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Complex formation of deoxyribonucleic acid and 2-amino-benzo[c]cinnoline is demonstrated by
spectroscopic means. The small molecule though uncharged seems to intercalate between the base
pairs of the deoxyribonucleic acid like the acridines. The complex constant, however, is smaller
by about two orders of magnitude. The influence of salt concentration and temperature on the
equilibrium is investigated. The involvement of charge-transfer contribution is suggested.

1. Einleitung

Dannenberg und Sonnenbichler! berichten uber
die Wechselwirkung einer Reihe von aromatischen
Aminoverbindungen, die teilweise carcinogene Wir-
kung haben, mit Desoxyribonucleinsdure (DNA).
Soweit wir die Literatur kennen, ist auBBer der nicht
eindeutigen Beobachtung in! noch iiber keine Kom-
plexbildung zwischen DNA und Azoverbindungen
berichtet worden.

Wir haben solche Untersuchungen an drei struk-
turell verwandten Azoverbindungen begonnen,
haben jedoch mit spektroskopischen Mitteln bei p-Di-
methylaminoazobenzol (1) und p,p’-Diamino-o,0’-
azodiphenylmethan (2) keine Wechsewirkung mit
DNA feststellen konnen Dagegen bildet 2-Amino-
benzo[c]cinnolin (3), von dem nicht bekannt ist,

NH,

ob es cancerogen ist, einen Komplex mit DNA. Uber
die Untersuchung dieses Komplexes soll in dieser
Arbeit berichtet werden.
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2. Experimentelles

2.1. Chemikalien

Als DNA-Komponente wurde das Natriumsalz
von Kalbsthymus-DNS der Firma EGA-Chemie,
Steinheim, ohne weitere Reinigung eingesetzt. 3
wurde nach der Literatur 2 hergestellt und chromato-
graphisch gereinigt, Schmelzpunkt 239 °C. Als Lé-
sungsmittel wurden Athanol ,,Uvasol“ von Merck
und einfach destilliertes Wasser benutzt, die ver-
wendeten Salze hatten p.a.-Qualitat.

2.2. Bereitung der Proben
Die DNA lieBen wir vier bis fiinf Tage bei 4 °C

in wiBriger Salzldsung quellen. Normalerweise be-
trug die Salzkonzentration dieser Losung 1,65-1073
M/, fiir die Versuche zur Bestimmung der Kom-
plexbildungskonstanten und der Zahl der Bindungs-
stellen war die Salzkonzentration der Quellosung
2-1073Mm/l, fiir die Proben zur Untersuchung des
Einflusses der Salzkonzentration auf die Komplex-
eigenschaften wihlten wir die Konzentrationen
1,65-10"*m/l, 1,65-1072m/1, 1,65-1073 M/l und
und 1,65-10"*Mm/l. 3 wurde wegen seiner geringen
Loslichkeit in Wasser/Athanol-Mischung 10:1 ge-
16st. Die Untersuchungen des 3-DNA-Komplexes
wurden in Athanol/Wasser 1:20 durchgefiihrt. Bei
diesem Athanolgehalt ist der Komplex, zumindest
bei Proflavin, noch nicht merklich vom organischen
Lésungsmittel beeinfluf3t 3.

Der Komplex wurde nach folgendem Verfahren
hergestellt: Zu einer definierten Menge an 3-Losung
wurde eine definierte Menge DNA-Losung gegeben.
Die Mischungen wurden in bezug auf das Verhalt-
nis Wasser: Athanol und in bezug auf die Salzkon-
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zentration eingestellt und iber Nacht im Dunkeln
inkubiert.

2.3. Gerdte

Absorptionsspektren wurden mit einem Shimadzu
UV-200 Spektralphotometer bei Raumtemperatur
registriert, die Absorptionsmessungen bei hoherer
Temperatur mit einem Zeiss PM QII-Spektralphoto-
meter mit temperierbarem Kiivettenhalter Punkt fir
Punkt ausgefiihrt. Fir die Fluoreszenzmessungen
stand ein Aminco-Keirs-Spektralfluorimeter zur Ver-
figung, die Circular-Dichroismus-(CD-) Spektren
wurden mit einem Cary 60-Spektralpolarimeter mit
CD-Zusatz 6002 gemessen *.

3. Ergebnisse und Diskussion

In Abb.1la sind die Absorptionsspekiren von
DNA und 3 dargestellt. Abb. 1b zeigt die Spektren
von 3 mit steigenden Konzentrationen von DNA. Es
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Abb. 1. a. Absorptionsspektren von --- 3, ——— DNA.

EtOH/H,O 1:20, 7,5-10—*m NaCl, 7,5-10 %M NaCitrat,
pH 6.,2: b.Absorptionsspektren von vier Losungen verschie-

denen 3-DNA-Verhiltnisses. ¢;=3-10"5 M, (1) ex=0 M,
(2) ex=1,62-10"%M, (3) cN=3,26-10"%M, (4) cx=
6,52-10—* M, EtOH/H,0 1:20, 7,5-10~* m NaCl,

7,5-10—% M NaCitrat, pH 6.2; c¢. Hypochromie einer 3-DNA-

Mischung. -+ 3, ——— DNA, 3-DNA-Mischung,

— +— Summenspektrum von 3 und DNA; ¢;=10"%M, ¢N

=1,63-10-* M, EtOH/H,0 1:20, 7,5-10—* M NaCl,
7,5-10—% m NaCitrat, pH 6.,2.

* Diese Messungen wurden im Institut fiir Mikrobiologie
und Molekularbiologie der Universitit Hohenheim durch-
gefithrt, wofiir wir Herrn Prof. Dr. F. Lingens und
Herrn Dr. A. Bacher danken.

bildet sich bei 455 nm ein neues Maximum aus, das
wir einem DNA-3-Komplex zuschreiben. Bei 410 nm
beobachtet isosbestischen Punkt. Ein
niedriges Maximum erscheint bei 332 nm.

man einen

Ein Extinktionsdifferenzendiagramm * ergibt eine
Gerade, die durch den Nullpunkt geht: Im beobach-
teten Konzentrationsbereich stellt sich das Gleich-
gewicht einer ..einheitlichen® Reaktion ein. Damit
betriagt der Extinktionskoeffizient bei 455 nm

Eg55 K = Fas _ ]:'1‘35 (e318 7 — €318 %) 5
' cy AE 55 '
wobei ¢, die Konzentration des gebundenen 3, E;
die Extinktion, 1E; die Extinktionsdifferenz bei der
Wellenlange 4 und ¢375 ¢ bzw. e3;5k die Extinktions-
koeffizienten des freien 3-Farbstoffs bzw. des Kom-
plexes bedeuten.

Unter der Annahme, dal} &35k gegeniiber eggy
=142001/Mcem zu vernachldssigen sei, errechnet
sich der Extinktionskoeffizient des Komplexes zu
€455k = 17600 1/M cm. Dies ist eine Obergrenze, sie
diirfte auf ca. 20% richtig sein. Das damit ermit-
telte ¢;, wird im folgenden benutzt.

Abb. 1 ¢ zeigt den Bereich zwischen 210 und
310 nm fiir zwei willkirlich gewéhlte Konzentra-
tionen von 3 und DNA: Den Spektren der Einzel-
losungen ist ein Summenspektrum und das Spek-
trum der Mischung der 3- und DNA-Lésungen nach
Beriicksichtigung der Verdiinnung gegeniibergestellt.
Man sieht, dal} die Mischung eine kleinere Extink-
tion aufweist als das Summenspektrum. Diese Hypo-
chromie ist ebenfalls ein Hinweis auf die Komplex-
bildung.

Die Komplexbildungskonstante ist unter der An-
nahme einer reversiblen Bildungsreaktion 3+
DNA = Komplex definiert als

Cy

K.= =
Cg (B = Cl.)

Dabei ist ¢; die Konzentration des freien 3, B’ die
Zahl der Bindungsstellen an der DNA. Die Kon-
stante K. ist nicht die thermodynamische Gleich-
gewichtskonstante, da in der Bestimmungsgleichung
die Konzentrationen, nicht die Aktivitaten stehen.
K. ist von der Salzkonzentration abhiingig (Abb. 3).
Man kann die Gleichung fiir K, umformen ©

rlee=K.B—K.r,

wobei r = ¢, /ey und ¢y die Konzentration der mono-
meren Nucleotideinheiten bedeuten. Zur Berechnung
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von cy benutzten wir die Tatsache, dall die Adenin-
Thymin- und Guanin-Cytosin-Nukleotidpaare bis
auf weniger als ein Prozent dasselbe Molekular-
gewicht haben. Aus der Einwaage und diesem Mole-
kulargewicht erhialt man die Konzentration der
Nukleotidpaare, die Konzentration der monomeren
Nukleotide ist doppelt so groB. B=B'/ey ist die
Zahl der Bindungsstellen pro monomerer Nucleotid-
einheit an der DNA.

Abb. 2 zeigt r/c; aufgetragen gegen r fiir eine
Natriumacetatkonzentration von 1073 M. Die Punkte
liegen annahernd auf einer Geraden. Aus der Stei-

r1072 ——

Abb. 2. Zur Bestimmung der Bindungsparameter K und B.
eN=23,26-10"* M, ¢, variiert von 2,8-107% M bis 1,68-10~* M
EtOH/H,0 1:20, 10—3 M NaAcetat, pH 6,2.

gung der Geraden erhdlt man eine Komplex-
bildungskonstante in der GroBenordnung
5-10%, aus dem Ordinatenabschnitt eine Bindungs-
stelle auf 25310 Basenpaare. Die Bindungskon-
stante ist um eine bis zwei GroBenordnungen klei-
ner als z.B. die des 3.8-Di-amino-5-athyl-6-phenyl-
phenanthridiniumbromid (Ethidiumbromid)-DNA-
Komplexes 7. Dieser Unterschied ist mef3technisch
relevant. Die Komplexbildungskonstante K. nimmt
mit steigender Salzkonzentration stark ab (Abb. 3).

Die Bildung des bei 455 nm absorbierenden DNA-
3-Komplexes ist an die native Konfiguration des
DNA gebunden. Denaturiert man die mit 3 beladene
DNA durch Erhitzen, so verschwindet die Komplex-
bande. Beim Mischen von Loésungen von 3 und de-
naturierter DNA bleibt das 3-Spektrum unverén-
dert.

Abb. 4 zeigt die thermische Denaturierung der
mit 3 beladenen DNA. Die Hyperchromie der Ab-
sorptionsbande im ultravioletten (UV) Spektral-
bereich bei 260 nm hat zwei Ursachen: 1. die Dis-
soziation des Komplexes (vgl. Abb. 1¢), 2. die Ent-
spiralisierung der DNA. Bei ca. 40 °C ist der Kom-
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Abb. 3. Absorptionsspektren einer 3-DNA-Mischung bei
verschiedenen Salzkonzentrationen. ¢3=5-10"% M, ¢N=
8,14-10—* M, EtOH/H,0 1:20. (1) 7,5-1072 m NaCl,
7,5-1073 M NaCitrat, (2) 7,5-10—3M NaCl, 7,5-107*m
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NaCitrat, (3) 7,5-10—*M NaCl, 7,5-10—5M NaCitrat, (4)
7,5-10—3 M NaCl, 7,5-10—% m NaCitrat.
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Abb. 4. (0O), Komplexbildung in Abhangigkeit von der

Temperatur r=f(T) fir ¢;=4-10"%M, cN=5,5"10"%Mm,

EtOH/H,0 1:20, 7,5-10—%Mm NaCl, 7,5-10—%wm NaCitrat,

pH 6,2. (), Schmelzkurve einer 3-DNA-Mischung fiir

c3=6,5-10"%m, cx=1,5-10—* M, EtOH/H,0 1: 20, 4,5-10—*

M NaCl, 4,5-10—% m NaCitrat, (X), Schmelzkurve der DNA
allein unter gleichen Bedingungen.

plex zur Halfte zerfallen, wie die Abnahme der
Komplexbande bei 455 nm zeigt, die Dissoziation ist
nahezu vollstindig, bevor der Schmelzvorgang der
DNA richtig einsetzt. Deshalb ist die Schmelztempe-
ratur fir DNA und den DNA-3-Komplex gleich.

3 fluoresziert mit einer Quantenausbeute von ca.
40%8. Diese Fluoreszenz verschwindet, wenn die
3-Molekel in den Komplex eingebaut wird. Die
Fluoreszenz der Komplexlosungen ist auf den An-
teil an ungebundenem 3 zuriickzufithren, wie die
spektrale Lage der Fluoreszenz und das Anregungs-
spektrum beweisen.
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Im Komplex mit DNA zeigt 3 optische Aktivitat.
Die Banden des CD-Spektrums konnen mit der ge-
botenen Vorsicht 1% denen des Elektronenspek-
trums zugeordnet werden. Die Melgrofie 0 ist we-
gen der hohen Absorption des Komplexes klein,
die molare Elliptizitdt ist im Bereich der Komplex-
bande maximal [0] =2600 grad-cm?/mol. Da im
Komplex eine induzierte optische Aktivitat beob-
achtet wird, kann man auf eine Fixierung der Kom-
plexpartner relativ zueinander schlielen.

Die beobachteten Eigenschaften des DNA-3-Kom-
plexes entsprechen weitgehend denen der eingehend
untersuchten Acridinorange- oder Ethidiumbromid-
DNA-Komplexe, fir die das Intercalationsmodell
gesichert ist®. Fir die Intercalation des kleinen
flachen aromatischen Azomolekiils 3 sprechen die
bathochrome Verschiebung der langwelligen 7z—a*-
Bande des 3 bei Komplexbildung, die Titrations-
kurve, die eine einfache Sattigungskurve ist, die
induzierte optische Aktivitdt, die Hypochromie der
UV-Bande bei 260 nm bei Komplexbildung und die
Zerstorung des Komplexes bei Denaturierung der

DNA.
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