreisfrequenz wfolgt dann:
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e
M2 +(w-w)’

Iexp(a)):IA(w')K<N>B2 (2.37)
Beschrankt man sich bel den Integralgrenzen auf den freien spektralen Bereich (endiche An-
zahl an diskreten Mesgpunken), so ist eine Darstellung von (2.37) als Summe méglich. Expe-
rimentell werden vier Ordnungen dargestellt, wobei an erster und vierter Position nu die Ap-
paratefunktion erscheint, die beiden mittleren Ordnungen stellen besagte Faltung dar (vgl.
[Nie9g]). Da jede Ordnung jedoch Beitrage anderer Ordnungen enthélt, muss zusétzlich tler
alle Ordnungen des Spektrums aufsummiert werden.

rR
rR +(w_w| I_("‘)k)

| oo (00) = Z A(w')i K(N)p? (2.39)

n = Anzahl der Mesgpunke® innerhalb eines FSBs
m = Anzahl der Ordnungen
wx = Frequenz des Maximums k-ter Ordnurgy

Die Apparatefunktion und dle Spektren der zweiten und ditten Ordnung werden an LORENTZ-
Funktionen angepasg und de emittelten Anpassungsparameter bei einer iterativen Entfal-
tungsprozedur (rekursive Anpasaung und Faltung) als Schéatzwerte @ngesetzt. Dabel wird de
Summation Uker die Ordnungen auf die gemessenen undauf jeweil s zwei niedrigere und zwei
héhere Ordnungen beschrankt. Die Minimierung der Abwelchungsquadrate erfolgt nach ei-
nem MARQUARDT-V erfahren.

2.3.8 Fehlerabschatzung in der Fabry-Perot Interferometrie

Bel der FPI ergeben sich Fehler durch de Temperaturempfindichkeit der Apparatur, die zu
einer Frequenzdrift fuhrt. Diese Fehler sind nu schwer abzuschétzen; an stark streuenden
Proben ergaben sich bei Mehrfachbestimmungen jedoch Abweichungen unter 2%. Weltere

Fehlereinflisse erhdlt man aber auch hier durch de Auswertung. Gerade bel sehr schwach

9 Dadievier Ordnungen auf 2048 anée der MCS-Karte verteilt werden, ist n= 500 (vgl. Kapitel 4.1.2)
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streuenden Proben —wie hier im Fall des 8mers d[T,G4T,] — betragen de relativen Abwei-
chungen 3% bis 7%. In desen Félen wurde durch Messeiten bis zu 5h po Temperatur

(4800 Einzelspektren) und Mehrfachbestimmungen versucht, den Fehler zu minimieren
(<4%).

2.3.9 Hydrodynamik

Fur die Diffusion kuggformiger Molekile in Lésung gelten de STOKES-EINSTEIN
BEZIEHUNGEN:

KT
67T, R,

(2.39)

DT

KT
8rm,R:

6= (2.40)

Rnh = hydrodynamischer Radius
No = Viskositédt des Losungsmittels
Damit folgt Giber Gleichung (2.35 die STOKES-EINSTEIN-DEBYE BEZIEHUNG:

NoVh

e

(2.41)

V' = hydrodynamisches Volumen

Uber die Temperaturabhéngigkeit von tr bzw. Dt lassn sich daher Aussagen (ber das hyd-

rodynamische Volumen der Teil chen maden.
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2.4 HYDRODYNAMISCHE M ODELLRECHNUNGEN

Modellrechnungen ermdglichen de Vorhersage hydrodynamischer Grof3en von Makromole-
kilen beliebiger Gestalt in Lésung. Durch den Vergleich der aus den Modellrechnungen er-
haltenen Daten mit experimentell bestimmten Werten sind Aussagen zur in Lésung vorlie-

genden Struktur moglich [Bol99].

Bei dem hier verwendeten , Bead“-Modell wird de Form der zu berechnenden Makromole-
kile durch Kugeln angendhert, wobei in reduzierten Modellen Atomgruppen (z.B. der Hete-
rozyklus der Basen oder die Wassermolekiile) zu einer Kugel zusammengefasd werden. In
der z. Zt. bestméglichen Annéherung an die fraktale Dimension des zu berechnenden Systems
entsprechen de Kugeln den VdW-Radien der vorkommenden Elemente (atomare Aufldsung
— vgl. Abbildung 2.12-redhts).

i

i

d[CG éﬁjﬁ vdW-Beadmodell

Abbildung 2.12: Links: Die Sequenz d[CG]sin schematischer Darstellung. Mitte: Ein reduziertes Beadmodell
ebendieser Sequenz (vgl. [Nie96]). Redhts: Atomare Darstellung mit vdw-Radien der enthaltenen Elemente.

Die Durchfihrung der in [Gar77][Gar81][Blo77][Nie96] beschriebenen hydrodynamischen
Modellrechnungen zu den Transporteigenschaften von Makromolekilen in Lésung werden in
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diesem Kapitel fur verschiedene DNA-Modell systeme vorgestellt. Dabei ist es erstmalig
moglich, ale Strukturen in atomarer Auflésung darzustellen undzu berechnen, was gegen-
Uber [Nie96] zu einer Erh6hurg der Vorhersagegenauigkeit fur den Trandationsdiffusi-
onskoeffizienten und ar Rotationsrel axationszeit flhrt.

24.1 Moddlsysteme

Um die Leistungsfahigkeit und Prézision der gegentber [Nie96] modifizierten Durchfihrung
und \erdnderten Programmteil e des verwendeten Programmpaketes zu urtersuchen, werden
verschiedene, gut charakterisierte DNA-Sequenzen bekannter Konformation (sog. Modell-
systeme) geredhnet und anschlief3end de ehatenen hydrodynamischen Transportgrofen mit
den experimentell ermittelten (Literatur-)Daten verglichen. Eine Ubersicht der verwendeten
Sequenzen/Strukturtypen ist in Tabelle 2.1 dargestellt.

Die hydrodynamischen Grofen der in Tabelle 2.1 aufgefuhrten selbstkomplementéren dap-
pelhelikalen Sequenzen (Strukturtyp: B-DNA) werden, wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben, er-
mittelt. Ausgehend von a@n fur diese Modell systeme ehatenen Ergebnisse werden de Rech-
nungen auf komplexere Strukturen ausgedehnt (Strukturtyp: Z-DNA und Strukturtyp: Hair-
pin-B-DNA).

Strukturtyp Bezeichnurg Sequenz
8mer d[(CG)4°"°
B-DNA, Duplex 12mer d[(CG)¢°"°
16mer d[(AT)s(CG)o(AT)4]"+>
13mer d[(CG),TTGTT(CG),]°-*
B-DNA, Hairpin <
17mer d[(CG)sTTGTT(CG)4""
Z-DNA, Duplex 24mer d[(CG)1]°°
15mer d[GGTTGGTGTGGTTGG]P-> "R
G-DNA, intramol ekul ar <
24mer d[(T2Ga)4] DLS NMR
G-RNA, intermolekular 6mer rfUG,U]P-3 "R

Tabelle 2.1: Sequenzen der DNA-Konformere die aur Verifizierung der Modellrechnungen verwendet werden.
DLS: Transportgrdfien aus Lichtstreumessungen, NMR: Strukturdaten aus NM R-Untersuchungen in wassiger
Losung.
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Zum Abschluss der Verifizierung werden de Untersuchungen auf die Tetraplexe eweitert.
Hier sind de berechneten hydrodynamischen Grofen von zwel rein intramolekularen und
einem rein intermolekularen Tetraplex mit experimentellen Ergebnissen zu vergleichen. Ge-
rade zu desen Tetraplexen liegen neben Ergebnissen aus der Streulichtspektroskopie auch
NMR-Strukturdaten var, wobel die lonenstérken undallg. Losungsbedingungen mit denen,
die in den Proben fur die Lichtstreuung eingestellt wurden vergleichbar sind. Damit kénren
diese Strukturdaten als ,,in Lésung wahr fur die Rechnungen eingesetzt werden, was von

Bedeutung firr die Berechtigung der Grundstrukturgenerierung™* ist.

2.4.2 Durchfuhrung der Modellrechnungen

Die Durchfiihrung der hydrodynamischen Modellrechnung setzt sich aus folgenden Einzel-
schritten zusammen (vgl. Abbildung 2.13):

. Generierung der solvatisierten DNA.

. Berecdhnung der l6sungsmittelzuganglichen Oberflache (ASA/CSA-Konzept
[Nie96]) mittels des FORTRAN7 7-Programms MBA [LeeB8]. Hier wird der Radius
fr die H,O-Probenkugel auf 140pm festgesetzt.

. Ermittlung der hydrodynamischen Grolen mittels des FORTRAN77-Programms
NIcEMENOT*? urter stick Randbedingungen undmit dem originalen OSEeN Tensor
[Nie9§].

1 Eventuelle Abweichungen von den Ergebnissen der doppelhelikalen Systeme (beziglich Wasserhiilendicke
etc. vgl. Kapitel 2.4.2.1) kdnnen bei der Verwendung von Strukturdaten aus anderen Untersuchungsmethoden
(mit anderen L6sungsbedingungen) nicht zugeordnet werden, da bel anderen Bedingungen auch (geringfligig)
andere Strukturen/M orphologien vorliegen kdnnten und damit der Vergleich der Modell rechnungen mit den
Ergebnissen der DL S redundant wére.

12 Djeses Programm basiert auf dem Programmpaket TRANSP und TRV von J. GARCIA DE LA TORRE, De-
partamento de QuimicaFisica, Universidad de Murcia, Murcia, Spain.
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Modellrechnungen — D, und 1,

|. Generierung der solvatisierten DNA.
HyperChem, PDB-Datenbank... (Modéell sequenz 8mer Duplex).

2. Solvatation
+ 1594 H,0

3. Energie-
minierung

1. ASA/CSA - Konzept
L 6sungsmittelkugel

ASA aaessble surface area
—p» CSA —)
X,y,z Koordinaten undeffektiver -
Radius der dem L 6sungsmittel d=270 pn
zuganglichen Kugel

d=380

1. Berechnung experimentelle Werte Modell

der hydrodynamischen GroRen| = D 20C T
1.58d =270

B-DNA 8mer | 3. . 1.56d = 305
(CG)4 1.46d = 380

Abbildung 2.13: Durchfuihrung der hydrodynamischen Modellrechnungen am Beispiel des 8mer Duplexes.
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Alle in dieser Arbeit verwendeten Ergebnisse wurden mit weterentwickelten Programmen
erzielt, die urspriinglich von'? [Lee88] und [Nie96] geschrieben wurden. Die Rechnungen
fanden auf xx86" kompatiblen Winpows 9x- und Linux- (Kernel 2.1 o. holer) Rechnern
statt. Dabei standen urter Linux bis zu 512V B Hauptspeicher zur Verfiigung.

2.4.2.1 Bildung der Grundstruktur und Hydrathulle (1)

Zur Durchfihrung der Modellrechnungen missen de Strukturdaten der DNA-Molekile an-
schlieflich der umgebenden Waserhiile im PDB*- Format vorliegen. Die Generierung der
Grundstruktur der Duplex- und Hairpin- Spezies (vgl. Tabelle 2.1) wird mit dem Winpbows™
Programm HYPERCHEM ™ [Hyp96 nach [Nie96] durchgefiihrt. Abweichend von dem dort
beschriebenen Vorgehen, werden de Natriumgegenionen bei alen gerechneten Strukturen in
166.8pn Entfernung zu den Phosphatgruppen platziert. Die Tetraplexstrukturen werden ent-
weder direkt aus der PDB-Datenbank geladen, sofern NMR- oder Rontgenstrukturanal ysen
bereits durchgefthrt wurden, oder mittels HYyPERCHEM durch den Umbau bereits vorhande-
ner, dhnlicher Strukturen bereitgestellt. Die genaue Anamnese der Daten fir die hydrodyna-
mischen Modellrechnungen der einzelnen Systeme ist im Anhang (Kapitel 9.2) dokumentiert.
HYPERCHEM bietet gleichzeitig die Moglichkeit, die Grundstrukturen zu solvatisieren, wobel
die Grofle der Wassrbox in ale Raumrichtungen auf +830pm zur Ausdehnung der DNA-
Struktur gewahlt wird. Dabei betragt der Mindestabstand zwischen dem Sauerstoffatom des
Wassrs und der DNA-Oberflache 230pm, so dassin alle Raumrichtungen die Dicke der
Was=rhiile mindestens 600pm betragt. Anschlief3end wird de DNA und de Wassrbox je
zweima abwechselnd einer Geometrieoptimierung unterworfen™. Die Wassrbox und de
Struktur werden danach geichzeitig einer kurzen MD-Simulation™ unterzogen, um die Was-
sermolekile optimal um die DNA zu platzieren und eventuelle Spannungen in dem DNA-
Gertst zu verringern. In den Tetraplexen werden dabei die G-Ebenen durch Anlegen eines

13 Ausschliefli che Verwendung von AMD-Prozessoren [AMD].

4 Protein Data Bank.

15 Tetraplexebenen, die aus NMR-Daten (in Lésung) generiert wurden, werden durch Anlegen eines harmoni-
schen Potentialsimmer festgehalten. FLETCHER-REEVES Geometrieoptimierung, Abbruchkriterium RMS Gra
dient < 0.1kcd/mol.

1 AMBER-Kraftfeld, 10ps Laufzeit bei 293K, Zeitschritt: 0.001s.

37



harmonischen Potentials'’ festgehalten. Da HYPERCHEM nur Solvensboxen Keiner
56104.1m Kantenlénge generieren kann, musgen de Strukturen des 24mer Z-DNA Duple-
xes, des 24mers as tetramerer Tetraplex und de supramolekularen Strukturen anders bereit-
gestellt werden. Das entsprechende DNA-Grundgeriist wird hierfir geteilt, die @nzelnen
Halften wie oben undim Anhang dokumentiert, modifiziert und anschli ef3end wieder zusam-
mengefuhrt.

2.4.2.2 Berechnung von ASA/CSA (11) und der hydrodynamischen Gréen (111)

Fur die Berechnung der |6sungsmittelzugénglichen Oberflache (Schritt 11) wird dem Scha-
lenmodell (vgl. [Nie96]) entsprechend verfahren. Dabei werden aus der Losungsmittelbox,
welche die DNA umgibt, Wassrhillen in Dicken von 250 bs 400pm in einer Schrittweite
von 10pn geschnitten'®. Hier werden jeweils al die Wassermolekille in de Modellrechnung
miteinbezogen, deren Sauerstoffatom innerhalb des vorgegebenen Abstands d von der DNA-
Oberflache entfernt liegt. Die Natriumionen werden dabel wie Wassermolekille behandelt und
bei entsprechendem Abstand in die Modellrechnungen mit einbezogen®®. Der gesamte Vor-
gang ist in Abbildung 2.13 schematisch am Beispiel des 8mer Duplexes dargestellt. Als Ac-
cessble Surface Area(ASA) wird dann de Flade definiert, die durch das Zentrum einer tber
das Molekll gerollten Losungsmittelkugel aufgespannt wird. Die Contad Surface Area
(CSA) entspricht dem Antell an der VAN DER WAALS-Oberfladhe, die von der Probenkugel
berthrt werden kann. Aus dieser Flache wird wiederum fur die enzelnen Reibungszentren ein
eff ektiver Radius von sich nicht Giberlappender Kugeln beredhnet. Diese gehen dann mit ihren
X, y undz-Koordinaten in de agentliche Berechnung (Schritt 111 - [Nie96]) ein.

Aus der in Abbildung 2.13 unter 11 gezeigten Generierung der ASA und damit auch der CSA
wird ein wichtiger Punkt fir die Berechnung der hydrodynamischen Grof¥en deutlich. Bel
Strukturen, de ane zerkliftete Oberflachentopdogie (vgl. auch Abbildung 2.5) aufweisen,

werden (Wasser-)Moleklle in desen Spaten und Furchen nu berlicksichtigt, wenn sie der

1 POSITION RESTRAINING.

18 Nachdem sich im Verlaufe der Arbeit die Dimension der zu beriicksichtigenden Wasserhiille ezechnete,
wurde im Bereich von 280pm bis 320pm in 5pm Schritten gerechnet, daftr auf die 380pm bis 400pm verzichtet.
9 Fiir die Natriumionen wird dabei nicht der in den Abhildungen verwendete Van der Wads Radius eingesetzt,
sondern der VdW-Radius des Sauerstoffs al's Grofe herangezogen.
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Probenkugel zuganglich sind. D.h., dass sch eine dickere Wasserhiile nicht linea auf die
berechneten TransportgrofRen auswirken muss was in Abbildung 5.1-links oben gezeigt ist.
Gleichzeitig wird de Begrenzung der fraktalen Dimension vond auf die Schrittweite von
max. 10pm begriindet und de hohe Sensitivitét der Methode dokumentiert.

Abschlief3end werden die Ergebnisse der hydrodynamischen Modell rechnungen mit den expe-
rimentell ermittelten TransportgrofRen verglichen. Die Verifizierung der zu berlicksichtigen-

den Wasserhtlle wird in 5.1 ausfuhrli ch erlautert.

2.4.3 Fehlerabschatzung

Zu den Modelrechnungen kann auf Grund fehlender Mehrfachberechnungen (fur die Intel-
systemen) und mangelnder Kenntnis der genauen Hardwareausgattung nur eine Beobachtung
beschrieben werden. Bei den Modell rechnungen zeigte sich wiederhalt, dassderzeiti ge” Intel
Pentium 11/111 Systeme [Intel] nicht zur Durchfilhrung geegnet sind. Die literaturbekannten®
Fehler im Fiel3kanma- und Ganzzahlbereich wirken sich bei dem fir Testrechnungen ver-
wendeten Modell system des 8mers in Abweichungen bis zu 11% in der Rotationsrel axations-
zeit aus (5.42rs auf AMD [konsistent fir AMD K6-200, K6-11 450, K6-111 400 und HP (A-
palo 9000Workstation) vs. 4.90rs auf Intel PllII — 90MHz, 4.78rs auf Pll 350MHz). Es
wurde immer SUSE Linux 6.3-7.3[SuS01] verwendet und d&r Quell code neu compili ert (g77-

Compil er).

20 gtand 2/2001
2L pentium® 11l Procesor datashee (Order Number 244452001) [Intel].
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2.5 UV-SPEKTROSKOPIE

Die UV-Spektroskopie ist ein Verfahren der optischen Spektroskopie, das auf der spezifi-
schen Absorption vonUltraviolettstrahlung durch UV-aktive Chromophae in anorganischen
und aganischen Verbindungen beruht. Sie dient in der Biochemie/Biologie u.a. zur Konzent-
rationsbestimmung von DNA oder Proteinen in Losung. Da in kooperativen Strukturen wie
der DNA (Basenstapelung entlang der Helix) die Absorption von ar Tertiarstruktur abhangig
ist, sind uker die Differentialanalyse der temperaturabhdngig aufgenommenen Spektren auch
Aussagen zur Struktur, bzw. zu Strukturdnderungen der DNA mdglich.

Elektromagnetische Strahlung kann kel der Wechselwirkung mit Materie gestreut (vgl. Kapi-
tel 2.3.7) oder absorbiert werden. Betrachtet man de Absorption, so nmmt die Intensitét der
Strahlung nach dem LAMBERT-BEERSCHEN Gesetz auf dem Weg durch das Probenvolumen
exporentiell ab:

|og|'—0 =—¢[c]d ~ A= —|og|'—0 (2.42)
Hierin ist d die Schichtdicke des absorbierenden Mediums, [c] die Konzentration des Chro-
mophas und € der molare Extinktionskoeffizient (well enléngenspezifisch). A ist die Absorp-
tion undwird héufig als Absorbanz, Extinktion oder in der Biologie/Biochemie ds optische
Dichte (0.D.) bezeichnet.

Die UV-Spektren vonNukleinsduren sind geprégt durch de starke Absorption der Purin- und
Pyrimidinbasen im Wellenldngenbereich von 240280 mm, die durch de Stereochemie und
konformative Wedselwirkungen mit dem Ribose-Phosphat-"Backbore” beeinflusg werden
[Bla96]. Das Absorptionsmaximum liegt dabei fir OligonuKeotide bel etwa 260 rm [Lew?98],
die zugehdrigen Extinktionskoeffizienten €60 nm habben Werte in der GrofRenordnung von ca
10* — 10 LQmol©Bm) ~*. UV-Mesaungen bei dieser Wellenlange dienen zur Konzentrations-
bestimmung von DNA in Lésung [Bla96€] (vgl. Kapitel 4.2).
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Neben der Konzentrationsbestimmung von DNA-Proben wird de UV-Spektroskopie zur
Untersuchung des Schmelzverhatens von DNA eingesetzt. Erwdrmt man doppstrangige
DNA, beginnen sich ab einer bestimmten Temperatur die Wasserstoffbriicken zwischen den
Strangen abrupt zu l6sen (kooperativer Eff ekt der Basenstapelung). Diese Temperatur ist von
der Basensegquenz des DNA-Stranges, der lonenstarke und lonenart der Ldsung abhangig. Die
mit dem Aufschmelzen verbundene Zunahme der Absorption bei 260m wird als hyperchro-
mer Effekt bezeichnet. Eine Anderung im Absorptionsverhalten kann auf strukturabhéngige
Dipd-Dipd-Wedsalwirkungen zurtickgeftihrt werden [Bla96] und ist z.B. zu beobadten,
wenn es zu einer Aufhebung der Stapelung der Basen (etwa in einer Doppelhelix) kommt Bel
einer Auftragung der Absorption (A = 260rm) gegen de Temperatur erhdlt man eine sigmoi-
dale Kurve (vgl. Abbildung 2.14-rechts), deren Wendepunk als Schmelztemperatur (T.,) der
DNA definiert ist.

250 260 270 280 290 300 O 10 20 30 40 50 60 70 80O .
F T T v T u T T T T T T T T T T T ,

074
lo,72
10,70
10,68
10,66
10,64
10,62
10,60
10,58

0,0 = R S =7
250 260 270 280 290 300 0 10 20 30 40 50 60 70 80

A [nm] TI[°C]

260

Abbildung 2.14 : Links: Schmelzverhalten einer 16bpDoppelhelix d[(AT)g]. Rechts: Temperaturabhangige
Absorptionswerte bei A=260nm (Schmelzkurve). A; und A, stellen die Plateau-Werte da, A; entspricht dem
Absorptionswert der aggregierten Struktur, A, entspricht dem Wert, wenn alle Doppel heli ces geschmol zen sind.

Auch bei den hier untersuchten Tetraplexen aus Guanin-reichen OligonuKeotiden lasg sich
ein Schmelzen beobadten.

Das Schmelzverhalten und de Schmelzkurve der G-DNA Sequenz d[G,T G, TGTG,T,G;] ist
in Abbildung 2.15 gezeigt. Die Spektren deses OligonuKeotids zeigen zwei isosbestische
Punkte bei etwa 285rm und 270m (Abbildung 2.15-links). Zwischen diesen Punkten beo-
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badchtet man einen hyperchromen Effekt, d.h. de Absorption ist bei gestapelten Basen in
Quadruplexen niedriger as die Absorption kei den nach dem Aufschmelzen vorliegenden
Einzelstréngen.

1 %50 260 270 280 290 300 310 O 10 20 30 40 50 60 70 80
) T 0,20

T T T T T T T T T T T T T T T T T
Ly

0,18

<J%&Gtische Punkte T

6.35°C

| o N
02t - .7]_IC.\I\ i

00— - R e il i
250 260 270 280 290 300 310 0 10 20 30 40 50 60 70 80
A [nm] T[°C]

0,16

0,14 <

0,12

0,10

Abbildung 2.15: Links: Schmelzverhalten einer intramolekularen Tetraplexstruktur (15mer). Rechts: Schmelz-
kurve (geschlossene Symbole) und Abkuhlkurve (offene Symbale). A;: intakter Tetraplex. A,: vollsténdig ge-
schmolzener Tetraplex.

Da die Absorption am isosbestischen Punkt weitgehend urebhéngig von der temperatur- und
ionen(art)abhéngigen Tertiarstruktur des OligonuKeotids ist, kann in dem jewelligen Wel-
lenlangenbereich sehr genau de Konzentration bestimmt werden (vgl. Kapitel 4.1.3und4.2).

Diein Abbildung 2.16 dargestellten relativen Differenzbetrage der Sequenz d[T,G4T2G4T,] in
48mM NaCl zeigen, dass die prozentualen (relativen) Absorptionséanderungen ab dem isos-
bestischen Punkt bei 285mMm-290m in Richtung des langeren Wellenldngenbereiches gark
ansteigen undfiir 297m tiber 30% ausmadhen (bei anderen Sequenzen kann de Anderung
hier 50% — 80% betragen [Mer98]). Dagegen betragt die relative Anderung bei 260rm ledig-
lich 4%. Daher ist bei 297mm die Bestimmung der Schmel ztemperatur sehr viel genauer mog-
lich as bei 260mMm. Die Mesaung bei noch groferen Wellenlangen durchzufiihren bringt auf
Grund der nur noch sehr schwachen Absorption der Losungen lediglich bei hoher konzent-
rierten Proben Vorteile. Gleichzeitig wird das Vermessen sehr konzentrierter DNA-Proben
ermdglicht, das erlaubt, direkt mit den fur die Lichtstreuung angesetzten Proben zu arbeiten.

Ein weiterer Vortell dieser Methode ist die Unterscheidungsmoglichkeit von G-
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Quartettbil dung (hypochrom bei 297rmm) und C-G-Basenpaaung bei der Doppel helixbil durng
(hyperchrom bei 297rm) [Mer98].

240 250 260 270 280 290 300 310
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relative Absorptionsdifferenz
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[=)

-0,09

240 250 260 270 280 290 300 310
A [nm]

Abbildung 2.16 : Absolute (schwarz) und relative (blau) Absorptionsdifferenzen fir das Schmelzen der Sequenz
d[T,G4ToG4T5] mit ¢(DNA) = 22umin 48mM NaCl. Messtemperaturen 20°C (aggregiert) und 75°C (voll standig
geschmolzen).

Neben Beitrdgen zur Strukturaufkldrung (vgl. auch Kapitel 5.7) bietet die UV-Spektroskopie

die M&gli chkeit, thermodynamische Daten Guanin-reicher DNA zu ermitteln.
Fur die molare freie Standardenthalpie AG® gilt:
AG® = -RTInK (2.43)

mit der thermodynamischen Gleichgewichtskonstante K. AG® kann auch as Funktion der

molaren Standardenthalpie AH® undder molaren Standardentropie AS° ausgedriickt werden

AG® =pAH® -TAS’ (2.44)
Damit gilt fur InK
0 0
InK:—ARHT +A; (2.45)
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Nimmt man an, dassAH® und AS°im betrachteten Temperaturintervall temperaturunabhangig
sind, so sind dese Grof¥en aus der Geradengleichung zuganglich.

Fur die Bildung eines Tetraplexes gilt:

nEinzelstrange ~ (Tetraplex), (2.46)
und damit fir K:
_ [Tetraplex], (2.47)
[Einzelstrang]”

Anhand einer sigmoidalen Schmelzkurve (vgl. Abbildung 2.15) kann der Anteil der Tetraple-
xe mit zerstorter Tertidrstruktur an der Gesamtzahl der Tetraplexe (vor dem Schmelzen) be-

stimmt werden®. Damit folgt:

AT) - A _ [Tetrapex]

A-A, [Tetraplexe, (248
Unter Berlicksichtigung von Gleichung (2.46 folgt:
[Tetraplex], = %[ Einzelstrang], (2.49)
Und damit fur Gleichung (2.48):
ATM)-A _ [Tetraplexe] (2.50)

A=h i[Ei nzelstrang],

Fur die Gleichgewichtskonstante K ergibt sich:

22 Nach dem All es-oder-Nichts Modell [Mer98] kann man davon ausgehen, dassnur Einze strange und Tetraple-
xe im Gleichgewicht vorliegen und keine unvoll standig disszii erten Komplexe au berlicksichtigen sind.
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_ _[Tetraplex],
[Einzelstrang]"
- (2.51)

M[Einzelstrang]ol
K = A-A n

) %Ei nzelstrang], - A(T) = A [Einzelstrang],
N A-A n

OO0k

0
o
U
K kann somit aus den Schmelzkurven fir jede gegebene Temperatur bestimmt werden.

2.5.1 Fehlerabschatzung

Als Fehlerquellen bei der UV-Spektroskopie kommen neben der Temperaturungenauigkeit in
der Klvette Absorptionsfehler in Frage. Diese werden vom Hersteller des Spektrometers mit
+ 0.002 angegeben, alerdings nur bel Temperaturen von 15°C bis 35°C. Da die Kivetten
teilweise bis auf 95°C aufgeheizt wurden, sind Mehrfachbestimmungen auch bei hohen Tem-
peraturen duchgefihrt worden. Bei diesen lagen de Unterschiede der einzelnen Absorpti-
onsmessergebnisse jedoch deutlich urterhalb von+ 0.001.Berlicksichtigt man als Absorpti-
onsungenauigkeiten de Werte aus den Mehrfachbestimmungen, so ist fir T, ein Fehler von

maximal + 1°C anzunehmen, wie @ne Reihe von Testauswertungen bestétigt hat.
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2.6 KAPILLARGELELEKTROPHORESE

Die Kapill argelelektrophaese (Capillary gel electrophoresis, CGE) ist ein effizientes Mikro-
analyseverfahren. Es verbindet die hohe Leistungsfahigkeit der Kapill arelektrophaese (CE)
mit den Trenneigenschaften der Flachgelelektrophaese. Die Kapill argelelektrophaese agnet
sich daher zur Analyse geladener Biomakromolekiile wie Proteine und Nukleinsduren. Durch
die Verwendung dunrer Kapill aren (Innendurchmesser [J100um), die dfizient gekihlt wer-
den konren, ist das Anlegen hder elektrischer Feldstdrken moglich. Dies fuhrt zu einer
schnellen Trennung des Analyten.

2.6.1 Elektrophoretische Beweglichkeit

Unter Elektrophaese versteht man de Wanderung geladener Tellchen in einer Flusggkeit
unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes. Der elektrischen Kraft Fe wirkt die Reibungs-
kraft Fr entgegen, de proportional zur Viskositét des Mediums, der elektrophoretischen Be-
weglichkeit des Teil chens vg, und seinem Radius r (STOCKESSCHER Radius) ist. Wenn sich
beide Kréafte das Gleichgewicht halten, bewegt sich das Teil chen mit konstanter elektrophore-
tischer Geschwindigkeit ve,. Gleichung (2.52) zeigt, dassdie dektrophaetische Geschwin-
digkeit propational zum elektrischen Feld E ist.

Vo= 2 (2.52)

ermr
Dieser Propartionalitétsfaktor wird als elektropharetische Mobilit &t pe, bezeichret (vgl. Glei-
churg (2.53). Sieist propational zur Ladungszahl z und nmmt mit steigender Viskositéat des
Mediums n undzunehmendem STOCKESSCHEN Radiusr ab.

Ve _ ze

E oermr

U, = (2.53)
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Die Viskositdt des Mediums ist temperaturabhangig. Gleichung (2.54) zeigt den Zusammen-
hang zwischen der dynamischen Viskositét einer Flissgkeit n und Temperatur T, wobel K
eine Konstante ist, E, die Aktivierungsenergie und R die dlgemeine Gaskonstante. Die Vis-
kositdt nimmt folglich exporentiell mit steigender Temperatur ab, wéhrend de dektrophae-
tische Mohilit & entsprechend zunimmt.

n Oe~"r (2.54)

Abweichungen vom idealen Verhaten der lonen undWedsalwirkungen der lonen urterein-
ander werden durch den Relaxationseffekt und den elektrophaetischen Effekt beschrieben
[Atk96]. Im Elektrolyten sind lonen von einer entgegengesetzt geladenen ionischen Sphére
umgeben. Unter Einfluss eines elektrischen Feldes bewegen sich dese entgegengesetzt gela-
denen lonen in entgegengesetzte Richtungen. Die Nahordnung wird somit zerstort. Das zent-
rale lon befindet sich kurz vor dem Schwerpunkt der umgebenden, entgegengesetzt geladenen
lonen undwird zurtickgehalten. Die daraus resulti erende Ruckbildung der Nahordnung wird
as Relaxationseffekt bezeichnet.

Bel der Wanderung des lons im elektrischen Feld bewegt sich seine ionische Sphére in de
entgegengesetzte Richtung. Die dabel auftretende Reiburgskraft hemmt die Beweglichkeit
des lons zusétzlich. Dieses Phanomen wird als elektrophoretischer Effekt bezeichnet. Um
diesen Sachverhalt zu berlicksichtigen, wird das Produkt aus Ladungszahl und Elementarla-
dung e durch eine dfektive Ladung des lons Qe ersetzt. Der STOCKESSCHE Radius r wird
ebenfall s durch einen effektiven Radius R ersetzt, der die ionische Sphére des Teil chens be-
racksichtigt (vgl. Gleichung (2.55).

Qe
6rmR

Her = (259

2.6.2 Trennleistung und Auflésungsvermogen der CGE

Die Trennleistung eines elektrophaetischen Systems wird duch de Anzahl der theoretischen
Bdden N beschrieben. Gleichung (2.56) zeigt, dassdie Trennleistung vom Diffusionskoeffi-
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zienten des Analyten D, dessen Mohilit &t e, und der angelegten Spannung U abhéngt, wobei
o die Breite der Diffusionszone, | die Kapill arlange und |4 die Kapill arlange bis zum Detek-

torfenster ist.
N=—"Ad="F_ (2.56)

Die Trennleistung ist unabhangig von der Kapill arlénge und der Migrationszeit. Der Diffusi-
onskoeffizient und de Mobilit & sind spezifisch fir den jeweili gen Analyten und komen nicht
variiert werden. Folglich kann de Trennleistung nur durch Erhéhung der Spannung verbessert
werden. Durch Erhéhung der Spannung kommt es jedoch zu einer steigenden Erhitzung des
Analyten in der Kapillare (JOULESCHE Warme), was die Trennleistung wieder einschrankt
[Jor81][Sla95]. Die Warme wird nu an der Kapill arinnenwand duch die Kuhlung abgefiihrt.
Es bildet sich ein Temperaturgradient senkrecht zur Kapill arachse, der einen Viskositétsgra-
dienten zur Folge hat. Daraus resulti ert eine Bandenverbreiterung bei hohen Spannungen. Die
Kuhlung der Kapill are verstarkt zwar den Temperaturgradienten, verhindert aber eine lokale
Uberhitzung des Puffers. Eine Verringerung des Temperaturgradienten wird duch Reduzie-
rung des Kapill arinnendurchmessers erreicht. Daher wird bei der Kapill arelektrophaese mit

dinren Kapill aren (0 10Qum Innendurchmesser) gearbeitet.

Die Anzahl der theoretischen Boden kann aus dem Elektropherogramm direkt durch die Pe&k-
breite bei halber Pegkhthe w und de Migrationszeit t,, bestimmt werden (vgl. Gleichung

(2.57)).
N =5,540k 2.57)
w

Bel der Auftrennung von zwei elektrophaetisch verschiedenen Substanzen duch Kapill are-
lektrophaese |asg sich de Auflésung (Rs) von zwel Signalen aus den Differenzen (Ape,) und

dem Mittelwert ([1,,) der elektrophoretischen Mobilitét bestimmen (vgl. Gleichung (2.58)
[Kar89].
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Rg=—— (258

Die Trennung in der Gelelektrophaese afolgt durch den Siebeffekt einer polymeren Matrix
(Gel). Die Nukleinsauremol ekille werden dabei nach Grole und réumlicher Ausdehnung auf-

getrennt.

Bei der Kapill argelelektrophaese wird zwischen zwei Klassen von Gelen urterschieden. Sta-
tiondre, nicht-quervernetzte Gele basieren auf Agarose- oder Polyacrylamid. Sie werden in
beschichteten oder chemisch modifizierten Kapill aren pdymerisiert oder das Gel wird mit der
Oberflachenbeschichtung der Kapill are vernetzt. Die Nadteil e von quervernetzten Gelen sind
ihre geringe Lebensdauer undihre asfwendige Handhabung. Von Vortelil i st ihre gute Trenn-
leistung, z.B. biszu N = 310" m™ bei der Auftrennung von Polynukieotiden [Gut91].

Mobile oder nicht-quervernetzte Gele sind wésgsige Losungen aus Cell ulosederivaten
([Ham97][Sch99, Polyethylenglykolen oder linearem Polyacrylamid [Heb93. Sie sind einfa-
cher zu handhaben als quervernetzte Gele. Die Polymere werden in einem Puffer gel6st und
konren so var jeder Trennung hydrodynamisch in de Kapill are injiziert werden. Die Separa-
tionseffizienz einer solchen Polymermatrix ist abhéngig von der Art des Polymers, seiner
Kettenlange und seiner Konzentration im Puffer [Mit95]. Die Trennleistung solcher Gele ist
etwas geringer as bei quervernetzten Gelen undliegt maximal im Bereich vonN = 5010° m™
[McG9g].

Die Migration eines Makromolekils wie DNA durch ein Polymernetzwerk wird duch zwel
Modelle, das OGSTON- und s SCHLANGEL- bzw. REPTATIONS-Modell beschrieben [Gen79.
Das OGsTtoN-Modell beschreibt die Bewegung eines garren, nicht-deformierbaren Teil chens
durch ein zufdllig angeordnetes, molekulares Sieb. Die dektrophaetische Bewegung von
grof3en, flexiblen Teil chen durch ein enges, pdymeres Netzwerk wird durch das SCHLANGEL-
Modell beschrieben [Gen79. Im SCHLANGEL-Modell ist bel grof3en elektrischen Feldstarken
die dektrophaetische Beweglichkeit indirekt propational zur Gréfie des Molekils S und zur
elektrischen Feldstérke E (vgl. Gleichung (2.59), wobei K eine Konstante und beine Funkti-
on der Porengrol3e, der Ladung und cer relativen Lange des wandernden Molekils ist.
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u=K(S'"+bE? (2.59)

Mit zunehmender elektrischer Feldstdrke nimmt also der Einfluss der Molekllgrofe auf die
elektrophaetische Beweglichkeit ab. Bel der Flachgelelektrophorese ist die Auftrennung da-
her auf eine maximale Grofe der DNA von 20000Basenpaaren begrenzt. Fur grofere DNA-
Molekile wird deshalb de PuLSED FIELD-Gelelektrophorese verwendet [Sch84], bei der die
Polaritét des elektrischen Feldes pulsweise gewedselt wird, um eine bessere Auftrennung zu
erhalten.

2.6.3 Fehlerabschatzung

Diein der Kapill argelelektrophorese aufgenommenen Elektropherogramme werden als fehler-
frei angenommen. Da ausu. g. Griinden (vgl. Kapitel 4.2.3 ohne Marker gearbeitet wird, sind
nur relative Strukturzuordnungen maglich. Aufferdem sind auf Grund fehlender Erfahrungen
zu der Einlagerung des verwendeten Farbstoffes in tetramere helikale Strukturen de Integrale
der Elektropherogramme nur qualitativ auszuwerten. Die Auswirkung der verwendeten Puf-

fersysteme auf das Messrgebniswird im Einzelfall diskutiert.
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3 KOMBINATION DER METHODEN UND ARBEITSPLANUNG

3 Kombination der M ethoden und Arbeitsplanung

Im Folgenden wird eine Ubersicht Uber die éngesetzten experimentellen (DLS, UV-
Spektroskopie und CGE) und theoretischen (Modell rechnungen) Methoden undderen Auss-
gemoglichkeiten gegeben. Erst die Kombination der Ergebnisse emoglicht die endeutige
Identifizierung der Tetraplexe poymorpher Sequenzen in Losung, wobel der fur die Struktur-
untersuchungen zugangliche Konzentrationsbereich bis in den uM Bereich erweitert werden
kann. Die Koheranz der Versuchsergebnisse wird anhand der Modell sequenz d[ TG4 T2G4T5]
(14mer) vorgestellt (vgl. Abbildung 3.1). Die Abbildung 3.2 zur Arbeitsplanung soll die zu-
nehmende Komplexitét der Versuchsfiihrung und Auswertung undin dem Zusammenhang die
zunehmende Aussagekraft der erhaltenen Ergebnisse verdeutlichen.

In Abbildung 3.1-Mitte sind de mdglichen Strukturisomere des 14mers gezeigt. Auf Grund
der zwel Guanin-reichen Bereiche sind reben einem randam-coil Einzelstrang (links) noch
eine dimer-Hairpin Anordnung (Mitte) und ein tetramerer Tetraplex (redits) mdoglich. Die
experimentellen Ergebnisse unterscheiden sich derart, dass ®wohl Dt und tg, as auch de
Absorptionsanderung wéahrend des Schmelzens des Tetraplexes, von links nad rechts, von
Einzelstrang (iber dimer-Hairpin hin zum Tetramer?® ansteigen. Dabei andern sich auf Grund
der unterschiedlichen r-Abhéangigkeit (vgl. Gleichung (2.39 und Gleichung (2.40 Stokes-
Einstein-(Debye) Formeln) die Werte fir den Translationsdiff usionskoeffizienten mit zuneh-
mender Grolde der Tetraplexe deutlich geringer as die Rotationsrel axationszeiten. Fur die,
bedingt durch de spezifische Basenpaarung kombinatorisch méglichen Strukturen werden
Moddlrechnungen durchgefiihrt, die dann jeweils grukturspezifische Werte fir Dt und g
ergeben. Der Vergleich deser Werte mit den experimentellen Daten ermdglicht eine Zuord-

nung der experimentellen hydrodynamischen Messwverte zu den einzelnen Strukturen.

% |n 114mM NaCl wird jedoch nur das Schmelzen der im Gleichgewicht mit der tetrameren Struktur vorliegen-
den dimer-Hairpin Spezes beobadhtet!

51



- Messen
der hydrodynamischen Transportgréssen
D_|_20°Cum -[R20°C_

- Veranderungen von D+ und Tty bei temperaturabhéngige Messungen lassen
Rickschlisse aif die Stabilitat und damit Konformation der betrachteten

Strukturen zu.

- Berechnung
der hydrodynamischen Transportgréssen
D;20°Cund 1,20°C
flr jeweil s definierte Ausgangsstrukturen.

- Exakte Zuordnurgsmoglichkeit von Struktur (Eingabedatei der

T[Cl i
T . Modellrechnung und experimentellen Werten aus DLS.
16 m 114mMNaCl 1" =11.8ns 6
1a[A 48mMNaCl 1% 4.7ns 14 dimer-Hairpin: (drei Loopkorformationen)
12} 12 gi L. D; 1.371.34/1.39 10fFcm?/s
ol . o | imer-Hairpin-— ttramer Tn  4.744.9/5.05 5
sl 41° =| Einzelstrang e Tetramer:
6 16~ . ' 2
e I e
2t - 12 - _>4_ >~;‘ —A _>' A i 2 R '
ok, . . . Jo -_ (o~ o
0 1 2 3 4 5 il L
ny/T [10°P/K] — e 2 | ;"* T
5 10 15 20 25 _—' T ™ 10 20 30 40 50 60 70 8010
—> - - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
_f ——48mMNacl 4 N l fr—— of 1°
g o i - 14mer < i I
£ e T.GT.G.T e 7 . [ | =——114mMNacl 1
g 2 12 ) 29412941 2 L < ef| _ Twmdrze 18
= —— 48mM NaCl
e J sp ——— 1{s
1} 11
4L {4
0 0 3 . . . . \ \ \ 3
5 10 15 20 25 0 10 20 30 40 50 60 70 80
_ M essen Migrationszeit [min] _ M essen T[°C]

des Migrationsverhaltens (Elektropherogramme).

- ldentifizierung vonStrukturen urterschiedlicher Strangstochiometrie
in alen Gleichgewichtsverhdltnissen
(keine Maskierung vonMinoritéten).

- Feinaufspaltung cer Signale 1ass Riickschliisse auf Konformere au.
z.B. Loopanordnungen

des Schmelz- und Reaggregationsverhaltens.

- Schmelzverhalten kann mit temp.abhéngigen Messungen in der DLS
verglichen werden.

- Asgziationsverhalten ist von Molekularitét und damit
Struktur/Stochiometrie des Tetraplexes abhangig.

- Aus den Schmel zkurven sind thermodyramische Daten zuganglich.

Abbildung 3.1 : Eingesetzte Methoden zur Ermittlung der Struktur polymorpher G-DNA am Beispiel des 14mers. Der Einzdstrang wird als random-coil Struktur vor-

liegen.



3 KOMBINATION DER METHODEN UND ARBEITSPLANUNG

Gleichzeitig gbt die in der UV-Spektroskopie ermittelte Schmelzkurve Aufschluss tber die
relative Anzahl der G-Ebenen, de bel der entsprechenden Temperatur geschmolzen werden.
Dieses korreliert bei G-DNA mit der Struktur (beim 14mer in dmer-Hairpin Konformation
vier G-Ebenen, beim Tetramer acht G-Ebenen) und mussin Einklang mit den vorherigen Er-
gebnissen stehen (vgl. Kapitel 5.7). Dain der UV-Spektroskopie mit den gleichen Konzentra-
tionen wie in der Lichtstreuung geabeitet werden kann, kdmen de Strukturaussagen der
Lichtstreuung in Kombination mit den Modellrechnungen drekt auf die UV Schmelzkurve
Ubertragen werden. Vergleicht man dese Schmelzkurven (und de daraus zuganglichen ther-
modynamischen Daten) mit Schmelzkurven deutlich niedrigerer DNA-Konzentration, so sind

Strukturaussagen auch in extrem verdiinrten Lésungen moglich (vgl. Kapitel 5.7).

Die Elektropherogramme der Kapill argelelektrophorese elauben zusétzlich auf Grund der
strukturabhéngigen Migrationszeiten eine ldentifizierung von Tetraplexen pdymorpher Se-
guenzen ohre @ne Maskierung von Minoritéten.

Bel der in Abbildung 3.2 schematisierten Projektplanung sind de @nzelnen Schritte hin zur
Generierung und Charakterisierung supramolekularer Nanostrukturen aufgezeigt. Ausgangs-
punk ist die Verifizierung der eingesetzten Methodk und cr gegentiber [Nie96] modifizier-
ten experimentellen und theoretischen Parameter anhand von dugpexbildender DNA und
schonin der Literatur beschriebener G-DNA Systeme.

Die ldentifizierung von Tetraplexen pdymorpher Sequenzen in Lésung mittels der in
Abbildurng 3.1 gezeigten Kombination verschiedener Methoden steht anschlief3end im Mittel-
punk. Ausgehend von einfachen Sequenzen, de aus<chliefdlich Tetramere bilden kdmen,
wird duch eine ehdhte Anzahl an Guanin-reichen Sequenzteilen die Strukturvielfalt grofer,
was durch zunehmend kamplexere Ruckfaltungen undLoophldungen bedingt ist. Durch de
Wahl der repetetiven Einheit mit (T2G4)z sind de Strukturisomere, wie aich in Abbildung
3.2-redts zu erkennen, einfach auf Grund ihrer differierenden hydrodynamischen Eigen-
schaften zu identifizieren. In Kapitel 5.7 wird ausfuhrlich gezeigt, dass mit der UV-
Spektroskopie sogar Gleichgewichtslagen zwischen Tetraplexen urterschiedlicher Stéchio-
metrie quantitativ erfasg werden kdmen. Wahrend der gesamten Versuchsfihrung wird, be-
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dingt durch neue experimentelle Ergebnisse, rekursiv an der Verfeinerung der Modell rech-

nurgen geabeitet.

g L eistungsfahigkeit
G-DNA
15mer (G,T,G,T),G derI'DM esssystemef
24mer (G,T,), rogramme
o | dentifizierung
g polymor pher
( 2 4)2 2 0 -
Tetraplexstrukturen in L 6sung
8mer T,G,T,
6mer UG,U
14mer T,G,T,G,T,

24mer (G,T,),

G-DNA - B-DNA Supramolekulare
T.G.)-B-DNA Nanastrukturen,
(T2Gy),B- mehrphasig schaltbar!

Abbildung 3.2 : Projektplanung.

Zum Abschlusswird das Potential von funktionalisierter G-DNA fur die Generierung supra-
molekularer Nanostrukturen vorgestellt. Fur die VerknUpfung der einzelnen Tetraplexknoten-
punke werden B-DNA bil dende Sequenzen eingesetzt, die sich in ihrer Dynamik, Morphdo-
gie und Stabilit & grundsétzlich vonG-DNA unterscheiden. So wird die Moglichkeit er6ff net,
die entstehenden Netzwerke durch die lonenstérke, die lonenart und de Temperatur zu veran-
dern, wobel sich de Variation deser Umgebungsparameter selektiv auf die Knoten- oder
VerknUpfungsbereiche auswirkt.
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4 Experimenteller Tell

Im folgenden Kapitel werden zunadst die experimentellen Methoden vorgestellt. Dabel wird
neben den einzelnen Versuchsaufbauten auch auf Einzelheiten der verwendeten Auswertever-
fahren eingegangen. Anschlief3end wird die Probenpréparation fur die @nzelnen Verfahren
beschrieben.
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41 MESSMETHODIK —VERSUCHSAUFBAU UND AUSWERTUNG

4.1.1 Photonenkorrelationsgektroskopie

LW D1 D2

Zahler

Korrelator

PC zur Datenaufnahme

Abbildurg 4.1 : Schematischer Versuchsaufbau der Photonenkorrel ationsgektroskopie. D, »: Diskriminator; GF:
Glasfaser GK: Goniometerkopf; LI: Linse; LB: Lochblenden; LF: Lichtfalle; PC: Personalcomputer; PM: Pho-
tomultiplier; PO: Polarisator; SM: Schrittmotor; TB: Toluolbad; VV: Vorverstérker.

Der Aufbau der Lichtstreuapparatur ist schematisch in Abbildung 4.1 dargestellt. Als Licht-
guelle dient ein Argonionenlaser der Firma COHERENT (Modell Innova 90S) mit einer Wel-
lenldnge von A = 488, bzw. ein Nd:YA GLaser (COHERENT; Modell DPSS400) mit einer
Wellenldnge von A =532m. Der Laserstrahl durchléuft mehrere Lochblenden undwird Gler
eine Glasfaser durch eine Linse mit der Brennweite 400mm in de Streuli chtkiivette mit der
Probe fokussert. Zwischen Linse und Probe ist ein Polarisator (Glan-Prisma) angebradit, der
die Polarisationsebene des einfallenden Lichtstrahls senkredit zur Streuebene festlegt. Die
Probenkiivette befindet sich in einem mit Tolud geflllten Glaszylinder im Zentrum eines
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Goniometers der Firma ALV (Modell 301%3027). Das Toludbad dent dabei einerseits zur
Thermostatisierung der Probe und andererseits zur Minimierung von Reflektionen beim
Durchgang des Lichtes durch de Kivettenfenster. Die Temperatur wird mit einem Thermos-
taten der Firma HAAKE auf 0.1°C genau geregelt und mit Hilfe enes Pt100-
Widerstandsthermometers kontrolli ert. Die Veranderung des Streuwinkels mit einem rechner-
gesteuerten Schrittmotor erfolgt mit einer Genauigkeit von = 0.03°. Das Streulicht wird in
eine Glasfaser, die aif dem Goniometerarm angebracht ist, eingekoppelt und auf die Oberfl&
che der Kathode des Photomultipliers (EM1-9893100 Biakali-R6hre) abgebil det.

Die Ausgangssgnal e des Photomulti pli ers werden Uber einen Vorverstarker um den Faktor 10
verstarkt und gelangen zum Diskriminator D1 (ORTEC Modell 9302 , welcher Normpulse mit
einer Breite <5nsundeiner Amplitude von ca 2V erzeugt. Diese Normpulse werden in einer
weiteren Diskriminator-Verstarker-Einheit (Le CRoYy Modell 821) auf 50 rs gestreckt und
paralel an einen Zahler (HP Modell 5316A) sowie zur Korrelatorkarte (der Firma ALV, Mo-
dell ALV-5000 eines 80586WINDOWS95-Rechners weltergeleitet. Der ALV-5000-
Korrelator besitzt 256 Kanéle.

Alle Mesaungen werden mit der fast-card Erweiterung des ALV-5000K orrelators gemessen,
mit der 288 Kandle in einem Zeitbereich von 12.5rs bis 3221s zur Verfligung stehen. Die
Aufnahme der Intensitdtsautokorrelationsfunktion erfolgte bei den temperaturabhéngigen
Mesaungen bel einem Streuwinkel von 90°,wobei Kontroll aufnahmen bei einem Streuwinkel
von ca 40° (es wird keine temperaturabhéngig Winkelkorrektur durchgefuihrt) eventuell ent-
stehende langsame Moden friihzeitig sichtbar machen sollten. Die winkelabhdngigen Mes-
sungen werden zwischen 40° und 110° & 20°C durchgefuhrt. Die Auswertung wird mit dem
Programmpaket CONTIN [Pro827 uber eine inverse Laplace-Transformation (ILT) auf einer
UNIX-Workstation duchgefihrt.
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4.1.2 Fabry-Perot Interferometrie

Fur die Fabry-Perot Interferometrie dient ein Nd:Y AGLaser (COHERENT; Modell DPSS400)
mit einer Leistung von 400nW bei einer Wellenldnge von 532mn als Lichtquelle. Zur Erho-
hung der Frequenzstabilit & wurde der Laserkopf vom Netzteil getrennt (Sonderanfertigung
Fa. Coherent) und zur Temperierung auf eine wassergekthite (T = 19.6C £0.1°C) Alumini-
umplatte montiert. Der Was®rdurchfluss wird zur Vermeidung jedweder Vibration auf ca
1l/min (Flusgquerschnitt mind. Icm?) begrenzt, die zufihrenden Wasserschlauche zwischen

Thermostat und K tihl platte schwingungsdampfend gel agert.

Auf eine erste Lochblende (LB1) folgt eine Glasscheibe (ST), die den Mess und Referenz-
strahl aufteilt (ca 982). Nach einer weiteren Lochblende (LB2) und einem Shutter (SH) trifft
der Strahl, duch eine Linse fokussert auf einen Glan-Polarisator (P1), der vertikal polari-
siertes Licht selektiert. Anschlief3end trifft der Strahl auf die agentliche Meszelle. Der Refe-
renzstrahl (zur Aufnahme der Apparatefunktion) wird tber eine Glasfaser auf eine Teflonfolie
as Diffusor (D) gelenkt undtrifft im 90° Winkel zum Messdrahl auf die Mesxelle.

Das bel der Aufnahme des Messgpektrums, die Klvette im 90°-Winkel verlassende Streuli cht
durchlauft einen Polarisator (horizontal P2), eine Lochblende (LB4) undeine Linse. Bei Ver-
wendung®* des 150MHz und 7HMHz Interferometers (FPI) wird mit einer weiteren Linse das
Streulicht in das Zentrum des konfokalen Interferometers gebutindelt. Beim 2GHz FPI ist eine
entsprechende Linse im Gehéause integriert. Hinter dem Interferometer (FPI) ist zur Detektion
ein Photomultiplier (PM) (HAMAMATSU E934) aufgebaut.

4 Die Auswahl des FPIs und damit des FSBsrichtet sich nach dem zu erwartenden Zeitbereich der Relaxati-
onsprozesse der Makromol ekiile (Abschétzung durch Modellrechnungen).
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DPSS
400

GF-Halter
PC zur Datenaufnahme LB1 mit Optik

DAS

V RG b
L P1 i GF ¢

e E—— @
— D SH GF-Halter
mit Optik

Abbildung 4.2 : Schematischer Versuchsaufbau in der DDLS. DI: Diskriminator; D: Diffusor; DAS: Rampen-
stabili sator; DPSS Nd-Y AG-Laser; FPI: Fabry-Perot-Interferometer; GF: Glasfaser mit Haltern; HS: Hochspan-
nungsnetzteil; L: Linse; LB: Lochblende; LF: Lichtfalle; P1: Polarisator (vertikal); P2: Polarisator GLAN-
THOMSON (horizontal); PC: Personalcomputer; PM: Photomultiplier; RG: Rampengenerator; SH: Shutter; SS:
Shuttersteuerung; ST: Strahlenteil erwiirfel/Glasscheibe; V: Verstarker.

Das Signa des Zahlers wird mit einem Mehrkanalanalysator (MCA) auf 2048 Kandle ver-
teilt?>, undzur Verbesserung des Signal-Rauschverhéltnisses aufakkumuliert (500-3000mal).
Die MCA-Stedkkarte befindet sich in einem ISA-Slot eines Personalcomputers, der auch de
Einzelspektren var der Aufakkumuli erung speichert. Die DAS-10-Einheit (DAS) (BURLEIGH)
steuert den Rampen-Generator (RG), welcher den Spiegel abstand des FPIs regelt.

Wie schonin Kapitel 2.3.7 dargelegt, enthdlt das gemessene Spektrum des Streuli chtes nicht
nur die Information Gbker den Relaxationsprozess sondern auch systematische instrumentell e
Einflisse, diein der sog. Apparatefunktion zusammengefasg werden. Um die Apparatefunk-
tion von ax Spektrallinie desin der Probe gestreuten Lichtes zu trennen, werden beide Spekt-

ren einzeln aufgenommen (S.u. SPEKTRENAUFNAHME). Durch Entfaltung des Messpektrums

% Die Karte bietet werksitig 8192Kanale, wobei hier immer vier Kanéle zusammengefasst werden, da auf das
héhere Auflésungsvermoégen zugunsten einer htheren Intensitdt und geringeren Rohdatenmenge verzichtet wer-
den kann.
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mit der Apparatefunktion erhdt man eine LORENTZ Funktion, deren Halbwertsbreite Infor-
mationen Uker das Rotationsdiff usionsverhalten der streuenden Makromolekile enthélt.

Liegen in der Losung Molekile mit deutlich langsamerem oder schnell erem Reorientierungs-
verhalten vor, so geht deren Spektrum in Form eines $g. Spikes mit in de Apparatefunktion
ein (bel langsameren Spezies). Schnellere Systeme gehen nu als Rauschen mit in de Ge-
samtintensitdt ein. Liegen jedoch beide Spezies in dem auflGsbaren Zeitbereich des Interfe-
rometers (z.B. 2rs - 42rs bel einem FSB von 75MHz), so kann (ber eine Anpassing an eine
Summe aus zwei Lorenzfunktionen ein quelitativer Nachweis beider Systeme parallel durch-
gefuhrt werden. Fur die genaue Ermittlung der Rotationsrel axationszeit kann dann der FSB so
variiert werden®®, dass eine Spezies in oben genannter Weise ds Spike oder Grundrauschen
aus der Detektion herausféllt.

SPEKTRENAUFNAHME: Die Zeitdauer?” der Aufnahme dnes Einzelspektrums betrégt
funf Sekunden. Der Rampengenerator (RG) wird so eingestellt, dassinnerhalb deser Zeit der
FSB vierma durchlaufen wird (vier Ordnungen) und de Piezokristalle des FPIs sch in einem
linearen Ausdehnungsbereich befinden. Die Shuttersteuerung wird so getriggert, dassim Be-
reich der ersten Ordnung des Spektrums die Apparatefunktion wiedergegeben wird, wahrend
die zweite und ditte Ordnung jeweil s die Frequenzvertell ung des Streuli chtes, gefaltet mit der
Apparatefunktion, darstellt. Als vierte Ordnung wird wieder die Apparatefunktion aufge-

nomimen.

Um das Signal/Rausch-Verhdltnis zu verbessern, werden fir eine Mesaung bis zu 3000Ein-
zel spektren aufgenommen und anschlief?end aufsummiert. Zur Kompensation der Frequenz-
drift des Lasers wahrend der Mesaung wird jede Apparatefunktion der Einzelmessung an eine
Lorenzfunktion angepass und auf den Abstand der Maxima der ersten undletzten Ordnung
fur das Aufsummieren skaliert. Wahrend der Summation der Spektren werden weiterhin de-
jenigen Einzelaufnahmen verworfen, deren Intensitdt der zweiten und ditten Ordnung um

% Es gehen folgende konfokale FPI's mit entsprechend aufl6sbaren Zeitbereich zur Verfiigung: 150MHz (10ns—
210ns), 750MHz (2ns— 42ns) und 2GHz (800 — 161s).

2" Die MCA-Karte alaubt nur 2ms Aufnahmezét pro Kanal (d.h. 4.1secfiir einen Durchlauf bei 204& analen),
so dassca eine secZeit zum Wegspeichern des Einzd spektrums und Spannungsspung des RG zur Ausgangs-
spannung bleibt.
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Faktor zwei (iber einen aus den ersten drei Einzelspektren ermittelten Normwert®® lag (sog.
Staubkarrektur).

4.1.3 UV-Spektroskopie

In Abbildung 4.3 ist der Aufbau des SHIMADZU UV-2401PC gezeigt. Das fir einige Mesaun-
gen verwendete UvIKON 860 unerscheidet sich nur in der Datenerfassung vom UV-2401PC.

WI-Lampe Probe
HV-Quelle
Monochromator Steuerschaltung
D2-Lampe Referenz
CPU AD-Wandler

PC zur Datenaufnahme

Abbildung 4.3: Schematischer Versuchsaufbau in der UV -Spektroskopie. WI: Wolframlampe; D2: Deuterium-
lampe; AD: Analog/Digitalwandler; CPU: Steuerelektronik fir Lampenwechsel und Well enléngensel ektion;
PM: Photomulitplier; PC: Personalcomputer.

Im vermes=nen Well enlangenbereich von 340m bis 240rm wird ausschli efdlich mit der D2-
Lampe gearbeitet. Deren Licht wird Uber einen Spiegel in einen Monochromator gelenkt und
tritt durch de mit einem HAAKE N3 thermostatisierten Probe und Referenzkivette. Die
Lichtintensitét wird Uber einen Photomultiplier (PM) gemessen und Uler eine Steuer- und
Regelelektronik (CPU) an den PC zur Datenaufnahme tibermittelt.

SPEKTRENAUFNAHME: Das Geré wird mind. eine Stunde vor jeder Messreihe angestellt

um das opto-elektronische Innenleben zu temperieren. Zwischen den Mesaungen der Proben

% Die Intensitét der zweiten und dritten Ordnung der ersten drei Spektren einer Mesgeihe darf dabei nur um
max. 25% schwanken.
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liegen (wahrend des Kiihlens exakt) 30min, wobei die neue Temperatur am Thermostat mit
Beginn des ca 1min dauernden Wellenléngenscanns (340rm bis 240mm) eingestellt wird.
M ehrfachbestimmungen werden nu wahrend des Hochheizens gemadht, die Zeitspanne zwi-
schen den Mesaungen werden entsprechend um 1min bis 2min verlangert. Die neue Tempe-
ratur wird mit Beginn der letzten Mehrfachbestimmung eingestellt. Die Temperaturtragheit
des Systems betragt 13min =+ 2min, so dass pétestens nach 15min de an Thermostat einge-
stellte Temperatur in der Kivette vorliegt und mind. weitere 15min zur voll standigen (nur fur
den Schmelzprozesd) Gleichgewichtseinstellung bleiben. Zur Uberprifung der Vollstandig-
keit der Gleichgewichtseinstellungen werden wahrend des Heizens bei jedem System an ein
bis zwei Temperaturen bis zu einer Stunde lang Mehrfachmesaungen bel einer Temperatur
durchgefiihrt. Hier waren in keinem Fall weitere Verénderungen gegenuber der Messung nadh
30min zu beobadten.

4.1.4 Kapillargelelektrophorese

Die Kapill argelelektrophaese wird mit einer kommerziellen P/ACE 2050K apill arelektropho-
resegpparatur (BECKMAN Coulter, Fullerton, CA, USA) durchgefiihrt. Der Aufbau ist sche-
matisch in Abbildung 4.4 dargestellt. Die zu analysierenden Proben befinden sich in Eppen-
dorfgefdlzen (2ml). Die Injektion der Proben in die Kapillare afolgt hydrodynamisch durch
Anlegen eines Drucks (Injektionsdauer 2sec). Das verwendete System kann de Proben aus
offenen Gefél3en, wie zum Beispiel Eppendaf-Reaktionsgefél3en oder Mikrotiterplatten durch
Anlegen eines Unterdrucks ansaugen. Die Kapill are wird vor jedem Lauf zwel min mit dem
Laufpuffer (0.5% PAA in Salz/TE-Puffer) gesplilt.

Auf Grund der schlechten Farbstoffeinlagerung (vgl. Kapitel 5) muss die initii erte Proben-
menge (Volumen undKonzentration) deutlich gegentber der normalen DNA-Analytik erhoht
werden (=Faktor 1000). Die hohe DNA- und Farbstoffkonzentration (¢(DNA) = mM) in der
Probe fuhrt zu breiten Signal -, Flisen“[Mit95]. Aus Zeitgriinden wird das angewendete Stan-
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dardverfahren [VosD1] nicht auf die Tetraplexanaytik hin opimiert, da wie in Kapitel 5°°
dargelegt, die Trennung der Signale ausreichend ist.

Die dektrophaetische Trennung wird in 47cm langen Kapillaren (effektive Trennldnge
40cm) mit einem Innenduchmesser von 10Qum durch Anlegen einer Hochspannung (HV)
(100v/cm - 300v/cm) innerhalb von 2%nin bis 60min durchgefihrt.

Argon-
lonen
LASER
Kihlmedium (T = 30°C)
Kapill are T PC zur

i Datenaufnahme

betektor

| HV-Quelle |

| |

© ()

Probe/Puffer Puffer

Abbildung 4.4 : Schematischer Aufbau der Kapill argelelektrophoresegoparatur. PM: Photomultiplier; HV:
Hochspannungsquell e; PC: Personal computer.

Die Kiuhlung der Kapill are afolgte durch ein integriertes Kihlsystem auf ca 30°C + 1°C. Die
Kapill arenden tauchen bei der Elektrophaese in pufergefillte Gefae (Salz/TE-Puffer mit
c(KCI/NaCl) = 100mM), deren Inhalt nach drei Laufen erneuert wird. Uber ein Detektorfens-
ter wird das Licht (A = 488mm) in de Kapill are @ngekoppelt, das emittierte Fluoreszenzsig-
nal mit einem Photomultiplier (PM) detektiert und dann mit einem Personal Computer zur
Datenaufnahme (PC) aufgezeichnet. Die Steuerungder Apparatur erfolgt computergestiitzt.

% |m Anhang ist eine Vergleichsmessung mit einer CE mit LINF-Detektion [Mos00] aufgefiihrt (vergleichbarer
Versuchsaufbauf [Kapill artyp, Puffer, Spannung], jedoch mit Detektion der nattirlichen Fluoreszenz der Hetero-
zyklen — chne Farbstoff, mit uM- DNA-Konzentrationen), die den geichen Signalverlauf wie in der CGE zegt,
jedoch ohne entsprechende ,FiiRe" und mit scharferen Signalen. (vgl. Anhang_Abb 8).
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4.2 PROBENPRAPARATION

Die Vorbereitung der Proben fir die dynamische Streuli chtspektroskopie (Photonenkorrel ati-
onsgektroskopie und Fabry-Perot Interferometrie), der UV-Spektroskopie und der CGE un-
terscheiden sich in einigen Punkten. Zunadst werden de gemeinsamen Praparationsschritte
aller Proben erlautert.

Mit Ausnahme der RNA Sequenz rfUG,U] (6mer)*°, werden all e Oligonulectide in lyophili-
zierter Form von cer Firma MIDLAND/Texas bezogen (salzfrei, Reinheit >98%). Alle verwen-
deten Chemikalien liegen hachrein var; das Wasser wird aus einer MILLIPORE MILLI-Q water
purification System Anlage entnommen und im Folgenden as tridest. Wasser bezeichnet.
Alle verwendeten Gefélle zum Ansetzen der Losungen werden mit Schwefelsdu-
re/Wasserstoff peroxid gespuit und anschlieffend sorgféltig mit tridest. Wasser behandelt, um
jeglichen Eintrag von Salz zu vermeiden. Die Kunststoffeinweggefal3e werden mit tridest.
Wasser gesplit. Verschweillte Einweggeréte wie Spritzen undKandlen werden drekt einge-
setzt. Das Losungsmittel ist immer eine aif die entsprechende lonenstérke engestellte TE-
Pufferlosung (10mM Tris, 0.2mM EDTA, pH 7.1). Die Einstellung der lonenkoreentration
und lonenart des Puff ers geschieht durch Zugabe eéner in tridest. Wasser angesetzten koregent-
rierten Salzlosung. Der TE-Puffer wird innerhalb der Diskusson der Ergebnisse nicht noch
mal explizit aufgefuhrt, sondern es wird nu von einer Salzldsung (oder dem Alkaimetall des
Salzes) in entsprechender Konzentration gesprochen.

Vor dem Befillen sowie vor und rech jeder Mesaung werden all e Kivetten gewogen. Bei den
UV-Mesaingen undden DDLS-Mesaungen sind dabei in Einzelfédlen Gewichtsverluste bis zu
3% zu beobadhten, de jeweil s durch Zugabe von tridest. Wasser nach Beendigung der Mess-
reihe ausgeglichen werden.

30 OSWELL/England, der Ubersichtli chkeit wegen wird in den folgenden Tabell en die Nomenklatur einheitlich
auf DNA abgestimnt.
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4 EXPERIMENTELLER TEIL

4.2.1 Probenvorbereitung fir die dynamische Streulichtspektroskopie

Die Trockensubstanz wird in TE-Pufferlosung (10mM Tris, 0.ImM EDTA, pH 7.1) entspre-
chender lonenstéarke aifgenommen und de LAsungin steril e, staubfrel gespiite Glaskivetten
filtriert (Spritzenfilter WHATMAN ANOTOP 10 (plus) 0.02um). Zur Entgasung undSedimenta-
tion eventuell vorhandener Staubpertikel werden die Proben 25min bei 900g zentrifugiert
(HERAEUS: Minifuge T). Alle Mesaungen werden in rechtedigen Kuvetten aus optischem
Speziaglas oder Quarzglas der Firmen HELLMA bzw. STARNA durchgefihrt. Vor der Be-
flllung mit der Probenlésung erfolgt jeweil s eine sorgféltige Reinigung durch ein Gemisch
aus konzentrierter Schwefelsure und 3%-igem Wasserstoff peroxid sowie @ne anschlief3en-
de intensive Spulung mit frisch destilli ertem Aceton zur Entfernung der Staubpartikel. Soll
bei der gleichen Probe die Salzkonzentration erhéht werden, wird in de Kivette ene kon-
zentrierte Salzlésung filtriert und rach vorsichtigem Durchmischen erneut zentrifugiert. Ne-
ben der Berecdhnung aus der Einwaage und jeweili gen Verdiinnung durch Zugabe der Salzl6-
sungen werden UV-VIS Mesaungen zur Konzentrationsbestimmung durchgefihrt. Soweit

nicht anders vermerkt, finden de Konzentrationen aus den UV-VIS Mesaungen Verwendung.

4.2.2 Probenvorbereitung fur die UV-Spektroskopie

Die verwendeten Kivetten (Quarzglas, Firma HELLMA, Typ 114F, 1cm Schichtdicke,
Typl15F und 11% mit 0.2cm und 0.4m Schichtdicke) werden mit konzentrierter Schwefel-
saure und 3@o-igem Wassrstoffperoxid 24h tehandelt und anschlief’end griindichst mit
tridest. Wassr gespllt.

Fur die Konzentrationsbestimmung durch UV-VIS Mesaungen werden de nach der Filtration
in der Kanlle verbliebenen Reste ausgewogen undmit TE-Puffer entsprechender lonenstérke
verdinrt. Die UV-Mesaingen finden an Gerdten der Firmen KONTRON INSTRUMENTS
(UVIKON 860) bzw. SHIMADZU (UV-2401PC) statt.

Die temperaturabhéngig aufzunehmenden Spektren werden mit dem UV-2401PC gemessen.
Als Proben denen hier diein der Lichtstreuung verwendeten DNA-LOsungen, kew. nach dat
beschriebenem Muster angesetzte Trockensubstanz. Sie werden mit TE-Puffer entsprechender
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lonenstéarke verdinrt und in Eppendorf-Gefédlden his zur Verwendung bei 13°C gelagert. Mit
diesen Stammldsungen werden de UV-Kivetten befllt und de Lésungen in den Klvetten
gof. weiter verduinrt. Anschlief3end werden de Proben 15min bei 900g zu zentrifugiert.

4.2.3 Probenvorbereitung fur die Kapill argelelektrophorese

Die DNA-Proben werden drekt aus den Streuli chtkiivetten Probenvolumina von 5Qul - 100ul
entnommen, kis zur Verwendung eingefroren (-12°C) oder direkt verarbeitet. Soweit nicht
anders beschrieben, werden 5ul dieser DNA-L6sung mit 45ul des Fluoreszenzfarbstoffpuffers
der gleichen Ilonenstarke versetzt (1pl YOYO [1ImM Lsg. in DMSO] von
MOLECULAREPROBES mit 44ul Salz/TE-Puffer). Die Mesaung erfolgen in einer P/ACE 2050
Kapill arelektrophoreseapparatur (BECKMAN Coulter, Fullerton, CA, USA). Als Trennmat-
rix wird ein 0.%% Polyaaylamidgel von (POLY SCIENCES, Eppelheim) in Salz/TE-Puffer
verwendet. DafUr wird das Polyacrylamid 12hin dem Puffer geriihrt und anschlief3end durch
eine Glasfilternutsche Porengrof3e 4 von Schwebteil chen gereinigt. Aus technischen Griinden
kénren nu Puffersysteme (fir den Laufpuffer) mit einer Salzkonzentration von 100nM an
NaCl oder KCl eingesetzt werden. Um Wedhselwirkungen mit anderen DNA-Molekilen zu
vermeiden, wird auf den Zusatz eines Laufzeiten-Markers®™ zur analysierenden Probe ver-
zichtet.

Die Probengeber des Gerétes kbnren nicht in der oben beschriebenen Weise speziell gesplilt
werden. Eine dwaige Kontamination der Proben mit Fremdsalzen wird dadurch gering
gehalten, indem der Gerédtevorlauf auf zwei Proben begrenzt wird. Dadurch ist die Kontaktzeit
mit eventuell verschmutzten Glaswanden der Probengefdl3e aif maximal eine Stunde be-
grenzt. Da das verwendete Probenvolumen nu wenige nl betragt und aus der Mitte der Vor-
lage gesaugt wird, ist eéine Vermischung mit Fremdionen duch Diffusion oder Konwvektion

(all e Teil e haben Raumtemperatur) aus den Randbereichen nahezu ausgeschl ossen.

31 Kurzes doppel helikales DNA-Fragment bekannter Konzentration (und damit Signalhthe und Integral), auf
desen Signall age die Elektropherogramme unterschiedli cher Laufe normiert werden kénnen.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

5 Ergebnisse und Diskussion

In den folgenden Kapiteln werden de Ergebnisse der einzelnen Untersuchungsmethoden var-
gestellt und cer wechselseitige Nutzen der Daten fur die Tetraplexanalytik in Losung disku-
tiert.

In Kapitel 5.1 wird auf die Modellrechnungen a's theoretische Tednik eingegangen. Hier
werden zuerst die Modell sequenzen besprochen, de zur Verifizierung der Methodk der Mo-
dellrechnungen verwendet wurden. Dann werden die Betrachtungen auf zunehmend anisotro-
pe und kanplexere Strukturen ausgedehnt und abschlief3end Tetraplexsysteme paymorpher
G-DNA Sequenzen behandelt.

An zwei rein intramolekularen Tetraplexen wird in Kapitel 5.2 die Vorgehensweise bel der
Identifizierung und Charakterisierung von Quadruplexen in Lésung demonstriert und chbel
Wert auf die Darstellung der mit den verschiedenen Methoden gewonrenen kamplementéren
Versuchsergebniss gelegt. Anschlief3end werden tetramere Systeme mit in de Untersuchun-
gen einbezogen (Kapitel 5.3) und de Ergebnisse zusammengefasd (Kapitel 5.4).

Kapitel 5.5 und Kapitel 5.6 behandeln de Anwendung der komplementdren Methoden zur
Identifizierung von Tetraplexen pdymorpher G-DNA Sequenzen, sowie Sequenzen de po-
tentiell in der Lage sind, holermolekulare Assoziate zu hilden. Die Losungsbedingungen
werden so variiert, dassdie Ausbildung unterschiedlichster Strukturen ein und ebrselben Se-
guenz zu beobadhten ist.

In alen Abschnitten wird die Vorgehensweise in Durchfiihrung und Auswertung immer an
bekannten Systemen mit entsprechenden Literaturdaten verifiziert, bevor jewells neue Se-

guenzen undoder Losungsbedingungen urtersucht werden.

Wie schon ke den einzelnen Strukturtypen (Kapitel 5.2 — intramolekulare Tetraplexe bis Ka-
pitel 5.6 — supramolekulare Strukturen) angesprochen, werden de Maoglichkeiten der UV-
Spektroskopie und de mit dieser Methode gewonren Erkenntnissen ausfuhrlich in Kapitel 5.7
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diskutiert und Wege aufgezeigt, diese anfache und schnelle Technik as ,, hochaufl 6sende*
Untersuchungsmethode in der Tetraplexanalytik einzusetzen.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

5.1 MODELLRECHNUNGEN

Die in [Gar77][Gar81][Blo77][Nie96] deduzierten Beredhnungsmoglichkeiten der hydrody-
namischen Eigenschaften von Makromolekilen in Losung werden in desem Kapitel fir ver-
schiedene DNA-Systeme verifiziert.

Wiein Kapitel 2.4 dargelegt, werden in de Modellrechnungen Teil e der Wassermolekille der
Losungsmittelbox als hydrodynamisch wirksame Reibungszentren®? mit einbezogen. Hierfiir
werden de Wasermolekile beadtet, die innerhalb eines definierten Abstandes, von der
DNA Oberflache ausgehend, liegen. Schonin [Nie96] wurden Untersuchungen zum Einfluss
der Wasserhille aif die Ergebnisse der hydrodynamischen Modellrechnungen durchgefiihrt.
Ziel war undist eine, fur ale Sequenztypen (z.B. B-DNA-bil dende oder Tetraplex-bildende
Basenabfolgen) und sich organisierenden Strukturen korsistente, moglichst exakte Beschrei-

bung der Wasserhdill endicke zu finden.

Die (komplementére) DNA Sequenzen kénren auf Grund der spezifischen Basenpaarung nur
eine bestimmte Anzahl an kombinatorisch mdgli chen Strukturen ausbil den. Hierdurch kénren
mit Kenntnis®® der zu beriicksichtigenden Waserhiile dle fir eine Sequenz in Frage kom-
menden Typen aufgebaut und solvatisiert werden. Die anschlief3enden hydrodynamischen
Modedll rechnungen ermdéglichen dann eine exakte Zuordnung von experimentellen Ergebnis-
sen der DLS zu definierten Strukturen. So ist eine quasi atomare Strukturauflésung auf der
Basis von streuli chtspektroskopischen Untersuchungen in Lésung zu redisieren.

Wiein Tabelle 2.1 zu erkennen ist, nmmt die Komplexitét der gerechneten Systeme zu, wo-
bei zu den wichtigen Tetraplexsystemen zusétzliche Strukturinformationen aus NMR-
Untersuchungen zur Verfiigung stehen. Gerade diese Informationen (vgl. Kapitel 2.4.2.1 er-
maoglichen es in Kombination mit der DLS, ein urniverselles Modell zu entwickeln und a
durch beliebige Tetraplexstrukturen pdymorpher G-DNA Sequenzen in solvatisierter Form

%2 Djese Wassermolekiile werden tber intermolekulare Wedhselwirkungen stark an die DNA gebunden.
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aufzubauen und de hydrodynamischen Gro3en theoretisch exakt zu berechnen. Damit kénren
den DLS-Ergebnissen und art verwendeten Ldsungsbedingungen definierte Strukturen zu-
gewiesen werden, was besonders bei den G-DNA Sequenzen, de je nadh LGsungsbedingung
Strukturen urterschiedlicher Stéchiometrie, bzw. Strukturisomere bilden kénren, von groler
Bedeutung ist.

Bedingt durch de Vielzahl an experimentellen Ergebnissen zu urterschiedli chsten Strukturen
aus der Lichtstreuung einerseits und der grofReren Rechenkapazitét andererseits, kann de
Vorhersagegenauigkeit der hydrodynamischen Gréfien beliebiger Systeme mal3geblich im
Vergleich zu [Nie96] verbessert werden. Zudem ist es erstmalig maoglich, fur (paymorphe)

G-DNA hydrodynamische Modell rechnungen in atomarer Aufldsung durchzuftihren.

5.1.1 B-DNA und Z-DNA, Duplex- und Hairpinstrukturen

Zun&chst wird de Qualitdt der Modellrechnungen anhand des Vergleiches der experimentel-
len Ergebnise mit den theoretischen Berechnungen zu einer homologen Reihe an B-DNA
(Modell sequenzen) Uberprift. Dann werden de Betrachtungen auf eine Hairpinstruktur aus-
gedehnt und abschlieBend nach eine Z-DNA [Bol98] bil dende Sequenz®* mit einbezogen.

Die anzelnen DNA-Gerlste werden in einer Losungsmittelbox solvatisiert sowie unter-
schiedlich dicke Wasserhiillen un die DNA gelegt (vgl. Abbildung 2.13). In de Moddlred-
nungen gehen damit zu den de DNA aufbauenden Atome, auch de Wassrmolekile ds Rei-
bungszentren mit ein®, dieinnerhalb des jeweili gen Abstandes d, also innerhalb einer fiktiven

Schale (SCHALENMODELL ) liegen.

Um festzustellen, ob @ B-DNA bildenden Sequenzen ein korsistentes Bild beziglich der
Dicke der Wasserhill e besteht, werden, wie in Abbildung 5.1 exemplarisch gezeigt, die Daten

337.B. bei B-DNA stimmen DL S-Ergebniss und Modell rechnungen tberein, wenn alle H,O Molekileim Ab-
stand von d = 305pm + 6pm berticksichtigt werden, d.h. divergieren die hydrodynamischen Grélen aus beiden
Methode, so liegt in Lsung keine B-DNA vor.

3 Alternierende CG-Abfolgen kénnen leicht von der B-Form zur Z-Form wechseln. Auf Grund der Probenpré-
paration (Zugabe konz. Salzlésungen zur Einstellung der lonenstarke) liegt diese Sequenz ds Z-DNA vor
[Eim9g3].

*Wiein Kapitel 2.4 ausfiihrlich gezegt, werden nur die dem Lésungsmittel zugéngli chen
DNA/Wassrmolekiile beriicksichtigt (ASA und CSA Konzept).
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

der Modelrechnungen fir Wassrhiilen urterschiedlicher Schichtdicke mit Werten aus
streuli chtspektroskopischen Untersuchungen verglichen. Die experimentellen Daten sind als
horizontale Linien dargestellt. Diesen Groféen wird ein Fehler von + 4% zugeordnet und als
Fehlerbalken mit aufgenommen (vgl. Kapitel 2.3.5 2.3.8und2.4.3.

Die theoretischen Werte fir den Trandl ationsdiff usionskoeffizienten Dt und de Rotationsre-
laxationszeit Tr werden fir die verschieden dcken Wasserhillen berechnet und gegen de

Hullendicke d aufgetragen (vgl. Abbildung 5.1 orange undrote Linien).
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Abbildung 5.1: Theoretische und experimentell e Transportgrofien fir verschiedene Duplex- und Hairpinstruktu-
ren. Links oben: Ergebnisse a1 einer 17mer Hairpinstruktur mit einem Kalottenmodell der solvatisierten
(d=305pm) DNA-Struktur. Rechts oben: ein 16mer Duplex in einfacher Darstellung. Mitte unten: Uberlap-
pungsbereich der experimentellen Werte bel gleichzdtiger Berlicksichtigung von Rotation und Trand ation mit
einem Fehler von £4% mit den hydrodynamischen Modell rechnungen entsprechender Was<erhtill endicke.
Schraffierte Flache: Lineare Regression (ber die Mittelwerte der vier berechneten Modell systeme (305pm £

8pm).
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Jeweil s der Bereich von d,in dem sich de experimentell en Daten mit den theoretischen tber-
schneiden, wird as Fladhe markiert. Der Bereich von d,in dem sich de markierten Bereiche
far Trandation und Rotation cedken, wird als ,,wahrer* Wert der Wassrhillendicke ange-
nommen. Abbildung 5.1-links oben zeigt dieses Verfahren am Beispiel einer 17 Basen langen
Hairpinstruktur. Recdhts oben sind de Werte fir eine 16 Basen lange doppelhelikale B-DNA

Sequenz gezeigt.

Bel dem 17mer Hairpin werden in Abbildung 5.1 fir eine Wasserhillendicke von 297pn —
309, ausgehend voneiner solvatisierten Hairpin-DNA Struktur, die experimentell fir diese
Sequenz ermittelten Werte ehaten. Der Mittelwert von 303pn ist in Abbildung 5.1-Mitte
unten zusammen mit den Mittelwerten fir die anderen Modell sequenzen aufgetragen. Es er-

gibt sich ein korsistentes Bild, das fiir eine Wasserhiile mit d = 305pm + 8pm*® eine Vorher-

sagegenauigkeit von+ 4% fir die experimentellen Groen zulésd.

Bei der Berechnung der hydrodynamischen Grofen der 17mer Hairpinstruktur wird, anders
als beim hier gezeigten 1@ner Duplex, eine ehebliche Variation der Ergebnisse im Bereich
von d=260pm bis d = 300pm beobadtet. Innerhalb dieses Bereiches liegen de Wassrmole-
kile, die mit zunehmendem d berlicksichtigt werden, zum grof3en Tell in den Furchen der
DNA undin stark gefalteten Loopbereichen. Wie schon in Kapitel 2.4 (Abbildung 2.5) ge-
zeigt, fuhrt beim Schalenmodell der lineare Anstieg der Wasserhilendicke in Abhéngigkeit
von cer Oberflachentopdogie zu einem nicht linearen Anstieg der TransportgroRen®’. Dies
ist damit zu begriinden, dassbei einer sukzessven Auffullung der [6sungsmittelzugangli chen
Oberflache die Struktur , glatter wird. Eine glattere Schale fuhrt hier zu einer verbesserten
Hydrodynamik und damit zu einer schnell eren BROWNSCHEN MOLEKULARBEWEGUNG undden
dazugehdrigen kleineren Tranglationsdiff usionskoeffizienten und kiizeren Rotationsrelaxati-
onszeiten. Gerade dieses Verhaten zeigt das 17mer in Abbildung 5.1-links oben fur d =
280pm, 285pm und 290pn. Damit wird auch de hohe Sensitivitét des Verfahrens dokumen-

tiert und cer zusétzliche Redchenaufwand bei Verwendung einer Schrittweite von 5pm bis

% Lineae Regresson (ber die Uberlappungsbreiche der Hiill endicken fiir Rotation und Translation; Schraffierte
Flache in Abbildung 5.1-mitte unten.

37In[Nie96] wurde bei einer Schrittweite fiir d von 50pm linea zwischen den hydrodynamischen GréRen inter-
poliert, was ebenfall s die Differenzen zwischen [Nie96](d=360pm) und deser Arbeit (d=305pm) erklart.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

10pm fir d geredhtfertigt. In Tabelle 5.1 ist eine Ubersicht fiir die verwendeten Sequenzen
und Strukturtypen gegeben.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass mit der gegeniiber [Nie96] modifizierten Generie-
rung der Startdateien (vgl. Kapitel 2.4.2.1), der gewdahlten Schrittweite fur d (5pm bis 10pm)
und der Verwendung einer atomaren Auflosung der Strukturdaten fir die Modell rechnungen
eine wesentliche Verbesserung in der Vorhersagegenauigkeit der hydrodynamischen Grofen
erzielt werden kann. So betragt die maximale Abweichung der Ergebnisse der Modell rech-
nungen von denen der Lichtstreuung im Falle des Trandlationsdiff usionskoeffizienten 4.7%%
undfur die Rotationsrel axationszeit 6.1% (12mer Duplex mit d=305mm).

Strukturtyp Bezeichnurg experimentelle Werte Moddl (d=305pm)
w=ng] | DP[10%m?s] | D?[10%m?s] | t-¥[ns]
8mer 3.22 1.53 1.55 3.28
B-DNA, Duplex 12mer 6.39 1.34 1.28 6.65
16mer 11.70 1.14 1.10 11.40
B-DNA, Hairpin 17mer 4.20 1.46 1.48 4.35
Z-DNA, Duplex 24mer 30.71 0.90 0.91 32.34

Tabelle 5.1: Gegenlberstellung der experimentellen hydrodynamischen Grolien der Duplex- und Hairpinstruktu-
ren mit theoretischen Vorhersagen aus den Modell rechnungen.

Die mit diesen einfachen Strukturen verifizierte Durchfihrung der Modell rechnungen erlaubt

esim Folgenden, de Betrachtung auf die komplexeren Tetraplexe aiszudehnen.

5.1.2 G-DNA, intra- und intermolekulare Tetraplexstrukturen

Da sich de vierstrangigen Tetraplexstrukturen in ihrer Morphdogie und (el ektrostatischen)
Oberflachentopdogie von den DNA Duplexstrukturen stark unterscheiden (vgl. Kapitel 2.2),
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bedarf es einer Uberpriifung der in Kapitel 5.1.1 bestimmten Parameter®® beziiglich des Vor-
gehens bei der Generierung der Eingabedateien fir die Modell rechnung. So mussauch geklart
werden, obbel identischer Vorgehensweise eneut ein in sich korsistentes Bild beziiglich der
zu berlicksichtigenden Dimensionen der Waserhullen besteht.

Es werden drei, durch verschiedene Messmethoden (DLS, NMR. vgl. Kapitel 2.4.7) gut cha
rakterisierte Tetraplexsysteme engesetzt. Wie der Abbildung 5.2 zu entnehmen ist, ergibt
sich en fur intra- undintermolekulare Tetraplexe konsistentes Bild beziglich d. Damit lassen

sich dein Kapitel 5.1.1bestimmten Parameter und de Vorgehensweise (vgl. *%) auch auf die

neuen Systeme Ubertragen.
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Abbildung 5.2: Links: Vergleich der experimentellen Daten mit hydrodynamischen Modell rechnungen fur intra-
(15mer und 24mer) und intermolekulare (6mer) Tetraplexstrukturen. Die Balkenlénge reprasentiert den Uberlap-
pungsbereich von experimentell en Rotations- und Trangl ationsgrossen mit den Modell rechnungen entsprechen-
der Wasserhilen. Rechts: Die entsprechenden Tetraplexstrukturen ohne Solvathiill e.

Die andere Furchengeometrie (vgl. Kapitel 2.2 und [Nie96]) und elektrostatische Oberflé
chentopdogie begriinden de Abnahme der zu berticksichtigenden Wasserhtilendicke. Fir die

38 Neben d, der zu beriicksi chtigenden Wasserhiill edicke, diein Kapitel 5.1.1 fir B-DNA zu 305m + 8pm be-
stimmt wurde, ist zu priifen, ob dein Kapitel 2.4 durchgefiihrten Optimierungsschritte (und deren Abbruchkri-
terien) beibehalten werden kdnnen.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Vorhersage der hydrodynamischen Grof3en ist bei den Modellrechnungen eine Wasserhiile
mit d = 285pm £ 9pm unabhangg von der Molekularitét der betrachteten Struktur zu bertick-
sichtigen. In Tabelle 5.2 ist eine Ubersicht firr die @énzelnen Modell system dargestellt. Bei der
gemeinsamen Betrachtung vonAbbildung 5.2 und Tabell e 5.2 wird ersichtlich, dassder Feh-
lerbereich der zu berticksichtigenden Wasserhill e fUr die Vorhersage der TransportgrofRen auf

+ 8pm (Duplex) und+ 9pm (Tetraplex) gegentber £ 80pm in [Nie96] reduziert werden kann.
Der Fehler in den Modellrechnungen liegt jetzt im Fehlerbereich der Lichtstreumessungen
selbst (vgl. Kapitel 2.3.5undKapitel 2.3.9.

Strukturtyp Bezeichnurg experimentelle Werte Modell
=g | D*[10%m7s] | D*[10%ms | 1=:%[ng]

8mer 3.22 1.53 1.55 3.28

B-DNA, Duplex 12mer 6.39 1.34 1.28 6.65
16mer 11.70 1.14 1.10 114

G-DNA 15mer 2.54 1.62 1.65 2.76
intramol ekular 24mer 3.40 1.45 1.45 3.41
G-DNA interm. 6mer 3.43 1.46 1.48 3.50

Tabelle 5.2: Gegenlberstellung der experimentellen hydrodynamischen Grofen mit theoretischen V orhersagen.
Die berechneten Werte der Duplexstrukturen mit d = 305pm, bei den Tetraplexen mit d = 285mm.

Das eingesetzte Verfahren erlaubt damit die zuverlassge Vorhersage der Transportgrofien
beli ebiger Tetraplexsysteme.

Somit wird de endeutige ldentifizierung der Tetraplexstrukturen pdymorpher G-DNA Se-
guenzen urter physiologischen Bedingungen duch Kombination der Modellrechnungen mit
der dynamischen Streuli chtspektroskopie und weiteren Methoden erméglicht (vgl. Kapitel
4.1.1bis4.1.4. Dabei werden im Folgenden nach einmal die Ergebnisse fr die hier verwen-
deten Modell systeme (15mer, 24mer und @ner) prasentiert und camit verburnden de M6g-
lichkeiten und Grenzen der weiteren Untersuchungsmethoden (UV-Spektroskopie und CGE)

aufgezeigt.
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5.2 INTRAMOLEKULARE TETRAPLEXE

Die unter den hier eingestellten Bedingungen® als intramolekulare Tetraplexe vorliegenden
Sequenzen des 15mers und 24mers [Mer98]|[ Pat94] wurden bereits in Kapitel 5.1.2im Rah-
men der Verifizierung der hydrodynamischen Modellrechnungen kurz behandelt. Auf Grund
der in Kapitel 2.2 aufgefiihrten biologischen Relevanz des 15mers, liegen zu diesem System
eine Vielzahl von Daten zur Struktur und Dynamik vor. Auch zu dem 24mer existieren neben
Lichtstreumesaungen NMR-Untersuchungen in Lésung*®. Zu den hamologen Sequenzen sind
bereits umfangreiche UV -spektroskopische Untersuchungen [Mer98] durchgefiihrt worden.
So eignen sich beide Systeme, um die Kombination von DLS, hydrodynamischen Modell-
redhnungen, UV-Spektroskopie und CGE auf ihre Leistungsfahigkeit, im Hinblick auf die
Untersuchung von G-DNA in Ldsung, zu Ubkerprifen. Dies ist notwendig, da mit der UV-
Spektroskopie, mehr noch mit der CGE, Neuland kel der Identifizierung und Charakterisie-
rung von G-DNA betreten wird.

5.2.1 GyT,G,TGTG,T,G, und (T,G4)s — dynamische Lichtstreuung und M odéllrech-

nungen

In [MarOQ][ Fei93][ Kel96] und [Mar96] wurde die raumliche Struktur des Thrombin-Binding
Aptamers (15mer) mittels NMR-Spektroskopie in Losung sowie mittels Rontgenstrukturana-
lyse bestimmt. In allen Fallen liegt ein rein intramolekul arer Tetraplex mit zwel G-Ebenen vor
(vgl. Abbildung 5.3). Die Transportgrofien des Aptamers d[G,T.G,TGTG,T,G;,] wurden in
[Bol98] unter Verwendung der dynamischen Streuli chtspektroskopie in Lésung ermittelt. Ein
Vergleich deser Ergebnise mit den hydrodynamischen Modell rechnungen fur eine entspre-
chende, auf den NMR-Daten beruhende Struktur zeigt, dass auch urter den in [Bol98] be-

39 Bei beiden Sequenzen handelt es sch auf Grund der repetetiven Guanin-reichen Sequenzabschnitte um poten-
tiell poymorphe G-DNA.

4% Die Untersuchungsbedingungen der NMR-Daten urterscheiden sich nur unwesentlich von denen der Licht-
streuung (pH-Wert, lonenstérke, DNA-Konzentration).
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schriebenen Bedingungen (c(DNA) ~1mM, ¢(NaCl) = 74mM, bzw. ¢(KCI) = 55mM ) ein rein

intramolekularer Tetraplex vorliegt.

Abbildung 5.3 : 15mer und 24mer alsintramolekulare Tetraplexe. Das 15mer mit zwei G-Ebenen, das 24mer mit
drei G-Ebenen.

Das 24mer mit der Sequenz d[(T2Ga)4] wird in [Pat94] mittels NMR in Losung as intramole-
kularer Tetraplex (mit drei G-Ebenen) beschrieben. In Abbildung 5.4 sind de mittelsder DLS
temperaturabhangig ermittelten Translationsdiff usionskoeffizienten Dy (SE-Plot) dargestellt.

T[°C]
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Abbildung 5.4: Stokes-Einstein Plot des 15mers* und 24mers.

“1 Aus[Bol9g].
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Der Stokes-Einstein-Debye Plot mit den Rotationsrel axationszeiten 1 ist im Anhang aufge-
fahrt (Anhang_Abb 1). Das System zeigt Uber einen weiten Temperaturbereich idedes Sto-
kes-Einstein-(Debye)-Verhalten, wobei die Abweichungen bel héheren Temperaturen im SE-
Plot (ab ca 50°C) mit einem Aufschmelzen der Struktur zu einem ,random coil“ Einzelstrang

mit entsprechend langsameren Dt zu begriinden sind.

In Tabelle 5.3 sind de Ergebnisse ds Ubersicht mit dem unten behandeltem 24mer (vgl. Ka-
pitel 5.5.7) zusammengefasg.

Strukturtyp Bezeichnurg experimentelle Werte Modell (d=285pm)

1%=2%[ng | D*°[10°%cm?/s] | D+ [10°%m?/s] | 12 [ng]

intramolekul arer 15mer 2.54 1.62 1.65 2.76
Tetraplex G-DNA 24mer 3.40 1.45 1.45 3.41

Tabelle 5.3: Ubersicht der intramolekularen Tetraplexe. Vergleich der experimentellen Werte aus der DLS mit
den Ergebnissen aus den Modell rechnungen.

Die in Tabelle 5.3 gezeigte Ubersicht belegt, das unter den eingestellten Bedingungen beide
Sequenzen as intramolekulare Tetraplexe vorliegen. Damit ist es moglich, de weiteren
Mesanethoden UV -Spektroskopie und CGE auf ihre Leistungsfahigkeit und Aussagekraft hin

zu Ukerprifen.

5.2.2 GyT,GTGTG,T Gy und (TzG4)4 - UV-Spektroskopie und CGE

Die UV-Spektroskopie und CGE liefern kamplementére®? Informationen zu der dynamischen
Streuli chtspektroskopie (vgl. Kapitel 2.5 und Kapitel 2.6). Die hier vermessenen Modell se-
guenzen sollten auf Grund ihrer Struktur (intramolekularer Tetraplex — keine Isomere mit
anderer Strangstochiometrie) ein besonders einfaches Schmelz-/Assziationsverhaten in der
UV -Spektroskopie [Mer98] aufweisen. Daruber hinaus ist zu erwarten, dassdas Elektrophe-
rogramm in der CGE nur ein Hauptsignal je Sequenz zeigt.

42 Anderer Konzentrationsbereich bzgl. der DNA Konzentration, prazse Schmel zpurktbestimmung wnd thermo-
dynamische Daten (UV) und keine Maskierung von Minoritétenspezes (CGE).
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Wie in Kapitel 4.1.3 beschrieben, wird zur Bestimmung der Schmel ztemperatur von G-DNA
die Temperaturabhangigkeit der Absorption bei einer Well enléange von 297m analysiert. Die
Wendestell e der sigmoidalen Kurvenanpasaung wird als T,-Wert (Schmel ztemperatur) defi-

niert.

Zusétzliche Informationen hietet die Auswertung der Asziationskurve. Dieser Aspekt wird
in Kapitel 5.7 ausfuhrlich diskutiert. Bel einem intramolekularen Tetraplex ist zu erwarten,
dassdie Asziation rehezu instantan und korzentrationsunabhéngig verlauft [Mer98]. Diein
Abbildung 5.5 exemplarisch gezeigte Schmelz- und Asziationskurve des 24mers in NaCl
und ds 15mers in KCl (vgl. Abbildung 2.15rechts) zeigen eindrucksvoll das fir diesen
Strukturtyp pcstulierte Verhalten.

0 10 20 30 40 50 60 70 80
0,26 T T T T T T T T T T T T T T T 0,26

r * 5.9uM T, =48.7°C 1
0,24 40,24
| * Heizen
0221 Y Kuhlen 10,22
. 0,20 40,20
<N
0,18 40,18
0,16 40,16
0’14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0’14
0 10 20 30 40 50 60 70 80

T[°C

Abbildung 5.5 : Schmelz-(geschlossene Symboale) und Assoziationskurve (offene Symbaole) des 24mer mit
¢(DNA) = 5.9uM in 48mM NaCl.

Erganzend wird das Schmelzverhalten in Abhéngigkeit von der lonenart (Natrium- vs. Kali-
umsysteme) untersucht. In Tabelle 5.4 sind de ermittelten T,-Werte aufgelistet. Es zeigt sich
die in Kapitel 2.2 beschriebene stérkere Stabili sierung der Tetraplexstruktur bei Kaliumsys-
temen im Vergleich der T-Werte des Aptamers in Kaliumchlorid undNatriumchlorid.

Die Anzahl der G-Ebenen hat Einfluss auf die Schmelztemperatur. Dieses ist im Vergleich
der T,-Werte des Aptamers (zwei G-Ebenen) unddes 24mers (drei G-Ebenen) mit 23.0C vs.

79



47.2C sehr deutlich zu erkennen. Die Auswirkung der inneren Spannung auf die Schmelz-
temperatur kann bei diesen intramolekularen Tetraplexstrukturen nicht quantifiziert werden,

dadie Lange und de Sequenz der Loopbereiche nicht identisch sind.

Bezeichnurg Konzentration DNA/Kation Schmelztemperatur
15mer 8.7uM/57mM NaCl 23.0°C (20°C)
2 G-Ebenen 7.4uM/56mM K CI 46.7C (50°C)
24mer 5
3uM-22.9uM/48mM NaCl* 0 47.2C
3 G-Ebenen

Tabelle 5.4 Ubersicht zum Einflussder lonenart und der Anzahl an G-Ebenen auf die Schmelztemperatur. In ()
Literaturwerte aus[Mer98].

Dadie in den hier aufgezeigten UV-Mesaungen verwendeten DNA-Konzentrationen um ca
1*103 nedriger liegen als in den zur eigentlichen Strukturbestimmung durchgefiihrten DLS-
und NMR-Mesaungen, werden de Schmelzkurven aus den depdlarisierten statischen Intensi-
téten der DLS mit den Schmelzkurven aus der UV-Spektroskopie verglichen. Wirden sich in
den unterschiedlich koreentrierten DNA-LAsungen urterschiedliche Tetraplexstrukturen hil-
den, so musgen sich auf Grund der verschiedenen Anzahl an G-Ebene die Schmelzprofile
unterscheiden.

In Abbildung 5.6 sind de entsprechenden Daten der Systeme in Natrium abgebil det. Die sta-
tischen Intensitéten des depaarisierten Streulichts der DDLS-Mesaungen des Aptamers snd
[Bol98] entnommen (Aptamer in KCl siehe Anhang_Abb 2). Sowohl fur das Aptamer, as
auch fur das 24mer in NaCl, zeigt sich eine sehr gute Ubereinstimmung des Schmelzverhal-
tens aus der DDLS und cer UV-Spektroskopie. Damit steht mit der UV-Spektroskopie a@ne
weitere Methode zur Analyse des Schmel zverhaltens von Tetraplexen zur Verfligung, die den
zuganglichen Konzentrationsbereich um fast drei Dekaden nach urten erweltert. Inwieweit
diese Ergebnise aif die inter-/intra- und supramolekularen G-DNA Strukturen Ulertragen
werden kdmen (vgl. Kapitel 5.3 5.5 und 5.6), wird in den jewelligen Kapiteln belegt. Die

“3 Die Schmelzkurven der vier in diesem Konzentrationsbereich vermessenen Proben sind in Kapitel 5.7, bzw.
Anhang_Abb 6 gezegt.
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weitergehende Anayse der UV-spektroskopisch bestimmten Schmelz- und Reaygregati-

onskurven, sowie die Auswertung der thermodynamischen Daten, werden in Kapitel 5.7 aus-
fahrlich behandelt.
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Abbildung 5.6 : Vergleich der Schmelzkurven furr das Aptamer und das 24mer in NaCl. Mef3methoden DDLS

(geschlossene Symbole) vs. UV-Spektroskopie (off ene Symbale).

In Erganzung zur UV -spektroskopischen Untersuchung wird eine Kapill argel elektrophorese-

lauf mit dem 24mer durchgefiihrt. Das Elektropherogramm aus der CGE zeigt ein Hauptsig-

nal, das nochmals in zwel Maxima differenziert ist. In Abbildung 5.7 ist diese Feinaufspal-

tung nach einer Laufzeit von ca 11min zu erkennen.
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40 F T T T T 3 40
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S
3, 30 430
)
©
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o
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Abbildung 5.7 : Elektropherogramm des 24mersin 48mM NaCl.
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Das Signal lauft anschlief3end in einem breiten flachen Ful? bs zu einer Migrationszeit von ca
15min aus. Der Signaverlauf in Abbildung 5.7 schliefdt Isomere mit anderer Stochiometrie
aus, da diese deutlich verschiedene Migrationszeiten aufweisen musen (vgl. Gleichung
(2.595). Damit kann anhand des vorliegenden Profils von einem rein intramolekularen
Tetraplex ausgegangen werden. Der bis zu einer Zeit von 15min reichende FulRist zum einen
mit der eingesetzten DNA-Menge zu begriinden®”, da af Grund der schlechten Einlagerung
des Farbstoff es sehr hohe DNA-Konzentrationen vargelegt werden musden. Zum anderen ist
der Laufpuffer mit 200mM NaCl, wie in Kapitel 5.5.1noch gezeigt wird, so koreentriert, dass
eine Strukturumlagerung stattfinden kann*°.

Fur die beobadtete Aufspaltung des Hauptsignals gibt es zwei Interpretationsansétze. Zum
einen kann mit der schlechten undlangsamen Farbstoffeinlagerung argumentiert werden. Mit
der Interkalation des YOYOs s$nd Anderung in der Morphdogie, der Oberflachentopdogie
und dr Ladung moglich. Diese konren eine wetere Farbstoffeinlagerung erschweren
undoder auf Grund cer einhergehenden Grofen-/Ladungsanderung zu urterschiedlichen
Migrationsverhaten der unterschiedlich mit Farbstoff geséttigten intramolekularen
Quadruplexe fuhren [Pul 75].

Zum anderen sind verschiedene Loopkorformationen denkbar. Wie in Abbildung 2.8 (intra-
molekularer Tetraplex des Thrombin-Binding Aptamers) gezeigt, kommt es in intramolekula-
ren Tetraplexen auf jeden Fall zu syn-anti Konformationen, de mit einer makroskopischen
Strukturdnderung (unterschiedlich lange AulRenkanten der G-Ebene) einhergehen. Dadie syn-
anti Anordnungen duch de Polaritét der DNA von cer relativen Lage der Loops abhéngig
sind, ist auch bei rein intramolekularen Strukturen eine Isomerisierung méglich, gerade wenn
wie beim 24mer auch Strukturen mit eventuell nur zwei G-Ebenen unddamit sehr variablen
Loodéngen (zwel bisvier Basen), denkbar sind. Ob eine solche Loop somerisierung auch von
interkali erenden Farbstoffen wie dem hier eingesetzten YOYO indwziert werden kann, ist hier

nicht zu klaren.

4 Mit95] (vgl. Kapitel 4.1.4).

4> Umlagerungen von Tetraplexstrukturen sind kinetisch stark gehemmt [Bol98][ Nie96][Wil94], so dassim be-
trachteten Zeitfenster dieser Einflussder Pufferkonzentration auf das Hauptsignal (nicht auf den Ful?) redundant
ist.
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5.3 INTERMOLEKULARE TETRAPLEXE

Zwei Sequenzen, de intermolekulare tetramere Strukturen hilden kénren, werden im folgen-
den Kapitel behandelt (vgl. Abbildung 5.8). Zu beiden Quadruplexen liegen Literaturdaten in
Form von NMR-Strukturdaten (6mer) bzw. aus molekulardynamischen Simulationen (8mer)
vor. Nach den intramolekularen Speziesim Kapitel 5.2 wird mit diesen rein intermolekularen
Strukturen der andere Grenzfall bei der Bildung von Tetraplexen urtersucht (intramolekular

vs. intermolekular).

5.3.1 UG4U und T,G4T; - Lichtstreuung und M odellrechnungen

Die ds 6mer bezeichnete Sequenz d{UG,U] weist nur einen G-Bereich mit vier aufeinander-
folgenden Guaninbasen auf. Am 5"’Anfang und 3"Ende ist jeweil s eine Uradlbase, welche
diese RNA-Sequenz (abgesehen vom Zucker) von alen anderen hier vorgestellten DNA-
Sequenzen urterscheidet. Da nur ein Guanin-reicher Sequenzabschnitt vorliegt, ist aus

schliefdlich de Bildung eines tetrameren Tetraplexes mdgli ch.

Abbildung 5.8 : Das 8mer und das 6mer als intermolekulare tetramere Tetraplexe mit parall eler Stranganord-
nung.
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In [Che92] wird Uber eine, auch in NaCl ungewdhnlich starke Tetraplexbil dung berichtet und
zudem keine wie bei dem DNA-Analogon dTG4T] [Lui97] Stapel bildung zwischen mehreren
Quadruplexeinheiten beobachtet. Die hydrodynamischen GréRen unddas Schmelzverhalten*®
des 8mers mit der Sequenz d[T.G4T,] in NaCl wurden in [Nie96] charakterisiert. Gleichzeitig
ist dieses System in umfangreichen MD-Simulationen als Modell fur Tetraplexsysteme von

[KroOQ untersucht worden.

Damit stehen, duch entsprechende Literaturdaten gestitzt, zwei Modell sequenzen fir rein
intermolekulare Tetraplexsysteme zur Verfigung. Wie in Kapitel 5.2 ist die hier eingesetzte
Methodk auch fur tetramere Strukturen zu verifizieren. Aufbauend auf den hisherigen Er-
kenntnissen nach [Che92] und [Nie96] kann das experimentelle Parameterfeld bezliglich der

lonenart und-stérke eweitert werden.

Sowohl das 6mer, als auch das 8mer werden in KCI/TE Puffer in der Lichtstreuung vermes-
sen, wobel zum bessren Vergleich (identische lonenkoreentration) der NaCl-Daten aus
[Nie96] das 8mer in 43nM KCI, das 6mer in 55mM KCI angesetzt wird. Dies entspricht der
gleichen Salzkonzentration wie in den valiegenden NMR-Mesaungen. Die Auftragung des
Trand ationsdiff usionskoeffizienten Dt bzw. der Rotationsrelaxationszeit tr zeigt fur beide
Systeme @n ideales Stokes-Einstein-(Debye) Verhalten (vgl. Abbildung 5.9). Trotz der hohen
Temperaturen (Messereich von 7T bis 76°C) ist in den Stokes-Einstein Plots keine Abwei-
chung vom idealen Verhalten festzustellen, was - wie in Kapitel 5.2 gezeigt - eine thermisch
bedinge Strukturénderung (Schmelzen) anzeigen kann. Deutlich sichtbar ist auch die héhere
Sensitivitdt der depolarisierten Lichtstreumessungen in Bezug auf die Morphdogie der
Tetraplexe. Sind de emittelten Trandlationsdiffusionskoeffizienten beider System nahezu
identisch (Abbildung 5.9-links), urterscheiden sich die Rotationsrelaxationszeiten schon
deutlich (Abbildung 5.9-rechts: 3.43rs— 6mer vs. 5.42rs — 8mer).

4% Ein Schmelzverhalten wurde in [Nie96] ausschliefilich auf Grund von Abweichungen im SE-Verhalten bei
hohen Temperaturen postuliert.
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Abbildung 5.9 : Links: Stokes-Einstein Plot. Redhts: Stokes-Einstein-Debye Plot - 8mer vs. 6mer in KCI.

Die komplementéaren Ergebnise aus den hydrodynamischen Modellrechnungen fir die hier
untersuchten intermolekularen Tetraplexe sind in Tabelle 5.5 aufgefuhrt. Sie zeigen deutlich
die Ubertragbarkeit der in Kapitel 5.2.1flr intramolekulare Tetraplexe bestimmten Dimensi-
on der zu berlicksichtigenden Wasserhtil e (mit d = 285pm).

Strukturtyp Bezeichnurg experimentelle Werte Modell (d=285pm)

w=2%[ng] | Dr**[10°%cm?/s] | D+ [10°%m?s] | 1£2%[ng]

intermol ekul arer 6mer 3.43 1.46 1.48 3.50
Tetraplex G-DNA 8mer 5.42 1.45 1.45 5.42

Tabelle 5.5: Ubersicht zu den vermessenen intermolekul aren tetrameren Tetraplexen. Vergleich der Daten aus
der DLS mit denen aus den M odell rechnungen.

Beide Systeme liegen urter den eingestellten Bedingungen als tetramere Quadruplexe vor.
Diese zeigen Uker den vermessenen Temperaturbereich (6mer 7°C-76°C, 8mer 20°C-57°C)
kein Schmelzverhalten in der Lichtstreuung.

In NaCl zeigt sich dagegen ein anderes Verhalten des 8mers bel hohen Temperaturen. Die in
[Nie96] aufgefuihrten Daten belegen eine deutliche Abweichung vom Stokes-Einstein Ver-
halten ab ca. 55°C, was hier in KCI nicht zu beobadten ist (vgl. Abbildung 5.41-oben rechts).
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Diese Unterschiede zwischen dem 8mer in NaCl und KCI dokumentieren den in Kapitel 2.2
und Kapitel 5.2 gezeigten Einflussder lonenart auf die Stabilit & der G-DNA auch bei tetra-

meren Tetraplexen.

5.3.2 UG4U und T,G4T; - UV-Spektroskopie und CGE

Die oben in der Lichtstreuung detektierten Unterschiede in der Temperaturstabilit & des 6mers
und des 8mers untereinander sowie in Abhangigkeit von der lonenart bei gleicher Sequenz,
werden mit den, in desem Kapitel beschriebenen UV-spektroskopisch Untersuchungen be-
leuchtet und dgs Migrationsverhalten der Proben in der CGE analysiert.

Von beiden Sequenzen werden temperaturabhéngige UV-Spektren aufgenommen, wobel zu-
sdtzlich zu den in Kapitel 5.3.1eingestellten Bedingungen (alle Mesaungen in KCI) in Bezug

auf die lonenart undlonenstérke jeweil s noch Ansétze in NaCl vermessen werden.

Zun&chst zeigen die temperaturabhangig aufgenommen Absorptionswerte der Kaliumsysteme
bei A =297m (vgl. Abbildung 5.10-links) im gesamten, in wasgiger Lésung urier Normal-
druck zugénglichen Temperaturbereich keine Veranderung. Die geringe Drift in den Werten
ist mit temperaturabhéngigen Dichteénderungen bzw. dem Verdursten und ar damit einher-
gehenden Erhdhung der Konzentration der Losung zu erklaren (vgl. Kapitel 4.1.3und Kapitel
4.2). Auch Veranderungen in der Uberlappung der T-Orbitale der Basen auf Grund tempera-
turbedingter Schwingungen sind wahrscheinlich. Die hier beobadtete Stabilit &t der tetrame-
ren G-DNA in KCl steht im Einklang mit den Ergebnissen der dynamischen Streuli chtspekt-
roskopie (vgl. Kapitel 5.3.1) undden Literaturdaten [Che92)].

In Abbildung 5.10-rechts snd de Schmelzkurven des 8mers und 6ners in NaCl gezeigt. In
beiden Falen sind deutliche Abweichungen gegentiber den Kaliumsystemen (Abbildung
5.10-links) zu erkennen. Der T,-Wert des 8mersin 50nM bzw. 100mM NaCl mit 53°C bzw.
55°C unterscheidet sich stark vom extrapalierten Wert von ca 92°C des RNA-Systems, was
die in [Che92] beschriebene Stabilit & des 6mers bestétigt. Wie bel den varangehenden UV-
Untersuchungen werden auch hier Assoziationskurven aufgenommen. Die Auftragungen sind

in Kapitel 5.7 diskutiert. Vorweggenommen sei, dassim pM Konzentrationsbereich keine
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Reaggregation zu beobadten ist, was fir eine aadere Molekularitét im Vergleich zu den in-
tramolekularen Spezies aus dem vorherigen Kapitel spricht und mit einer tetrameren
Tetraplexstruktur zu begriinden ist.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T T S A T S T S S TR " U N U . " " " " " U
4 6mer ¢(RNA) = 27uM in 50mM KCI 0,51 * +40,5
0.4 r DNA) = 15uM in 50mM KCI 40,4
v 8merc( ) = 15uM in 50m c ¢ o6mer c(RNA) = 68uM in 55mM NaCl
T =92°C ~
0.4 -y 8mer c(DNA) = 15uM in 50/100mM Nacl ~ 70-4
] 1°3 T =53/55°C
N ¢ o o * & o o " ¢ 5
< YYVYVYVYY <
02} 02012 v 40,12
v
vvvvvvvvvvvvvvaVV v
0,1 R 40,10
il o T 3 v v v v
1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 n 1 n 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
TlECl T[FC]

Abbildung 5.10: Vergleich der temperaturabhéngigen Absorptionsmessungen des 8mers und des 6mers. Links:
In KCI. Rechts: In NaCl.

Die eghdhte Stahilit & des 6mers gegentiber dem 8mer kann mit zwei synergetischen Effekten
begrindet werden. Die Lénge der endsténdigen Basensequenz und de damit verbundenen
Scherkrafte bei hbheren Temperaturen spielen eine wichtige Rolle. Hier wirken die zwel end-
sténdigen Thyminbasen im 8mer destabili sierend. Dieser Langeneffekt wird in Kapitel 5.7 an
mehreren Sequenzen im direkten Vergleich dskutiert.

Der andere Beitrag zur Stabili sierung des 6mers ist mit der Ausbildung zusétzli cher Wasser-
stoffbriicken zwischen den Uradlbasen zu begriinden. Wie in [Che92] gezeigt, wird am
5-Anfang des Komplexes eine Uradl ebene ausgebil det. In Abbildung 5.11 ist die Aufsicht
auf eine U-Ebene an 5"-Anfang des 6mers gezeigt. Im Gegensatz dazu ist in Abbildung 5.8
zu erkennen, dass $ch zwischen den 5 endstandigen, mehr noch zwischen den 3 endstandigen
Thyminbasen des 8mers keine geordnete Struktur ausbildet und de kompakte, regelmaliige
Helixanordnurg im Endbereich gestort ist (Endstruktur*” der MD-Simulation von [Kro0(Q)).

47 Laufzet 122ns. Dasssich Thyminbasen am 5°Anfang anders anordnen als am 3'Ende (wie in Abbildung 5.8
am Beispiel des 8mers zu erkennen) und damit auch unterschiedli che Beitrége zur (De-)Stabili sierung der
Quadruplexstruktur liefern, wird in [Kal 93] beschrieben.
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Abbildung 5.11: Links: Aufsicht auf eine Uradl ebene mit vier Wasserstoff briicken. Rechts: 6mer in schemati-
scher Darstellung mit markiertem 5 -Anfang.

Der Einfluss der lonenart auf die Stabilitdt und damit Schmelztemperatur von tetrameren
Tetraplexen ist in Tabelle 5.6 gezeigt.

Bezeichnurg | Konzentration DNA/Kation Schmel ztemperatur
27uM/50mM K Cl -°C
6mer
68uM/55mM NaCl ~92°C
15uM/50mM KCl -°C
8mer 15uM/ 50/2100mM NaCl 53.0°C/55.C°C
3.12nM 48mM NaCl*® >55°C

Tabelle 5.6 : Vergleich der T,-Werte des 8mers mit denen des 6mersin Na'- und K™ -Systemen.

Mit den varliegenden Daten undMessergebnissen der beiden Guanin-reichen Sequenzen las-
sen sich dese andeutig als intermolekulare Tetraplexe darakteriseren. Mittels der
UV-Spektroskopie kann der Einflussder lonenart auf die Stabilit & der Strukturen urtersucht
und de in [Nie96] durch Auswertung von DLS-Daten ermittelte Schmelztemperatur des
8mers erstmalig UV -spektroskopisch verifiziert werden.

“8 [Nie96]
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Die Elektropherogramme der Kapill argelelektrophorese sind in Abhildung 5.12 gezeigt.

5 10 15 20 25
T T T T T T T T 014
0,14 F
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>
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Abbildung 5.12 : Elektropherogramme der CGE des 6mersin 556mM KCI (blau) und des 8mersin 43mM KCl
(rot), beidein 100mM KCI als Laufpuffer.

Das 6mer zeigt ein scharfes Signal mit niedriger Intensitét, das mit einer definierten Struktur
ohre Isomere in Einklang steht. Die denkbare syn-anti Isomerisierung (antiparal ele Strang-
anordnungen) wird duch de zusétzliche U-Ebene verhindert. Gleichzeitig ist die Farbstoff-
einlagerung extrem behindert (geringe Intensitét), was daftr spricht, dassYOYO nur in de
,Offenen” End- oder Loopbereiche interkali eren kann.

Das Hauptsignal des 8mersist zu langeren Zeiten hin versetzt*® undzeigt, wie auch schon ds

24mer (vgl. Abbildung 5.7), eine Feinaufspaltung des Maximums.

Die Ausgangskonzentration ist in beiden Proben nahezu identisch (das 6mer mit
Cc(DNA)=2.5mM sogar hther konzentriert als das 8mer mit ¢(DNA)=1.9mM). Trotzdem un-
terscheiden sich die Integrale um den Faktor zehn. Aufspaltung und Unterschiede in der de-

tektierten Menge lassen sich auf zwei Effekte aurtickfuhren.

49 Bezeht sich nur auf die Abbildung; ohne Laufzetmarker sind Absolutbewertungen innerhalb der abgebil deten
Zeitskalen nicht moglich.
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Zum einen ist das Verhalten so zu erklaren, dass $ch duch die langere Inkubationszeit®™ und
die im Vergleich zum 6mer offenere Struktur an den Enden mehr Farbstoff in de
Tetraplexstruktur des 8mers einlagert und des auch wieder (vgl. 24mer Kapitel 5.2.2 zu un-
terschiedlich geséttigten Strukturen undLaufzeiten fuhrt. Als Beispiel wére denkbar, dassdas
erste Signal durch eine Spezies des 8mers verursacht wird, in der nur zwischen den Thyminen
des 3"-Endes YOYO eingelagert wurde. Das zweite Signal (langsamere Struktur) wird dann
von einem Tetraplex verursadht, in dem zwischen alen Thyminen Farbstoff eingelagert ist

und dadurch die Struktur entsprechend aufgeweitet, bzw. geringer geladen vorliegt.

Zum anderen sind im Gegensatz zum 6mer, bel dem die 5" Uradlbasen in eine zusétzli che U-
Ebene engebunden sind und @mit die parall ele Stranganordnung zusétzli ch favorisiert wird,
beim 8mer auch syn-anti Isomere moglich, de ebenfalls zu einer Feinaufspaltung fuhren
konnten. Inwieweit durch de bei syn-anti 1someren nicht mehr &quidistanten Kanten der G-
Ebene und damit offeneren Furchengeometrie die Farbstoffeinlagerung (und damit Laufzeit
und detektierte Menge) beeinflusg wird, ist hier nicht zu kiéren. Die Bedeutung dieser, sich
bei anderen Strukturen wiederholenden Beobadhtung fur die Analytik und biologische Frage-
stellungen, wird in Kapitel 6 diskutiert.

* Beide Proben werden geichzetig prapariert, sind nacheinander gelaufen (zuerst das 6mer, dann das 8mer).
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

54 ZUSAMMENFASSUNG INTRA- UND INTERMOLEKULARE TETRAPLEXE

In den varhergehenden Kapiteln sind de enzelnen Untersuchungsmethoden und de Aus-
wertung der komplementéren Ergebnise anhand vonModell sequenzen sowohl fur intra-, als

auch intermolekulare Tetraplexe @ngehend behandelt worden.

Fur die G-DNA Sequenzen d(T2Gs)4] (24mer) und G, TG, TGTG,T,G,] (15mer/Aptamer)
wurden Lichtstreumesaungen duchgefuhrt und de ehaltenen Diffusionskoeffizienten und
Rotationsrelaxationszeiten mit Werten aus hydrodynamischen Modell rechnungen vergli chen.
Es zeigte sich eine exzell ente Ubereinstimmung der experimentellen undtheoretischen Rota-
tionsrelaxationszeiten 1 und Trandationsdiffusionskoeffizienten Dr. Bei den Modellrech-
nungen wurde ds G-DNA Struktur ein intramolekularer Tetraplex angenommen; durch de

Ubereinstimmung der gemessenen hydrodynamischen GroRen wurde diese Struktur bestétigt.

UV -spektroskopisch wurden durch de Analyse der Temperaturabhéngigkeit der Absorption
bei einer Wellenlange von 297m die Schmelzpunke der Strukturen bestimmt undim Falle
des 15mers mit Literaturdaten verglichen. Als entscheidender VerknUpfungspunkt zwischen
den UV-Mesaingen und ar DLS wurden de statischen Intensitédten aus der depolarisierten
Lichtstreuung mit den Absorptionen der UV-Spektroskopie verglichen. Trotz der unter-
schiedlichen DNA-Konzentration zeigte sich mit beiden Methoden ein identisches Verhalten
bei temperaturabhéngigen Mesaungen. Da in beiden MessgrofRen die gleiche Strukturinfor-
mation bkezlglich der relativen Orientierung der (Guanin-)Basen zueinander enthalten ist,
kann duch den Vergleich sichergestellt werden, dass mit beiden Methoden das Schmelzen
der gleichen Spezies beobaditet wird. D.h., de mit der UV-Spektroskopie ermittelten
Schmelztemperaturen gelten auch fur die deutlich hoker konzentrierten Lésungen, de in der

DLS eingesetzt werden. In beiden Féllen liegen die gleichen Tetraplexe vor (vgl. Kapitel 5.7).

Im Einklang zu den Ergebnissen der DLS, den Modellrechnungen undder UV -Spektroskopie
wurde bei der durchgefuhrten CGE ebenfalls ein intramolekularer Tetraplex des 24mers in
48mM NaCl detektiert.
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Als Modell sequenzen fur intermolekulare Tetraplexe wurden das 6mer und das 8mer unter-
sucht undfir die Verifizierung der Methodk eingesetzt. Der Vergleich der experimentell er-
mittelten Grolen mit denen aus den Modellrechnungen urter Annahme @ner intermol ekula-
ren tetrameren Struktur, lieferte @ne ausgezeichnete Ubereinstimmung der Werte. Wie auch
bei dem 15mer und 24mer (intramolekulare Tetraplexe) wurde fur die zu berticksichtigende
Wasserhiile d ein Wert von 285pn £ 9pm ermittelt.

Fur die Modellredhnungen sind damit sehr unterschiedliche Morphdogien und Oberfladchen-
topdogien urtersucht worden. Mit den intermolekularen Tetraplexen®* wurde fir das 6mer
eine Struktur gerechnet, die ene glatte Oberflache (vgl. Abbildung 5.13-links) und tochsym-
metrische Form (Zylinder) hat. Das 8mer weist auf Grund der endsténdigen Thymine schon
eine deutliche Storung der Helixstruktur mit entsprechenden Unregelméfiigkeiten in der 16-
sungsmittel zuganglichen Oberflache auf. Die mit je drei Loopkereichen stark gefalteten in-
tramolekularen Tetraplexe des 15mers und 24mers snd ceutlich tiefer zerklGftet und lassen
sich nicht durch einfache geometrische Formen beschreiben (vgl. Abbildung 5.13-rechts).

emer 8mer 15mer 24mer

Abbildung 5.13: Die Morphologie und die Oberflachentopdogie von inter- und intramolekularen Tetraplexen.
Links: 6mer und 8mer als tetramere Tetraplexe. Redhts: 15mer und 24mer alsintramolekulare Tetraplexe. Ein-
farbung der 16sungsmittelzugangli chen Oberflache nach dem el ektrostati schen Potential .

Mit diesem, fur verschiedene Quadruplexmorphdogien verifizierten korsistenten Bild be-
zlglich der Wasserhiill endicke, besteht fur beli ebige poymorphe G-DNA-Sequenzen und en

*1 Die Struktur des 6mersist auf Basis von NMR-Daten in Lésung generiert worden, die hier gezegte Struktur
des 8mers wurde MD-Simulationen [Kro0Q entnommen.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

sich daraus bildenden Tetraplexen die Méglichkeit, hydrodynamische Grof¥en zu berechnen
und experimentell e Werte aus der Lichtstreuung exakt einzelnen definierten Strukturen zuzu-

ordnen.

Im Rahmen deser Arbeit wurden erstmals unter physiologischen Bedingungen UV-
spektroskopische Untersuchungen an tetrameren G-DNA-Strukturen durchgefihrt. Hier
konnte deutlich der Einflussder lonenart auf den Schmelzpunk und damit die Stabilit & der
Tetraplexe gezeigt werden. Zudem wurde die besondere Stabilitdt des 6mers UV-
spektroskopisch urtersucht und dokumentiert. Das u.a. mit der Bildung zusétzlicher Wasser-
stoff briicken zwischen den 5 -endsténdigen Uracil basen de beobadtete hohe Schmelztempe-
ratur begriindet werden muss wird in Kapitel 5.6 undKapitel 5.7 diskutiert.

In der CGE wurden ebenfall s erstmals Untersuchungen an tetrameren Tetraplexen urter phy-
siologischen Rahmenbedingungen durchgefuihrt. Wahrend keim 6mer eine sofortige Zuord-
nung zu einer definierten tetrameren Struktur moglich war, zeigten sich beim 8mer Aufspal-
tungen und eine ehebliche Verbreiterung des Signals im Elektropherogramm. Die dabel
moglichen Einflisse der Inkubationszeit mit dem Fluoreszenzfarbstoff, moglicher syn-anti
Isomere undoder der Stabilit & des Tetraplexes gegentiber der Interkalation kann her nicht
ndher quantifiziert werden. Wird das 24mer noch in de Betrachtungen miteinbezogen, so
ergeben sich folgende Mdgli chkeiten:

8mer und 24mer weisen, wie in Abhildung 5.13 gut zu erkennen, eine verschiedene dektro-
statische Oberflachentopdogie aif. 8mer und @ner unterscheiden sich dann urtereinander
noch einmal sowohl in der ,,Rauhigkeit” der Oberfladhe, as auch in der Stabilit & und Mohi-
litdt der Endbereiche, wobel zumindest eine zusétzliche versiegelte U-Ebene beim 6mer vor-
handen ist. Zudem sind dese beiden Elektropherogramme von den entsprechenden Kalium-
systemen aufgenommen, was die Strukturen gegentiber dem 24mer stabili siert. D.h. dassein,
wie YOYO interkalierender Farbstoff in der Reihenfolge 24mer » 8mer > 6mer eingelagert
werden sollte. Der Vergleich der Abbildung 5.7 mit der Abbildung 5.12 zeigt diesen Effekt in
der Signalhdhe und dem zugehérigen Integral sehr deutlich. Die mdgli che Biorelevanz dieser
Effekte wird in Kapitel 6 weiter ausgefuhrt.
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Im Folgenden ist es nun moglich, de Methode der gezielten Auswertung komplementarer
Informationen aus der dynamischer Streuli chtspektroskopie, den hydrodynamischen Modell-
redhnungen, der UV -Spektroskopie und der Kapill argelelektrophorese zur Identifizierung der
Tetraplexe poymorpher G-DNA zu verwenden. Dabel wird gerade die UV-Spektroskopie
Uber die Charakterisierung des Schmelz- und Reaggregationsverhatens weitreichende Auss-
gen zur Struktur ermdglichen (vgl. Kapitel 5.7). Ein kurzer Einblick wurde bei den intramole-
kularen Tetraplexen des 15mers und des 24mers gegeben (instantane Reaggregation kel in-
tramolekularen Tetraplexen). Dieses ermdglicht, den fur die Strukturbestimmung zugangli-
chen Konzentrationsbereich bisin den uM Bereich zu erweitern.
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5.5 POLYMORPHE SEQUENZEN - INTER-/INTRAMOLEKULARE TETRAPLEXE

Die DNA-Sequenz d[T2G4T2G4T>], welche im Folgenden als 14mer bezeichnet wird, besitzt
zwei G4-Bereiche, die durch eine To-Einheit getrennt werden. Damit sind gunadsétzlich zwel
Tetraplexstrukturen moglich; eine Tetramere und eine hairpindhnliche Dimere (vgl.
Abbildung 5.14-rechts). Durch de T,-Endeinheiten und de durch de GrofRRe bedingten
Scherkrafte der denkbaren Tetraplexe ist zudem davon auszugehen, dass eine Stapelbildurng

zwischen mehreren intermol ekularen tetrameren Quadruplexen ausbleibt.

intermolekular ggressss
tetramer e
14mer intermolekul ar
tetramer
2amer - 7
ey intermolekular fr= A
i e S . .. g g |
intramolekular == - | dimer-Hairpin : Pk
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Abbildung 5.14 : Tetraplexstrukturen polymorpher G-DNA. Links: das 24mer (die dimer-Hairpin Anordnung
des 24mersist nicht abgebil det). Rechts: das 14mer (beim intermolekularen dimer-Hairpinist die cossLoop
Konformation gezegt).

Das 24mer mit der Sequenz d[(T2Ga)4] kann auf Grund cer sich wiederholenden G4-Einheiten
Tetraplexe mit drei verschiedenen Stdchiometrien ausbilden. Neben dem in Kapitel 5.2 be-
schriebenen intramolekularen Tetraplex® ist noch eine dimer-Hairpin und eine tetramere

Struktur moéglich (vgl. Abbildung 5.14). Da bei einer tetrameren Struktur bel parall elen Stran-

°2 Drei T,-Looplereiche in diesem intramolekularen Tetraplex sind zu gespannt. Daher entsteht unter Einbin-
dung von Guaninbasen die in Abhildung 5.14 abgebildete Struktur mit nur drei G-Ebenen und del TTG-Loops.
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gen das 3'Ende des Tetraplexes direkt mit einer G-Ebene aufhort, ist eine end-to-end-
Dimerisierung zweier Tetramereinheiten denkbar, welche bel den zu erwartenden Scherkraf-

ten wahrscheinlich nu bel tiefen Temperaturen stabil i st.

551 (T2Ga4)4-intramolekularer Tetraplex vs. intermolekularer tetramerer Tetraplex

Das 24mer wird in zwei verschiedenen lonenstdrken vermessen. Neben dem 48mM NaCl
Ansatz, in dem nach Kapitel 5.2 ein intramolekularer Tetraplex vorliegt, wird de Konzentra-
tionauf 100mM NaCl mehr als verdoppelt.

Die Ergebniss der dynamischen Streulichtspektroskopie sind in Abbildung 5.15 (Stokes-
Einstein-Debye Plot) undin Anhang_Abb 3 (SE-Plot) gezeigt. Im Stokes-Einstein Plot (vgl.
Abbildung 5.4 und Anhang_Abb 3) ist, wie in Kapitel 5.2 schon dskutiert, bei 48mM NaCl
idedes SE-Verhalten bis zu einer Temperatur von ca. 45°C zu beobadten, was gleichzeitig
der mittels der UV-Spektroskopie bestimmten Schmelztemperatur des intramolekularen
Tetraplexes entspricht. Die Abweichungen dartber hinaus hangen ursacdlich mit der Bildung
eines nicht mehr so kompakt gefateten und @mit schnellen (Abweichung im SE-Plot nach
unten —relativ zur Regressonsgeraden) ,,randam coil“ Einzelstranges zusammen undwurden
schon keim Aptamer beobadtet [Bol98].

In 100mM NaCl liegt eine Struktur vor, die sich mit D12%“=0.80 10° cm?s deutlich von dr
Speziesin 48mM NaCl (D12%¢ = 1.36 10° cm?s) unterscheidet.

In Abbildung 5.15 sind de temperaturabhéngig ermittelten Relaxationszeiten aufgetragen.
Mit 1, 27C = 32.80ms ist die Rotationsrel axationszeit des 24mersin 10amM NaCl fast um den
Faktor zehn groRer als in 48mM NaCl mit 1 *°C = 3.40rs. Dies weist auf eine massve
Strukturanderung hin. Der Vergleich mit den hydrodynamischen Modellrechnungen zeigt,
dassbei der geringeren NaCl-Konzentration ein intramolekularer Tetraplex vorliegt, wohin-
gegenin 100nM NaCl eine gestredkte tetramere Struktur detektiert wird.
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Abbildung 5.15 : Rotationsrel axationszeten des 24mers mit ¢(DNA) = 0.65mM. 48mM NaCl vs. 100mM NaCl.

In Tabelle 5.7 sind de entsprechenden Daten aufgefuhrt. In den Modellrechnungen wird da-

bei eine, der Sequenz nach mogliche, dimer-Hairpin Struktur mitbertcksichtigt.

Strukturtyp des 24mers Stdch_io— Experimentelle Wete Moddll (d=285pm)
MR lng | D10%g | DA10%ms | 1[ng
intramol ekul ar [24mer] 3.40 1.46[48] 1.45 3.41
intermolekular, dimer [24mer], - - 1.16 9.50
intermolekular, tetramer | [24mer], 32.80 0.80[100] 0.85 31.50

Tabelle 5.7 : Vergleich der experimentell en Daten mit den theoretischen Werten des 24mersin intra- und inter-
molekularer Morphologie. dimer-Hairpin in cross-LoopKonformation. In[ ] die Konzentration an NaCl in der

L6sung.

Es zeigt sich eine ausgezeichnete Ubereinstimmung der hydrodynamischen Modell rechnun-

gen mit den experimentell ermittelten GroRen3. Zunadhst ist eine mogliche Diversifikation

zwischen einer rein intramolekularen und e tetrameren Struktur im Ansatz mit 48mM NaCl
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zu diskutieren, fur den Fall, dass nur ein Gleichgewicht zwischen den beiden Tetraplexen

vorli egt.

In der Photonenkorrelationsgpektroskopie misden de Trandglationsbewegungen der intramo-
lekularen Struktur von der tetrameren Spezies aufgelOst werden, da die zugehdrigen Fre-
guenzverteil ungsfunktionen weit auseinander liegen (vgl. Inlay in Anhang_Abb 3). Zwei Pro-
zesse werden aber nicht beobachtet. Auf Grund des Molekulargewichts und der damit ver-
bundenen Streueigenschaften [Pec76] kann selbst die Existenz geringer Mengen des tetrame-
ren Tetraplexesin der 48mM NaCl-L6sung ausgeschlossen werden.

In der depdarisierten Lichtstreuung wird bei der Vermesaung des 24mers in 48nM NaCl ein
750MHz FPI verwendet, fur den Ansatz mit 100mM NaCl sowohl ein 75MHz als auch ein
150MHz FPI. Der freie spektrale Bereich erlaubt in beiden Fallen zuverldssg de Detektion
einer weiteren Spezies mit den fur die dimer-Hairpin Struktur berechneten Rotationsrel axati-
onszeiten (vgl. Kapitel 4.1.2). Es werden keine Abweichungen im Spektrum beobadtet, die
Rickschlisse auf die paralele Existenz einer solchen dmer-Hairpin Anordnung zulassen.
Damit kann auf Grund der Ergebnisse der depalarisierten Lichtstreuung die Entstehung einer
dimer-Hairpin Struktur in beiden Systemen (48mM u. 100nM) weitestgehend ausgeschlossen
werden (vgl. Anhang_Abb 8).

Wie grol3 cer Anteil intramolekularer Tetraplexe in der 100mM NaCl Ldsungist, lasg sich
mit der DLS nicht bestimmen. Das vierfach hékere Molekulargewicht und de grole (opti-
sche) Anisotropie bedingen Streueigenschaften des tetrameren Tetraplexes, die zur Maskie-
rung der deutlich kieineren undanndhernd globu&ren intramolekularen Spezies fiihren.

Die UV-Spektroskopie liefert die komplementéren Informationen zu desem Problem der Ko-
existenz von intramolekularen und intermolekularen Quadruplexen in 100nM NaCl. Die
Spektren zum intramolekularen Tetraplex in 48nM NaCl sind in Kapitel 5.2.2 ausfuhrlich
vorgestellt und dskutiert worden. In Abbildung 5.16 sind de Ergebniss der temperaturab-
hangigen Mesaungen zu beiden Systemen dargestellt. In dem 100mM NaCl Ansatz ist, wiein

*3 Die berechneten GréRRen einer hypothetisch mogli chen dimer-Hairpin Struktur liegen in Bereichen, die gopa-
rativ (vgl. [Her98] [Nie96] und Kapitel 4.1.2) aufldsbar sind, aber nicht detektiert werden, was, neben den Daten
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Kapitel 5.7 deduziert, nur das Schmelzen der im Gleichgewicht mit der tetrameren Struktur
vorliegenden rein intramolekularen Spezies zu beobadchten. Dies wird duch de geringere
Amplitude deutlich, de nur =3% der Amplitude der rein intramolekularen Spezies (Spektrum
in 48nM NaCl) betrégt. Die agentlich vorherrschende tetramere Struktur ist mit den 16 sta-
bili sierenden G-Ebenen zu stabil, um unter Normaldruck im wassigen Medium geschmolzen
zu werden. Dies wird durch den Vergleich zu den Daten des 8mers in 48mM und 100nM
NaCl deutlich. In desem spannungsfreien Tetraplex mit vier G-Ebenen liegt der Schmelz-
punkt schon kel 53°C in 48mM NaCl und 55T in 100mM NaCl. Dieser Vergleich ermdgli cht
es des Weiteren auszuschlief3en, dass das Schmelzen der dimer-Hairpin Struktur hier beo-
badhtet wird. Diese dimere Anordnung sollte mit acht G-Ebenen ebenfall s einen deutlich ho-
heren T,,-Wert aufweisen, als die hier detektierten 48.8T.

9 T T T T T T T 9
8t {8
7t {7
56 {6
< | ]
5t {5
4L ——100mM NaCl T =48.8°C 14
| —— 48mMNaCl T =47.2°C
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3
10 20 30 40 50 60 70 80
TC]

Abbildung 5.16 : Schmelzkurven 24mer in 48mM NaCl und 100mM NaCl. Die Kurven sind auf die DNA Kon-
zentration normiert und de Amplitude des Systemsin 100mM NaCl zur Visualisierung um Faktor vier verstarkt.

Mit den Elektropherogrammen der CGE (siehe Abbildung 5.17.) und den Daten aus der
Lichtstreuung kann sicher von der aleinigen Existenz eines intramolekularen Tetraplexes in
48mM NaCl ausgegangen werden. Hierdurch ist es moglich, de auf die DNA-Konzentration
normierte Amplitude des intramolekularen Tetraplexes zu bestimmen undmittels der Ampli-

der UV-Spektroskopie und der CGE, als ein weiteres Ausschlusskriterium fir die Existenz dieser Spezes heran-
gezogen werden kann.
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tudenauswertung des 100mM NaCl Ansatzes, die Gleichgewichtslage zwischen den urter-
schiedli chen Stéchiometrien in deser Lésung quantitativ zu bestimmen (vgl. Kapitel 5.7.4).

Die weiteren Untersuchungen mittels CGE sind in Abbildung 5.17 gezeigt. Neben dem schon
in Kapitel 5.2.2 diskutierten Profil des 24mers in 48nM NaCl sind ceutliche Laufzeitunter-
schiede zum 24mer in 100mM NaCl zu erkennen. Aul3er dem Hauptsignal bel ca 15min ist

ein erstes definiertes kleines Signal bei ca. 12min zu erkennen.

10 15 20 25 30
40 T T T T T T T 40
— 24mer
100mM NaCH
— — 24mer
S 30 48mM NaClq 30
.E. 10
[0}
E I
g— 20 ks —420
<
E "
10 —410
1‘2 14 16
0 L L L - 0
10 15 20 25 30

Migrationszeit [min]

Abbildung 5.17 : Elektropherogramme des 24mersin 48mM und 100mM NaCl. Laufpuffer 200mM NaCl.

Dieses Signal ermdglicht auch olme Marker einen drekten Vergleich der beiden Laufe. Aus
der UV-Spektroskopie ist bekannt, dass geringe Mengen an intramolekularen Quadruplexen
in 100nM NaCl vorhanden sind. Damit kann das erste Signal im 100mM NaCl System dieser
Struktur zugeordnet werden und de Signallage aif das Maximum des 48mM NaCl Systems
verschoben werden. Im Inlay der Abhildung 5.17-rechts oben wurden die beiden Laufe auf
die Lage des Hauptsignals des 24mersin 48nM NaCl normiert®®. Auch jetzt zeigen sich zwei
deutlich voreinander getrennte Fraktionen im Vergleich der beiden urterschiedlichen lo-

nenstarken.

>4 Laufzeitunterschiede von 0.5min bis 2min bei der gleichen Struktur aber unterschiedlichen Laufen sind mog-
lich[Vos01] und legitimieren hier diese Vorgehensweise.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Weiterhin 1ase sich de Signalform des 24mers in 100nM NaCl gut mit der tetrameren
Struktur in Zusammenhang bringen. Signalbreite und ,, Schulterbildund’ bei ca. t = 14min
(vdl. Inlay Abbildung 5.17) wurden schon keim tetrameren Quadruplex des 8mers beobadtet
und dskutiert. Da sich bei syn-anti 1someren des 24mer-Tetraplexes Strukturen hilden, de
asymmetrische Endbereiche afweisen®™, kommt es zu einer zusétzlichen Signalverbreite-

rung/-unschéarfe gegentiber dem Elektropherogramm des 8mers (vgl. Abbildung 5.12).

Zusammenfassend zeigen de dargestellten Resultate beim 24mer die Existenz von zwel ver-
schiedenen Strukturtypen bezuglich der Strangstochiometrie in urterschiedlich koreentrierten
Natriumchloridlésungen. In 48nM NaCl wird eine intramolekulare Tetraplexstruktur gebil-
det. Mit Erhéhurg der Salzkonzentration findet eine Verlagerung des Gleichgewichtes hin zu
einer intermolekularen tetrameren Spezies gatt. Dies ist um so bemerkenswerter, als da die
Umlagerung innerhalb eines bisher noch nicht beobadhteten Konzentrationsberei chs zwischen
48mM und 100nM an NaCl erfolgt. Esist jewell s von eindeutigen Gleichgewichtslagen aus-
zugehen, kew. wie noch in Kapitel 5.7 gezeigt wird, erlaubt die UV-Spektroskopie die quan-
titative Bestimmung der Gleichgewichtslage zwischen Tetraplexen urterschiedlicher Stochi-

ometrie.

Die Bedeutung, dass der Bereich, in dem die Umlagerung erfolgt, innerhalb durchaus phy-
siologischen Randbedingungen liegt, wird in Kapitel 6 noch weiter diskutiert werden. Dass
hier ein universelles Prinzip der Strukturbil dung von Tetraplex aus polymorpher G-DNA vor-
liegt understmalig in Ldsung unter physiologischen Bedingungen nachgewiesen wurde, wird
im folgenden Kapitel 5.5.2am Beispiel des 14mers weiter ausgefuhrt.

5.5.2 T,G4T,G4T,—dimer-Hairpin Tetraplex vs. tetramerer Tetraplex

Die hier behandelte Sequenz d[ T.G4T,G4T>] kann Tetraplexe mit zwel verschiedenen Stéchi-
ometrien bilden. Neben einer gestredkten tetrameren Struktur mit insgesamt acht G-Ebenen,
ist eine dimer-Hairpin Anordnung mit den beiden mittleren Thyminen im Loophereich mog-
lich (vgl. Abbildung 5.18).

% Das 8mer hat eine palindrome Sequenz [Str99] d[T,G4T,], d.h. parallele oder antiparall ele Stranganordnung
sind insgesamt gleichlang. Das 24mer d[(T,G,)4] ist bei antiparalleler Anordnung um zwei Thyminbasen langer,
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Abbildung 5.18 : Mégliche Tetraplexstrukturen der polymorphen Sequenz des 14mers. Links: Dimer-Hairpin in
crossLoopKonformation. Rechts: Intermolekularer tetramerer Tetraplex mit paralleler Stranganordnung.

Zusétzlich zu den Loésungsbedingungen mit =50mM und 114mM an NaCl (vgl. Kapitel 5.5.1),
werden de Untersuchungen auf verschiedene lonenarten, hier Kalium, ausgedehnt. Dabel
werden vergleichbare lonenkoreentrationen (=50mM bzw. ~100mM an NaCl bzw. KCI) in
den Proben eingestellt.

In Abbildung 5.19 sind de Ergebniss der Natriumsysteme aus der dynamischen Lichtstreu-
ung aufgetragen. In beiden Systemen (48mM und 114nM an NaCl) ist tUber den gesamten
vermessenen Temperaturbereich mit beiden Messnethoden (PKS und DDLS) idedes Stokes-
Einstein (Debye) Verhaten zu beobadten. Damit sind fir das 14mer in 48nM NaCl in einem
Temperaturbereich von 8°C bis ca 33C, in 114nM NaCl bis ca 60°C keine Strukturénde-
rungen (z.B. ein Schmelzen) zu detektieren.

Die emittelten hydrodynamischen Gréflen des 14mers in 48mM NaCl unterscheiden sich
signifikant von denen in 114nM NaCl. Ein Vergleich der experimentell bestimmten hydro-
dynamischen GrofRen mit ebenfall s durchgefiihrten Modell rechnungen ist in Tabelle 5.8 ge-
zeigt. Die Gegenuberstellung belegt, dass sch zwei unterschiedliche Strukturen in Abhéngig-
keit von der lonenstérke ausbil den. Demnach wird mit Hilfe der DLS in 48mM NaCl ein d-

was auch die Hydrodynamik und Farbstoffeinlagerung beanflusd.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

mer-Hairpin Tetraplex detektiert, in 114nM NaCl entsprechend eine gestreckte tetramere
Quadruplexstruktur.

T[°C] T Cl
40 0 10 20 30 40 50 60 44 8050 40 30 20 __ 10
| A 14mer 0.8mM DNA, 48mM NaCl " 16 |-m 14mer 0.94mM DNA in 114mM NaCl 416
35 D, 1.4010°cm’ss 135 L1 1.7 = 11.8ns 114
30| ™ 14mer 0.94mM DNA, 114mM NaCl 30 (A e in 48mM NaC ]
’ D,* = 1.08 10°cm?/s % ) L 4.7 q12
L i i 1
7 2,5 - 25 19l . J1o
S - =
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Db— {/ L . A J
1,0} - 410 4} A 14
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Abbildung 5.19: Vergleich der DLS-Daten des 14mersin NaCl (48mM vs. 114mM). Links: Stokes-Einstein
Auftragung der Trandationsdiff usionskoeffizienten. Rechts. Stokes-Einstein-Debye Plot der Rotationsrel axati-
onszeiten.

Bel dem intermolekularen dmer-Hairpin sind mit einer parallelen, einer antiparallelen oder
einer crossLoop Konformation gundsétzlich drei 1somere denkbar, die den Modellrechnun-
gen zufolge, auch andere hydrodynamische Eigenschaften aufweisen. Da die Unterschiede ds
gering einzustufen sind, ist eine Zuordnung anhand der DL S-Daten zunadhst nicht eindeutig
moglich, wird aber im Zusammenhang mit der ebenfalls durchgefihrten UV-Spektroskopie
(vgl. Kapitel 5.7) und den CGE Ergebnisen (s.u. Abbildung 5.21) noch dskutiert werden.

Strukturtyp | Stéchiometrie experimentelle Werte Moddl (d=285pm)
des 14mers w2[ng | D*110%m7s] | D [10°%cm?/s] w=2[ng
dimer-Hairpin | [14mer], 4.74[48] 1.40 1.371.34/1.39 | 4.744.955.05
Tetramer [14mer], | 11.80[114] 1.08 1.08 11.40

Tabelle 5.8 : Vergleich experimentell er Daten mit theoretischen Werten des 14mersin 48mM und 114mM NaCl.
Modellwerte in cross-, parall eler und antiparall eler Loopgeometrie. In[ ] ist die Konzentration an NaCl in der
L 6sung angegeben.
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Prinzipiel ist in beiden Systemen (48mM und 114nM an NaCl) ein Gleichgewicht zwischen

dimerer undtetramerer Struktur mit jewell s unterschiedli cher Wichtung mdgli ch.

In der depdarisierten Lichtstreuung wird bei der Vermesaung des 14mers fur beide Ansétze
ein 75MHz FPI verwendet. Der freie spektrale Bereich ermoglicht in allen Féllen zuverldssg
die gleichzeitige Detektion®® beider Spezies. Da aif Grund der Streueigenschaften®’ schon
geringe Mengen einer tetrameren Struktur die dimer-Hairpin Anordnung voll standig maskie-
ren wirden, kann in der 48mM NaCl Ldsung von einer eindeutigen Gleichgewichtsdage auf
Seiten des dimer-Hairpins gesprochen werden. Hingegen ist auf Grund eben deser Streuei-
genschaften der dimer-Hairpin Anteil in 114nM NaCl mittels Lichtstreuung nicht zu ermit-
teln. Hier bietet die UV-Spektroskopie @ne sehr prazise und einfache Mogli chkeit der quan-
titativen Analyse dieses Problems, wobel das komplexe Verhaten der unterschiedlichen Spe-
ziesin Kapitel 5.7 diskutiert wird.

Ein Beispiel fur die zu den beiden Natriumsystemen durchgefiihrten UV-Mesaungen ist in
Abbildung 5.20 aufgefiihrt. Die exemplarische Schmelz- und Asziationskurve zeigt den
sigmoidalen Kurvenverlauf der temperaturabhangig aufgenommen Absorptionen des
Schmelzprozesses (T, = 47.2C). Die Absorptionswerte der Reaggregation zeigen ein Hyste-

reseverhalten, wobei die Ausgangsabsorption richt wieder erreicht wird.

Dassim Gegensatz zu den Schmelzkurven des intramolekularen Tetraplexes des 24mers eine
Hysterese im Assziationsverhalten vorliegt, deren Ausmald koreentrationsabhéngig ist (vgl.
Kapitel 5.7), belegt, dasses sch bei dem Reaggregationsprozessum mindestens einen bhimo-

lekularen M echanismus handeln muss

% Fiir die @gentliche Bestimmung der Rotationsrelaxationszeiten ist die Anpassung an eine Summe aus zwei
Lorenzfunktionen zu ungenau. Hierfir muss der freie Spektrale Bereich varii ert werden (vgl. Kapitel 4.1.2,
[Pecr6][Nie96]).

>" Der tetramere Tetraplex streut deutli ch stérker [Pec76] als die Dimere und wird daher auch bei Vorliegen
geringer Mengen nicht von den anderen Quadruplexen maskiert.
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Abbildung 5.20 : Schmelz-(geschlossene Symbole) und Assoziationskurve (offene Symbole) des 14mer mit
¢(DNA) = 351uM in 48mM NaCl.

Vergleicht man de Schmelztemperatur mit Referenzsystemen (vgl. Kapitel 5.3.2und5.6.2),
so liegt die ermittelte Temperatur mit T, = 47.2C um 6 °C niedriger as z.B. bei dem 8mer
System d[ T,G4T>], das durch vier G-Ebenen stabili siert wird. Daraus folgt, dasseine tetrame-
re Anordnung fir das 14mer in 48nM NaCl als Struktur auscheidet, da mit den zu bertick-
sichtigenden acht G-Ebenen de Schmelztemperatur deutlich héker liegen muss[Mer9§]. Die
beobadtete Abnahme von 53T (8mer) auf 47.2T (14mer) 1&sg sich mit der in einem dimer-
Hairpin System vorhandenen Spannung®® auf Grund der Loophil dung sehr gut begriinden.

In 100mM NaCl liegt der Schmelzpunk des 14mers bei 45.4C. Dieser Wert befindet sich in
dem, schon keim 24mer beobacdteten Schwankungsbereich (vgl. Abbildung 5.16). Jedoch ist
dieser Wert bei der Annahme, dass acht G-Ebenen geschmolzen werden, zu gering. Wie in
Kapitel 5.7 dargestellt, wird nu die im Gleichgewicht vorhandene Hairpinstruktur detektiert.
Diein der Lichtstreuung festgestellte tetramere Struktur ist zu stabil, um unter diesen Bedin-
gungen in wasgiger Losung ein Schmelzverhalten zu zeigen (vgl. Kapitel 5.5.1 (24mer in
100mM NaCl)).

*8 Bei der Bildung von (cross-) Loop-Konformationen ist es mégli ch, dasseine Guaninbase mit in den Loophe-
reich eingebaut wird, das entstehende System dann aber nur drei G-Ebenen aufweist, was ebenfall s die dem
8mer gegenliber verringerte Schmel ztemperatur begriindet.
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Von cem 14mer in 48nM NaCl wurde én CGE-Lauf in 100nM NaCl-Laufpuffer durchge-
fahrt. Das in Abbildung 5.21 gezeigte Elektropherogramm zeigt ein Hauptsignal mit einer
Migrationszeit von ca 12min. Dieses Signal weist eine gering ausgepragte Feinaufspaltung
auf. Vorgelagert, mit einer Migrationszeit von ca 11min, liegt ein weiterer kleiner Peak. Der
im Inlay vergrolerte Fuld ist wieder auf die @ngesetzte DNA-Menge zurtickzufihren, wobei
die lonenstérke des Laufpuffers (mdgliche Umlagerung zu einer tetrameren Struktur) fur das

schwache Signal bei t = 17min verantwortlich sein kann.

10 15 20 25

4 —— 14mer in 48mM NaCl 4
Laufpuffer 200mM NacCl

Floal

rel. Amplitude [a.u.]
N w
T T

T :

L 1 L 1 L
N w
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Abbildung 5.21 : Elektropherogramm des 14mersin 48mM NaCl. Laufpuffer 100mM NaCl. Das Inlay zeigt den
Zeitbereich zwischent = 10min und t = 20min vergroliert.

Betrachtet man das Hauptsignal, so sind reben den oben beschriebenen Effekten einer suk-
zessven Farbstoffeinlagerung, die mit entsprechenden Laufzeitdnderungen der unterschied-
lich geséttigten Strukturen einhergeht, auch de mdglichen Isomeren auf Grund \erschiedener
Loop-Konformationen als Ursache fur die Aufspaltung, mehr noch fir das Signal bei t =
11min, zu dskutieren.

Zun&chst ist festzuhalten, dassdas ermittelte Elektropherogramm in Einklang mit dem in der
DLS und cer UV-Spektroskopie detektierten dmer-Hairpin steht. Eine ebenfalls denkbare
tetramere Tetraplexstruktur kann damit in 48nM NaCl weitgehend ausgeschlossen werden.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Die Aufspaltung des Profil s mit einer Bewertung beziglich mdglicher Loop-Konformationen
wird bei der Diskusson des 14mers in einem Kaliumsystem eingegangen. Das System 14mer
in 100nM NaCl wird nicht weiter untersucht, da die Probe zum Zeitpunk der CGE-
Mesaungen nicht mehr zur Verfigung stand undschon mittels UV-Spektroskopie die Gleich-

gewichtslage zwischen dmer-Hairpin undtetrameren Quadruplex untersucht worden ist.

Damit folgt aus der Kombination der Ergebnisse aus der dynamischen Streuli chtspektrosko-
pie, Kapill argelelektrophaese, Modelrechnungen undwie in Kapitel 5.7 ausfihrlich gezeigt
der UV-Spektroskopie, dassin einer NaCl-Losung das 14mer in Abhéngigkeit von der lo-
nenstérke in urterschiedlichen Konformationen vorliegt. Dabei wird in 48nM NaCl eine di-
mer-Hairpin Struktur detektiert, in 114nM NaCl ein tetramerer Tetraplex im Gleichgewicht

mit einer dimeren Spezies.

Im Folgenden wird das 14mer in einem Kaliumchlorid/TE-Puffersystem (55mM und 119nM
an KCl) aufgenommen und \ermessen. Die Ergebnisse der temperaturabhéngigen Lichtstreu-

mesaungen sind in Abbildung 5.22 gezeigt.

In der Abbildung 5.22-linksist bel dem 55mM K Cl-System bis zu einer Temperatur von 45T
idedes Stokes-Einstein Verhalten zu erkennen. Dariiber hinaus kommt es zu Abweichungen,
die aif eine temperaturbedingte Veranderung der Struktur hinweisen. Da derartige Verande-
rungen mittels der UV-Spektroskopie mit geringerem (Zeit-)Aufwand analysiert werden kon-
nen, wird bei der Mesgeihe in 119nM KCl auf die DLS-Untersuchung oberhalb von 45C
verzichtet, darunter ist ebenfall s idedes SE-Verhalten zu beobadhten. In der Stokes-Einstein-
Debye Auftragung (vgl. Abbildung 5.22-redhts) sind in dem vermessenen Temperaturbereich
keine systematischen Abweichungen von einer Ursprungsgeraden festzustellen. Die Unter-
schiede im Trandationsdiffusionskoeffizienten D+ zwischen den beiden Systemen in der
Photonenkorrelationsgektroskopie  liegen innerhalb des maximalen Fehlerbereiches von
+4%. In der Interferometrie sind jedoch signifikante Unterschiede zwischen den Systemen
bezlglich der gemessnen Rotationsrelaxationszeiten festzustellen (Abbildung 5.22-rechts).
Diese geben Anlass die Daten fUr die Trans ation ebenfall s einer weitergehenden Auswertung

undDeutung zu urterziehen.
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Abbildung 5.22: Vergleich der DLS-Daten des 14mersin KCl (55mM vs. 119mM). Als Bezugspurkte dienen
Daten des 14mersin 48mM NaCl (blau). Links: Stokes-Einstein Auftragung der Trand ationsdiffusionskoeffi-
Zienten. Rechts: Stokes-Einstein-Debye Plot der Rotationsrel axationszeiten.

Prinzipiell sind Veranderungen in der Morphdogie bei Tetraplexen stark kinetisch gehemmt
[Bol98][Wil94]. Die Probe mit 119mM KCI wird aus der Probe mit 55mM KCI durch Zusatz
einer konzentrierten KCI-L6sung und anschlief3ender Filtration prépariert. Auf Grund des
wahrend der KCI Zugabe in der L6sung vorhandenen Konzentrationsgradienten beziiglich der
KCI- und der DNA-Konzentration (vgl. Kapitel 4.2.7) mussvon der Bildung weiterer, z.T.
unspezifischer Tetraplexstrukturen, ausgegangen werden [Eim92][Bol98]. Die Trandations-
diffusionskoeffizienten deser Strukturen kdnren zunadhst nicht aufgel 6st werden, so dassdie
ConTIN-Analyse @nen gemittelten Diff usionskoeffizienten ergibt. Da nach der temperaturab-
hangigen Mesgeihe in der PCS eine weitere Mesaung bei 20°C eine deutliche Verschiebung
der Messwverte in Richtung einer definierteren, wie in 55mM KCI detektierten Struktur er-
gibt>®, ist davon auszugehen, dassvorher ein metastabil es Gleichgewicht zwischen verschie-
denen Spezies bestand. Durch de, einem Tempern dhnli chen Bedingungen wahrend der tem-
peraturabhéngigen Mesaungen, wurden de Verhdtnisse in Richtung dimer-Hairpin Struktur
neu eingestellt. In Abbildung 5.23 sind de Frequenzverteilungsfunktionen der CONTIN-
Analyse vor und rech der temperaturabhéngigen Mesgeihe gezeigt.

%91.4 10°%m?/s, Wert in Tabelle 5.9 fett-kursiv.
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Abbildung 5.23 : Frequenzverteilungsfunktionen des 14mersin 119mM KCI. Gezdgt sind die Ergebnisse der
CoNTIN-Analyse direkt vor und nach der temperaturabhangigen Messreihe.

Nacdh dem Tempern ist die Frequenzverteilungsfunktion deutlich schmaler, der ermittelte ap-
parente Transationsdiff usionskoeffizient mit 1.4 10° cm?s gegeniiber 1.28 16° cm?s vor
dem Tempern signifikant schneller. Dieses fir Tetraplexe typische Verhalten wurde bereitsin
[Bol98] und[Nie96] ausfuhrlich beschrieben undzeigt in desem speziellen Fall den Einfluss
der Probenpréparation und @r Versuchsdurchfiihrung auf die Messergebniss.

Die anschlief3enden DDLS-Mesaungen zur Bestimmung der Rotationsrel axationszeiten besté-
tigen de Gleichgewichtslage auf Seiten der dimer-Hairpin Struktur, da auf Grund der héheren
Sensitivitét dieser Mesanethode fur grofere anisotrope Strukturen, dese beim Vorliegen sig-
nifikanter Mengen mit Sicherheit detektiert worden wéren. Eine Gegenuberstellung der expe-
rimentell bestimmten hydrodynamischen Gréf3en mit entsprechenden Modell rechnungen (vgl.
Tabelle 5.9) zeigt, dass ®wohl in 55mM asauch in 119nM KCI eine dimer-Hairpin Struktur
vorliegt, wobel die @solute Loopkorformation hier nicht aufgel6st werden kann.
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Strukturtyp des Stochio- experimentelle Werte Modell (d=285pm)
14mers metrie 2 2
= [ng] | D*110%m?s] | Dy*“[10°%cm?/s] =[S
dimer-Hairpin [14mer], | 5.64[55] 1.35[55] 1.371.34/1.39 | 4.744.955.05
5.10[119] | 1.281.40[119]
tetramer [14mer], - - 1.08 11.40

Tabelle 5.9 : Vergleich experimentell er Daten mit theoretischen Werten zum 14mer in 55mM und 119mM KCI
mit Modellrechnungen. In[] ist die Konzentration an KCl in der Lésung angegeben, Modellwerte in cross-,
parall eler und antiparall eler Hairpinanordnung.

Ausziige der ebenfals zu beiden Kaliumsystemen duchgefiihrten UV-Mesaingen sind in
Abbildung 5.24 gezeigt. Das komplexe Verhaten der unterschiedlichen Spezies wird in Ka-
pitel 5.7 diskutiert. Die in Abbildung 5.24 exemplarisch abgebil dete Schmelz- und Asoziati-
onskurve zeigt den sigmoidalen Kurvenverlauf der temperaturabhéngig aufgenommen Ab-
sorptionen des Schmelzprozesses (T, = 76.0C). Nach hysteresedhnlichem Kurvenverlauf
der Absorptionen wahrend der Aggregation wird de Ausgangsabsorption erreicht. Da in
tetrameren Referenzsystemen (vgl. Kapitel 5.3.2 bei vier stabili sierenden G-Ebenen in Kali-
um kein Schmelzen zu beobaditen ist, und deser Trend bei acht G-Ebenen, also einer hypo-
thetisch mdgli chen tetrameren Anordnung noch stérker ausfallen muss ist die Schmelztempe-
ratur nur mit einer gespannten dmeren Hairpinanordnung zu erkléren. Das Asoziationsver-
halten (hystereseédhnlicher Verlauf der Absorptionswerte) spricht, wie aich schon ke den
Natriumsystemen, flr einen mindestens bimolekularen Mecdhanismus.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON
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Abbildung 5.24 : Schmelz-(geschlossene Symbale) und Assoziationskurve (offene Symbole) des 14mer mit
c(DNA) = 383uM in 55mM KCl.

In 100mM KCI betragt die Schmelztemperatur des 14mers 78.9C und liegt damit in dem,
schon keim 24mer und 14mer in NaCl beobadhteten Schwankungsbereich (vgl. Abbildung
5.15), wobei die Amplitude normiert auf die DNA-Konzentration mit der in 55mM KCI ver-
gleichbar ist (vgl. Abbildung 5.42). Dies |ésd den Schlusszu, dassin beiden lonenstérken de
gleiche Anzahl an G-Ebenen, normiert auf die Einzelstrangkonzentration, schmelzen. Damit
kann, anders als in 114nM NaCl, die Existenz einer tetrameren Tetraplexstruktur in 119mM
K Cl ausgeschlossen werden.

In Abbildung 5.25 sind de Ergebnisse der CGE denen der DLS gegentibergestellt. Links ist
neben dem bereits diskutierten Profil des 14mers in 48nM NaCl, das Profil des 14mers in
119mM KCI normiert auf den ersten Peak des 48mM NaCl-Systems gezeigt. Die Aus
schnittsvergroRerung prasentiert die Ubereinstimmung der ersten drei Maxima, wobei im Ka
liumsystem insgesamt eine deutliche Verbreiterung zu erkennen ist. Zudem wird ein weiteres
Maximum bel einer Migrationszeit von ca 12.5min aufgelst. Die Integrale der Profile unter-
scheiden sich deutlich. Die Proben wurden gleichlang dem Fluoreszenzfarbstoff ausgesetzt, so
dass die Inkubationszeit nicht als Begrindung fir die unterschiedlich detektierten DNA-
Mengen (entsprechend den Integralen) herangezogen werden kann. Die DNA-Konzentration
in dem Natrium-System ist dabel mit ¢(DNA) = 0.8mM fast halb so hach wie im Kaliumsys-
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tem mit c(DNA) = 1.5mM. Die Integrale verhalten sich jedoch umgekehrt propartional®, ein
Effekt, der auf die stérkere Stabili sierung durch das Kalium zurtickzufiihren ist. Die relativen
Pedkhdhen der ersten drei Maxima der beiden Systeme verhalten sich dhnlich, was fir ein
vergleichbares relatives Verhaten bezlglich der Einlagerung des Farbstoffes undoder ver-

gleichbarer Anteil e verschiedener Loopkanformationen spricht.

Die Elutionsprofile der Kapill argelelektrophaese zeigen eine gute Koharenz mit den Daten
aus der dynamischen Lichtstreuung. Das deutlich breitere Laufprofil des Kaliumsystems in
der CGE, sowie der zusétzlich detektierte Pegk bel 12.5min (,,langsamere® Struktur) korreliert
mit der breiten und zu langeren Zeiten asymmetrischen Frequenzverteilungsfunktion der
ConNTIN-Analyse der DLS. Mit diesem Befund lassen sich auch die unterschiedlichen hydro-
dynamischen Grof3en, de in der DLS ermittelte wurden, mit der CGE erkléaren. Zusétzlich
wird de Prézision der DLS-Mesaungen, gerade der FABRY-PEROT Interferometrie, bestétigt
und de Diskussonswirdigkeit der detektierten geringfligigen Unterschiede in den Transport-
grofRen des 14mersin Natrium undKalium belegt (vgl. Tabelle 5.8 u. Tabelle 5.9).

10 15 20 25
. ; . i .
—— 14mer in 48mM NaCl 10° L 10°
4r —— 14mer in 119mM KCl 14 5 : . 5
— 2- ] —— 14mer in 48mM NacCl
3 4| —— 14mer in 119mM KCl b
(0] 3 13 —_
15 3
2 3 13 &
- )
E | .| 1o :
< 2
= 2} 122
g =
o)
1k 41 1r 41
i l‘l 1‘2 13 14 1 0k 0
0 I 0 10° 10°
10 15 20 25

Migrationszeit [min]

Abbildung 5.25 : Elektropherogramme und Fregquenzverteil ungsfunktionen des 14mersin 48mM NaCl und
119mM KCI.

% Dje Integrale unterscheiden sich um den Faktor drei. Bezieht man die DNA-Konzentration mit ein, so ergibt
sich ein Faktor sechs. Damit ist die detektierte DNA-Menge im Kaliumsystem um Faktor sechs zu niedrig.
Hiermit li egt eine signifikante Differenz vor, da Schwankungen auf Grund der geringfiigig varii erenden | njekti-
onsmenge deutlich geringer ausfallen (£10% [V os01]).
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Unter Berticksichtigung der aus den verschiedenen Messnethoden gewonrenen Daten liegt

damit in den Kaliumsystemen immer eine dimere Hairpin Struktur vor.

553 Zusammenfassung

In den beiden vorhergehenden Kapiteln wurden zwei Modell systeme fir polymorphe G-DNA
mittels komplementarer Untersuchungsmethoden charakterisiert. Es wurde sowohl die Anzahl
der Guanin-reichen Bereiche innerhalb der Sequenzen, als auch de Art und Konzentration der

zugesetzten Kationen varii ert.

Bei dem 24mer waren dabel kombinatorisch drei Stéchiometrien beziiglich der Einzelstrénge
denkbar. Eine rein intramolekulare globué&re Anordnung, eine dimer-Hairpin und eine rein
intermolekulare tetramere Tetraplexstruktur. Erstere konrte in 48nM NaCl Losung, letztere
in 100mM NaCl nachgewiesen werden. Die dimer-Hairpin Anordnung war mit den varlie-
genden Daten auszuschlief3en (vgl. Anhang_Abb 8 undKapitel 6).

Das 14mer mit nur zwel Guanin-reichen Sequenzabschnitten war in der Lage, eine dimer-
Hairpin und eine langgestredkte tetramere Quadruplexstruktur zu hilden. In KCI war dabel
sowohl in dem 55mM als auch in dem ~100mM Ansatz nur eine dimer-Hairpin Struktur pré
sent, wohingegen in NaCl sich in 114nM der tetramere Tetraplex ausbil dete. Bei einer Salz-
konzentration von 481M an NaCl wurde, wie in KCI, nu die dimer-Hairpin Struktur detek-

tiert.

Auf die UV-spektroskopische Analyse der Gleichgewichtslagen zwischen pdymorphen
Tetraplexen wurde hier nur eine kurze Ubersicht (iber den hisherigen Erkenntnisgand gezeigt.
Ausfuhrli che, auch thermodynamische Betrachtungen werden in Kapitel 5.7 diskutiert.

In Abbildung 5.26 sind de vermessnen Systeme und de detektierten Morphdogien as
Schaubild présentiert. Die Strukturinformation des 24mers in ~50mM KCl ist [Wan94] ent-

nomimen.
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Abbildung 5.26 : Abhéngigkeit der Struktur von der lonenart und lonenstérke bei den Modell sequenzen des
24mersund des 14mers. Beim 14mer ist nur die cossLoopKonformation gezegt.

Als genereller Trend zeichnete sich de Stabili sierung tetramerer Tetraplexe in holen lo-
nenstérken (NaCl-Systeme) ab, wohingegen in den =~50mM-Systemen eine stark gefaltete
dimer-Hairpin Struktur (14mer) oder ein rein intramolekularer Tetraplex (24mer) vorlag. Da-
bei konrte bei den niedrigen lonenstérken auf Grund der Ergebnisse der CGE von einer ein-

deutigen Gleichgewichtslage auf Seiten der gefalteten Spezies ausgegangen werden.

Nicht nur die lonenstérke, sondern auch de lonenart ist von entscheidender Bedeutungfur die
Bildung padymorpher Tetraplexe, was bel dem 14mer in 100nM KCI deutlich wurde. So-
wohl in 5anM als auch in 200mM KCI bil deten sich dmer-Hairpin Quadruplexe aus. Im Nat-
riumsystem lagen urter gleichen Bedingungen urterschiedliche Tetraplexe vor. Gleichzeitig
variierten de Rotationsrelaxationszeiten des 14mers in Abhangigkeit von der Konzentration
der Kaliumkationen, was auf unterschiedliche Konformationen der endsténdigen Thyminba-

sen, wenn richt sogar der Loop-Bereiche hindeutete.

Damit wird de Charakterisierung polymorpher G-DNA unter physiologischen Bedingungen
durch de Kombination der Ergebnise aus polarisierter und depolarisierter dynamischer
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Streuli chtspektroskopie, Kapill argelelektrophaese enerseits und hydrodynamischen Modell-
rechnungen andererseits zunacdst abgeschlossen. Die weitergehenden M égli chkeiten der UV-
Spektroskopie werden wie auch de Diskusson der thermodynamischen Daten in Kapitel 5.7
vorgestellt.

In den varhergehenden Kapiteln ging es ausschlieldich um die Analyse von pdymorphen
Quadruplexstrukturen jeweil s einer Sequenz. In desem Zusammenhang konnte eéndrucksvoll
der Synergismus der Messverfahren dokumentiert werden. Im Folgenden sollen nun de Er-
kenntnisse auf die Erforschung supramolekularer Strukturen angewendet werden, wobel ver-
schiedene Sequenzen als Mischung vermessen werden.
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5.6 SUPRAMOLEKULARE STRUKTUREN

Wie in Kapitel 2.2 aufgezeigt, handelt es sch bel supramolekularen Strukturen um hochge-
ordnete Konstrukte, die dreidimensionalen Netzwerken mal3geschneiderter Morphdogie ent-
sprechen. Die Grundiberlegung bei der Generierung dieser Gebilde ais Guanin-reichen
DNA-Sequenzen ist, dass im Gegensatz zur ausschliefdlichen Verwendung doppelhelikaler
DNA [Se€97], duch de Verwendung von doppelhelikal-funktionalisierter G-DNA deuitlich
mehr stabil e Bauelemente zaur Verfligung stehen.

Die ehohte Anzahl an Bauelementen beruht dabel nicht nur auf der strikten, sequenzbeding-
ten Trennung von Knotenpunken (vierstrangige Tetraplexe) und Verbindurgselementen
(doppelhelikale DNA). Vieilmehr erlauben de Tetraplexe wegen ihrer hohen Symmetrie eéne
feine Abstufung der Lange (Anzahl repetetiver G-Ebenen) der Knotenbereiche. So liegen
nach nu drel G-Ebenen (3*30° Drehung) die 5"Anfangs und 3"Endpunke (wahrend cer ers-
ten 270° von erschiedenen Einzelstrangen) exakt tbereinander (vgl. Abbildung 5.27, bei B-
DNA dle zehn Ebenen [Str99]). D.h., dassnur vier G-Ebenen a s symmetrischer Knotenpunk
ausreichen, kzw. die Lénge des Knatenpurktesin 1.02m-Schritten varii ert werden kann.

10merTCT Seitenansicht

Aufsicht 0°

Abbildung 5.27 : Links: Aufsicht auf die funktionalisierte G-DNA d[T,G,TTCT] (10merTCT). Mitte: Aufsicht
auf einen Knotenpurkt mit vier aufeinanderfolgenden G-Ebenen. Rechts: Seitenansicht mit Abstand der G-
Ebenen untereinander.

Gleichzeitig beinhaltet dieser Ansatz auch eine Fille von Mégli chkeiten fur die knotenpunk-

verbindenden, doppelhelikalen Bereiche. Deren Lange, Basensequenz und einhergehend de
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Temperaturstabilit & dieser Abschnitte lasen sich frel wahlen. Die Einschrankungen, dass
stabile Holli day-Junctions oder Superspiralisierung duch de Sequenzauswahl erreicht wer-
den musq See97][See98|[ Stro9][Leh94][ Voed5] um die Ausbildung von Knoten umzusetzen,
entfdlt. Damit lassen sich problemlos Sequenzabschnitte fur den dopplhelikalen Bereich
wahlen, de z.B. leicht von B-DNA in Z-DNA Konformation undzurtick wecdseln (aternie-
rende CG-Sequenzen [V oe95][ Str99]). Da sich dieser Wedhsdl u.a. in einer erheblichen Lan-
genvariation riederschlagt, wére dies eine Mogli chkeit, die Struktur in Abhéngigkeit der Um-
gebungsparameter (hier: lonenstérke, vgl. [Eim93]) dynamisch zu beanflussen, quesi ein
,amen®* des Konstruktes zu ermdgli chen.

Die Schmelztemperaturen von Tetraplexen (Knotenpunke) und den tetraplexverbindenden
Duplexbereichen urterscheiden sich i.a. bei gleicher lonenstérke. Zusétzlich lésd sich nach
durch de Wahl der Basensequenz (doppelhelikaler Bereich) undoder der Anzahl der G-
Ebenen (Knotenpunk) das dynamische Verhalten gezielt auf den Einsatzzwedk ausrichten.

Durch den Einsatz der vorangehend spezifizierten polymorphen Sequenzen (vgl. Kapitel 5.5)
ist es denkbar, supramolekulare Konstrukte aufzubauen, de in Abhéngigkeit von der lonenart
verschiedene Morphdogien aufweisen. Wie in Kapitel 5.5.1 gezeigt, ist ein solcher Struktur-
wedhsel durch Variation cer lonenstérke (48mM NaCl vs. 100nM NaCl) moglich, wenn z.B.
Anaogader Sequenz des 24mers fir die Knatenpunke engesetzt werden.

Im Rahmen deser Arbeit soll zunachst die prinzipielle Umsetzbarkeit des G-DNA CORE —
B-DNA JuncTioN Konzeptes beleuchtet werden. Ausgehend von en in Kapitel 5.3 charakte-
risierten intermolekularen Tetraplexen, wird de Sequenz d[T,G4T,] fur den Core-Bereich
ausgewahlt, da hier nur eine intermolekulare Tetraplexform mdglich ist, was zunadst die
Analytik stark vereinfadht.

Unter Berticksichtigung der Arbeiten von[Kro0( und[See97] wird die Sequenz dahingehend
modifiziert, dassam 3"-Ende T, gegen TTCT bzw. TAGA ausgetauscht wird. Auf Grund der
in [KroO(Q beobacteten hoten Flexibilit & der T,-Gruppe (3 endsténdigen Thymine) und cer
von [See97] pubizierten moglichen Verwindung bei der Paarung selbstkomplementérer Se-
quenzen wahrend der Bildung von Netzwerken aus B-DNA, sollte es mdglich sein, dasses
zur Ausbildung von Duplexstrukturen zwischen den Tetraplexen kommt Da nur das 3"Ende



funktionalisiert wird und de Bildung von paralelen Doppelhelices thermodynamisch und
kinetisch gehemmt ist [Tai98], sind de Mdoglichkeiten fir die Aggregation der Tetraplexe
weiter eingeschrankt. Durch diesen Gedankenansatz ist aus<chliefdlich® eine end-to-end An-
ndherung der Tetraplexe bei der Ausbildung der Doppel helices mdglich. In Abbildung 5.28 ist
eine Ubersicht tiber die verwendeten Sequenzen und de Projektplanung gezeigt.

T

/

Abbildung 5.28 : Projektplanung zur Synthese supramolekularer Nanostrukturen aus funktionalisierter G-DNA.

Im Folgenden werden de Sequenzen einzeln charakterisiert (vgl. Kapitel 5.3) und anschlie-

end as Mischung in verschiedenen Verhaltnissen urtersucht.

5.6.1 TG4TTCT —10merTCT

Mit der Basenabfolge d[T.G4TTCT] (10merTCT) wird zunadst eine Sequenz gewdhit, die

nur einen intermolekularen Tetraplex mit vier G-Ebenen hilden kann. Da prinzipiell gegen-

®1 Dies gilt fiir den Fall von tetrameren Tetraplexen mit paralleler Stranganordnung. Werden die Einze systeme
wie unten gezegt auf 62°C getempert und vollsténdig aufgeschmolzen, so ist bei der Reaggregation eine antipa-
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Uber dem 8mer mit T,G4T, keine neuen Ergebnisse in Bezug auf Struktur (intermolekularer
tetramerer Tetraplex) und Dynamik (Schmelztemperatur und Reaggregationsverhalten) zu
erwarten sind, wird im Folgenden nu eine kurze Zusammenfassaung der Ergebnisse gezeigt.
Weiterfihrende Daten sind im Anhang (DLS-Daten Anhang_Abb 4) verfugbar. Ebenfall s mit
den schon gesammelten Ergebnisen ist die auschlieldiche Vermesaung des Systems in
NaCl-Loésungen zu begriinden, da in KCl-Ldsungen im zuganglichen Temperaturbereich der
Tetraplex nicht aufzuschmelzen ist. Bel der in Kapite 5.6.2 behandelten Sequenz
d[T.G4TAGA] besteht zudem die Gefahr, dassdie Duplexbildung auf Grund einer weiteren,
in KCI sehr gut stabili sierten G-Ebene, die eén komplementéares Endstiick , versiegelt”, vall-
sténdig ausbleibt. Dieses Verhalten, dass das 3'Ende des 10merAGAs eine kompakte He-
lixstruktur aufweist und damit die 3’AGA Sequenz nicht fur die Basenpaaung mit dem
3'TCT des 10merTCTs zur Verflgung steht, ist, wie in Kapitel 5.6.3 gezeigt wird, schonin
NaCl-Losungen nicht unproblematisch.

Ein Vergleich der beiden Strukturen ist in Abbildung 5.29 gezeigt. Besonders die kompaktere
Form auf Grund cer zusétzli chen G-Ebene beim 10merAGA féllt auf.

/( T'* -q)
X, / ) e
weitere G-Ebene & y
K—c Py - /] |
N .::(

G " ..:' -
10merAGA
Abbildung 5.29: Seitenansicht des 10merTCTsund 10merAGAsin schematischer Darstellung. Gezegt sind die

Startstrukturen vor®? der Generierung der Wasserhiille und den weiteren Optimierungs<hritten.

rallele Asziation nicht ausgeschlossen, was zu den in Abhbil dung 5.28-li nks unten aufgefiihrten Strukturen
fuhren kann.

%2 Dafiir die @gentlichen Optimierungen die 5 -Phosphatgruppen gegen 5" OH-Gruppen ausgetauscht werden,
lassen sich die Endstrukturen, die noch deutlichere Unterschiede in den Helixstrukturen der Endbereiche zegen,
nicht mehr in der hier gezagten Form visualisieren.



Die Daten aus UV-Spektroskopie, Lichtstreuung und Modellrechnungen sind in Tabelle 5.10
gezeigt. Gleichzeitig werden de Daten des 8mers und auch de UV-Ergebnisse a@nes 12mers
d[T.G4Tg] aufgefihrt, die den Einflussder Lange der Endstiicke auf die Schmelztemperatur
dokumentieren. Wie schonin Kapitel 5.3.1diskutiert, sind in der Stokes-Einstein Auftragung
(siehe Anhang_Abb 4) erst oberhalb des mit der UV-Spektroskopie verifizierten Schmelz-
punkes von 43T Abweichungen vam idealen Verhalten festzustellen. Die Verringerung des
Schmelzpunkes von 53T beim 8mer mit 4 stabilisierenden G-Ebenen auf 43°C bei dieser
Sequenz mit eben deser Anzahl an G-Ebenen kann mit den thermisch bedingten Scherkréften
der hier langeren Endstiicke begriindet werden. Der Einfluss der Lange der 3'Enden bei
tetrameren Tetraplexen auf die Schmelztemperatur wird in Kapitel 5.7.3 ausfihrlich dsku-

tiert.
Sequenz Tiw experimentelle Werte Moddl (d=285pm)
50/200mM NaCl ©ng | DP7[10%m?s] | D7[10°%cm?/s] ™ [ns]
T.GiT, 53°C/55°C 5.42[48] 1.45[48] 1.45 5.42
T,G,TCT 43°C/ - 6.79[115] 1.25[115] 1.24(1.23) 6.46(7.02)
T.GiTs -/43°C - - - -

Tabelle5.10 : Ubersicht (iber die Eigenschaften des 10merTCTsim Vergleich zu den 8mer und 12mer Analoga.
In[] die Konzentration an NaCl in der Losung. Bei den theoretischen Werten (Modell) sind in () die Transport-
gréRen fiir alternierende (syn-anti) Stranganordnung™ angegeben.

Der Vergleich der aufgefihrten theoretischen undexperimentellen Ergebnisse dharakterisiert
das 10merTCT als rein intermolekularen Tetraplex mit parall eler® Stranganordnury.

5.6.2 T,G4TAGA — 10merAGA

Bel den durchgefihrten Untersuchungen an der Sequenz d[T.G4TAGA] (10merAGA) sind
auf Grund einer zusétzlich mdglichen G-Ebene im Falle paraleler Stranganordnung gegen-
Uber dem 10merTCT bzw. 8mer Abweichungen zumindest in der Schmelztemperatur

83 Daten vom 10merAGA mit nur einem antiparall elen Strang, also einem Nettolberhang von AG am 5" Anfang,
ale weiteren Anordnung missen in ihren hydrodynamischen Eigenschaften noch langsamer sein.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

undoder dem Schmelzverhaten zu erwarten. Mit der Stabili sierung des 3"Endes durch eine
G-Ebene konrten sich auch signifikante Veranderungen in den hydrodynamischen® Eigen-
schaften ergeben. Die Diskusson der DLS-Daten gbt dartiber Aufschluss

In Abbildung 5.30 sind de ermittelten Translationsdiff usionskoeffizienten undRotationsrela-
xationszeiten gezeigt. Zusdtzlich sind in der SE-Auftragung die Mespunke des
10merTCT-Systems kenntlich gemadt, die bei hohen Temperaturen auf ein Schmelzen der
Tetraplexstruktur schlief3en lassen.
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Abbildung 5.30 : DLS-Daten des 10merAGAs (120mM NaCl) und des 10merTCTs (115mM NaCl). Links: Sto-
kes-Einstein Auftragung der Trand ationsdiffusionskoeffizienten beider Systeme. Redhts: Stokes-Einstein-Debye
Plot der Rotationsrelaxationszeiten des 10merAGAS.

In beiden Auftragungen ist bel niedrigen Temperaturen idedes SE(D)-V erhalten zu erkennen.
In Abbildung 5.30-links ergeben sich erst Abweichungen im Bereich der mittels UV-
Spektroskopie emittelten Schmelztemperatur (43.0C fur 10merTCT und 55.6€C fir
10merAGA).

Ein Vergleich mit den Modellrechnungen in Tabelle 5.11 zeigt, dasshier ein intermolekul arer

Tetraplex mit paralleler Stranganordnung vorliegt. Dies wird duch de signifikant hohere

% Ein weiterer Beweis, dasseine parall ele Stranganordnung vorliegt, wird in Kapitel 5.6.2 gezéqt.
% Durch eine weitere G-Ebene wiirde sich die kompakte Helixstruktur tiber den gesamten Endbereich fortsetz-
ten, was zu einer messar schnell eren Reorientierung fuihren sollte (vgl. Abbildung 5.29).
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Schmel ztemperatur gestiitzt, die in erster Linie®® mit einer zusitzlichen G-Ebene an 3'Ende
erklart werden kann. Auch deim Vergleich zum 10merTCT schnell ere Rotationsrel axations-
zeit spricht fur die Aushildung einer zusétzlichen G-Ebene, da die kompakte Helixstruktur
damit auch im 3"Endbereich erhalten beibt. Eine Beobachtung, die sich bei Modellrechnun-
gen jedoch nicht auswirkt und damit auch die Grenzen der hydrodynamischen Berechnungen
aufzeigt®”. In Anhang_Abb 7 wird das Spektrum des 10merAGAs mit dem des 10merTCTs
direkt verglichen (T = 20°C), wobe deutlich de stérkere Linienverbreiterung hkeim
10merAGA zu erkenneniist.

Sequenz Tm experimentelle Werte Modell (d=285pm)
=50/100mM NaCl | 1:[ng] | D*°“[10%m?/s] | D [10°%m?ls] | t=¥[ns]

BT 53.0°C/55.0C | 5.42[48] 1.45[48] 1.45 5.42
T,GiTAGA - 55.6°C 6.19[120] 1.26[120] 1.25(123) | 6.40(7.02
T,GTTCT - 143.0°C 6.79[115] 1.25[115] 1.24 6.46

Tabelle5.11 : Vergleich DLS, UV und Modellrechnungen zum 10merAGA. In[ ] die Konzentration an NaCl in
der Losung. Bel den theoretischen Werten (Modell) sind in () die Transportgréf3en fur alternierende (syn-anti)
Stranganordnung angefiihrt.

Von dem 10merAGA wurde eén CGE-Lauf durchgefiihrt, dessen Elektropherogramm in
Abbildung 5.31 gezeigt ist. Es wird nu ein symmetrisches Signal mit einem Maximum bel
einer Migrationszeit von 16nin detektiert. Die Intensitét fallt deutlich kieiner aus als bei den
anderen tetrameren Tetraplexen. Betrachtet man de aif die Konzentration namierten Integ-
rae (c(6mer) = 1.9mM, c(8mer) = 2.5mM, c(10merAGA) = 0.65mM), so lagert sich der
Farbstoff am schlechtesten in das 6mer ein, gefolgt vom 10merAGA und dem 8mer®®, Zudem

% Da bei der RNA-Sequenz des 6mers eine ungewdhnli che Stabilisierung des Tetraplexes, ausgehend von der
verdnderten Basensequenz, beobacdhtet wird, mussauch ein Einflussdes Adenins angenommen werden. Auf
Grund der groleren rdumlichen Ausdehnung dieser Purinbase gegentiber den in der Sequenz 10merTCT vorhan-
denen Pyrimidinbasen steht der Stabili sierung durch die G-Ebene éne mdgli che Destabili sierung durch sterische
Hinderung gegeniiber, so dasseine ndhere Quantifizierung richt durchgefiihrt werden kann.

" Hier bieten sich allerdings noch Berechnungen mit Modell systemen an, die MD-Simulationszeiten im ns-
Bereich aufweisen. Die hier durchgefiihrten Aquili brierungen kénnen firr die Beriicksichtigung solcher Phano-
mene zu kurz gewesen sein.

% Dabei mussnochmals darauf hingewiesen werden, dass ohne éngesetzten Marker beziglich Kurvenintegral
und Peakhohe nur qualitative Aussagen gemacht werden kdnnen.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

ist das 10merAGA die anzige Sequenz die Uber drei Stunden mit dem Farbstoff inkubert

worden ist, was sch auf die detektierte Menge pasitiv auswirken sollte.

5 10 15 20 25

0,06 - —10merAGA in 100mM NaCl 0,06

0,04 40,04

0,02 10,02

rel. Amplitude [a.u.]

0,00 f 0,00

5 10 15 20 25
Migrationszeit [min]

Abbildung 5.31 : Elektropherogramm des 10merAGAsin 100mM NaCl.

Da an vergleichbarer Eff ekt schon zwischen dem 6mer und dem 8mer (vgl. Abbildung 5.12)
mit der ,Versiegelung® des Anfangsbereiches durch eine zusétzliche U-Ebene begriindet
wurde, kann auch hier der Einflussder flnften G-Ebene in ursachlichen Zusammenhang ge-
bradit werden. Damit ist davon auszugehen, dassder verwendete Fluoreszenzfarbstoff kaum
in der Lageist, sich in de tetramere Helix einzulagern und nu die Anfangs- und de Endbe-

reiche® hierfiir Angriffspunkt sind.

Nadh der durchgefiihrten Charakterisierung der beiden Sequenzen dT,G4TTCT] und
d[T.G4sTAGA] werden nunMischungen in zwel verschiedenen Verhdtnissen angesetzt und

untersucht.

%9 Diein der tetrameren Struktur des 24mers vorhandenen helikalen T,-Bereiche scheinen ebenfalls von YOYO
interkali erbar zu sein (vgl. Abbildung 5.17).
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5.6.3 T,G4TTCT : T.G4,TAGA -101/4:1

Die funktionaisierten G-DNA Sequenzen dT.G,TTCT] (10merTCT) und dT,G4TAGA]
(10merAGA) werden im folgenden Kapitel in verschiedenen Verhadltniseen gemischt und wn-

tersucht.

Von cem 10merAGA werden zunachst sehr geringe Mengen zugegeben (Verhdtnis 101 TCT
zu AGA). Dadurch wird vermieden, dass $ch direkt nur grof3e, schwer zu charakterisierende
Asziate der beiden Tetraplexsysteme bilden’™. So ist davon auszugehen, dass neben den
eventuell entstehenden gemischten Komplexen aus den beiden Sequenzen mit Stéchiometrien
von 11 (ein 10merTCT Tetraplex bildet mit einem 10merAGA Tetraplex 1-4 verbriickende
Bereiche) bis 4:1 (vier 10merTCT Tetraplexe bildet mit einem 10merAGA Tetraplex je e@ne
Doppelhelix) weiterhin auch nu die @nfachen tetrameren Tetraplexe des 10merTCTs zu de-
tektieren sind.

In den Voruntersuchungen der beide Sequenzen wurde eéne Schmelztemperatur von 43.0C
(10merTCT) bzw. 55.6 T (10merAGA) detektiert (vgl. Kapitel 5.6.1und5.6.2. Die ersten
streuli chtspektroskopischen Untersuchungen der 10:1 Mischung finden in einem Temperatur-
bereich vonT < 25°C statt, um eine Interaktion aufgeschmolzener Tetraplex(bereiche) sicher
auszchlielen zu konren™ . Fir den Fall, dassim 10merAGA tatsiadhlich eine zusétzliche G-
Ebene ausgebil det wird, sollten bei diesen Untersuchungen keine grof3en, langsamen Struktu-
ren detektiert werden. In Abbildung 5.32 sind de emittelten hydrodynamischen Grofen auf-
getragen. Im betrachteten Temperaturintervall i st idedes SE(D) Verhalten zu beobadten. Der
Vergleich mit den Trandationsdiffusionskoeffizienten und Rotationsrelaxationszeiten der

reinen 10mer-Systeme zeigt nur geringflgige Abweichungen, de sich im Falle der Trandlati-

oninnerhab des Fehlerbereiches von+4% befinden.

70 Zu 1:1 Mischungen wurden Vorversuche mittels UV -Spektroskopie durchgefiihrt, die auf grofe Asziate
schlief3en lassen (vgl. Kapitel 5.7)
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON
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Abbildung 5.32: Links: Stokes-Einstein Auftragung der 10:1 Mischung des 10merTCTs mit dem 10merAGA.
Redts: Stokes-Einstein-Debye Plot Ausgleichsgeraden der Rotationsrelaxationszdten der Reinsysteme.

Die Rotationsrelaxationszeit der Mischung entspricht dem Mittelwert der Einzelsysteme ge-
wichtet mit dem vorliegenden Mischungsverhaltnis’ In Tabelle 5.12 ist eine Ubersicht gege-

ben.

Sequenz experimentelle Werte Modell (d=285pm)
=% [ng] D2 [10%m?s] | D[10°%cm?/q] =% [ng]
10:1 TCT/AGA 6.70 1.24 - -
T.G,TAGA 6.19 1.26 1.25 6.40
T,G4TTCT 6.79 1.25 1.24 6.46
kompakt - - 0.9 22
ausgedehnt - - 0.5 398

Tabelle5.12 : Vergleich der DLS-Daten der 10:1 —Mischurng der Sequenzen 10merTCT mit dem 10merAGA
und den experimentellen Daten der einzenen Tetraplexe mit hydrodynamischen Modell rechnungen.

" Die Schmel ztemperatur ist als Wendestelle der sigmoidalen K urvenanpassung an die temperaturabhangig
aufgenommenen Absorptionswerte definiert. Gerade beim 10merAGA beginnt der Schmel zprozessjedoch schon
ab ca 28°C, was ursachlich mit dem Aufbrechen der endsténdigen G-Ebene zusammenhéngen kann.

2 Auf Grund der fast identischen molekularen Eigenschaften des 10merAGAs und 10merTCTsist eine solche
Mittlung méglich. 1.a. missen noch die unterschiedliche Anisotropie, Strukturfaktoren, Molekulargewichte ec.
[Pecr6] berlicksichtigt werden.
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Als Referenzwerte fur mogliche 1:1 oder 1:2 Aggregate aus den 10merAGA und 10nerTCT
Tetraplexen sind vier Anordnungen der Tetraplexe in hydrodynamischen Modell rechnungen
berechnet worden. Die kompakteste” Anordnurg stellt eine end-to-end Dimerisierung zu ei-
ner langen stabchenformigen Spezies dar. Der andere Fall mit maximaler rdumlicher Ausdeh-
nung ist wie die anderen Spezies (side-on Dimer und end-to-end Trimer) in der Ubersicht
Abbildung 5.33 gezeigt, wobel die hydrodynamischen Daten des end-to-end Dimers und der
Spezies mit der maximalen Ausdehnurg in de Tabelle 5.12 aufgenommen sind.

- Di .
Gl el DIl end-to-end Trimer

end-to-end Dimer

side-on Dimer

/
D;%%C= 1.0 10%cm?/s
120°C = 14ns
DTZOQC: 0.9 ]_O-Gcmzls ; DTZOQC: 0.8 10'60m2/S
120°C = 29ngs D;20°C= 0.5 10%cm?/s 120°C = 235

T120°C = 398ns

Abbildung 5.33 : Ubersicht tiber die mdglichen niedermolekularen Assoziate bei Aggregation des 10merTCTs
mit dem 10merAGA. Zugeordnet sind je die Ergebnisse der hydrodynamischen Modellrechnungen urd de be-
rechneten Strukturen in der atomaren Auflésung in VdW-Darstellung (nicht mal3stabsgetreu). Side-on Dimer und
ent-to-end Trimer einschliefflich der berticksichtigten Wasserhille mit d=285pm. Die beiden end-to-end Dimere
sind ohre Solvathill e égebil det.

3 Dain den Untersuchungen der Einze systeme tetramere Tetraplexe mit einer parall elen Stranganordnung de-
tektiert wurden, ist vor der in Abbildung 5.34 dargestellten Mesgeihe, in der das 10merTCT in der Mischung
aufgeschmolzen wird, nur eine end-to-end Dimerisierung moglich.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Die Daten in Tabelle 5.12 und Abbildung 5.33 zeigen, dassbei diesem 10:1 Ansatz im beo-
badhteten Temperaturbereich es nicht zur Ausbildung von hdkeren Aggregaten aus den ein-

zelnen Tetraplexen gekommen ist.

Um aus<hlief?en zu kdnren, dass die niedrige 10merAGA Konzentration fir die fehlende
Bildung hoherer Spezies bel niedrigen Temperaturen verantwortlich ist, oder die gebil deten
Aggregate aif Grund cer geringen Konzentration maskiert sind, wird das Mischungsverhalt-
nis auf 4:1 erh6ht. Auch deser Ansatz wird erst bel Raumtemperatur charakterisiert und an-
schlief3end in mehreren Stufen tber die Schmelztemperatur der Tetraplexe hinaus erhitzt. Die
Ergebnisse der temperaturabhéngigen pdarisierten Lichtstreumesaungen sind in Abbildung

5.34 gezeigt.
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Abbildung 5.34 : Stokes-Einstein Plot der 4:1 Mischung aus 10merTCT/AGA. Die Probe wird bis 49.4°C ver-
messen. Die farbigen Kurven zeigen die Frequenzverteilungsfunktionen der CONTIN-Analysen (T=20°C) zu
verschiedenen Zeitpunkten der Mesgeihe. Zum Vergleich wird die Verteilungsfunktion der 10:1 Mischung ge-
zeigt (grine Kurve).

Bis zu der Schmelztemperatur des 10merTCT (43°C) ist idedes Stokes-Einstein Verhalten zu
erkennen. Darlber hinaus kommt es zu Abweichungen, de mit dem Aufschmelzen der

Tetraplexstruktur zu randam-coil Einzelstrangen zu begriinden sind. Nach den Mesaungen bel



49.4°C™ wird die Kiivette direkt wieder auf 20°C temperiert und erneut vermesn. Es erge-
ben sich keine Anderungen in der Relaxationsratenverteilung und dmit fiir Dt gegeniiber
dem Messeginn. Die Bildung von Assziaten zwischen verschiedenen Tetraplexeinheiten
kann daher ausgeschlossen werden, was auch de temperaturabhéngigen DDLS-Mesaung er-
Ubrigt. Bel der Charakterisierung nach dem Ansetzen der Probe ergeben sich 6.90rs fur die
Rotationsrelaxationszeit T 27 und 1.28 18Gcm?/s fiir den Transl ationsdiff usionskoeffizienten
DTZO"C

(vgl. Abbildung 5.34: rote Kurve). Nadch den temperaturabhéngigen PCS-Mesaungen
wird fur D29 1.29 1Pcm?s ermittelt (vgl. Abhildung 5.34: blaue Kurve).

Anschlief3end wird die Probe bei 62°C 20min getempert, was nach den Ergebnissen aus der
UV -Spektroskopie zum voll stdndigen Aufschmelzen des 10merTCTs und zur weitest gehen-
den Disziation des 10merAGAs fuhrt. Nach zwei Tagen Lagerung bei ca 14°C werden
winkelabhdngige Mesaungen bei 20°C und zwei temperaturabhéngige Mesgeihen zwischen
12°C und 52T (Mesgeihe M1) und 8TC und 68T (M2) durchgefihrt.

In Abhbildung 5.35 sind de Ergebniss der winkelabhangigen Mesaungen gezeigt. Neben dem
vor dem Tempern auf 62°C detektierten schnell en Prozesserscheint jetzt auch eine langsame
Mode. Auf Grund der geringen Winkelabhéngigkeit und dem unten diskutierten ideden Sto-
kes-Einstein Verhalten (vgl. Anhang_Abb 5), kann auch bel der langsamen Mode von einem
rein dffusiven Prozessausgegangen werden [Pec76].

Dieses Verhalten der Ausbildung eines zweiten, langsamen Prozesses kann nu mit der Wedh-
selwirkung der funktionalisierten Endbereiche des 10merAGAs mit denen des 10merTCTs
begriindet werden. In den nicht gemischten Einzelsystemen werden bel deren Charakterisie-
rung jewells Mesaungen oberhalb der Schmelztemperatur der Tetraplexe durchgefiihrt. Dabel
wird nach dem AbkiHen keine langsame Mode detektiert. Da die Gesamtkonzentration an
DNA in der Mischung nicht hoher liegt alsin den urtersuchten Reinsystemen, kann auch kein
Konzentrationseff ekt fur das Verhalten herangezogen werden. Dies gilt sowohl beztglich der

" Diese Temperatur ergibt sich aus den Schmelzprofil en der beiden Tetraplexe. Bei ca 49°C liegt das
10merTCT-System voll stdndig dissozii ert vor, hingegen die G-Ebenen im Tetraplex des 10merAGAs noch in-
takt vorliegen sollten.

> Und damit in der GroéRenverteilung.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

absoluten DNA Konzentration, als auch beztiglich des Verhdtnisses von DNA Konzentration
zu lonenstéarke (Ausschlussvon Polyel ektrol yteff ekten [Wal 95][ Bol 98]).
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Abbildung 5.35 : Abhangigkeit des Transl ationsdiffusionskoeffizienten von g” (Quadrat des Streuvektors)

Die Ergebnisse der temperaturabhéngigen Mesaungen zeigen hbis ca 40C idedes Stokes-
Einstein Verhalten. Oberhalb deser Temperatur kommt es zu signifikanten Abweichungen.
Betradchtet man den schnell en Prozess (zugehdériges Dt ist aufgetragen in Abbildung 5.36), so
ist dieses Verhalten nicht nur mit dem bisher diskutierten Aufschmelzen zu Einzelstréngen zu
erkléren. In Abbildung 5.36 ist zu erkennen, dass zunadist eine Uberpropationale Zunahme
des Trand ationsdiff usionskoeffizienten erfolgt (45.7<C), jedoch bei noch héheren Temperatu-
ren (52.3C) der Wert, relativ zur Regressonsgeraden, einbricht.

Wéhrend de Zunahme des Diffusionskoeffizienten bel 45.7C mit dem Aufschmelzen der
Tetraplexe zu erklaren ist, wirft dessen Abnahme bel 52.3C Fragen auf. Die Anayse der
ebenfalls gezeigten Frequenzverteilungsfunktionen (farbige Kurven Abbildung 5.36) gibt
hierzu Aufschltisse. Von 35.3T bis 40.9C wird de Verteilung des £hnellen Prozesses brei-
ter (vgl. farbige Kurven in Abbildung 5.36-rechts). Bis 45.7C nimmt der Anteil an der Ge-
samtintensitdt sprunghaft zu. Bei einer Temperatur von 52.3T findet eine Aufspaltung in
2wei schnelle Prozesse statt (blaue Kurve Abhbildung 5.36-rechts), wobel der Tranglationsdif-



fusionskoeffizient des langsameren Prozesses in der SE Auftragung verwendet wurde (linke

Schulter der blauen Kurve und D+°%*¢ = 2.2 10°cmz/s)).

T[°C]
0 10 20 30 40 50
25| ® 4:1Mischung schneller Prozess 11,5
D% 1.27 10°cm’/s
2,0 41,2
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Abbildung 5.36 : Stokes-Einstein Plot der 4:1 Mischung. Aufgetragen ist Dt des hnellen Prozesses (rechter
Tell der farbigen Kurven). Farbige Kurven: Temperaturabhéngige Veranderungen in den Frequenzverteil ungs-
funktionen der CONTIN-Analyse.

Der langsame Prozess zeigt bis zu einer Temperatur von ca. 40°C idedes Stokes-Einstein
Verhalten (vgl. Abbildung 5.38 und Anhang_Abb 5). Bei hoheren Temperaturen kommt es
zu Abweichungen, de mit einem Aufschmelzen der Struktur in kleinere Einheiten in Ein-
klang stehen. Einhergehend kanmt es zu einer starken Abnahme der dem langsamen Prozess
zugeordneten Streuamplitude (Ubergang von der gelben zur schwarzen und thauen Kurve in

Abbildung 5.36-li nks).

Um dieses komplexe Verhalten zu verstehen, ist es zunadst notwendig, die grundsdtzlich in
Losung maoglichen Strukturentypen vorzustellen. Geht man davon aus, dass beim Tempern
auf 62°C so gut wie dle Tetraplexe in Einzelstrange aifgeschmolzen werden, ist bei der

Reaygregation de Bildung mehrerer Strukturgruppen mogli ch:

« Eine grof®e Anordnungvon Tetraplexen, de Uber selbstkomplementéare B-DNA Bereiche

miteinander verbundenen sind. Bei diesen Tetraplexen sind auch gemischte Tetraplexe
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

(tetramere Einheit aus zwel 10merAGA und zwel 10merTCT Strangen) und antiparallele

(syn-anti) Stranganordnungen wahrscheinlich.

« End-to-end Dimere’® aus zwei Tetraplexeinheiten sind moglich, da deren Frequenzvertei-
lungsfunktion und @mit Tranglationsdiff usionskoeffizient noch in einen, mit den der ein-
fadhen tetrameren Tetraplexen des 10merTCTs und des 10merAGAs vergleichbaren Zeit-
bereich liegt.

* Normale tetramere Tetraplexe des 10merTCTs und des 10merAGAs. Zudem sind auf
Grund unvdistdndiger Aswziation o vorher geschmolzenen 10merAGAs und
10merTCTs noch Einzelstrange denkbar.

* Diese Einzelstrange in der Lésung fallen vonihren hydrodynamischen Eigenschaften e-
benfall s in (Zeit-)bereiche der beiden vorgenannten Strukturen, kew. sind auf Grund der

Streueigenschaften der gréfReren Assoziate voll sténdig von desen maskiert.

Die Auffélli ge Verschiebung der den Prozessen zugeordneten Intensitéten und ds Verhalten
der Trandlationsdiff usionskoeffizienten im Temperaturbereich 40.9C bis 45.3C spricht fir
die Zuordnung der grof3en Anordnungzum langsamen Prozess und der drel Strukturen end-

to-end Dimere, Tetramere und Einzelstrédnge zu dem schnell en Prozess

Die Zunahme der dem schnell en Prozesszugeordneten Intensitét zwischen 40.9C und 45.3C
geht mit einer Abnahme der Intensitdt im langsamen Prozess einher, so dass $ch aus dem
dortigen Verband einzelne Tetraplexeinheiten undoder einzelne Strange 16sen. D.h. es wird
das Schmelzen der an das Netz gebundenen tetrameren Einheiten des 10merTCTSs, spéter auch
des 10merAGAs beobachtet, bzw. es werden duch de aiftretenden Scherkréfte auch kom-
plette tetramere Einheiten, welche vorher nur unvdlstandig’’ an den Komplex gebunden wa-
ren, abgel6st. Diese Zuordnung ist in sich korsistent mit der UV -spektroskopisch ermittelten
Schmelztemperatur des 10merTCTs (T, = 43.0C) und des 10merAGAs (T, = 55.6C).

8 Auf Grund der groRen Anzahl der mégli chen Permutationen in der Verkniipfung der tetrameren Einheiten,
nach dem vollstandigen Aufschmelzen bei 62°C, ist das end-to-end Dimer als Beispiel solcher niedermolekula-
ren Komplexe zu sehen (vgl. Abbildung 5.33 und Abbildung 5.40).

" Statt der voll standigen Uberlappung von TCT mit AGA nur eine Ausbil dung von Wasserstoffbriickenbindun-
gen zwischen einem T und einem A. Oder nur die Anbindung eines Tetraplexes Uber einen doppelhelikalen
Bereich.
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Gleichzeitig gbt es ab deser Temperatur Abweichungen vom ideden SE-Verhalten des lang-
samen Prozesses (vgl. Abbildung 5.38 und Anhang_Abb 5). Da die Abweichung zu schnell e-
ren Translationsdiff usionskoeffizienten relativ zur Regressonsgeraden liegen, sind dese Ab-
|6sungserscheinungen unddamit einhergehend eine Verkleinerung des Netzwerkes direkt aus
Abbildung 5.38 zu begriinden.

Werden de Verdnderungen der Streuintensitdten und @s temperaturabhdngige Verhalten der
Trandl ationsdiff usionskoeffizienten fir den schnellen Prozess analog analysiert, entsteht e-
benfals ein in sich korsistentes Bild. So wird Uber den gesamten Temperaturbereich nicht
nur, wie vor dem Tempern auf 62°C, eine Mischungaus tetrameren Tetraplexen der Sequen-
zen 10merAGA und 10nmerTCT detektiert, sondern auch eine dimere Anordnung aus diesen
beiden Tetraplexen, de end-to-end (vgl. ) tiber die komplementaren Bereiche verkniipft
sind. Erst mit dem vollstandigen Schmelzen aller 10merTCT Tetraplexe’® und die bei den
hohen Temperaturen stérker getrennten Frequenzverteil ungsfunktionen werden beide Spezies,
Einzelstrénge und end-to-end Dimere, detektiert. Eine Extrapalation der Transportgrofien ge-
messen bei 52.3T auf 20°C bestétigt diese Deutung, da éne gute Ubereinstimmung mit den
ebenfall s fur diese Strukturen durchgefiihrten Modell rechnungen (fir T = 20°C) besteht.

Eine entsprechende Ubersicht (iber die gemessenen und berechneten TransportgrofRen ist in
Tabelle 5.13 gezeigt. Die aufgefuhrte Struktur Netz 10 Einheiten ist hier als Abschdtzung der
Grélenordnung der hydrodynamischen Eigenschaften solcher grofen Anordnungen gedacht
und zeigt ebenfalls eine gute Ubereinstimmung von Experiment und Modell. Die genaue An-
zahl an vernetzten Tetramereinheiten ist jedoch nicht festzustellen, zumal die Frequenzver-
teilungsfunktion des langsamen Prozesses fur eine Vielzahl an Stéchiometrien spricht. Eben-
fallsin Tabelle 5.13 werden zur Verdeutlichung der GréRenunterschiede die Uber Gleichung

(2.39 ermittelten hydrodynamischen Radien der Strukturen mit aufgenommen.

"8 Ebenso sind gemischte Tetraplexe aus beiden Sequenzen wahrscheinlich, die @er auf Grund der unvoll sténdi-
gen flinften G-Ebene @nen Schmelzpurkt, der dem des 10merTCTs vergleichbar ist, besitzen sollten.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Sequenz/ experimentelle Werte Moddll (d=285pm)
Struktur D2[10%m/s] — Ri[nm] |  D°*¥[10°%cm?/s] | D+*°[10°cm?s] — Ri[nm]
2.22[1.05M1 (2.04)]
[1.03M2 (2.08)]
. 1.27-(1.69
5.42[2.56 M1 (0.84)]
[2.03M2 (1.06)]
T,G.TAGA -
Einzelstrang 22200,
End-to-End Di- -
. 1.00- (2.14
Netz 10 Einhes- 0.015- (142.80 0.02- (107.19

Tabelle5.13: Vergleich der experimentellen Transportgrofien urd der theoretischen Werte aus den hydrodyna-
mischen Modellrechnungen. In [ ]-Klammern die auf 20°C extrapali erten Werte der bei 52.3°C (M1) und 602°C
(M2) detektierten schnellen Moden. In ( )-Klammern der hydrodynamische Radius (R,2%©) in nm.

Hohere Temperaturen werden in der anschlief3enden Mesgeihe realisiert. Dabel wird beson-
ders das weitere Verhalten der schnellen Prozesse oberhalb von 52.3€C ndher beleuchtet, da
zu erwarten ist, dassdie Tetraplexe des end-to-end Dimers £hmelzen und demnach nu ein
schneller Prozess der auschliefdlich den Einzelstrangen zuzuordnen ist, zu beobachten seien

sollte”®.

In Abbildung 5.37 sind de temperaturabhangig ermittelten Frequenzverteil ungsfunktionen
der ConTIN-Anayse mit den zugehorigen Trand ationsdiff usionskoeffizienten des schnellen
Prozesses aufgetragen. Bis 50°C zeigt sich idedes Stokes-Einstein Verhalten.

Bel 50°C ist eine deutliche Verbreiterung des schnellen Prozesses zu beobadhten, was mit
dem Aufschmelzen vonTetraplexen zu begriinden ist. Wie oben dskutiert, liegt dabel sowohl
eine Disoziation vonEnd-to-End Dimeren in einzelne tetramere Quadruplexe, as auch ein
Schmelzen einzelner tetramerer Tetraplexe des 10merAGAs und s 10merTCTs, sowie dar-
aus gemischten tetrameren Quadruplexen in de Einzelstrange vor. Gerade die Aufspaltung

bei 60°C stitzt diese Deutung, da die auf 20°C extrapdlierten Transportgrof¥en end-to-end
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Dimeren und Einzelstrangen zuzuordnen sind (vgl. Tabelle 5.13). Auch zeigt die Extrapodlati-
on dcer Mesawverte dieser Mesgeihe éne bessere Ubereinstimmung mit den Modell rechnungen
als die Extrapdation der Mesaungen bel 52.3C (M1). D.h. de freien tetrameren Tetraplexe
des 10merTCTsund 10nerAGAs snd vdlstandig geschmolzen (vgl. T, aus UV-Mesaungen)
und nu die temperaturstabil eren end-to-end Dimere und de Einzelstrange werden detektiert.

T[°C]
550 1020 30 40 50 60 10,4
500 41 Mischung schneller Prozess || o
a5 D, %=1.2710°cm?s
[ 11,2
40——384°C _ —_
35" 50.1°C /// =]
o -——60.2°C - %
£ 3.0 ——e68.8°C P 10,8 3
@S i =
E‘_ 2,0 i <E(
®

0
r[1/s]

Abbildung 5.37 : Stokes-Einstein Auftragung mit zugehdrigen Frequenzverteil ungsfunktionen der 4:1 Mischung.

Zu beadhten ist in desem Zusammenhang, dass die Modellrechnungen mit bel 20°C aqui-
librierten DNA-Strukturen als Eingabedatei durchgefiihrt werden, eine Momentaufnahme
darstellen undgerade die bei hohen Temperaturen auftretenden intramolekularen Schwingun-
gen keine Berucksichtigung finden. Mit diesen strukturaufweitenden Schwingungen ist die
relative Abnahme der trandationsdiffusiven Grof3en des Einzelstranges zu begriinden. So
fahrt eine Extrapdation des Messwertes bei 68.8C auf 20°C zu einem Tranglationsdiff usi-
onskoeffizienten von D12°¢ = 1.86 10°cm?s und einem hydrodynamischen Radius von
Rn2%C = 1.15rm. D.h. Die Extrapdation fiihrt zu einer scheinbar gréReren Struktur (vgl.
Tabelle 5.13 - 10merAGA Einzelstrang).

" Im Gegensatz dazu lasen UV-Mesaungen (vgl. Kapitel 5.7.3) auf eine extreme Temperaturstabilit & der Netz-
struktur (langsamer Prozessg schlief3en.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Bel noch htheren Temperaturen (zwischen 60.2T und 68.8€C) schmelzen auch de dimeren

Strukturen vdlstandig in Einzelstrange auf.

Damit werden de Aussagen der ersten temperaturabhdngigen Mesgeihe (M1, hs 52.3C)
bestétigt. D.h., dasssim Falle des shnellen Prozesses ein Gleichgewicht zwischen end-to-end
Dimeren, tetrameren Tetraplexen und Einzelstrangen vorliegt. Erst bei hohen Temperaturen
divergieren de zugehorigen Frequenzverteil ungsfunktionen ausreichend, um sicher aufgel 6st
zu werden. Gleichzeitig ermdglicht die temperaturabhéngige Verschiebung der Gleichge-
wichtslage hin zu den Einzelstrangen de Detektion selbiger (vorherige Maskierung durch
grof3ere, starker streuende Strukturen).

Betradchtet man den langsamen Prozess so sind deutliche Unterschiede in den Trand ationsdif-
fusionskoeffizienten undim temperaturabhéngigen Verhaten gegentiber der ersten Mesgeihe
zu beobadten. In Abhildung 5.38 sind de Transportgrofen des langsamen Prozesses der bei-
den Mesgeihen gegentuibergestellt.

T[°C]
0 1020 30 40 50 60 10
0,05 © langsamer Prozess : o 10.05
zweite Messreihe 9
0,04 | D,*"“=1.810°cm’/s _ 10,04
) o
c 0,03 _ —40,03
LOO -
o 9 e
= 0,02} 40,02
o S¢
O langsamer Prozess
0,01 | erste Messreihe 40,01
D, “=1.510"cm’/s |

0'00 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 0’00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tin, [10° K/P]

Abbildung 5.38 : Stokes-Einstein Auftragung der Transgl ationsdiff usionskoeffizienten des langsamen Prozesses
der beiden temperaturabhéngigen Mesgeihen der 4:1 Mischung aus dem 10merTCT und dem 10merAGA. Blau:
erste Mesgeihe (M1). Schwarz: zweite Messreihe (M2).
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Wahrend sich bel der ersten Mesgeihe (M1) Abweichungen ab ca 40°C ergeben, de mit ei-
ner Ablosung einzelner Teile aus dem ,,Netz* zu begriinden sind (s.0.), sind cerartige Effekte
in der zweiten Mesgeihe (M2) nicht zu beobachten. Aufféllig ist, dass der letzte Messvert
von M1 (T = 52.3C) auf der Regressonsgeraden von M2 liegt. D.h. bei dieser Temperatur
kann de temperaturstabile Endgrofe der Struktur innerhalb von M1 erreicht gewesen sein.
Diein M2 detektierte Struktur ist sehr temperaturstabil, da selbst oberhalb der Schmelztempe-
ratur des gabilsten dskreten Tetraplexes (1L0merAGA mit T, = 55.6C) keine Verdnderun-
gen zu beobadten sind (ideales SE-Verhalten). Damit zeigt diese Struktur vollkommen neue
Eigenschaften, de nicht a's Summe der Eigenschaften der Ausgangssysteme des 10merAGAs

und 10nerTCTs zu erkléren sind.

Das Elektropherogramm der ebenfalls durchgeftihrten Kapill argel el ektrophaese (Probenent-
nahme nach M2) ist in Abbildung 5.39 gezeigt. Der eingefiigte Vergleich zu den Elektrophe-
rogrammen des 24mers ermdglicht eine Signalzuordnung. Das Elektropherogramm zeigt ei-
nen schwachen kreiten Signalverlauf im Bereich vont = 5min bis t = 10min. Mit einer
Migrationszeit von 12min his 15min werden mehrere ineinander Ubergehende Signal detek-
tiert. Hier sind zwei Bereiche ndher zuzuordnen. Ein Signal liegt bel t = 12.8min mit einer
Aufspaltung in zwel Signalspitzen undein weiteres breites Signal wird mit einem Maximum
bei t = 13.6min angezeigt.

Unter Einbeziehung der Signallage und deren Zuordnungen bei den gezeigten Elektrophe-
rogrammen des 24mers und gleichzeitiger Berlicksichtigung der Daten aus der dynamischen
Streuli chtspektroskopie lassen sich Signal-Strukturzuordnungen treffen. Hauptargument sind
die beim 24mer getroffenen Zuordnungen der Signale bel t = 11.2min zu einer intramolekula-
ren Struktur (D+=1.46 10°cm?s) und kel t = 14.3min zu einem gestreckten tetrameren
Tetraplex (D1=0.8 10°cm?/s) mit A(t) = 3.1min undA(D7)*° = 0.66 10°cm?s.

8 Die Differenz in den Transl ationsdiff usionskoeffizienten bezeht sich auf die Werte der intramolekularen
Struktur und der intermolekularen Struktur des 24mers gem. Tabelle 5.7.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

4 6 8 10 12 14 16 18
30 T T T T T T T T T T T T T 0,20
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i |
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— - — —24mer in 100mM NacCl ,: 1
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20 . ] =
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2 ! 10,05
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< L 40,00 &
T 10 ) 1 g
— - )
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Abbildung 5.39 : Elektropherogramm der 4:1 Mischung TCT/AGA in 115mM NaCl (orange Line). Im Vergleich
die Elektropherogramme des 24mers in 48mM und 100mM NaCl. Die Signall age des 24mers in 100mM NaCl
ist auf die in 48mM NaCl normiert (vgl. Kapitel 5.5.1). Bei allen Messungen wurde der Laufpuffer 100mM
NaCl eingesetzt.

Ubertragt man diese Trennleistung [Mit95][Hel01] auf das Elektropherogramm der 4:1 Mi-
schung, so kann das Signal bel t = 12.8min den tetrameren Tetraplexen des 10merTCTs zu-
geordnet werden unddas Signal mit einer Migrationszeit vont = 13.6min eéinem end-to-end
Dimeren (A(t) = 0.8min, A(Dy) = 0.22 10Pcm?/s). Zudem deutet die Aufspaltung des ersten

Signals auf die beim 10merTCT mdgli chen syn-anti Isomere hin.

Das breite vorgelagerte Signal im Bereich vont = 5min bist = 10min, kann mit vorliegenden
randam coil Einzelstrangen erkléart werden, de auf Grund der unterschiedli chsten Konforma-
tionen und @mit einhergehender unterschiedlicher Interkalation des YOYOs einen entspre-

chend weiten Laufzeitbereich abdedken.

Mit diesen Signal-Struktur Zuordnungen ergibt sich mit alen angewandten Methoden ein
konsistentes Bild beziiglich der in der Lésung vorhandenen Anordnungen, zumindest was den
in der DLS charakterisierten schnellen Prozess und dessen Ursache in der Ausbildung von
drei Strukturgruppen®! angeht.

81 Einzelstréngg, tetramere Tetraplexedes 10merAGAs und 10mer TCTs, sowie end-to-end Dimere.



Dasin der CGE kein Signal detektiert wurde (Messeit bist = 60min bei 200v/cm), welches
dem langsamen Prozessund camit den groléen, in der DLS detektierten, retzartigen Struktu-
ren zugeordnet werden kann, mussweiter diskutiert werden. Drei naheli egende Mogli chkeiten

sind auszufihren.

« Geschwindigkeit: Die Strukturen sind zu langsam um im vermessenen Zeitrahmen®? die
Trennstrecke zu Ukerwinden.

* Senditivitét: Eine weitere Moglichkeit ist, wie auf Grund der extremen Temperatur-
stahilit &3 zu vermuten, dass die Farbstoffeinlagerung nicht oder kaum stattgefunden hat

was in Verbindung mit der geringen Menge®* die Detektion verhinderte.

o Integritét: Mit der Einlagerung des YOYOs in de verbriickenden dompelhelikalen
Bereiche kdnrten diese so geschwacht werden, dassdie auftretenden Scherkréfte zu einer
weitest gehenden Zerlegung der Anordnung fuhren (Zerstérung der strukturellen Integri-
tét). Die entstehenden niederen Assziate gehen mit in das Signal bel t = 13.6min ein,
bzw. sind fur die Schulter dieses Signals zu langeren Zeiten hin verantwortlich.

Eine weitergehende Analyse dieses Phanomens ist mit den valiegenden Daten zu desem

Zeitpunkt nicht moglich.

5.6.4 Zusammenfassung

In den varhergehenden Kapiteln wurden die Moglichkeiten fur den Einsatz von funktionali-
sierter G-DNA fur die Synthese supramolekularer Strukturen eingehend beleuchtet. Ansatz-
punk waren de Sequenzen 10merAGA und 10nerTCT, die in ihrem G-DNA Core Bereich
diein Kapitel 5.3 charakterisierte 8mer Sequenz d[T,G4T>] tragen. An den 3-Enden sind de
zwei Thyminbasen gegen komplementére DNA Sequenzen TTCT bzw. TAGA ausgetauscht

82| angere Messzdten und/oder héhere Spannungen waren im verwendeten Puffersystem nicht zu redisieren
(Zusammenbruch des Stromflusses).

% Ein Phanomen, dass £hon im Zusammenhang mit dem Elektropherogramm des 6mers diskutiert wurde (vgl.
5.3.2).

8 Wichtet man nech Molekulargewicht bei Annahme @nes Netzes aus zehn 10mer-Einheiten die Integrale der
Frequenzverteilungsfunktionen der CONTIN-Analyse so ergibt sich ein Mengenverhaltnis von Komplex zu
schnellen Spezes von 1:40!
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

worden. Hier sollte e@ne e@nzelne Thyminbase ds , Scharnier* zur Kompensation sterischer
Spannurgen dienen, worauf die folgenden Basen AGA bzw. TCT die Ausbildung der doppel -
helikalen, verbindenden Strukturen ermdgli chen sollten.

Bel der Charakterisierung cer einzelnen, tetramere Tetrapl exe bil denden Sequenzen konrteim
Fall des 10merAGAs die Aushildung einer finften G-Ebene UV -spektroskopisch detektiert
werden. Aufferdem war es durch den Vergleich der Daten aus der dynamischen Streulicht-
spektroskopie und cn hydrodynamischen Modellrechnungen moglich fur das 10merTCT,
wie auch das 10merAGA, eine paral ele Stranganordnung nachzuwei sen.

Durch de Kombination der Methoden der dynamischen Streuli chtspektroskopie, hydrodyna-
mischen Modell rechnungen und abr Kapill argel el ektrophaese war es mogli ch, eine Charakte-
risierung der Mischung von funktionalisierter G-DNA in Losung durchzufiihren. Dabei sind
in einer 4:1 Mischung nach vorhergehendem Tempern verschiedenmolekulare Assoziate de-
tektiert worden, was auf die efolgreiche Verknipfung der funktionali sierten Endbereiche der
G-DNA schlief3en lief3. Hier konnten zwei Bereiche aufgeldst werden (vgl. Abbildung 5.40),
die Strukturen entsprechen, de sich in ihrem Organisationsgrad und temperaturabhéngigen
Dynamik stark unterscheiden.

Bel den langsamen Strukturen sind Assoziate aus den tetrameren Tetraplexen anzunehmen,
die aus ca zehn miteinander verknipften Einheiten bestehen. Eine diesbezlglich quantitative
Auflésung des Organisationsgrades ist hier nicht moglich. Bemerkenswert ist die extreme
Temperaturstabilit & dieser vernetzten Komplexe, die weit Uber die der einzelnen tetrameren
Systeme hinausgeht und auf einen kogperativen Effekt® zwischen den Tetraplexeinheiten
schlief3en 1&s4.

Bel den dem schnellen Prozess zugeordneten Strukturen wurde én temperaturabhangiges
Gleichgewicht zwischen Einzelstrangen, nicht assziierten tetrameren Grundeinheiten der
Sequenzen 10merTCT und 10nerAGA und niedermolekularen Asziaten aus diesen Grund-

einheiten nadhgewiesen. Hierbei waren in der Lichtstreuung definiertere Ubergénge zwischen
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50.1C und 68.8€ zu beobadcten. Innerhalb deses Temperaturbereiches erfolgte a@ne voll-
sténdige Verlagerung weg von cn drei am Gleichgewicht beteiligten Morphdogien (Einzel-
nadweis in der CGE bei 30°C, vgl. Abbildung 5.39) Uber ein Gleichgewicht zwischen Ein-
zelstrangen undAsziaten (bel T = 60.2C) hin zu nu einer Spezies, dem Einzelstrang bei
68.8C.

Die hohe Schmelztemperatur der niedermolekularen Asziate stiitzt wiederum die schon el
den horermolekularen Anordnungen postulierten kooperativen Effekte zwischen den

Tetraplexeinheiten duch de Verbindung Uber die funktionali sierten Enden.

In Abbildung 5.40 ist die komplexe Dynamik der Mischung aus funktionalisierte G-DNA
vereinfacht dargestellt. Im redhten Tell der Abbildung ist schematisch de Verdnderung der
Gleichgewichtslage zwischen den tetrameren Systemen des 10merAGAs und 10nerTCTs
Uber die temperaturstabil eren niedermolekularen Asziate hin zu den Einzelstréngen darge-
stellt. Von dmeren Strukturen sind zwei Beispiele e@ngefiigt, das end-to-end Dimer und ein
dimere Anordnung aus zwei syn-anti Tetraplexen, de an je @énem Ende verknipft sind. Bei

Temperaturen von 68.8C sind nu Einzelstrange und de Netzstruktur stabil .

8 Wiein Kapitel 5.7 anhand der Temperaturstabilitat unterschiedli cher Tetraplexsysteme diskutiert wird, setzt
sich dieser kooperative Effekt aus einem elektronischen Anteil und einem sterisch/mechanischem Anteil zu-
sammen. In der Netzstruktur und den niedermolekularen Assziaten sind weniger freie, bei hohen Temperaturen
Scherkrafte ausiibende, Anfangs- und Endstlicke vorhanden.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

10merAGA syn-anti
Dimer

Netz

Einzelstrang

o
1T

Schmé]zen
\

10merTCT
——38.4°C
50.1°C ¢
—60.2°C
—68.8°C

r [1/s]

Abbildung 5.40 : Schematische Darstellung der temperaturabhéngigen Prozesse der supramolekularen Na-
nostrukturen. Farbige Kurven: Freguenzverteilungsfunktionen der CONTIN-Analyse von Messreihe M2. Das
~Netz" ist temperaturstabil, die anderen, parallel vorliegenden Anordnungen zeigen ein komplexes temperatur-
abhéngiges Gleichgewichtsverhalten.
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5.7 UV-SPEKTROSKOPIE AN G-DNA

Mit der UV-Absorptionsgpektroskopie kann de gegenionen- und strukturabhéngige Stabilit &
von DNA in Lésung untersucht werden. Gleichzeitig sind tGker die Analyse der Schmelz- und
Reaggregationskurven Aussagen zur Thermodynamik und Morphdogie moglich (vgl. Kapitel

2.5.

Wie ais den temperaturabhéngig aufgenommenen Absorptionswerten algemeine Zusam-
menhédnge zwischen Sequenz, Struktur, Stabilité und Losungsbedingungen (lonenart und
lonenkoreentration) ermittelt werden konren, wird in Kapitel 5.7.1und Kapitel 5.7.2 ausge-
fahrt. Anschlief3end wird in Kapitel 5.7.4(14mer) undKapitel 5.7.5(24mer) die Methodk auf
die Charakterisierung polymorpher Sequenzen angewendet.

5.7.1 Einleitung

Die UV-Spektroskopie wird im Rahmen deser Arbeit a's ergdnzende Methode zur voll stan-
digen Beschreibung Guanin-reicher DNA, bzw. den daraus gebil deten Tetraplexen eingesetzt.
Mit dieser Methode wird Neuland in Bezug auf die Charakterisierung von G-DNA betreten,
bzw. es liegen hisher nur Untersuchungen zu rein intramolekularen Tetraplexen vor®
[Mer98]. Neben Untersuchungen an einem doppelhelikalen Referenzsystem ist zunachst zu
Uberprifen, ob de Daten aus der UV-Spektroskopie mit den Daten aus den DLS-Messungen
in Einklang stehen, d.h. obes méglich ist, mit beiden Methoden®” auch Aussagen (iber die
gleiche Struktur zu erhalten. In Tabelle 5.14 ist eine Ubersicht tiber die vermessenen Sequen-
zen gegeben.

% Diein [Mer98] beschriebenen Untersuchungen an einem tetrameren Tetraplex der polymorphen Sequenz
d[(TG,)4] kdnnen auf Grund der ungewdhnli chen Probenpraparation und experimentell en Parameter (Ionenkon-
zentration 1mM an NaCl) nur sehr bedingt in die folgenden Betrachtungen mit einbezogen werden.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Sequenz Strukturtyp exp. Schmelztemperaturen exp. Daten
50/100mM KCl | 50/100mM NaCl | DLS CGE
(AT)g B-DNA O/0 37.6C/ 0O (@) (@)
(T2Ga)a O/0 47.2C/48.8C X X
polymorph
T,GsT,G4 T, 76.£C/78.00C | 47.1°C/45.0C X X
uG,U -/10 =90°C /O X X
T,G4T, -/10 53.0°C/55.0C X X
T,GsTAGA IErEmER 0/0 55.6C/ 0 X X
i nter mol ekul ar
TG, TTCT O/0 43.0C/ O X X
ToGaTe =90°C/0O 43.1°C/ O (@) (@)
TG, TAGA/TCT Netz aus o
0/0 O/ 45.9C® X X
11 B/G-DNA

Tabelle 5.14 : Ubersicht (iber die UV-spektroskopisch vermessenen Sequenzen. Bei den polymorphen und funk-
tionali sierten Sequenzen sind die Schmel ztemperaturen angegeben, sobald ein Schmelzverhalten detektiert wur-
de, unabhéngig von der vorliegenden Struktur. X = Daten vorhanden (nicht all e lonenstarken), O = nicht vor-
handen, - = kein Schmelzen zu beobacdten (bis T = 95°C).

Die selbstkomplementéare Sequenz d[(AT)g] bildet eine doppelhelikale B-DNA Struktur aus.
Mit ihr sind erste Schmelz- und Asoziationskurven aufgenommen worden, wobei die Ande-
rung des Absorptionverhatens bei 260rm und 297m beobachtet wurde. Hierdurch besteht
eine Vergleichsmdglichkeit von den Schmelzprofilen einer klassschen Watson-Crick Dop-
pelhelix mit denen der G-DNA.

Um Konzentrationseff ekte ausschlief3en zu kdnren, werden erste Vergleiche zwischen den
Daten aus DL S und UV -Spektroskopie anhand vonrein intramolekularen Tetraplexen vorge-
nommen (vgl. Kapitel 5.2.2. Neben dem 15mer, zu dem umfangreiche DLS-Daten aus

8" Daiin der statischen depolarisierten Streuli chtintensitat und bei den kooperativen Strukturen der DNA in den
Absorptionswerten der UV-Messungen die gleiche Information enthalten ist (vgl. Kapitel 2.3.6 und 2.5, sowie
[Bol98]), muss s$ch bei Vorliegen identischer Strukturen auch ein vergleichbares Temperaturverhalten der bei-
den Messgréfien zegen.

8 Die Schmelztemperatur ist beim ersten Heizen bestimmt worden. Nach teilweiser Reaggregation kannim
zweiten Heizzyklus kein Schmelzverhalten beobadhtet werden.
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[Bol98] zur Verfligung stehen, werden zu desem Zweck die in deser Arbeit ermittelten Da-
ten der intramolekularen Struktur der polymorphen Sequenz des 24mers herangezogen (vgl.
Kapitel 5.2und[Wan94]).

Die gezielt ausgewahlten, auschliellich tetramere Tetraplexe bildenden Sequenzen hieten
die Gelegenheit, Langeneffekte des 3"-Endes auf die Schmelztemperatur zu urtersuchen und
mit Literaturdaten aus CD-Messungen zu vergleichen [Ka93]. Zudem sind mit dem 6mer
(d[UG4U]) und dem 10merAGA (d[T.G4TAGA]) Sequenzen vorhanden, de zusétzliche
tetramere U- oder G-Ebenen ausbil den kdnren, was entsprechenden Einflussauf die T,\Werte
haben wird. Mit diesen Oligonuleotiden ist es aulRerdem mdglich, fur tetramere Systeme

typische Schmelz- und Reaggregationskurven aufzunehmen.

Die G-DNA Sequenzen, de streulichtspektroskopisch Uber einen weiten Temperaturbereich
charakterisiert wurden (PCS-Mesaingen vom 6mer, 8mer, 10merAGA und 10nerTCT), wer-
den in Ergdnzung zu den intramolekularen Sequenzen fir vergleichende Betrachtungen zwi-
schen dem temperaturabhangigen Schmelzverhaten in der DLS und der UV-Spektroskopie

eingesetzt.

Die polymorphen Sequenzen des 14mers und ds 24mers und de Moglichkeiten der UV-
Spektroskopie beztglich der Unterscheidung zwischen den einzelnen Strukturtypen werden in
Kapitel 5.7.4undKapitel 5.7.5gesondert vorgestellt.

Die funktionalisierten G-DNA Sequenzen, de Netzstrukturen ausbilden sollen, denen zu
ersten Voruntersuchungen beziiglich der Generierung supramolekularer Nanaostrukturen. Die
Ergebnisse wurden schonin Kapitel 5.6 diskutiert undwerden im Folgenden nicht vertieft.

5.7.2 Vergleich der Daten aus DL Sund UV-Spektroskopie

Die intramolekularen Tetraplexe der Sequenzen d(T2G4)4] und dG,T.G,TGTG,T,G;] zegen
ein besonders einfaches Schmelz-/Asoziationsverhalten in der UV-Spektroskopie [Mer98].
Dadiein den UV-Mesaingen verwendeten DNA-Konzentrationen un ca drei Dekaden nied-
riger liegen alsin den zur eigentlichen Strukturbestimmung durchgefihrten DLS- und NMR-

Mesaungen, werden die Schmelzkurven aus den depolarisierten statischen Intensitéten der
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

DLS mit den Schmelzkurven aus der UV -Spektroskopie verglichen. Wirden sich in den un-
terschiedlich korezentrierten DNA-L6sungen urterschiedliche Tetraplexstrukturen bilden, so
musgen sich auf Grund der verschiedenen Anzahl an G-Ebene die Schmelzprofile unter-

scheiden.

Die Auftragungen zu den intramolekularen Tetraplexen des Aptamers und des 24mers sndin
Abbildung 5.6 und Anhang_Abb 2 dargestellt. Der Vergleich der Schmelzprofile aus beiden
Methoden ergibt eine direkte Ubertragbarkeit fir den Fall der intramolekularen Tetraplexe.
Diese Ubereinstimmungen zeigen, dassfir intramolekulare Tetraplexe éne Bestimmung des
Schmelzverhaltens und der Schmel ztemperatur mittels der UV -Spektroskopie moglich ist und
dass mit beiden Methoden das Schmelzen der gleichen Tetraplexstruktur beobachtet werden
kann (vgl. Kapitel 5.2.2).

Da fir die tetrameren Tetraplexe keine Daten Uber das Temperaturverhaten der statischen
depdarisierten Intensitéten bei hohen Temperaturen zur Verfigung stehen, werden de Ab-
weichungen im Stokes-Einstein Verhaten der pdarisierten Messungen mit den Daten der
UV-Mesaingen verglichen. Bel den vermessenen Tetraplexen sind keine Isomere mit anderer
Stochiometrie/Anzahl an G-Ebenen mdglich. AulRerdem sind kel den holen Konzentrationen
in der DLS in keinem Fall Anzeichen fir eine Stapelbil dung zwischen einzelnen Quadruple-
xen beobadhtet worden. Damit ist bei den niedrigen DNA Konzentrationen der UV-
Mesaungen sicher davon auszugehen, dass nur das Schmelzen tetramerer Tetraplexe zu beo-
badhten ist [Eim92]. Nur das Gleichgewicht zwischen Quadruplex und Einzelstrang kann bei
niedrigeren DNA Konzentrationen in Richtung Einzelstrang gegentiber den DLS-Mesaungen

verschoben sein.

In Tabelle 5.15 sind de Schmelztemperaturen der UV-Mesaungen den Temperaturen gegen-
Ubergestellt, bel denen in den Stokes-Einstein Auftragungen Abweichungen zu verzeichnen
waren. Es zeigen sich in allen Félen sehr gute Ubereinstimmungen der Daten aus den beiden
Messmethoden. Bezieht man de Vergleiche der Schmelzprofile aus DDLS und Absorptions-
mesaungen (15mer und 24mer) mit ein, kann davon ausgegangen werden, dass mit der UV-

Spektroskopie im Falle von intramolekularen und tetrameren intermolekularen Tetraplexen
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die Schmelztemperatur der in der Lichtstreuung detektierten Quadruplexe bestimmt werden

kann.
Sequenz Strukturtyp Tm UV ~T, PCS
c(DNA) =3uM - 70uM c(DNA) = 0.6mM - 3mM
50/200mM KCl | 50/200mM NaCl 50/200mM NaCl
G TG, TGTG TG, 46.7C/0O 23.0C/ 0O 0/23C
intramol ekul ar .
(T2Ga)a 0/0 47.2C | # APC' [ #
T,GiT> -10 53.0°C/55.00C 53°C*/ 0
TETAEn | EEmEE 0/0 55.6C/ O -152°C
intermol ekul ar
TG, TTCT O/0 43.0C/ 0O 44°C/ -

Tabelle5.15: Vergleich der Schmel ztemperaturen ermittelt durch UV-Spektroskopie und pdarisierter Licht-
streuung. O = nicht vorhanden, # = andere Struktur, * DDL S-Daten aus [Bol98] in Abbildung 5.6, "DDLS-
Daten in Abbildung 5.6-rechts, * Daten aus [Nie96].

Umgekehrt kdnren temperaturabhéngige Veranderungen in der Lichtstreuungsofort mit vor-
her in der schnell durchzufiihrenden UV -Spektroskopie bestimmten Phéanomenen in Zusam-
menhang gebracht werden. Hierdurch ist es moglich, das komplexe Temperaturverhalten der
funktionalisierten G-DNA weitergehend zu interpretieren (vgl. Kapitel 5.6). Zudem kdénnen
die zeitaufwendigen depolarisierten Streuli chtexperimente zur Bestimmung der Rotationsre-
laxationszeit auf ein Mindestmald an Mesgpunkien urterhalb der Schmelztemperatur begrenzt

werden.

5.7.3 Einflussder DNA-Sequenz und der Gegenionen auf die Stabilitat

Der Einfluss der DNA-Sequenz auf die Schmelztemperatur und damit auf die Stabilitdt der
Tetraplexe wird im Folgenden urtersucht. Es werden die Ergebnise der intramolekularen
Quadruplexe des 15mers mit zwei G-Ebenen, des 24mers mit drei G-Ebenen und de tetrame-
ren Tetraplexe mit vier G-Ebenen vorgestellt.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Die intramolekularen Strukturen werden in KCI und NaCl UV-spektroskopisch vermessen.
Bel den Tetrameren wird auf Grund der hohen Schmel ztemperatur des 12mers (d[T2G4Te) -
Tm> 90°C) und des Ausbleibens des Schmel zens beim 6mer (d[UG,U]) und 8ner (d[T2G4T2])
auf weitere Untersuchungen an anderen Sequenzen in KCl verzichtet. Die Schmelzkurven,
bzw. die temperaturabhéngig aufgenommenen Absorptionswerte, der NaCl- und KCI-Systeme
des 6mers und des 8mers sndin Abbildung 5.10 gezeigt, das Schmelz- und Reaggregations-
verhaten des 8mers in NaCl, welches exemplarisch fur ale tetrameren Tetraplexe im Kon-
zentrationsbereiche bis ca ¢(DNA) = 70uM ist, ist in Abbildung 5.41-redhts oben dargestellt.
In Tabelle 5.16 ist eine vergleichende Ubersicht tiber die hier diskutierten Sequenzen enthal-

ten.
Sequenz Strukturtyp Tm UV
50mM KCl 50mM NaCl
G TG TGTG,T,G; 46.7C[7.4 23.0°C[8.7]
intramol ekul ar
(T2Ga)a o @ 47.2C[3-22.9
uG,U - [27] ~90°C [68]
T,G4T2 - [15 53.°C[15.3 /55.0°C[14.6]
tetramer-
T,G,TAGA intermolekular (@) 55.6C[13]
T,G,TTCT (@) 43.0°C[14]
T,G4Te ~90°C [67] 43.1°C[27]
T.Gy - 6.4[1] 200mM NaCl
tetramer-
T4Gy = 5.3[1] 200mM NaCl
intermol ekul ar
TGy - 2.1[1] 200mM NaCl

Tabelle5.16 : Vergleich der Schmel ztemperaturen von intra- und intermolekularen Tetraplexen ermittelt durch
UV-Spektroskopie. O = Daten nicht vorhanden, - = kein Schmelzen zu beobadhten. In[ ] die jeweilige DNA
Konzentrationen in uM. Kursiv gedruckte Werte in 100mM NaCl. Daten der letzten Zeile aus [Kal93).

Innerhalb der intramolekularen Tetraplexe lasd sich hervorragend der Einfluss von lonenart
und Anzahl der G-Ebenen auf die Schmelztemperatur zeigen. Das 15mer wird in KCl und
NaCl vermessen. Es ergibt sich eine Schmelztemperatur von 46.7T in KCl vs. 23°C in NaCl,

was in Einklang mit der besseren Stabili sierung von Tetraplexen duch Kaliumionen steht



(vgl. Abbildung 5.41-links unten). Im direkten Vergleich zwischen dem 15mer in NaCl (T=
23°C) und dcem 24mer in NaCl (T,= 47.2C) zeigt sich de Auswirkung einer weiteren G-
Ebene aif die Schmelztemperatur (vgl. Abbildung 5.41-rechts unten). Die Erhhung des Tr,
Wertes um 24°C kann bei diesen intramolekularen Quadruplexen nicht nur mit der Ausbil-
dung einer weiteren Guaninebene begriindet werden. In den Tetraplexstrukturen des 15mers
und des 24mers unterscheiden sich de Loopanordnungen und de Basensequenzen in den
Looplereichen. Damit kann de Auswirkung der inneren Spannung auf die Schmel ztempera-

tur nicht ndher quantifiziert werden.

Bel den tetrameren Tetraplexen zeigen sich in KCI nur bei der 1angsten Sequenz d[T,G4T¢],
dem 12mer, bei Temperaturen oberhalb von 75T Anderungen in der Absorption , de auf ein
Schmelzen schlief3en lasen und extrapdiert zu einem T,Wert von =90°C fithren. Damit
scheint die Lange der endstandigen Basensequenz von Bedeutung fur die Schmel ztemperatur
zu sein. Auf Grund der guten Stabili sierung der G-Ebenen in KCI ist eine quantitative Be-
wertung Uber einen Vergleich mit den anderen Sequenzen nicht mdéglich. Bei der homologen
Sequenz des 8mersist in KCl kein Schmelzen zu detektieren.

Bei den Systemen in NaCl lassen sich de Unterschiede in der Schmelztemperatur des 8mers
und s 12mers direkt auf die Lange der 3 endsténdigen Thyminbasensequenz zuriickfihren.
Die Abnahme von 53.0C (8mer mit T,) auf 43.1C (12mer mit Tg) beruht auf den, sich de-
stabili sierend auswirkenden 3 endsténdigen Thyminbasen. Dassdie Sequenzen der Endberei-
che®® einen sehr komplexen Einflussauf die Schmel ztemperatur und damit Stabilitét ausiiben
und eine Extrapadation nu innerhab einer homologen Reihe (identische Basen im variablen
Endbereich) sinnvdl ist [Kal93], ist unter Einbezug des 10merTCTs in de Betrachtungen
verstandich. Die in Tabelle 5.16 aufgefihrten Literaturwerte zu d TxG,4] (X=2,4,8 zeigen
den nichtlinearen Zusammenhang zwischen der Lange der endsténdigen Thyminbasen und
der Schmelztemperatur auf. Bel der gezeigten hamologen Reihe unterscheiden sich de
Schmelztemperaturen des T,G4 und ds TG4 um 3.2°C. Im Gegensatz dazu sind de
Schmelztemperaturen der nicht homologen Reihe des 10merTCTs und des 12mers nahezu
identisch (43.1C 12mer vs. 43.0T 10merTCT).

8 Dabei unterscheiden sich nach [Kal93] die Effekte der 5"und 3" Endbereiche voneinander.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Bezieht man das 10merAGA mit in de Diskusson Uker die Auswirkung der Lange und Se-
guenz der 3'endstandigen Basen ein, hetet sich der Vergleich des 10merAGAs mit dem
gleichlangen 10merTCT an. Der Schmelzpunkt steigt von 43.0C (10meTCT) auf 55.6C
beim 10merAGA an (AT = 12.6C). Dieses Verhaten ist mit der Aushildungeiner weiteren
G-Ebene (3'Ende des 10merAGAS) zu begriinden. Da ebenfalls zwei Thyminbasen (,, kleine*
Pyrimidinbasen - TCT) gegen zwei Adeninbasen (,, volumingse® Purinbasen - AGA) ausge-
tauscht wurden, kann de Stabili sierung durch de zusétzliche G-Ebene teil weise durch steri-
sche Hinderung kompensiert werden. Fir diese Auswirkung der voluminésen Purinbasen
spricht auf¥erdem, dassin [Mer98] an intramolekularen Tetraplexen ein Unterschied in der
Schmel ztemperatur von mindestens 17°C/G-Ebene beschrieben wird, was deutlich tber dem
hier ermittelten Wert von 12.6T liegt.

Im letzten Schritt werden nun de Basen und die Sequenzlénge an 3"Ende variiert. Die Se-
guenz des 6mers gellt als RNA undauf Grund der geringen Lange enen Sonderfall dar. Die
Schmelztemperatur des 6mers liegt mit ~90°C in NaCl weit oberhalb aller anderen Sequen-
zen. Der hohe T\Wert wird z.T. duch de in Abbildung 5.11 gezeigte Ausbildurg einer U-
Ebene an 5 Anfang bewirkt [Che92]. Von den ,nicht-G* Basen ist nur eine (das Uradl am
3'Ende) nicht an stabilisierenden Ebenen beteiligt und as ,freier”, destabili sierender
3"Uberhang vorhanden. Da die ausgebil dete U-Ebene nur Uiber insgesamt vier Wasserstoff-
briicken verflgt, ist ein geringerer Einflussauf den T,Wert zu vermuten als bel einer zusétz-
lichen G-Ebene (mit acht Wasserstoffbriicken innerhalb einer Ebene). Damit kann de extre-
me Erhdhung der Schmelztemperatur, z.B. gegentiber dem 10merAGA, das funf G-Ebenen
aufweist, zum grof3en Teil auf den sehr kurzen 3 Endbereich zurlickgeftihrt werden.

Mit diesen Beobachtungen beziglich des Einflusses der 3'"Endbereiche auf die Schmelztem-
peratur und damit Stabilit & von Quadruplexen lassen sich de ungewoéhriche Temperatursta-
bilit & der (nieder- und hoétermolekularen) Aggregate der 4:1 Mischurng des 10merTCTs mit
dem 10merAGA erklaren. Sind de komplementéaren Endbereiche verkniipt, stehen dese
nicht mehr as freie, destabili sierende 3"Enden zur Verfligung. Damit kénnen de Schlusgol-
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gerungen®, die in Kapitel 5.6.3 beziiglich kooperativer Effekte diskutiert worden sind, UV-
spektroskopisch verifiziert werden. Zumal sich in der hier UV-spektroskopisch vermessenen
1:1 Mischung ebenfall s nach einmaligem Aufheizen sehr temperaturstabil e Aggregate bil den.

Mit Ausnahme des untersuchten Einflusses der Lange der endstandigen Basensequenz ist eine
Ubersicht der bisher diskutierten Zusammenhange in Abbildung 5.41 dargestellt.

Die hervorragenden Ubereinstimmungen der Temperaturabhangigkeit der Daten aus der dy-
namischen Streuli chtspektroskopie und cen UV-Mesaungen sind am Beispiel des Aptamers
(Vergleich der statischen Intensitét des depolarisierten Streulichtes mit den Absorptionswer-
ten) und des 8mers (Vergleich der Abweichungen im Stokes-Einstein Verhaten mit den Ab-
sorptionswerten) im oberen Teil der Abbildung 5.41 prasentiert.

An den rein intramolekularen Tetraplexen des 15mers und des 24mers snd de Abhéangigkei-
ten des TWertes von cer lonensorte (Aptamer in NaCl und KCI unten links) und der Anzahl
der zu schmelzenden G-Ebenen (Aptamer vs. 24mer in NaCl unten rechts) gezeigt.

%0 Bezngen auf die Annahme der erfolgreichen Ausbil dung verbriickender Bereiche zwischen den funktionali-
sierten G-DNA Sequenzen. Damit fehlen diese Sequenzabschnitte und Uiben keine Scherkréfte mehr aus. Dieses
Verhalten ist der mechanische Anteil am die Assoziate stabilisierenden kooperativen Effekt.
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Abbildung 5.41 : Oben: Vergleich der Daten des Aptamers und des 8mers aus der dynamischen Lichtstreuung
mit Daten zum Schmelzverhalten aus der UV -Spektroskopie. Unten: T,,Werte und Schmelzverhalten von intra-
molekularen Tetraplexstrukturen in Abhéngigkeit von der lonenart (links) bzw. Anzahl der G-Ebenen (redhts).

Vergleicht man die gezeigten Reaggregationskurven der intramolekularen Spezies (Abbildung

5.41-unten) mit der des intermolekularen tetrameren Tetraplexes (Abbildung 5.41-rechts o-

ben), so fallen deutliche Unterschiede im Assoziationsverhalten auf. Damit lassen sich allein

anhand des Regygregationsverhaltens intramolekulare und tetramere intermolekulare

Tetraplexe a@ndeutig unterscheiden. Die sich daraus ergebenden Mdgli chkeiten zur Abschét-

zung der vorliegenden Tetraplexstruktur polymorpher Sequenzen werden, wie auch die nach

Kapitel 2.5 aus den Schmelzkurven zuganglichen thermodynamischen Daten, in den beiden
nachsten Kapitel diskutiert.
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Da bei der Bildung von Tetraplexen in Losung eine Beziehung zwischen der Struktur, der
Dynamik (Gleichgewichtslage zwischen verschiedenen Morphdogien) und der DNA Kon-
zentration vermutet [Wil94], bzw. bewiesen [EIm92] wurde, missen de polymorphen Se-
quenzen gesondert behandelt werden. Die DNA Konzentrationen bei den beiden Methoden
DLS und UV -Spektroskopie unterscheiden sich um bis zu drei Dekaden. Aus diesem Grund
ist es notwendig, UV-Mesaingen ausgehend vonanndhernd den gleichen DNA Konzentratio-
nen wie in der DLS durchzufiihren. Die mit diesen holen DNA Konzentrationen aufgenom-
menen Schmelz- und Reaggregationsprofil e sollten exakt zu den in der DLS detektierten Spe-
zies gehdren. Auf Basis dieser Ergebnise sind dann Konzentrationsreihen in der UV-
Spektroskopie mdglich, wobel Veranderungen im Schmelz-/Assziationsverhaten und
Amplitude aif konzentrationsabhéngige Strukturdnderungen der polymorphen Sequenzen
schliefen lassn. In den Versuchsreihen wird dabel neben der DNA Konzentration auch de

lonenart und de lonenkorezentration varii ert.

Gleichzeitig unterscheiden sich de mdglichen Strukturtypen der polymorphen Sequenzen
durch de Anzahl der jeweiligen G-Ebenen. Beim 14mer liegen bei einer dimer-Hairpin
Struktur vier G-Ebenen vor, bei der gestredkten tetrameren Anordnung adht. Das 24mer be-
Sitzt demnadh drel bis vier G-Ebenen in der intramolekularen Struktur (vgl. Kapitel 5.2), acht
alsdimer-Hairpin und 16Ebenen im tetrameren Tetraplex. Auf Grundder Unterschiede in der
Anzahl der stabili sierenden G-Ebenen ist ein grol}er Sprung in der Schmelztemperatur zwi-
schen den urterschiedlichen Isomeren zu erwarten (vgl. [Che92] mit AT > 17°C pro zusétzli-
cher G-Ebene). Dieses Verhalten sollte die Charakterisierung von Gleichgewichten in Losung
ermoglichen, da selektiv das Schmelzen einer Spezies beobadtbar ist.

5.74 UV-Spektroskopie an der polymorphen Sequenz (T2G4T2G4T2) (14mer)

Das DNA-Oligonuleotid mit der Sequenz d[ ToG4T2G4T>] (14mer) kann auf Grund der zwel
Guanin-reichen Basenabschnitte neben einer gestreckten tetrameren Anordnung als dimer-
Hairpin valiegen. Beide Morphdogien sind in Kapitel 5.5.2in Abhéngigkeit von der lone-
nart und lonenkorzentration rechgewiesen worden. Die dort diskutierten UV-Daten werden

im Folgenden ausfuhrlich vargestellt.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Erster sicherer Bezugspunkt fur den Vergleich der DLS- und UV-Daten ist das 14mer in
48mM NaCl und 55nM KCI. In beiden Ansétzen sind in Kapitel 5.5.2ausschliefdlich dmer-
Hairpinstrukturen nachgewiesen worden. In Tabelle 5.17 sind de Mesgeihen der UV-
Spektroskopie aufgeli stet.

Sequenz ¢(DNA) - T, UV
55mM KCl 48mM NaCl
[7.8 - 77.8C [9.1] — 43.5C"
[216] — 77.6C
T2G4ToGaT [526] — 75.FC [35.7] — 46.9C
[152 — 75.6C
[383 — 76.0C [351] — 47.2C

Tabelle5.17 : Vergleich der Schmel ztemperaturen des 14mers in Abhangigkeit von der lonenart. In[ ] dieje-
weiligen DNA Konzentrationen in uM. # = andere Struktur.

In Abbildung 5.42-links ist exemplarisch eine Schmelz- und Reaggregationskurve mit
c(DNA) = 7.8uM in 55mM KCI gezeigt. Die Konzentration ist vergleichbar mit den Ansétzen
des 8mers und den DNA-LAsungen der intramolekularen Tetraplexe in Abbildurg 5.41. Zu-
nachst fallt der signifikante Unterschied im Reaggregationsverhalten (langsame, unvdlstan-
dige Reaygregation) gegeniiber dem 8mer (tetramerer Tetraplex — keine Reaggregation) und
dem 15mer, bzw. 24mer (intramolekulare Quadruplexe — instantane Reaggregation) auf.
Weiterhin liegt der Gber alle Konzentrationen ermittelte Mittelwert des Schmelzpunktes mit
Tm=76.4C (vgl. Tabelle 5.17) weit unterhalb der fur tetramere Tetraplexe in KCl gemesse-

nen (= 90°C bei vier G-Ebenen).
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Abbildung 5.42 : Schmelzverhalten des 14mersin 55mM und 100nM KCI in Abhangigkeit von der DNA Kon-
zentration. Links: Schmelz- und Reaggregationskurve mit ¢(DNA) = 7.8uM. Redts-oben: Differenz der Pla-
teauwerte A1 und A2 normiert auf die DNA Konzentration. Rechts-unten: Differenz der Absorption bei T =
18.9°C vor dem Schmelzen und nach dem Abkuhlen normiert auf die jeweilige Amplitude der sigmoidalen
Schmel zkurven.

Beriicksichtigt man, dassbeim 14mer, urter Annahme @anes tetrameren Tetraplexes, adt G-
Ebenen de Struktur stabili sieren (bel den Sequenzen in Kapitel 5.7.3nur vier bis funf), kann
sicher davon ausgegangen werden, dess ein gespannter Tetraplex mit héchstens™ vier G-

Ebenen vorliegt.

Die Abbildung 5.42-rechts oben zeigt, dassdie Auftragung der Differenz der Plateauwerte der
sigmoidalen Kurvenanpasauing an de Schmelzkurven, namiert auf die DNA Konzentration,
bei alen Mesgeihen identisch ist. D.h. dass namiert auf die Konzentration an geldsten Ein-
zelstrangen, immer die gleiche Anzahl an G-Ebenen schmilzt. Da in der DLS (mM-
Konzentrationsbereich) eine dimer-Hairpinstruktur nachgewiesen worden ist, kann mit den
UV-Mesaingen, in Verbindung mit den in Tabelle 5.17 Uber alle Konzentrationen korstanten
TmWerten, dese Strukturaussage bis in den pM-Konzentrationsbereich sicher erweitert wer-

den.

1 Wie schon in Kapitel 5.5.2 bemerkt wurde, ist bei Loopkonformationen der Einbezug einer Guaninbase mit in
den Looplereich denkbar. Ein solches Verhaten wird z.B. beim 24mer (intramolekularer Tetraplex) beobachtet
[Wan94] und fuhrt zur Ausbildung von nu drel G-Ebenen.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Zudem ist in Abbildung 5.42-rechts unten eine Konzentrationsabhéngigkeit im Reaggregati-
onsverhalten zu erkennen, wobei diese bel niedrigen Konzentrationen stark verlangsamt ist.
Phanomenal ogisch liegt a'so mindestens ein bimolekularer Mechanismus vor, der sich, wiein
Abbildurg 5.43 gezeigt, deutlich von am bimolekularen Aggregationsmecdanismus
(selbst)komplementérer DNA unterscheidet. Obwohl die DNA Konzentration der selbstkom-
plementaren Sequenz um den Faktor 10 geringer ist als bei dem 14mer, reaggregiert die auf-
geschmolzene Struktur instantan [Bla96][ Leh94].

Um den Einflussder lonenstérke auf die Reaggregation und de Schmelztemperatur zu urter-
suchen, werden zwei UV-Mesaungen mit ¢(DNA) = 104uM und 115M%? in 100mM KCl
durchgefiihrt. Die ermittelte Schmelztemperatur liegt mit 78.9C um 1.5°C tber dem Mittel-
wert der Mesgeihen in 55mMM KCl und entspricht dem Effekt der beim 8mer in 50mM NaCl
bzw. 100mM NaCl beobadtet worden ist (53.0C vs. 55.0C). Die mit dem System in 55mM
KCl identische Differenz der Plateauwerte (A1-A2) zeigt, dass sch in beiden lonenstarken
die gleiche Anzahl an G-Ebenen und @mit identische Strukturen ausgebildet haben. Das
Reaygregationsverhaten in 100nM KCI unterscheidet sich jedoch deutlich von dem in
55mM KCI.

Wie in Abbildung 5.43-rechts zu erkennen ist, liegen de Schmelzkurven des 14mers in
55mM KCI (schwarze Kurve) undin 100mM KCI (blaue Kurve) dicht zusammen, de hohere
lonenstérke fuhrt jedoch zu einem steileren Abfall der Absorptionswerte im Bereich der
Schmelztemperatur. Die Reaggregation verlauft deutlich schneller, obwvohl die DNA Kon-
zentration mit c(DNA) = 104uM noch =30% niedriger ist als in dem langsam aggregierenden
55mM KCI Ansatz.

Dadie Anzahl der G-Ebenen in beiden lonenstérken gleich ist (vgl. Amplit udenauswertung in
Abbildung 5.42-rechts oben) kann nu die bessere Stabili sierung eines geschwindigkeitsbe-
stimmenden Ubergangszustandes in 100nM KCI als Erklarung fir dieses Verhalten in Frage
kommen. Derartige Effekte wurden in [Hog97] an intramol ekularen Tetraplexen beschrieben.

92 Beide Mesaungen ergeben, normiert auf die DNA Konzentration, identische Werte, daher wird auf die Auftra-
gung der Mesaung mit ¢(DNA) = 115uM verzichtet.

15¢



10 20 30 40 50

60

70

0,70 - h':_"*f«‘ /

T v T v T v T v T v O
—&— 16mer 10.3uM in 48mM Na;/o/

10,70

2,7
2,6
245

24+

.........

2,7

42,6
12,5
12,4

e (:_',) 2,3} {23 _
< L *54 i R
0,65 e 4 T oiarerc 1965 2o 1os <
<= "
(== 21} 421
/O —@— Heizen 20'_ sy . 1s0
0,60 . —O—Kihlen 1060 ' [——14mer 152uM in KCI 55mM. N
1,9 f— ' See oo 11,9
_./ L | | | | 1 .14Enel.' 1?4H.M I|n K.Cl |10c.)m'|v| O Tl | |
10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70 80 90
TEC TrC

Abbildung 5.43 : Links: Schmelz- und Reaggregationskurven einer 16 Basen langen selbstkomplementéren
DNA Sequenz d[(AT)g]. Redhts: Schmelz- (durchgezogene) und Reaggregationskurven (gestrichelte Linien) des
14mersin 55mM KCI (schwarz) und in 1200mM KClI (blau).

Bezieht man de Ergebnisse der NaCl Systeme mit ein, ergeben sich im Vergleich zu den KCl
Systemen signifikante Unterschiede im temperaturabhéngigen Verhalten. In Abhbildung 5.44-
links ist eine Schmelz-/Reaggregationskurve in NaCl den Mesaingen in KCl exemplarisch
gegenubergestellt. Redhts snd de Ergebnisse der Amplitudenauswertung gezeigt.

Im Schmelz- und Reaggregationsverhalten zeigt sich zwischen den urterschiedlichen Katio-
nensorten neben den Unterschieden in der Schmelztemperatur (47.2C in NaCl vs. 76.0T in
KCl) undin dem Ausmal’ der Reaggregation (vollsténdig in KCI, nur teilweise in NaCl), auch
eine deutlich grofere Amplitude in NaCl gegenuber beiden lonenstérken an KCl (vgl.
Abbildung 5.44-redhts, rote Mespunke mit c(DNA) = 35.7uM und 351uM).

Die Schmelztemperatur fir die Messungen mit ¢(DNA) = 35.7uM und 35LM liegt in einem
fur tetramere Tetraplexe mit vier G-Ebenen typischen Bereich (53°C beim 8mer in 48nM
NaCl). Geht man voneinem gespannten Tetraplex mit zwei To-Loopbereichen aus, so spricht
die gemessen Schmelztemperatur von 47.2€TC fir das Vorliegen einer dimer-Hairpinstruktur.
Bel einer spannungsfreien gestreckten tetrameren Anordnung mit insgesamt acht G-Ebenen

waére an deutlich horerer T,-Wert zu erwarten.
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Abbildung 5.44 : Links: Vergleich der Schmelz- und Reaggregationskurven des 14mers in 48mM NaCl vs.
55mM KCI. Die Ao Werte des Systems in KCI werden auf die DNA Konzentration des NaCl Systems normiert.
Redts: Vergleich der Amplituden (A1-A2) in Abhéngigkeit von der lonenart und lonenkonzentration.

Wie beim 14mer in KCI diskutiert, entspricht das vorliegende hysteresedhnli che Verhalten der
Absorptionswerte im Verlauf eines Heiz/Kihlzykluses weder dem eines intramolekularen,
noch tetrameren intermolekularen Quadruplexes (vgl. Abhbildung 5.41). Diese Beobadtung
ist mit dem in der DLS detektierten dmer-Hairpin korsistent. Da die Amplituden (Abbil dung
5.44-rechts) im Konzentrationsbereich vonc (DNA) = 351uM bis 35.7uM gleich sind, kann
das Vorliegen der dimeren Tetraplexstruktur bisin den der DLS nicht zugénglichen uM Kon-
zentrationsbereich vorausgesetzt werden. Die bemerkenswerten Abweichungen in der
Schmelztemperatur und der Amplitude der Mesgeihe mit ¢(DNA) = 9.1uM in 48nM NaCl

werden im Vergleich mit den Mesaungen in KCl unten diskutiert.

Die gegenlber dem KCl| System stark vergroferte Amplitude des NaCl Systems (vgl.
Abbildurg 5.44, ¢c(DNA) = 35.7uM und 351M) l&sg sich nicht nur mit einem Effekt der
lonenart erkldren. Da auch beim intramolekularen Tetraplex des 15mers Mesaungen in NaCl
und KCI durchgefiihrt worden sind und de Amplitude nur um max. 30% zwischen den NaCl
und KCl Systemen variieren, mussn her Unterschiede in der relativen Orientierung der
Guanine zueinander oder sogar €ine Anderung in der Anzahl der G-Ebenen diskutiert werden.
Anderungen in der relativen Orientierung der Guanine innerhalb des Tetraplexes llten sich
nicht signifikant in den hydrodynamischen Eigenschaften niederschlagen. Hingegen sind in
Kapitel 5.5.2 Abweichungen zwischen den DLS-Mesgeihen des 14mers in NaCl (48mM)



bzw. KCl (55mM und 119nM) gerade in der Rotationsrel axationszeit detektiert worden (hier-
fUr auschlaggebend sind Variationen in der optischen Anisotropie — Anzahl der G-Ebenen).
Daher wird im Folgenden de Md&glichkelt einer Variation in der Anzahl der G-Ebenen des
dimer Hairpinsin Abhéngigkeit der lonenart weiter diskutiert.

Um Unregelmaigkeiten in der Schmelztemperatur festzustellen, welche direkt mit der An-
zahl der G-Ebenen in Zusammenhang gebracht werden konren, wird von dem T, Wert des
14mers in NaCl ausgegangen (47.2C - gemittelt fir die beiden héchsten DNA Konzentratio-
nen). Die relative Anderung des Wertes im 55mM KCl System (T, = 76.0C) des 14mers
betragt 28.8C. Beim 8mer wird in NaCl eine Schmel ztemperatur von 53T detektiert, in KCl
sind ks zu einer Mesdemperatur von ~95°C jedoch keinerlei Anzeichen eines Schmelzpro-
zesses zu verzeichnen (vgl. Abbildung 5.10-links). In beiden Systemen des 8mers snd Jier
stabili sierende G-Ebenen vorhanden, was bei einer Variation der zugesetzten lonensorte von
NaCl zu KCI zu einer Verschiebung des T,Wertes um mindestens 40°C fuhrt. Dagegen fallt
die Schmelzpunkerhbhurg beim 14mer mit AT, = 28.8C zu gering aus, wenn in beiden

dimer —Hairpin Strukturen des 14mers vier G-Ebenen vorhanden sein sollten.

Unter Einbezug der Amplitudenauswertung, die eénen um Faktor drei gréf3eren Wert fir das
NaCl System liefert, und dr gerade beschriebenen sehr geringen relativen Anderung des
Tm-Wertes beim Vergleich des NaCl Systems mit dem KCl System, ist davon auszugehen,
dassin NaCl ein dmer-Hairpin mit vier G-Ebenen varliegt, in KCI dagegen sich an der
Tetraplexstabili sierung nur drei G-Ebenen betelli gen.

Die Abweichungen der Mesgehe des 14mers in NaCl mit ¢(DNA) = 9.1uM unterstitzen
diese Interpretation. Die Amplitude liegt in dem Bereich der Mesaungen in KCI. Gleichzeitig
ist der T-Wert mit 43.5C deutlich niedriger als bei den beiden héheren DNA Konzentratio-
nen. Hier kann eine konzentrationsabhangige Umlagerung zu einer Struktur mit nur drei G-
Ebenen (vergleichbar der Anordnung in den KCI Systemen) vorliegen. Dass die Schmelz-
punkterniedrigung mit =3.5°C sehr gering ausfillt, ist mit einer anderen relativen Strangan-

ordnurg/Loopgeometrie®® zu begriinden.

93 Fiir den Fall, dassnur drei G-Ebenen ausgebil det werden, kann eine Guaninbasen noch in den Looplereich mit
einbezogen werden. Das resulti erende System ist dann weniger gespannt und damit temperaturstabil er.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Im Folgenden werden de éenfalls ermittelten thermodynamischen Daten des 14mersin de
Betrachtungen eingebracht und mit anderen Systemen vergleichend dskutiert.

Zur Bestimmung von AH® undAS° fur die Bildung der Tetraplexstrukturen werden de Werte
von K nach Gleichung (2.51) berechnet, logarithmiert und als Funktion von 1T aufgetragen
(Gleichung (2.45)). In Tabelle 5.18 ist eine Ubersicht tiber die emittelten GroRen gegeben

undmit den zugéangli chen Literaturdaten vergli chen.

Es werden fur das 14mer in KCI -293k¥mol in 55mM KCI und -304kJmol in 10amM KClI
fur AH® berechnet, in 48nM NaCl hingegen -267k)/mol. Fir ¢(DNA) = 9.1uM in 48nM
NaCl ergeben sich jedoch z.B. -161kJmol fir AH®.

Zunéchst lassen sich duch den Vergleich der thermodynamischen Grofen der tetrameren
Tetraplexsysteme des 8mers (AH° = -323k¥mol, AS®° = -768J/Kmol) und des 10merAGASs
(AH° = -557k¥mol, AS® = -1473YKmol) mit denen des 14mers eine tetramere Struktur fir
das 14mer aus<chlief3en. Selbst wenn nu ein Bruchteil der Differenz der Werte zwischen dem
8mer (vier G-Ebenen) und dem 10merAGA (funf G-Ebenen) auf die erhohte Anzahl an G-
Ebenen zuriickgefuhrt wird, missen fur den Fall, dassdas 14mer als tetramerer Quadruplex
vorliegt (mit acht G-Ebenen), die Werte deutlich héler als die gemessenen liegen.

Versucht man einen Zusammenhang zwischen der Anzahl der G-Ebenen des 14mers und cen
ermittelten thermodynamischen Gré3en zu ziehen, so eignen sich de Werte des 24mers (drei
G-Ebenen) in NaCl, die Literaturwerte der Sequenz d[T3AG3(TGTGs)s] (26mer, drel G-
Ebenen) und das 15mer (zwel G-Ebenen, drekter Vergleich des Einflusses der lonensorte auf
AH° undAS°) dazu.

Die Werte des 26mers in KCl lassen sich hervorragend mit denen des 14mersin KCl in Ein-
klang bringen, wenn man beim 14mer von der Aushbildung dreier G-Ebenen ausgeht
(-293k¥mol - 14mer vs. -276kImol - 26mer; beide in 100mM KCI). Damit einher geht der
geringe Unterschied zu den Werten in NaCl (bei hohen DNA Konzentrationen), wird hier
doch auf Grund der Amplitudenauswertung und der geringen Unterschiede in der Schmelz-
temperatur die Aushildung von vier G-Ebenen diskutiert.
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Sequenz AH° [kJ/mal] AS° [JKmol] AG°37-c [kI/mal]
KCI -191/0 -596/ O -5.8/0
GT.G,TGTG,T,G;
NaCl -118/ 0O -397/ 0O 5.6/ 0
KCl O/0 O/0 O/0
(T2Ga)a
NaCl -162 [ # -507 | # 4.9/ #
KCl -293/ -304 =775/ -815 -52/-51.6
ToG4ToGy Ta NaCl -267/ # ST771 # -25.9/ #
NaCl” -161/0 -429/0 -27.5/0
ToG4T, NaCl 0O/-323 O/-768 O/-85.1
T.G,TAGA NaCl -557/ 0 -1473/ O -100.4/ O
T3AG3(TGTGs)3 KCI O/-276 O/-823 O/+0
aus[Mer98] NaCl O/-157 O/ -506 0O/-16.7

Tabelle 5.18 : Ubersicht iber die UV-spektroskopisch bestimmten thermodynamischen GroRen. Reihenfolge der
Wertein 50mM / 100mM in KCI/NaCl-Systemen. O = nicht vorhanden, # = andere Struktur.

Die Differenz der AH° Werte des 14mers in KCI (-293kImol in 55mM) fa8llt gegeniber dem
NaCl System (-267k)/mol in 48nM) zu gering aus, sollte in beiden Tetraplexen de gleiche
Anzahl an G-Ebenen varliegen. Dies zeigt der Vergleich der NaCl und KCl Werte des Apta-
mers. Bel zwe stabili sierenden G-Ebenen betrégt der Unterschied in AH® von NaCl zu KCl
61% (-117k¥mol vs. -191k¥mol), beim 26mer mit drei G-Ebenen 5®6 (-157k¥mol vs.
276k¥mol) beim 14mer jedoch nu 9.7 (-267kImol vs. -293%Jmoal). Ein weiterer Beweis
fUr die Ausbildung unterschiedlicher dimer-Hairpinstrukturen und @mit Tetraplexebenen in
KCl undNaCl Systemen ist somit gegeben.

In desem Zusammenhang hochinteressant ist das Verhalten des 14mersin NaCl bei niedrigen
DNA Konzentrationen. Schon de Amplitudenauswertung in Abbildung 5.44-rechts zeigte,
dass sch hier anscheinend eine Struktur bil det, die morphdogisch eher der KCI Struktur (drei
G-Ebenen) zuzuordnen ist. Neben der schon dskutierten Schmelzpunkerniedrigung, die e-
benfalls fir eine verringerte Anzahl an G-Ebenen spricht, zeigt die Auswertung der thermo-

dynamischen Werte d@ne exzell ente Ubereinstimmung mit Daten von gespannten Systemen,
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

die drei G-Ebenen aufweisen. In Tabelle 5.18 sind de AH°® Werte dieser Referenzsysteme

besonders hervorgehoben.

Zusammenfassend ist zu den UV-spektroskopischen Untersuchungen des 14mers festzuhal-
ten, dassdie emittelten Schmelztemperaturen und das Schmelzverhalten, sowie die Analyse
der thermodynamischen Daten undderen Vergleich mit anderen Systemen, dein der dynami-
schen Streuli chtspektroskopie gemaditen Beobadtungen hervorragend bestétigen. So ist da-
von auszugehen, dassin KCl, unabhéngig von der lonenkoreentration (55mM und 100nM)
und DNA Konzentration (7.8uM bis 383uM) eine dimer-Hairpinstruktur mit drei G-Ebenen
vorliegt. Die signifikant unterschiedlichen hydrodynamischen Grof¥en (in KCl 55mM vs. KCl
119mM), diein Kapitel 5.5.2 besonders in der Rotation detektiert worden sind®, lassen sich
demnach nu auf eine, von d&r lonenstarke éhangigen, anderen Anordnung der Thyminbasen
zurUckfuhren. In der UV-Spektroskopie wird nur ein anderes, schnell eres Reaggregations-
verhaten in 100nM KCI beobadtet. Die in [Bol98|[Nie96] und [Wal95] umfangreich be-
schriebenen Polyelektrolyteffekte an Polyanionen komen hier fur die unterschiedliche Aus-
richtung der Thyminbasen im Loopkereich, am 5 Anfang und 3'"Ende bei den verschiedenen
lonenstéarken verantwortlich sein. Mit einer bei einer hohen KCl Konzentration kampakteren
Anordnung der Loops und Endbereiche kann de deutlich schnell ere Rotationsrel axationszeit
in=100mM KClI erklart werden.

Im Vergleich zu den KCI Daten liegt bei der dimer-Hairpinstruktur des 14mers in NaCl eine
Anordnung vor, bel der vier G-Ebenen zur Stabili sierung beitragen. Erst bei sehr niedrigen
DNA Konzentrationen (< 9.1uM) wird eine deutliche Veranderung im temperaturabhéngigen
Verhalten festgestellt. Die Amplitudenauswertung, der Schmelzpunkt von nu 43.5C (gegen-
Uber 47.2C bei ¢(DNA) = 35.7uM und 351uM) und de emittelten thermodynamischen Da-
ten zeigen, dass hier eine dimer-Hairpinstruktur vorliegt, die morphdogisch eher mit der
Struktur in KCI, also mit nur drei G-Ebenen, Ubkereinstimmt. Ob sich in desem DNA Kon-
zentrationsbereich und der vorliegenden geringen lonenstarke das Verhdltnis von DNA zu

lonenkonzentration auswirkt, ist mit den vorliegenden Daten nicht abschlief3end zu Kiéren.

% Mit 1527 5.1nsin 119mM KCl und 12°° = 5.6nsin 55mM KCI.
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Die ebenfall s durchgefiihrten UV-Mesaungen mit dem 14mer in 100mM NaCl, mit welchen
die Gleichgewichtslage zwischen der tetrameren Tetraplexstruktur und dem dimer-Hairpin
quantitativ ermittelt werden kann, werden in 5.7.5 zusammen mit den Ergebnissen der ana
logen Messreihe des 24mers vorgestellt.

5.7.5 UV-Spektroskopie an der polymorphen Sequenz (T2Gy)4 (24mer)

Das DNA-OligonuKeotid mit der Sequenz d[(T2Ga)4] (24mer) kann auf Grund der vier Gua
nin-reichen Basenabschnitte neben einer gestredkten tetrameren Anordnung als dimer-Hairpin
und als rein intramolekularer Tetraplex vorliegen. Die intramolekulare Anordnung und de
gestredkte tetramere Morphdogie wurden in Kapitel 5.5.1in NaCl in Abhangigkeit von der
lonenkoreentration rachgewiesen. Wie dort anhand von Lichtstreudaten, hydrodynamischen
Modellrechnungen undDaten aus der UV-Spektroskopie dargelegt wurde, existieren der rein
intramolekulare Tetraplex von anndhernd globuérer Form in 48nM NaCl und de langge-
streckte tetramere Struktur in 100nM NaCl.

Wie bei dlen (bio)chemischen Re&tionen handelt es sch auch bei der Bildung dieser Struk-
turen um Gleichgewichtsreaktionen zwischen den einzelnen Spezies. Auf Grund der Ver-
suchsfuhrung in der DLS (vgl. Kapitel 5.5.1) und dn Ergebnisen aus der CGE (vgl.
Abbildung 5.17) kann in 48nM NaCl von einer Gleichgewichtlage endeutig auf Seiten der
intramolekularen Struktur ausgegangen werden. Hingegen ist in 100mM NaCl nicht auszu-
schlief3en, dass beide Morphdogien nebeneinander vorliegen. Die in Abbildung 5.17 und
Anhang_Abb 8 gezeigten Ergebniss der CGE unterstiitzen diese Vermutung.

Diein Kapitel 5.2 undKapitel 5.5.1diskutierten UV-Daten werden im Folgenden ausfuhrlich
vorgestellt und de Maéglichkeiten der UV-Spektroskopie zur Bestimmung der Lage von
Gleichgewichten zwischen Quadruplexen urterschiedlicher Stochiometrie an Beispiel des
24mersund aes 14mers aufgezeigt.

Bel den hdhen DNA Konzentrationen in den DLS-Mesaungen wurde in 48nM NaCl aus-
schliefdlich de intramolekulare Struktur detektiert. Eine Umlagerung hin zu tetrameren

Tetraplexen bel deutlich niedrigeren DNA Konzentrationen ist unwahrscheinlich undnicht in
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

der Literatur beschrieben. Zudem sind Bildung und Reaggregation kei intramolekularen
Tetraplexen urebhéngig von der DNA Konzentration [Mer98]. Damit kann bei den Systemen
in 48nM NaCl auf Mesgeihen ausgehend von holen DNA Konzentrationen verzichtet wer-
den. Wie in Tabelle 5.19 ersichtlich, werden in einem Bereich von 31M bis 22.uM vier
Mesaungen duchgefihrt. Mit diesen Mesgeihen kann zuverléssg die auf die DNA Konzent-
ration namierte Amplitude des Schmelzprozesses des intramolekularen Tetraplexes ermittelt
werden. Um die Daten aus der Lichtstreuung und der CGE direkt mit den UV-Messingen
vergleichen zu konren, kew. die Gleichgewichtslage in dem 100mM NaCl Ansatz zu ermit-
teln, mussdie dort verwendete DNA K onzentration® (0.65mM) vermessen werden.

In 48nM NaCl zeigt sich bei alen Konzentrationen ein korsistentes Verhalten beztglich der
Schmelztemperatur (vgl. Tabelle 5.19), dem Reaggregationsverhalten (vgl. Abbildung 5.5 und
Anhang_Abb 6) undder Amplitude (vgl. Abbildung5.45-rechts, blaue Symbadle).

Sequenz c(DNA) - T, UV - Amplitude
48mM NaCl 100mM NaCl
[3] -47.8C-14.7 [650 —488°C-0.5

[6] —48.7C— 16.7
[128] —-469°C— 18.2
[229] —465°C— 16.4

(T2Ga)a

Tabelle5.19 : Vergleich der Schmel ztemperaturen und der Amplitude des 24mersin Abhangigkeit von der DNA
Konzentration und der lonenstérke. In[ ] die jeweilige DNA Konzentrationenin pM.

In 100nM NaCl kommt es zu deutlichen Abweichungen in der Amplitude (Abbildung 5.45
links). Wahrend de emittelte Schmelztemperatur im Mittel bel 47.2C in 48nM und 48.8C
in 100mM NaCl betrégt, also innerhalb des schon keim 8mer (53.0C vs. 55.0C) und 14ner
(76.4C vs. 78.9C) beobadten Schwankungsbereiches, weicht die Amplitude in 100mM
NaCl (0.5) deutlich von cerin 48nM NaCl (16.5 ab.

% Die Analyse des Schmelzprozesses wurde bei einer Well enlénge von 305rm durchgefiihrt [Mer98].
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Abbildung 5.45: Links: Vergleich der Schmelzkurven des 24mersin 48mM NaCl (c(DNA) = 3uM-22.9uM) vs.
100mM NaCl (c(DNA) = 650uM, die Amplitude wird zur Visualiserung um Faktor vier verstérkt).
Redhts(blau): Auftragung der Schmelztemperatur gegen die DNA Konzentration. Rechts(orange): Vergleich der
Amplituden (A1-A2) in Abhéngigkeit von der DNA Konzentration urd |onenstérke.

Da die Schmelztemperatur zwischen den beiden vermessenen lonenstarken nur wenig diffe-
riert, kann davon ausgegangen werden, dassin beiden Fal en Tetraplexstrukturen mit der glei-
chen Anzahl an G-Ebenen geschmolzen werden. Dain 48mM NaCl ausschli efdli ch intramole-
kulare Quadruplexe vorliegen, kann de emittelte Amplitude mit einer intramolekularen
Tetraplexkonzentration von 100% gleichgesetzt werden. In 100nM NaCl wurde in Kapitel
5.5.1as Hauptspezies ein gestreckter tetramerer Tetraplex detektiert. Bezogen auf die Einzel-
strangkonzentration liegen demnach ~3% der in 100mM NaCl geldsten Einzelstrange als in-
tramolekulare Tetraplexe vor. Unter Einbezug der Stochiometrie der beiden im Gleichgewicht
befindichen Tetraplexe egibt sich ein Verhéltnis von eins zu adt.

Eine analoge Betrachtung wird zu den Messreithen des 14mers in NaCl durchgefiihrt. Da zu
diesem Zeitpunkt die Originall6sungen der DLS-Mesaungen nicht mehr zur Verfligung ste-
hen, wird ein Vergleichsansatz zu der Losung mit ¢(DNA) = 9.1uM in 48nM NaCl vermes-
sen. Da bei der geringen DNA Konzentration das dimer-Hairpin gegentiber der tetrameren
Anordnung bevorzug ist, kann mit dieser Mesaung der Grenzfall des Gleichgewichtes zwi-
schen beiden Speziesin 100mM NaCl untersucht werden. Bei héheren DNA Konzentrationen
wird eine Verschiebung in Richtung Tetramer vorliegen [Wil 94][Eim92].
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Ein Vergleich der Amplituden in 48nM undin 100nM NaCl ist in Abbildung 5.46 gezeigt.
Tabelle 5.20 enthdlt eine Gegenuberstellung der ermittelten Daten beziiglich Schmel ztempe-
ratur und Amplitude. Der Vergleich der Schmelztemperaturen der Mesaungen mit hnlichen
DNA Konzentrationen zeigt in Analogie zu den hisherigen Beobachtungen® zur Auswirkung
der lonenstérke enen Anstieg von 1.9T gegeniiber der Mesaung in 48nM NaCl.

Sequenz c¢(DNA) - T, UV - Amplitude
48mM NaCl 100mM NaCl
[9.1] —435°C*-5.0 [102] —454°C- 1.0
(ToGaT)2 [35.7] —469°C— 16.3
[351) —472°C-15.5

Tabelle 5.20 : Vergleich der Schmel ztemperaturen und der Amplitude des 14mersin Abhangigkeit von der DNA
Konzentration und der lonenstérke. In[ ] die jeweilige DNA Konzentrationen in uM. # = andere Struktur

Damit wird gleichzeitig die in Kapitel 5.7.4 diskutierte Sonderstellung®’ des 14mers bel
c(DNA) = 9.1uM bestétigt. Im anderen Fall ist eine Schmelztemperatur von tber 48.5C in
100mM NaCl zu erwarten.

In 100nM NaCl kommt es zu deutlichen Abweichungen in der Amplitude, wie in Tabelle
5.20-rechts und Abbildung 5.46-links ersichtlich ist. In Analogie der Vorgehensweise beim
24mer wird de Amplitude des 14mers mit ¢((DNA) = 9.1uM in 48nM auf das ausschliefdliche
Vorliegen von dmer-Hairpin Tetraplexen zurtickgefuhrt. Damit liegen in 100nM NaCl und
einer DNA Konzentration von 10.2M 20% der Einzelstrange ds Dimer und 8®%6 als Tetra-
mer vor. Unter Berticksichtigung der Stochiometrie der Quadruplexe egibt sich ein Verhalt-

nisvoneins (Dimer) zu zwei (Tetramer).

%vgl. 8mer in NaCl (53.0°C vs. 55.0°C), 14mer in KCI (76.4°C vs. 78.9°C) und 24mer in NaCl (47.2°C vs.
48.8°C)

97 Auf Grund der signifikant niedrigeren Schmel ztemperatur in Verbindung mit einer deutlich geringeren Amp-
litude wurde @ne andere Struktur (Anzahl der G-Ebenen) postuliert.
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Abbildung 5.46: Links. Vergleich der Schmelzkurve des 14mersin 48mM NaCl (c(DNA) = 9.1uM) vs. 100mM
NaCl (c(DNA) = 10.2uM). Rechts: Auftragung der Amplituden (A1-A2) in Abhangigkeit von der DNA Kon-
zentration urd lonenstérke.

Mit den vorgestellten Ergebnissen zu den UV -spektroskopischen Untersuchungen an der po-
lymorphen Sequenz d[(T.G4)4] (24mer) konrte durch Analyse des Schmelz- und Reaggrega-
tionsverhaltens der Strukturtyp des intramolekularen Quadruplexes in 48nM NaCl verifiziert
werden. Die ebenfall s ermittelten thermodynamischen Daten zeigten im Vergleich zu Litera
turwerten das Vorliegen vondrel G-Ebenen auf, was ebenfall s in Einklang mit den Ergebnis-
sen aus der DLS steht. In den durchgefiihrten Modell rechnung, deren Ergebnisse ausgezeich-
net mit denen der DLS Ubereinstimmen, wurde eéne Struktur aus einer NMR Analyse in einer

~50mM KCI Losung als Startdatei verwendet, in der ebenfalls nur drei G-Ebenen vorliegen.

Durch die Auswertung der Amplitude, dem Absorptionsverhétnis vor und rach dem Schmel-
zen der stabili sierenden G-Ebenen, ist im Fall des 24mers erstmalig eine quantitative Analyse
des Gleichgewichtes zwischen zwei, in 100mM NaCl paralée vorliegenden Quadruplexen
moglich. Da die in der DLS und CGE detektierte Hauptspezies (tetramerer Tetraplex) mit
insgesamt acht G-Ebenen deutlich hther schmelzen a's der intramolekulare Tetraplex mit drel
Ebenen, kann de in 100nM NaCl gemessne sigmoidale Abhangigkeit der Absorption von
der Schmelztemperatur her hier dem intramolekularen Anteil am Gleichgewicht zugeordnet
werden. Das detektierte Verhdtnis von eins (intramolekular) zu adht (tetramer, intermoleku-
lar) begrindet nicht nur die vollstdndige Maskierung der intramolekularen Spezies in der
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Lichtstreuung, sondern ist auch korsistent mit dem Elektropherogramm des 24mers in
100mM NaCl (vgl. Abbildung 5.17).

In Analogie wurde das 14mer in 100nM NaCl UV-spektroskopisch urtersucht und de Er-
gebnise mit denen der 48mM NaCl Mesgeihen verglichen. Auf Grund des komplexen, kan-
zentrationsabhéngigen Amplituden- und Schmel ztemperaturverhaltens, das auf eine Struktur-
anderung bei niedrigen DNA-Konzentrationen zurtickzufihren ist, ist im Rahmen deser Ar-
beit die niedrigste DNA Konzentration in beiden lonenstérken vermessen worden. Zum einen
konrten mit der ermittelten Schmelztemperatur von nu 45.4C in 100nM NaCl (mit c(DNA)
= 10.2uM) die Abweichungen der Mesgeihe in 48nM NaCl (T=43.5C mit c(DNA) =
9.1uM, Ty, = 47.2C mit ¢(DNA) = 35.7uM und 35uM) as sgnifikant verifiziert werden.
Zum anderen war eine Abschdtzung maoglich, wie weit sich das Gleichgewicht vom tetrame-
ren (Hauptspezies in 100mM NaCl) zum dimer-Hairpin Quadruplex verschieben kann. Be-
zuglich der Tetraplexe wurde @n Verhdtnis von eins (dimer-Hairpin) zu zwei (tetramerer

Tetraplex) ermittelt.

5.7.6 Zusammenfassung UV-Spektroskopie an G-DNA

In den letzten Kapiteln wurden de UV-spektroskopischen Untersuchungen an G-DNA vorge-
stellt und de Ergebnisse diskutiert.

Dadie Messaungen in erster Linie ds Erganzung zu der dynamischen Streuli chtspektroskopie
geplant waren, musde zunadst verifiziert werden, dassmit beiden Methoden (DLS und UV -
Spektroskopie) prinzipiell die gleichen Spezies beobadtet werden kdmen. Der Vergleich der
Temperaturabhéngigkeit der statischen Intensitdt des depolarisierten Streulichtes in der DLS
und temperaturabhangigen Abweichungen im Stokes-Einstein Verhaten zeigte eéne hervorra-
gende Ubereinstimmung mit dem Temperaturverhalten der Absorption in der UV-
Spektroskopie. Nadchdem diese grundséizliche Moglichkeit der Schmelzpunkbestimmung
mittels UV -Spektroskopie an einfachen rein intramolekularen (15mer und 24mer) undeinigen
rein tetrameren Tetraplexen Uberprift war, wurde versucht, weitreichendere Informationen

Uber die Struktur und Dynamik von Quadruplexen in Losung zu erhalten.



Der Einflussder DNA Sequenz, der Anzahl der ausgebil deten G-Ebenen undder Lénge der
OligonuKleotide insgesamt auf die Schmelztemperatur und das Reaggregationsverhalten wur-
de anschlief3end behandelt. Hier zeigte sich de Moglichkeit, allein auf Grund des Reaggrega
tionsverhaltens auf die Morphdogie der in Losung vorhandenen Tetraplexe zu schlief3en und
eindeutig zwischen intramolekularen Quadruplexen undtetrameren intermolekularen Anord-
nungen zu urterscheiden. Wahrend de intramolekularen Strukturen instantan reaggregierten,
war das Aufschmelzen der Tetramere im betrachteten UM Konzentrationsbereich irreversibel.
Zudem zeigte sich auch der Einflussder zugesetzten lonensorte und deren Konzentration auf
die Schmelztemperatur. Wahrend bei einem gespannten System wie dem intramolekularen
Tetraplex des 15mers (mit zwel G-Ebenen) in NaCl 23.0C undin KCl 46.7<C ermittelt wur-
den, zeigte sich bel tetrameren Tetraplexen mit vier aufeinanderfolgenden G-Ebenen, dassin
KCl bis 95°C praktisch kein Schmelzen erreicht werden kann. Die @nzige Ausnahme, das
12mer mit der Sequenz d[T.G4Te] undeinem T,Wert von ~90°C in KCI und 43.0°C in NaCl,
zeigte den Einflussder Endbereiche aif die Schmelztemperatur auf. Der Vergleich der ver-
messenen Sequenzen in NaCl bestétigte, dass ohre oder mit sehr kurzen Endbereichen, de
Schmelztemperatur stark ansteigt und damit der destabili sierende Effekt der endstéandigen
Basen fur die Schmelztemperatur von grol¥er Bedeutung ist.

Mit diesem Einflussauf das Schmelzverhalten konre aich de extreme Temperaturstabilit &t
der funktiondisierten G-DNA in Kapitel 5.6 ,supramolekulare Strukturen* erkléart werden.
Bel der dort diskutierten Verknipfung der mit komplementéren Sequenzen modifizierten G-
DNA, stehen nadch der Ausbildung dieser Briickenbereiche zwischen den Tetraplexen dese
Abschnitte nicht mehr zur Verfigung, um, thermisch bedingt, das Aufbrechen der

Quadruplexstruktur zu initi ali sieren.

Die Diskusgon cer polymorphen Sequenzen des 14mers und des 24mers wurde in Verbin-
dung mit der Vorstellung der thermodynamischen Daten der wichtigsten vermessenen Se-

guenzen duchgefihrt.

Die Struktur des 14mers war Uber die Kombination vondynamischer Lichtstreuung und hyd-
rodynamischen Modellrechnungen zuvor bestimmt worden. Es wurden in 55mM KCl, in
119mM KCl undin 48nM NaCl dimer-Hairpin Strukturen detektiert, die, je nach lonenart
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

und lonenstérke, andere hydrodynamische Eigenschaften aufweisen. In 114nM NaCl hinge-

gen lag eine tetramere Tetraplexstruktur vor.

Um beim 14mer sicher davon ausgehen zu kdnnen, de gleiche Struktur in der DLS und UV-
Spektroskopie zu betrachten, wurden Mesge hen, ausgehend vonfast mM Ansdtzen hinunter
in den UM Bereich duchgefihrt (381uM bis 9.13uM). In der UV-Spektroskopie zeigten sich
in den KCl Systemen in der Schmelztemperatur nur geringe Differenzen zwischen den lo-
nenstérken (76.4°C vs. 78.9), die nicht mit einer anderen Anzahl an G-Ebenen zu begriin-
den ist. Auch de Amplitude war in beiden lonenkoreentrationen und alen DNA-
Konzentrationen identisch. Das in KCI Uberhaupt ein Schmelzen zu beobadten war, kann
nach den Voruntersuchungen an tetrameren Tetraplexen nu mit einer gespannten Struktur
zusammenhangen, wobel bei nur zwel Guanin-reichen Bereichen nur ene dimer-
Hairpinanordnung in Frage kommen kann. Dassdie Amplitude in beiden lonenstarken undim
gesamten vermessen DNA Konzentrationsbereich gleich war, zeigte wiederum, dassimmer
Strukturen vorlagen, de die gleiche Anzahl an G-Ebenen besitzen und dese identisch sind
mit den Strukturen, dein der DLS detektiert wurden. Die Unterschiede in der Rotationsrela-
xationszeit in der DLS zwischen 55mM KCl und 119nM KCl lasen sich demnadh nu auf
veranderte Orientierungen und Anordnungen der Thyminbasen in Abhangigkeit von der 1o-
nenstérke zurtickfuhren. Gleichzeitig werden de Ergebnisse der DLS, dassimmer eine dimer-

Hairpinanordnung vorliegt, fir beide lonenstérken bestétigt.

In NaCl zeigte sich ein kamplexeres Verhalten in Abhéngigkeit von cer lonenstérke und der
DNA Konzentration, sowie deutliche Unterschiede gegentiber dem Verhaten in KCl. Ampli-
tude und Schmel ztemperatur in 48mM NaCl waren zunacdhst konstant, veranderten sich aber
bei der niedrigsten DNA Konzentration signifikant. Die Schmelztemperatur fiel von 47.2C
auf 43.5C, die Amplitude von =16 auf =5. Dass sich der Tp-Wert und de Amplitude gleich-
zeitig veranderten, ist nur mit der Ausbildung einer anderen Struktur zu erklaren.

Ein Vergleich der thermodynamischen Grofen des 14mers mit ¢(DNA) = 9.1uM in 48nM
NaCl zeigte d@ne hervorragende Ubereinstimmung mit Daten von Tetraplexen de drei G-
Ebenen in NaCl ausbil den (vgl. hervorgehobene Wertein Tabelle 5.18). Hingegen besteht bei
den beiden hoker konzentrierten Ansitzen (c(DNA) = 35.7uM und 351M) eine Uberein-
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stimmung mit den thermodynamischen Daten des dimer-Hairpins in KCI. Der Vergleich mit
der Auswirkung der lonenart auf die thermodynamischen Gréfzen beim 15mer (in NaCl und
KCI mit zwei G-Ebenen) zeigte jedoch, dass diese Ubereinstimmung beim 14mer nur mit
einer hoheren Anzahl an G-Ebenen im NaCl System zu erkléren ist. Auch de um Faktor drei
hohere Amplitude der hoher konzentrierten DNA Losungen, kew. das Ubereinstimmen der
Amplituden zwischen den KCI Mesaungen in alen lonenstérken und DNA Konzentrationen
mit der Amplitude des Ansatzes mit nur 9.13uM in 48nM NaCl beweist, dasin KCl immer, in
NaCl nur bel niedrigen Einzelstrangkonzentrationen eine dimer-Hairpin Anordnung mit drei
G-Ebenen vorliegt. In NaCl (48mM) bei hohen DNA Konzentrationen werden jedoch immer
Tetraplexe mit vier G-Ebenen gebil det.

Mit diesen Ergebnissen beziiglich der Morphdogie der dimer-Hairpin Quadruplexe des
14mers gehen die Daten aus der Lichtstreuung exzellent in Einklang. Dort wurde in der gera-
de aif Léngenanderungen sehr sensitiv reagierenden depolarisierten Lichtstreuung fur das
dimer-Hairpin in NaCl die schnellste Rotationsrelaxationszeit und damit die kompakteste
Struktur detektiert; in KCI, mit den hier diskutierten drei G-Ebenen innerhalb des dimer-

Hairpins, entsprechend langsamere hydrodynamische Grolen.

Beim 24mer gab es eine sehr gute Ubereinstimmung der thermodynamischen Grofen mit Li-
teraturwerten zu hamologen Sequenzen, de drei G-Ebenen ausbilden. Hierdurch und dirch
den varmals durchgefiihrten Vergleich mit dem temperaturabhéngigen Verhalten in der DLS
konrte mit den Mesaungen in 48nM NaCl die Amplitude bestimmt werden, de aischlief3-
lich auf das Schmelzen des intramolekularen Tetraplexes zurtickzufhren ist. Durch Bestim-
mung der Amplitude des Ansatzesin 100mM NaCl, in welchem in der DLS als Struktur eine
tetramere Anordnung detektiert wurde, war erstmalig eine quantitative Bestimmung der
Gleichgewichtslage zwischen tetramerer und intramolekularer Anordnung einer polymorphen
Sequenz unter physiologischen Bedingungen mdglich. Hierfur wurde die Originall 6sung, die
auch in der DLS eingesetzt wurde, vermessen und as Schmelzverhalten bel einer Well enlan-
ge von 305m ausgewertet. Es ergab sich ein Verhdltnis von eins zu acht vom intramolekula
ren Tetraplex zur tetrameren intermolekularen Struktur. Mit diesen Mesaungen konrte das
tatsAdhliche Verhdtnis der unterschiedlichen Quadruplexe der poymorphen Sequenz des
24mers fur die DNA Konzentration von 0.65nM bestimmt werden.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSON

Fur das 14mer, das ebenfallsin 100nM NaCl einen tetrameren Tetraplex ausbil det, sind ana-
loge Betrachtungen angestellt worden, wobei eine Gleichgewichtsanalyse fur die niedrigste
DNA Konzentration duchgefuhrt wurde. Dabei bestétigte die Mesgeihe in 100nM NaCl
einerseits die niedrige Schmelztemperatur des 14mers bel einer niedrigen DNA-
Konzentration, andererseits war es mogli ch, eine Abschéatzung des bestmdgli chen Verhédtnis-
ses zugunsten des dimer-Hairpinsin 100nM NaCl zu treffen. Unter den varliegenden Bedin-
gungen (c¢(DNA) =~10uM in 100mM NaCl) kommen auf ein dimer-Hairpin zwei tetramere
Tetraplexe. Sichere Daten zu den Verhdltnisen, wie sie in den DLS Mesgeihen varlagen,
sind jedoch, wie schon eim 24mer, nur moglich, wenn exakt die gleichen Ansétze beziglich

der DNA Konzentration vermessen werden.
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6 Zusammenfassung und Ausblicke

In der vorliegenden Arbeit wurde zielgerichtet eine Kombination von experimentellen und
theoretischen Methoden eingesetzt um prézise Aussagen zum KATIONENSFEZIFISCHEN
EINFLUSS AUF INTRA- UND INTERMOLEKULARE WECHSELWIRKUNGEN, zu Struktur und Dyna-
mik (pdymorpher) G-DNA Sequenzen, kew. der daraus gebildeten Tetraplexe, treffen zu
konren. So ist es gelungen, urter physiologischen Ldsungsbedingungen in Abhéngigkeit von
der lonenart und lonenstérke verschiedene Morphdogien ein und arselben G-DNA Sequenz

nadhzuweisen.

Bei den Untersuchungsmethoden wurde @ne Kombination vondynamischer Streuli chtspekt-
roskopie mit hydrodynamischen Modellrechnungen eingesetzt. Ergdnzend sind im Rahmen
dieser Arbeit erstmalig systematische Untersuchungen mittels UV-Absorptionsgektroskopie
an G-DNA durchgeftihrt und eine Vielzahl von Sequenzen mittels der Kapill argelelektropho-
rese untersucht worden. Dabei ist bei allen experimentellen Methoden prézise auf das Einhal-
ten identischer Losungsbedingungen geadtet worden, was erst die Vergleichbarkeit und kan-

struktive Verknpfung der Ergebnisse @maogli chte.

In der DYNAMISCHEN STREULICHTSPEKTROSKOPIE war es durch korstruktive Mal3nahmen
am Versuchsaufbau moglich, den Fehlerbereich der Mesaungen auf unter = 4% zu minimie-
ren. Gerade in der depdarisierten Lichtstreuung ist es gelungen, einen Versuchsaufbau zu
etablieren, der den auflosbaren Zeitbereich beziglich der Rotationsrelaxationszeit bis zu

400rs erweitert.

Auch bel den durchgefiihrten M ODELLRECHNUNGEN war ein grof¥er Sprung beziglich der
Vorhersagegenauigkeit der hydrodynamischen Gréofien von DNA-Molekilen in Lésung mog-
lich. Dies gelang durch neue prézise experimentelle Ergebnise é@nerseits und modifizierte
Programmtelle andererseits. Vor allem jedoch war durch die Verwendung einer Schrittweite

von 5pm bis 10pm bei der Generierung der Hydrathtilen eine bessere Beriicksichtigung der
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICKE

Oberflachentopdogie gegeben. Es konnte gezeigt werden, dassdie Ausmal3e der zu beriick-
sichtigenden Wasserhiile von 360pn = 80pm [NieQ6] auf 285mm + 9pm zu reduzieren sind.
Jetzt liegen de Fehler der beredhneten hydrodynamischen Grofen im Fehlerbereich der
Lichtstreumessungen selbst.

Mit der erstmalig an G-DNA durchgefiihrten KAPILLARGELELEKTROPHORESE gelang es,
Rickschlisse aif die Bildungen von Konformeren zu erhaten, tew. bei poymorphen Se-
guenzen Minoritdten nachzuweisen, dein der Lichtstreuung durch stérker streuende Struktu-
ren maskiert waren. Einmalig ist bisher der Vergleich der CGE mit der Detektion Gker inter-
kali erende Fluoreszenzfarbstoff und der CE mit LINF-Detektion bei ansonsten absolut identi-
schen Versuchsbedingungen (explizit der DNA-Konzentration). Hier war es moglich, unab-
hangig von farbstoffinduzierten Eff ekten Elektropherogramme des 24mers aufzunehmen, de
einerseits die Aussagekraft der CGE Ergebnisse bestétigten, undandererseits die enorme Be-
deutung der Einhaltung von identischen Ldsungs- und Praparationsbedingungen (Auswirkung
des Farbstoffes auf Migrationsverhalten undFeinaufspaltung) aufzeigten.

In der UV-SPEKTROSKOPIE war es moglich, neben umnfangreichen und prazisen Schmelz-
punkbestimmungen auch das Schmelz- und Reaggregationsverhalten der unterschiedlichen
Spezies einer genauen Anayse zu urterziehen. Allein aus dem Reaggregationsverhalten
konnte auf den Strukturtyp (intramolekular vs. dmer-Hairpin vs. tetramer) geschlossen wer-
den. Aulerdem sind hah interessante Konzentrationseffekte aufgetreten, de nicht nur den
Polymorphismus bezlglich der Strangstéchiometrie betreffen, sondern auch auf einen kon-
zentrationsabhéngigen Polymorphismus beziiglich der Anzahl der G-Ebenen hindeuteten. Die
Anayse der thermodynamischen Daten lieferte hier ein exzellent konsistentes Bild beztiglich
aller Strukturaussagen, de mit Hilfe der anderen Methoden getroffen wurden.

Zunéchst sind de Modellrechnungen anhand von dudexbil denden Sequenzen undeinfachen
intra- und intermolekularen tetraplexbildenden G-DNA Sequenzen verifiziert und gegentber
[Nie96] verfeinert worden. Fur alle untersuchten Strukturen zeigte sich ein korsistentes Bild
bezilglich der zu berticksichtigenden Wasserhille. Bei den Duplexbildnern ist eine Wassr-
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hille mit d = 305pm £ 8pm, bei Tetraplexen jedweder Morphdogie 285pm + 9pm in den
hydrodynamischen Modell rechnungen zu berticksichtigen, um prazise Aussagen ulber die hyd-
rodynamischen Grof¥en zu erhalten. Inwiewelt die verwendeten B-DNA-Sequenzen damit ein
Sonderfall bezlglich der Wasserhiile darstellen, kann dabei nicht geklart werden. Auffalig
ist jedoch, dassdie beredhneten hydrodynamischen Grofen der Z-DNA bei 285pm noch bes-
ser mit den gemessenen hydrodynamischen Grofen Ubereinstimmen, als bei 305pn. Gerade
Z-DNA hat eine Oberfléchentopdogie, die sich aufféllig von der B-DNA-Struktur unter-
scheidet. Dadurch wird de Vermutung, dass eine Wassrhille von 285pn eine fur Biopdy-
mere (RNA/DNA exkl. B-DNA) in LOsung charakteristische Grof3e darstellt, urtermauert.
Hier bietet sich an, de verwendeten Programme zu erweitern, um nicht nur DNA/RNA-
Strukturen berechnen zu kdnren, sondern auch Proteine, Protein-DNA-Komplexe oder ganz
allgemein duch Wedselwirkungen zwischen geldsten Makromolekillen entstandene Assozi-
ate. Uber einen analog der hier beschrittenen Verifizierung durch Vergleich von DLS
Ergebniseen und Modellrechnungen an einfachen Modell systemen fiir andere Substanzen
(z.B. an Proteinen) ist folglich de prazise Bestimmung von Interaktionen zwischen verschie-
densten Molekilen moglich. Fir die freien Bindurgspartner und fir den Komplex aus beiden
konren theoretische Werte mit den Experimentellen verglichen werden. So ist mit der in de-
ser Arbeit erreichten Prazision sowohl der experimentellen als auch der theoretischen Ergeb-
nise z.B. eine direkte Wirksamkeitsprifung von Medikamenten urter physiologischen Be-

dingungen zu redi sieren (Erfolgreiche Interaktion vonWirkstoff und Zielmolekdil).

Die intramolekularen Tetraplexe des 15mers und des 24mers wie die tetramere Tetraplexe
bil denden Sequenzen des 6mers und des 8mers dienten zur Verifizierung der Ergebnisse der
UV -Spektroskopie und der Kapill argelelektrophaese. Die Gegentiberstellung cer in der UV-
Spektroskopie emittelten Schmelzkurven mit denen aus der DLS (Temperaturabhangigkeit
der statischen Intensitéten in der depadarisierten Lichtstreuung) lieferte trotz der unterschied-
lichen Konzentrationen (DLS mM vs. UV uM) ein in sich korsistentes Bild im Falle der in-
tramolekularen Tetraplexe. Weitergehende Vergleiche zwischen beiden Untersuchungsme-
thoden fuhrten bei tetrameren Tetraplexen ebenfalls zu sehr guten Ubereinstimmungen be-
zlglich des Schmelzverhaltens. Mit den Elektropherogrammen der einzelnen Sequenzen in
der CGE konrten erhebliche Unterschiede in der Signalform und der detektierten DNA-
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICKE

Menge in Abhdngigkeit von der Struktur dokumentiert werden. Im weiteren Verlauf der Ar-
beit zeichnete sich ein grof¥er Einflussder Struktur auf die Farbstoffinterkalation ab. So ist der
verwendete Fluoreszenzfarbstoff YOYO anscheinend kaum in der Lage, mit den tetrameren
Helixbereichen zu interagieren. Angriffspunke sind vielmehr die gefateten Bereiche bzw.
Helixabschnitte, in denen keine Guaninbasen vorkommen. Inwiefern sich hier eine Mdgli ch-
keit der (Struktur-)Analytik, vergleichbar der Titration vonsuperspiralisierten Plasmiden mit
Ethidiumbromid ergeben kann, ist weiter zu hinterfragen.

Kaum abstreitbar ist jedoch de enorme Biorelevanz dieser Beobaditung. Die fir native
Funktionen der DNA zustdndigen telomeren Bereiche sind in entscheidenden Phasen der
Z€lltellung und DNA-Replikation hervorragend gegen interkali erende Schadsubstanzen inert.
Diese Eigenschaft der Guanin-reichen DNA und der daraus gebil deten Tetraplexe wird ein
Grundfur die Existenz dieser hochkorservierter Sequenzabschnitte sein.

In einem Hauptteil der Arbeit wurden pdentiell polymorphe Sequenzen in einer Vielzahl von
L 6sung(sbedingung)en innerhalb physiologischer Grenzen urtersucht. Hier war es mittels der
sich ergéanzenden Untersuchungsmethoden mdglich, urterschiedliche Tetraplexe in Abhén-
gigkeit der lonenart und lonenstarke nachzuweisen.

Das 14mer liegt in KCl Losungen (55mM und 119nM) immer, in NaCl Losungen nu bel
niedrigen lonenstérken (48mM) als dimer-Hairpin var. In 100mM NaCl besteht ein Gleich-
gewicht zwischen dem dimer-Hairpin und einem tetrameren Tetraplex. Die Lage dieses
Gleichgewichtes wurde mittels UV-Spektroskopie exemplarisch fir eine DNA Konzentration
vonca 1uM mit 1 zu 2 kestimmt. D.h., auf ein dmer-Hairpin kommen zwei Tetramere. Die
hoheren Konzentrationen (mM-Ansétze) in der DLS zeigten nur die tetramere Spezies, die
Dimere wurde vollstdndig maskiert, was bel diesen holen DNA-Konzentrationen fir ein
Gleichgewicht auf Seiten des Tetramers richt. Besonders interessant zeigte sich eine wei-
tergehende Analyse der gesammelten UV-Daten. Durch einen Vergleich der thermodynami-
schen Grofden der Hairpinstrukturen in KCl und NaCl sowie deren Konzentrationsabhéngig-
keit auf der einen Seite und cen Daten aus der Lichtstreuung, die unterschiedliche hydrody-
namische Grolien fur die Dimeren je nach lonenart und lonenstérke zeigten, andererseits
konrte auf einen Polymorphismus bezuglich der Anzahl der G-Ebenen geschlossen werden.
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So liegt in KCl immer ein dmer-Hairpin mit drei G-Ebenen vor, wobei sich de relative Ori-
entierung der thyminhaltigen Loop- und Endbereiche auf Grund vonPolyelektrol yteff ekten in
Abhangigkeit von der lonenstérke unterscheiden. In 48nM NaCl hingegen liegt bel
DNA-Konzentrationen grof3er ~10uM ein dimer-Hairpin mit vier G-Ebenen vor, darunter eine
Struktur die ébenfalls nur drei G-Ebenen besitzt. Dassfur ein solches Verhalten und de beo-
badhtete Konzentrationsabhangigkeit in der Strukturbil dung sehr komplexe Aggregationsme-
chanismen verantwortlich sein missen, de weit Uber literaturbekannte Vorgange an dopel-
helikaler DNA hinausgehen, zeigen auch de aiffgenommen Reaggregationskurven. Die Ab-
hangigkeit der Reaggregation von @ DNA Konzentration, der lonenart und lonenstérke
konnte ausfuhrlich gezeigt werden. Gerade die Reaygregationskurven erlauben eine schnelle
Abschétzung Uber die vorliegende Struktur und wurden in deser Arbeit erstmalig sowohl fiir
intramolekulare, als auch fur dimere und tetramere intermolekulare Tetraplexe systematisch
untersucht.

Beim 24mer wurde in 48nM NaCl eine rein intramolekulare Struktur in der DLS, der CGE
und der UV-Spektroskopie detektiert. In 100nM NaCl wurde in der DLS ausschliefdlich de
tetramere Spezies nadhgewiesen, hingegen lagen in der CGE Anzeichen fir ein Gleichge-

wicht zwischen intra- und intermolekularen

behavior of telomeric fractions ma
by G i wv'e;&ois \'\d!;eoupper : . .
Y0 i by e g Quadruplexstrukturen vor. Mittels der UV -Spektroskopie
contributed by each of 4 ‘!’éCEal‘Hg units.

war es moglich, prézise den intramolekularen Anteil in

¥ AAccces veseerT 6666+ der mit der DLS vermessenen Lésung zu bestimmen. In

H L I
5 TTGGGG TTGGGG TTGGGGTTGGGG T

der CGE zeigte sich zudem noch ein Signal, was einer

e N dimer-Hairpin Struktur zugeordnet werden koénrte. Da

? u aber die Integrae der Signale des Elektropherogramms

¢ mlag nur qualitativ zu bewerten sind und Anzeichen fiir ein
; fG i T Dimer in der DLS fehlten, besteht hier weiterer For-
A schungsbedarf. Prinzipiell zeigt gerade dieser hier nadh-

gewiesene Polymorphismus des 24mers die Beantwortung
: eines ungeklarten, kisher nur postuli erten Teil schrittes der
Replikation der telomeren Regionen der eukaryotischen DNA auf. Diein der Abbildung links

[Lew94], [Lew98] noch as ,,mdglicherweise” beschriebene Ruckfaltung eines Guanin-
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICKE

reichen Einzelstranges zur Bereitstellung eines fur die Anschlusssynthese natwendigen freien
3"OH-Endes kann mit den Ergebnissen in deser Arbeit als mechanistisch-mdglich bewiesen
angesehen werden. Damit kann ausgehend von beobadteten partiell tetrameren Strukturen
von cer Zelle durch Anlegen eines Konzentrationsgradienten de Ruckfaltunginitii ert werden.
Dassdie hier gemacdhten Beobadhtungen exakt in lonenstérken vorstatten gingen, wie sie von
Zelen fur eine Vielzahl von Signaltransduktionsvorgangen verwendet werden, zeigt nicht nur
eindrucksvoll die Unabdingbarkeit von Untersuchungen in physiologischen Bereichen auf,
sondern auch, dasshier ein Schliisselschritt der DNA-Replikation innerhalb biologisch sinn-
voller Parameter erklarbar geworden ist.

Erstmalig wurde in dieser Arbeit das G-DNA Core B-DNA JUNCTION Konzept fur die Redi-
sierung supramolekularer Nanostrukturen entwickelt. Fiir die Uberprifung der Umsetzbarkeit
sind kurze, ausschli efdli ch tetramere Tetraplexe bildende G-DNA Sequenzen ausgewahlt wor-
den. Die 3'Ende dieser OligonuKeotiden wurden mit B-DNA bildenden Sequenzen funktio-
nalisiert. Nach der Charakterisierung der Einzelsysteme des 10merAGAs und 10nerTCTs

wurden Mischungen in verschiedenen Verhéltnisen ange-

. . Erkennungs
setzt. Nadh der Durchfihrung mehrerer Tempervorgange sequenz

konnte die Entstehung héher geordneter Strukturen mit ver-
schiedenen Organisationsgraden und jeweils eigener Dy-
namik nadgewiesen werden, wobei eine endrucksvolle
Konsistenz in den Ergebnisen der eingesetzten Methoden
(DLS, CGE und Modellrechnungen) bestand. Das komple-
xe temperaturabhéngige Verhaten Guanin-reicher DNA
und de mittels UV-Spektroskopie gesammelten Daten be-
zuglich Stabilit & und Reaggregationsverhalten konren soin
Zukurft as Grundage dienen, mehrphasig schaltbare sup-
ramolekulare Nanaostrukturen von maf3geschneiderter Mor-

phdogie und ulerragender strukturellen Integritét zu ent-

werfen undin Medizin und Tedhnik einzusetzen. Gerade

fUr diese beiden Bereiche sind de durchgefuhrten Untersuchungen urter physiologischen



Rahmenbedingungen in Lésung von grof¥er Bedeutung. So ist es denkbar Wirkstoffe, die in
den K&figstrukturen eingeschlossen sind, mit Kenntnis der Umgebungsparameter am Einsatz-
ort erst dort gezielt freizusetzen. Neben einer Schaltsensitivitét beziglich der Umgebungs-
temperatur (Krebszellen weisen héufig einen erhohten Stoffwechsel und damit Temperatur
auf) sind auch ionenindwzierte Freisetzungsprozesse moglich. Gleichzeitig kann an einem
Ende é@nes Tetraplexes eine Erkennungssequenz in Form von Loopbereichen einer dimer-
Hairpinstruktur realisiert werden. Diese Erkennungsequenz kann nu mit einem bestimmten
Zid (z.B. eine von der korpereigenen Abwehr nicht erkannte Krebszell enoberfladhe) binden.
Mit der Bindung verandert sich de Spannung im Loopbereich, was die Temperaturstabilit &
des die Erkennungssequenz tragenden Tetraplexes verringert und zur Freisetzung des aggres-
siven Wirkstoffes nur am gewtinschten Ort fihrt. Durch eine solche Planung sind Freiset-
zungsprozesse in anderen stoffwedhselaktiven und émit ,warmen* Orten, wie z.B. der Leber
ausgeschlossen (minimalinvasive Freisetzung). Gleichzeitig ist auf Grund der dargestellten
Ergebnisse beziiglich elektrostatischer Oberflachentopdogie enerseits und weitgehender Re-
sistenz gegen de Interkalation von YOYO andererseits offensichtlich, dass die tetrameren
Bereiche solcher Netzwerke gegen de Wediselwirkung mit den eingeschlossenen Wirkstof-
fen inert sind, was die negative Wedselwirkung von aggressven Wirkstoffen und umgeben-

den Nanocluster minimiert.

An dlen vorgestellten G-DNA-Strukturtypen wurden mittels der UV-Spektroskopie thermo-
dynamische Analysen durchgefuhrt und mit Literaturdaten verglichen. Neben einer exzell en-
ten Ubereinstimmung mit den Literaturwerten zu intramolekularen Tetraplexen aus [Mer98]
zeigte sich ein hach korsistentes Bild bel der Kombination der Informationen aus der UV-
Spektroskopie, der DLS und dr CGE. Auf der Basis thermodynamischer Daten und aém
Hinzuziehen der Daten aus der DLS und CGE war es moglich, Ruckschlisse auf den Struk-
turtyp der untersuchten Tetraplexe zu ziehen. Dabei zeigte sich im Falle des 14mers auch de
Ausgcht, eine Art , Feinstrukturanal yse* beztigli ch verschiedener Konformere durchzufiihren.
Da neben einer Kationenabhangigkeit auch eine DNA-K onzentrationsabhéngigkeit der Uber-
gange zwischen verschiedenen Konformeren (Strukturtype Dimer-Haripin mit drel bzw. vier
G-Ebenen) nachgewiesen wurde, bieten sich weitere systematische Untersuchungen in allen
(DNA-)K onzentrationsbereichen an.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICKE

Um Sicherheit beziiglich der absoluten Konformation zu erlangen ist es natwendig, weitere
Methoden der Strukturaufklarung hinzuzuziehen. Hier bieten sich de CD-Spektroskopie und
NMR-Untersuchungen an. Dabei ist neben der zugéanglichen Strukturinformation an sich von
entscheidender Bedeutung, dasses mit beiden Methoden moglich ist, die bisher verwendeten
Préparationsschritte und L ésungsbedingungen beizubehaten unddamit die ehaltenen Ergeb-

nisse direkt zu den hisherigen Erkenntnissen in Bezug setzen zu kdnren.
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7 Epilog

Die belebte Natur stellt sich dem Wissenschaftler immer wieder als komplexes Wirkgeflige
dar, das von rehezu urfasdar vielen Parametern dynamisch modifiziert wird. Dabel tritt der
Forscher dieser Vielfalt mit zunehmend dff erenzierteren Untersuchungsmethoden undErkl&
rungsmodell en geradezu trotzig entgegen. Hier wird leider immer wieder auf3er Acht gelassen,
dass die Untersuchungsobjekte nur deswegen im Mittelpunk des Interesses der Forschung
stehen, well siein der Lage sind, prézise gesteuert vielféltige Funktionen zu Ukernehmen und
dafir im Laufe der Evolution Gker Jahrmillionen optimiert wurden. Dies kann undmuss zu
einer kaum vorstellbaren selektiven Sensitivitat beziglich der Umgebungsbedingungen ge-
fahrt haben. Unfasdar kleine Verdnderungen in den Umgebungsbedingungen konren zu
vollkommen neuen Morphdogien und @mit Funktionen fihren. Damit gilt, dass auch im
Mikrokasmos der Biomolekiile die Mesaung und Messnethode das Ergebnis bis zur totalen

Unkenntli chkeit verfalschen kann.

Wer sich in der Forschungauf die Variation vonzwel bis drel oder auch 30 \erschiedenen
Umgebungsparameter beschrénkt und gleichzeiti g diese Bedingungen nach beli ebig weit weg
von physiologischen Gegebenheit wahlt, muss mit seinen Deutungen beziiglich der biologi-
schen Funktion des betrachteten Systems scheitern. Diein der Literatur angestrebten Verglei-
che zwischen urterschiedli chen Untersuchungsmethoden und dmit haufig einhergehend auch
unterschiedlichen Lésungsbedingungen zeigen dagegen, dass das geistige Niveau undVor-
stellungsvermégen vieler sich eher reziprok zur technischen Weiterentwicklung der Neuzeit
verhdt. Mit unseren Moglichkeiten zu versuchen, de komplexen Wirkzusammenhdnge der
belebten Natur auf molekularer Ebene eschépfend zu urtersuchen, binér zu codieren oder in
ihrer Ganze verstehen zu wollen, kann vonder sachimmanenten Logik her zum jetzigen Zeit-
purkt nur Wunschdenken sein. Bleibt diesbezliglich nur die Hoffnung, dass

» Viele Heine Schritte auch einen langen Weg machen” (Lao Tse).
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9.1 ABBILDUNGEN
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Anhang_Abb 1 : Stokes-Einstein-Debye Plot 15mer und 24mer.
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Anhang_Abb 2 : Vergleich der temperaturabhangigen statischen Intensitat des depolarisierten Streulichtes mit

den temperaturabhéngig ermittelten Absorptionswerten der UV -Spektroskopie am Beispiel des 15mersin

=50mM KCI.
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Anhang_Abb 3 : Stokes-Einstein Plot 24mer in NaCl. Die DNA-Konzentration betrégt immer 0.65mM.
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Anhang_Abb 4 : DLS-Daten der Sequenz 10merTCT.
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Anhang_Abb 5 : Stokes-Einstein Auftragung der 4:1 Mischung. D+ 4, des langsamen Prozesses. In rot die Pro-
zentanteil e des langsamen Prozesses an der Gesamtstreuintensitat.
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Anhang_Abb 6 : Schmelz- und Reaggregationskurven des 24mersin 48mM NaCl.
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Anhang_Abb 7 : Depolarisiertes Streuli chtspektrum des 10merAGAs im Vergleich zum 10merTCT bel T =
20°C.
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Anhang_Abb 8 : Vergleich der Elektropherogramme des 24mers aus der CGE mit LIF-Detektion urd der CE mit
LINF-Detektion.

DiskussioN: Diein Kapitel 5 gezeigten Elektropherogramme von Guanin-reicher DNA wei-
chen beziglich Signalverlauf, Signalscharfe sowie Signaintensitét und damit detektierten
DNA Menge deutlich vonMessaingen an (Plasmid-) DNA ab (vgl. [Vos01]). Da mit der Ka
pill argelektrophaese Neuland in Bezug auf die Charakterisierung von G-DNA und daraus
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gebil deten Quadruplexen betreten wird, ist es notwendig, die bis hierhin nicht quantifizierte
Wedselwirkung von interkali erendem Fluoreszenzfarbstoff mit tetrameren helikalen Struktu-
ren zu beurteilen. Hierfir wird eine CE®® Apparatur mit LINF-Detektion [Mos00] eingesetzt,
wobei die gleichen Puffersysteme, Kapill artypen, effektiven Trennldngen, Injektionszeiten
etc. wie schon in der BECKMANN-CGE verwendet werden. Die Probe (24mer in 100mM
NaCl) wird nicht mit YOYO versetzt und un Faktor 110 gegentiber der Konzentration in der
CGE-Mesaung verdinrt. Das erhaltene Elektropherogramm ist in Anhang_Abb 8 gezeigt.

Es zeigen sich drel Signale. Das Erste (mit t = 4.1min) und ds Letzte (mit t = 10.4min) wei-
sen nu ein Maximum auf und fallen mit einem Ful3 zu 1angeren Zeiten ab. Das mittlere Sig-
nal mit t = 6.7min zeigt eine Aufspaltung in zwei Maxima. Die Integrale der Signale lasen
sich nu qualitativ auswerten. Wie in [BroO( und [PIe98] beschrieben héngt die LINF-
Intensitdt mit der vorhandenen Excimerbildung und damit mit der Tertidrstruktur des be-
trachteten Systems zusammen. Systematische Untersuchungen zu deser Problematik sind zu
Guanin-reicher DNA in der Literatur nicht beschrieben. Die Auswertung der Integrale egibt
ein Verhdtnis von 11:14. Damit werden die Verhaltnisse zwischen intramolekularer Spezies
undtetramerer intermolekularer Spezies des 24mers, die Uber die UV-Spektroskopie emittelt
wurden (1:8), in der GrofRenordnung bestétigt. Das erstmals aufgel 6ste mittlere Signal, wel-
ches in dem Elektropherogramm der CGE im Ansatz zu erkennen ist, kann einer dimeren
Hairpinstruktur zugeordnet werden. Die Feinaufspaltung ist ursadilich mit verschiedenen
Loopkorformationen in Zusammenhang zu bringen und wurde aich schon keim Struktur-
analogon ces 14mersin der CGE beobadhtet. Die Detektion deser dimer-Hairpin Struktur des
24mers <hliefdt die Licke der moglichen Strukturen de bei Umlagerungen zwischen intra
molekularen monameren undtetrameren Tetraplexen dieser Sequenz gebil det werden kém-
ten. Inwiefern de Untersuchungsbedingungen (UM-Konzentrationsbereich, Konzentrations-
gradient in der Kapill are, auftretende Beschleunigung beim Anlegen der Hochspannung) zur
Ausbhildung dieser in der DLS nicht detektierten dmer-Hairpinstruktur beitragen und her ein
apparativ bedingter Tell eines dynamischen Prozesses beobadtet wird, kann richt geklart

werden.

% Da ds Laufpuffer wiein der CGE ein PAA-Gel verwendet wird, kann man auch hier von CGE Apparatur
sprechen.
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Da die aif die Migrationszeit einwirkenden apparativen Faktoren zwischen beiden Mesaun-
gen absolut identisch sind, sich aber Laufzeiten und Trennleistung erheblich urterscheiden,
konren dese Unterschiede direkt auf die unterschiedlichen DNA Konzentrationen und va
allem auf die Verwendung @s Fluoreszenzfarbstoffes (Aufweitung der Struktur durch Inter-
kalation, sowie Verringerung der Nettoladung des Polyanions durch Einlagerung des vierfach
pasitiv geladenen YOY Os) in der CGE zurtickgefuhrt werden.

Prinzipiell zeigt der Vergleich der beiden Elektropherogramme, dass Tetraplexe mit unter-
schiedlicher Stochiometrie aich mit dem in der CGE eingesetzten Verfahren der Farbstoff de-
tektion aufgel6st werden konren. In Anbetracht der hier offenbar werdenden Vorteile der
LINF-Detektion, sollte bei zuklrftigen Mesaungen auf dieses Verfahren zurlickgegriffen

werden.
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9.2 TABELLEN
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6mer —r[UG,4U]

& , 3

kS 7N
‘r \ .&-A/‘
iR e
Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse ™% [ng] Dr*°[10%n?/s] | T, [°C] / AHC [kImol] / AS® [JKmol]
55mM KCl 3.43+£0.14 1.46% 0.06 -/-1-
55mM NaCl - - >90/-/-
Modellrechnungen pdb-File: 1IRAU

Ergebnisse d[nm] | 1®[ng |D:**[10%me/s]| Durchfiihrung: wiein Kapitel 2.4 be-

250 3,78 1,52 schrieben.

260 3,45 1,53

270 2,99 1,66

280 3,47 1,49

285 3,50 1,48

290 3,50 1,48

295 3,52 1,48

300 3,56 1,48

305 3,64 1,47

310 3,72 1,46

320 3,85 1,44

330 3,89 1,43

340 3,95 1,42

350 4,00 1,42

360 4,05 1,41

370 4,10 1,41

380 4,12 1,40
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8mer — d[T2G4T2]

Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse % [ng] D+*°[10°%nm?s] | T, [°C]/AH° [k¥mol] / AS° [JKmol]
43mM KCl 5.42+0.22 1.45% 0.06 -1-1-
50mM NaCl - - 53/-323/-768

100mM NaCl 55/0/0

ModdIrechnungen pdb-File: aus [KroQ0]
Ergebnisse d[nm] | 1®[ng |D+*°[10°%m?/s]| Durchfilhrung: wiein Kapitel 2.4 be-

250 4,99 1,50 schrieben.
260 4,94 1,50
270 5,2 1,47
280 5,69 1,42
285 - -
290 6,05 1,39
295 - -
300 6,15 1,37
305 - -
310 6,85 1,33
320 7,10 1,32
330 7,23 1,30
340 7,44 1,29
350 7,58 1,28
360 7,97 1,26
370 7,83 1,27
380 7,78 1,26
390 8,32 1,24
400 8,45 1,23
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10mer AGA —
d[T,G,TAGA] « 3};/':_' |
& =< %
. PERZ
st >}
- —
)
— 10merAGA, ein Strang antiparallel
Ergebnisse der Modellrechnung sind
grau urterlegt.
Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse ™% [ng] D [10%m?/s] | T [°C] / AH® [kI/mol] / AS® [JKmol]
120mM NaCl 6.19+ 0.25 1.26+ 0.05 O/0/0
50mM NaCl - - O/0/0
100mM NaCl - - 55.6/ -557/ -1473
Modellrechnungen pdb-File: aus [KroQ0]
Ergebnisse dinm] | 1®[ng |D+°[10%n?/s] Durchfiihrung;
250 |5,13| 6,17 | 1,33 | 1,27 | Diein[KroOQ] eingesetzte Startstruk-
260 [5,33] 6,45 | 1,32 1,25 tur wird am 3’'Ende um ein T verk{rzt.
Daran wird eine tetramere heli xférmi-
o ool e 12| o | e
' g : z undletzte Guanin gegen eine Adenin-
285 16,40 7,021 1,25 | 1,23 | pase getauscht. Die 3 endstandigen
290 (6,48 7,17 | 1,24 | 1,22 Thymin- und Adeninbasen werden
295 |6,51| 7,21 | 1,24 | 1,23 | Geometrieoptimiert (Abruchkriterium
300 |6,54| 7,22 | 1,24 | 1,23 RMS-Gradient < 5kcd/mol). An-
305 |6,60| 721 1.23| 1,23 schliessend v_vird wiein Kapitel 2.4
310 |6,40| 7,28 | 1,24 | 1,23 beschrieben verfahren.
320 [6,26| 7,38 | 1,25 | 1,22
330 (6,40 7,43 | 1,24 | 1,22
340 (6,46 7,63 | 1,23 | 1,21
350 |6,72| 7,92 | 1,22 | 1,19
360 |6,84| 8,07 | 1,21 | 1,18
360 |7,02| 841 | 1,20 | 1,15
360 |7,02f 8,43 | 1,20 | 1,15




10merTCT —

d[T,G,TTCT] L‘f?:
T %\
Sl ,’ y
A
Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse ™% [ng] D [10%m?/s] | Tm[°C] / AH® [kImol] / AS® [JKmol]
115mM NaCl 6.79+ 0.27 1.25+ 0.05 0/0/0
50mM NaCl - - 0O/0/0
100mM NaCl - - 43.0/0/0
Modellrechnungen pdb-File: aus [KroQ0]
Ergebnisse d[nm] | 1®[ng |D:**[10%m?/g] | Diein [Kro00] eingesetzte Startstruktur
250 5,91 1,27 wird am 3’ Endeum ein T verklrzt. Dar-
an wird eine tetramere helixformige Gs-
260 | 606 | 126 | Vo angeseiztund disersieunc
: : letzte Guanin gegen eine Thyminbase
280 6,34 1,25 getauscht. Das mittlere G gegen ein
285 6,46 1,24 Cytosinrest. Die 3 endsténdigen Thy-
290 6,57 1,23 min- und Cytosinbasen werden Geomet-
205 6,65 1,23 rieoptimiert (Abruchkriterium RMS-
Gradient < 5kcad/mol). Anschliessend
282 222 122 wird wie in Kapitel %.4 beschrieben
’ ’ verfahren.
310 6,90 1,21
315 6,90 1,21
320 6,92 1,21
330 6,89 1,22
340 6,91 1,22
350 6,92 1,22
360 7,03 1,21
370 7,26 1,20
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12mer— d[TzG4T5]

tetramerer Tetraplex

Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse ™% [ng] D [10%m?/s] | Tm[°C] / AH® [kImol] / AS® [JKmol]
50mM KCl - - ~90/0/0
50mM NaCl - - 43.1/0/0
Modellrechnungen =
16mer—d[(AT)g] Duplex
Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse % [ng] D+ [10°%m2/s] | Twm[°C] / AH® [kI/mol] / AS® [JKmol]
50mM NaCl - - 37.6/0/0
Modellrechnungen =
24mer—d[(CG)4J] Duplex
Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse % [ng] Dy [10%m?/s] | T [°C]/ AH® [kImol] / AS® [JKmol]
97mM NaCl 30.71+ 2.5 0.90+ 0.04 0/0/0

Modellrechnungen

pdb-File: aus [Hyp9§q

Ergebnisse

d[nm] | 1®[ng |D+*[10°%m/s]
250 27,41 0,98
260 27,92 0,97
270 29,90 0,95
280 30,90 0,93
285 31,16 0,92
290 31,74 0,91
295 32,02 0,90
300 32,32 0,90
305 32,34 0,91
310 32,64 0,91
315 32,86 0,90
320 32,90 0,90
330 33,34 0,90
340 33,67 0,89
350 34,52 0,88
360 35,28 0,88
370 35,65 0,87
380 35,80 0,87

Z-DNA mit der Sequenz CG;, mittels
HyperChem aufgebaut und symmetrisch
in zwei Tell e geschnitten. Die Basen an

der Schnittflache wurden festgehalten
(vgl. Kapitel 2.4) undmit beiden Teilen
wiein Kapitel 2.4 verfahren. Nach dem

Durchlauf der Optimierungsschritte
wurden beide Tell an der Schnittfléche
wieder zusammengefligt, die umgeben-
den Wassermolekile in desem Bereich
gel6scht.




8mer—d[(CG)4) Duplex
Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse % [ng] D [10%m?/s] | Tm[°C] / AH® [kImol] / AS® [JKmol]
100mM NaCl 3.22+0.13 1.53+ 0.06 0/0/0
[Pec90]

ModdIrechnungen

pdb-File: aus [Hyp96g

Ergebnisse

d[nm] | 1[ng |D+*°[10%me/s

250 2,96
260 2,99
270 3,10
280 3,06
290 3,11
300 3,24
310 3,31
320 3,5
330 3,53
340 3,56
350 3,59
360 3,74
370 3,78
380 3,86
390 3,91
400 3,96

1,61
1,6
1,58
1,62
1,59
1,57
1,56
1,52
1,52
1,51
1,51
1,47
1,46
1,46
1,45
1,44

B-DNA mit der Sequenz CG,4 mittels
HyperChem aufgebaut, dann wiein
Kapitel 2.4 verfahren.
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12mer—d[(CG)g] Duplex
Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse % [ng] D+*°[10°%m?/s] | T [°C]/AH° [k¥mol] / AS° [JKmol]
100mM NaCl 6.39+ 0.26 1.34+0.05 0/0/0
[Pec90]
ModdIrechnungen pdb-File: aus [Hyp96g
Ergebnisse d[nm] | 1®[ng |D:**[10%m?/s|| B-DNA mit der Sequenz CGs mittels
HyperChem aufgebaut, dann wiein
250 5,41 1,36 Kapitel 2.4 verfahren.
260 5,59 1,35
270 5,72 1,33
280 5,87 1,32
290 6,02 1,31
295 6,10 1,30
300 6,12 1,30
305 6,65 1,27
310 6,76 1,28
315 6,74 1,28
320 6,58 1,29
330 6,63 1,28
340 6,36 1,29
350 6,39 1,29
360 6,47 1,29
370 6,65 1,27
380 6,72 1,26
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16mer— Duplex
d[(AT)3(CG)o(AT)s]
Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse ™% [ng Dy [10%m?/s] | T [°C]/ AH® [kImol] / AS® [JKmol]
100mM NaCl [Poh%5] | 11.70+ 0.47 1.14+ 0.05 0/0/0

Modelrechnungen

pdb-File: aus [Hyp96g

Ergebnisse

d[nm] | t®ng] | D+**[10°%ne/s]
250 | 9,47 1,17
260 | 10,14 1,14
270 | 10,75 1,12
280 | 10,71 1,12
290 | 10,81 1,11
300 | 10,98 1,11
310 | 11,25 1,10
320 | 11,51 1,09
330 | 11,74 1,08
340 | 11,92 1,07
350 | 12,03 1,07
360 | 12,40 1,06
370 | 12,64 1,05
380 | 12,75 1,05
390 | 12,92 1,04
400 | 13,25 1,03

B-DNA mit der Sequenz
d[(AT)3(CG)(AT)3z] mittels HyperChem
aufgebaut. Dannwird wie bei dem Z-
DNA Duplex des 24mers verfahren.
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17mer— Hairpin
d[(CG)sT,GT, (CG)4]
Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse % [ng] D+*°[10°%m?/s] | T [°C]/AH° [k¥mol] / AS° [JKmol]
100mM NaCl [Poh%] |  4.20+0.17 1.46+ 0.06 0/0/0
Modelrechnungen pdb-File: aus [Nie96]
Ergebnisse d[nm] | t®[ng] | D+**[10%n?/s] | Durchfiihrung: wiein Kapitel 2.4 be-
250 | 341 1,59 schrieben.
260 3,59 1,56
270 3,92 1,54
280 3,89 1,56
285 3,92 1,56
290 3,77 1,60
295 4,06 1,53
300 4,32 1,49
305 4,35 1,48
310 4,38 1,48
315 4,44 1,47
320 4,53 1,46
330 4,61 1,45
340 4,78 1,43
350 4,83 1,43
360 4,93 1,42
370 5,00 1,41
380 5,15 1,40

20¢




14mer — Dimer-Hairpin
d[T2G4ToG4T o)
Experimentelle DDLS PKS
Ergebnisse % [ns] D+ [10%m?/s]
48mM NaCl 4,74+ 0.19 1.40+ 0.06
114mM NaCl 11.80 #0.47 1.08 £0.04
55mM KCl 5.64+ 0.23 1.35+0.05
119mM KCl 5.10+ 0.20 1.40+ 0.06
Modell - pdb-File:
rechnungen aus 201D fur parallel/antiparallele Loopanordnurg (dunkelgrau/hellgrau)
aus 156D fir crossLoopanordnurg (mittel grau)
Ergebnisse | d [nm] ™[ng] D [10°%cm?/q]
250 4,12 4,33 4,18 1,42 1,42 1,43
260 4,28 4.5 4,13 1,40 1,40 1,42
270 4,54 5,38 4,40 1,37 1,32 1,39
280 4,79 5,02 4,71 1,35 1,38 1,37
285 - - - - - -
290 5,06 5,05 4,80 1,32 1,40 1,36
295 - - 4,87 - - 1,35
300 4,82 5,86 4,89 1,35 1,28 1,35
305 - - 4,92 - - 1,35
310 5,21 5,92 4,96 1,31 1,28 1,34
315 - - - - - -
320 5,30 5,97 4,99 1,31 1,27 1,34
330 5,31 5,59 5,05 1,31 1,30 1,34
340 5,41 5,61 5,23 1,30 1,30 1,32
350 5,45 5,75 5,31 1,30 1,29 1,32
360 5,61 5,94 5,51 1,28 1,27 1,30
370 5,70 6,01 5,58 1,27 1,27 1,30
380 5,74 5,99 5,64 1,27 1,27 1,29
390 5,83 6,04 1,26 1,27
400 5,84 6,06 1,26 1,26

204
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Ldmer —d[T2G4T2G4T ) Dimer-Hairpin
uv
Tm[°C] / AH° [kI/mol] / AS® [JKmol]
48mM NaCl 47.1/-267/-777
114mM NaCl 0O/0/0
55mM KCl 76.4/-293/-787
119mM KCl 78.0/-304/ -815

Paralld: diein der Struktur vorliegenen parallelen Loops werden auf zwei Thyminbasen gekirzt und
im Vakuum geometrieoptimiert (Abbruch: RMS Gradient < 5kcad/mol). Der mittlere T4-Bereich wird
symmetrisch geschnitten, und an den freien G-Enden der Strange noch je zwei Thyminbasen in B-
DNA Geometrie angesetzt. Diese Thyminberei che werden auch im Vakuum wie oben Geometrieopti-
miert. Strangorientierung ist anti-anti-syn-syn. Weiter wie in Kapitel 2.4.

Antiparallel: Mittlerer T4 Bereich wird symmetrisch geschnitten undmit freiem 5°G verkntpft. Erster
T4 Bereich wird symmetrisch gedffnet, dritter T4 Bereich auf zwei Thymine verkirzt undam 3"Ende
zwel Thyminbasen in B-DNA Konformation angesetzt. Geometrieoptimierung wie oben. Weiter wie
in Kapitel 2.4.

Cross Loop: Die beiden zentralen T4 Bereiche der Struktur werden um je zwei Thyminbasen gekirzt
under Looplereich wie oben im Vakuum geometrieoptimiert. An den Enden der Sequenz wird je @ne
T2 Einheit in B-DNA Konformation angesetzt, wie oben geometrieoptimiert und dannwiein Kapitel

2.4 beschrieben verfahren.
1l4mer — Alstetramerer Tetraplex
d[T2G4T2G4T2]
Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse 7% [ng] Dy [10%m?/s] | T [°C]/ AH® [k¥mol] / AS® [JKmol]
114mM NaCl 11.8+0.47 1.08+0.04 0/0/0
ModdIrechnungen pdb-File: aus [Nie96]

Ergebnisse d[nm] | 1®[ng |D+*°[10°%m?/s]| Durchfiibrung: wiein Kapitel 2.4 be-
250 1053 1,12 schrieben.
260 1017 1,13
270 11,12 1,09
280 11,11 1,09
290 11,64 1,07
300 11,67 1,07
310 11,82 1,07
320 11,96 1,06
330 1211 1,06
340 12,15 1,06
350 12,18 1,05
360 12,32 1,05
370 12,36 1,05
380 12,56 1,04
390 1251 1,04
400 12,64 1,03

20¢




15mer —

d[GszGzTGTGszGz]
Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse ™% [ng] D+ [10°%m?/s] | T [°C] / AH® [kd/mol] / AS® [JKmol]
53mM KCl 2.48+0.1 1.80+ 0.07 46.7/-191/ -596
48mM NaCl - ; 23.0/-117/-397

Modellrechnungen

pdb-File: aus 148d

Ergebnisse

d[nm] | t®[ng] | D+**[10°%ne/s]
250 | 2,07 1,82
260 | 2,19 1,78
270 | 2,39 1,72
280 | 2,69 1,67
290 | 2,87 1,62
300 | 2,81 1,63
310 | 2,84 1,62
320 | 2,88 1,61
330 | 2,92 1,61
340 | 2,98 1,60
350 | 3,05 1,59
360 | 3,08 1,58
370 | 3,16 1,57
380 | 3,17 1,57
390 | 3,21 1,56
400 | 3,28 1,54

Durchfiibrung: wie in Kapitel 2.4 be-
schrieben.

20¢
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24dmer — Alsintramolekularer Tetraplex (grau
d[(T2G4)4] unterlegt) undtetramerer intermolekula-
rer Tetraplex.
Experimentelle DDLS PKS uv
Ergebnisse 1% [ns] D+*°[10°%nm?/s] | T [°C]/AH° [k¥mol] / AS° [JKmol]
48mM NaCl 3.40+£0.14 1.46% 0.06 47.2/ -162/ -507
100mM NaCl 32.80+1.31 0.80+ 0.03 48.8/0/0
ModdIrechnun- pdb-File: aus [Nie96][Hyp9oq
gen
Ergebnisse | d [nm] ™% [ns] D?°[10%m?/s] | Das 14mer als tetramerer Tetraplex wird
250 | 3,02 ]28,67| 1,51 | 0,87 | umdieEndstandigen Thyminbasen ge-
kirzt undmit diesem 10mer wiein Ka-
;38 ggg gggé ii; gg; pitel 2.4 b&ech_rieben verfa_hre_n. Die
C ' ' ' nach den verschiedenen Optimierungs-
280 - | 3L17p - 0,84 | schritten erhaltene Struktur wird mit der
285 = - = - Endstruktur des 14mers zusammenge-
290 | 3,49 | 31,99 1,44 | 0,85 | setzt, die Wassermolekile im Uberlap-
205 3,60 - - - pungsbereich manuell entfernt.
300 - 32,09| 1,42 | 0,83
305 | 3,69 - - -
310 - 32,16| 1,42 | 0,83
315 | 3,75 - - -
320 - 32,47 1,41 | 0,83
330 | 3,79 | 32,37 1,40 | 0,83
340 | 3,86 | 32,46 1,39 | 0,83
350 | 3,96 | 32,85| 1,38 | 0,82
360 | 4,07 | 33,02| 1,36 | 0,82
370 | 4,12 | 33,18| 1,35 | 0,82
380 | 4,20 | 33,47| 1,34 | 0,82
390 | 4,21 1,36
400 | 4,30 1,35




end-to-end AlsBeispiele fur niedermolekulare Assziate.
Dimere
ModdIrechnun- pdb-File: aus 10merTCT und 10merAGA
gen
Ergebnisse end-to-end Dimer encho-end Trimer

es wurden nur
Berechnungen
ene Was

von

far
serhille
285mpm durchge-
fahrt.

end-to-end Dimer

side-on Dimer

L

D;29°C=1.0 10%cm?/s
120°C =14rs

D;29C= 0.9 10%cm?/s
T°0C =22rs

N
LI |

D;2%C= 0.8 10%cm?/s
D;2%C= 0.5 10%cm?/s 120"0 =23
T2°°C = 398rs

1-4 Teile der komplementédren Endbereiche werden im 45° Winkel von der
Hauptachse des Molekils abgespreizt und mit den jeweils komplementéren Basen
des Partnermolekiils verbunden. Dabei wird der Abstand der Basen auf die Stan-
dardentfernung in B-DNA gesetzt. Der Winkel wird durch manuelle Modifikation
der Bindurgswinkel des Zucker-Phosphat Riickrades des einzelnen Thymins
erreicht. Da die Einzelsysteme des 10merAGAs und 10nmerTCTs Slvatisiert
werden, kann nach der Vereinigung der Teile kein weiterer Optimierungs<hritt
durchgefihrt werden. Es werden nur noch die Uberlappenden Wassermolekile
manuell entfernt.

20¢
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9.3 ABKURZUNGEN

A Absorption
ASA Accesgble Surface Area
bp basepairs
CE Capill ar Elektrophaesis
CGE Capill ar Gel Eledrophoresis
CSA Contad SurfaceArea
DLS Dynamic Light Scattering
DDLS |Depdarised Dynamic Light Scatering
DMSO | Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleic Acid
EDTA Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraessgsaure
FPI Fabry Perot Interferometrie
FSB Freier Spektraler Bereich
ILT Inverse Laplace-Transformation
LIF Laser indwzierte Fluoreszenz
LINF Laser indwzierte naturli che Fluoreszenz

20¢



pdb Brookhavn Protein data Bank
PKS Phaotonenkorrel ationsgpektroskopie
RNA Ribonuwcleic Acid
SE Stokes-Einstein
SED Stokes-Einstein-Debye
TE TrisundEDTA
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
uv Ultraviolett
Vdw Van der Wads
YOYO® |[1,1-[1,3propanediylbig(dimethyliminio) -3,1-propanediyl]]big[4-[(3- me-

thyl-2(3H)-benzoxazolyli dene) methyl]] - tetraiodide

CH

o — CHy OHg = o
+ ) +
U )—CH N(CHg)g =N = (CH ) =N = (CH )N cH—Q :@
N CH, CH, +N
CH, _ CHy
41
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