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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 Molekule auftritt und hier exteme oder 
pra-intercalative Bindung genannt werden SOH. Aus den experimentellen Bindungsisother- 
men folgt, daB die Bindungskonstante der Intercalation I wesentlich kleiner ist als die Kon- 
stante der externen Bindung 2 (Ksl <KS2).  Dieser iiberraschende Befund ist nicht auf die 
Bindungsenthalpie (AH:, =AH$) ,  sondem auf die Btndungsentropie (AS:, 4 AS:,) zu- 
riickzufuhren. Wichtigster Bindungsbeitrag fur 1 und 2 1st die elektrostatische Wechselwir- 
kung zwischen Farbstoff und DNA. Sie wird durch Wasserstoffbriicken und durch hydro- 
phobe Wechselwirkung unterstiitzt. Die Bindung einer Substdnz an DNA in vitro IiBt keine 
zuverlassigen 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 haufig Farbstoffakkumulation in Lysosomen. In einigen Fill- 
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 ablluft. 

1. Einleitung 

Im Jahr 1961 publizierte Lemant’’ seine grundlegenden 
Untersuchungen zur Bindung von Proflavin an DNA und 
begriindete damit das Intercalationsmodell. Die Intercala- 
tion ist aber keineswegs auf Proflavin beschriinkt, 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 zah- 
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 
einerseits und der Intercalation andererseits eine Briicke 
zu schlagen. Die Intercalation ist heute ein vie1 diskutiertes 
Modell zur Interpretation verschiedenartiger biologischer 
und pharmakologischer Phanomene. Das begriindet auch 
das auaergewohnliche Interesse an diesem Bindungstyp, 
welches sich in einer kaum noch zu iiberblickenden Hut 
von Publikationen niederschlagt. Es ist hier nicht beab- 
sichtigt, iiber diese weit gespannte und venweigte Thema- 
tik zusammenfassend zu referieren. Dam sei auf die Lite- 
ratur verwiesen, z. B. auf die kompetenten Darstellungen 
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von Peacocker2' und Wuringr3I, die dem Fernerstehenden 
den Zugang zu den alteren und jiingeren Originalarbeiten 
eroffnen. Vielmehr sol1 hier die Intercalation als ein spe- 
zieller und auBergewohnlicher Typ einer Nebenvalenzbin- 
dung diskutiert werden, den das Polyanion DNA rnit Farb- 
stoffkationen eingeht. 

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

Es bedurfte vieler Anstrengungen, das Intercalationsmo- 
dell abzusichern. Fur die Intercalation gibt es mehrere in- 
direkte und direkte Beweisel3]. Heute ist das Intercalations- 
modell allgemein akzeptiert, wenn auch Detailfragen noch 
offen sind. Als schlagendster Beweis fur die Intercalation 
gilt allgemein die Rontgen-Strukturuntersuchung von So- 
bell et al.[4-61, 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 a~sgedehnt~']. 
Stets wurde Intercalation gefunden, wobei die Bindungs- 
geometrie den wechselnden molekularen Gegebenheiten 
angepal3t ist. Ohne die groaartige Leistung dieser Autoren 
schmalern zu wollen, muB doch erwahnt werden, daR die 
DNA dieser Komplexe rnit nur zwei Basenpaaren extrem 
kun  war. Es ist deshalb die Frage erlaubt, ob die dabei 
gewonnenen Resultate bedenkenlos auf hochmolekulare 
DNA iibertragen werden k6nnen. Ferner ist noch zu be- 
riicksichtigen, daI3 die Geometrie im Kristall durch die Be- 
dingung der Elektroneutralitat und die Minimierung der 
Gitterenergie bestimmt wird. 

Es gibt auch einige illtere Rontgen-Strukturuntersuchun- 
gen an hochmolekularen Farb~toff-DNA-Faden~'~'~. Die 
Faserdiagramme dieser Komplexe sind aber nur begrenzt 
aussagefahig 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 ausgefuhrt 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 ware und auch erwartet wurde. Dieser 
Befund hat Gewicht, weil er an einem Komplex aus Farb- 
stoff und naturlicher tRNA erhoben wurde. Leider haben 
die Untersuchungen von Liebman et al. keine Nachfolge 
gefunden. 

Die beschriebenen Rontgen-Strukturuntersuchungen 
lassen den SchluB zu, daB Intercalation und externe Bin- 
dung mogliche Bindungstypen sind. Welche Bindung und 
welche Geometrie irn 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 rnit zwei Bindungen konfron- 
tiert sind. 

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 unabhangig 
vom Weg, auf dem die Bindung gekniipft wird. Uber die 
Thermodynamik der Intercalation gibt es eine Reihe von 
Untersuch~ngen[~~~] ,  die aber in der Regel nur an einigen 
ausgewahlten Molekiilen durchgefiihrt wurden. Nur we- 
nige Autoren haben sich der Miihe einer vergleichenden 
Bindungsstudie unterzogen, um herauszufinden, welche 
Strukturmerkmale ein Molekiil aufweisen muB, damit es 
an DNA gebunden wird12,3.9.101. Hier ware eine erganzende 
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- 

abei sind gerade diese Parameter der ther- 
modynamische Schlussel zum Verstandnis der chemischen 
Bindung und lassen fur die Diskussion der Intercalation 
wertvolle Hinweise erwarten. Ursache fur diese Informa- 
tionslucke ist der erhebliche experimentelle Aufwand, der 
notwendig ist, diese Daten einigermaDen verliBlich zu ge- 
winnen. AuBerdem sind thermodynamische Untersuchun- 
gen sprode und gelten als unattraktiv. Jedoch ist die Inter- 
calation ein ungewohnlicher Bindungstyp, der schon we- 
gen seiner Bedeutung in der Biologie und Pharmakologie 
genauer verstanden werden sollte. Wir haben deshalb 
nochmals Experimente zu dieser sproden Materie ge- 
macht, die im Folgenden zusammenfassend diskutiert wer- 
dent'4-'91. Dabei haben wir uns nicht nur bemiiht, die oben 
angedeuteten Liicken zu schlieaen, sondern zugleich 
versucht, ein weiteres Problem anzuschneiden : Es ist lange 
bekannt und von vielen Autoren belegt12.31, daB die Bin- 
dungskonstante von Farbstoffkationen an DNA stark von 
der Konzentration von Salzen in der Farbstoff-DNA-Lii- 
sung abhangt und rnit 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 Polyelektrolyte120~2'1, die heute allge- 
mein akzeptiert wird, ist DNA aber bereits bei kleinen 
Salzkonzentrationen annahernd mit Gegenionen gesat- 

Eine starke Abhangigkeit der Bindungskonstante 
von der Salzkonzentration ist dann nicht leicht verstlnd- 
lich. Einige erganzende Untersuchungen zu diesem Pro- 
blem erschienen uns deshalb angebracht. 

Experimenteller Zugang zur Bindungskonstante ist die 
Bindungsisotherme, deren einfachster Typ von Scar- 

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 
vernachlassigt werden kann. Bei haherer Belegung der 
DNA rnit Farbstoff treten Abweichungen von der Lineari- 
tat auf. Als Ursache diskutiert man z. B. verschiedene Sor- 
ten gebundener Molekiile, die sich in ihrer Affinitat zum 
Substrat unterscheiden, Wechselwirkung der gebundenen 
Molekiile untereinander, die zu kooperativen Effekten 
fiihrt, sowie Bindung von Molekiilen, die gleichzeitig meh- 

pien[2,3. 11-131 D . 
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rere Bindungspositionen beanspruchen. Eine ganze Palette 
von Modellen wurde entwickelt, in denen die oben disku- 
tierten Gesichtspunkte berucksichtigt . G erade 
die Vielzahl der Modelle zeigt, daR es schwierig ist, ge- 
kriimmte Scatchard-Isothermen eindeutig zu interpretie- 
ren. Ganz abgesehen davon kannen auch experimentelle 
Fehler leicht gekriimmte Bindungsisothermen vortauschen. 
Wir haben deshalb die im folgenden beschriebenen Unter- 
suchungen auf den linearen Bereich der Scatchard-Iso- 
therme beschrankt und damit auf kleine Konzentration ge- 
bundener Molekiile. Zwei Griinde waren dafur 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 primarem Interesse fur die Diskussion der biologi- 
schen und pharmakologischen Bedeutung der Bindung. Im 
Folgenden sol1 gezeigt oder doch wenigstens wahrschein- 
lich gemacht werden, daR bereits der lineare Bereich der 
Scatchard-Isotherme von zwei verschiedenen Bindungen 
verursacht wird, namlich von der Intercalation und von ei- 
ner externen, pra-intercalativen Bindung. Obwohl die ex- 
terne Bindung gegeniiber der Intercalation thermodyna- 
misch begunstigt ist, durfte die Intercalation unter den Ge- 
gebenheiten in einer Zelle dominieren. Dabei ware aller- 
dings noch die Frage zu beantworten, o b  das Pharmakon 
in lebenden Zellen tatsachlich an DNA gebunden wird. 

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

Wir haben die Bindungsisotherrnen mehrerer ausge- 
wahlter Ethidium- und Acridinfarbstoffe a n  Kalbsthymus- 
DNA in waDrigem 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 Molekule ermijglicht es, die Bedeutung von 
elektrostatischer Wechselwirkung, Wasserstoffbriicken 
und hydrophober Wechselwirkung fur die Bindung zu er- 
kennen. 

2. Experimentelles 

Es gibt viele Moglichkeiten zur experimentellen Bestirn- 
mung von Bindungsisothermen fur die Bindung zwischen 
Farbstoffmolekiilen F und Nucleinshre NI2,”. Ziel aller 
Methoden ist die Ermittlung der Konzentration C des ge- 
bundenen (b) und freien (f) Farbstoffs CFb bzw. CFf 
bei verschiedenen Konzentrationen an Farbstoff 
CF=CFf+CFh und Nucleinsaure C,. Das Problem er- 
scheint einfach und fast trivial. Leider gibt es in der Praxis 
eine Fiille von Fallstricken, die die Ergebnisse verfalschen 
oder sogar unbrauchbar machen kijnnen. Ein Hinweis auf 
die experimentelle Methode ist deshalb unerllDlich. 

Wir haben die Bindungsisothermen absorptionsspek- 
troskopisch bestimmt. Bei der Bindung eines Farbstoffmo- 
lekuls an DNA wird die langstwellige Absorptionsbande 
von F in der Regel bathochrom verschoben. AuRerdem 

&::z 
AEPP 

Ph 

OPP OPPH 

Ae Cl* 
AF 

A, C P  
TMAF 

I 
H X e  

A 0  

A x” 
PF 

Schema 1. E Ethidiumbrornid. AEPP S-Amino-5-ethyl-6-phenylphenanthri- 
dinium-bromid, EPP 5-Ethyl-6-phenylphenanthridinium-bromid, TME Te- 
trarnethylethidiurnbromid, DPP 3,8-Diamino-6-phenylphenanthridin, DPPH 
protonienes DPP, B S-Arnino-S-ethyl-6-phenylphenanthridiniurn-3-olat, BH 
protoniertes B, AF Acriflavin, A 0  protonienes Acridinorange, TMAF Tetra- 
rnethylacriflavin, PF protoniertes Protlavin. 

nimmt ihre Intensitat ab. Die Absorptionsspektren fur ver- 
schiedene CF und CN 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 
beschrankt, 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 Nucleinsaure als 
weitere absorbierende Spezies hinzutritt. 

Die Konzentrationen CFf und CFb sind aus dem gemes- 
senen Extinktionskoeffizienten E zuganglich. 

&Cr=&, CFf+Eb c, 

Dam miissen auRer CF und CN die molaren Extinktions- 
koeffizienten des freien und gebundenen Farbstoffs El bzw. 
cb genau bekannt sein. Bereits kleine Fehler dieser experi- 
mentellen GroBen kijnnen zu systernatischen Abweichun- 
gen fuhren, die gekriimmte Scatchard- Bindungsisothemen 
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vortauschen. Einige kritische Probleme sollen deshalb we- 
nigstens angedeutet werden. 

cf ist aus dem Absorptionsspektrum von Farbstofflosun- 
gen zuganglich, fur die das Lambert-Beer-Gesetz gilt. Bei 
assoziierenden Substanzen, z. B. Aminoacridinen, treten 
Schwierigkeiten auf, die eine Extrapolation auf CF+O 
notwendig machenl'81. 

Eb ergibt sich als Grenzwert der Absorptionsspektren bei 
hohem NucleinsaureuberschuD CN+ 00.  Unter den ubli- 
chen Versuchsbedingungen kann dieser Grenzwert nur na- 
herungsweise erreicht werden. Deshalb empfiehlt es sich, 
ein Extrapolationsverfahren anzuwenden, das zuerst von 
Benesi und Hildebrar18"~' angegeben und von uns an das 
vorliegende Problem adaptiert ~ u r d e ' ' ~ ' .  

Die Bestimmung von CF 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 
Dunnschichtchromatogramm beschert. Selbst chromato- 
graphisch einheitliche Substanzen kbnnen noch Losungs- 
mittelreste (Wasser, Alkohol usw.) hartnackig festhalten, 
die sogar dem Trocknen im Hochvakuum widerstehen und 
die Einwaage verfalschen. 

Die Konzentration a n  vorgelegten Mononucleotidein- 
heiten CN bestimmt man am zuverlassigsten durch Phos- 
phatanalyse. Hier stehen mehrere Verfahren zur Verfii- 

Selbst bei sorgfaltigem Arbeiten und bei Beachtung aller 
VorsichtsmaBregeln sind kleine statistische Fehler unver- 
meidlich. Sie konnen unter ungiinstigen Bedingungen 
empfindliche Storungen verursachen. Das gilt insbeson- 
dere fur die Scatchard-Darstellung der Bindungsisother- 
me, in  die Differenzen groljer Zahlen eingehen. Kleine 
Fehler werden dann stark vergroDert. Anstelle der erwarte- 
ten Folge aneinandergereihter Menpunkte erhalt man den 
gefiirchteten Sternenhimmel. Hier hilft die Mittelung iiber 
viele unabhangige Einzelmessungen weiter, was jedoch mit 
groljem Aufwand verbunden ist. 

Eine andere Moglichkeit besteht im Glatten der experi- 
mentellen MeDwerte. Hat man z. B. in einer MeDreihe bei 
gegebenem CF die Extinktion E bei den verschiedenen Nu- 
cleinsaurekonzentrationen C, ermittelt und tragt man E ge- 
gen CN auf, so erhalt man im allgemeinen eine Schar von 
MeDpunkten, die nur sehr wenig von einer idealen Kurve 
abweicht. Trotzdem konnen diese kleinen Abweichungen 
groBere Schwankungen in der Scatchard-Darstellung ver- 
ursachen. Urn die Fehler zu minimieren, kann man jetzt 
durch die Punkte in der E-C,-Darstellung eine empirisch 
geglattete Kurve legen und daraus neue, verbesserte Werte 
ermitteln. Die statistischen Fehler werden dadurch unter- 
driickt, systematische Abweichungen bleiben erhalten. Wir 
verwenden zum empirischen Glatten der MeBwerte ein 
Computerprogramm, das urspriinglich von Weidner'371 fur 
analoge Probleme bei der Rontgen-Strukturuntersuchung 
von Flussigkeiten entwickelt wurde. Dieses automatisierte 
Verfahren ist dem Glatten ,,von Hand" vorzuziehen. 

Wegen der genannten experimentellen Schwierigkeiten 
darf man keine zu grol3en Erwartungen an die Genauigkeit 
der ermittelten Bindungskonstanten, Bindungsenthalpien 
und insbesondere Bindungsentropien stellen. Fur die fol- 
gende vergleichende Diskussion sind die Daten jedoch 
eine brauchbare Grundlage. 

gung135. 361. 

3. Binduogsisotherme 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 CN, die zur 
Bindung befahigt sind. Beide Parameter konnen der Scat- 
chard-Bindungsisotherme entnommen werden. Die Bin- 
dung von F an DNA verlauft nach Reaktion (a). 

F + DNA F-DNA (a) 

Wenn die Konzentration CFb der gebundenen Molekule 
hinreichend klein ist, konnen kooperative Bindungsphano- 
mene vernachlassigt werden. Fur die Gleichgewichtskon- 
zentrationen der freien und gebundenen Farbstoffmole- 
kiile CFr bzw. CFb und der verfugbaren, freien Bindungspo- 
sitionen der Nucleinsaure CNr gilt dann das Massenwir- 
kungsgesetz (MWG) [GI. (l)]. 

Die Konzentration der vorgelegten Mononucleotide ist 
CN, der vorgelegten Bindungspositionen n CN. Der Faktor 
0 < n < 1 beriicksichtigt, da13 im Mittel nur ein Bruchteil n 
von CN zur Bindung von F befahigt ist. Sind im Gleichge- 
wicht bereits CFh Molekule gebunden, so verbleiben noch 

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

Wie in Abschnitt 4 gezeigt wird, ist die Gleichgewichts- 
konstante K = Ks an die genannte Zahlung der Bindungs- 
positionen nach Scatchard angepaljt. Mit r =  Cpb/CN, der 
Zahl gebundener Molekule pro Mononucleotideinheit, 
erhalt man die Adsorptionsisotherme von Langmuir 
[GI. ( 3 1 .  

Durch einfache Umformung ergibt sich die Scatchard- 
Darstellung der Bindungsisotherme[**] [GI. (4)]. 

r/CFf = K s  (n  - r )  (4) 

Tragt man r/CFf gegen r auf, so erhalt 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 s  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 naherungsweise das  MWG gilt und die Farbstoffmo- 
lekule unabhangig voneinander an die Nucleinsaure ge- 
bunden werden. 
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Als Beispiel sind in Abbildung I Scatchard-Bindungs- 
isothermen fur das System Ethidiumbromid-DNA (E/ 
DNA) bei kleinen Farbstoffkonzentrationen wiedergege- 
benl'". Die wal3rigen Losungen enthalten aurjer E und 
DNA noch NaCl als Neutralsalz. Die Isothermen beziehen 
sich auf unterschiedliche Salzkonzentration Cs. Im Bereich 
kleiner r lassen sich alle Isothermen durch Geraden appro- 
ximieren. Das MWG ist damit formal erfullt. Bei groaeren 
Werten von r treten positive Abweichungen von der Linea- 
ritat auf. Dieser Bereich gekriimmter Scatchard-lsother- 
men soll hier - aus den oben genannten Grunden - nicht 
diskutiert werden. 

Ahb. I. Scatchard-Uindting,irothrrmen tur das System E l D N A  be1 den Kon- 
zentrationen Cs des Kornpetitorsalzes S-NaCI. 1. CS-2. W ' M .  2. 0 . 0 5 ~ .  
3. 0 . 1 ~ .  4. 0 . 2 5 ~ .  5. 0 . 5 ~ .  6. 1 . 0 ~ .  pH=7.7, T=298 K(14j. 

Die Geraden fur verschiedene Cs unterscheiden sich im 
Anstieg (Abb. 1). Unabhangig vom Anstieg schneiden sich 
aber alle extrapolierten Geraden innerhalb der Fehlergren- 
Zen auf der Abszisse bei n = 0.2 I .  n ist damit von der Salz- 
konzentration C, annahernd unabhangig (Abb. 2). Das 
Gleiche beobachtet man bei KCI oder MgCI,L'41. n ist dann 
auch unabhangig von der Art des Salzes S (Abb. 2). Auch 
fur verschiedene Temperaturen erhllt man im Bereich klei- 
ner r lineare Scatchard-Isothermen, die sich wieder unab- 
hangig von S und Cs bei n =0.21 auf der Abszisse schnei- 
denl141. Damit ist n ein Parameter, der die Bindung des 
Farbstoffs a n  das Biopolymer charakterisiert. 

P 
3 0-- A 

B 
n 

t 
I I I I I I I I I I 1 

0.2 0.L 0.6 0.8 1.0 0 

c5 C H I  - 
Abb. 2. Bindungsparamctcr ti f u r  das Sj,tem E / D N A  bei den Konzentratio- 
nen Cs der Kornpetitorsalze S=NaCl (0). KCI (o), MgC12 (A) pH=7.7, 
r = m  K (141. 

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, daO n am System E/DNA/NaCI 

noch auf einem zweiten, unabhangigen Weg durch direkte 
Titration des vorgelegten Farbstoffs mit eingestellter 
DNA-Losung bei spektroskopischer lndizierung des End- 
punkts ermittelt werden kann1I4]. 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 unabhangig von Cs 
und mit dem extrapolierten Wert identisch. 

Der Anstieg der Bindungsisothermen und damit die Bin- 
dungskonstante Ks  hangen von der Temperatur T. aber 
auch von der Art des Salzes S und der Salzkonzentration 
Cs abL14'. K , = K ,  (T, C) hat damit den Charakter einer 
scheinbaren Gleichgewichtskonstante. Abbildung 3 zeigt 
Ks als Funktion der Konzentration C, der Salze NaCI, 
KCI und MgCI, bei der Standardtemperatur T=298 K. 
Mit steigendem C, nimmt K s  ab, bei MgClz sehr schnell, 
bei NaCl und KCI langsamer. Fur hinreichend grol3e Cs 
strebt K s  offenbar einem Grenzwert Ksl zu, der zwar klein, 
aber von null verschieden ist. Die Kurven in Abbildung 3 
lassen sich durch Hyperbeln approximieren, die sich auf 
der Ordinate fur Cs=O schneiden und fur Cs-m die 
Asymptote K, ,  erreichen (Abb. 3) .  

0.5 1.0 

cs L M  1 - 
Abb. 3 .  AbhangigLeii dci ~ c h ~ i n h . ~ i c n  ~ ~ ~ ~ c l i J r J - l ~ i n J u n g ~ h ~ i i ~ ~ ~ i i t ~  A s  des 
Systems E/DNA von der Konzentration Cs der Kompetitorsalze S- NaCl 
(0). KCI (0). MgCIZ (A). pH=7.7, T=298 K. 1.-3. berechnete Kurven [GI. 
(21). Daten Tabelle I ]  1141. 

Ebenso wie die Bindungskonstante K s  nimmt auch die 
Zahl r der gebundenen Farbstoffmolekule pro Mononucle- 
otideinheit mit steigender Salzkonzentration C, a b  (Abb. 
4)L'41. Offensichtlich wird der Farbstoff aus seiner Bindung 
a n  das Biopolymer verdrangt. Die Abnahme von r ist wie- 
der bei MgCI, vie1 starker als bei NaCI. Aber selbst bei der 
extrem hohen Salzkonzentration C, = 2 M gelingt es nicht, 
den Farbstoff E vollstandig aus seiner Bindung a n  DNA 
zu Iosen. Vielmehr deuten die Kurven in Abbildung 4 an, 
daO r ,  ebenso wie Ks,  bei grorjem Cs einem Grenzwert zu- 
strebt, der bei MgClz schneller erreicht wird als bei NaCI. 
Untersuchungen bei sehr grol3em C, sind nur begrenzt in- 
terpretierbar, weil sich schwer uberschaubare Phanomene 
wie Aussalzeffekte, Denaturierung des Biopolymers usw. 
dem kompetitiven Salzeffekt uberlagern. Wir haben des- 
halb unsere Messungen zum kompetitiven Effekt im allge- 
meinen auf Konzentrationen Cs< 1 M beschrankt. 

Aus der Temperaturabhangigkeit der Scatchard-Bin- 
dungskonstante K s  konnen die Standardbindungsenthal- 
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Abb. 4. Lahl r =  c', dCh gebundener Farbstol'l'molekiile pro Mononucleo- 
tideinheit DNA des Systems E/DNA als Funktion der Konzentration CS 
der Kompetitorsalze S =  NaCl (0). MgCIz (8). Farbstofkonzentration 
CF=2.5. lo-' M, DNA-Konzentration CN-2.5. 1 0 - ' ~ .  pH=7.7, T-298 K. 
1. und 2. berechnete Kurven [GI. (115). Daten Tabelle 11 [14]. 

1 

pie AH: und -entropie AS: mit der Beziehung von uan't 
Hoff ermittelt werden [GI. (5)]. 

1. t 2 .  -301 

In&= - A H : / R T + A S g / R  ( 5 )  

Fur die Bestimmung von AH: und AS: steht nur ein 
sehr kleines Temperaturintervall zur Verfugung, 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- 

t 1 5 r  lnKsl 10 

rJ 

10 l _ I  

l I  10 

+ 
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l / T  t10-3K-'3 ---t 

Abb. 5 .  Temperaturabhlngigkeit der scheinbaren Scatehard-Hindungskon- 
stante Ks des Systems ElDNA fur verschiedene Cs der Kompetitorsalze 
S = NaCl (o), KCI (o), MgC12 (A). pH = 7.7 [ 141. 

peraturabhangigkeit von Ks in van't-Hoff-Darstellung fur 
das System E/DNA bei verschiedenen Konzentrationen 
Cs der Kompetitorsalze NaCI, KCI und MgC12 aufgetra- 
g e ~ ~ ~ ' ~ ] .  Man erkennt Scharen von annahernd parallelen 
Geraden. Damit ist die scheinbare Bindungsenthalpie 
AH: von S und C, weitgehend unabhangig (Abb. 6), wah- 
rend sich die Abhangigkeit der Bindungskonstante Ks von 
S und Cs im Gang der scheinbaren Bindungsentropie 
AS? widerspiegelt (Abb. 7 ) .  

o m  - L 5  

- 50 
0 0.2 0.L 0.6 0.8 1 .o 

C S C H ]  - 
Abb. 6. Abhingigkeit der scheinbaren Scatchard-Hindungrenthalpie AH: 
des Systems ElDNA von der Konzentration Cs der Kompetitorsalze 
S = NaCl (0). KCI (0). MgCh (A). pH = 7.7. 1.-3. berechnete Kurven [GI. (2 I )  
und (3, Daten Tabelle 1 und 21 [ 141. 

-3Ol I I I I I 
0 0.2 0.L 0.6 0.e 1 .o 

c, [ M I  - 
Abb. 7. Abhiingigkeit der scheinbarrn Scdtchard-Hindung~rntropls AS; deb 
Systems E/DNA von der Konzentration C, der Kompetitorsalze S =  NaCl 
(0). KCI (0). MgCl (A). pH-7.7. 1.-3. berechnete Kurven [GI. (21) und (3, 
Daten Tdbek 1 und 21 [14]. 

AbschlieBend machte ich nicht versaumen, auf die Pio- 
nierarbeiten von Waring[3"1 und von LePecq und Paoletti["' 
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- 
abhangig waren. Danach besteht keine ausgepragte Basen- 
spezifitat der Bindung von E an DNA. Sie fanden daruber 
hinaus, daB die Bindungskonstante K s  mit steigender Salz- 
konzentration abnimmt und bei groljen C, einem Plateau 
zustrebt. Die Menge des gebundenen Farbstoffs war dann 
konstant und anniihernd unabhangig von der Salzkonzen- 
tration C,. LePecq und Paoletti haben als erste die Tempe- 
raturabhangigkeit von K s  beschrieben und machten den 
Versuch, aus Messungen bei 23 und 3 7 T ,  AH: und 
AS: fur verschiedene NaCI-Konzentrationen zu bestim- 
men. Qualitativ gibt es viele Parallelen zwischen den Be- 

120 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 Abhangigkeit der thermody- 
namischen Parameter Ks, AH: und AS: von der Salzkon- 
zentration Cs. Wir fiihren sie auf experimentelle Schwierig- 
keiten zuriick und haben uns bemiiht, diese in unseren Un- 
tersuchungen zu iiberwinden. 

4. Bindungsisotherrne von Crothers, 
das Massenwirkungsgesetz 
und die Zahlung der Bindungspositionen 

Bei der Ableitung der Bindungsisotherme von Scatchard 
geht man formal davon aus, daR von CN eingesetzten Mo- 
nonucleotiden nur n CN zur Bindung mit einem Molekiil F 
befahigt sind. Ein freies Molekiil in der Liisung ,,sieht" 
CNf = n cN - c, freie Bindungspositionen und ,,entschei- 
det sich" fur eine davon, um eine Bindung einzugehen. 
Die Zahl der freien Positionen der DNA wird dann um 
eine verringert. Die Gleichgewichtskonstante K s  ist an 
diese Zahlweise der Bindungspositionen adaptiert. 

Nach den Untersuchungen von W ~ r i n g ~ ~ ~ ~  sowie LePecq 
und Paoletti"21 gibt es keine basenspezifische Prlferenz 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 z 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.[391 und Crorhers et al.[27.401 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 mbglich. Alle Bindungs- 
positionen sind gleichwertig. 1st eine der Positionen be- 
setzt, wird die Bindung an den benachbarten Positionen 
verhindert. Crothers et al.["''l haben auf der Basis dieses 
AusschluRprinzips rnit Hilfe der Matrixmethode folgende 
Bindungsisotherme abgeleitet [GI. (6)]:  

r' bezieht sich auf die Konzentration von Basenpaaren 
C& = c N / 2  und betragt r'= C,,/Ch = 2 r. Die Bindungskon- 
stante Kc beschreibt die Bindung von F an die ungestiirten 
Bindungspositionen der DNA, d. h. far kleine r' gilt Glei- 
chung (7). 

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

1/(1 - r ' )=  1 +r '+r"+ .  ' 

erhalten wir aus Gleichung (6) Gleichung (8). 

T'/CFf = K,-( 1 - 3 r' + r" + hohere Glieder) (8) 

Bei hinreichend kleinen r' konnen wir die Entwicklung 
in Gleichung (8) naherungsweise nach dem linearen Glied 
in r' abbrechen. Fuhren wir wieder die Konzentration CN 
an Mononucleotiden ein, so geht Gleichung (8) in (9) iiber. 

r/Cllr = 3 Kc [( 1 /6) - r] = K s ( n  - r )  (9)  

Fur kleine r ist damit die Bindungsisotherme von Cro- 
thers ebenfalls vom Scatchard-Typ. Durch Koeffizienten- 
vergleich erhalten wir K s  = 3 K c  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 hoher. Sofern 
man sich auf den linearen Teil der Bindungsisotherme be- 
schrlnkt, gilt auch fur das nearest neighbour exclusion- 
Modell formal das MWG. Der Unterschied zur Scatchard- 
Isotherme besteht in der Zahlung der Bindungspositio- 
nen. 

Das von Armstrong et al. und Crothers et al. vorgeschla- 
gene AusschluRprinzip von Bindungspositionen ist physi- 
kalisch sinnvoll. Wir wollen diese Zahlung der Bindungs- 
positionen in das MWG einfiihren. Die Konzentration der 
eingesetzten Mononucleotide sei wieder CN. Ein Bruchteil 
p CN reprasentiere mogliche Bindungspositionen. Bei Bin- 
dung eines Molekiils F sollen jetzt im Mittel q benachbarte 
Positionen der DNA blockiert werden. Die Konzentration 
der freien Bindungsstellen ist dann CNf = p  CN - q CFI, und 
mit Gleichung (1) folgt Gleichung (10) oder (1 I) .  

Der Koeffizientenvergleich rnit der Scatchard-Isotherme 
ergibt K s = q  K Z  und n = p / q .  Fur das nearest neighbour ex- 
clusion-Modell gilt z. B. Ch = p  CN = cN/2, p = 112. Ver- 
gleicht man Gleichung (1 1)  rnit (9), so erkennt man, daO 
die Bindung eines Molekiils F an eine Bindungsposition 
der DNA im linearen Bereich der Crothers-Isotherme bei 
kleinen r drei Basenpaare (q= 3) blockiert. Dann werden - 
entgegen dem Namen des Modells - nicht nur die Nach- 
barpositionen, sondern auch die iibernlchsten Positionen 
von Bindungen ausgeschlossen. An dieser Stelle sol1 noch- 
mals daran erinnert werden, daI3 dieser Wert q = 3 in giin- 
stigen FBllen direkt durch Titration ermittelt werden kann 
und nicht nur durch Extrapolation des linearen Bereichs 
von Bindungsisothermen. Bei der Titration andern sich die 
Eigenschaften des Systems in der Nahe des Endpunkts 
,,diskontinuierlich". n ist deshalb ein physikalisch relevan- 
ter Parameter und charakterisiert den Giiltigkeitsbereich 
des MWGs. 

Die Crothers-Isotherme strebt erst fur CFI-,- dem 
Grenzwert (1 -2r')=0 zu und erreicht dann den Hbchst- 
wert gebundener Molekiile r'= C,/C& = 112 oder 
CFh = C&/2. In Ubereinstimmung mit dem nearest neigh- 
bour exclusion-Prinzip wird bei Sattigung der DNA rnit F 
im Mittel an jedes zweite Basenpaar ein Farbstoffmolektil 
gebunden (q = 2). 

Gleichung ( I  1) ist gegenuber (9) flexibler in der Anwen- 
dung, da p/q nicht durch ein Modell fixiert und q - 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 K s = q K I  und n=p/q di- 
rekt zuganglich. Ohne zusiitzliche Annahmen uber p oder q 
konnen daraus nicht die drei Unbekannten K Z ,  p und q be- 
stimmt werden. Damit ergeben sich prinzipielle Schwierig- 
keiten bei der Diskussion der Bindungskonstanten. Den 
Gleichgewichtskonstanten Ks und K Z  liegen verschiedene 
ZPhlungen der Bindungspositionen zugrunde. Der Unter- 
schied geht in die Bindungsentropie, nicht jedoch in die 
Bindungsenthalpie ein. Mit K , = q K Z  und Gleichung ( 5 )  
folgen Gleichung (12) und (13). 

AH; = AH: 
ASg=AS;+ R In y 

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 zweckmafiig, 
sich zunachst alleine auf experimentell zugangliche Daten 
zu stiitzen. Deshalb sind wir genotigt, mit der Scatchard- 
Isotherme vorlieb zu nehmen, eingedenk der Tatsache, dal3 
ihr eine falsche Zahlung der Bindungspositionen zugrunde 
liegt. D a  sich ASP und AS; nur um eine additive Kon- 
stante unterscheiden, ist eine qualitative vergleichende 
Diskussion aber bereits auf dieser Ebene moglich. Die 
oben beschriebenen Isothermen kdnnen leicht ineinander 
umgerechnet werden. Dann ist es auch jederzeit moglich, 
mit Hilfe spezieller Annahmen iiber p oder q von der Scat- 
chard-Isotherme zu einer anderen Bindungsisotherme 
uberzugehen. 

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

Nach Abbildung 3 und 4 nehmen Ks und r mit steigen- 
der Konzentration Cs zuerst rasch ab, streben aber dann 
bei grofiem Cs einem Grenzwert zu. Es liegt ein kompetiti- 
ver Salzeffekt vor. Die Metall-Ionen M der Salze S ver- 
drangen die Farbstoffkationen F aus ihrer Bindung an 
DNA. Aber selbst bei sehr groBer Kompetitorkonzentra- 
tion beobachtet man im allgemeinen noch einen Rest ge- 
bundener Farb~toffkationen~~.~~]. Demgegenuber ist der 
Bindungsparameter n von S und Cs praktisch unabhangig 
(Abb. 2)13. 14'. 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 bestandig gegen Kompetitorsal- 
ze. Sie bleibt bei hoher Salzkonzentration erhalten (nicht- 
kompetitive Bindung). Demgegeniiber wird F aus Bindung 
2 durch Kompetitoren M verdrlngt (kompetitive Bin- 
dung). Record et al.[*'] haben mit der Theorie der Konden- 
sation von Gegenionen gezeigt, daB ca. 88% der negativen 
Ladung des Polyanions DNA durch ,,Bindung" von Me- 
tall-Ionen M wie Na' oder KG in wa13riger Losung kom- 
pensiert wird. Die Ladungskompensation ist in weiten 
Grenzen von der Konzentration der Kationen M in der Lo- 
sung unabhangig. Nach den theoretischen Untersuchun- 
gen von Manning[201 ist diese Ladungskompensation zur 
Stabilisierung des Polyanions unerlaBlich. Man kann da- 
von ausgehen, da8  auch die Farbstoffkationen zur La- 

dungskompensation der DNA beitragen und damit gebun- 
den werden. Der kompetitive Effekt von Metall-lonen M 
auf Farbstoffkationen F ist dann als Austausch dieser 10- 
nen an DNA zu interpretieren. 

2. Es gibt nur eine Sorte gebundener Farbstoffmolekiile, 
dafiir aber zwei Beitrage 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. urnfaat. Nach die- 
ser Vorstellung, die von Frornher~[~']  vertreten wird, ist der 
kompetitive Salzeffekt auf die Kompensation des elektro- 
statischen Anteils durch Bindung von Kompetitorkationen 
M zuriickzufiihren, wahrend 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 unabhangig ist, mufite der 
elektrostatische Bindungsanteil immer weitgehend kom- 
pensiert sein und ware auBerdem durch Variation von Cs 
nicht zu beeinflussen. Wegen dieses Widerspruchs geben 
wir im Folgenden dem ersten Modell den Vonug. 

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

F + DNAl 3 F-DNA, 

werde durch die Bindungskonstante K s l  und den Bin- 
dungsparameter n l  beschrieben [GI. (14)]. 

Bei der kompetitiven Bindung 2 mul3 man beriicksichti- 
gen, daB ca. 88% der negativen Ladung von DNA durch 
Gegenionen M kompensiert sind, aber hbchstens ca. 20% 
der Mononucleotide Farbstoff binden. Dann kann man fur 
den kompetitiven Effekt in Vereinfachung einer Gleichung 
von Record et al.'"' Reaktionsgleichung (b) aufstellen. 

M + F-DNA2 3 F + M-DNA2 (b) 

Wir zerlegen Reaktion (b) in die Teilreaktionen (c) und 
( 4  

F-DNA, * F + DNAz 

M + DNAz l(n M-DNA2 

denen formal die Bindungskonstanten KS2 bzw. Ks3 fur die 
Bindung von F bzw. M an DNA zugeordnet sind. Mit dem 
Bindungsparameter n2 ergibt sich Gleichung ( 15) bzw. 
(16). 

Es sei ausdriicklich darauf hingewiesen, dal3 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 miige 
naherungsweise dem MWG gehorchen. Die Kondensation 
der Gegenionen M an das Polyanion DNA folgt nicht dem 
MWG. Fur den Ionenaustausch [Reaktion (b)] erhalt man 
Gleichung (17). 

K,, ist als Bindungskonstante von F a n  DNA bei Gegrn- 
wart von M aufzufassen. Mit 

gewinnt man Gleichung ( 17)1141. 

Das ist eine Erweiterung der Langmuir-Isotherme auf 
zwei Bindungstypen, wie sie im Prinzip bereits von Pea- 
cncke et al.'231 vorgeschlagen und hier auf den kompetiti- 
ven Effekt erweitert wurde. Wir bringen Gleichung (18) 
auf Scatchard-Form [GI. ( I9)][l4'. 

Fur den Grenzfall cF*cN gilt CF/CN-+O, CFf-0 und 
r-0. Der dritte Term rechts in Gleichung (19) ist dann zu 
vernachlassigen. Die Scatchard-Isotherme zerfallt in zwei 
additive, voneinander unabhangige, lineare Anteile, die 
die nicht-kompetitive und die kompetitive Bindung be- 
schreiben. Man kann abschltzen, daB lineare Scatchard- 
lsothermen aber auch noch bei etwas erhohtem Konzen- 
trationsverhaltnis CF/CN zu erwarten sind. Der Bindungs- 
parameter n ist nach unseren Experimenten im Bereich 
kleiner r innerhalb der Fehlergrenzen von S, Cs oder C,,,, 
unabhangig. Offenbar gilt naherungsweise n = n l  =n2. IJm 
den kompetitiven Salzeffekt zu realisieren, mu13 man ifu- 
Derdem relativ hohe Kompetitorkonzentrationen einhet- 
Zen. Dann ist CN 4 CM und CMh * CMf = CM. Unter die.ien 
Voraussetzungen kann man Gleichung (19) zu (20) umfor- 
rnen1'"'. 

Die experimentell zugangliche effektive Bindungskon- 
stante K t 2  = Ks2( I + G )  unterscheidet sich unter unseren 
Versuchsbedingungen von Ks2 nur sehr wenig. Die Funk- 
tion 

kann fur hinreichend kleine CFf und r entweder gegen 1 
vernachlassigt oder durch ihren Mittelwert ersetzt wer- 
den. Dann beschreibt Gleichung (20) naherungsweise Scat- 
chard-Isothermen, die sich - in Ubereinstimmung mit dem 
Experiment ~ unabhangig von S, C, und T bei r = n  auf der 

Abszisse schneiden. Vergleicht man Gleichung (20) mit (4), 
so erhalt man die scheinbare Scatchard-Gleichgewichts- 
konstante K , = K , ( T ,  Cs) in der Form von Gleichung 
(2 1y141. 

Bei Molekulen, die nur kompetitiv gebunden werden 
(K , ,  =0) gilt Gleichung (22). 

Fur die Kompetitorsalze NaCI, KCI und MgC12 ist 
CM = Cs. Analoga zu Gleichung (22) sind bekannt~'2*42*431. 

Gleichung (21) und (22) sind Gleichungen von Hyper- 
beln. Sie beschreiben die Abhangigkeit der Scatchard-Bin- 
dungskonstante K s  von der Kompetitorkonzentration 
CM=Cs. Fur das System E l D N A  wurden die Kurven in 
Abbildung 3 mit Gleichung (21) berechnet und die Bin- 
dungskonstanten K s , ,  K z 2 ,  KS2 und K,, durch Ausgleich- 
rechnung bestimmt (Tabelle 1). Mit diesen Konstanten und 
mit Gleichung (18) wurden schlieBlich die Bindungsiso- 
thermen in Abbildung 4 ermittelt['41. Die Ubereinstimmung 
zwischen berechneten Kurven und experimentellen Wer- 
ten ist uberraschend gut. Dabei mu13 man die teilweise ri- 
gorosen Vereinfachungen beriicksichtigen, die der Ablei- 
tung zugrunde liegen. 

Tabelle 1. Bindungskonstanten K s l ,  K&, KS2 und Ks3 [M-'] fur das System 
E/DNA und die Kompetitorsalze NaCI, KCI, MgCl?; T=298 K [14]. 

Kompetitor Ks, K t 2  Ks? Kn3 

NaCl 1.0.10~ 6.2. lo5 - 22 
KCI 1.1.104 6.5.105 - 19 
MgCll 1 .2 .10~  7.0.10' - 350 
Mittel 1.1.10" 6.6.10' 5.6. 10' - 

Die Bindungskonstanten K, , ,  K t 2  und Ks2 sind erwar- 
tungsgemaB - innerhalb der Fehlerbreiten - unabhangig 
von der Art des Kompetitors. Die Individualitat des Kom- 
petitors spiegelt sich in der Bindungskonstante K,, wider. 
Danach ist Mg2@ ein vie1 starkerer Kompetitor als Na@ 
oder K@. 

Im Gegensatz zu Ks hangen die unabhangigen Konstan- 
ten Ksi ,  i = 1-3, nur noch von Tab.  Aus der Temperaturab- 
hangigkeit von K,, konnen in ublicher Weise mit Hilfe der 
Beziehung von van 't Hoff die Standardbindungsenthalpien 
AH$ und -entropien AS$ bestimmt werden. Als Beispiel 
ist in Abbildung 8 die Temperaturabhangigkeit von Ksi  in 
van't-Hoff-Darstellung fur das System E l D N A  wiederge- 
geben. Die ermittelten AH:,- und ASgi-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 gronen - Fehler- 
breiten von der Art des Kompetitors unabhangig. Die indi- 
viduellen Eigenschaften des Kompetitors werden durch 
die thermodynamischen Parameter der Bindung 3 be- 
s~hrieben~'"~.  

Die Daten in Tabelle 2 wurden dazu verwendet, mit 
Gleichung (21) und der Beziehung von uan't Hoff[Gl. ( 5 ) ]  
die Abhangigkeit der scheinbaren Bindungsenthalpien 
AH: und -entropien AS: von der Kompetitorkonzentra- 
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tion Cs zu bere~hnen”~]. Fur das System E/DNA sind die 
berechneten KuNen in Abbildung 6 und 7 eingezeichnet. 
Die Ubereinstimmung zwischen experimentellen Werten 
und theoretischen Kurven ist im ganzen Konzentrationsbe- 
reich gut und bestatigt nochmals die Brauchbarkeit des be- 
schriebenen Gleichgewichtsmodells. 

0- 3 6  
3 2  3 1  

i / r  [ ~ o - ~ K - ’  1 - 
Abb. 8. I cmperaturabhhngigkeit der wirklichen Bindungskonstanten Ksl, 
KZ2 und K,, des Systems E/DNA, Kompetitorsalze S=NaCl (0). KCI (0). 
MgC12 (A). pH-7.7 [14]. 

Tabelle 2. Bindungsenthalpien AH:, FJ mol -I] und Bindungsentropien 
AS!, [J K-‘ mol-’1 der nicht-kompetitiven und der kompetitiven Bindung 
i =  1-3. System E/DNA. Kompetitorsalze NaCI, KCI, MgCI2 1141. 

- 28 - 29 - + 1.7 
-21 + I3 - + 28 
- 27 - 29 - + 0.4 
- 17 + 17 - +21 
- 29 - 30 - + 2.1 
-21 + 17 - + 42 
- 28 - 29 - 21 
- 20 + 16 + 18 - 

- 

6. Nicht-kompetitiv gebundene Farbstoffkationen 
intercalieren 

Die Bindungskonstanten K s l  und KS2 der nicht-kompeti- 
tiven und der kompetitiven Bindung von Ethidium-Ionen 
an DNA unterscheiden sich um mehr als eine Zehnerpo- 
tenz (Tabelle 1, K s ,  < Ksz). 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. Veranderungen 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 Ks I zuzuordnen. Dann waren 
aber - wegen Ksl  4 Ks2 - die intercalierten Molekiile vie1 
schwacher gebunden, als man es iiblicherweise annimmt. 
Um diese Diskrepanz zu klaren, haben wir polarisations- 
optische Untersuchungen zur Bindungsgeometrie von 

nicht-kompetitiv gebundenen Ethidium-lonen an DNA 
durchgefuhrt. 

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

Als Man fur die Gute der Orientierung dient das dichro- 
itische Verhaltnis der Lichtabsorption [GI. (23)]. 

A,,  und A l  sind die Extinktionen der Farbstoffbande des 
Praparats bei Polarisatorstellung ep parallel bzw. senkrecht 
zu i .  Sind die Farbstoffmolekule statistisch gleichverteilt, 
so ist A , , = A ,  und R = l .  Bei vollstandiger Ausrichtung 
nimmt das dichroitische Verhaltnis einer Bande, die in 
oder senkrecht zur Vorzugsrichtung k polarisiert ist (A, 
bzw. A,, = 0), die Grenzwerte R = 00 oder R = O  an. In der 
Regel werden fur lntercalationsversuche Farbstoffe mit 
ebenem Chromophor verwendet. Das Ubergangsmoment 
rii der langwelligen Farbstoffbande liegt dann in der Mole- 
kiilebene. Jedoch ist die Molekulebene intercalierter Farb- 
stoffe nach Lerman senkrecht zur langen Achse der DNA 
orientiert. Fur ideal geordnete Farbstoff-DNA-Praparate 
gilt dann 6-L& A , , = O  und R=O.  An verschiedenen, me- 
chanisch orientierten Farbstoff-DNA-Praparaten wurden 
dichroitische Verhaltnisse zwischen 0.25 und 0.50 gemes- 
sen (vgl. [”I). Die Werte sind zwar deutlich kleiner als 1 ,  
dem Wert fur statistische Gleichverteilung. Das dichroiti- 
sche Verhaltnis O< R < 1 weist auch in die Richtung auf 
die Intercalation. Uberzeugen konnen die Werte aber 
nicht. Fur intercalierte Farbstoffmolekule sollte das expe- 
rimentelle dichroitische Verhaltnis nur sehr wenig von 
R = O  abweichen. Mit 0 < R < 1 sind demgegenuber auch 
andere Molekulanordnungen zu vereinbaren. 

Um zu eindeutigen Ergebnissen zu gelangen, haben wir 
die experimentelle Methodik in drei Punkten verbes- 
sefil171. 

1. In alteren Arbeiten wurden Farbstoff-DNA-Prapa- 
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, daB die Praparate frei von kompetitiv ge- 
bundenen Molekulen sind. Bei geeigneter Praparations- 
technik gelingt es, hochviskose Farbstoff-DNA-Gele her- 
zustellen, aus denen sehr dunne, vorzuglich orientierte Fa- 
den gezogen werden konnen. Diese Faden sind doppel- 
brechend, urn so starker, je besser die mechanische Orien- 
tierung ist. Unter dem Polarisationsmikroskop kann man 
dann die Stellen bester Orientierung fur die polarisations- 
optischen Messungen auswahlen. 

2. Bisher wurden fur die Untersuchung des linearen 
Dichroismus stets makroskopisch orientierte Proben ver- 
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wendet. Es laBt sich kaum vermeiden, dab  die mikroskopi- 
sche Ordnung dieser Praparate uneinheitlich ist. Bei der 
Messung mittelt man dann uber alle mikroskopischen Zu- 
stande. 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 ausgefuhrt, das mit Polarisator und Analysator ausge- 
rustet war. Anhand der Doppelbrechung der Farbstoff- 
DNA-Faden konnten die Stellen bester Orientierung im 
Praparat aufgesucht und polarisationsoptisch untersucht 
werden. 

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

Als Beispiel haben wir einen hochorientierten E’DNA- 
Faden untersu~ht[”~.  Innerhalb des Praparats schwankt Ro 
betrachtlich und nimmt Werte zwischen Ro=0.03 und 0.5 
an. Um die Intercalation zu beweisen, wird man geneigt 
sein, dem kleinsten Wert Ro=0.03  die htichste Praferenz 
zu geben. Das ist jedoch problematisch. Besser ist es, mit 
Hilfe eines unabhangigen Kriteriums die Gute der Aus- 
richtung der untersuchten Stelle des Praparats zu charakte- 
risieren. Wir haben ein indirektes Auswahlkriterium ver- 
wendet. Man kann davon ausgehen, daR die mechanische 
Orientierung des Fadens um so besser gelingt, j e  dunner 
das Praparat ist. Die Schichtdicke d ist nun einem experi- 
mentell zuganglichen Faktor K = K(d)I”] direkt proportio- 
nal. Tragt man Ro gegen K ( d )  auf, so kann man eine Kor- 
relation erwarten, aus der fiir K(d)+O und damit d+O der 
Grenzwert von Ro fur eine ideal orientierte Probe ermittelt 
werden kann. Natiirlich darf man an die Korrelation nicht 
zu hohe Anforderungen stellen. In sie geht die schwer 
iiberschaubare Beziehung zwischen Schichtdicke und Gute 
der Ausrichtung ein, d. h. das experimentelle Geschick des 
Priparators. In Abbildung 9 ist die Korrelation fur den un- 
tersuchten E/DNA-Faden wiedergegeben. Sie ist besser, 

0 

0 I I I I 

0 1.0 2 .o 3 .O 
K ( d )  - 

Ahh. V. Korrdatioti L\*i\chcii dcin horrigicrrr.ii dichroitischen Verhiiltnis Ro 
und dem Schichtdickenparameter K ( d )  fur das System E/DNA/MgCI> 
I 171. 

als man zunachst erhoffen konnte. Legt man durch die 
MeOpunkte eine Ausgleichsgerade, so ergibt die Extrapo- 
lation auf K ( d )  = 0 das dichroitische Verhilltnis 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 

gebundenen Ethidium-lonen - die nach der Praparations- 
methode nur noch anwesend sind - in der Tat intercalie- 
ren. Die kleinere Bindungskonstante KSI ist dann den in- 
tercalierten Molekiilen zuzuordnen. Man darf annehmen, 
daB Gleiches auch fiir andere intercalierte Farbstoffe gilt. 

Die Extrapolation K ( d ) - 0  umfal3t nur ein sehr kleines 
Intervall, namlich vom kleinsten gemessenen Wert 
R,, = 0.03 auf Ro = 0.00. Bei den alteren 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- 
drangt werden. Offenbar sind die Molekiile weiter aul3en 
an die DNA gebunden. Diese externe Bindung darf man 
sich aber nicht als elektrostatischen 1 : I-Komplex zwischen 
Farbstoffkationen und anionischen Phosphodiestergrup- 
pen der DNA vorstellen. Solche Komplexe sind zwar 
ebenfalls bekannt und wurden bereits von F e ~ l g e n ‘ ~ ~ ~  be- 
schrieben. Sie entstehen bei hohem Konzentrationsverhllt- 
nis CJC, und sind in der Regel schwerloslich. Es ist n = 1 
und r n  1. Unsere Experimente wurden hingegen bei 
CF/CN -4 1 durchgefiihrt (r-4 1). Nun sind nach unseren 
Untersuchungen die Bindungsparameter der nicht-kompe- 
titiven und der kompetitiven Bindung naherungsweise 
gleich (nl =nz =n). Fur die untersuchten Ethidiumderivate 
betragt n=O.Zl, fur die Acridinderivate n =0.17. Damit ist 
die externe Bindung rnit n n 0 . 2  ein eigener Bindungstyp, 
der sich vom 1 : I-Komplex rnit n =  I experimentell unter- 
scheiden IaBt. 

Die externe Bindung erfullt rnit nl=n2 auch ein Merk- 
ma1 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 erwahnenswert, daR bereits friiher Gur~ky ’~ ’ ]  und Pea- 
cocke et al.124.461 andere Bindungsgeometrien fiir DNA-ge- 
bundene Farbstoffkationen vorgeschlagen haben, die vom 
klassischen lntercalationsmodell abweichen‘”. Die Vorstel- 
lung, daR 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 pra-intercalativen Bin- 
dung stehen noch aus. 

Im Bereich hinreichend kleiner r - auf den wir uns be- 
schrgnken - erfolgen Intercalation und externe Bindung 
unabhangig voneinander und storen sich gegenseitig nur 
wenig. Die Scatchard-Isotherme [GI. (lo)] zerfallt deshalb 
mit n, = n 2 = n  formal in zwei additive Anteile K s l ( n - r )  
und K & ( n - r ) / ( l +  Ks3CM), die sich auf die Intercalation 
und die externe Bindung beziehen. Wegen der in Abschnitt 
4 beschriebenen Schwierigkeiten sol1 auf cine weiterge- 
hende Diskussion der Bindungsparameter verzichtet wer- 
den. Die Beziehung n, =n2=n gilt hier als experimenteller 
Befund. 
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Weiteren Einblick in Intercalation und externe Bindung 
bietet eine vergleichende Studie der Bindungskonstanten 
Knl, KS2 und Ks3 an einer Serie systematisch abgewandel- 
ter Farbstoffe (vgl. Schema I). Die Molekule wurden unter 
vergleichbaren experimentellen Bedingungen untersucht 
und die Bindungskonstanten mit dem beschriebenen Mo- 
dell ermittelt (Tabelle 3)11J-'h. w. I9l. 

Tabelle 3. Bindungskonstanten Ksl, Ks2, Ks3 [M '1, Gleichgewichtskonstante 
KW fur Systeme aus Farbstoff F. DNA und Kompetitorsalz S ;  T=298 K. 

I= Ks I KSZ S Ksx Kw 

E 1141 l.l.lOJ 5.6.10' NaCl 22 2.5.104 
MgCli 350 1.6-10' 

DPPH [IS] 0.9. lo4 7.5.10' NaCl 25 3 .0 .10~ 

AEPP[lS] 0.8.10' 3 . los  NaCl 30 I . lo4 

A 0  [I81 3.0.10' 7.0. 10' NaCl 24 2.9.10' 

TMAF (181 3 0  3.0.10' NaCl 25 1.2.104 
DPP [IS] 3 0  E O  
B (191 3 0  E O  

MgCI? 380 2.0.10' 

BH (191 0.9. lo4 l . O . l O o  NaCl 33 3.0.10' 
AF 1181 4.2. lo* 1.0.10" NaCl 30 3.3. 10' 

EPP [IS] - 0  S . l o 4  NaCl 30 2 . l o '  
TME [I61 3 0  1.6.10' NaCl 30 5.3.10' 

Schon fruher wurde auf die Bedeutung von elektrostati- 
scher Wechselwirkung, von Wasserstoffbriicken und hy- 
drophober Wechselwirkung fur die Bindung von Farb- 
stoffmolekulen an DNA hingewiesen[2.3* I". '*I. Nach unse- 
ren Untersuchungen lassen sich drei Gruppen von Mole- 
kulen 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 NH2-, NH- und OH-Grup- 
pen, die als Protonendonoren in Wasserstoffbriicken zwi- 
schen Farbstoff und DNA wirken konnen. Elektronendo- 
nor der Bruckenbindung ist sehr wahrscheinlich der Phos- 
phodiesterrest der DNA. Fur alle Molekiile gilt KS1 < Ksz. 
Die Bindungskonstante der Intercalation ist sehr vie1 klei- 
ner als die Konstante der externen Bindung. Bei den Mole- 
kulen unterscheiden sich die Bindungskonstanten Ksl 
sowie Ks2 nur wenig ( K s I = 1 . 1 0 4 - 4 . 1 0 4 ~ - ' ,  Ksz= 

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 Wasserstoffbrucken zwischen Farb- 
stoff und DNA wirken konnen. Die Molekule werden 
durch Kompetitorsalze aus ihrer Bindung a n  DNA ver- 
drangt. lnnerhalb der experimentellen Fehlerbreite sind 
intercalierte Molekiile nicht nachweisbar (Ksl = 0). Die 
Bindungskonstante der externen Bindung schwankt zwi- 
schen Ksz=5-104 und 3.10' M - I .  Sie ist kleiner als bei 
den Grundkorpern 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, 9). Die Molekule sind elektrisch 
neutral. Sie enthalten funktionelle Gruppen, die Wasser- 
stoffbrucken zur DNA bilden konnten. Trotzdem ist es 
nicht gelungen, experimentell eine Bindung an DNA nach- 
zuweisen (KSl =O, K s ~  =O). Sterische Hinderung kann da- 
fur nicht der Grund sein, denn bei Protonierung entstehen 

4.10'- 1.10" M - ' .  

die Farbstoffkationen DPPH und BH, die zur Intercalation 
und externen Bindung befahigt sind. 

Die Bindungskonstante Ks3 der Kornpetitorkationen a n  
DNA schwankt bei den Farbstoffen nur innerhalb enger 
Grenzen, die durch die experimentelle Genauigkeit und 
die Naherungen im Formalismus vorgegeben sind. Fur das 
Kompetitorsalz NaCl gilt Ks3=2.I0 ' -3 .  10' M - ' ,  fur 
MgClz Ks,=4. lo2 M -I. Erwartungsgem2B ist zweiwerti- 
ges Magnesium ein starkerer Kompetitor als einwertiges 
Natrium. 

Die Gleichgewichtskonstante KYI [GI. (17)] fur den Aus- 
tausch der Farbstoff- und Kompetitorkationen F und M an 
DNA ist ebenfalls in Tabelle 3 aufgefiihrt. Fur das haufig 
verwendete Kompetitorsalz NaCl hat KS4 die gleiche Gro- 
Benordnung wie die Bindungskonstante Ksl der Intercala- 
tion. Das durfte einer der Grijnde sein, warum bisher im 
Bereich kleiner r zwischen Intercalation und externer Bin- 
dung nicht streng unterschieden wurde. 

Der Vergleich der Bindungskonstanten Ksl und Ks2 (Ta- 
belle 3) zeigt, da13 der wesentliche Bindungsanteil fur In- 
tercalation und externe Bindung die elektrostatische 
Wechselwirkung ist, die durch Wasserstoffbrucken unter- 
stutzt wird (Gruppe 1). Fehlt die Moglichkeit zur Bildung 
von Wasserstoffbrucken, so beobachtet man nur noch eine 
geschwgchte 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- 
stoffbrucken - nur untergeordnete Bedeutung zu haben. 
Ware sie dominant, so sollte sie die Bindung von D P P  und 
B an DNA erzwingen. Beide Molekule durften starker hy- 
drophob sein als die Kationen DPPH und BH, die bei Pro- 
tonierung von DPP und B entstehen und p r o b l e d o s  an 
DNA gebunden werden. Trotzdem sind hydrophobe 
Wechselwirkung und Wasserstoffbriicken am Bindungsge- 
schehen beteiligt (siehe Abschnitt 8). 

Die Diskussion der Bindungskonstanten ergibt insge- 
samt ein einheitliches Bild uber die Wechselwirkungsbei- 
trage, die zur Intercalation und zur externen Bindung fiih- 
ren. Man darf jedoch nicht iibersehen, daB wir einfache 
Molekiile untersucht haben, deren Bindung dann auch mit 
einem einfachen Modell naherungsweise beschrieben wer- 
den kann. Bei komplizierteren Molekulen rnuB man auf 
kompliziertere Theorien zuriickgreifen. Bereits bei Profl a- 
vin (PF), einem klassischen intercalierenden Acridinfarb- 
stoff, muB man mit Komplikationen rechnen. PF enthalt 
ahnliche Strukturmerkmale wie Acriflavin (AF) und Acri- 
dinorange (AO), namlich zwei N H2-Gruppen in 3,6-Stel- 
lung und eine NH-Gruppe in 10-Stellung (Schema 0. 
Letztgenannte entsteht durch Protonierung der starken 
Base am Azastickstoffatom. Bei AF und A 0  erfolgt Inter- 
calation und externe Bindung unter Beteiligung von Was- 
serstoffbrucken. Das verwandte Molekiil Tetramethylacri- 
flavin (TMAF), das sich von A F  oder A 0  durch Ersatz der 
NH2- bzw. NH-Gruppen durch N(CH& bzw. NCH3- 
Gruppen ableiten llBt und zur Bildung von Wasserstoff- 
briicken nicht befahigt ist, intercaliert nicht und geht nur 
eine geschwachte externe Bindung ein. Wegen der ver- 
schiedenen Stellungen der NH2- und NH-Gruppen in AF 
und A 0  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, dal3 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- 
wart en["'. 

8. Thermodynamische Benachteiligung der 
Intercalation gegenuber der externen Bindung 

Die Bindungskonstanten in Tabelle 3 zeigen, daB im Be- 
reich kleiner r die Intercalation gegeniiber der externen 
Bindung benachteiligt ist (Ksl < K S 2 ) .  Dieser Befund iiber- 
rascht und widerspricht iiblichen Vorstellungen. Um ge- 
naueren Einblick in die Bindungsverhaltnisse zu gewin- 
nen, haben wir bei E, AF, A 0  und TMAF die Bindungs- 
enthalpien AH$ und -entropien AS:, (i = 1-3) bestimmt 
(Tabelle 4)[14. ''I. 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 fur die 
folgende qualitative Diskussion hinreichend genau. 

Tabelle 4. Bindungsenthalpien AH;, [kJ mol- '1 und Bindungsentropien 
AS:, [J K- I mol -'I der Bindungen i =  1-3 fur Sysfeme aus Farbstoff F, DNA 
und Kompetitorsalz S. 

E 1141 -28 -27 -20 + I 8  KCI f0.4 +21 
NaCl + 1.7 +2R 
MgCIz +2.1 +4? 

AF[IR] -26 -26 - 2 +28  NaCl .;O f 2 9  
A01181 -30 -28  -15  +20 NaCl EO +23 
TMAFIIR] - - 1 s  ~ +54 - la1 la1 

[a] Experimentell nicht bestimmt 1181. 

Die Bindungsenthalpien AHgl und AH& der Intercala- 
tion und externen Bindung von E, A F  und A 0  an DNA 
sind negativ und innerhalb der Fehlergrenzen jeweils 
gleich (AHEl =AH&< I). Sie unterscheiden sich bei den 
Farbstoffen praktisch nicht. Der Unterschied in den Bin- 
dungskonstanten K s ,  und K S 2  ist dann auf die Bindungsen- 
tropie zuruckzufuhren. Die Entropie nimmt bei Bildung 
der externen Bindung zu (ASg2 > 0). Demgegenuher ist 
die Entropieanderung AS:, bei Intercalation entweder 
negativ (E, AO) oder nahe null (AF). ubereinstimmend gilt 
ASgl < AS:,. Da eine Entropiezunahme thermodynamisch 
gunstig ist, dominiert die externe Bindung vor der Interca- 
lation ( K S 2 %  Ksl). 

Auch bei der externen Bindung von TMAF a n  DNA be- 
obachtet man eine negative Bindungsenthalpie AH& und 
positive Bindungsentropie AS&. Beides ist thermodyna- 
rnisch gunstig. Die Enthalpieinderung ist jedoch wesent- 
lich kleiner, die Entropieanderung wesentlich gr6Ber als 
bei der externen Bindung von E, AF oder A 0  an DNA. 

Die Bindungsenthalpie aller Kompetitorkationen ist na- 
hezu null (AHg3=0).  Die Bindung wird erst durch den 
thermodynamisch giinstigen Entropieanstieg ermoglicht 
(ME3 > 0). Sie ist damit ein entropischer Effekt. Die Bin- 

dungsentropie hlngt innerhalb der Fehlergrenzen nur vorn 
Kompetitorkation, aber nicht vom Farbstoff ab. 

Die Werte der Bindungsenthalpie und -entropie AHt3 und 
A S &  der Kompetitorkationen sind typisch fur hydro- 
phobe Wechselwirkung. Magnesium-, Natrium- und Kali- 
urn-lonen sind sogenannte' strukturbildende Ionen, Mg2' 
starker als Na@ und Na" wieder starker als K014"491. Die 
Wassermolekiile in der Hydrathiille strukturbildender lo- 
nen sind fester und starrer gebunden als im umgebenden 
Wasservolumen. Diese Strukturbildung bewirkt eine ther- 
modynamisch ungunstige Entropieabsenkung. Bei der Bin- 
dung der Kompetitorkationen an DNA miissen aus steri- 
schen Griinden Wassermolekule aus der Hydrathiille in 
das Wasservolumen uberfiihrt werden. Die erforderliche 
Energie kann aus der elektrostatischen Wechselwirkungs- 
energie gedeckt werden. Deshalb ist die Bindungsenthalpie 
der Kompetitorkationen nicht negativ, sondern nahe null 
(AH& = 0). Die uberfuhrten 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 Wassermolekule gewinnen Bewe- 
gungsfreiheitsgrade, da  bei der Ionenpaarbildung zwi- 
schen Kompetitorkation und anionischer Bindungsposi- 
tion der DNA eine partielle Ladungskompensation eintritt. 
Durch den Gewinn an Bewegungsfreiheitsgraden insge- 
samt wird ein thermodynamisch gunstiger Entropieanstieg 
erzielt, der den Entropieabfall infolge der lrnmobilisierung 
der gebundenen Ionen iiberkompensiert. Dieser Entropie- 
anstieg (AS2,>0) ist die treibende Kraft fur die Bindung 
der Kationen durch hydrophobe Wechselwirkung und 
nimmt erwartungsgemao in Richtung steigender Struktur- 
bildung zu (K@ < Na' < Mg'@, Tabelle 4). 

Auch Farbstoffkationen sind strukturbildende lonenlI4]. 
Im Gegensatz zu den kleinen Metall-Ionen sind die Was- 
sermolekiile an die groBen organischen Molekiile lockerer 
gebunden. Bei TMAF benotigt man deshalb weniger Ener- 
gie, um ein Wassermolekiil aus der Hydrathiille des Farb- 
stoffkations in das Wasservolumen zu iiberfiihren. Die 
Energiebilanz bleibt insgesamt negativ (AH:, < 0). Der 
Entropiezuwachs (AS& > 0) ist wieder fur hydrophobe 
Wechselwirkung charakteristisch. Er ist bei der externen 
Bindung von TMAF wegen der funf Methylgruppen des 
Molekiils besonders grol3. 

Bei der externen Bindung von E, A F  und A 0  ist die 
Energiebilanz noch starker negativ als bei TMAF, weil 
jetzt zusatzlich Wasserstoffbriicken zwischen Farbstoff 
und DNA gebildet werden (AH& < 0). lm iibrigen bewirkt 
die hydrophobe Wechselwirkung wieder einen Entropie- 
anstieg > 0). 

Bei Intercalation und externer Bindung beobachtet man 
annahernd gleiche Bindungsenthalpien ( A G I  =AH:,). 
Offenbar sind die Molekiile bei beiden Bindungen be- 
strebt, die ihnen zur Verfugung stehenden Valenzen in glei- 
cher Weise abzusattigen. Dann wird auch verstandlich, 
daO sich die Absorptionsspektren der intercalierten und 
extern gebundenen Farbstoffkationen praktisch nicht un- 
terscheiden. Die spektralen Veranderungen sind bei beiden 
Bindungen anniihernd gleich. 

uberraschend ist der Befund AS;,<AS:,. Man muR 
aber beriicksichtigen, daB bei der Intercalation die Dop- 
pelhelix versteift wirdI3] 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 muO diese thermodyna- 
misch ungunstige Entropieabnahme dann durch eine ent- 
sprechend starke Enthalpieabsenkung wettgemacht ,wer- 
den. 

Fur 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 Zahlung der Bindungspositionen ein, 
nicht jedoch in die Bindungsenthalpie [GI. (12)]. Wir wol- 
len die GroOenordnung des Effekts abschatzen. In Erwei- 
terung von Gleichung (13) gilt rnit n l = n z = n = p i / q ,  ( i =  1- 
3) Gleichung (24). 

AS!, =AS:, - R In q, (24) 

Bei der Intercalation kann man davon ausgehen, daO im 
Mittel auf jedes Basenpaar eine potentielle Bindungsposi- 
tion entfallt. Dann ist pI = 1/2 und q ,  = 1/2n. Nehmen wir 
an, daB fur die externe Bindung von F oder M jede anioni- 
sche Phosphodiestergruppe der DNA eine potentielle Bin- 
dungsposition ist, so betragt p2.3 = 1 und q2.3 = l/n. Bei den 
untersuchten Ethidium- und Acridinfarbstoffen (in Klam- 
mern) ist n=0.21 (0.17), R l n q l = 7  (9) und R I r 1 q ~ , ~ = 1 3  
(15) JK-I mol-I. Die AS$i-Werte sind gegenuber den 
AS&-Werten abgesenkt. Obwohl sich die Bindungsentro- 
pien verilndern, 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 vie1 kleiner als die Kon- 
stante der externen Bindung 2 (Ksl 4 K S z ) :  In vitro ist da- 
mit die Intercalation gegenuber der externen Bindung ther- 
modynamisch benachteiligt. Verursacht wird dieser Unter- 
schied in den Bindungskonstanten durch die Bindungsen- 
tropie (AS:l 4 AS:,), wahrend die Bindungsenthalpien von 
1 und 2 annahernd gleich sind (AH&=AHg2). Die le- 
bende Zelle enthalt nun zahlreiche anorganische Salze in 
komplizierter Komposition. Ein einfaches Aquivalent da- 
fur ist physiologische Kochsalzlosung, deren NaCI-Kon- 
zentration Cs=s0.l5 M betragt. Nach Gleichung (21) (Abb. 
3) fallt die scheinbare Bindungskonstante K s  im Bereich 
kleiner C, rnit wachsender Salzkonzentration steil ab. Die 
kompetitiv gebundenen Molekule 2 sind bei C,=O.lS M 
bereits weitgehend verdrangt, wahrend die nicht-kompeti- 
tiv gebundenen, intercalierten Molekule 1 der Einwirkung 
des Kompetitors widerstehen. Man kann deshalb abschat- 
zen, daO die Intercalation in vivo gegeniiber der externen 
Bindung dominiert (rl > r 2 )  oder doch beide Bindungen 
vergleichbare Anteile haben ( r ,  = r2). 

Acridin- und Ethidiumderivate sind r n ~ t a g e n [ ~ . ~ . ~ ” ] .  Da- 
her miissen sie in die Zelle gelangen und rnit 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, o b  
die biologische und pharmakologische Wirkung dieser 

Substanzen alleine durch ihre Bindung an DNA verstan- 
den werden kann, oder ob die Bindung a n  DNA eher ein 
Nebeneffekt ist und das Gros der Farbstoffmolekule in an- 
derer Weise wirksam wird. Es sollen deshalb abschliefiend 
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 
fur die Zelle im allgemeinen nicht oder nur begrenzt to- 
xisch. Damit eroffnet sich die Mbglichkeit, 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 
(Mausefibroblasten), die experimentell relativ leicht in 
gleichbleibender Qualitat zuganglich sind. Gewebekultu- 
ren haben den Vorteil, daO die Zellen in einer Mono- 
schicht auf der Unterlage (Deckglaschen) wachsen und 
dann leicht mikroskopisch beobachtet werden konnen. Zur 
Inkubation werden die Zellen mit der Unterlage in eine 
Farbstofflosung der Konzentration CF getaucht (37OC) 
nach der Inkubationszeit rI in Hanks-Losung gespult, um 
den uberschussigen Farbstoff zu entfernen, und anschlie- 
Bend der mikroskopischen Beobachtung zugefuhrt. 

Fixierte und lebende Zellen verhalten sich bei der Fluoro- 
chromierung verschieden. Wir betrachten zunachst eine 
Gewebekultur Ethanol-fixierter HeLa-Zellen, die mit dem 
Fluorochrom A 0  gefarbt wurde. Der Kern der Zellen fluo- 
resziert intensiv grun-gelb, das Cytoplasma und die Nucle- 
oli intensiv orange. Aus spektroskopischen Untersuchun- 
gen ist bekannt, daR A 0  rnit steigender Konzentration in 
wll3riger Losung assoziiert‘5’,s21. Dabei verandern sich die 
Absorptions- und Fluoreszenzspektren. Die Fluoreszenz- 
farbe der Monomere ist nun ebenfalls griin-gelb, der Di- 
mere orange. Danach liegt A 0  im Kern bevorzugt mono- 
mer, im Cytoplasma und Nucleoli dimer vor. Aus enzyma- 
tischen Abbauversuchen kennt man auch die Substrate, a n  
die der Farbstoff in der Zelle gebunden ist. Es sind die Nu- 
cleinsauren 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 rnit A 0  haben von Bertulunfly et al.[”I 
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 
A 0  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, dafi der Farbstoff an 
die DNA gebunden wird, die im Kern und den Chromoso- 
men lokalisiert ist. Die Funktion der vital gefarbten Zellen 
ist nicht nennenswert beeintra~htigt”~’. Besonders ein- 
drucksvoll gelingt die Vitalfluorochromierung von Chro- 
mosomen rnit dem basischen Acridinfarbstoff 3-Amino-6- 
methoxy-9(2-hydroxy-ethyl-amino)acridin, den wir kurz- 
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lich untersucht haben (Abb. Hohe Farbstoffkonzen- 
tration und lange Inkubationszeiten werden von der Zelle 
ohne nachweisbare Verringerung der Atmungsaktivitat 
vertragen. 

Abh. 10. Chromosomen in mitotischen LM-Zellen ndch Vitallluorochromic- 
rung mit 3-Amino-6-methoxy-9(2-hydroxy-ethyl-amino)acridin. Farbstolf- 
konzentration CF= 1 .  lo-' M, lnkubationszeit ri=45 min, VergroRerurig 
1000fach [SS]. Links Telophase: rechts Prophase. 

Die Vitalfluorochromierung des Kernchromatins ist jc- 
doch keineswegs die Regel, sondern eine seltene Ausnah- 
me. Im Regelfall ist der Kern lebender Zellen praktisch 
fluoreszenzfrei, eine Eigenschaft, die als Kriterium fur 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 angehiiuft sein konnen. Es handelt sich urn 
Lysosomen, in denen jetzt der Farbstoff akkumuliert wird. 
Bei der Vitalfluorochromierung rnit A 0  ist das Cytoplasrna 
rnit orange fluoreszierenden Lysosomen geradezu uber- 
 at^^"."^. Aber auch zahlreiche andere Farbstoffe werden i n  
den Lysosomen lebender Zellen akkumuliert, wie das basi- 
sche Fluorochrom 3-Dimethylamino-6-methoxyacridin, 
das mit A 0  eng verwandt ist (Abb. 11). Bei fixierten Zellen 
erzeugt der gleiche Farbstoff wieder eine der Bertalanffq- 
Farbung analoge Fluorochromierung von DNA und RNA 
im Kern und Cytoplasma bzw. N u c l e o l ~ s ~ ~ ~ ~ .  

Lysosomen enthalten keine Nucleinsaure. Vielmehr sind 
sie die Verdauungsorganellen der Zelle. Sie haben die Auf- 
gabe, hohermolekulare Substanzen in der Zelle enzyma- 
tisch zu spalten und die Spaltstucke dem Stoffwechsel zu- 
zufuhren. Farbstoffe sind schwer verdaulich. Sie konnen in 
den Lysosomen - auf einem noch nicht genau bekannten 
Weg - in so hoher Konzentration angereichert werden, daR 
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 fuhrt. 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, namlich zu 
verhindern, daB der Farbstoff mit den lebenswichtigen 
Nucleinsauren in Wechselwirkung tritt. 

Bereits kleine Vertinderungen in der Molekiilstruktur ge- 
nugen, um die Zelle zu einer ganz anderen Antwort auf die 
Einwirkung eines Fluorochroms zu veranlassen. A 0  z. B. 
ist eine starke Base, die bei p H = 7  praktisch vollstandig 
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- 
kiirper A 0  - intensiv fluoreszieren und mit steigender 
Konzentration in waBrigem Medium ass~zi ie ren '~~!  Wir 
haben n-C,H2,+ ,-AOs (m= 1-9) untersucht. Fur m>9 
sind die Substanzen in Wasser schwerloslich. Methyl-A0 
verhalt sich bei der Vitalfluorochrornierung von HeLa- 
oder LM-Zellen noch ahnlich wie AO. Man beobachtet 
Farbstoffakkurnulation in Lysosomen, daneben schwach 
in Mitochondrien. Aber bereits bei Ethyl-A0 verandert 
sich das mikroskopische Bild drastisch. Jetzt wird der 
Farbstoff bevorzugt an die Mitochondrien der Zelle ge- 
bundenim'. Die Vitalfarbung der Mitochondrien wird mit 
steigender Kettenlgnge des Alkylrests immer pragnanter 
(Abb. 12)[6'1. Bei Nonyl-A0 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-Farbung analoge Farbung erzeugen, 

Ahh. I I .  Lysoronien L im ('ytoplasma von LM-Zellen nach Vitalfluorochro- 
mierung mit 3-l)imethylamino-6-methoxyacridin. Farbstoffkonzentration 
C ,  = I .  M.  lnkubationszeit r, =4.5 h, VergrijBerung 1000fach. Die inten- Abb. 12. I-ilamentose Mitochondrirn M im Cytoplasma von HeLa-Zellen 
siv fluoreszierenden Lysosomen sind entweder im Cytoplasma verteilt oder nach Vitalfluorochromierung mit 10-n-Nonyl-acridiniumorange-chlorid. 
in der Kernbucht angehguft. Der Zellkern K fluoresziert sehr schwach, das Farbstoffkonzentration C, = 5 .  l o - '  M. Inkubationszeit rI = 10 min, Vergro- 
Cytoplasma praktisch nicht. Es ist deshalb fluoreszenzmikroskopisch nicht Berung 1000fdch. Weder Zellkern K noch Cytoplasma sind fluoreszenzmi- 
dargestellt [SS]. kroskopisch dargestellt [61, 631. 
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wobei das Fluorochrom an DNA und RNA im Kern und 
Cytoplasma gebunden wird. 

Die Vitalfarbung der Mitochondrien mit Nonyl-A0 ist 
sehr spezifisch und effizient["I. 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 .  M kann man die fluoreszierenden Mitochon- 
drien bereits bei einer Inkubationszeit z, < 1 rnin beobach- 
ten. Bei C, 2 1. M und z1 = 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 Vitalfar- 
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 grol3er 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, da13 Nonyl-A0 durch hydrophobe 
Wechselwirkung an diese Membranen gebunden wird["l. 
Ein Ma13 fur die Funktionsfahigkeit der Mitochondrien ist 
die Atmungsaktivitat. Bei HeLa-Zellen wird bis zu 
CF d 5 10 - M und z, = 10 min weder der Sauerstoffver- 
brauch noch die Ultrastruktur der Mitochondrien beein- 
fluRt. Bei hoherer Farbstoffkonzentration und langerer In- 
kubationszeit beobachtet man eine Hemmung der Atmung 
und parallel dazu Veranderungen der Ultrastruktur, insbe- 
sondere an der inneren Mitochondrienmembran und bei 
den Membranen der Cristae'bl.b21. Irn Endstadium 
( 5 .  M und 30-60 min) werden die Mitochondrien un- 
ter der Einwirkung der hydrophoben Farbstoffkationen in 
mehrschalige Liposomen und bizarre Myelinkorper urnge- 
wandelt. Es ist bernerkenswert, daR diese dramatischen 
Veranderungen der Ultrastruktur unter dem Elektronenmi- 
kroskop nur bei den Mitochondrien beobachtet werden 
konnen. 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[61,631. Sie wird aber offensichtlich durch einen anderen 
Mitochondrien-spezifschen Beitrag erganzt'"I. 

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 Veran- 
derungen der Ultrastruktur der Mitochondrien[64-661. Die 
hochste Wirkung hat TME, das von den genannten Ethidi- 
umderivaten auch am starksten hydrophob ist. Wir neh- 
men deshalb an, da13 die Veranderung der Ultrastruktur 
wieder auf hydrophobe Wechselwirkung zwischen Farb- 
stoff und Mitochondrienmembranen zuriickgefuhrt wer- 
den kann. 

Diese wenigen Beispiele mogen geniigen, urn darzule- 
gen, da13 die Bindung von Acridin- und Ethidiumderivaten 
an DNA in vitro keine eindeutigen Ruckschliisse auf die 
Bindung und den Ort der Akkumulation der gleichen Sub- 
stanz in lebenden Zellen zuliOt. Ganz offensichtlich hat 
die lebende Zelle mit der Farbstoffakkumulation in Lyso- 

somen einen Mechanismus zur Verfiigung, der das Kern- 
chromatin schiitzt und verhindert, da13 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, d a  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 fur Forschung und Technologie 
und der Deutschen Forschungsgemeinschafr sei fur die Un- 
terstutzung dieser Untersuchungen gedankt. Mein besonde- 
rer Dank gilt meinen Mitarbeitern - sie sind irn Literaturuer- 
zeichnis zitiert - fur ihren tatkraytigen Einsatz und fur 
f i c h t b a r e  Diskussionsbeitrage. 
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Druck. 

Resonanz-Raman-Spektroskopie und ihre Anwendung in der 
Anorganischen Chemie 

Von Robin J. H. Clark* und Trevor J. Dines 

Resonanz-Raman-Spektren werden erhalten, wenn die Wellenzahl der (monochromati- 
schen) Anregungsstrahlung annahernd oder vollstandig mit der eines Elektroneniibergangs 
der streuenden Spezies iibereinstimmt. Normalerweise sind derartige Spektren durch eine 
sehr groDe lntensitatszunahme bestimmter Raman-Banden charakterisiert ; manchmal tre- 
ten auch noch intensive Ober- und Kombinationsschwingungsbanden auf. Die Methode 
liefert detaillierte Informationen iiber angeregte Elektronenzustande, d a  nur die zu den 
Chromophoren gehorenden Schwingungszustande Resonanz-Raman-aktiv sind. Hinzu 
kommt die hohe Empfindlichkeit dieser Technik, die es ermoglicht, Verbindungen sogar 
noch in Konzentrationen von mol/L nachzuweisen. Die Resonanz-Raman-Spektro- 
skopie eignet sich deshalb vor allem auch zum Studium von Chromophoren in biochemisch 
wichtigen Molekiilen. 

Neue analytische 
Methoden (27) 

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 
verstandlicher Weise zu tun und dariiber hinaus die An- 
wendung der Methode auf dem weiten Feld der Anorgani- 
schen Chemie zu besprechen. Zu diesem Zweck befaDt 
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. AuDerdem wird die 
Bedeutung des Depolarisationsgrades einer Raman-Bande 

[*] Prof. Dr. R. J. H. Clark, Dr. T. J. Dines 
Christopher Ingold Laboratories, University College London 
20 Gordon Street, London WCl H OAJ (GroObritannien) 

auseinandergesetzt, und zwar hinsichtlich der Zuordnung 
von Schwingungs- und Elektronenubergangsbanden. 

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 beschranken uns dabei auf RR-Studi- 
en, die nach 1977 durchgefiihrt wurden, d a  eine Zusam- 
menstellung friiherer Arbeiten vorliegt"'. Die Untersu- 
chungen an kleinen Molekiilen (Abschnitt 4) werden ein- 
gehender behandelt, da  sie mahgeblich zum Verstandnis 
des RR-Effekts beigetragen haben. Die Untersuchungen 
an groReren Molekiilen (Abschnitt 5 )  werden an einigen 
anschaulichen Beispielen diskutiert; der Leser sei auf 
Ubersichten verwiesen, die Spezies mit Metall-Metall-Bin- 
dungen'", gemischtvalente M ~ l e k i i l e " . ~ ~  und Metallpor- 
phyrine"' behandeln. Andere Ubersichten betreffen RR- 
Untersuchungen an Halbleitern["], elektronische Raman- 
Streuung['] sowie zeitaufgeloste Resonanz-Raman(TR3)- 
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