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Physikochemische und cytochemische Untersuchungen
zur Bindung von Ethidium- und Acridinfarbstoffen
an DNA und an Organellen in lebenden Zellen

Von Herbert W. Zimmermann*

Ethidium- und Acridinfarbstoffe sind klassische Modellsubstanzen zum Studium der Bin-
dung kleiner, pharmakologisch wirksamer Molekiile an DNA. Als wichtigster Bindungstyp
wird stets die Intercalation zwischen die Basenpaare der DNA diskutiert. Nach unseren
Untersuchungen gibt es aber zusitzlich zur Intercalation eine zweite Bindung, die ebenfalls
im Bereich kleiner Konzentrationen gebundener Molekiile auftritt und hier externe oder
pri-intercalative Bindung genannt werden soll. Aus den experimentellen Bindungsisother-
men folgt, daB die Bindungskonstante der Intercalation | wesentlich kleiner ist als die Kon-
stante der externen Bindung 2 (K, € Ks,). Dieser iiberraschende Befund ist nicht auf die
Bindungsenthalpie (AHZ,~AH2,), sondern auf die Bindungsentropie (AS?, <ASY;) zu-
riickzufiihren. Wichtigster Bindungsbeitrag fiir 1 und 2 ist die elektrostatische Wechselwir-
kung zwischen Farbstoff und DNA. Sie wird durch Wasserstoffbriicken und durch hydro-
phobe Wechselwirkung unterstiitzt. Die Bindung einer Substanz an DNA in vitro 148t keine
zuverldssigen Voraussagen auf das Verhalten der gleichen Substanz in lebenden Zellen zu.
Nur wenige Substanzen werden an die DNA des Kernchromatins in Zellkultur gebunden.
Statt dessen beobachtet man hiufig Farbstoffakkumulation in Lysosomen. In einigen Fil-
len wird der Farbstoff spezifisch und sehr effizient an die Mitochondrien der lebenden
Zelle gebunden, dort insbesondere an die Membranen, an denen die oxidative Phosphory-
lierung ablauft.
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1. Einleitung

Im Jahr 1961 publizierte Lerman!"! seine grundlegenden
Untersuchungen zur Bindung von Proflavin an DNA und
begriindete damit das Intercalationsmodell. Die Intercala-
tion ist aber keineswegs auf Proflavin beschrinkt, sondern
wird bei zahlreichen, mehr oder weniger ebenen Kationen
mit konjugierten n-Elektronensystemen beobachtet. Klas-
sische Substanzen zum Studium der Intercalation sind z. B.
Ethidiumsalze und Aminoacridine, Substanzen, die man
im Sinne von Paul Ehrlich als Farbstoffe mit pharmakolo-
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gischer Wirksamkeit apostrophieren kann. Zu ihnen zéh-
len Trypanocide, Antimalariamittel und andere Bakterici-
de, aber auch Mutagene und Carcinogene. Von vielen An-
tibiotica nimmt man ebenfalls an, daB sie intercalieren. Es
ist naheliegend, zwischen der pharmakologischen Wirkung
cinerseits und der Intercalation andererseits eine Briicke
zu schlagen. Die Intercalation ist heute ¢in viel diskutiertes
Modell zur Interpretation verschiedenartiger biologischer
und pharmakologischer Phinomene. Das begriindet auch
das auBergewdhnliche Interesse an diesem Bindungstyp,
welches sich in einer kaum noch zu iiberblickenden Flut
von Publikationen niederschligt. Es ist hier nicht beab-
sichtigt, iber diese weit gespannte und verzweigte Thema-
tik zusammenfassend zu referieren. Dazu sei auf die Lite-
ratur verwiesen, z.B. auf die kompetenten Darstellungen
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von Peacocke'” und Waring™, die dem Fernerstehenden
den Zugang zu den ilteren und jiingeren Originalarbeiten
eroffnen. Vielmehr soll hier die Intercalation als ein spe-
zieller und auBergewdhnlicher Typ einer Nebenvalenzbin-
dung diskutiert werden, den das Polyanion DNA mit Farb-
stoffkationen eingeht.

Bei der Intercalation wird das Molekiil zwischen die Ba-
senpaare der DNA eingeschoben und festgehalten. Die
Doppelhelix muB} sich dazu aufwinden, um Platz fiir das
intercalierende Molekiil zu schaffen. Diese Bindungsgeo-
metrie ist ausgefallen. Ein unvoreingenommener Beobach-
ter wiirde kaum wagen, sie vorauszusagen. Man kann sich
einfachere Mdglichkeiten fiir die Bindung eines Molekiil-
kations an das Polyanion DNA vorstellen. Warum werden
sie nicht realisiert? Oder, wenn sie realisiert werden kénn-
ten, warum sind sie biologisch nicht relevant?

Es bedurfte vieler Anstrengungen, das Intercalationsmo-
dell abzusichern. Fiir die Intercalation gibt es mehrere in-
direkte und direkte Beweise'®. Heute ist das Intercalations-
modell allgemein akzeptiert, wenn auch Detailfragen noch
offen sind. Als schlagendster Beweis fiir die Intercalation
gilt allgemein die Rontgen-Strukturuntersuchung von So-
bell et al.l**!, die an niedermolekularen, kristallinen Ethi-
dium-DNA-Komplexen durchgefiihrt wurde und die Inter-
calation augenfillig belegt. Diese Untersuchungen wurden
spater von anderen Forschern auf Komplexe aus nieder-
molekularer DNA und Aminoacridinen ausgedehnt!,
Stets wurde Intercalation gefunden, wobei die Bindungs-
geometrie den wechselnden molekularen Gegebenheiten
angepaBt ist. Ohne die groBartige Leistung dieser Autoren
schmiilern zu wollen, muBB doch erwdahnt werden, daf} die
DNA dieser Komplexe mit nur zwei Basenpaaren extrem
kurz war. Es ist deshalb die Frage erlaubt, ob die dabei
gewonnenen Resultate bedenkenlos auf hochmolekulare
DNA iibertragen werden kénnen. Ferner ist noch zu be-
riicksichtigen, daB die Geometrie im Kristall durch die Be-
dingung der Elektroneutralitit und die Minimierung der
Gitterenergie bestimmt wird.

Es gibt auch einige dltere Réntgen-Strukturuntersuchun-
gen an hochmolekularen Farbstoff-DNA-Fiden!"”), Die
Faserdiagramme dieser Komplexe sind aber nur begrenzt
aussagefihig und lassen keinen detaillierten SchluB auf die
Geometrie zu. In diesem Zusammenhang ist das Ergebnis
einer Rontgen-Strukturuntersuchung besonders wertvoll,
die von Liebman et al”® an einem hochmolekularen, kri-
stallinen Ethidium-tRNA-Komplex ausgefiihrt wurde. Die
Autoren fanden, daB} die Ethidium-Kationen extern an das
Biopolymer gebunden sind, obwohl Intercalation in dop-
pelhelicale Bereiche der verwendeten tRNA im Prinzip
moglich gewesen wire und auch erwartet wurde. Dieser
Befund hat Gewicht, weil er an einem Komplex aus Farb-
stoff und natiirlicher tRNA erhoben wurde. Leider haben
die Untersuchungen von Liebman et al. keine Nachfolge
gefunden.

Die beschriebenen Rontgen-Strukturuntersuchungen
lassen den SchlufB3 zu, da3 Intercalation und externe Bin-
dung mogliche Bindungstypen sind. Welche Bindung und
welche Geometrie im speziellen Fall jedoch realisiert wird,
kann nicht ohne weiteres vorausgesagt werden. Dadurch
kompliziert sich unser Problem, weil wir jetzt nicht nur mit
einer, sondern mindestens mit zwei Bindungen konfron-
tiert sind.
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Die chemische Bindung kann durch thermodynamische
Parameter charakterisiert werden, z. B. durch die Gleichge-
wichtskonstante (Bindungskonstante) zwischen gebunde-
ner und freier Spezies, durch die Bindungsenthalpie und
die Bindungsentropie. Diese Parameter sind unabhingig
vom Weg, auf dem die Bindung gekniipft wird. Uber die
Thermodynamik der Intercalation gibt es eine Reihe von
Untersuchungen®], die aber in der Regel nur an einigen
ausgewdhlten Molekiilen durchgefiihrt wurden. Nur we-
nige Autoren haben sich der Miihe einer vergleichenden
Bindungsstudie unterzogen, um herauszufinden, welche
Strukturmerkmale ein Molekiil aufweisen muf3, damit es
an DNA gebunden wird>**'%, Hier wire eine erginzende
Untersuchung an einer Serie einfacher, systematisch abge-
wandelter Molekiile unter gleichen Versuchsbedingun-
gen wiinschenswert. Bemerkenswert gering war bisher
auch das Interesse an Bindungsenthalpien und -entro-
pient>* "1 Dabei sind gerade diese Parameter der ther-
modynamische Schliissel zum Verstindnis der chemischen
Bindung und lassen fiir die Diskussion der Intercalation
wertvolle Hinweise erwarten. Ursache fiir diese Informa-
tionsliicke ist der erhebliche experimentelle Aufwand, der
notwendig ist, diese Daten einigermalBien verldBlich zu ge-
winnen. AuBlerdem sind thermodynamische Untersuchun-
gen sprode und gelten als unattraktiv. Jedoch ist die Inter-
calation ein ungewdhnlicher Bindungstyp, der schon we-
gen seiner Bedeutung in der Biologie und Pharmakologie
genauer verstanden werden sollte. Wir haben deshalb
nochmals Experimente zu dieser spréden Materie ge-
macht, die im Folgenden zusammenfassend diskutiert wer-
den!'*-'%, Dabei haben wir uns nicht nur bemiiht, die oben
angedeuteten Liicken zu schlieBen, sondern zugleich
versucht, ein weiteres Problem anzuschneiden: Es ist lange
bekannt und von vielen Autoren belegt!>?!, daB die Bin-
dungskonstante von Farbstoffkationen an DNA stark von
der Konzentration von Salzen in der Farbstoff-DNA-Lb-
sung abhingt und mit steigender Salzkonzentration ab-
nimmt. Dieser Befund wird stets als Hinweis auf die Betei-
ligung elektrostatischer Wechselwirkung an der Farbstoff-
bindung gewertet. Nach der Theorie der Kondensation
von Gegenionen an Polyelektrolyte?®2!, die heute allge-
mein akzeptiert wird, ist DNA aber bereits bei kleinen
Salzkonzentrationen annihernd mit Gegenionen gesiit-
tigt?', Eine starke Abhingigkeit der Bindungskonstante
von der Salzkonzentration ist dann nicht leicht verstind-
lich. Einige erginzende Untersuchungen zu diesem Pro-
blem erschienen uns deshalb angebracht.

Experimenteller Zugang zur Bindungskonstante ist die
Bindungsisotherme, deren einfachster Typ von Scat-
chard®™ angegeben wurde. Die Scatchard-Isotherme ist
nichts anderes, als eine lineare Darstellung der Langmuir-
Adsorptionsisotherme. Ihr liegt das Massenwirkungsgesetz
zugrunde. Sie gilt - erstaunlich gut - immer dann, wenn an
das Biopolymer nur relativ wenige Molekiile gebunden
sind und die Wechselwirkung zwischen diesen Molekiilen
vernachldssigt werden kann. Bei héherer Belegung der
DNA mit Farbstoff treten Abweichungen von der Lineari-
tat auf. Als Ursache diskutiert man z. B. verschiedene Sor-
ten gebundener Molekiile, die sich in ihrer Affinitit zum
Substrat unterscheiden, Wechselwirkung der gebundenen
Molekiile untereinander, die zu kooperativen Effekten
fithrt, sowie Bindung von Molekillen, die gleichzeitig meh-
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rere Bindungspositionen beanspruchen. Eine ganze Palette
von Modellen wurde entwickelt, in denen die oben disku-
tierten Gesichtspunkte beriicksichtigt sind®*2*-*, Gerade
die Vielzahl der Modelle zeigt, daB es schwierig ist, ge-
kriimmte Scatchard-Isothermen eindeutig zu interpretie-
ren. Ganz abgesehen davon kdnnen auch experimentelle
Fehler leicht gekriimmte Bindungsisothermen vortiduschen.
Wir haben deshalb die im folgenden beschriebenen Unter-
suchungen auf den linearen Bereich der Scatchard-Iso-
therme beschrinkt und damit auf kleine Konzentration ge-
bundener Molekiile. Zwei Griinde waren dafiir ausschlag-
gebend:

1. In vivo ist die Belegung von DNA mit einem Pharma-
kon begrenzt, weil auch die applizierte Menge begrenzt ist.
Deshalb ist der lineare Bereich der Scatchard-Isotherme
von primdrem lInteresse fiir die Diskussion der biologi-
schen und pharmakologischen Bedeutung der Bindung. Im
Folgenden soll gezeigt oder doch wenigstens wahrschein-
lich gemacht werden, daB bereits der lineare Bereich der
Scatchard-Isotherme von zwei verschiedenen Bindungen
verursacht wird, nimlich von der Intercalation und von ei-
ner externen, pri-intercalativen Bindung. Obwohl die ex-
terne Bindung gegeniiber der Intercalation thermodyna-
misch begiinstigt ist, diirfte die Intercalation unter den Ge-
gebenheiten in einer Zelle dominieren. Dabei wire aller-
dings noch die Frage zu beantworten, ob das Pharmakon
in lebenden Zellen tatsichlich an DNA gebunden wird.

2. Im linearen Bereich der Scatchard-Isotherme gilt ni-
herungsweise das Massenwirkungsgesetz. Die Diskussion
der Bindung kann dann in der dem Chemiker vertrauten
Sprache erfolgen, d. h. mit Bindungskonstanten (Gleichge-
wichtskonstanten), Bindungsenthalpien und -entropien.

Wir haben die Bindungsisothermen mehrerer ausge-
wihlter Ethidium- und Acridinfarbstoffe an Kalbsthymus-
DNA in wiBrigem Medium unter gleichen experimentel-
len Bedingungen bestimmt. Die ermittelten Bindungskon-
stanten, Enthalpien und Entropien sind damit untereinan-
der direkt vergleichbar. Die Substanzen sind in Schema 1
zusammengestellt. Ein Vergleich der Bindungseigen-
schaften der Molekiile ermoglicht es, die Bedeutung von
elektrostatischer Wechselwirkung, Wasserstoffbriicken
und hydrophober Wechselwirkung fiir die Bindung zu er-
kennen.

2. Experimentelles

Es gibt viele Moglichkeiten zur experimentellen Bestim-
mung von Bindungsisothermen fiir die Bindung zwischen
Farbstoffmolekiilen F und Nucleinsiure N®&3., Ziel aller
Methoden ist die Ermittlung der Konzentration C des ge-
bundenen (b) und freien (f) Farbstoffs Cg, bzw. Cg
bei verschiedenen Konzentrationen an  Farbstoff
Cy=Cgi+Cy, und Nucleinsdure Cn. Das Problem er-
scheint einfach und fast trivial. Leider gibt es in der Praxis
eine Fiille von Fallstricken, die die Ergebnisse verfilschen
oder sogar unbrauchbar machen kénnen. Ein Hinweis auf
die experimentelle Methode ist deshalb unerl4Blich.

Wir haben die Bindungsisothermen absorptionsspek-
troskopisch bestimmt. Bei der Bindung eines Farbstoffmo-
lekiils an DNA wird die lingstwellige Absorptionsbande
von F in der Regel bathochrom verschoben. AuBlerdem
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Schema 1. E Ethidiumbromid, AEPP 8-Amino-5-ethyl-6-phenylphenanthri-
dinium-bromid, EPP 5-Ethyl-6-phenylphenanthridinium-bromid, TME Te-
tramethylethidiumbromid, DPP 3,8-Diamino-6-phenylphenanthridin, DPPH
protoniertes DPP, B 8-Amino-5-ethyl-6-phenylphenanthridinium-3-olat, BH
protoniertes B, AF Acriflavin, AO protoniertes Acridinorange, TMAF Tetra-
methylacriflavin, PF protoniertes Proflavin.

nimmt ihre Intensitédt ab. Die Absorptionsspektren fiir ver-
schiedene Cr und Cy schneiden sich im allgemeinen im
Langwelligen in einem oder mehreren isosbestischen
Punkten: Freier und gebundener Farbstoff stehen im ther-
modynamischen Gleichgewicht. Wir haben unsere Unter-
suchungen auf solche Systeme und Versuchsbedingungen
beschrinkt, bei denen das thermodynamische Gleichge-
wicht durch isosbestische Punkte belegt war. Im Kurzwel-
ligen beobachtet man keine isosbestischen Punkte, weil
zum freien und gebundenen Farbstoff die Nucleinséure als
weitere absorbierende Spezies hinzutritt.

Die Konzentrationen Cg; und Cg, sind aus dem gemes-
senen Extinktionskoeffizienten ¢ zuginglich.

eCr=6;Crr+6,Cro

Dazu miissen auBer Cr und Cy die molaren Extinktions-
koeffizienten des freien und gebundenen Farbstoffs £ bzw.
&, genau bekannt sein. Bereits kleine Fehler dieser experi-
mentellen GréBen kénnen zu systematischen Abweichun-
gen fihren, die gekriimmte Scatchard-Bindungsisothermen

117



vortduschen. Einige kritische Probleme sollen deshalb we-
nigstens angedeutet werden.

£ ist aus dem Absorptionsspektrum von Farbstofflosun-
gen zugénglich, fiir die das Lambert-Beer-Gesetz gilt. Bei
assoziierenden Substanzen, z.B. Aminoacridinen, treten
Schwierigkeiten auf, die eine Extrapolation auf Cg—O
notwendig machen!'®],

£, ergibt sich als Grenzwert der Absorptionsspektren bei
hohem Nucleinsdureiiberschu3 Cy— . Unter den iibli-
chen Versuchsbedingungen kann dieser Grenzwert nur ni-
herungsweise erreicht werden. Deshalb empfiehlt es sich,
ein Extrapolationsverfahren anzuwenden, das zuerst von
Benesi und Hildebrand™ angegeben und von uns an das
vorliegende Problem adaptiert wurde!',

Die Bestimmung von Ck ist trivial, vorausgesetzt es liegt
eine reine Farbstoffprobe vor. Viele Autoren, die ihre
Farbstoffe unbesehen einsetzen, wiirden sich iiber das
prachtige Farbenspiel wundern, das ihnen ein einfaches
Dinnschichtchromatogramm beschert. Selbst chromato-
graphisch einheitliche Substanzen kénnen noch Lésungs-
mittelreste (Wasser, Alkohol usw.) hartnickig festhalten,
die sogar dem Trocknen im Hochvakuum widerstehen und
die Einwaage verfalschen.

Die Konzentration an vorgelegten Mononucleotidein-
heiten Cy bestimmt man am zuverldssigsten durch Phos-
phatanalyse. Hier stehen mehrere Verfahren zur Verfii-
gung'35'3°‘.

Selbst bei sorgfiltigem Arbeiten und bei Beachtung aller
VorsichtsmaBregeln sind kleine statistische Fehler unver-
meidlich. Sie kdnnen unter ungiinstigen Bedingungen
empfindliche Stérungen verursachen. Das gilt insbeson-
dere fiir die Scatchard-Darstellung der Bindungsisother-
me, in die Differenzen groBer Zahlen eingehen. Kleine
Fehler werden dann stark vergréBert. Anstelle der erwarte-
ten Folge aneinandergereihter MeBpunkte erhilt man den
gefiirchteten Sternenhimmel. Hier hilft die Mittelung iiber
viele unabhingige Einzelmessungen weiter, was jedoch mit
groBem Aufwand verbunden ist.

Eine andere Mdglichkeit besteht im Glitten der experi-
mentellen MeBwerte. Hat man z. B. in einer MeBreihe bei
gegebenem Cr die Extinktion £ bei den verschiedenen Nu-
cleinsdurekonzentrationen Cy ermittelt und trigt man £ ge-
gen Cy auf, so erhilt man im allgemeinen eine Schar von
MeBpunkten, die nur sehr wenig von einer idealen Kurve
abweicht. Trotzdem kdnnen diese kleinen Abweichungen
grofiere Schwankungen in der Scatchard-Darstellung ver-
ursachen. Um die Fehler zu minimieren, kann man jetzt
durch die Punkte in der ¢-Cn-Darstellung eine empirisch
geglittete Kurve legen und daraus neue, verbesserte Werte
ermitteln. Die statistischen Fehler werden dadurch unter-
driickt, systematische Abweichungen bleiben erhalten. Wir
verwenden zum empirischen Glitten der MeBwerte ein
Computerprogramm, das urspriinglich von Weidner® fiir
analoge Probleme bei der Rontgen-Strukturuntersuchung
von Flissigkeiten entwickelt wurde. Dieses automatisierte
Verfahren ist dem Glitten ,,von Hand* vorzuziehen.

Wegen der genannten experimentellen Schwierigkeiten
darf man keine zu grofien Erwartungen an die Genauigkeit
der ermittelten Bindungskonstanten, Bindungsenthalpien
und insbesondere Bindungsentropien stellen. Fiir die fol-
gende vergleichende Diskussion sind die Daten jedoch
eine brauchbare Grundlage.
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3. Bindungsisotherme von Langmuir und Scatchard

Die Bindung von Farbstoffmolekiilen F an das Biopoly-
mer DNA kann im einfachsten Fall durch zwei Parameter
charakterisiert werden: Die Bindungskonstante K und den
Bruchteil n der vorgelegten Mononucleotide Cy, die zur
Bindung befihigt sind. Beide Parameter koénnen der Scat-
chard-Bindungsisotherme entnommen werden. Die Bin-
dung von F an DNA verlduft nach Reaktion (a).

F + DNA —= F-DNA (a)

Wenn die Konzentration Cy, der gebundenen Molekiile
hinreichend klein ist, konnen kooperative Bindungsphino-
mene vernachlissigt werden. Fir die Gleichgewichtskon-
zentrationen der freien und gebundenen Farbstoffmole-
kiile C; bzw. Cr, und der verfiigbaren, freien Bindungspo-
sitionen der Nucleinsdure Cy, gilt dann das Massenwir-
kungsgesetz (MWG) [GL. (1)].

K=Cyo/(Cni- Grr) Q)

Die Konzentration der vorgelegten Mononucleotide ist
Cy, der vorgelegten Bindungspositionen n Cy. Der Faktor
0<n <1 beriicksichtigt, daB im Mittel nur ein Bruchteil »
von Cy zur Bindung von F bef#higt ist. Sind im Gleichge-
wicht bereits Cy, Molekiile gebunden, so verbleiben noch

Cne=nCn—Cpp

frei verfiigbare Bindungspositionen. Daraus folgt Glei-
chung (2).

K= Crp/[(n Cy = Cp1) Ci] @

Wie in Abschnitt 4 gezeigt wird, ist die Gleichgewichts-
konstante K =Kg an die genannte Zihlung der Bindungs-
positionen nach Scatchard angepaBt. Mit r= C,,,/Cx, der
Zahl gebundener Molekiile pro Mononucleotideinheit,
erhdlt man die Adsorptionsisotherme von Langmuir
[GL (3)]

r=nKsCe/(1+ Ks Ce) 3)

Durch einfache Umformung ergibt sich die Scatchard-
Darstellung der Bindungsisotherme®? [Gl. (4)).

r/Cer=Ks(n—r) 4)

Trégt man r/Ce; gegen r auf, so erhilt man bei Giiltig-
keit von Gleichung (4) eine abfallende Gerade. Sie schnei-
det die Abszisse bei r=n. Aus der Neigung der Gerade
folgt Ks. Damit sind n und K bestimmt. Der extrapolierte
Wert r=n charakterisiert in dieser einfachsten Darstellung
die maximale Zahl gebundener Farbstoffmolekiile pro
Mononucleotid. Diese Interpretation kann zu Widersprii-
chen fiihren (Abschnitt 4). Besser ist es, r=n als obere
Grenze des Bereichs aufzufassen, innerhalb dessen wenig-
stens ndherungsweise das MWG gilt und die Farbstoffmo-
lekiile unabhingig voneinander an die Nucleinsiure ge-
bunden werden.
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Als Beispiel sind in Abbildung 1 Scatchard-Bindungs-
isothermen fur das System Ethidiumbromid-DNA (E/
DNA) bei kleinen Farbstoffkonzentrationen wiedergege-
ben!". Die wiBrigen Lésungen enthalten auBer E und
DNA noch NaCl als Neutralsalz. Die Isothermen beziehen
sich auf unterschiedliche Salzkonzentration Cg. Im Bereich
kleiner r lassen sich alle Isothermen durch Geraden appro-
ximieren. Das MWG ist damit formal erfiillt. Bei groBeren
Werten von r treten positive Abweichungen von der Linea-
ritdt auf. Dieser Bereich gekriimmter Scatchard-Isother-
men soll hier - aus den oben genannten Griinden - nicht
diskutiert werden.

Abb. |. Scatchard-Bindungsisothermen fiir das System E/DNA bei den Kon-
zentrationen Cs des Kompetitorsalzes S=NaCl. 1. Cs=2-10~>M. 2. 0.05M,
3.0.1M, 4.0.25M, 5.0.5M, 6. 1.0M. pH =77, T=298 K [14].

Die Geraden fiir verschiedene Cs unterscheiden sich im
Anstieg (Abb. 1). Unabhingig vom Anstieg schneiden sich
aber alle extrapolierten Geraden innerhalb der Fehlergren-
zen auf der Abszisse bei n=0.21. n ist damit von der Salz-
konzentration C; annidhernd unabhingig (Abb. 2). Das
Gleiche beobachtet man bei KCI oder MgClL,!', n ist dann
auch unabhingig von der Art des Salzes S (Abb. 2). Auch
fiir verschiedene Temperaturen erhilt man im Bereich klei-
ner r lineare Scatchard-Isothermen, die sich wieder unab-
hingig von S und Cs bei n=0.21 auf der Abszisse schnei-
den'". Damit ist n ein Parameter, der die Bindung des
Farbstoffs an das Biopolymer charakterisiert.

)
Q

® D>

1 1 1 1 L ! Il { 1

0.6 0.8

Cs ] ——

Abb. 2. Bindungsparameter # fiir das System E/DNA bei den Konzentratio-
nen Cs der Kompetitorsalze S=NaCl (o), KCl (o), MgCl; (s). pH=7.7,
T=298 K [14].

Die Bestimmung von n aus dem extrapolierten Schnitt-
punkt der Scatchard-Geraden mit der Abszisse ist - wie
alle Extrapolationen - problematisch. Es soll deshalb dar-
auf hingewiesen werden, daBl » am System E/DNA/NaCl
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noch auf einem zweiten, unabhingigen Weg durch direkte
Titration des vorgelegten Farbstoffs mit eingestellter
DNA-Losung bei spektroskopischer Indizierung des End-
punkts ermittelt werden kann!"%. In die Titration gehen
keine speziellen Voraussetzungen wie Giiltigkeit des
MWG, Extinktionskoeffizienten der freien und gebunde-
nen Spezies usw. ein. Der so erhaltene Wert n=0.21 ist in
einem weiten Konzentrationsbereich unabhingig von Cs
und mit dem extrapolierten Wert identisch.

Der Anstieg der Bindungsisothermen und damit die Bin-
dungskonstante Kg hingen von der Temperatur 7, aber
auch von der Art des Salzes S und der Salzkonzentration
Cs ab!', K=K (T, C) hat damit den Charakter einer
scheinbaren Gleichgewichtskonstante. Abbildung 3 zeigt
K als Funktion der Konzentration Cg der Salze NaCl,
KCl und MgCl, bei der Standardtemperatur T=298 K.
Mit steigendem Cs nimmt Kg ab, bei MgCl, sehr schnell,
bei NaCl und KCl langsamer. Fiir hinreichend groBie Cs
strebt K offenbar einem Grenzwert K, zu, der zwar klein,
aber von null verschieden ist. Die Kurven in Abbildung 3
lassen sich durch Hyperbeln approximieren, die sich auf
der Ordinate fiir Cs=0 schneiden und fiir Cs— o die
Asymptote Kg; erreichen (Abb. 3).
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Abb. 3. Abhiingigkeit der scheinbaren Scatchard-Bindungskonstanie Ky des
Systems E/DNA von der Konzentration Cs der Kompetitorsalze S= NaCl
(o), KCl (O), MgCl, (a). pH=17.7, T=298 K. 1.-3. berechnete Kurven {Gl.
(21), Daten Tabelle 1] [14]).

Ebenso wie die Bindungskonstante Ks nimmt auch die
Zahl r der gebundenen Farbstoffmolekiile pro Mononucle-
otideinheit mit steigender Salzkonzentration Cs ab (Abb.
41" Offensichtlich wird der Farbstoff aus seiner Bindung
an das Biopolymer verdringt. Die Abnahme von r ist wie-
der bei MgCl, viel stirker als bei NaCl. Aber selbst bei der
extrem hohen Salzkonzentration Cs=2 M gelingt es nicht,
den Farbstoff E vollstindig aus seiner Bindung an DNA
zu l6sen. Vielmehr deuten die Kurven in Abbildung 4 an,
daB r, ebenso wie K, bei groem Cs einem Grenzwert zu-
strebt, der bei MgCl, schneller erreicht wird als bei NaCl.
Untersuchungen bei sehr groBem Cs sind nur begrenzt in-
terpretierbar, weil sich schwer liberschaubare Phdnomene
wie Aussalzeffekte, Denaturierung des Biopolymers usw.
dem kompetitiven Salzeffekt iiberlagern. Wir haben des-
halb unsere Messungen zum kompetitiven Effekt im allge-
meinen auf Konzentrationen Cs<1 M beschrinkt.

Aus der Temperaturabhingigkeit der Scatchard-Bin-
dungskonstante Ks kénnen die Standardbindungsenthal-
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Abb. 4. Zahl r=C,+/Cn gebundener Farbstoffmolekiile pro Mononucleo-
tideinheit DNA des Systems E/DNA als Funktion der Konzentration Cs
der Kompetitorsalze S=NaCl (o), MgCl, (s). Farbstoffkonzentration
Ce=2.5-10"* M, DNA-Konzentration Cy=2.5-10"*M. pH=7.7, T=298 K.
1. und 2. berechnete Kurven [Gl. (18), Daten Tabelle 1] [14].

pie AH? und -entropie AS? mit der Beziehung von van’t
Hoff ermittelt werden [GI. (5)}.

InKs= —AHY/RT+ASY/R O]

Fir die Bestimmung von AH? und AS? steht nur ein
sehr kleines Temperaturintervall zur Verfiigung, weil bei
zu hohen bzw. zu tiefen Temperaturen entweder die DNA
denaturiert bzw. die Losung erstarrt. Um die experimentel-
len Fehler in Grenzen zu halten, sind deshalb sehr viele
Einzelmessungen erforderlich. In Abbildung 5 ist die Tem-
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Abb. 5. Temperaturabhingigkeit der scheinbaren Scatchard-Bindungskon-
stante Ks des Systems E/DNA fiir verschiedene Cs der Kompetitorsalze
S=NaCl (o), KCI1 (), MgCl, (a). pH=7.7 [14].
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peraturabhéngigkeit von Kg in van’t-Hoff-Darstellung fiir
das System E/DNA bei verschiedenen Konzentrationen
Cs der Kompetitorsalze NaCl, KCI und MgCl, aufgetra-
gen!"., Man erkennt Scharen von annidhernd parallelen
Geraden. Damit ist die scheinbare Bindungsenthalpie
AH2 von S und Cs weitgehend unabhingig (Abb. 6), wih-
rend sich die Abhingigkeit der Bindungskonstante Kg von
S und Cs im Gang der scheinbaren Bindungsentropie
AS? widerspiegelt (Abb. 7).
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Abb. 6. Abhingigkeit der scheinbaren Scatcbard-Bindungsenthalpie AHY
des Systems E/DNA von der Konzentration Cs der Kompetitorsaize
S = NaCl (o), KCI (@), MgCl; (s). pH="7.7. 1.-3. berechnete Kurven [GI. (21)
und (5), Daten Tabelle 1 und 2] [14).
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Abb. 7. Abhiingigkeit der scheinbaren Scatchard-Bindungsentropie ASY des
Systems E/DNA von der Konzentration Cs der Kompetitorsalze S= NaCl
(o), KCI (o), MgCt (a). pH=7.7. 1.-3. berechnete Kurven [Gl. (21) und (5),
Daten Tabelle 1 und 2] [14].

AbschlieBend mdchte ich nicht versiumen, auf die Pio-
nierarbeiten von Waring™® und von LePecq und Paoleri!'?
hinzuweisen, die 1965 bzw. 1967 in breit angelegten Stu-
dien die Bindung von Ethidiumbromid an DNA unter-
suchten. Sie beschrieben lineare Scatchard-Isothermen mit
n=0.2, die von der Basenzusammensetzung der DNA un-
abhingig waren. Danach besteht keine ausgeprigte Basen-
spezifitat der Bindung von E an DNA. Sie fanden dariiber
hinaus, daB} die Bindungskonstante K mit steigender Salz-
konzentration abnimmt und bei groBen Cg einem Plateau
zustrebt. Die Menge des gebundenen Farbstoffs war dann
konstant und anndhernd unabhingig von der Salzkonzen-
tration Cs. LePecq und Paoletti haben als erste die Tempe-
raturabhdngigkeit von K beschrieben und machten den
Versuch, aus Messungen bei 23 und 37°C, AH? und
AS3 fiir verschiedene NaCl-Konzentrationen zu bestim-
men. Qualitativ gibt es viele Parallelen zwischen den Be-

Angew. Chem. 98 (1986} 115-131



funden dieser Autoren und unseren Messungen. Quantita-
tiv sind teilweise jedoch erhebliche Unterschiede zu ver-
zeichnen, insbesondere in der Abhéngigkeit der thermody-
namischen Parameter K, AHS und AS2 von der Salzkon-
zentration Cs. Wir fithren sie auf experimentelle Schwierig-
keiten zuriick und haben uns bemiiht, diese in unseren Un-
tersuchungen zu iiberwinden.

4. Bindungsisotherme von Crothers,
das Massenwirkungsgesetz
und die Zihlung der Bindungspositionen

Bei der Ableitung der Bindungsisotherme von Scatchard
geht man formal davon aus, daBl von Cy eingesetzten Mo-
nonucleotiden nur n Cy zur Bindung mit einem Molekiil F
befihigt sind. Ein freies Molekiil in der Losung ,sieht
Cni=nCn— Cry, freie Bindungspositionen und ,.entschei-
det sich* fiir eine davon, um eine Bindung einzugehen.
Die Zahl der freien Positionen der DNA wird dann um
eine verringert. Die Gleichgewichtskonstante Kg ist an
diese Zihlweise der Bindungspositionen adaptiert.

Nach den Untersuchungen von Waring®® sowie LePecq
und Paoletti'? gibt es keine basenspezifische Priferenz der
Bindung von E an DNA. Dann sollte aber z. B. Intercala-
tion zwischen alle benachbarte Basenpaare der DNA in
gleicher Weise moglich sein. Der experimentelle Wert des
Bindungsparameters n=~0.2 ist aber zu klein und ent-
spricht nicht dieser Erwartung. Um der Gleichwertigkeit
der Bindungspositionen Rechnung zu tragen, haben Arm-
strong et al.”* und Crothers et al.?”*” eine andere Zahlung
der Bindungspositionen vorgeschlagen, die als ,nearest
neighbour exclusion-Prinzip* in die Literatur eingegangen
ist. Danach ist Intercalation zwischen allen benachbarten
Basenpaaren der DNA im Prinzip méglich. Alle Bindungs-
positionen sind gleichwertig. Ist eine der Positionen be-
setzt, wird die Bindung an den benachbarten Positionen
verhindert. Crothers et al.*” haben auf der Basis dieses
AusschluBprinzips mit Hilfe der Matrixmethode folgende
Bindungsisotherme abgeleitet [Gl. (6))]:

r'/Ce=Kc(1-2r)/(1-r) (6)

r' bezieht sich auf die Konzentration von Basenpaaren
Ci=Cn/2 und betrigt r' = Cr,/ Ci=2r. Die Bindungskon-
stante K. beschreibt die Bindung von F an die ungestorten
Bindungspositionen der DNA, d.h. fiir kleine 7 gilt Glei-
chung (7).

lim K¢ = Cro/(CN Cri) M
r'—0

Gleichung (6) enthilt den Bindungsparameter n nicht
mehr. Er ist durch den Formalismus festgelegt. Wir unter-
suchen das Grenzverhalten von Gleichung (6) fur r'<1,
das uns im Folgenden alleine interessiert. Mit der unendli-
chen geometrischen Reihe

V(=)= 1+r+r+--
erhalten wir aus Gleichung (6) Gleichung (8).
r'/Cer=Ke(1 =31 +r? + hohere Glieder) 8)

Angew. Chem. 98 (1986) 115-131

Bei hinreichend kleinen r' kénnen wir die Entwicklung
in Gleichung (8) ndherungsweise nach dem linearen Glied
in " abbrechen. Fiithren wir wieder die Konzentration Cy
an Mononucleotiden ein, so geht Gleichung (8) in (9) iiber.

r/Cr=3Kc[(1/6)—rl=Ks(n—r) %

Fiir kleine r ist damit die Bindungsisotherme von Cro-
thers ebenfalls vom Scatchard-Typ. Durch Koeffizienten-
vergleich erhalten wir Ks=3 K¢ und n=1/6=0.17. Bei den
von uns untersuchten Aminoacridinen wurde in der Tat
der Bindungsparameter n=0.17 in Ubereinstimmung mit
der Theorie gefunden; bei Ethidiumbromid und Derivaten
ist der experimentelle Wert n=0.21 etwas héher. Sofern
man sich auf den linearen Teil der Bindungsisotherme be-
schrankt, gilt auch fiir das nearest neighbour exclusion-
Modell formal das MWG. Der Unterschied zur Scatchard-
Isotherme besteht in der Zihlung der Bindungspositio-
nen.

Das von Armstrong et al. und Crothers et al. vorgeschla-
gene AusschluBprinzip von Bindungspositionen ist physi-
kalisch sinnvoll. Wir wollen diese Zihlung der Bindungs-
positionen in das MWG einfiihren. Die Konzentration der
eingesetzten Mononucleotide sei wieder Cn. Ein Bruchteil
p Cy reprisentiere mégliche Bindungspositionen. Bei Bin-
dung eines Molekiils F sollen jetzt im Mittel g4 benachbarte
Positionen der DNA blockiert werden. Die Konzentration
der freien Bindungsstellen ist dann Cn=pCn—qCyp und
mit Gleichung (1) folgt Gleichung (10) oder (11).

K;=Cip/I(pCn—qCry) Crr) (10)
r/Cyr=qKz[(p/g)—r1=Ks(n-r) (1

Der Koeffizientenvergleich mit der Scatchard-lsotherme
ergibt Ks=¢q Kz und n=p/q. Fir das nearest neighbour ex-
clusion-Modell gilt z.B. Ck=pCn=Cn/2, p=1/2. Ver-
gleicht man Gleichung (11) mit (9), so erkennt man, daB
die Bindung eines Molekiils F an eine Bindungsposition
der DNA im linearen Bereich der Crothers-l1sotherme bei
kleinen r drei Basenpaare (g=3) blockiert. Dann werden -
entgegen dem Namen des Modells - nicht nur die Nach-
barpositionen, sondern auch die iibernichsten Positionen
von Bindungen ausgeschlossen. An dieser Stelle soll noch-
mals daran erinnert werden, daB dieser Wert g=3 in giin-
stigen Fillen direkt durch Titration ermittelt werden kann
und nicht nur durch Extrapolation des linearen Bereichs
von Bindungsisothermen. Bei der Titration 4ndern sich die
Eigenschaften des Systems in der Nihe des Endpunkts
,.diskontinuierlich*. n ist deshalb ein physikalisch relevan-
ter Parameter und charakterisiert den Giiltigkeitsbereich
des MWGs.

Die Crothers-Isotherme strebt erst fiir Cg— o dem
Grenzwert (1—27)=0 zu und erreicht dann den Hochst-
wert gebundener Molekille r'=Cy/Ci=1/2 oder
Cen=C4/2. In Ubereinstimmung mit dem nearest neigh-
bour exclusion-Prinzip wird bei Sattigung der DNA mit F
im Mittel an jedes zweite Basenpaar ein Farbstoffmolekiil
gebunden (g=2).

Gleichung (11) ist gegeniiber (9) flexibler in der Anwen-
dung, da p/q nicht durch ein Modell fixiert und g - als
Mittelwert - nicht nur ganzzahlige, sondern auch gebro-
chene Werte annehmen kann. Aus dem Experiment sind
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aber nur die beiden Konstanten Ks=¢gK, und n=p/q di-
rekt zuganglich. Ohne zusitzliche Annahmen iiber p oder g
kénnen daraus nicht die drei Unbekannten K, p und g be-
stimmt werden. Damit ergeben sich prinzipielle Schwierig-
keiten bei der Diskussion der Bindungskonstanten. Den
Gleichgewichtskonstanten Kg und K7 liegen verschiedene
Zihlungen der Bindungspositionen zugrunde. Der Unter-
schied geht in die Bindungsentropie, nicht jedoch in die
Bindungsenthalpie ein. Mit Ky=¢K; und Gleichung (5)
folgen Gleichung (12) und (13).

AHY=AH! (12)
AS{=AS7+RIng (13)

Wir verfolgen hier nicht das Ziel, eine Theorie der Bin-
dung zwischen Farbstoff und DNA aufzustellen. Vielmehr
beabsichtigen wir, unsere experimentellen Befunde zu be-
schreiben und zu interpretieren. Dabei ist es zweckmiBig,
sich zunichst alleine auf experimentell zugéngliche Daten
zu stiitzen. Deshalb sind wir genétigt, mit der Scatchard-
Isotherme vorlieb zu nehmen, eingedenk der Tatsache, dal3
ihr eine falsche Zdhlung der Bindungspositionen zugrunde
liegt. Da sich AS$ und ASZ nur um eine additive Kon-
stante unterscheiden, ist eine qualitative vergleichende
Diskussion aber bereits auf dieser Ebene moglich. Die
oben beschriebenen Isothermen konnen leicht ineinander
umgerechnet werden. Dann ist es auch jederzeit moglich,
mit Hilfe spezieller Annahmen iiber p oder g von der Scat-
chard-Isotherme zu einer anderen Bindungsisotherme
iberzugehen.

5. Einfaches Gleichgewichtsmodell zur Beschreibung
des kompetitiven Effekts, Ks=Ks (7, Cs)

Nach Abbildung 3 und 4 nehmen K5 und r mit steigen-
der Konzentration Cg zuerst rasch ab, streben aber dann
bei groBem Cs einem Grenzwert zu. Es liegt ein kompetiti-
ver Salzeffekt vor. Die Metall-Tonen M der Salze S ver-
dringen die Farbstoffkationen F aus ihrer Bindung an
DNA. Aber selbst bei sehr groBer Kompetitorkonzentra-
tion beobachtet man im allgemeinen noch einen Rest ge-
bundener Farbstoffkationen™'*. Demgegeniiber ist der
Bindungsparameter n von S und Cg praktisch unabhingig
(Abb. 2)P-'%. Zur Beschreibung dieser Befunde sollen zwei
Modelle gegeniibergestellt werden.

1. Es gibt zwei Bindungen (Bindung 1 und 2) von F an
DNA, die sich durch den kompetitiven Effekt unterschei-
den lassen. Bindung 1 ist bestindig gegen Kompetitorsal-
ze. Sie bleibt bei hoher Salzkonzentration erhalten (nicht-
kompetitive Bindung). Demgegeniiber wird F aus Bindung
2 durch Kompetitoren M verdringt (kompetitive Bin-
dung). Record et al.2" haben mit der Theorie der Konden-
sation von Gegenionen gezeigt, dafl ca. 88% der negativen
Ladung des Polyanions DNA durch ,Bindung™ von Me-
tall-Tonen M wie Na® oder K® in wiBriger Losung kom-
pensiert wird. Die Ladungskompensation ist in weiten
Grenzen von der Konzentration der Kationen M in der L6-
sung unabhingig. Nach den theoretischen Untersuchun-
gen von Manning®® ist diese Ladungskompensation zur
Stabilisierung des Polyanions unerldBlich. Man kann da-
von ausgehen, daB auch die Farbstoffkationen zur La-
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dungskompensation der DNA beitragen und damit gebun-
den werden. Der kompetitive Effekt von Metall-lonen M
auf Farbstoffkationen F ist dann als Austausch dieser lo-
nen an DNA zu interpretieren.

2. Es gibt nur eine Sorte gebundener Farbstoffmolekiile,
dafiir aber zwei Beitrige zur Bindungsenergie: Einen elek-
trostatischen Anteil der Wechselwirkung zwischen Farb-
stoffkation F und Polyanion DNA und einen zweiten Bei-
trag, der n-Elektronenwechselwirkung mit den Basenpaa-
ren der DNA, Wasserstoffbriicken usw. umfaflt. Nach die-
ser Vorstellung, die von Fromherz!*"! vertreten wird, ist der
kompetitive Salzeffekt auf die Kompensation des elektro-
statischen Anteils durch Bindung von Kompetitorkationen
M zuriickzufiihren, wihrend der zweite Anteil davon un-
beriihrt bleibt. Dieses Modell hat zweifellos interessante
Aspekte, ist aber mit der Theorie der Kondensation von
Gegenionen nur schwer in Einklang zu bringen. Da die
Menge gebundener Gegenionen M am Polyanion DNA
nicht nur sehr hoch, sondern auch von der Kompetitor-
konzentration in der Losung unabhingig ist, miiite der
elektrostatische Bindungsanteil immer weitgehend kom-
pensiert sein und wire auBerdem durch Variation von Cg
nicht zu beeinflussen. Wegen dieses Widerspruchs geben
wir im Folgenden dem ersten Modell den Vorzug.

Die Scatchard-Isothermen sind im Bereich hinreichend
kleiner r fiir alle Kompetitorkonzentrationen Cs in guter
Niherung Geraden (Abb. 1). Dann gilt ~ wenigstens ap-
proximativ - das MWG. Die nicht-kompetitive Bindung 1

K

F + DNA, == F-DNA,

werde durch die Bindungskonstante Ks, und den Bin-
dungsparameter n;, beschrieben [Gl. (14)].

K1 =Cpi1/[(n, Cn— Cr1) Cril (14)

Bei der kompetitiven Bindung 2 muf3 man beriicksichti-
gen, daBl ca. 88% der negativen Ladung von DNA durch
Gegenionen M kompensiert sind, aber hochstens ca. 20%
der Mononucleotide Farbstoff binden. Dann kann man fiir
den kompetitiven Effekt in Vereinfachung einer Gleichung
von Record et al.”'! Reaktionsgleichung (b) aufstellen.

M + F-DNA, == F + M-DNA, (b)

Wir zerlegen Reaktion (b) in die Teilreaktionen (c) und

(d)

F-DNA, =% F + DNA, ©
M + DNA; —= M-DNA, (d)

denen formal die Bindungskonstanten K, bzw. Kj; fiir die
Bindung von F bzw. M an DNA zugeordnet sind. Mit dem
Bindungsparameter n, ergibt sich Gleichung (15) bzw.
(16).

Ks2= Crp2/[(n2 Cn— Ceva — Caan) C (15)
K3 = Cpmp/[(n2 Cn = Crnz — Cun) Gl (16)

Es sei ausdriicklich darauf hingewiesen, daBl die Zerle-
gung von Reaktion (b) in die Teilschritte (c) und (d) und
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damit Gleichung (15) und (16) nur den Austausch der Kat-
ionen F und M an DNA betrifft. Dieser Austausch mage
niherungsweise dem MWG gehorchen. Die Kondensation
der Gegenionen M an das Polyanion DNA folgt nicht dem
MWGQG. Fiir den Ionenaustausch [Reaktion (b)] erhilt man
Gleichung (17).

Ky =Ks2/ Ksy= Cip2 Cmi/(Cer Crmn) (i7)

K, ist als Bindungskonstante von F an DNA bei Gegen-
wart von M aufzufassen. Mit

Ci=Cppt+ Cyy

Civ=Cen +Cir2
Cu=Cnmi+ Cue
r=ri+r;=(Cpp1+Cp2)/Cn

gewinnt man Gleichung (17)!'4,
r=nKs Cor/(1 + Ky Ce)+ 12 Kz Cre/ (1 + K52 Cer + Ks3 Cup) - (18)

Das ist eine Erweiterung der. Langmuir-Isotherme auf
zwei Bindungstypen, wie sie im Prinzip bereits von Pea-
cocke et al.'* vorgeschlagen und hier auf den kompetiti-
ven Effekt erweitert wurde. Wir bringen Gleichung (18)
auf Scatchard-Form [Gl. (19)]/"%.

r/Crr=Kg (ny—r)+ Ks2(n2—r)/(1 + Ks3 Cra) + (19)
+ K1 Ksz (1 +1,— 1) Cet/ (1 + K3 Cur)

Fir den Grenzfall Ce<Cy gilt Ce/Cy—0, Ce—0 und
r—0. Der dritte Term rechts in Gleichung (19) ist dann zu
vernachlissigen. Die Scatchard-Isotherme zerfillt in zwei
additive, voneinander unabhingige, lineare Anteile, die
die nicht-kompetitive und die kompetitive Bindung be-
schreiben. Man kann abschitzen, daB lineare Scatchard-
[sothermen aber auch noch bei etwas erhéhtem Konzen-
trationsverhiltnis C,./Cy zu erwarten sind. Der Bindungs-
parameter n ist nach unseren Experimenten im Bereich
kleiner r innerhalb der Fehlergrenzen von S, Cs oder Cy
unabhingig. Offenbar gilt niherungsweise n=n,=n,. Um
den kompetitiven Salzeffekt zu realisieren, mufl man au-
Berdem relativ hohe Kompetitorkonzentrationen einset-
zen. Dann ist Cy < Cy und Cyp € Cyye= Cn. Unter diesen
Voraussetzungen kann man Gleichung (19) zu (20) umfor-
men!',

r/Cer={Ks) + K52/ (1 + Ks; Cu)l(n —r) (20)

Die experimentell zugingliche effektive Bindungskon-
stante K% =Kq,(1 + G) unterscheidet sich unter unseren
Versuchsbedingungen von K, nur sehr wenig. Die Funk-
tion

G=Ks Cpel1 + 1/(1 —)]=Ks, Cee[2+u+u’+ - - -]
u=r/n<l

kann fiir hinreichend kleine Cg; und r entweder gegen 1
vernachlissigt oder durch ihren Mittelwert G ersetzt wer-
den. Dann beschreibt Gleichung (20) ndherungsweise Scat-
chard-Isothermen, die sich - in Ubereinstimmung mit dem
Experiment - unabhingig von S, Cs und T bei r=n auf der
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Abszisse schneiden. Vergleicht man Gleichung (20) mit (4),
so erhilt man die scheinbare Scatchard-Gleichgewichts-
konstante Kg=Kg(T,(Cs) in der Form von Gleichung
Qnt4,

Ks=Ks1+ K%5/(14+ Ks3Cwn) @

Bei Molekiilen, die nur kompetitiv gebunden werden
(Ksy=0) gilt Gleichung (22).

Ks=Ks/(1+ Ks3Cn) (22)

Fir die Kompetitorsalze NaCl, KCl und MgCl, ist
Cnm = Cs. Analoga zu Gleichung (22) sind bekannt!'24243],

Gleichung (21) und (22) sind Gleichungen von Hyper-
beln. Sie beschreiben die Abhingigkeit der Scatchard-Bin-
dungskonstante Ks von der Kompetitorkonzentration
Cwm=Cs. Fiir das System E/DNA wurden die Kurven in
Abbildung 3 mit Gleichung (21) berechnet und die Bin-
dungskonstanten Ks,, K%, Ks, und Kg; durch Ausgleich-
rechnung bestimmt (Tabelle 1). Mit diesen Konstanten und
mit Gleichung (18) wurden schlieBlich die Bindungsiso-
thermen in Abbildung 4 ermittelt!'*. Die Ubereinstimmung
zwischen berechneten Kurven und experimentellen Wer-
ten ist Giberraschend gut. Dabei muBl man die teilweise ri-
gorosen Vereinfachungen beriicksichtigen, die der Ablei-
tung zugrunde liegen.

Tabelle 1. Bindungskonstanten Ks,, K%,, Ks> und Kg, [m~'] fiir das System
E/DNA und die Kompetitorsalze NaCl, KCl, MgCl,; T=298 K [14].

Kompetitor K K% Ks2 Ks3
NaCl 1.0-10° 6.2-10° — 22
KCl 1.1-10% 6.5.10° — 19
MgCl, 1.2- 10 7.0-10° - 350
Mittel 1.1.10* 6.6-10° 5.6-10° —

Die Bindungskonstanten Kg;, K%, und Ky, sind erwar-
tungsgemiB - innerhalb der Fehlerbreiten - unabhingig
von der Art des Kompetitors. Die Individualitit des Kom-
petitors spiegelt sich in der Bindungskonstante Kg; wider.
Danach ist Mg”® ein viel stirkerer Kompetitor als Na®
oder K®.

Im Gegensatz zu K hingen die unabhédngigen Konstan-
ten Ks;, i=1-3, nur noch von T ab. Aus der Temperaturab-
hingigkeit von Kg; kénnen in iiblicher Weise mit Hilfe der
Beziehung von van’t Hoff die Standardbindungsenthalpien
AHY; und -entropien ASY; bestimmt werden. Als Beispiel
ist in Abbildung 8 die Temperaturabhingigkeit von Kg; in
van't-Hoff-Darstellung fiir das System E/DNA wiederge-
geben. Die ermittelten AHE- und ASY-Werte findet man
in Tabelle 2. Wieder sind die Bindungsenthalpien und
-entropien der nicht-kompetitiven und der kompetitiven
Bindung 1 bzw. 2 innerhalb der - relativ groflen - Fehler-
breiten von der Art des Kompetitors unabhingig. Die indi-
viduellen Eigenschaften des Kompetitors werden durch
die thermodynamischen Parameter der Bindung 3 be-
schrieben!,

Die Daten in Tabelle 2 wurden dazu verwendet, mit
Gleichung (21) und der Beziehung von van't Hoff [Gl. (5)]
die Abhidngigkeit der scheinbaren Bindungsenthalpien
AH? und -entropien AS? von der Kompetitorkonzentra-
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tion Cs zu berechnen!"”, Fiir das System E/DNA sind die
berechneten Kurven in Abbildung 6 und 7 eingezeichnet.
Die Ubereinstimmung zwischen experimentelien Werten
und theoretischen Kurven ist im ganzen Konzentrationsbe-
reich gut und bestitigt nochmals die Brauchbarkeit des be-
schriebenen Gleichgewichtsmodells.
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Abb. 8. Temperaturabhingigkeit der wirklichen Bindungskonstanten Ks,,
%2 und Ky, des Systems E/DNA, Kompetitorsalze S=NaCl (o), KCI (D),
MgCl; (a). pH=17.7 [14}.

Tabelle 2. Bindungsenthalpien AHY [kJ mol~'] und Bindungsentropien
AS% ) X' mol '] der nicht-kompetitiven und der kompetitiven Bindung
i=1-3. System E/DNA, Kompetitorsalze NaCl, KCl, MgCl, [14].

Kompetitor Ks: K, Ksy Kss
NaCl AHY —28 -29 — + L7
ASS -21 +13 - +28
KCi AHY =27 -29 — + 04
ASY -17 +17 — +21
MgCl, AHY, —-29 —30 - + 21
ASY -21 +17 — +42
Mittel AHY —28 -29 -27 —
ASY -20 +16 +18 -

6. Nicht-kompetitiv gebundene Farbstoffkationen
intercalieren

Die Bindungskonstanten K, und K5, der nicht-kompeti-
tiven und der kompetitiven Bindung von Ethidium-Ionen
an DNA unterscheiden sich um mehr als eine Zehnerpo-
tenz (Tabelle 1, K5, < Ks2). Ahnliches beobachtet man auch
bei anderen Farbstoffen (Tabelle 3). Die intercalierten Mo-
lekiile sind nun durch die benachbarten Basenpaare der
DNA und die anionischen Phosphodiesterreste - ein-
schlieBlich kondensierter Gegenionen - von ihrer Umge-
bung weitgehend abgeschirmt. Verdnderungen der Kompe-
titorkonzentration sollten dann ihre Bindung nur sehr we-
nig beeinflussen. Es ist deshalb naheliegend, den interca-
lierten Farbstoffkationen die nicht-kompetitive Bindung
mit der Bindungskonstante K5, zuzuordnen. Dann wiren
aber - wegen K, €Ky, - die intercalierten Molekiile viel
schwicher gebunden, als man es iblicherweise annimmt.
Um diese Diskrepanz zu kliren, haben wir polarisations-
optische Untersuchungen zur Bindungsgeometrie von
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nicht-kompetitiv gebundenen Ethidium-lonen an DNA
durchgefiihrt.

Zahlreiche Autoren haben Versuche beschrieben, in de-
nen die Orientierung intercalierter Farbstoffmolekiile in
mechanisch ausgerichteten Farbstoff-DNA-Priparaten mit
Hilfe der Absorption von linear polarisiertem Licht ermit-
telt wurde (vgl. ). Zur mechanischen Ausrichtung der
hochmolekularen Farbstoff-DNA-Priparate stehen ver-
schiedene Methoden zur Verfiigung, wie Ziehen und
Verspinnen von Fiden und Filmen, Recken von Polyvinyl-
alkoholfolien mit Nucleinsdure, Strémungsorientierung
von Losungen etc. Bei allen Methoden nimmt man an, daB
die lange Achse der Doppelhelix in die mechanische Vor-
zugsrichtung k orientiert wird.

Als MaB fiir die Giite der Orientierung dient das dichro-
itische Verhiltnis der Lichtabsorption [Gl. (23)].

R=A/A, (23)

A, und 4, sind die Extinktionen der Farbstoffbande des
Préparats bei Polarisatorstellung e, parallel bzw. senkrecht
zu k. Sind die Farbstoffmolekiile statistisch gleichverteilt,
so ist Ay=A4, und R=1. Bei vollstindiger Ausrichtung
nimmt das dichroitische Verhéltnis einer Bande, die in
oder senkrecht zur Vorzugsrichtung k polarisiert ist (4,
bzw. 4,=0), die Grenzwerte R= oder R=0 an. In der
Regel werden fiir Intercalationsversuche Farbstoffe mit
ebenem Chromophor verwendet. Das Ubergangsmoment
m der langwelligen Farbstoffbande liegt dann in der Mole-
kiilebene. Jedoch ist die Molekiilebene intercalierter Farb-
stoffe nach Lerman senkrecht zur langen Achse der DNA
orientiert. Fiir ideal geordnete Farbstoff-DNA-Priparate
gilt dann mLk, Ay=0 und R=0. An verschiedenen, me-
chanisch orientierten Farbstoff-DNA-Priparaten wurden
dichroitische Verhiltnisse zwischen 0.25 und 0.50 gemes-
sen (vgl. '")). Die Werte sind zwar deutlich kleiner als I,
dem Wert fiir statistische Gleichverteilung. Das dichroiti-
sche Verhiltnis 0<R <1 weist auch in die Richtung auf
die Intercalation. Uberzeugen konnen die Werte aber
nicht. Fiir intercalierte Farbstoffmolekiile sollte das expe-
rimentelle dichroitische Verhiltnis nur sehr wenig von
R=0 abweichen. Mit 0<R <1 sind demgegeniiber auch
andere Molekiilanordnungen zu vereinbaren.

Um zu eindeutigen Ergebnissen zu gelangen, haben wir
die experimentelle Methodik in drei Punkten verbes-
sert!'":

1. In &lteren Arbeiten wurden Farbstoff-DNA-Pripa-
rate untersucht, in denen der Farbstoff nicht-kompetitiv
und kompetitiv gebunden war. Da hier nur die Geometrie
der nicht-kompetitiv gebundenen Farbstoffspezies interes-
siert, haben wir durch Zusatz von Kompetitorsalz dafiir
Sorge getragen, dafl die Priparate frei von kompetitiv ge-
bundenen Molekiilen sind. Bei geeigneter Priparations-
technik gelingt es, hochviskose Farbstoff-DNA-Gele her-
zustellen, aus denen sehr diinne, vorziiglich orientierte Fi-
den gezogen werden kdnnen. Diese Fiden sind doppel-
brechend, um so stirker, je besser die mechanische Orien-
tierung ist. Unter dem Polarisationsmikroskop kann man
dann die Stellen bester Orientierung fiir die polarisations-
optischen Messungen auswihlen.

2. Bisher wurden fiir die Untersuchung des linearen
Dichroismus stets makroskopisch orientierte Proben ver-
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wendet. Es 1aBt sich kaum vermeiden, daB die mikroskopi-
sche Ordnung dieser Priparate uneinheitlich ist. Bei der
Messung mittelt man dann iiber alle mikroskopischen Zu-
stinde. Das MeBergebnis wird dadurch verschlechtert und
R in Richtung auf die statistische Gleichverteilung
verschoben. Deshalb haben wir unsere Messungen an mi-
kroskopischen Proben mit einem Mikrospektralphotome-
ter ausgefiihrt, das mit Polarisator und Analysator ausge-
riistet war. Anhand der Doppelbrechung der Farbstoff-
DNA-Fiden konnten die Stellen bester Orientierung im
Prdparat aufgesucht und polarisationsoptisch untersucht
werden.

3. Die Farbstoff-DNA-Fiden sind dichroitisch und
doppelbrechend. Wir haben einen Formalismus entwik-
kelt, der Dichroismus und Doppelbrechung der Probe be-
riicksichtigt und es ermdéglicht, aus dem experimentellen
Material das auf Doppelbrechung korrigierte dichroitische
Verhiltnis R, zu bestimmen.

Als Beispiel haben wir einen hochorientierten E/DNA-
Faden untersucht!'”). Innerhalb des Priparats schwankt R,
betriachtlich und nimmt Werte zwischen R,=0.03 und 0.5
an. Um die Intercalation zu beweisen, wird man geneigt
sein, dem kleinsten Wert R,=0.03 die hochste Priferenz
zu geben. Das ist jedoch problematisch. Besser ist es, mit
Hilfe eines unabhingigen Kriteriums die Giite der Aus-
richtung der untersuchten Stelle des Priparats zu charakte-
risieren. Wir haben ein indirektes Auswahlkriterium ver-
wendet. Man kann davon ausgehen, daB die mech:nische
Orientierung des Fadens um so besser gelingt, je diinner
das Priparat ist. Die Schichtdicke d ist nun einem experi-
mentell zugiinglichen Faktor K = K(d)!'" direkt proportio-
nal. Trigt man R, gegen K(d) auf, so kann man eine Kor-
relation erwarten, aus der fiir K(d)—0 und damit d—0 der
Grenzwert von R, fiir eine ideal orientierte Probe ermittelt
werden kann. Natiirlich darf man an die Korrelation nicht
zu hohe Anforderungen stellen. In sie geht die schwer
tiberschaubare Beziehung zwischen Schichtdicke und Giite
der Ausrichtung ein, d.h. das experimentelle Geschick des
Priparators. In Abbildung 9 ist die Korrelation fiir den un-
tersuchten E/DNA-Faden wiedergegeben. Sie ist besser,

L 1 . |
20 3.0
Kld) —=

Abb. 9. Korrelation zwischen dem korrigierten dichroitischen Verhiltnis Ro
und dem Schichtdickenparameter K(d) fir das System E/DNA/MgCl;
nn

als man zunichst erhoffen konnte. Legt man durch die
Meflpunkte eine Ausgleichsgerade, so ergibt die Extrapo-
lation auf K(d)=0 das dichroitische Verhiltnis einer idea-
len Probe zu R;,=0.00. Damit findet man genau den Wert,
der nach dem Intercalationsmodell von Lerman zu erwar-
ten ist. Wir nehmen deshalb an, daB die nicht-kompetitiv
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gebundenen Ethidium-lonen - die nach der Priparations-
methode nur noch anwesend sind - in der Tat intercalie-
ren. Die kleinere Bindungskonstante K, ist dann den in-
tercalierten Molekiilen zuzuordnen. Man darf annehmen,
daB Gleiches auch fiir andere intercalierte Farbstoffe gilt.

Die Extrapolation K(d)~0 umfaf}t nur ein sehr kleines
Intervall, namlich vom kleinsten gemessenen Wert
R,=0.03 auf Ry;=0.00. Bei den ilteren Arbeiten wurde von
R=0.25 bis 0.5 auf R=0.0 extrapoliert. Die Verbesserung
der Methode ist unverkennbar.

7. Strukturmerkmale intercalierter und
extern gebundener Farbstoffkationen

Die intercalierten Farbstoffkationen sind im Inneren der
Doppelhelix gegen die Einwirkung von Kompetitoren
weitgehend geschiitzt. Demgegeniiber konnen die kompeti-
tiv gebundenen Molekiile durch Kompetitorkationen ver-
dringt werden. Offenbar sind die Molekiile weiter auflen
an die DNA gebunden. Diese externe Bindung darf man
sich aber nicht als elektrostatischen 1 : 1-Komplex zwischen
Farbstoffkationen und anionischen Phosphodiestergrup-
pen der DNA vorstellen. Solche Komplexe sind zwar
ebenfalls bekannt und wurden bereits von Feulgen"" be-
schrieben. Sie entstehen bei hohem Konzentrationsverhilt-
nis C../Cy und sind in der Regel schwerléslich. Es ist n=1
und r=1. Unsere Experimente wurden hingegen bei
Ce/Cn €1 durchgefiihrt (r<€1). Nun sind nach unseren
Untersuchungen die Bindungsparameter der nicht-kompe-
titiven und der kompetitiven Bindung ndherungsweise
gleich (n, =n,=n). Fiir die untersuchten Ethidiumderivate
betrigt n=0.21, fir die Acridinderivate n=0.17. Damit ist
die externe Bindung mit n~0.2 ein eigener Bindungstyp,
der sich vom 1:1-Komplex mit n=1 experimentell unter-
scheiden 1aBt.

Die externe Bindung erfiillt mit n,=n, auch ein Merk-
mal der Intercalation. Vielleicht ist die kompetitive Bin-
dung eine Vorstufe der Intercalation, bei der z. B. die ge-
bundenen Molekiile nur partiell zwischen die Basenpaare
von DNA eingeschoben sind. In diesem Zusammenhang
ist es erwdhnenswert, daf} bereits frither Gursky'*>! und Pea-
cocke et al.”**® andere Bindungsgeometrien fiir DNA-ge-
bundene Farbstoffkationen vorgeschlagen haben, die vom
klassischen Intercalationsmodell abweichen!. Die Vorstel-
lung, daf} bei kleinen r-Werten mehrere Bindungstypen
realisiert sein konnen, die sich in ihrer Geometrie unter-
scheiden, ist deshalb keineswegs abwegig. Untersuchungen
zur Geometrie der externen oder pri-intercalativen Bin-
dung stehen noch aus.

Im Bereich hinreichend kleiner r - auf den wir uns be-
schrinken - erfolgen Intercalation und externe Bindung
unabhingig voneinander und st6ren sich gegenseitig nur
wenig. Die Scatchard-Isotherme [Gl. (10)] zerfallt deshalb
mit n,=n,=n formal in zwei additive Anteile Ks;(n—r)
und K% (n—r)/(1+ Ks3 Cy), die sich auf die Intercalation
und die externe Bindung beziehen. Wegen der in Abschnitt
4 beschriebenen Schwierigkeiten soll auf eine weiterge-
hende Diskussion der Bindungsparameter verzichtet wer-
den. Die Beziehung n,=n,=n gilt hier als experimenteller
Befund.
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Weiteren Einblick in Intercalation und externe Bindung
bietet eine vergleichende Studie der Bindungskonstanten
K1, K2 und K, an einer Serie systematisch abgewandel-
ter Farbstoffe (vgl. Schema 1). Die Molekiile wurden unter
vergleichbaren experimentellen Bedingungen untersucht
und die Bindungskonstanten mit dem beschriebenen Mo-
dell ermittelt (Tabelle 3)!"+-'e- 1819,

Tabelle 3. Bindungskonstanten Ky, Ks., Kss [M ~'], Gleichgewichtskonstante
K, fiir Systeme aus Farbstoff F, DNA und Kompetitorsalz S; 7=298 K.

F Ks) Ks: S Ksa Ksa
E (14] 1.1.10° 5.6-10° NaCl 22 2.5-10°
MgCl, 350 1.6-10°
DPPH [15] 0.9.10% 7.5-10° NaCl 25 3.0-10°
MgCl, 380 2.0-10°
AEPP (15] 0.8-10° 3 00 NaCl 30 1 -10°
BH [19] 0.9-10* 1.0-10° NaCt 33 3.0-10*
AF [18] 4.2.10° 1.0-10° NaCl 30 3.3-10%
AO [18] 3.0-10° 7.0-10° NaCl 24 2.9-10*
EPP[15] =0 5 -10° NaCl 30 2 -10°
TME [16] =0 1.6-10° NaCl 30 5.3.10°
TMAF [18] =0 3.0-10° NaCl 25 1.2.10%
DPP[I5] =0 ~0
B (19] ~0 ~0

Schon frither wurde auf die Bedeutung von elektrostati-
scher Wechselwirkung, von Wasserstoffbriicken und hy-
drophober Wechselwirkung fiir die Bindung von Farb-
stoffmolekiilen an DNA hingewiesen'>*'*'2. Nach unse-
ren Untersuchungen lassen sich drei Gruppen von Mole-
kiilen unterscheiden (siehe Schema 1 auf S. 117).

1. Farbstoffe, die intercalieren und extern gebunden
werden (E, AEPP, DPPH, BH, AF, AO). Die Farbstoffe
sind Kationen. Sie enthalten NH,-, NH- und OH-Grup-
pen, die als Protonendonoren in Wasserstoffbriicken zwi-
schen Farbstoff und DNA wirken konnen. Elektronendo-
nor der Briickenbindung ist sehr wahrscheinlich der Phos-
phodiesterrest der DNA. Fiir alle Molekiile gilt K, € Ks,.
Die Bindungskonstante der Intercalation ist sehr viel klei-
ner als die Konstante der externen Bindung. Bei den Mole-
killen unterscheiden sich die Bindungskonstanten Kj,
sowie Kg nur wenig (Kg=1-10—4.10°M~!, K5,=
4.10°—1.10°m™",

2. Farbstoffe, die extern gebunden werden, aber nicht
intercalieren (EPP, TME, TMAF). Die Farbstoffe sind Kat-
ionen. Sie enthalten keine funktionellen Gruppen, die als
Protonendonoren von Wasserstoffbriicken zwischen Farb-
stoff und DNA wirken koénnen. Die Molekiile werden
durch Kompetitorsalze aus ihrer Bindung an DNA ver-
driangt. Innerhalb der experimentellen Fehlerbreite sind
intercalierte Molekille nicht nachweisbar (K, =0). Die
Bindungskonstante der externen Bindung schwankt zwi-
schen K¢ ;=5-10% und 3-10° M~ Sie ist kleiner als bei
den Grundkérpern E und AF. Die Farbstoffe von Gruppe
2 zeigen, daB} die externe Bindung als eigener Bindungstyp
neben der Intercalation existiert.

3. Farbstoffe, die weder intercalieren noch extern ge-
bunden werden (DPP, B). Die Molekiile sind elektrisch
neutral. Sie enthalten funktionelle Gruppen, die Wasser-
stoffbriicken zur DNA bilden kénnten. Trotzdem ist es
nicht gelungen, experimentell eine Bindung an DNA nach-
zuweisen (K, =0, Kg>~0). Sterische Hinderung kann da-
fiir nicht der Grund sein, denn bei Protonierung entstehen
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die Farbstoffkationen DPPH und BH, die zur Intercalation
und externen Bindung befihigt sind.

Die Bindungskonstante Kg; der Kompetitorkationen an
DNA schwankt bei den Farbstoffen nur innerhalb enger
Grenzen, die durch die experimentelle Genauigkeit und
die Nidherungen im Formalismus vorgegeben sind. Fiir das
Kompetitorsalz NaCl gilt Kg=2-10'—3-10'mM~!, fiir
MgCl, Ks;=4-10> m~'. ErwartungsgemiB ist zweiwerti-
ges Magnesium ein stirkerer Kompetitor als einwertiges
Natrium.

Die Gleichgewichtskonstante Kg4 [Gl. (17)] fiir den Aus-
tausch der Farbstoff- und Kompetitorkationen F und M an
DNA ist ebenfalls in Tabelle 3 aufgefithrt. Fiir das haufig
verwendete Kompetitorsalz NaCl hat K, die gleiche Gré-
Benordnung wie die Bindungskonstante K5, der Intercala-
tion. Das diirfte einer der Griinde sein, warum bisher im
Bereich kleiner r zwischen Intercalation und externer Bin-
dung nicht streng unterschieden wurde.

Der Vergleich der Bindungskonstanten Ky, und K, (Ta-
belle 3) zeigt, daB} der wesentliche Bindungsanteil fiir In-
tercalation und externe Bindung die -elektrostatische
Wechselwirkung ist, die durch Wasserstoffbriicken unter-
stiitzt wird (Gruppe 1). Fehlt die Moglichkeit zur Bildung
von Wasserstoffbriicken, so beobachtet man nur noch eine
geschwiichte externe Bindung (Gruppe 2). Fehlt jedoch die
Moglichkeit zur elektrostatischen Wechselwirkung, so wird
keine Bindung eingegangen, auch dann nicht, wenn das
Molekiil Wasserstoffbriicken bilden konnte (Gruppe 3).
Gegeniiber der elektrostatischen Wechselwirkung scheint
die hydrophobe Wechselwirkung - ebenso wie Wasser-
stoffbriicken - nur untergeordnete Bedeutung zu haben.
Waire sie dominant, so sollte sie die Bindung von DPP und
B an DNA erzwingen. Beide Molekiile diirften starker hy-
drophob sein als die Kationen DPPH und BH, die bei Pro-
tonierung von DPP und B entstehen und problemlos an
DNA gebunden werden. Trotzdem sind hydrophobe
Wechselwirkung und Wasserstoffbriicken am Bindungsge-
schehen beteiligt (sieche Abschnitt 8).

Die Diskussion der Bindungskonstanten ergibt insge-
samt ein einheitliches Bild iiber die Wechselwirkungsbei-
trige, die zur Intercalation und zur externen Bindung fiih-
ren. Man darf jedoch nicht {ibersehen, dal wir einfache
Molekiile untersucht haben, deren Bindung dann auch mit
einem einfachen Modell niherungsweise beschrieben wer-
den kann. Bei komplizierteren Molekillen muB3 man auf
kompliziertere Theorien zuriickgreifen. Bereits bei Profla-
vin (PF), einem klassischen intercalierenden Acridinfarb-
stoff, mul man mit Komplikationen rechnen. PF enthilt
dhnliche Strukturmerkmale wie Acriflavin (AF) und Acri-
dinorange (AO), ndmlich zwei NH,-Gruppen in 3,6-Stel-
lung und eine NH-Gruppe in 10-Stellung (Schema {).
Letztgenannte entsteht durch Protonierung der starken
Base am Azastickstoffatom. Bei AF und AO erfolgt Inter-
calation und externe Bindung unter Beteiligung von Was-
serstoffbriicken. Das verwandte Molekiil Tetramethylacri-
flavin (TMAF), das sich von AF oder AO durch Ersatz der
NH,- bzw. NH-Gruppen durch N(CH;),- bzw. NCH;-
Gruppen ableiten 148t und zur Bildung von Wasserstoft-
briicken nicht befshigt ist, intercaliert nicht und geht nur
eine geschwichte externe Bindung ein. Wegen der ver-
schiedenen Stellungen der NH,- und NH-Gruppen in AF
und AO kann man davon ausgehen, daB sich die Bin-
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dungsgeometrie dieser Molekiile an DNA unterscheidet.
PF vereinigt nun in sich die Strukturmerkmale von AF und
AO. Es ist deshalb denkbar, daB verschiedene intercalierte
und extern gebundene Molekiilspezies bei der Bindung
von PF an hochmolekulare DNA auftreten, die sich in ih-
rer Geometrie und den thermodynamischen Parametern
unterscheiden. Hier sind weitere Untersuchungen abzu-
warten"’!

8. Thermodynamische Benachteiligung der
Intercalation gegeniiber der externen Bindung

Die Bindungskonstanten in Tabelle 3 zeigen, daB im Be-
reich kleiner r die Intercalation gegeniiber der externen
Bindung benachteiligt ist (Ks; € Ksz). Dieser Befund iiber-
rascht und widerspricht iiblichen Vorstellungen. Um ge-
naueren Einblick in die Bindungsverhiltnisse zu gewin-
nen, haben wir bei E, AF, AO und TMAF die Bindungs-
enthalpien AHY, und -entropien ASY (i=1-3) bestimmt
(Tabelle 4)**'¥ Auf die experimentellen Schwierigkeiten
bei den Messungen und die damit verbundenen Fehler,
insbesondere bei den Bindungsentropien, wurde bereits in
Abschnitt 2 hingewiesen. Die Werte sind jedoch fiir die
folgende qualitative Diskussion hinreichend genau.

Tabelle 4. Bindungsenthalpien AHY; [k) mol~'] und Bindungsentropien
AS?%, [J K~ mol~ '] der Bindungen i = 1-3 fiir Systeme aus Farbstoff F, DNA
und Kompetitorsalz S.

F AHS,  AHS: ASY  ASEG: S AHY,  ASS:

E [14] —28§  -27  -20 +18 KCl +04  +21
NaCl  +17  +28
MgCl,  +2.1  +42

AF [18] 2% -2 -2 +28 NaCl =0 +29
AO [18] ~30 —28 —15 420 NaCl =0  +23
TMAF[18] —  —I5 — 454 — fal fa]

[a] Experimentell nicht bestimmt [18].

Die Bindungsenthalpien AHS, und AH?, der Intercala-
tion und externen Bindung von E, AF und AO an DNA
sind negativ und innerhalb der Fehlergrenzen jeweils
gleich (AHY, =AH2,<1). Sie unterscheiden sich bei den
Farbstoffen praktisch nicht. Der Unterschied in den Bin-
dungskonstanten K, und Ks» ist dann auf die Bindungsen-
tropie zuriickzufithren. Die Entropie nimmt bei Bildung
der externen Bindung zu (AS2;>0). Demgegeniiber ist
die Entropieinderung AS2, bei Intercalation entweder
negativ (E, AO) oder nahe null (AF). Ubereinstimmend gilt
AS?, <ASY,. Da eine Entropiezunahme thermodynamisch
glinstig ist, dominiert die externe Bindung vor der Interca-
lation (Ks>> Ks,).

Auch bei der externen Bindung von TMAF an DNA be-
obachtet man eine negative Bindungsenthalpie AHZ, und
positive Bindungsentropie AS?,. Beides ist thermodyna-
misch giinstig. Die Enthalpie4nderung ist jedoch wesent-
lich kleiner, die Entropieinderung wesentlich gréBer als
bei der externen Bindung von E, AF oder AO an DNA.

Die Bindungsenthalpie aller Kompetitorkationen ist na-
hezu null (AH%;=0). Die Bindung wird erst durch den
thermodynamisch giinstigen Entropieanstieg ermoglicht
(AS%,>0). Sie ist damit ein entropischer Effekt. Die Bin-
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dungsentropie hingt innerhalb der Fehlergrenzen nur vom
Kompetitorkation, aber nicht vom Farbstoff ab.

Die Werte der Bindungsenthalpie und -entropie AH$; und
ASe der Kompetitorkationen sind typisch fiir hydro-
phobe Wechselwirkung. Magnesium-, Natrium- und Kali-
um-lonen sind sogenannte’ strukturbildende Ionen, Mg?®
stirker als Na® und Na® wieder stirker als K®“%), Die
Wassermolekiile in der Hydrathiille strukturbildender lo-
nen sind fester und starrer gebunden als im umgebenden
Wasservolumen. Diese Strukturbildung bewirkt eine ther-
modynamisch ungiinstige Entropieabsenkung. Bet der Bin-
dung der Kompetitorkationen an DNA miissen aus steri-
schen Griinden Wassermolekiile aus der Hydrathiille in
das Wasservolumen iiberfithrt werden. Die erforderliche
Energie kann aus der elektrostatischen Wechselwirkungs-
energie gedeckt werden. Deshalb ist die Bindungsenthalpie
der Kompetitorkationen nicht negativ, sondern nahe null
(AH2;=0). Die iiberfiihrten Wassermolekiile gewinnen Be-
wegungsfreiheitsgrade und zwar um so mehr, je starrer und
fester sie vorher gebunden waren. Aber auch die in der Hy-
drathiille verbliebenen Wassermolekiile gewinnen Bewe-
gungsfreiheitsgrade, da bei der lonenpaarbildung zwi-
schen Kompetitorkation und anionischer Bindungsposi-
tion der DNA eine partielle Ladungskompensation eintritt.
Durch den Gewinn an Bewegungsfreiheitsgraden insge-
samt wird ein thermodynamisch giinstiger Entropieanstieg
erzielt, der den Entropieabfall infolge der Immobilisierung
der gebundenen Ionen iiberkompensiert. Dieser Entropie-
anstieg (AS2:>0) ist die treibende Kraft fiir die Bindung
der Kationen durch hydrophobe Wechselwirkung und
nimmt erwartungsgemiB in Richtung steigender Struktur-
bildung zu (K® < Na® <Mg?®, Tabelle 4).

Auch Farbstoffkationen sind strukturbildende Ionen!'*.
Im Gegensatz zu den kleinen Metall-Ionen sind die Was-
sermolekiile an die groBen organischen Molekiile lockerer
gebunden. Bei TMAF benétigt man deshalb weniger Ener-
gie, um ein Wassermolekiil aus der Hydrathiilie des Farb-
stoffkations in das Wasservolumen zu iberfiihren. Die
Energiebilanz bleibt insgesamt negativ (AHZ,<0). Der
Entropiezuwachs (AS2,>0) ist wieder fiir hydrophobe
Wechselwirkung charakteristisch. Er ist bei der externen
Bindung von TMAF wegen der fiinf Methylgruppen des
Molekiils besonders grof.

Bei der externen Bindung von E, AF und AO ist die
Energiebilanz noch stirker negativ als bei TMAF, weil
jetzt zusitzlich Wasserstoffbriicken zwischen Farbstoff
und DNA gebildet werden (AH2, <0). Im iibrigen bewirkt
die hydrophobe Wechselwirkung wieder einen Entropie-
anstieg (AS2,>0).

Bei Intercalation und externer Bindung beobachtet man
annihernd gleiche Bindungsenthalpien (AHY, =~AHY,).
Offenbar sind die Molekiile bei beiden Bindungen be-
strebt, die ihnen zur Verfiigung stehenden Valenzen in glei-
cher Weise abzusittigen. Dann wird auch verstindlich,
daB sich die Absorptionsspektren der intercalierten und
extern gebundenen Farbstoffkationen praktisch nicht un-
terscheiden. Die spektralen Verinderungen sind bei beiden
Bindungen anndhernd gleich.

Uberraschend ist der Befund AS2, €ASY%. Man muB
aber beriicksichtigen, daB bei der Intercalation die Dop-
pelhelix versteift wird™ und der Verlust an Bewegungs-
freiheitsgraden von DNA und intercaliertem Farbstoff
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eine Entropieabnahme gegeniiber der-externen Bindung
verursacht. Bei der Intercalation muB diese thermodyna-
misch ungiinstige Entropieabnahme dann durch eine ent-
sprechend starke Enthalpieabsenkung wettgemacht wer-
den.

Fiir die Bindung von Farbstoff- und Kompetitorkatio-
nen F bzw. M an DNA spielt die Bindungsentropie eine
entscheidende Rolle. In die Bindungsentropie geht nach
Gleichung (13) die Zihlung der Bindungspositionen ein,
nicht jedoch in die Bindungsenthalpie [Gl. (12)]. Wir wol-
len die Groflenordnung des Effekts abschitzen. In Erwei-
terung von Gleichung (13) gilt mit n,=n,=n=p;/q, (i=1-
3) Gleichung (24).

AS%=ASY%—RlIng; 29

Bei der Intercalation kann man davon ausgehen, daBl im
Mittel auf jedes Basenpaar eine potentielle Bindungsposi-
tion entfillt. Dann ist p,=1/2 und ¢g,=1/2n. Nehmen wir
an, daB fiir die externe Bindung von F oder M jede anioni-
sche Phosphodiestergruppe der DNA eine potentielle Bin-
dungsposition ist, so betrigt p,3=1 und g,3=1/n. Bei den
untersuchten Ethidium- und Acridinfarbstoffen (in Klam-
mern) ist n=0.21 (0.17), RIlng,=7 (9) und Rlng;3=13
(15) JK-! mol~'. Die AS%-Werte sind gegeniiber den
ASY%-Werten abgesenkt. Obwohl sich die Bindungsentro-
pien verdndern, bleibt unsere vergleichende, qualitative
Diskussion bestehen. Damit sind Bindungskonstanten,
Enthalpien und Entropien in einem einheitlichen Rahmen
anschaulich interpretierbar.

9. Biologische und pharmakologische Aspekte der
Farbstoffbindung

Nach unseren Untersuchungen ist die Bindungskon-
stante der Intercalation 1 sehr viel kleiner als die Kon-
stante der externen Bindung 2 (Ks; € Ks;): In vitro ist da-
mit die Intercalation gegeniiber der externen Bindung ther-
modynamisch benachteiligt. Verursacht wird dieser Unter-
schied in den Bindungskonstanten durch die Bindungsen-
tropie (AS?, € AS3,), wihrend die Bindungsenthalpien von
1 und 2 annihernd gleich sind (AH2,~AHY;). Die le-
bende Zelle enthilt nun zahlreiche anorganische Salze in
komplizierter Komposition. Ein einfaches Aquivalent da-
fiir ist physiologische Kochsalzlésung, deren NaCl-Kon-
zentration Cs=0.15 M betragt. Nach Gleichung (21) (Abb.
3) fallt die scheinbare Bindungskonstante Kg im Bereich
kleiner Cs mit wachsender Salzkonzentration steil ab. Die
kompetitiv gebundenen Molekiile 2 sind bei Cs=0.15™m
bereits weitgehend verdringt, wihrend die nicht-kompeti-
tiv gebundenen, intercalierten Molekiile 1 der Einwirkung
des Kompetitors widerstehen. Man kann deshalb abschiit-
zen, daf} die Intercalation in vivo gegeniiber der externen
Bindung dominiert (r,>r;) oder doch beide Bindungen
vergleichbare Anteile haben (r; = r,).

Acridin- und Ethidiumderivate sind mutagen!>**, Da-
her miissen sie in die Zelle gelangen und mit DNA in
Wechselwirkung treten. Jedoch sind Stoffaufnahme und
Stofftransport in lebenden Zellen sehr komplexe und auch
selektive Prozesse. Es ist deshalb die Frage zu stellen, ob
die biologische und pharmakologische Wirkung dieser
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Substanzen alleine durch ihre Bindung an DNA verstan-
den werden kann, oder ob die Bindung an DNA eher ein
Nebeneffekt ist und das Gros der Farbstoffmolekiile in an-
derer Weise wirksam wird. Es sollen deshalb abschlieBend
noch einige Versuche beschrieben werden, in denen der
Ort bevorzugter Farbstoffakkumulation in der lebenden
Zelle direkt sichtbar gemacht wird.

Die diskutierten Acridin- und Ethidiumderivate sind
gute Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorochrome). Sie konnen
mit dem Fluoreszenzmikroskop in der Zelle sehr empfind-
lich nachgewiesen werden. Die niedrigen, fluoreszenzmi-
kroskopisch detektierbaren Farbstoffkonzentrationen sind
fiir die Zelle im allgemeinen nicht oder nur begrenzt to-
xisch. Damit eroffnet sich die Moglichkeit, den Weg des
Fluorochroms in einer lebenden Zelle zu verfolgen und
den Ort der Farbstoffakkumulation zu erkennen.

Als Zellmaterial verwenden wir in unseren Modell-
versuchen Gewebekulturen von Hela- und LM-Zellen
(Mdiusefibroblasten), die experimentell relativ leicht in
gleichbleibender Qualitit zugdnglich sind. Gewebekultu-
ren haben den Vorteil, daB die Zellen in einer Mono-
schicht auf der Unterlage (Deckgldschen) wachsen und
dann leicht mikroskopisch beobachtet werden kdnnen. Zur
Inkubation werden die Zellen mit der Unterlage in eine
Farbstoffldsung der Konzentration Cg getaucht (37°C)
nach der Inkubationszeit 7, in Hanks-Loésung gespiilt, um
den iiberschiissigen Farbstoff zu entfernen, und anschlie-
Bend der mikroskopischen Beobachtung zugefiihrt.

Fixierte und lebende Zellen verhalten sich bei der Fluoro-
chromierung verschieden. Wir betrachten zunichst eine
Gewebekultur Ethanol-fixierter HeLa-Zellen, die mit dem
Fluorochrom AO geféarbt wurde. Der Kern der Zellen fluo-
resziert intensiv griin-gelb, das Cytoplasma und die Nucle-
oli intensiv orange. Aus spektroskopischen Untersuchun-
gen ist bekannt, dal AO mit steigender Konzentration in
wiBriger Losung assoziiert!®*'*?, Dabei veridndern sich die
Absorptions- und Fluoreszenzspektren. Die Fluoreszenz-
farbe der Monomere ist nun ebenfalls griin-gelb, der Di-
mere orange. Danach liegt AO im Kern bevorzugt mono-
mer, im Cytoplasma und Nucleoli dimer vor. Aus enzyma-
tischen Abbauversuchen kennt man auch die Substrate, an
die der Farbstoff in der Zelle gebunden ist. Es sind die Nu-
cleinsiuren DNA und RNA. Baut man die DNA des
Kerns oder die RNA im Cytoplasma oder Nucleolus ab, so
verschwindet die entsprechende Farbung. Der Farbstoff
kann damit auch als analytisches Reagens auf DNA oder
RNA eingesetzt werden. Die Fluorochromierung von cyto-
logischem Material mit AQ haben von Bertalanffy et al.**
zu einer Diagnostik maligner Tumoren ausgebaut. Das
gleiche fluoreszenzmikroskopische Bild zeigen aber auch
andere Zellen, die sich rasch teilen.

Nach der Vitalfluorochromierung von HeLa-Zellen mit
AO beobachtet man ebenfalls griin fluoreszierende Kerne;
die Fluoreszenz ist jedoch relativ schwach. Bei Zellen in
Mitose werden die Chromosomen fluorochromiert. Es ist
deshalb naheliegend anzunehmen, dafl der Farbstoff an
die DNA gebunden wird, die im Kern und den Chromoso-
men lokalisiert ist. Die Funktion der vital gefirbten Zellen
ist nicht nennenswert beeintrichtigt!®*, Besonders ein-
drucksvoll gelingt die Vitalfluorochromierung von Chro-
mosomen mit dem basischen Acridinfarbstoff 3-Amino-6-
methoxy-9(2-hydroxy-ethyl-amino)acridin, den wir kiirz-
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lich untersucht haben (Abb. 10)**, Hohe Farbstoffkonzen-
tration und lange Inkubationszeiten werden von der Zelle
ohne nachweisbare Verringerung der Atmungsaktivitiit
vertragen.

Abb. 10. Chromosomen in mitotischen LM-Zellen nach Vitalfluorochromie-
rung mit 3-Amino-6-methoxy-9(2-hydroxy-ethyl-amino)acridin. Farbstotf-
konzentration Cpy=1-10"*M, Inkubationszeit 7,=45min, VergroBerung
1000fach [55]. Links Telophase; rechts Prophase.

Die Vitalfluorochromierung des Kernchromatins ist je-
doch keineswegs die Regel, sondern eine seltene Ausnah-
me. Im Regelfall ist der Kern lebender Zellen praktisch
fluoreszenzfrei, eine Eigenschaft, die als Kriterium fiir ge-
sunde Gewebekulturen gilt. Statt dessen kann man im Cy-
toplasma unter geeigneten Bedingungen zahlreiche, inten-
siv fluoreszierende kleine Organellen beobachten, die in
der Kernbucht angehiuft sein kénnen. Es handelt sich um
Lysosomen, in denen jetzt der Farbstoff akkumuliert wird.
Bei der Vitalfluorochromierung mit AO ist das Cytoplasma
mit orange fluoreszierenden Lysosomen geradezu iiber-
sdt***7) Aber auch zahlreiche andere Farbstoffe werden in
den Lysosomen lebender Zellen akkumuliert, wie das basi-
sche Fluorochrom 3-Dimethylamino-6-methoxyacridin,
das mit AO eng verwandt ist (Abb. 11). Bei fixierten Zellen
erzeugt der gleiche Farbstoff wieder eine der Bertalanffy-
Farbung analoge Fluorochromierung von DNA und RNA
im Kern und Cytoplasma bzw. Nucleolus!*®,

Abb. i 1. Lysosomen L im Cytoplasma von LM-Zellen nach Vitalfluorochro-
mierung mit 3-Dimethylamino-6-methoxyacridin. Farbstoffkonzentration
Cy = 1.10~% M, Inkubationszeit 1, =4.5 h, VergrdBerung 1000fach. Die inten-
siv fluoreszierenden Lysosomen sind entweder im Cytoplasma verteilt oder
in der Kernbucht angehiuft. Der Zellkern K fluoresziert sehr schwach, das
Cytoplasma praktisch nicht. Es ist deshalb fluoreszenzmikroskopisch nicht
dargestellt [55].
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Lysosomen enthalten keine Nucleinsdure. Vielmehr sind
sie die Verdauungsorganellen der Zelle. Sie haben die Auf-
gabe, hohermolekulare Substanzen in der Zelle enzyma-
tisch zu spalten und die Spaltstiicke dem Stoffwechsel zu-
zufiihren. Farbstoffe sind schwer verdaulich. Sie kénnen in
den Lysosomen - auf einem noch nicht genau bekannten
Weg - in so hoher Konzentration angereichert werden, dafl
der Farbstoff assoziiert. Sind die Lysosomen jedoch nicht
mehr in der Lage, weiteren Farbstoff zu speichern, so ge-
langt das Fluorochrom in den Kern, was im allgemeinen
zum Zelltod fiihrt. Der Zelltod ist jetzt an einer sehr inten-
siven Fluoreszenz des Zellkerns zu erkennen. Sehr wahr-
scheinlich wird der Farbstoff an die DNA des Kernchro-.
matins gebunden. Offenbar hat die Farbstoffakkumulation
in den Lysosomen auch eine Schutzfunktion, nimlich zu
verhindern, daBB der Farbstoff mit den lebenswichtigen
Nucleinsduren in Wechselwirkung tritt.

Bereits kleine Verinderungen in der Molekiilstruktur ge-
niigen, um die Zelle zu einer ganz anderen Antwort auf die
Einwirkung eines Fluorochroms zu veranlassen. AO z.B.
ist eine starke Base, die bei pH=7 praktisch vollstindig
am Ringstickstoffatom in 10-Stellung protoniert ist und als
Kation in den Lysosomen akkumuliert wird. Alkyliert man
AO, so gelangt man zu verwandten 10-Alkylacridinium-
orange-Kationen (Alkyl-AOs), die - ebenso wie der Grund-
kérper AO - intensiv fluoreszieren und mit steigender
Konzentration in wiBrigem Medium assoziieren'®®. Wir
haben n-C.H,, . -AOs (m=1-9) untersucht. Fir m>9
sind die Substanzen in Wasser schwerldslich. Methyl-AO
verhilt sich bei der Vitalfluorochromierung von HelLa-
oder LM-Zellen noch dhnlich wie AO. Man beobachtet
Farbstoffakkumulation in Lysosomen, daneben schwach
in Mitochondrien. Aber bereits bei Ethyl-AQ veridndert
sich das mikroskopische Bild drastisch. Jetzt wird der
Farbstoff bevorzugt an die Mitochondrien der Zelle ge-
bunden'®. Die Vitalfirbung der Mitochondrien wird mit
steigender Kettenlinge des Alkylrests immer prignanter
(Abb. 12)®"l. Bei Nonyl-AO z.B. erkennt man unter dem
Fluoreszenzmikroskop praktisch nur noch fluoreszierende
Mitochondrien. Weder Lysosomen noch Kernchromatin
oder Cytoplasma werden fluorochromiert. Dabei kann
man mit dem gleichen Farbstoff bei fixierten Zellen wieder
eine der Bertalanffy-Fiarbung analoge Firbung erzeugen,

Abb. 12. Filamentése Mitochondricn M im Cytoplasma von HelLa-Zellen
nach Vitalfluorochromierung mit 10-n-Nonyl-acridiniumorange-chlorid.
Farbstoffkonzentration Cy-=5-10-7 ™, Inkubationszeit r, =10 min, Vergro-
Berung 1000fach. Weder Zellkern K noch Cytoplasma sind fluoreszenzmi-
kroskopisch dargestellt [61, 63].
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wobei das Fluorochrom an DNA und RNA im Kern und
Cytoplasma gebunden wird.

Die Vitalfirbung der Mitochondrien mit Nonyl-AO ist
sehr spezifisch und effizient®'l. Sie gelingt noch bei einer
Farbstoffkonzentration C,.=1-10"* M im Inkubationsme-
dium. Diese Konzentration ist eine Zehnerpotenz kleiner
als die Wasserstoffionenkonzentration im reinsten Wasser.
Bei 5-1077 M kann man die fluoreszierenden Mitochon-
drien bereits bei einer Inkubationszeit 7, <1 min beobach-
ten. Bei C;:=>1-10"7 M und 1,=10 min wird der Farbstoff
in so hoher Konzentration an die Mitochondrien gebun-
den, daB er dimerisiert. Die Retentionszeit des Farbstoffs
an den Mitochondrien von Zellen, die nach der Vitalfir-
bung in farbstofffreiem Medium weitergeziichtet wurden,
ist langer als eine Woche.

In den Mitochondrien findet der gesamte Energiestoff-
wechsel der Zelle statt: Atmung, Elektroneniibertragung
und Synthese des lebenswichtigen ATP. Ein groBer Teil
der Enzyme, die die oxidative Phosphorylierung bewirken,
ist an der inneren Mitochondrienmembran und den Mem-
_branen der Cristae lokalisiert. Unsere Untersuchungen
weisen nun darauf hin, daB Nonyl-AO durch hydrophobe
Wechselwirkung an diese Membranen gebunden wird'®",
Ein MaB fiir die Funktionsféhigkeit der Mitochondrien ist
die Atmungsaktivitit. Bei HeLa-Zellen wird bis zu
Cy-<5-107"M und 7,=10 min weder der Sauerstoffver-
brauch noch die Ultrastruktur der Mitochondrien beein-
fluit. Bei hoherer Farbstoffkonzentration und ldngerer In-
kubationszeit beobachtet man eine Hemmung der Atmung
und parallel dazu Verdnderungen der Ultrastruktur, insbe-
sondere an der inneren Mitochondrienmembran und bei
den Membranen der Cristac®*. Im Endstadium
(5-10° M und 30-60 min) werden die Mitochondrien un-
ter der Einwirkung der hydrophoben Farbstoffkationen in
mehrschalige Liposomen und bizarre Myelink6rper umge-
wandelt. Es ist bemerkenswert, dall diese dramatischen
Veridnderungen der Ultrastruktur unter dem Elektronenmi-
kroskop nur bei den Mitochondrien beobachtet werden
kénnen. Die anderen Membranen der Zelle, z. B. die Kern-
membran, scheinen der Einwirkung des Farbstoffs stand-
zuhalten. Es ist auch nicht gelungen, die Farbstoffbindung
an die Kernmembran fluoreszenzmikroskopisch nachzu-
weisen. Hydrophobe Wechselwirkung zwischen Farbstoff
und Mitochondrienmembranen tragen zur Bindung
bei®"-%*, Sie wird aber offensichtlich durch einen anderen
Mitochondrien-spezifischen Beitrag erginzt(®'.

Nicht nur Alkyl-AOs, sondern auch andere Farbstoffe
wie E, TME und BH, die in vitro an DNA gebunden wer-
den, verursachen in der lebenden Zelle drastische Veridn-
derungen der Ultrastruktur der Mitochondrien!®*-%. Die
hochste Wirkung hat TME, das von den genannten Ethidi-
umderivaten auch am stirksten hydrophob ist. Wir neh-
men deshalb an, daB die Verinderung der Ultrastruktur
wieder auf hydrophobe Wechselwirkung zwischen Farb-
stoff und Mitochondrienmembranen zuriickgefiihrt wer-
den kann.

Diese wenigen Beispiele mogen geniigen, um darzule-
gen, daB die Bindung von Acridin- und Ethidiumderivaten
an DNA in vitro keine eindeutigen Riickschliisse auf die
Bindung und den Ort der Akkumulation der gleichen Sub-
stanz in lebenden Zellen zuldBt. Ganz offensichtlich hat
die lebende Zelle mit der Farbstoffakkumulation in Lyso-
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somen einen Mechanismus zur Verfiigung, der das Kern-
chromatin schiitzt und verhindert, daf3 toxische Substan-
zen an die DNA gebunden werden. Es ist noch nicht genau
bekannt, unter welchen Bedingungen dieser Mechanismus
umgesteuert wird und stattdessen Farbstoffbindung an Mi-
tochondrien stattfindet. Die spezifische Bindung von Sub-
stanzen an die Membranen, die die oxidative Phosphory-
lierung bewirken, darf allgemeines Interesse beanspru-
chen, da man auf diesem Weg direkt oder indirekt in den
Energiestoffwechsel eingreifen kann. Dieses Prinzip phar-
makologisch nutzbar zu machen, erscheint als lohnendes
Ziel.

Dem Bundesministerium fiir Forschung und Technologie
und der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir die Un-
terstiitzung dieser Untersuchungen gedankt. Mein besonde-
rer Dank gilt meinen Mitarbeitern - sie sind im Literaturver-
zeichnis zitiert - fiir ihren tatkrdftigen Einsatz und fiir
JSruchthare Diskussionsbeitrdge.
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Neue analytische
Methoden (27)

Resonanz-Raman-Spektren werden erhalten, wenn die Wellenzahl der (monochromati-
schen) Anregungsstrahlung annihernd oder vollstindig mit der eines Elektroneniibergangs
der streuenden Spezies iibereinstimmt. Normalerweise sind derartige Spektren durch eine
sehr groBe Intensitidtszunahme bestimmter Raman-Banden charakterisiert; manchmal tre-
ten auch noch intensive Ober- und Kombinationsschwingungsbanden auf. Die Methode
liefert detaillierte Informationen iiber angeregte Elektronenzustinde, da nur die zu den
Chromophoren gehorenden Schwingungszustinde Resonanz-Raman-aktiv sind. Hinzu
kommt die hohe Empfindlichkeit dieser Technik, die es ermdglicht, Verbindungen sogar
noch in Konzentrationen von 10~¢ mol/L nachzuweisen. Die Resonanz-Raman-Spektro-
skopie eignet sich deshalb vor allem auch zum Studium von Chromophoren in biochemisch

wichtigen Molekiilen.

1. Einleitung

Theorie und Praxis der Resonanz-Raman(RR)-Spektro-
skopie haben sich innerhalb der letzten zehn Jahre so weit
entwickelt, daB nun ein abgerundetes Bild gezeichnet wer-
den kann. Ziel der vorliegenden Ubersicht ist es, dies in
verstindlicher Weise zu tun und dariiber hinaus die An-
wendung der Methode auf dem weiten Feld der Anorgani-
schen Chemie zu besprechen. Zu diesem Zweck befafit
sich Abschnitt 2 mit der Entwicklung der Theorie bis zum
heutigen Stand. Dabei werden die Beziehung zwischen
normaler Raman-Streuung und RR-Streuung aufgezeigt
sowie die Natur der A-, B-, C- und D-Term-Streuung und
die Streuung sowohl durch vollsymmetrische als auch
durch nicht vollsymmetrische Moden. AuBerdem wird die
Bedeutung des Depolarisationsgrades einer Raman-Bande
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auseinandergesetzt, und zwar hinsichtlich der Zuordnung
von Schwingungs- und Elektroneniibergangsbanden.

Im AnschluB an eine Diskussion der experimentellen
Aspekte in Abschnitt 3 werden die Ergebnisse vieler Un-
tersuchungen anorganischer Verbindungen besprochen -
von zweiatomigen Spezies iiber zunehmend komplizierte
Systeme bis hin zu Metallporphyrinen und verwandten
Verbindungen. Wir beschrinken uns dabei auf RR-Studi-
en, die nach 1977 durchgefiihrt wurden, da eine Zusam-
menstellung friiherer Arbeiten vorliegt!'. Die Untersu-
chungen an kleinen Molekiilen (Abschnitt 4) werden ein-
gehender behandelt, da sie maBgeblich zum Verstdndnis
des RR-Effekts beigetragen haben. Die Untersuchungen
an groBeren Molekiilen (Abschnitt 5) werden an einigen
anschaulichen Beispielen diskutiert; der Leser sei auf
Ubersichten verwiesen, die Spezies mit Metall-Metall-Bin-
dungen®, gemischtvalente Molekiile™* und Metallpor-
phyrine! behandein. Andere Ubersichten betreffen RR-
Untersuchungen an Halbleitern', elektronische Raman-
Streuung!” sowie zeitaufgeloste Resonanz-Raman(TR?)-
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