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The fluorescent staining of fixed A9 cells (mouse fibroblasts) with ethidium bromide E has
been investigated qualitatively and quantitatively. E is bound to DNA, RNA and protein. After
enzymatic RNA digestion and staining at pH = 4.0 the dyestuff is bound to DNA specifically.
The formed E-DNA-complex is stoichiometric if DNA will be saturated by high dye concentra-
tion, Cp = 1.0 x 1072 M. The stoichiometric factor n = 0.21 was determined from Scatchard bind-
ing isotherms and by spectrophotometric titration.

The binding of E to DNA and RNA has been investigated by binding isotherms. E is bound to
DNA by intercalation and by ionic interaction. It is bound to RNA by ionic interaction only. The
ionically bound dyestuff can be replaced by salts like LiCl from DNA and RNA. Only inter-
calated E remains. The competitive salt effect can be used to avoid the enzymatic RNA digestion
in the specific staining of DNA.

Within the cell the E-DNA-complex fluoresces strongly. Using a microspectrophotometer we
determined the fluorescence intensity J and the extinction E in cell sections of g = 1 p* area. The
fluorescence was excited in the minimum of the absorbance of the E-DNA-complex at
A, =365 nm. The extinction E, was measured in the short wavelength band at 4, = 260 nm. Under
these conditions we received a linear relation J = J(E,) up to high extinctions E,. The quantum
yield O of the E-DNA-complex is nearly constant and independent of the biological environment.
Q 1is also unaltered by LiCl. Within the limits of error intercalated and ionic bound dye have the
same quantum yield. Under the conditions of stoichiometric staining the amount of E-DNA-
complex and therefore DNA in the cell can be determined by J.

The extinction coefficient &, = 45200 M~ cm™ of the E-DNA-complex at 260 nm was calcu-
lated from the concentration dependence of the absorbance spectra using the law of mass action.
By ¢, the amount of DNA in the cell is accessible from J. According to our measurements with
A9 cells the superficial density of DNA has the order of magnitude ox = my/¢ = 10 nmol cm 2,
the amount my of DNA per section g = 1 p*, my = 10~ fmol, and the DNA concentration in the
cell nucleus Cxy = 107 M.

The ray pass and diagram of electronics of the used microspectrophotometer are described.

Einleitung dariiberhinaus die Stochiometrie des Farbstoff-Sub-
strat-Komplexes bekannt sein. Nur wenn die Kom-
plexbildung durch andere Substanzen nicht gestort
wird, kann man mit einer spezifischen und stochio-
metrischen Féarbung rechnen. In der chemischen
Analyse werden storende Substanzen im Analysen-
gang entfernt. In der Zelle ist das nur ausnahmsweise
moglich. Man muB deshalb bei qualitativen und
quantitativen Farbungen mit Stérungen rechnen und
darf keine zu hohen Erwartungen an Spezifitit und

Farbstoffe werden in der Cytochemie und Histo-
chemie als analytische Reagenzien eingesetzt, um
Substrate, die sie anfarben, in der Zelle qualitativ
nachzuweisen oder — in giinstigen Féllen — quanti-
tativ zu bestimmen. Fiir den qualitativen Nachweis
geniigt es, wenn der Farbstoff spezifisch gebunden
wird. Bei einer quantitativen Bestimmung muf
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Ethidiumbromid E ist einer der Farbstoffe, der
zum Nachweis von DNA in der Zelle verwendet
wird, vgl. z. B. [1=5]. Er kann zwar nur schlecht als
Absorptionsfarbstoff eingesetzt werden, weil die im
Sichtbaren gelegene Absorptionsbande des E-DNA-
Komplexes nur kleine Extinktion hat. Dafiir ist E ein
ausgezeichnetes Fluorochrom. Der gebundene Farb-
stoff fluoresziert bereits bei Zimmertemperatur [6]
und 1aBt sich unter dem Fluoreszenzmikroskop
leicht nachweisen, vgl. z. B. [7, 8]. Hinzu kommt, da3
E — im Gegensatz zu vielen anderen Fluorochromen
— gegen Lichteinwirkung relativ stabil ist. Daraus er-
gibt sich die Moglichkeit, aus der Fluoreszenzinten-
sitat Riickschliisse auf die Menge DNA, an die der
Farbstoff in der Zelle gebunden wird, zu ziehen. Das
setzt allerdings voraus, daB man Bedingungen wihlt,
unter denen die Farbung spezifisch und stochiome-
trisch ist. AuBerdem darf die Quantenausbeute der
Fluoreszenz nicht vom Milieu abhidngen, in dem sich
der E-DNA-Komplex in der Zelle befindet.

Die Fluoreszenzquantenausbeute hdngt nun im
allgemeinen von vielen, schwer standardisierbaren
Faktoren ab. Zu nennen sind u.a. Viskositdt des
Mediums, Temperatur, Konzentration an fluores-
zierender Substanz und Anwesenheit und Konzen-
tration sog. Fluoreszenzldscher, die die Fluoreszenz-
intensitdt anderer Molekiile erniedrigen. Sie iiber-
nehmen in einem strahlungslosen ProzeB die Licht-
energie und desaktivieren sie. Geringe Fluoreszenz-
intensitét in einem fluorochromierten Praparat kann
deshalb verschiedene Ursachen haben: Entweder ist
die Menge fluoreszierender Substanz gering, oder
die Quantenausbeute wird durch einen der oben ge-
nannten Faktoren erniedrigt, obwohl die Menge
fluoreszierender Substanz groB ist. Im zweiten Fall
diirfte es sehr schwer sein, DNA quantitativ fluoro-
metrisch zu bestimmen.

Wir haben Untersuchungen zur quantitativen flu-
orometrischen Bestimmung von DNA mit Ethidium-
bromid in der Zelle durchgefiihrt. Ausgangspunkt
waren physikalisch-chemische Modellversuche zur
Bindung des Farbstoffs an Nucleinsdure. Zahlreiche
Arbeiten wurden bereits diesem Problem gewidmet,
vgl. z. B. [6, 9—18]. Trotzdem haben einige Para-
meter, die die Bindung beeinflussen, bisher nicht die
Beachtung gefunden, die sie nach unserer Auffas-
sung verdienen [19—21]. Darauf gehen wir weiter
unten ein. Es wurden die Bedingungen analysiert,
unter denen eine spezifische und stochiometrische
Fluorochromierung von DNA in der Zelle zu er-

warten ist. SchlieBlich haben wir untersucht, ob die
Quantenausbeute der Fluoreszenz des E-DNA-
Komplexes in der Zelle fiir eine quantitative Be-
stimmung hinreichend konstant ist. Ziel unserer Ar-
beiten war es, die Moglichkeiten und Grenzen einer
quantitativen mikrofluorometrischen Bestimmungs-
methode fiir DNA in der Zelle und in kleinen Zell-
ausschnitten zu ermitteln.

Materialien und Methoden
1. Zellmaterial

Die Untersuchungen wurden an Gewebekulturen
von A9-Zellen (Mausefibroblasten, Fa. Flow) durch-
gefiihrt. Die Kulturen wurden als Monolayer auf
Quarzdeckplattchen geziichtet und vor der Pripara-
tion mit Hanks Losung abgespiilt.

2. Fluorochromierung bei pH = 4,0

a. Fixieren in Methanol, 5 min. b—d. Analog zu
Einlegen in Natriumzitrat-Puffer nach Sérensen, pH
=40, 5 min. Wenn nicht anders vermerkt, wird hier
und im folgenden stets 0,1 M Zitrat-Puffer verwen-
det. c. Farben mit einer Losung aus 1,0 x 1072 M
Ethidiumbromid (Fa. Serva, diinnschichtchromato-
graphisch rein) in Zitrat-Puffer, pH = 4,0, 5 min. d.
Abspiilen und Differenzieren mit Zitrat-Puffer, pH
=40, 5min. e. Eindecken in 0,01 M Zitratpuffer,
pH =4.0.

3. Fluorochromierung bei pH = 4,0 in Gegenwart
von LiCl

a. Fixieren in Methanol, 5 min. b—d. analog zu
2b—d.; es wird jedoch stets anstelle von 0,1 M Zitrat-
Puffer eine Losung aus 1 M LiCl in 0,1 M Zitrat-Puf-
fer, pH=4,0, verwendet. e. Eindecken in eine
Losung aus 0,1 M LiCl in 0,01 M Zitrat-Puffer, pH
=4.

4. Fluorochromierung nach RNA-Abbau bei pH = 4,0

a. Fixieren in Methanol, 5 min. b—d. Analog zu
Methanol, 10% Formol, 5% Eisessig), 10 min. b. Ab-
spilen und Einlegen in Tris-Puffer (0,05M Tris,
0,01 M Na, EDTA, 0,01 m NaCl), pH =77, 5 min. c.
RNA-Abbau bei pH =77 mit einer LOsung aus
1 mg RNase/1 ml Tris-Puffer, Inkubationszeit 90 min,
37°C [22, 23] (RNase A, Fa. Boehringer). d. Abspii-
len und Einlegen in Zitrat-Puffer, pH = 4,0, 5 min. e.
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Féarben mit einer Losung aus 1,0x 10~>M Ethidium-
bromid in Zitrat-Puffer, pH = 4,0, 5 min. f. Abspii-
len und Differenzieren mit Zitrat-Puffer, pH = 4,0.
g. Eindecken in 0,01 M Zitrat-Puffer, pH = 4,0.

5. Fluorochromierung nach RNA-Abbau bei pH = 4,0
in Gegenwart von LiCl

a—c. Wie bei 4a—c. d—f. Analog zu 4d-f; es
wird jedoch stets anstelle von 0,1 M Zitrat-Puffer eine
Losung aus 1 M LiCl in 0,1 M Zitrat-Puffer, pH=4,0,
verwendet. g. Eindecken in eine Losung aus 1 M LiCl
in 0,1 m Zitrat-Puffer oder aus 0,1 m LiCl in 0,01 M
Zitrat-Puffer, jeweils bei pH = 4,0.

6. Fluorochromierung nach DNA- und RNA-Abbau
bei pH = 4,0

a. Fixieren in Methanol, 5 min. b. Abspiilen und
Einlegen in Natriumacetat-Puffer, pH = 7,0, 5 min.
Der 0,05 M Acetat-Puffer wird kurz vor der Ver-
wendung mit 1% MgCl, versetzt und anschlieBend
auf den gewiinschten pH-Wert eingestellt. c. DNA-
Abbau bei pH=7,0 mit einer Losung aus | mg
DNase/1 mg Acetat-Puffer, Inkubationszeit 90 min,
37 °C [22, 23] (DNase I, Fa. Boehringer). d. Abspii-
len mit Acetat-Puffer, pH = 7,0. e. Nachfixieren mit
FEM, 10 min. f. Abspiilen und Einlegen in Tris-
Puffer, pH =7,7. g¢ RNA-Abbau bei pH = 7,7 wie
bei 4c. h—k. Wie bei 4d—g.

7. Messung der Bindungsisothermen des E-DN A- und
E-RNA-Systems in Gegenwart von LiCl

Die experimentellen Bedingungen fiir die Messung
der Bindungsisothermen wurden bereits frither aus-
fihrlich beschrieben [19]. Kalbsthymus-DNA wurde
von der Fa. Worthington bezogen. Molarer deka-
discher Extinktionskoeffizient, bezogen auf Phos-
phat, in Tris-Puffer, pH =77, bei 260nm ¢=
6500 M~ cm™ [19]. Das tRNA-Gemisch aus Backer-
hefe war ein analytisch reines Prdparat der Fa.
Boehringer. Molarer dekadischer Extinktionskoeffi-
zient, bezogen auf Phosphat, in Tris-Puffer, pH=7.7,
bei 260 nm &=9600 M~* cm™. Literaturwerte ¢=
8700—10000 M~ cm™ [24].

8. Mikrospektralphotometer

Der optische Teil des Mikrospektralphotometers
wurde aus Bauelementen der Fa. Zeiss zusammen-
gestellt. Der Strahlengang ist in Abb. 1 schematisch
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Abb. 1. Schematische Darstellung des Strahlengangs im
Mikrospektralphotometer, bestehend aus Lichtquellen,
Monochromator, MeBmikroskop, Empfanger. Erlduterung
siehe Text.

dargestellt [25]. Fiir die Extinktionsmessung wird das
Licht der Lichtquelle L 1, Osram XBO 450 W, durch
das Kollektorsystem KL 1 auf den Eintrittsspalt des
Monochromators M, Zeiss M4Q III, abgebildet. M
besteht aus dem Prisma, dem Collimatorsystem und
den Feldlinsen F 1, F2 vor bzw. hinter dem Eintritts-
und Austrittsspalt.

Das monochromatische Licht gelangt iiber die
Zwischenoptik Z, Zeiss, und den Strahlenteiler T in
die Ebene der Feldblende B1. Z besteht aus den
Linsensystemen Z1, Z2 und hat die Aufgabe, den
Monochromator optisch an das MeBmikroskop zu
adaptieren. Das Prisma wird bei Kohlerscher Be-
leuchtung durch F2 in Z1, durch Z2 in die Ebene
B1 und iber den UV-reflektierenden Umlenkspiegel
U und den Kondensor KO in die Objektebene O ab-
gebildet. Das Licht der Lichtquelle im Austrittsspalt
wird durch Z1 und Z2 in die Aperturblende B2 des
Kondensors abgebildet. Als Kondensor verwenden
wir ein Spiegelobjektiv, Beck Vergroerung 74, ein-
gestellte Apertur 0,65, und als Objektiv OJ einen
Ultrafluar, Zeiss 100/1,25 Gly, mit Glycerinimmer-
sion. Bei Extinktionsmessung wird das Long Pass
Filter LP entfernt und der dichroitische Spiegel FT
durch eine Quarzplatte Q gleicher Dicke ersetzt. OJ
entwirft ein Zwischenbild des Priparats in der Ebene
der Feldblende B3. AuBerdem ist es moglich, das
Zwischenbild direkt mit dem Okular zu beobachten
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(in Abb. 1 nicht eingezeichnet). B3 blendet einen
runden Bildausschnitt des Prdparats von 1,12 p
Durchmesser aus. Die konjugierten Ebenen der
Lichtquelle (x) und des Prismas bzw. Prdparats (A)
sind in Abb. 1 markiert.

Im iblichen Strahlengang wiirde jetzt die Feld-
linse F3 vor B3 das Bild der Lichtquelle aus der
hinteren Brennebene des Objektivs auf den Emp-
fanger abbilden. Als Empfinger verwenden wir
einen hochempfindlichen GaAs-Photomultiplier
PM1, RCA C 31034 A. Um eine punktuelle Uber-
lastung der Photokathode zu vermeiden, empfiehlt
es sich, den GaAs-Multiplier mit diffusem Licht zu
belichten. Wir haben deshalb auf die Feldlinse F3
verzichtet. AuBerdem erzeugt die Streuscheibe S1
unmittelbar vor dem Fenster von PM1 diffuses
Licht, das die Photokathode ausleuchtet. Der Multi-
plier wird mit einer Peltierkithlkammer auf ca.
—30°C gekiihlt. Der Dunkelstrom wird dadurch
stark verringert. Um Schwankungen der Lichtinten-
sitat wihrend der Messung zu registrieren, kann der
monochromatische Lichtstrahl im Strahlenteiler T
geteilt und iber den Lichtleiter LL mit dem GaAs-
Photomultiplier PM2 als Referenzintensitdt gemes-
sen werden. PM2 ist ebenfalls mit einer Streuscheibe
S2 versehen und befindet sich in einer Peltierkiihl-
kammer. GaAs-Multiplier werden durch Uberbe-
lichten leicht zerstort. Wenn der Anodenstrom von
PM 1, PM2 einen einstellbaren Grenzwert iibersteigt,
16sen Sicherungen die Schnellverschliisse SV 1, SV2
aus, die den Strahlengang unterbrechen.

Wegen der unvermeidlichen Reflektionsverluste
etc. muB3 man aufler der Intensitit / des MeBlichts
auch die Intensitdt /, des Leerwerts bestimmen.
wird in der Zelle gemessen, /, neben der Zelle an
einer Stelle des Praparats, die nur von Puffer erfiillt
1st.

Zur Messung der Fluoreszenzintensitit verwenden
wir den Auflichtkondensor, Zeiss III RS. Die Queck-
silberlampe L2, Osram HBO 100 W, wird durch das
Kollektorsystem KL2 in die Ebene der Apertur-
blende B4, und durch die Hilfslinse HL iiber den
Filter BP 365, den dichroitischen Spiegel FT in die
hintere Brennebene des Objektivs OJ abgebildet.
Durch BP 365 wird die Quecksilberlinie 365 nm aus-
gefiltert. Die Ebene der Feldblende BS ist zur Ob-
jektebene O konjugiert. Um zu hohe Strahlenbe-
lastung des Priaparats zu vermeiden, blenden wir mit
B 5 einen runden Ausschnitt von 8 p Durchmesser im
Objekt aus. Das Fluoreszenzlicht in O wird durch OJ

iiber FT 395 und das Long Pass Filter LP 395 in B3
abgebildet. Da FT und Q gleiche Dicke haben,
wandert der in B3 ausgeblendete Praparatausschnitt
von 1,12 p Durchmesser beim Umschalten von Ex-
tinktions- auf Fluoreszenzmessung nicht aus. Fir
beide Messungen ist der Strahlengang hinter B3
identisch.

Das Blockschema der elektronischen Anordnung
des Mikrospektralphotometers ist in Abb. 2 wieder-
gegeben. Bei Extinktionsmessung gelangen die Si-
gnale von PM1, PM2 iiber die Sicherungen SII,
SI2 und die Vorverstiarker VV 1, VV 2, Ortec 574, auf
die Eingdnge CHI1, CH2 eines Photonenzihlers,
Brookdeal 5CI1. Der Photonenzihler enthdlt zwei
identisch aufgebaute Eingangskanile mit den Ver-
starkern V1, V2 und den Diskriminatoren D1, D2,
Brookdeal 5C14. Durch eine einstellbare Steuerung
gelangen die Impulse wahlweise auf drei Zahler ZA,
ZB, ZC. Mit dem Rechenwerk RW konnen aus den
Ziahlerinhalten die Anzeigewerte A/C, B/C, (A+B)/
C und (A-B)/C erzeugt und iiber einen Koppler
auf den IEC-BUS zur Auswertung an den Rechner
R gegeben werden. Im allgemeinen zidhlt ZC die
Pulse der Clock C. In ZA, ZB kann dann die Anzahl
der Photonen von PM1, PM2 pro Zeiteinheit ge-
messen werden. Es besteht jedoch auch die Moglich-
keit, das Experiment mit PM 1 zu beobachten und in
ZA zu zdhlen und die Beleuchtungsintensitit mit
PM2 zu registrieren und in ZC zu zdhlen. Intensi-
tatsschwankungen der Lichtquelle L1 konnen dann
bei Extinktionsmessungen eliminiert werden.

Bei der Messung der Fluoreszenzintensitidt werden
die Signale von PM1 tber SI1, VV1 auf CHI des
Photonenzédhlers gegeben und in ZA gezdhlt. Inte-
grationszeit 3 sec.

Weiterhin bietet der Zahler Brookdeal 5C1 die
Moglichkeit, gechoppte Signale zu verarbeiten. Si-
gnal + Rauschen werden in ZA, das Rauschen in ZB
gezahlt. Das Referenzsignal des Choppers bewirkt
iiber einen einstellbaren Phasenschieber, Brookdeal
5C21, und iber die Steuerung die richtige Vertei-
lung der Signale auf die Zahler.

Die Datenverarbeitung iibernimmt der Rechner
R, Hewlett-Packard 9845 A. Er enthilt ca. 60 k Byte
Arbeitsspeicher, einen Thermoprinter, ein graphi-
sches Display und zwei Kassettenlaufwerke. Der
Rechner ibernimmt auch die Steuerung des Mono-
chromators M. Der Daten- und Befehlstransfer vom
und zum Rechner erfolgt iiber den IEC-BUS. Die
vom Rechner verarbeiteten Spektren werden auf der
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Abb. 2. Blockschema der elektronischen An- T e 1
ordnung des Mikrospektralphotometers, be- I Zdhler Brookdeal SC1 l
stechend aus Empfinger, Photonenzihler, I T |
Rechner mit Plotter, Flexible Disk, Wellen- ! g |
zahl- und Spaltsteuerung fiir den Monochro- i =l !
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Floppy Disk HP 9885 abgespeichert und konnen
dann entweder auf dem graphischen Display oder
dem Plotter HP 9872 A wiedergegeben werden.
Auch der Plotter wird tber den IEC-BUS ange-
steuert.

Die Steuerung von Monochromator und Hilfsge-
riten und die Dateniibertragung zwischen M, etc.,
und R erfolgt mit einem IEC-BUS-Koppler, Fair-
child 4880. Mit ihm konnen bis zu 40 Bit gespeichert
und ausgegeben (OUT), sowie bis zu 40 Bit einge-
lesen (IN) werden. Uber diese 80 Datenleitungen
werden Monochromator und Hilfsgerdte ange-
steuert.

Die Monochromatorsteuerung besteht aus der
Wellenzahl- und der Spaltsteuerung. Sie erfolgt iiber
die Motoren MW und MS. Durch die Wellenzahl-

18 {2 45 {16

Spalt Wellenzahl -
Steuerung Steuerung
| !
Spalt Wellenzahl

Monochromator M

steuerung kann ein einstellbarer Wellenzahlbereich
wellenzahllinear in einstellbaren Schritten durch-
fahren werden. Die Spaltsteuerung gewiéhrleistet
eine optimale Beleuchtung der Photomultiplier bei
den verschiedenen Wellenzahlen und kann an die je-
weilige Aufgabenstellung durch entsprechende
Spaltprogramme adaptiert werden. Alle Ansteuer-
groflen erscheinen auf dem Display.

Ergebnisse und Diskussion

Spezifische und quantitative Farbung der DNA
mit Ethidiumbromid

Mit Ethidiumbromid fluorochromierte, fixierte
A9-Zellen (Mausefibroblasten) — die wir als Zell-
material verwendeten — zeigen unter dem Fluores-
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zenzmikroskop einen kriftig fluoreszierenden Zell-
kern, der sich vom schwicher fluoreszierenden Cyto-
plasma deutlich abhebt. Die Fluoreszenz im Cyto-
plasma wird von Farbstoffkationen verursacht, die
an anionische Bindungspositionen der Proteine und
RNA gebunden sind. Baut man namlich die RNA
vor der Fluorochromierung enzymatisch ab und
protoniert die anionischen Gruppen der Proteine in
saurem Milieu bei pH =4,0, so verschwindet die
Fluoreszenz im Cytoplasma praktisch vollstandig,
wihrend sie im Kernbereich erhalten bleibt. Letztere
wird von Farbstoffmolekiilen verursacht, die an
DNA gebunden sind. Wird dem RNA-Abbau noch
ein enzymatischer DNA-Abbau vorgelagert, so ver-
schwindet auch die Fluoreszenz im Zellkern. Diese
Befunde zeigen, daB Ethidiumbromid im allgemei-
nen DNA, RNA und Proteine anfarbt, nach RNA-
Abbau und bei saurer Fluorochromierung aber nur
noch an DNA gebunden wird.

Das Milieu darf bei der Farbung nicht zu sauer
sein, da fiir pH < 4 mit Protonierung der Nucleotide
[26] und des Farbstoffs [27] zu rechnen ist. Wir
haben deshalb unsere Farbung bei pH =4 durchge-
fiihrt. Die basischen Gruppen der Proteine sind dann
schon weitgehend protoniert, wihrend E und DNA
als freie Molekiile vorliegen.

Die Bindung von E an DNA haben wir in jiingster
Zeit nochmals eingehend untersucht und insbeson-
dere den EinfluB von Salzen auf die Menge ge-
bundenen Farbstoffs quantitativ analysiert [19]. Die-
jenigen Gesichtspunkte, die fiir die stochiometrische
Fluorochromierung wesentlich sind, wurden an an-
derer Stelle ausfiihrlich dargelegt [28]. Zum Ver-
stindnis des folgenden sollen einige Ergebnisse kurz
zusammengefat werden.

Die Bindung eines Farbstoffs F an Nucleinsdure N
1aBt sich am einfachsten mit der Scatchard-Bindungs-
isotherme [29] beschreiben:

r/CFf=KS(n—r). (l)

Es bedeuten: Cp= Cg¢ + Cpp, = Einwaagekonzentra-
tion des Farbstoffs; Cg¢, Cpp, = Gleichgewichtskon-
zentrationen des freien (f) bzw. gebundenen (b)
Farbstoffs; Cy = Einwaagekonzentration an Mono-
nucleotideinheiten Nucleinsdure; » = Cg,/Cx = pro
Mononucleotideinheit gebundene Menge Farbstoff;
nCy = Einwaagekonzentration an Bindungspositio-
nen fir F in N, 0 <n<1; Kg= Scatchard-Bin-
dungskonstante. » hangt nach Gl. (1) von Cr und Cy
ab. AuBerdem beobachtet man eine Abhédngigkeit

von der Art S und der Konzentration Cg von Salzen
in der Losung und der Temperatur 7. Cg und T sind
in Gl. (1) nicht explizit enthalten. Sie verbergen sich
in der Bindungskonstante K, die von Cs und T ab-
hingt: Kg= Ks(Cs, 7). Die Nucleinsdure ist mit
Farbstoff gesittigt, wenn alle nCy Bindungsposi-
tionen mit Farbstoff belegt sind. Daraus ergibt sich
die maximale Konzentration gebundenen Farbstoffs
Zu CFb, max — nCN oder Fmax = (CFb/CN)ma.x =n.

n kann experimentell aus Scatchard-Bindungsiso-
thermen und durch Titration [19] bestimmt werden
und stellt den stochiometrischen Faktor des E-DNA-
Komplexes bei Siattigung des Biopolymeren mit
Farbstoff dar [6, 9—21]. Nur im Séttigungsbereich
ist der stochiometrische Faktor rp.x=n=0,21 %
0,01 des Farbstoff-Nucleinsdure-Komplexes konstant
und unabhingig von S und Cs. Bei Unterséttigung
kann r, je nach Versuchsbedingungen, empfindlich
von S und Cg abhdngen. Da tlber die Art und
Verteilung von Salzen in einer Zelle in der Regel nur
wenig bekannt ist, ergibt sich die Notwendigkeit, die
stochiometrische Farbung bei hoher Farbstoffkon-
zentration im Sattigungsbereich durchzufiihren. Cg
darf jedoch auch nicht zu hoch gewéhlt werden, da
sonst — trotz sauren Milieus — wieder das Protein
angefarbt wird. Wir verwendeten bei unseren Ver-
suchen eine mittlere Konzentration Cg=1x 102 m
im Farbebad.

Der Farbstoff geht mit DNA zwei verschiedene
Bindungen ein: a. Die intercalative Bindung 1 von E
an DNA, die durch Salze praktisch nicht beeinflu3t
wird. b. Die ionische Bindung2 zwischen dem
Kation E und den anionischen Bindungspositionen
der DNA. Aus 2 kann E durch Metallkationen M
der Salze S verdringt werden. M wirkt als Kompe-
titor auf E. Folgerichtig gibt es noch eine ionische
Bindung 3 von M an die gleichen anionischen Bin-
dungspositionen der DNA, die auch von E einge-
nommen werden konnen. Die Bindungen 1, 2 und 3
lassen sich durch drei Bindungskonstanten Kg;, K§2,
Kgs3charakterisieren, die mit der Gleichgewichtskon-
stanten Kg, Gl (1), durch die Beziehung verkniipft
sind [19, 28]:

Ky=Kgi+ —22__ )

1 + Kg3Cs
Die Giiltigkeit von Gl. (2) wurde am Modell-
system Ethidiumbromid-Kalbsthymus-DNA bewie-
sen [19]. In unseren fritheren Arbeiten verwendeten
wir NaCl, KCl und MgCl, als Kompetitor fiir
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Tab. I. Bindungskonstanten Kgs;, K&2, Ks3 [M7!] fir die
intercalative und ionische Bindung von Ethidiumbromid E
an DNA und RNA. Kompetitor fiir E ist LiCl. n = 0,21 fiir
DNA und RNA. 7=298 K. Fehlerbreiten sind einfache
Standardabweichungen.

Ksq K%, Ks3
DNA (8%5)xI0° (8,0 £0,5) x 10° 31+4
RNA  (5+2)x10? (2,5 % 0,5) x 10° 58+ 4
80 T T T T T T T T T

Ks [10°m-")

0 05 1.0
G [m]

Abb. 3. Abhingigkeit der Scatchard-Bindungskonstante Kg
von der LiCl-Konzentration Cg, Tris-Puffer, pH=7,7, T =
298 K, DNA (O), RNA(O). Berechnete Kurven Gl. (2)
(——), Bindungskonstanten Tab. 1.

ionisch gebundenes E. Bei den im folgenden be-
schriebenen Fiarbeversuchen bevorzugen wir LiCl
Die Abhidngigkeit der Bindungskonstante Kg von
der LiCl-Konzentration Cg ist in Abb. 3 wiederge-
geben. Aus den experimentellen Werten lassen sich
die Bindungskonstanten Kg;, K¥2, Ks3 durch Aus-
gleichsrechnung mit Gl. (2) bestimmen, Tab. I. Die
mit diesen Bindungskonstanten berechnete Kurve ist
in Abb. 3 den experimentellen Werten gegeniiberge-
stellt. Die Ubereinstimmung ist gut. Die Kurve zeigt,
daB die Scatchard-Bindungskonstante Kg bei kleiner
Salzkonzentration empfindlich von Cg abhéngt, mit
steigender Salzkonzentration jedoch asymptotisch
dem Grenzwert Ks= Kg; zustrebt. Analoges Ver-
halten wurde ebenfalls bei den Salzen NaCl, KCI
und MgCl, beobachtet. Fiir alle Salze sind die ge-
messenen Kg; bzw. K, innerhalb der Fehlergrenzen

jeweils gleich. Desgleichen ist der experimentell be-
stimmte stochiometrische Faktor 7y = n = 0,21 un-
abhidngig von der Art des Salzes S und seiner
Konzentration Cgs in der Losung [19]. Wir nehmen
an, daB die an Kalbsthymus-DNA gewonnenen Er-
gebnisse auf DNA von A 9-Zellen iibertragbar sind.

Tab. I kann man entnehmen, daB die Bindungs-
konstante Kg; der intercalativen Bindungl etwa
zwel Zehnerpotenzen kleiner ist als die Konstante
K%, fiir die ionische Bindung 2. Die Intercalation ist
damit keineswegs der dominierende Bindungseffekt,
wie es in der Regel angenommen wird. Auf die
Konsequenzen aus diesem Bindungsverhalten fiir die
spezifische Farbung werden wir spiater nochmals
zuriick kommen.

Im Sattigungsbereich wird zwar ein stochiometri-
scher E-DNA-Komplex konstanter Zusammenset-
zung gebildet. Der Komplex ist jedoch uneinheitlich
in bezug auf die gebundenen Farbstoffmolekiile. Bei
hoher Salzkonzentration Cg wird E aus der ioni-
schen Bindung 2 an DNA verdrangt. Die nCy ver-
fligbaren Bindungspositionen sind nur mit intercala-
tiv gebundenen Farbstoffmolekiilen besetzt. Bei ver-
schwindender Salzkonzentration Cg sind die Farb-
stoffmolekiile an die »Cy Bindungspositionen alter-
nativ intercalativ und ionisch gebunden. Das Mengen-
verhdltnis der verschieden gebundenen Molekiil-
spezies wird durch die Bindungskonstanten K51, K§»
bestimmt. Da K%, > Kg; ist, sind die Farbstoffmo-
lekiile dann vorzugsweise ionisch gebunden. Durch
Variation von Cgs kann man demnach das Mengen-
verhiltnis von intercalativ zu ionisch gebundenen
Ethidiumkationen zwischen diesen Extremen ver-
schieben. An Hand von isosbestischen Punkten 148t
sich zeigen, daB die Absorptionsspektren der beiden
Molekiilspezies praktisch gleich sind. Fiir die quanti-
tative Absorptionsmikroskopie ist der beschriebene
Salzeffekt deshalb bedeutungslos. Bei der quantita-
tiven Fluoreszenzmikroskopie muf8 man jedoch da-
mit rechnen, da3 der Salzeffekt eine Rolle spielt, da
die beiden Molekiilspezies auch verschiedene Quan-
tenausbeute besitzen konnen. Es muf3 deshalb unter-
sucht werden, welchen EinfluB3 die Salzkonzentration
Cs auf die Quantenausbeute der Fluoreszenz hat.

Fluorochromierung von Zellen mit Ethidiumbromid
in Gegenwart von Salzen

Der kompetitive Salzeffekt kann fiir die spezifi-
sche Fluorochromierung der DNA in der Zelle
nutzbar gemacht werden. Der enzymatische RNA-
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Abbau vor der sauren Fluorochromierung mit Ethi-
diumbromid ist ein zeitraubender Schritt. Er 1aBt
sich umgehen, wenn man die Bindungsverhiltnisse
von E an RNA beriicksichtigt. Dazu haben wir an
Hand von Bindungsisothermen die E-DNA-Bindung
mit LiCl als Kompetitor untersucht. Als Nuclein-
sdureprdaparat verwendeten wir tRNA aus Bicker-
hefe. Wir nehmen an, daB sich die Bindungsver-
hiltnisse bei anderen Ribonucleinsduren nicht we-
sentlich von unserem Praparat unterscheiden.

Die Abhingigkeit der Scatchard-Bindungskon-
stante Kg von der LiCl-Konzentration Cg ist eben-
falls in Abb. 3 dargestellt. Aus den experimentellen
Werten wurden mit Gl. (2) die Bindungskonstanten
Kgs1, K§» und Kg3 durch Optimierungsrechnung be-
stimmt, Tab. I. Die Ubereinstimmung zwischen be-
rechneter Kurve und experimentellen Werten ist be-
friedigend, Abb. 3. Ebenso wie fiir DNA betragt
auch fir RNA n=0,21 = 0,02.

Wie man Tab.I entnehmen kann, ist die Bin-
dungskonstante Kg; fiir die Intercalation von E in
DNA um etwa eine Zehnerpotenz groBer als fiir
RNA. Hinzu kommt, dal Kg; bei RNA in einem
ungiinstigen Bereich an der Grenze des experimen-
tell Moglichen bestimmt werden mufte. Ein Artefakt
ist deshalb nicht auszuschlieBen. Der gesicherte
Nachweis der Intercalation von E in RNA muB
weiteren Versuchen vorbehalten bleiben [30]. Die
Rontgenstrukturuntersuchung von Sundaralingam et
al. [31] spricht eher gegen als fiir die Intercalation
von E in RNA. Unabhidngig davon zeigen die
Bindungskonstanten aber bereits jetzt, da unter
iiblichen Fiarbebedingungen die Intercalation in
RNA — im Vergleich zu DNA — ndherungsweise
vernachléssigbar ist.

E geht mit RNA ebenso wie mit DNA bevorzugt
eine ionische Bindung ein. Die Bindungskonstante
K%, hat fiir beide Nucleinsduren die gleiche GroBen-
ordnung, jedoch ist der Betrag fiir DNA um ca.
einen Faktor 3 groBer als fiir RNA. Dafiir ist die
Bindungskonstante Kg3 von Li® an DNA um ca.
einen Faktor 1/2 kleiner als fiir RNA. Ahnliches
beobachtet man auch bei anderen Metallkationen
[32, 33]. Beide Effekte verstirken sich gegenseitig.
Die Farbstoffmolekiile werden deshalb durch Li®
aus der ionischen Bindung an RNA wesentlich
leichter verdridngt als aus der ionischen Bindung an
DNA.

Die oben beschriebenen Befunde lassen sich nun
dazu verwenden, den enzymatischen RNA-Abbau

vor der sauren Fluorochromierung zu umgehen. Aus
Abb. 3 und den Bindungskonstanten Kgq, K2, Ks3
geht ndmlich hervor, daB3 bei LiCl-Konzentrationen
von Cg=1m der Farbstoff praktisch nur noch
intercalativ an DNA gebunden wird, wihrend seine
Bindung an RNA vernachlédssigbar ist. Fiihrt man
demnach eine saure Fluorochromierung bei Gegen-
wart von 1 m LiCl durch, so beobachtet man eine
starke Fluoreszenz im Bereich des Zellkerns, wih-
rend das Cytoplasma anndhernd fluoreszenzfrei ist.
UnterldaBt man den LiCl-Zusatz bei der Farbung, so
tritt die Fluoreszenz im Cytoplasma auch bei pH =
4,0 auf. Wir nehmen an, daB3 der Unterschied im
Fluoreszenzverhalten auf den kompetitiven Effekt
der Li®-Ionen zuriickzufiihren ist. Leider ist der
kompetitive Salzeffekt erst bei hoher Salzkonzentra-
tion geniigend wirksam. Die Bindungskonstante Kg3
fiir Li® an RNA ist nimlich um mehrere Zehner-
potenzen kleiner als die Konstante K§, fiir die
ionische Bindung von E an RNA. Der Quotient
K%./(1 + Ks3 Cs), Gl (2), wird deshalb erst bei
Konzentrationen Cg > 1 m drastisch gegeniiber dem
Wert fiir Cg = 0 erniedrigt.

Die Farbung bei Gegenwart von Salzen hat gra-
vierende Nachteile, die nicht verschwiegen werden
diirfen. Durch die hohe Salzkonzentration wird die
Morphologie der Zelle in Mitleidenschaft gezogen.
Zellkern und Cytoplasma lassen sich zwar deutlich
unterscheiden, feinere Strukturen erscheinen jedoch
diffus und verquollen. Auch werden die Fluores-
zenzunterschiede verwischt, die man normalerweise
im Kern fluorochromierter Zellen beobachten kann.
Die Salzkonzentration sollte deshalb bei der Far-
bung so grofl wie notig, aber so klein wie moglich
gehalten werden. Cs= 1 m LiCl stellt einen Kom-
promif dar.

AuBerdem muff man damit rechnen, dal durch
die Einwirkung von Salzen DNA aus der Zelle her-
ausgelost wird. Ein Maf fiir das Mengenverhiltnis
von Nucleinsdure zu Protein in der Zelle ist das
Extinktionsverhaltnis E,,/ E,q, bei den Wellenldngen
260 bzw. 280 nm. An Methanol- und FEM-fixierten
A9-Zellen wurde dieses Verhiltnis bei steigender
Einwirkungszeit einer 1 m LiCl-Losung gemessen.
Bei kurzen Zeiten ist die Anderung von E,g/E,g,
vernachlissigbar. Offenbar diffundiert die hoch-
molekulare DNA nur langsam aus dem Proteinkifig.

Kurze Zeiten zum Farben und Differenzieren emp-
fehlen sich auch aus einem anderen Grund. Beim
Differenzieren wird tberschiissiger Farbstoff ent-
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fernt. Die Farbung ist nun eine Gleichgewichtsreak-
tion. Bei iibermdBigem Differenzieren wiirde des-
halb der Farbstoff wieder von der Nucleinsidure
abgelost werden. Das Abldsen ist aber ein kinetisch
kontrollierter ProzeB, der bei den fest gebundenen
Farbstoffmolekiilen langsam ablduft. Deshalb ist es
bei geniigend kurzen Differenzierungszeiten mog-
lich, eine quantitative Farbung zu realisieren.

Um den Farbstoff durch Li® aus der Bindung an
RNA zu verdriangen, wurde in Gegenwart von 1 M
LiCl gefarbt und differenziert. Es ist bemerkenswert,
daB der kompetitive Salzeffekt auf die Farbung
auch dann erhalten bleibt, wenn man das Préparat
nach dem Differenzieren bei pH = 4,0 nicht in 1 M
LiCl, sondern nur in 0,1 M LiCl-Losung eindeckt.
Mit der gleichen Losung kann der Farbstoff in der
Zelle nicht von der RNA verdringt werden. Auch
diese Versuche weisen auf die kinetische Kontrolle
beim Differenzieren hin.

Der enzymatische RNA-Abbau bei nachfolgender
saurer Fluorochromierung ist die sauberste Methode
fiir die quantitative spezifische Farbung der DNA in
der Zelle. Sie hat den Nachteil, zeitraubend zu sein.
Sofern man nur an einer Bestimmung des Gesamt-
DNA-Gehalts in der Zelle interessiert ist, laBt sich —
bei Reduktion der Anforderungen — ersatzweise die
Féarbung in Gegenwart von Salzen einsetzen. Unab-
hiangig davon sollte man sich jedoch stets vergegen-
wartigen, da8 die quantitative spezifische Farbung
eines Substrats in einer Zelle ein Idealbild ist, dem
man sich bestenfalls nahern kann. Wie wir gesehen
haben, ist die Optimierung der Farbung ein Weg
zwischen Scylla und Charybdis, namlich zwischen
den physikalisch-chemischen Notwendigkeiten auf
der einen Seite und den von der Natur vorgege-
benen biologischen Randbedingungen auf der an-
deren Seite. Ein Kompromif8 ist deshalb unum-
géanglich.

Konstanz der Fluoreszenzquantenausbeute
des E-DNA-Komplexes in der Zelle

Fir die fluorometrische Bestimmung der DNA
in der Zelle muf3 die Quantenausbeute der Fluores-
zenz des gebundenen Farbstoffs unabhéngig vom
biologischen Milieu sein. Da die Quantenausbeute
im allgemeinen empfindlich auf Umwelteinfliisse
reagiert, hat man mit Storungen zu rechnen. Als
Storfaktoren kommen u. a. Viskositdtsunterschiede
in der Zelle, Fluoreszenzloscher und Salze in Frage.

Letztere dndern das Mengenverhiltnis von interca-
lativ zu 1onisch gebundenen Farbstoffmolekiilen. Da
die beiden verschieden gebundenen Molekiilspezies
im Absorptionsspektrum praktisch ununterscheidbar
sind, wirkt sich der Salzeffekt auf die Extinktion
nicht aus. Sind jedoch die Quantenausbeuten beider
Molekiilspezies in der Zelle deutlich verschieden, so
beeinflussen Salze die Fluoreszenzintensitit. Ent-
sprechendes gilt fiir andere Storfaktoren. Wir haben
deshalb untersucht, wie weit die Fluoreszenzquan-
tenausbeute Q vom biologischen Milieu in der Zelle
abhdngt. Dazu wurde die FluoreszenzintensititJ
und die Extinktion E von kleinen Praparatausschnit-
ten in der Zelle mit einem Mikrospektralphotometer
gemessen und gepriift, ob die Funktion J = J(E) den
theoretischen Erwartungen entspricht.

Die Fluoreszenzintensitit J ist durch die bekannte
Beziehung gegeben:

J=40,-1). (3)

Es bedeuten: A4 = Apparatekonstante, /,—/ = vom
Priaparat absorbierte Lichtintensitat. Die Intensititen
I, und I des ein- bzw. austretenden Lichts sind
durch das Lambert-Beersche-Gesetz mit der Extink-
tion E verkniipft:

E=lg(,/D=¢Cd. 4)

Es bedeuten: ¢ = molarer dekadischer Extinktions-
koeffizient des E-DNA-Komplexes, C = molare
Konzentration des Komplexes, d = Schichtdicke des
untersuchten Priparatausschnitts. Mit Gl. (3) folgt:

J=AQI,(1-107F). 5

Um einen funktionalen Zusammenhang zu iiberprii-
fen, empfiehlt es sich, eine lineare Beziehung zu ver-
wenden. Fiir die Funktion J = J(E), Gl. (5), ist das
mit einem Kunstgriff moglich. Regt man namlich die
Fluoreszenz bei einer Wellenldnge /4, an, bei der die
zugehorende Extinktion sehr klein ist, £, (4,) < 1, so
laBt sich die Exponentialfunktion ndaherungsweise
durch die Entwicklung ersetzen:

105 =1-230E,, J=23040Q0I,E,. (6

Wenn die Quantenausbeute keinen stérenden Ein-
fliissen unterliegt, Q = const., und die MeBbedingun-
gen konstant gehalten werden, A4 = const., hdngt J
nach Gl. (6) linear von E, ab. J und E, charakteri-
sieren dann die Menge des E-DNA-Komplexes im
untersuchten Zellausschnitt. Wegen E, <1 ist die
Anregungsbedingung fiir die Emission ungiinstig.
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T Abb. 4. Gesamtextinktion pro Ein-
heit der Schichtdicke E/d von Mi-
schungen aus Ethidiumbromid und
DNA in reinem Tris-Puffer, pH =
7,7, T=298 K. Die Farbstoffkon-
] zentration war konstant Cp=1,5 x
107> M. Die DNA-K onzentration va-
4 ritert: 1. Cx=0M, 2. 1,8x107° M, 3.
37x10°M, 4. 55x105M, 5.
41 7,1x107°Mm.

300 400

Zur Kompensation mufl man deshalb hohe Beleuch-
tungsintensititen /, verwenden.

Die kleine Extinktion E, ist schwer zu messen. Als
MaB fiir die Menge E-DNA-Komplex kann aber
auch jede andere Extinktion E, bei einer beliebigen
Wellenldnge 4, verwendet werden, denn nach Gl. (4)
sind fiir einen gegebenen Zellausschnitt £, und E,
durch die Beziehung E,/E, = ¢,/¢, verkniipft:

J=230401,(,/¢) E,. )

Demnach ergibt sich auch dann eine lineare Be-
ziehung zwischen J und E,, wenn die Extinktion E,
grof3 ist, vorausgesetzt, die Fluoreszenz wird bei
einer Wellenldnge 4, mit kleiner Extinktion E, an-
geregt. Damit kann man die Menge E-DNA-Kom-
plex aus einer experimentell besser zuganglichen Ex-
tinktion E, bestimmen und gleichzeitig den Vorteil
der linearen Beziehung zwischen J und E, beibe-
halten.

Fir die praktische Anwendung miissen 4, und 4,
passend gew#hlt werden. Wir haben deshalb die Ab-
sorptionsspektren des E-DNA-Systems untersucht.
Abb. 4 zeigt eine MefBreihe, bei der die Gesamt-
extinktion pro Einheit der Schichtdicke (E/d) von
Losungen aus Ethidiumbromid und Kalbsthymus-
DNA iiber der Wellenlange 4 aufgetragen ist. Die
Farbstoffkonzentration wurde konstant Cp = 1,48 x
10~° M gehalten, die DNA-Konzentration von Cx=0
auf 7,10 x 10~ M gesteigert. Die isosbestischen Punkte
zeigen, dafl Uberschiissiger Farbstoff mit dem E-
DNA-Komplex im Gleichgewicht steht. Bei der
Losung hochster DNA-Konzentration betrdgt das
Konzentrationsverhiltnis Cg/Cy=n=0,21. Da der

500 A [nm]

vorgelegte Farbstoff in diesem Fall weitgehend ge-
bunden wird, Cr = Cry, entspricht das Spektrum 5
nahezu dem E-DNA-Komplex im Séttigungsbereich.
In Abb. 5 ist dieses Spektrum der Absorption einer
fluorochromierten A9-Zelle im kurzwelligen Spek-
tralbereich gegeniibergestellt. Die Analogie beider
Spektren ist unverkennbar. Insbesondere ist hervor-
zuheben, dal im Spektrum der fluorochromierten
Zelle die Bande des freien Farbstoffs bei 283 nm
nicht beobachtet wird. Unter unseren Fluorochro-
mierungsbedingungen enthilt die Zelle keinen tiber-
schiissigen Farbstoff.

Extinktion

00 N O T W O N
250 300 Alnm]

Abb. 5. 1. Losungsspektrum des E-DNA-Komplexes bei
Sattigung, rmax = n=0,21, sieche auch Abb. 3, Kurve 5. 2.
Spektrum einer fixierten fluorochromierten A9-Zelle, ge-
messen im Zellkern. 3. Spektrum einer fixierten A9-Zelle
nach DNA- und RNA-Abbau, gemessen im Cytoplasma.
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Im Sichtbaren ist die Extinktion des E-DNA-
Komplexes klein. Die Fluoreszenz wurde deshalb im
Langwelligen mit einer Quecksilberlampe im Be-
reich des Extinktionsminimums bei 4, = 365 nm an-
geregt.

Zur Messung von E, empfiehlt es sich, eine Wel-
lenldange 4, zu wéhlen, bei der die Extinktion des E-
DNA-Komplexes moglichst groB, die Absorption
storender Substanzen in der Zelle aber moglichst
klein ist. Als storende Zellbestandteile kommen Pro-
teine und RNA in Frage. RNA kann enzymatisch
abgebaut und damit entfernt werden. Das gleiche
ist bei den Proteinen nicht moglich, da wir fir die
experimentelle Verifizierung von Gl. (7) fixierte
Zellen benotigen, die ihren Ort wihrend der Mes-
sung von J und E, nicht dndern. Wir fiihrten die
mikrospektralphotometrische Messung von E, in der
Zelle im kurzwelligen Maximum des E-DNA-Kom-
plexes bei 4,=260nm durch. Zellen, die einem
enzymatischen DNA- und RNA-Abbau unterzogen
wurden, haben bei dieser Wellenldnge ein Minimum
der Eigenabsorption, Abb. 5.

Die Extinktion E, wird im Mikrospektralphoto-
meter in Durchlicht gemessen, die Fluoreszenz J in
Reflexion mit einer Filterkombination, die verhin-
dert, daB Primarlicht auf den Empfénger der Appa-
ratur gelangt. Die Messung von E, und J muf3 am
gleichen Zellausschnitt erfolgen. Der Ausgeblendete
Priaparatausschnitt darf deshalb beim Umschalten
der Apparatur von Absorption auf Emission nicht
auswandern (siehe experimenteller Teil).

Die untersuchten Zellausschnitte hatten eine Flache
von g=0,99 p®. Das entspricht etwa 1-5% der
Flache des Zellkerns der verwendeten A 9-Zellen.

Wir haben finf MeBreihen an fixierten, fluoro-
chromierten A9-Zellen durchgefiihrt. Die Versuche
unterscheiden sich in den Priparationsbedingungen,
die im folgenden kurz zusammengestellt sind (siehe
experimenteller Teil):

MeBreihe 1: a. Fixierung mit Methanol. b. Kein
Nucleinsdure-Abbau. c. Firbung bei pH = 4,0 ohne
LiCl-Zusatz, Cp = 1,0 x 1072 M. d. Eindeckung wif3-
rig pH = 4,0. Abb. 6 (O).

MeBreihe 2: a. Fixierung mit FEM. b. RNA-Abbau
bei pH=7,7. c. Farbung bei pH =4,0 ohne LiCl-
Zusatz, Cp=1,0x10"2M. d. Eindeckung wafBrig
pH =4,0. Abb. 6 ().

MeBreihe 3: a. Fixierung mit FEM. b. RNA-Abbau
bei pH=7,7. c¢. Farbung bei pH=4,0 mit LiCl-Zu-

satz, Cp=10x10"%M, Cs=1M. d. Eindeckung
willrig pH =4,0, Cs =1 M. Abb. 6 (@).

MefBreihe 4: a. Fixierung mit Methanol. b. DNA-
Abbau bei pH =7,0. Nachfixierung mit FEM. d.
RNA-Abbau bei pH =7,7. e. Farbung bei pH =4,0
ohne LiCl-Zusatz, Cr=1,0 x 1072 M. f. Eindeckung
walrig pH = 4,0. Da DNase auf FEM-fixierte Zellen
unzureichend einwirkt, wurde der DNA-Abbau an
Methanol-fixierten Praparaten durchgefiihrt und fiir
den RNA-Abbau mit FEM nachfixiert. Abb. 6 ().
MeBreihe 5: a—c. Wie bei MeBreihe 3, jedoch d.
Eindeckung wiBrig pH = 4,0, Cs = 0,1 M. Abb. 6 (x).

Die gemessenen Fluoreszenzintensitdten J sind in
Abb. 6 iliber der Extinktion E, aufgetragen. Ver-
gleicht man die Daten, so erkennt man, daB sich die
MeBwerte der fiinf Versuchsreihen — trotz ihrer
unterschiedlichen Vorgeschichte — innerhalb der
Fehlergrenzen durch eine einzige Korrelationsgerade
beschreiben lassen. Dieses zundchst liberraschende
Ergebnis zeigt, da3 die Fluoreszenzquantenausbeute,
die den Anstieg der Geraden bestimmt, bei allen
finf MeBreihen konstant ist. Die Schwankung der
MeBwerte ist einesteils auf die Absorption storender
Substanzen bei 260 nm zuriickzufithren, die in ver-
schiedenen Zellausschnitten unterschiedlich stark
sein kann. Anderenteils machen sich beim Umschal-
ten der MeBapparatur von Absorption auf Fluores-
zenz Aperturfehler bemerkbar. Bei den vorliegenden
Messungen mufite mit relativ hoher Beleuchtungs-
apertur gearbeitet werden, um geniigend hohe I,
und damit kleine g realisieren zu kdnnen.

Die Korrelationsgerade schneidet die Abszisse bei
der Extinktion E9=0,14, die durch die mittlere
Eigenabsorption der untersuchten A9-Zellen nach
DNA- und RNA-Abbau gegeben ist und vorzugs-
weise von Protein verursacht wird (MeBreihe 4). Es
ist bemerkenswert, daB3 die Zelle nach totalem Nu-
cleinsdure-Abbau unter den gegebenen Versuchsbe-
dingungen praktisch nicht mehr fluoresziert. Der
Farbstoff wird demnach bei pH = 4,0 nicht mehr an
Protein gebunden. AuBerdem ist die Autofluores-
zenz der Zelle vernachlassigbar klein. Beides sind
Voraussetzungen fiir die fluorometrische DNA-Be-
stimmung in der Zelle.

Die MeBwerte der Prdparate, die keinem enzy-
matischen Nucleinsdure-Abbau unterworfen wurden
(MeBreihe 1), liegen innerhalb der Schwankungs-
breite auf der gleichen Korrelationsgeraden wie Pri-
parate mit RNA-Abbau (MeBreihen 2, 3 und 5). Die
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1.0 Abb. 6. Korrelation zwischen der Fluoreszenzin-
N tensitdt J und der Extinktion E, bei 260 nm von
09k A9-Zellen unter verschiedenen Priparationsbe-
: . dingungen: MefBreihe 1 (O), MeBreihe 2 (A),
MefBreihe 3 (@), MeBreihe 4 (), MeBreihe 5
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Fluoreszenz der unbehandelten Zellen wird von
Farbstoff verursacht, der an DNA und RNA ge-
bunden ist. Offenbar sind die Extinktionskoeffizien-
ten ¢, & und die Quantenausbeute Q fiir den E-
DNA- und E-RNA-Komplex in der Zelle nur wenig
verschieden. Orientierende Versuche an Zellen; bei
denen entweder nur DNA oder nur RNA abgebaut
wurden, bestitigen diesen Befund. Unter den Ver-
suchsbedingungen der MeBreihe 1 wird demnach
der totale Nucleingehalt der Zelle erfaf3t.

In den MeBreihen 2 und 3 wurden die Préiparate
nach RNA-Abbau entweder ohne Salzzusatz oder
bei Gegenwart von 1 M LiCl fluorochromiert. Beide
MeBreihen zeigen im optischen Verhalten keine
typischen Unterschiede. Der Farbstoff wird nun
unter den Versuchsbedingungen der Reihen 2 und 3
entweder bevorzugt ionisch oder aber bevorzugt in-
tercalativ an DNA gebunden. Offensichtlich beein-
fluBt die Art der Bindung die Fluoreszenzquanten-
ausbeute in der Zelle nur wenig. Damit ist es mog-
lich, den DNA-Gehalt von Zellen auch ohne RNA-
Abbau fluorometrisch zu bestimmen, wenn man
durch gentigend hohe LiCl-Konzentrationen verhin-
dert, daB der Farbstoff an RNA gebunden wird.

In der MeBreihe S haben wir schlieBlich unter-
sucht, ob sich Verdiinnen der LiCl-Losung von 1 M

auf 0,1 M nach der Fluorochromierung auf die
Quantenausbeute auswirkt. Es lie sich kein signi-
fikanter Effekt nachweisen. Vielmehr liegen die
MeBwerte auf der gleichen Korrelationsgeraden, die
auch durch die anderen MefBireihen vorgegeben ist.

Fluorometrische Absolutbestimmung der DNA
in der Zelle

Aus der Fluoreszenzintensitiat kann der DNA-Ge-
halt in der Zelle bestimmt werden, wenn man die
storende RNA entweder vor der sauren Fluorochro-
mierung enzymatisch abbaut oder durch hohe LiCl-
Konzentration den Farbstoff von der RNA ver-
dringt. In beiden Fillen kann die in Abb. 6 wieder-
gegebene Korrelationsgerade als empirische Eich-
kurve dienen, um aus der gemessenen Fluoreszenz-
intensitit J die auf Restabsorption korrigierte Ex-
tinktion E* =E,— F) des E-DNA-Komplexes zu
bestimmen. Ist auBerdem der molare dekadische Ex-
tinktionskoeffizient ¢py» bei 4, bekannt, kann aus E%
die Menge E-DNA-Komplex und damit DNA im
untersuchten Zellausschnitt ermittelt werden.

Den Extinktionskoeffizienten é¢pp2 des E-DNA-
Komplexes haben wir mit Kalbsthymus-DNA als
Modellsubstanz in vitro bestimmt. Dabei muf3 be-
riicksichtigt werden, daB in Losung ein Gleichge-
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wicht zwischen gebundenem Farbstoff (Fb), freiem
Farbstoff (Ff) und freier Nucleinsdure (Nf) vorliegt.
Alle drei Molekiilspezies absorbieren bei
260 nm:

(Eo/ds) = epta Cpt+ eppo Crp + exg2 Cng. (8)

fy =

Die Einwaagekonzentration an Mononucleotidein-
heiten DNA (N) betragt Cx = Cxt+ Cnp, an Bin-
dungspositionen nCx = nCys+ nCyyp - nCyyp ist die
Konzentration an Bindungspositionen in der DNA,
an die Farbstoff bereits gebunden wurde, nCy, =
CFbZ

Cx=Cxt+ (Cpp/n). )

Fiir Cpp, =0 ist Cx = Cx¢. Bei Sittigung der DNA
mit Farbstoff ist Cys=0 und nCx=Crp, max- Mit
der Einwaagekonzentration an Farbstoff Cp = Cg; +
Crp und dem Massenwirkungsgesetz

Ks = Cpp/[(nCx—Crp) Cri] (10)

erhilt man:

(E2/do) = epg2 Cre+ enp2 Ox (11)
+ (néppe—éntz) Ks Ox Cre/(1 + Kg Cry).

In Gl. (11) geht die Konzentration an freiem Farb-
stoff C¢ ein. Sie kann aus der Extinktion der langst-
welligen Absorptionsbande des E-DNA-Systems bei
4, =480 nm bestimmt werden, Abb. 4. Im langwel-
ligen Spektralbereich wird die Absorption nur von
freiem und gebundenem Farbstoff verursacht:

(E3/d3) = epgs Cre+ erp3 Crp. (12)

Daraus folgt:
Crt = [(E3/ds)— epp3 Cr)/[ert3— €Fb3].

Die Extinktionskoeffizienten eg¢3 und epy3 bei A3 =
480 nm wurden bereits frither bestimmt [17, 19]:
ere3=5800 M cm™, &pp3=2500 M~ cm~. Damit
ist Cre aus Gl. (13) zugiédnglich. Die Extinktionskoef-
fizienten des freien Farbstoffs und der freien Nu-
cleinsdure bei 4, =260 nm betragen epso=17600M™
cm™, enge = 6500 M~ cm ™! [24]. n ist aus Scatchard-
Bindungsisothermen bekannt, n =0,21. In GL (11)
treten damit nur noch der gesuchte Extinktionskoef-
fizient epp2 und die Bindungskonstante Kg als Un-
bekannte auf.

Zur Bestimmung von ¢pp2 und Kg wurden (E,/d,)
und (E,/d,) bei 4, und 4, gemessen. Die Farbstoff-
konzentration war konstant Cp=2,04 x 10> M. Die
Nucleinsdurekonzentration wurde von Cyx=0 auf
Cy=25x10"M gesteigert, T=298K, pH=7]7

(13)

(0,041 M Tris-Puffer, 1,0 x 10* M Na,EDTA). Aus
den MeBwerten wurden mit Gl. (11) und (13) die
Iterationsparameter ¢ppe und Kg durch Ausgleichs-
rechnung ermittelt:

epp2 =45200 M em™!, Kg=7,0 x 10° M7,

Der Betrag von Kg steht mit fritheren Messungen
aus Scatchard-Bindungsisothermen in guter Uber-
einstimmung [6, 9—21]. Der Extinktionskoeffizient
erp2 =45200 M~ cm™! bezieht sich auf den Ethi-
dium-Kalbsthymus-DNA-Komplex. Wir nehmen an,
daB sich der Wert fiir A9-Zellen nicht wesentlich
davon unterscheidet.

Fiir die auf Restabsorption korrigierte Extinktion
E% = Eo— E9 gilt in Analogie zu Gl. (7):

J=KE%=K épps Crpd= K &pp2 Opy . (14)

K=230A4Q1, (erp1/erp2) 1st der empirisch zu-
gingliche Anstieg der Korrelationsgeraden in Abb. 6.
Er ist konstant, wenn die Anregungsbedingung fiir
die Fluoreszenz konstant gehalten wird, 4 1, = const.
und die Quantenausbeute in Niherung unabhingig
von den Priaparationsbedingungen in der Zelle ist,
Q = const.

Die Schichtdicke des durchstrahlten Praparats ist
nicht leicht zuginglich. Deshalb ist es zweckmiBig,
im ersten Schritt anstelle von Crgy, das experimentell
leichter meBbare Produkt Cg, d = opy, als MaB fiir
die Menge E-DNA-Komplex im untersuchten Zell-
ausschnitt zu bestimmen. Die physikalische Bedeu-
tung von oy, ist leicht einzusehen. Der im Mef3-
mikroskop ausgeblendete Zellausschnitt hat die
Fldache ¢. Im Idealfall stellt dann g d = v das durch-
strahlte Volumen dar, dessen Lichtemission unter
konstanten Bedingungen gemessen wird. mip, =0 Cpy,
ist dann die Molzahl E-DNA-Komplex im durch-
strahlten Volumen v und Cgy, d = mpy/q = Orb * Orb
hat damit die Bedeutung der beobachteten ,Fla-
chendichte” der Substanz im untersuchten Zellaus-
schnitt. Summiert man iiber alle unabhangigen Bild-
ausschnitte ¢; in der Zelle, so erhdlt man die Ge-
samtmenge gebundenen Farbstoffs, Mg, =2 mpy;,
die in einer Scanning-Prozedur zuginglich ist.

Die Fliache g des ausgeblendeten Zellausschnitts
kann empirisch bestimmt werden und betrug bei
unseren Messungen ¢ = 0,99 x 10~® cm? Damit ist
auch die Molzahl mgp, des E-DNA-Komplexes, der
im ausgeblendeten Zellausschnitt der Flache ¢ im
Mikroskop ,.sichtbar* ist, naherungsweise zugidng-
lich, Mgy = OFb 4.-
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Im Sattigungsbereich der Nucleinsdaure mit Farb-
stoff, der bei unseren Farbebedingungen angestrebt
wird, betrdgt Crp, max=nCx 0Oder Qb max =1 ON
bzw. Mgy, max = n my. Da der stochiometrische Fak-
tor n=0,21 — bezogen auf Mononucleotideinheiten
— bekannt ist, konnen die Flachendichte oy und die
Molzahl my der Nucleinsdure im untersuchten Zell-
ausschnitt bestimmt werden. Die entsprechenden
Skalen sind in Abb. 6 auf der Abszisse dargestellt.

Die Flachendichte oy hat nach unseren Mes-
sungen an A9-Zellen die GroBenordnung 10* nmol
cm~ (1 nmol = 10~° mol), die Molzahl my pro Zell-
ausschnitt die GroBenordnung 10~ fmol (1 fmol =
107** mol). Die kleinen Flachendichten oy diirfen
nicht tduschen. Sie wurden an sehr diinnen Zell-
schichten d gemessen. d und v haben die GroBen-
ordnung 10~*cm bzw. 1072 cm?®. Damit sind die
Nucleinsdurekonzentrationen Cy=my/v=0x/d von
der GroBenordnung 107! mmol cm™ = 0,1 M. Das
sind respektable Konzentrationen. Dabei muB3 man
noch beachten, dal die Nucleinsdure im Volumen v
nicht gleichm@Big verteilt, sondern lokal angereichert
ist. Die abgeschitzte GroBenordnung stellt deshalb
eine untere Grenze dar, die wihrend der Mitose in
den Chromosomen iiberschritten werden kann.
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