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Ethidiumbromide, pK,-Values

Ethidiumbromide (1) has two amino groups in 2- and 7-position which are protonated in acidic
water solution. Both pKy-values of 1 are determined at 20 °C by means of the pH-dependence of
the electronic spectra using a iterative calculating procedure, pKa1=0.713, pK32=2.43. Acetylation
of 1 and quantum mechanical calculations lead to the conclusion that the electronic density at the
7-amino group is greater than in 2-position. Therefore with decreasing pH preferably the 7-amino
group is protonated (pKa2), followed by the protonation of the 2-amino group (pKai).

The pKy of 7-amino-9-phenyl-10-ethyl-phenanthridinium-bromide in water solution at 20 °C is

determined to pKy=1.25.

Einleitung

In der Literatur wurden wiederholt Substanzen
beschrieben, die mit DNA in Wechselwirkung treten
und an das Makromolekiil gebunden werden. Klas-
sische Beispiele hierfiir sind Acridinorange und das
von uns untersuchte Ethidiumbromid (1).
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Die Bindung dieser Molekiile an DNA wird heute
im allgemeinen mit dem von L.S. Lerman vorge-
schlagenen Intercalationsmodell beschrieben!. Da-
nach soll sich das Molekiil unter geringer Aufwin-
dung der DNA-Doppelhelix zwischen zwei benach-
barte Basenpaare einschieben.

Unabhingig von speziellen Bindungsmodellen
scheinen fiir die Bindung an DNA die Aminogrup-
pen der betrachteten Molekiile Bedeutung zu haben.
Ersetzt man z.B. die Aminogruppen des Ethidium-
bromids durch Nitrogruppen, so gelangt man zum
schwerléslichen  2.7-Dinitro-9-phenyl-10-athyl-phen-
anthridinium-bromid, das an DNA nicht gebunden
wird 2. Andere, unter gleichen Bedingungen in Was-
ser schwerlosliche Verbindungen treten jedoch mit
DNA in Wechselwirkung 3.

Sonderdruckanforderungen an Prof. Herbert W. Zimmer-
mann, Institut fiir Physikalische Chemie, Albertstrafle 21,
D-7800 Freiburg i. Br.

J. B. LePecq und C. Paoletti * beobachteten, daf3
die Bindung des Ethidiumbromids an DNA stark
vom pH-Wert abhingt, d.h. vom Protonierungs-
zustand des Molekiils. Um den Zustand des Mole-
kiils in diesem Bereich charakterisieren zu konnen,
ist die Kenntnis der pK,-Werte von 1 erforderlich.
Es ist iiberraschend, daB3 diese Werte bisher nicht
gemessen wurden. Schuld daran sind ungiinstige ex-
perimentelle Bedingungen, die den Einsatz speziel-
ler iterativer Auswertungsverfahren erforderlich
machen.

Ethidiumbromid ist ein biologisch hoch aktives
Molekiil. Es wird unter anderem wegen seiner trypa-
nociden Wirksamkeit verwendet 5. Von vielen ande-
ren Substanzen ist bekannt, daf ihre biologische Ak-
tivitait mit dem pK,-Wert in enger Beziehung steht©.
Auch unter diesem Gesichtspunkt ist die Kenntnis
der pK,-Werte von 1 wiinschenswert. Entsprechende
Messungen werden im folgenden beschrieben. Er-
ginzend wurde 7-Amino-9-phenyl-10-dthyl-phen-
anthridinium-brobid (2) untersucht. Analoge Mes-
sungen an der 2-Aminoverbindung scheiterten an der
Schwerloslichkeit der Substanz in Wasser.

Formalismus

Das an der Aminogruppe protonierte Molekiil 2
ist formal als einbasige Saure aufzufassen, die in
willriger Losung entsprechend der Gleichung

K
AH2® = A® +H® (1)
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dissoziiert. Elementare Anwendung des Massenwir-
kungsgesetzes fiihrt zu der Beziehung:

l—-a

a

PKa=pH +log (2)
mit & = Dissoziationsgrad der Sdure. Der pK,-
Wert ist damit aus der pH-Abhingigkeit von a zu-
génglich.

Der pK,-Wert von AH2® kann spektroskopisch
bestimmt werden. Die Gesamtextinktion E der Lo-
sung setzt sich bei gegebener Wellenzahl additiv aus
den Extinktionen der beiden absorbierenden Spezies
A® und AH2?°® mit Konzentrations c;® =cy=ac,
cap:® =¢; = (1 —a) *¢ zusammen:

E=¢ycod+ecid=[ega+e(l—a)]led=ccd.

c=cy+c¢; = Einwaagekonzentration, ¢5, ¢; =
Konzentrationen und &,, &; = Extinktionskoeffizien-
ten von nicht bzw. einfach protoniertem A®, d =
Schichtdicke, ¢ = ga+¢(l—a). ¢ = E/cd ist
experimentell zuganglich und damit auch a, wenn &,
und &; bekannt sind:

g—¢

pKa.=pH +log (3)

e—g
Protoniertes Ethidiumbromid (1) kann formal als
zweibasige Sdure aufgefalt werden, die in zwei
Stufen dissoziiert:

K
AH,3° = AH2® + H®, (4)
K2
AH2®°=A® L H®, (5)

Falls sich K; und K, um mehr als drei Zehnerpoten-
zen unterscheiden, konnen beide Stufen getrennt ge-
messen und K, K, einzeln nach Gleichung (2) be-
stimmt werden. Bei Ethidiumbromid ist das nicht
der Fall. Nach A. Albert und E. P. Serjeant 7 lassen
sich beide pK,-Werte aus der pH-Abhangigkeit der
Gesamtextinktion £ in diesem Fall nach einem itera-
tiven Verfahren bestimmen.

Elementare Anwendung des Massenwirkungs-
gesetzes liefert fiir die im Gleichgewicht stehenden
Konzentrationen

cange = ¢y =cfoc/N (6)
can?® =c¢; =K cg®c/N (7)
cao=co=K;K,cN (8)
mit N=c%® +K;cg® +K, K,
und c¢=cy+c;+c, = Einwaagekonzentration. Die
Gesamtextinktion ergibt sich zu:

E=(ggco+eici+8s¢5)d. 9)

€, €5 & und ¢y, ¢q, Cy sind die Extinktionskoef-
fizienten und Konzentrationen der nicht, einfach

bzw. zweifach protonierten Form von 1. & und &,
sind aus den Spektren von Lésungen mit geniigend
hohem bzw. niedrigem pH-Wert experimentell zu-
ganglich.

Setzt man (6), (7) und (8) in (9) ein, so er-
hélt man fiir die gemessene Gesamtextinktion
E=(1/N) (5K Ks+¢& K, cg® +&3c®)cd=ccd
(10)

(11)

mit
&= (1/N) (80K1 K2+£1 K1 cg® + & Czﬂ@).
Gleichung (11) 148t sich in der Form darstellen:

cH® [e—&5 e—¢g
K, (5~eo) +cg® (e—eo) +K,=0. (12)
&, &, & und cge sind bekannt, &, K; und K, un-
bekannt.

Bei geeigneter Auftragung stellt (12) die Glei-
chung einer Geraden dar, deren Anstieg und Ordi-
natenabschnitt (1/K;) und K, bestimmen. Die ge-
wiinschten Gleichgewichtskonstanten sind dann aus
der pH-Abhingigkeit von & zugénglich, wenn &
bekannt ist. Letzteres ist auf folgendem Weg zuging-
lich:

Gleichung (12) enthélt drei additive Glieder,
wovon K, unabhingig von cg® ist, die beiden ande-
ren aber c}® bzw. cp® enthalten. Bei geniigend
hohen Konzentrationen an H® ist K, gegen die
Glieder mit c%®und cg® zu vernachlissigen. (12)
geht dann iiber in

®
e=¢g + %2——' (e5—¢). (13)

(13) ist wieder die Gleichung einer Geraden, fir
e=¢(cg®), deren Ordinatenabschnitt das unbe-
kannte &, darstellt.

Mit fallender Konzentration an H® nimmt in Gl.
(12) das quadratische Glied mit cf® schneller ab
als das Glied, das linear in cg® ist. Bei geniigend
kleinen Konzentrationen muf} es deshalb einen pH-
Bereich geben, in dem das quadratische Glied gegen
K, und das in cg® lineare Glied vernachldssigbar
ist. Dann erhalt man naherungsweise:

K (e (14)

e=¢, +
L cg®

Auch Gl. (14) ist bei geeigneter Auftragung die
Gleichung einer Geraden, aus deren Ordinaten-
abschnitt &, zugénglich ist.

Damit haben wir zwei GIn. (13) und (14) erhal-
ten, die es gestatten, in geeignetem pH-Bereich &;
zu ermitteln.

Im ersten Schritt der Iterationsrechnung wird &
aus Gl. (13) oder Gl. (14) abgeschitzt und K, K,
nidhrungsweise aus Gl. (12) ermittelt. Mit diesen
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Werten kann man wieder in Gl. (13) oder Gl. (14)
eingehen, um ein verbessertes & zu bestimmen. Es
wird in einem erneuten Rechencyclus in Gl. (12) ein-
gesetzt. Das Iterationsverfahren wird bis zur Kon-
sistenz von K; und K, fortgefiihrt. Die Konvergenz
des Verfahrens wird beschleunigt, wenn jeweils nur
diejenige der Gln. (13) oder (14) verwendet wird,
die den getroffenen Voraussetzungen besser geniigt.
Die bestmogliche Anpassung der experimentellen
Daten an die entsprechenden Geradengleichungen
wird mit Hilfe der Methode der kleinsten Fehler-
quadrate realisiert und die Iteration mit einem
Computer durchgefiihrt.

Ethidiumbromid

Die Spektren von wilrigen Ethidiumbromid-
Losungen wurden in einem weiten pH-Bereich ge-

messen, Abb. 1. Fir pH = 5,2 zeigen die Kurven
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Abb. 1. pH-Abhidngigkeit des Extinktionskoeffizienten & von
Ethidiumbromid in wifirigen HCl-Losungen bei 20 °C.
(1) pH=7,0; (2) pH=3,2; (3) pH=28; (4) pH=2,17;
(5) pH=1,5; (6) pH=0,7; (7) pH=0,54; (8) pH=0,1;
(9) 4 N~ HCL

keine Verdnderungen und stellen das Spektrum des
unprotonierten Ethidiumbromids dar. Zwischen pH
=5,2 und 2,6 nimmt der Extinktionskoeffizient der
langstwelligen Bande bei 20800 cm™! rasch ab.
Gleichzeitig wird das Maximum kurzwellig in Rich-
tung auf 22400 cm™! verschoben. Die Absorptions-
spektren haben bei 21800 cm™! einen isosbestischen
Punkt, der das Gleichgewicht zwischen der unproto-
nierten und einfachprotonierten Form anzeigt. Er ist
wegen der groflen Steigung der Spektren in diesem
Spektralbereich nur schwer zu bestimmen.

Mit fallendem pH-Wert nimmt der Extinktions-
koeffizient der ldngstwelligen Bande weiter ab.

Gleichzeitig treten bei 26800 und 28000 cm™?! zwei
neue Banden mit steigender Intensitit auf. Sie sind
der doppelt protonierten Form des Ethidiumbromids
zuzuordnen. Fiir das Gleichgewicht zwischen ein-
fach und doppelt protoniertem Ethidiumbromid ist
der isosbestische Punkt bei 25700 cm™! charakteri-
stisch. Die ldngstwellige Bande der einfach proto-
nierten Form bei 22400 cm™! verschwindet erwar-
tungsgemill in konzentrierter HCl vollstindig. Das
Spektrum der doppelt protonierten Form des Ethi-
diumbromids ist dem des 9-Phenyl-10-dthyl-phenan-
thridinium-bromids auBlerordentlich ahnlich, Abb. 2.
Damit wird angezeigt, dal} die Protonierung des
Molekiils an den beiden Aminogruppen des Ethi-
diumbromids erfolgt.
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Abb. 2. Ethidiumbromid in H,0 (———), zweifach pro-

toniertes Ethidiumbromid AH,%*® in 4~ HCl (—-:-—), 9-
Phenyl-10-dthyl-phenantridinium-bromid in H,0 ¢ s
20 °C.

Die pK,-Werte des Ethidiumbromids wurden
nach dem oben beschriebenen Iterationsverfahren
bei 20800 cm™! bestimmt, ¢,=5680, & =4304,
€,=0,00 Imol 'em™1. Fiir 20°C ergeben sich:
pKa1=0,713, pK,o = 2,43.
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7-Amino-9-phenyl-10-ithyl-phenanthridinium-
bromid

Die pH-Abhéngigkeit der Spektren waliriger Lo-
sungen von 7-Amino-9-phenyl-10-athyl-phenanthri-
diniumbromid (2) ist in Abb. 3 dargestellt. Fir
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Abb. 3. pH-Abhingigkeit des Extinktionskoeffizienten & von
7-Amino-9-phenyl-10-dthyl-phenanthridinium-bromid in wal-
riger HCl-Losung bei 20 °C. (1) pH=7,0; (2) pH=3,0;
(3) pH=1,9; (4) 4~ HCL

11 1

pH = 3,2 ist das Spektrum unabhiingig vom pH-
Wert. Es liegt unprotoniertes 2 vor. Mit fallendem
pH < 3,2 nimmt die Intensitdt der langstwelligen
Absorption ab, um in konzentrierter HCl zu ver-
schwinden. Statt dessen beobachtet man eine neue
Absorption bei 26500 cm™!, deren Intensitit zu-
nimmt und die der einfach protonierten Form von
2 zuzuordnen ist. Das Protonierungsgleichgewicht
wird durch den isosbestischen Punkt bei 25000 cm™*
belegt. Der pK,-Wert ergibt sich bei 20 °C zu pK,
=1,25.

Zuordnung der pK,-Werte des Ethidiumbromids

Die beiden Aminogruppen des Ethidiumbromids
unterscheiden sich formal darin, daf} fiir die Amino-
gruppe in 2-Stellung eine Resonanzstruktur unter
Einbeziehung des quarternierten Stickstoffatoms in
10-Stellung angegeben werden kann.

CeHs HsCa, . CeHs

HsCog
N N
_ /_\ _ ® _\ _
e R e S e

Diese Moglichkeit besteht fiir die Aminogruppe
in 7-Stellung nicht. Wegen der Positivierung der 2-
Aminogruppe, die nach dieser einfachen Betrach-
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tung zu erwarten ist, sollte das an beiden Amino-
gruppen doppelt protonierte  Ethidiumbromid
AH,3° bevorzugt das Proton in 2-Stellung abgeben.
pK.1 =0,713 entspriache dann dem Protonierungs-
gleichgewicht (4) der 2-Aminogruppe, pKy=2,43
dem Gleichgewicht (5) der 7-Aminogruppe. Ahn-
liche Verhaltnisse waren auch bei den Monoamino-
verbindungen zu erwarten, die eine Aminogruppe in
2- bzw. 7-Stellung besitzen. Leider war es nicht még-
lich, die pK,-Werte dieser Verbindungen zu ver-
gleichen, da die Schwerloslichkeit der 2-Aminover-
bindung die Messung ihres pK,-Werts in Wasser
unmoglich machte. Wir haben deshalb nach anderen
experimentellen Kriterien gesucht, die eine Zuord-
nung der pK,-Werte erméglichen.

Unterschieden in den pK,-Werten entsprechen
Unterschiede in der Elektronendichte. Je niedriger
die Elektronendichte an einer Aminogruppe ist, um
so schwerer wird die Gruppe protoniert bzw. um so
leichter wird die protonierte Aminogruppe wieder
deprotoniert und um so kleiner ist ihr pK,-Wert.
Unterschiede in der Elektronendichte machen sich
andererseits auch in der chemischen Reaktivitit be-
merkbar. So spricht die Acetylierung mit Essigsdure-
anhydrid empfindlich auf kleine Dichteunterschiede
an. Der Angriff der Reaktion erfolgt dabei am Ort
hoherer Elektronendichte 8 °. Wir haben deshalb
versucht, mit Hilfe der Acetylierung der Amino-
gruppen des Ethidiumbromids eine Zuordnung sei-
ner pK,-Werte zu treffen.

Behandelt man eine wélirige Losung von Ethi-
diumbromid mit Essigsdureanhydrid, so erfolgt
praktisch ausschlieflich Acetylierung der 7-Amino-
gruppe 2. Der Nachweis ist leicht zu erbringen durch
Diazotierung der noch freien Aminogruppe und an-
schliefendem Austausch gegen Wasserstoff. Das ge-
bildete  7-Acetamido-9-phenyl-10-dthyl-phenanthri-
dinium-bromid geht nach Abspaltung des Acetyl-
rests in 7-Amino-9-phenyl-10-dthyl-phenanthridi-
nium-bromid tber. Die Verbindung war mit einer
authentisch synthetisierten Vergleichsprobe iden-
tisch. Danach ist die Elektronendichte an der 7-
Aminogruppe héher als in 2-Stellung und in Uber-
einstimmung mit oben ist pK,; =0,713 dem Proto-
nierungsgleichgewicht (4) der 2-Aminogruppe,
pKi2=2,43 dem Protonierungsgleichgewicht (5)
der 7-Aminogruppe zuzuordnen.

Zum gleichen Resultat gelangt man aufgrund
einer quantenmechanischen Berechnung der Elektro-
nendichteverteilung des Ethidiumbromids in semi-
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empirischer SCF-CI-PPP-Approximation 1°. Danach
ist die Elektronendichte an der 2-Aminogruppe deut-
lich niedriger als an der 7-Aminogruppe.
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