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The binding of the dye cations acriflavine AF, tetramethylacriflavine TMAF and acridine
orange AO (scheme of structures) to calf thymus DNA has been investigated by means of
absorption spectroscopy, Table L. In order to avoid dye association we used very low dye concen-
trations and sufficiently high DNA concentrations. In this case we got linear Scatchard isotherms.
The formal Scatchard binding constant K strongly depends on the salt concentration
Cs(S =NaCl) of the solution and the temperature T (278303 K), K(Cs, 7). The average value
of dbinding sites per mononucleotide is » = 0.17. It is independent of the dye species and of Cs
and T.

The value of r (bound dye cations per mononucleotide) diminishes with growing salt concentra-
tion Cs(Cs< 1M). At sufficiently high salt concentrations r is approximately constant (Cs S 1 M).
Obviously there are two types of binding of the dye cations to DNA even in the domain of linear
Scatchard isotherms. They can be distinguished experimentally with the competitive salt effect.
To describe r(Cs, T) or K(Cs, T) we used a simple model with three equilibria: 1. Non-
competitive binding 1 (intercalation) of dye cations to n, Cy binding sites (Cx = concentration of
mononucleotides), equilibrium constant K. 2. Competitive binding 2 (external binding) of dye
cations to n, Cy binding sites, equilibrium constant K,. In contrast to type 1 binding, the dye
cations in type 2 binding can be replaced by metal cations M of S (M = Na®) at sufficiently high
salt concentrations Cs. 3. Competitive binding 3 of M to the same sites of 2 and the dye cations
as competitor, equilibrium constant K,. The model agrees very well with the experiments on the
condition n, = n, = n. Therefore the dye can be bound to one of the n Cy binding sites either
non-competitively or competitively. Type 1 and type 2 binding exclude one another at the same
binding site in the domain of linear Scatchard plots.

The binding constants K;(i = 1, 2, 3) have been determined by means of the competitive salt
effect, Table II. They only are T dependent. From K(T); we got the binding enthalpies 4 H? and
binding entropies 459, Table III.

AF and AO cations are bound non-competitively and competitively, TMAF only competi-
tively. In comparison with AF or AO the competitive binding of TMAF is much weaker.

In the case of AF and AO K, is approximately one power of ten smaller than K,, K, < K,!
The binding enthalpies of the non-competitive and the competitive binding are nearly equal,
AHY = AH;. Therefore the difference in the binding constants K,, K, can be attributed to the
difference in the binding entropies, 4S%< 4S9. Thermodynamically type 2 binding (external
binding) is preferred to type 1 binding (intercalation).

The binding enthalpy of Na® to DNA is in all cases nearly zero, 4 H? = 0. Only the increase of
entropy S > 0 enables binding 3.

From the thermodynamic data follows that type 1 and type 2 binding of AF and AO are
produced by electrostatic and hydrophobic interaction which are intensified by hydrogen
bonding. In contrast to this the weaker competitive binding of TMAF is caused by electrostatic
and hydrophobic interaction only. Our investigations agree with former works on ethidium
bromide E and tetramethylethidium bromide TME (scheme of structures, Tables II and III). They
are consistent with the assignment non-competitive binding = intercalation, competitive binding
= external binding.
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Einleitung

Zahlreiche Arbeiten sind der Bindung kationi-
scher Farbstoffe wie Ethidiumbromid oder Amino-
acridine an DNA gewidmet [1, 2]. Zwei Bindungs-
typen werden unterschieden: 1. Intercalation von
ebenen Molekiilen zwischen die Basenpaare der
DNA und 2. externe Bindung von Farbstoffkationen
an die anionischen Bindungspositionen der Nuclein-
sdure. | hdngt viel weniger von der Ionenstdrke der
Losung ab als 2. Man nimmt deshalb an, daf3 1
vorzugsweise auf hydrophobe, 2 auf elektrostatische
Wechselwirkung zuriickzufiihren ist.

In der Regel geht man davon aus, daB die inter-
calative Bindung einen groBeren Beitrag zur Bin-
dungsstarke liefert als die externe Bindung. Die
Bindungsstarke ergibt sich im einfachsten Fall aus
dem Anstieg von Scatchard-Bindungsisothermen [3]
Der lineare, steile Ast wird deshalb den intercalier-
ten, der gekriimmte Bereich bei hoher Farbstoff-
belegung der DNA den extern gebundenen Mole-
kiilen zugeordnet [1, 2].

Gekriimmte Scatchard-Isothermen konnen aber
viele Ursachen haben. Unterschiede in der Affinitit
zwischen gebundenen Molekiilen und Bindungsposi-
tionen, die Wechselwirkung zwischen gebundenen
Molekiilen und die Bindung von Molekiilen an
mehrere Bindungspositionen werden diskutiert [1,
4-13]. Auch experimentelle Fehler konnen leicht
Abweichungen von der Linearitat der Bindungsiso-
thermen vortauschen. Die Vielzahl der Modelle und
Deutungen zeigt, da3 es schwierig ist, gekriimmte
Scatchard-Isothermen eindeutig zu interpretieren.
Die frither iibliche Zuordnung Intercalation = starke
Bindung, externe Bindung = schwache Bindung ist
keineswegs zwingend.

Die Intercalation als mdglicher Bindungstyp wur-
de bei Ethidiumbromid durch die Rontgenstruktur-
analyse von Sobell ef al. bewiesen [14—16]. Bemer-
kenswert ist dariiber hinaus das Ergebnis einer
anderen Rontgenstrukturanalyse, die Liebman ez al.
[17] an einem Ethidium-tRNA-Komplex ausfiihr-
ten. Die Farbstoffkationen waren hier extern gebun-
den, obwohl Intercalation in doppelhelicale Be-
reiche der verwendeten tRNA im Prinzip mdglich
gewesen wire und auch erwartet wurde. Dieses
iberraschende Ergebnis hat Gewicht, weil Liebman
et al. natiirliche hochmolekulare tRNA einsetzten,
wihrend Sobell eral. eine kiinstliche, auf zwei
Basenpaare extrem verkiirzte Doppelhelix verwen-
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deten. Es ist schwer abzuschitzen, wie weit Ergeb-
nisse an einem niedermolekularen System, noch
dazu im kristallinen Zustand, auf hochmolekulare
natiirliche DNA iibertragbar sind. Beide Struktur-
untersuchungen haben aber gezeigt, daf3 Intercala-
tionen und externe Bindung mdgliche Bindungs-
typen sind. Welcher Bindungstyp realisiert wird und
welcher der stiarkere ist, kann jedoch nicht ohne
weiteres vorausgesagt werden.

Die Diskussion von zwei Bindungstypen verschie-
dener Stirke ist nur sinnvoll, wenn sich beide
Bindungen experimentell unterscheiden lassen und
ihre Starke quantitativ gemessen werden kann. Als
Ma8 fiir die Bindungsstdrke dient in der Regel die
Bindungskonstante K. Besser geeignet wiren die
Standardbindungsenthalpie 4H° und Entropie 4S°.
Sie sind die physikalisch relevanten GroBen. In der
Literatur findet man zu diesem Thema — sehr zu
unrecht — kaum vertiefende Arbeiten.

Kiirzlich haben wir gezeigt, daB sich bereits im
linearen Bereich von Scatchard-Isothermen zwei
Bindungstypen 1 und 2 aufgrund des kompetitiven
Salzeffekts unterscheiden lassen [18]. Ethidiumka-
tionen werden aus der Bindung 2 (kompetitive
Bindung) an DNA durch Salze wie NaCl, KCl,
MgCl, verdriangt, nicht jedoch aus 1 (nicht-kompeti-
tive Bindung). Es ist naheliegend anzunehmen, daf
die nicht-kompetitiv gebundenen Molekiile 1 inter-
calieren, wiahrend die kompetitiv gebundenen Mole-
kiile 2 einen elektrostatischen Wechselwirkungsterm
aufweisen und extern gebunden sind. Diese Zuord-
nung wird durch polarisationsoptische, mikrospek-
tralphotometrische Untersuchungen an hochorien-
tierten Ethidium-DNA-Féden gestiitzt, die aufgrund
der Priparationstechnik nur Molekiile vom Typ 1
enthielten [19]. Aus den experimentellen Werten
ergibt sich fiir den Grenzfall vollstindiger Orientie-
rung nach Korrektur auf Doppelbrechung ein di-
chroitisches Verhaltnis R, = 0,0, das den Erwartun-
gen fiir intercalierte Molekiile nach Lerman [I, 2,
20] entspricht (Achse der Doppelhelix steht senk-
recht auf Ebene des Farbstoffheterocyclus).

Die Bindungsverhiltnisse lassen sich in guter
Niaherung mit einem einfachen Gleichgewichtsmo-
dell quantitativ beschreiben [18]. Am System Ethi-
diumbromid-Kalbsthymus DNA wurde gefunden,
daf die Bindungskonstante K, =1,1x10* M~ fiir die
nicht-kompetitive Bindung 1 (Intercalation) um
mehr als eine Zehnerpotenz kleiner ist als die Bin-
dungskonstante K,=5,6 x 10°M™! fiir die kompeti-
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tive (externe) Bindung 2. Beide Bindungen haben
innerhalb der Fehlergrenzen gleiche Bindungsen-
thalpien: AH?= — 28, AH}= — 27 kJ mol~*. Sie un-
terscheiden sich aber stark in den Bindungsentro-
pien: 48%=-20, 4585=+ 18 J K~* mol~’. Der Un-
terschied zwischen K, und K, ist damit kein enthal-
pischer, sondern ein entropischer Effekt.

Diese Befunde zeigen, daB — abgesehen vom
nicht-linearen Bereich — bereits im linearen Bereich
von Scatchard-Isothermen zwei Bindungstypen un-
terschieden werden konnen, die mit der iiblichen
Auffassung Intercalation = starke Bindung, externe
Bindung = schwache Bindung nicht im Einklang
stehen. Im linearen Bereich verwendet man sehr
verdiinnte Farbstoff-DNA-Losungen. Es gilt wenig-
stens naherungsweise die klassische Gleichgewichts-
thermodynamik (siehe Diskussion). Damit sind die
Bindungsverhiltnisse besser iiberschaubar als im
Bereich gekriimmter Isothermen. Die folgende Un-
tersuchung ist auf den linearen Bereich von Scat-
chard-Isothermen beschriankt.

Auch bei Derivaten des Ethidiumbromids wurde
ibereinstimmend K, < K, gefunden [21, 22]. Ein
Vergleich der Bindungskonstanten ergab, daB so-
wohl fiir die nicht-kompetitive Bindung 1 als auch
fir eine starke kompetitive Bindung 2 positive
Ladung und mindestens eine Aminogruppe im Farb-
stoffmolekiil erforderlich sind. Fehlt eine dieser
Wechselwirkungsmoglichkeiten zwischen Farbstoff
und DNA, so wird die Bindung entweder vollstan-
dig unterdriickt oder aber wesentlich geschwicht.
Dieser Befund deutet darauf hin, daB an beiden
Bindungen sowohl elektrostatische Wechselwirkung
als auch Wasserstoffbriicken beteiligt sind. Ront-
genographisch konnten Wasserstoffbriicken bei in-
tercalierten und extern gebundenen Molekiilen nach-
gewiesen werden [14—17].

Bei der Diskussion der Farbstoff-DNA-Bindung
sind damit mehrere Energie- und Entropieterme zu
beriicksichtigen. Entropieterme beschreiben maB-
geblich die hydrophobe Wechselwirkung. In der
Regel ist die hydrophobe Bindung mit einem Entro-
pieanstieg verbunden. Das trifft fiir die Bindung 2
zwischen Ethidiumkationen und DNA zu, nicht
jedoch fiir 1, obwohl gerade 1 (Intercalation) auf
hydrophobe Wechselwirkung zuriickgefiihrt wird [1,
2] (siehe Diskussion).

Die oben beschriebenen Bindungsstudien wurden
an Ethidiumbromid und Derivaten ausgefiihrt, denen
das Phenanthridingeriist gemeinsam ist. Diese Sub-

stanzklasse konnte einen Sonderfall darstellen. Des-
halb wurden die Untersuchungen jetzt auf Amino-
acridine ausgedehnt, die ebenfalls klassische Sub-
stanzen zum Studium der Bindung kleiner Molekiile
an DNA sind [1, 2]. Drei Substanzen wurden aus-
gewahlt: Acriflavin (AF), Tetramethylacriflavin
(TMAF) und Acridinorange (AO).

Die Farbstoffe AF und TMAF enthalten ebenso
permanente Farbstoffkationen wie Ethidiumbromid
(E) und Tetramethylethidiumbromid (TME), die
wir frither untersucht haben [18, 22]. Prototrope
Reaktionen bei der Farbstoffbindung [21] sind hier
auszuschlieBen. Deshalb haben wir auch Acriflavin
dem haufig verwendeten Proflavin (PF) vorgezogen.
AuBerdem sind die Ergebnisse fiir die strukturell
verwandten Farbstoffe AF, TMAF einerseits und E,
TME andereseits besser vergleichbar.

Acridinorange ist eine starke Base, pK,= 10,45
[23] und liegt bei dem von uns verwendeten pH = 7,7
ebenfalls als Kation vor. Es ist einer der wenigen
Farbstoffe, der Kern und Chromosomen lebender
Zellen fluorochromiert [1, 24]. Wir haben deshalb
seine Bindung an DNA untersucht.

Uber die Bindungsgeometrie von AF-DNA und
TMAF-DNA liegen bisher keine Rontgenstruktur-
untersuchungen vor. Demgegeniiber gibt es Arbei-
ten zur Geometrie der strukturell verwandten Sy-
steme PF-DNA [25—-27] und AO-DNA [26, 28]. Die
Rontgenstrukturuntersuchungen wurden wieder an
kristallinen Komplexen aus Farbstoff und einer
Miniaturdoppelhelix mit zwei Basenpaaren durch-
gefithrt. Alle Arbeiten belegen die Intercalation.
Wihrend an der Bindung von PF Wasserstoff-
briicken zwischen Aminogruppe(n) und Phosphodi-
esterrest(en) beteiligt sind, konnten bei AO keine
Briickenbindungen — auch nicht zwischen Immo-
niumgruppe und Wassermolekiilen im Kristallgitter
— nachgewiesen werden. Neben intercalierten Mole-
kiilen findet man im Kristall auch nicht-intercalier-
ten Farbstoff. Seine Bindungsgeometrie wird durch
die Minimalisierung der Gitterenergie und die Be-
dingung der Elektroneutralitit des Kristalls be-
stimmt. Sie kann nicht als Modell fiir extern gebun-
dene Molekiile in Losung dienen.

Die Untersuchung der Bindungsisothermen von
Aminoacridinen in waBrigem Medium wird — im
Gegensatz zu Ethidiumderivaten — durch Farbstoff-
assoziation stark beeintrichtigt. Das gilt insbeson-
dere fiir AO [23, 29—32] und TMAF [33]. Um die
Farbstoffassoziation in Losung und auf der DNA
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vernachldssigen zu konnen, ist man gendtigt, mit
sehr verdiinnten Farbstofflosungen bei hinreichen-
dem DNA-UberschuB zu arbeiten, entsprechend
den Bedingungen fiir den linearen Bereich von
Scatchard-Isothermen.

Uber die Bindung von AF [34-40], TMAF [35]
und AO [1, 5, 35, 38, 41—-50] an DNA gibt es zahl-
reiche Arbeiten, von denen eine Auswahl zitiert
wurde, die den Zugang zur Originalliteratur eroff-
net. In keiner der Untersuchungen wird der kompe-
titive Salzeffekt detailliert behandelt. Zwar findet
man den Hinweis, dal die Farbstoffmolekiile bei
grofer Ionenstirke (0.1 M) nur intercalieren, bei
kleiner Ionenstirke (0.001 M) dagegen nebeneinan-
der intercalativ und extern gebunden werden. Aber
erst die Quantifizierung des Effekts ermoglicht es,
die Bindungskonstanten K, und K, getrennt zu be-
stimmen und die Eigenschaften beider Bindungen
unabhiéngig zu diskutieren.

Materialien und Methoden

1. Experimentelles

Acriflavin wurde von der Fa. Serva bezogen. Das
kédufliche Produkt ist mit Proflavin stark verunrei-
nigt. Reinigung des Rohprodukts erfolgte nach einer
Vorschrift von Galliot [51]. AnschlieBend wurde das

Farbstoffchlorid umkristallisiert und auf Silicagel
chromatographiert, Laufmittel Chloroform/Ethanol/
Eisessig = 12:8:1.

Acridinorange wurde von der Fa. Merck bezogen.
Zur Reinigung wurde aus der Base mit HBF, das
Salz hergestellt, aus Methanol umkristallisiert, mit
conc. HCI in das Hydrochlorid umgewandelt und
anschlieBend auf Al,O, (sauer) chromatographiert,
Laufmittel Ethanol.

Tetramethylacriflavin haben wir nach einer mo-
difizierten Vorschrift von Ullmann und Maric [52]
durch Methylieren von Acridinorange mit Dime-
thylsulfat dargestellt. Statt dessen kann auch Acri-
flavin mit Methyljodid oder Trimethylphosphat me-
thyliert werden. Die Reinigung erfolgte iiber das
Tetrafluoroborat, das anschlieBend mit conc. HCI in
das Farbstoffchlorid umgewandelt und auf Silicagel
chromatographiert wurde, Laufmittel Chloroform/
Ethanol/Eisessig = 12:8: 1.

Fiir die Untersuchungen wurden ausschlieBlich
dinnschichtchromatographisch einheitliche Farb-
stoffchloride eingesetzt, deren Elementaranalyse mit
der Summenformel libereinstimmte.

Kalbsthymus-DNA wurde von der Fa. Worthing-
ton bezogen. Der Proteingehalt nach Lowry eral.
[53] war kleiner als 0,1%. Die Menge eingesetzter
DNA haben wir nach Eibl und Lands [54] bestimmt.
In Tris-HCI-Puffer, pH = 7,7, betrug der molare
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Extinktionskoeffizient bei 260 nm ey = 6500 M~! cm ™.
Alle Isothermen wurden in Tris-HCI-Puffer (0,041 M
Tris + 1x10° M Na,EDTA) bei pH = 7,7 gemes-
sen. Bestimmung des pH-Werts erfolgte mit einem
pH-Meter der Fa. Knick und einer EinstabmeBzelle
HA 405-60 der Fa. Ingold.

Das Gleichgewicht zwischen freiem und an DNA
gebundenen Farbstoff wurde absorptionsspektro-
skopisch mit einem Spektrometer 555 der Fa. Perkin
Elmer bestimmt. Die Temperaturmessung erfolgte
in der Kiivette mit eine Siliciumdiode bei digitaler
Anzeige auf + 0,2 K.

2. Bindungsisothermen

Zur Bestimmung der Konzentrationen des freien
(f) und des and Nucleinsdure (N) gebundenen (b)
Farbstoffs (F) Cps und Cpp, miissen die molaren
Extinktionskoeffizienten ¢, &, bei einer geeignet ge-
wahlten analytischen Wellenzahl v, bekannt sein.
Bei unseren Untersuchungen entsprach v, dem Ma-
ximum der langstwelligen Absorptionsbande des
freien Farbstoffs, das durch die Eigenabsorption der
Nucleinsdure in diesem Spektralbereich nicht ver-
falscht wird.

& ist bel analysenreinen Substanzen aus Messun-
gen bei Konzentrationen zuginglich, fiir die das
Lambert-Beersche Gesetz gilt. Bei Substanzen, die
in wissrigem Medium assoziieren, ergibt sich & als
Grenzwert fiir verschwindende Farbstoffkonzentra-
tion, Cr — 0.

Stark assoziierende Verbindungen wie AO und
TMAF liegen auch in sehr verdiinnter Losung in der
Regel nicht vollstindig in monomerer Form vor.
Reste von Assoziaten erniedrigen dann die Extink-
tion der Farbstoffbande der Monomeren. In diesem
Fall empfiehlt es sich, das Gleichgewicht zwischen
Monomeren und Assoziaten in einem Bereich zu
verfolgen, der spektroskopisch leicht zugédnglich ist,
die Gleichgewichtskonstante zu bestimmen und &
rechnerisch zu ermitteln. Dieses ¢ ist in der Regel
groBer als solche, die aus sehr verdiinnten Losungen
bestimmt wurden. Bei assoziierenden Substanzen
gilt deshalb die Faustregel, daB der hochste Extink-
tionskoeffizient im allgemeinen auch der beste ist.

Fir die stark assoziierenden Substanzen AO und
TMAF wurde ¢ bereits bestimmt. Die in Tab. I
aufgefithrten Daten sind die hochsten Literatur-
werte [32, 33]. Fir das weniger assoziierende AF
haben wir & neu ermittelt. Der aufgefiihrte Wert ist
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Tab. I. Analytische Wellenzahl 7, [cm~!], molare dekadi-
sche Extinktionskoeffizienten von freiem und gebundenem
Farbstoff &, &, [10* M~ cm™] bei 7,, Farbstoffkonzentra-
tion Cr[10°M], T=298 K, pH = 7,7.

Sub- Va & & Cr
stanz

AF 22150 5,08 3,00 15,1
TMAF 20200 6,75 [33]; (4,10)  3,34; (2,92) 8,43
AO 20 300 6,58 [32]; (5,60)  3,45; (3,18) 4,52

hoher als der einzige uns bekannte Literaturwert
[34].

&, ergibt sich als Grenzwert bei hoher Nuclein-
sdurekonzentration, Cy — co. Unter den iiblichen
Versuchsbedingungen kann dieser Grenzwert nur
ndherungsweise erreicht werden. Zur Bestimmung
von ¢, empfiehlt sich deshalb ein Extrapolations-
verfahren, das von Benesi und Hildebrand [55]
angegeben und an unser Problem adaptiert wurde
[18]. Fiir das Gleichgewicht zwischen freien und
an DNA gebundenen Farbstoffmolekiilen

F + DNA & F-DNA (1)

gilt im linearen Bereich von Scatchard-Isothermen
das Massenwirkungsgesetz (MWG):

K = Cgp/(n Cx — Crv) Crt. 2

Im folgenden wird die DNA-Konzentration auf
Mononucleotideinheiten (Phosphatgehalt) bezogen.
n bedeutet den Bruchteil eingesetzter Mononucleo-
tide, die zur Bindung von Farbstoffmolekiilen be-
fahigt sind, 0 < n < 1. Mit r = Cpp/Cn (Konzentra-
tion gebundener Farbstoffmolekiile pro Mononu-
cleotideinheit) erhalt man [3]:

r/Cpe=K(n—r). 3)

Tragt man r/Cgs lber r auf (Scatchard-plot), so
erhdlt man im Bereich der Giiltigkeit des MWG
eine abfallende Gerade, deren Anstieg und extrapo-
lierter Abszissenabschnitt K und » ergeben.

Aus der totalen Farbstoffkonzentration Cp= Cp¢
+ Crp und dem gemessenen Extinktionskoeffizien-
ten ¢ der Mischung bei V,, ¢ Cg = & Cpt + &, Cry, las-
sen sich Cgs und Cgp bestimmen, wenn & und g,
bekannt sind. Fiir groBen UberschuB an Nucleotid,
Cx >Cr, gilt naherungsweise n Cyx— Cppo=nCyx
— Cr. Gl (2) geht dann iiber in:

l/((;‘f— 8) = {l/K(n CN— CF) (Sf— 6‘1,)}
+ {1/(er — &)} . 4)
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Tragt man 1/(g—¢) iber 1/(n Cx — Cr) auf, so
erhédlt man fiir hinreichend groBe Cy eine Gerade
mit dem auf Cy — oo extrapolierten Ordinatenab-
schnitt 1/(e — &,), aus dem ¢, bei bekanntem &
bestimmt werden kann.

Die Unbekannten &,, K und n sind mit einem
iterativen Verfahren gleichzeitig zugénglich. Zu-
nachst wird &, in nullter Naherung bei groBen Cy
spektroskopisch bestimmt. Mit Gl. (3) erhélt man K
und 7 in nullter Néaherung. Einsetzen in Gl. (4)
ergibt &, in erster Ndherung. Daraus folgt mit
Gl.(3) K und 7 in erster Naherung, usw. Das Ver-
fahren wird bis zur Selbstkonsistenz von ¢,, K und n
fortgefiihrt. Die fiir AF, TMAF und AO ermittelten
Werte von ¢, sind in Tab. [ wiedergegeben.

Wegen der Assoziationstendenz der Aminoacridine
sollte bei der Messung der Bindungsisothermen mit
moglichst verdiinnten Farbstofflosungen gearbeitet
werden. Dann sind aber die beobachteten Extink-
tionsanderungen bei der Farbstoffbindung sehr klein
und die Bindungsisothermen entsprechend ungenau.
Um die Streuung der MeBwerte in Grenzen zu
halten, haben wir deshalb als Kompromi3 etwas
erhohte Farbstoffkonzentrationen verwendet, bei
denen die Farbstoffmolekiile bereits in DNA-freier
Losung teilweise assoziiert sind. Cr und die zuge-
horenden & (in Klammern) sind zum Vergleich
ebenfalls in Tab. I aufgefiihrt. Trotzdem ist es auch
unter diesen Versuchsbedingungen mdoglich, daB
Gleichgewicht korrekt zu erfassen. Die Bindungs-
konstante K und der Parameter n ergeben sich
formal aus Anstieg und Abszissenabschnitt der Tan-
gente an die Scatchard-Isotherme im Bereich gro-
Ben DNA-Uberschusses, Cx > Cr, ¥ = Cpp/Cn — 0.
Dann ist der iiberwiegende Teil des eingesetzten
Farbstoffs gebunden, die Gleichgewichtskonzentra-
tion des freien Farbstoffs in Losung ist sehr klein
und die nicht gebundenen Molekiile liegen prak-
tisch nur noch als Monomere vor. Dieser Bereich
der Scatchard-Isothermen ist linear und durch einen
isosbestischen Punkt in den Absorptionsspektren
der Farbstoff-DNA-Losungen gekennzeichnet, der
das Gleichgewicht zwischen monomer gebundenen
und monomeren freien Farbstoffmolekiilen belegt.
Bei unseren Experimenten haben wir das Verhiltnis
Cp/Cy etwa zwischen 0,03 und 3,0 variiert. Der
Auswertung wurden nur diejenigen Spektren zu-
grunde gelegt, die durch einen isosbestischen Punkt
charakterisiert sind und zum linearen Bereich der
Scatchard-Isothermen gehoren.
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Um eine Vorstellung vom Fehler in den Bin-
dungsparametern zu gewinnen, die durch Unge-
nauigkeiten in der Bestimmung von ¢ und ¢, ent-
stehen, haben wir als Extremfall die Auswertung
ebenfalls mit den in Klammern in Tab.I angege-
benen Werten durchgefiihrt, die durch Assoziation
verfélscht sind. Die Bindungsparameter dndern sich
nur innerhalb der Fehlerbreite, GroBenordnung und
Gang bleiben erhalten.

Die molaren Extinktionskoeffizienten & und ¢,
sind innerhalb der experimentellen Fehlerbreite von
der Kompetitorkonzentration Cs (S =NaCl), 0 < Cs
< 1M, und der Temperatur 278 K < T < 308 K, un-
abhingig.

Mit dem unten besprochenen Gleichgewichtsmo-
dell konnen aus K die Bindungskonstanten Kj,
Bindungsenthalpien AH? und Bindungsentropien
48 (i=1,2,3) fiir die nicht-kompetitive und die
kompetitive Bindung bestimmt werden. Die Fehler-
breite ist fiir diese Bindungsparameter aus den
genannten experimentellen Griinden relativ groB.
Sie 1aBt sich fiir die K;, Tab.Il, und die 4HS%,
Tab. III, zu etwa * 20%, fiir die weniger gut zugéng-
lichen 4S?, Tab. III, zu etwa * 30% abschitzen. Die
Fehlerbreite von n betriagt ca. + 5%. Die Daten fiir
AF sind genauer als fiir AO und TMAF.

3. Gleichgewichtsmodell

Bei verdiinnten AF-, TMAF- und AO-Ldsungen
beobachtet man bei hinreichendem DNA-UberschuB
lineare Scatchard-Isothermen. Damit gilt formal das
MWG. Die Gleichgewichtskonstante hidngt aber
nicht nur von der Temperatur, sondern auch von
der Art S und der Konzentration Cs von Salzen in
der F-DNA-L6sung ab, K = K(Cs, T). Demgegen-
iiber ist n von S, Cs und 7T unabhingig und stellt
eine GroBe dar, die fiir das Biopolymere und den
Farbstoff charakteristisch ist [18]. K beschreibt das
Gleichgewicht zwischen F und DNA nur formal
und muB auf Cg erweitert werden. -

Ein moglicher Ansatz ergibt sich aus der Beob-
achtung, daBl r mit steigendem Cgs zundchst rasch
abfallt, sich aber dann einem Plateau ndhert. Die
Farbstoffkationen konnen durch Salze teilweise,
aber nicht vollstindig aus ihrer Bindung an DNA
verdriangt werden. Es gibt die nicht-kompetitive und
die kompetitive Bindung 1 und 2. Bei groBem Cs
wird F nur nicht-kompetitiv gebunden. Bei kleinem
Cs liegen nicht-kompetitiv und kompetitiv gebun-
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dene Farbstoffkationen nebeneinander vor. Ver-
gleichende Untersuchungen mit verschiedenen Sal-
zen am Ethidium-DNA-System ergaben, daB} die
Metallkationen M von S der Kompetitor fir F
sein miissen [18].

Als einfachster Ansatz zur quantitativen Beschrei-
bung des kompetitiven Effekts bietet sich ein Mo-
dell mit drei Gleichgewichten an [18]:

nicht-kompetitive

F +DNA, & F-DNA, ik (5a)

F +DNA, & F-DNA, (5b)
- kompetitive Bindung

M +DNA, & M-DNA, (5¢)

Gl. (2) ist jetzt durch drei Gleichungen mit Gleich-
gewichtskonstanten K, K,, K,, zu ersetzen, die die
nicht-kompetitive Bindung von F an n, Cy Bin-
dungspositionen und die kompetitive Bindung von
F bzw. M and n; Cy Bindungspositionen der DNA
beschreiben:

K;= Cgp1/(n1 Cx — Crp1) Crt (6a)
K3 = Crp2/(n2 Cn — Crv2 — Cwmp) Cre (6b)
K3 = Cwmp/(n2 Cx — Cmp — Cro2) Cuie - (6¢)

Es bedeuten: Cg= Cgp+ Crt, Crb= Crp1+Crv2,
Cyn=Cyt+ Oy, r =r1+ r2=(Cru1+ Crv2)/Cx.-
Nach einigen Umformen erhélt man:

r=n1K1Cpf/(l + K7 Cry)
+ns K Cpf/(l + K> Cre + K3 Cmf) . (7)

Fiir die Diskussion bringen wir Gl. (7) auf Scatchard-
Form:

r/Cpf = Kl(nl = I‘) e o Kz(nz = r)/(l + K3 CMf)
+K1K2(n1+ ng—r) CFf/(l +K3 CMf) . (8)

Im Bereich hinreichend kleiner Cgs, Cx > Cp, ist
der dritte Term rechts Gl. (8) zu vernachléssigen.
Die Scatchard-Isotherme ist linear. Ist » unter den
gewidhlten Versuchsbedingungen unabhingig von S,
Cs bzw. Cy, so gilt n;=n,=n. Um den kompeti-
tiven Salzeffekt zu realisieren, mu3 man bei hohen
Kompetitorkonzentrationen Cs bzw. Cy arbeiten.
Dann gllt Cny<Cy und Cyp € Cyr =~ Cy. GL (8)
nimmt jetzt die Form an:

r/Cre={K1+ K¥/(1 + KsCn)} (n—7). )

Die effektive Bindungskonstante K* =K,(1+ G)
unterscheidet sich fiir kleine Cgs nur sehr wenig von
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K,. Die Funktionswerte G = K;Cg¢[l + n/(n—r)]
sind dann klein gegen 1, und G kann entweder ver-
nachlissigt oder durch seinen Mittelwert G ersetzt
werden.

Alle Scatchard-Isothermen schneiden sich unab-
hangig von S, Cs und T bei r = n auf der Abszisse.
Vergleich von GI. (2) mit Gl. (9) ergibt jetzt die Cy-
abhiangige formale Bindungskonstante:

K=K, +K*/(1+K, Cy). (10)

K,, K, und K, hingen nur noch von T ab. Fiir den
Kompetitor NaCl, der in den folgenden Experimen-
ten verwendet wird, ist Cyy = Cs.

n, der extrapolierte Schnittpunkt der linearen
Scatchard-Isothermen mit der Abszisse r, ist die
maximale Farbstoffkonzentration, die im Mittel an
eine Mononucleotideinheit DNA aus verdiinnter
Farbstofflosung gebunden werden kann, rypax=
(Crb/CN)max = 1. n kann in giinstigen Féllen noch
auf einem zweiten unabhidngigen Weg direkt durch
Titration von vorgelegtem Farbstoff mit eingestell-
ter DNA-LOsung bei spektroskopischer Endpunkts-
induzierung bestimmt werden. Am System Ethi-
dium-DNA wurde friither gezeigt, daB beide Metho-
den zum gleichen Resultat fithren [18]. Der Parame-
ter n gewinnt dadurch an physikalischer Glaubwiir-
digkeit.

Bei hoher Farbstoffkonzentration Cg¢ ist G nicht
vernachldssigbar und kann auch n#herungsweise
nicht durch G ersetzt werden. Man muB8 dann mit
positiven Abweichungen von der Linearitit der
Scatchard-Isothermen rechnen, die auch beobachtet
werden konnen. Es ist jedoch schwer zu entscheiden,
ob diese Abweichungen nur auf G oder noch auf
andere Effekte zuriickzufithren sind. Wir haben
deshalb unsere Untersuchungen auf den linearen
Bereich der Isothermen beschréankt.

SchlieBlich soll noch das formale Grenzverhalten
der Isotherme GI. (8) fiir Cps = 00, Cr > Cy, disku-
tiert werden. Jetzt dominiert der dritte Term rechts.
Erster und zweiter Term sind zu vernachléssigen.
Die Isotherme ist nicht mehr linear. Ihr Schnittpunkt
mit der Abszisse ergibt sich formal zu r=n, +n,.

Ergebnisse
1. Acriflavin

Titriert man eine sehr vediinnte wiBrige AF-
Losung mit Kalbsthymus-DNA, so beobachtet man
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im Absorptionsspektrum eine langwellige Verschie-
bung der ldngstwelligen Bande des Farbstoffs von
22150 auf 21550 cm~. Gleichzeitig nimmt die In-
tensitat der Bande ab. Ein isosbestischer Punkt bei
21650 cm™ zeigt, daB freier und gebundener mono-
merer Farbstoff im Gleichgewicht stehen. Banden-

20 T T T
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r/Ce [10°M7"]

005 010

r

Abb. 1. Scatchard-Isothermen fiir das System AF/DNA
bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen Cg, Tris-Puffer
pH =77, T=298K; Cs = 2,0 x 102 M (O), 0,012 M (4),
0,052 M (0), 0,10 M (V), 1,0 M (x).
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Abb. 2. Scatchard-Isothermen fiir das System AF/DNA
bei verschiedenen Temperaturen, 7, Tris-Puffer pH = 7,7,
Cs =20x102m, T=278K (0O), 288K (A), 298 K (O),

308 K (V).
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Abb. 3. Maximale Zahl von Bindungspositionen pro Mo-
nonucleotideinheit, n, fiir das System AF/DNA bei ver-
schiedenen NaCl-Konzentrationen Cs (O) und Temperatu-
ren T (A), Tris-Puffer pH = 7,7.

lage und isosbestischer Punkt werden — ebenso wie
& und &, — durch den Kompetitor NaCl nicht signi-
fikant verandert. Nicht-kompetitiv und kompetitiv
gebundene Farbstoffkationen sind absorptionsspek-
troskopisch ununterscheidbar.

Abb. 1 und 2 zeigen Scatchard-Isothermen fiir
verschiedene Kompetitorkonzentrationen und Tem-
peraturen. Sie sollen beispielhaft die unvermeid-
liche Streuung der MeBwerte bei kleinen Farbstoff-
konzentrationen verdeutlichen. Ausgleichsrechnun-
gen ergeben fiir alle Isothermen im untersuchten
Konzentrationsbereich Gerade, die sich innerhalb
der Streubreite unabhidngig von Cs und T im
gleichen extrapolierten Punkt auf der Abszisse
r=n=0,17 schneiden, Abb. 3. Die erste Voraus-
setzung von Gl. (9) n, = n, = n ist damit erfiillt.

Die formale Gleichgewichtskonstante K héangt
stark von Cg und T ab, Abb. 4. Die in Abb. 4 einge-
zeichneten Kurven wurden mit Gl. (10) durch Aus-
gleichsrechnung ermittelt. AngepafBte Parameter sind
K,, K*, K,, die damit bei verschiedenen Tempera-
turen zuginglich sind. Die Ubereinstimmung zwi-
schen berechneten Kurven und experimentellen
Werten ist gut. Aus den extrapolierten K-Werten fiir
Cs — 0 bzw. o ergeben sich K, + K¥ und K, aus
der Krimmung der Hyperbel folgt K,. Die Gleich-
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Abb. 4. Abhiangigkeit der formalen Scatchard-Bindungs-
konstante K fiir das System AF/DNA von der NaCl-Kon-
zentration Cs und der Temperatur 7, Tris-Puffer pH = 7,7,
T=278K (O), 288 K (A), 298 K (O), 308 K (V); berech-
nete Kurven Gl. (10), Bindungskonstanten K,, K,, K, fir
298 K in Tab. II.
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Abb. 5. Zahl gebundener AF-Molekiile pro Mononucleo-
tideinheit DNA, r = Cgp/Cy, als Funktion der NaCl-Kon-
zentration Cg, Tris-Puffer pH = 7,7, T = 298 K, Farbstoff-
konzentration Cr = 1,4 x 10-* M, Nucleinsdurekonzentra-
tion Cy=2,0x10"*M; berechnete Kurve Gl. (7), opti-
mierte Bindungsparameter: n» = 0,17, K, = 42 x 10* M7,
K, = 1,0x 108 M, K, = 30 m~%. Die iterativ bestimmten
Bindungsparameter stimmen innerhalb der Fehlergrenzen
mit den Parametern der Scatchard-plots Tab. II iiberein.
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gewichtskonstanten fiir 7=298 K sind in Tab.II
zusammengestellt. K, ist sehr viel kleiner als K%
bzw. K,. Das folgt auch ohne Rechnung aus Abb. 4.
Die Gleichgewichtskonzentration Cyy ist unter unse-
ren Versuchsbedingungen sehr klein, G < 1. Inner-
halb der MeBgenauigkeit gilt in guter Néherung
K* =K,. Damit ist auch die zweite Voraussetzung
von Gl. (9) erfiillt.

In unabhingigen Rechnungen haben wir auch
aus der Cs-Abhingigkeit von r die Bindungskon-
stanten K, K,, K, fir 7=298 K ermittelt, Abb. 5.
Die mit GI. (7) iterativ bestimmten Werte unter-
scheiden sich innerhalb der Fehlerbreite nicht von
den in Tab. II aufgefiihrten Konstanten. Damit be-
schreibt auch Gl. (7) die Experimente zufriedenstel-
lend. Auf geringe systematische Abweichungen bei
kleinen Cs gehen wir in der Diskussion ein.

Die Temperaturabhédngigkeit der Bindungskon-
stanten K; (i = 1, 2, 3) folgt der Beziehung von van’t
Hoff, Abb. 6:

InK;=—AHY/RT + AS%/R . (11)
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Abb. 6. Temperaturabhingigkeit der Bindungskonstanten
K., K,, K, fir das System AF/DNA, Tris-Puffer pH =77,
die Bindungskonstanten K; (i = 1,2, 3) wurden aus den
MeBwerten Abb. 4 mit Gl. (10) durch Optimierungsrech-
nung bestimmt; Kompetitor S = NaCl; Bindungsenthal-
pien 4 HY und Bindungsentropien 4S9 Tab. III.

3.1
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Das zugingliche Temperaturintervall 7=278—308K
ist wegen der Instabilitit der DNA sehr klein. Um
die Genauigkeit zu steigern, mufiten zahlreiche
Messungen durchgefithrt werden. Die ermittelten
Standardbindungsenthalpien AH{ und Entropien
4S8?sind in Tab. III zusammengefaBt.

2. Acridinorange

Auch bei Titration einer sehr verdiinnten wéBri-
gen AO-Losung mit Kalbsthymus-DNA wird die
Farbbande des AO-Kations langwellig von 20300
nach 19900 cm™ verschoben. Gleichzeitig nimmt
ihre Intensitit ab. Bei 19950 cm~ beobachtet man
einen isosbestischen Punkt. Freie und gebundene
monomere Farbstoffkationen stehen bei geniigend
hoher DNA-Konzentration miteinander im Gleich-
gewicht. Ebensowenig wie bei AF konnen bei AO
nicht-kompetitiv und kompetitiv gebundene mono-
mere Molekiile spektroskopisch unterschieden wer-
den.

Die Scatchard-Isothermen sind im diskutierten
Konzentrationsbereich linear. Ausgleichsrechnungen
ergeben den extrapolierten Schnittpunkt mit der
Abszisse n= 0,17, der von Cs und 7 unabhéngig ist.
Demgegeniiber hdngt der Anstieg der Isothermen
stark von Cs und T ab. Die Abhiangigkeit der for-
malen Gleichgewichtskonstante K von der NaCl-
Konzentration wird bei allen Temperaturen ebenso
wie bei AF durch Gl. (10) beschrieben, Abb. 7. Die
durch Ausgleichsrechnung fiir 7= 298K ermittelten
Bindungskonstanten K,, K* = K,, K, sind in Tab. II
zusammengestellt. Aus der Temperaturabhéngigkeit
der K; (i=1,2,3), Abb. 8, ergeben sich die ent-
sprechenden Bindungsenthalpien und Entropien,
Tab. IIL

3. Tetramethylacriflavin

Die Bindung von monomerem TMAF an Kalbs-
thymus-DNA verursacht eine bathochrome Ver-
schiebung der Farbbande von 20200 auf 19900 cm™*
bei gleichzeitigem hypochromen Effekt. Ein isosbe-
stischer Punkt bei 19950 cm~* belegt das Gleichge-
wicht zwischen freien und gebundenen monomeren
Farbstoffmolekiilen. Die spektralen Effekte bei der
Farbstoffbindung sind insgesamt kleiner als bei AF
und AO. Es war deshalb schwierig, die Bindungs-
konstanten absorptionsspektroskopisch zu bestim-
men.

Abb. 7. Abhdngigkeit der formalen Scatchard-Bindungs-
konstante K fiir das System AO/DNA von der NaCl-Kon-
zentration Cs und der Temperatur 7, Tris-Puffer pH = 7,7,
T = 278K (O), 288K (4A), 298K (O), 308 K (V),
berechnete Kurven Gl. (10); Bindungskonstanten K,, K,,
K, fiir 298 K Tab. IL.

Ebenso wie bei AF und AO erhdlt man bei
hinreichend hohen DNA-Konzentrationen lineare
Scatchard-plots mit dem Abszissenabschnitt » = 0,17,
der von Cg und T unabhéngig ist. Die Abhédngigkeit
der formalen Bindungskonstante K von der NaCl-
Konzentration ist fiir 7= 298 K in Abb. 9 der itera-
tiv berechneten Kurve gegeniibergestellt, Gl. (10),
Bindungskonstanten Tab.Il. Zum Vergleich sind
ebenfalls die Kurven fiir AF und AO aufgefiihrt.
Man erkennt unmittelbar, daB TMAF wesentlich
schwécher gebunden wird als AF und AO.

Der iterativ berechnete Betrag von K, =4 x 10 M™!
ist ca. eine Zehnerpotenz kleiner als bei AF und AO
und liegt innerhalb der Fehlerbreite. Damit ist die
nicht-kompetitive Bindung von TMAF an DNA
gegen die kompetitive Bindung vernachldssigbar
und die formale Bindungskonstante ergibt sich zu
K=K,/(1+K,Cy). Der Grenzwert von K fiir
Cym — 0 betrdgt K = K,. Um einen mdglichst groBen
MeBeffekt zu erzielen, wurde die Temperaturab-
hingigkeit von K, bei der sehr kleinen Na®-Kon-
zentration Cy =2 x 10~* M bestimmt, die durch den
Na,EDTA-Zusatz gegeben ist, Abb. 8. Damit sind
AHS und 48) fir TMAF ndherungsweise zugidng-
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lich. Wegen der kleinen MeBeffekte konnten 4H}
und 4S8 aus der Temperaturabhéngigkeit von K,
nicht bestimmt werden.

Diskussion

Das Gleichgewichtsmodell beschreibt die Bin-
dungsverhiltnisse bei den genannten Acridinderi-
vaten im Bereich kleiner r zufriedenstellend. Ebenso
wie bei den frither untersuchten Ethidiumderivaten
findet man lineare Scatchard-Isothermen, deren An-
stieg von der Kompetitorkonzentration abhingt.
Nicht-kompetitive und kompetitive Farbstoffbin-
dung liegen nebeneinander vor. Aus der Cs-Abhén-
gigkeit von K konnen die Bindungskonstanten K,
K,, K, experimentell bestimmt werden.

Wegen der hohen negativen UberschuBladung
der DNA wiirde man erwarten, da8 die Konzentra-
tion von F- und M-Kationen in der Umgebung des
Polyanions hoéher ist als im Volumen der Losung.

T I Ll ' T
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Abb. 8. Temperaturabhangigkeit der Bindungskonstanten
K,, K,, K, fir das System (AO/DNA (ausgezogene Kur-
ven), Tris-Puffer pH = 7,7, Kompetitor S = NaCl; Bin-
dungsenthalpien 4H? und Bindungsentropien 4S9 (i =
1,2,3) Tab.Ill. Temperaturabhingigkeit der Bindungs-
konstante K, fiir das System TMAF/DNA (gestrichelte
Kurve), Tris-Puffer pH = 7,7; Bindungsenthalpie 4 H3 und
Bindungsentropie 453 Tab. III.

0.5 15
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Abb. 9 Abhingigkeit der formalen Scatchard-Bindungs-
konstante K fiir die Systeme TMAF/DNA (O), AF/DNA
(A), AO/DNA (O) von der NaCl-Konzentration Cg, Tris-

- Puffer pH = 7,7, T = 298 K; berechnete Kurven Gl. (10);

Bindungskonstanten Tab. II.

Dann sollten bei der kompetitiven Farbstoffbindung
drastische Abweichungen vom MWG auftreten, die
aber in dem von uns untersuchten groBen Cy-Inter-
vall nicht beobachtet wurden. Offenbar ist unter
unseren Versuchsbedingungen, Cy> Cy, die Nuc-
leinsdure mit gebundenen Kompetitorkationen M
weitgehend gesdttigt und die Wolke der Gegen-
ionen um die DNA abgebaut. Bei der kompetitiven
Farbstoffbindung wird dann lediglich M durch F
ersetzt, eine Substitution, die dem MWG folgt und
formal durch GI. (6b) und (6c) beschrieben wird.
Bei kleinen Cy ist dagegen die Ladungskompen-
sation unvollstindig, und man findet eine geringe
positive Abweichung von r = r(Cy), Abb. 5.

Der Bruchteil »=0,17 der zur Bindung befdhig-
ten Mononucleotide ist fiir AF, TMAF und AO
gleich. Er entspricht etwa n=1/6 = 0,167. Im Grenz-
fall entfallen im Mittel auf ein gebundenes Farb-
stoffkation ca. sechs Mononucleotideinheiten oder
drei Basenpaare. Das gilt sowohl fiir nicht-kompeti-
tiv als auch fiir kompetitiv gebundene Farbstoff-
molekiile, da n von Cy bzw. Cs unabhingig ist und
damit vom Verhiltnis
r/r,=(K,/K,) (1 + K, Cpt + K, Cy)/(1 + K, Cry)

X (K,/K,) (1+ K, Cy) . (12)
Gl. (12) unten gilt fiir Cps— 0 bzw. Cg— 0.
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Auch nach dem nearest-neighbour-exclusion-Mo-
dell von Crothers [8] erhdlt man fiir den Grenzfall
verschwindender Kooperativitit bei kleinen r (li-
nearer Scatchard-Bereich) n=1/6 [18]. Es werden
dann — im Widerspruch zum Namen des Modells —
nicht nur die Nachbarbindungspositionen um ein
gebundenes Farbstoffkation von weiteren Bindun-
gen ausgeschlossen, sondern auch die tiberndchsten
Positionen.

Bei allen von uns untersuchten Acridin- und Ethi-
diumderivaten, die zur Bindung 1 und 2 befdhigt
sind, gilt in guter Ndherung n, =n,=n. Danach
kann ein Farbstoffmolekiil an eine der n Cx Bin-
dungspositionen der DNA entweder nicht-kompeti-
tiv oder kompetitiv gebunden werden. Die Bin-
dungen 1 und 2 schlieBen sich am gleichen Ort
gegenseitig aus. Wird eine der beiden Bindungen
realisiert, so verandert sich die Bindungsposition,
und die alternative Bindung kann nicht mehr einge-
gangen werden. Unter der Bindungsposition muB
man sich einen rdumlich ausgedehnten DNA-Ab-
schnitt vorstellen, der drei Basenpaare und die zuge-
horenden Phosphodiester- und Desoxyribosereste
umfaBt. Der elektrostatische Bindungsanteil zwi-
schen F und DNA erstreckt sich dann auch nur auf
die Coulombwechselwirkung zwischen Farbstoff und
den anionischen Phosphodiesterresten dieses Ab-
schnitts. Die Wechselwirkung von F mit weiter ent-
fernten DNA-Abschnitten ist im linearen Scatchard-
bereich vernachlassigbar.

In Tab.II sind die Bindungskonstanten K,, K%
=K, und K, von AF, TMAF und AO fiir 298 K zu-
sammengestellt. Zum Vergleich wurden ebenfalls
die Konstanten von E und TME aufgefiihrt. Zu-
nachst fallt auf, daB K, fir AF, TMAF, AO und
ebenso fiir E, TME und die anderen, frither unter-
suchten Ethidiumderivate [18, 21, 22] innerhalb der
Fehlergrenzen den gleichen Betrag hat, obwohl sich

Tab. II. Bindungskonstanten K;[M™'] der nicht-kompeti-
tiven und der kompetitiven Bindung (i = 1, 2, 3), Kompeti-
tor S =NaCl, T=298 K, pH =7.7.

Substanz K, K, K,
AF 42 x 10 1,0 x 10° 30
TMAF - 3,0x10° 25
AO 3,0 x 10 7,0 x 10° 24
E[18] 1,0 x 10* 5,6 x 10° 22
TME [22] - 1,6 x 10° 30

die Farbstoffe in den Bindungskonstanten K, und
K, teilweise erheblich unterscheiden. Dieser Befund
belegt das Gleichgewichtsmodell, nach dem die
Gleichgewichte (5a—c) ndherungsweise unabhin-
gig voneinander sind.

Die von uns ermittelten Werte fiir K,=22-30m™?
korrespondieren gut zur Bindungskonstante K =
36 M~* von Na® and DNA, die Ross und Scuggs [56]
aus der elektrophoretischen Beweglichkeit von DNA,
Cx=1,6x10"%M, bei verschiedenen NaCl-Konzen-
trationen, Cg=0,01—0,03 M, mit Hilfe des MWG
bestimmt haben. Die Gesamtionenstarke wurde bei
diesen Experimenten durch Zusatz von Tetramethyl-
ammoniumchlorid zur MeBlosung auf 0,2 M einge-
stellt. Im Gegensatz zu Na® wird N(CH,)? nur
sehr schlecht an DNA gebunden. Die im Vergleich
zu Cy hohe Gesamtkonzentration an Kationen sorgt
fir den Abbau der spezifischen Na®-Ionenwolke
um das Polyanion. Es ist bemerkenswert, daB in
beiden Fillen anndhernd gleiche Bindungskonstan-
ten gefunden wurden, obwohl die Experimente
grundlegend verschieden sind. Ross und Scruggs
untersuchten die Bewegung von DNA im elektri-
schen Feld, deren Ladung durch gebundene Na®-
Ionen verdndert wird. Grundlage unserer Experi-
mente ist der kompetitive Salzeffekt, d.h. die Ver-
dringung gebundener Farbstoffkationen durch Na®-
Ionen.

Tab. II zeigt, daB fiir alle untersuchten Farbstoffe
K, <K, ist. Dieser Befund steht in Ubereinstim-
mung mit unseren fritheren Beobachtungen an Ethi-
diumderivaten [18, 21, 22]. Damit bestitigt sich,
daB die nicht-kompetitive Bindung bei kleinen Salz-
konzentrationen Cg nicht der dominierende Bin-
dungseffekt ist. Fir Cs = Cy — 0 gilt nach Gl. (12)
r/r,~ K,/K,. Bei sehr hohen Salzkonzentrationen,
Cy — 00, bei denen die kompetitiv gebundenen
Farbstoffkationen bereits verdrangt werden, liegen
demgegeniiber nur noch nicht-kompetitiv gebun-
dene Molekiile vor, r, = 0. In physiologischer Koch-
salzlosung z. B., Cs=0,15M, sind die kompetitiv
gebundenen Molekiile bereits weitgehend verdriangt,
Abb.9. Die intercalierten Molekiile dominieren
dann. Man beachte den steilen Abfall von K(Cs)
mit steigender Salzkonzentration im Bereich kleiner
Cs.

Instruktiv ist ein Vergleich der Bindungskonstan-
ten K, und K, von AF, TMAF einerseits und E,
TME andererseits, Tab. II. Man erkennt, da bei
Ersatz der Aminogruppen (AF, E) durch Dimethyl-
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aminogruppen (TMAF, TME) die Fihigkeit zur
Ausbildung der nicht-kompetitiven Bindung ver-
schwindet (bzw. drastisch reduziert wird). Gleich-
zeitig wird die kompetitive Bindung stark ge-
schwicht. Offensichtlich kann es sich hierbei nicht
um einen sterischen Effekt handeln, da AO beide
Bindungen eingeht. Vielmehr zeigt der Befund, daf3
fiir die nicht-kompetitive und die kompetitive Bin-
dung von AF und E die Aminogruppen erforderlich
sind, was auf die Beteiligung von Wasserstoff-
briickenbindungen hinweist.

Aus dem Rahmen fillt AO, das als Dimethyl-
aminoverbindung nicht-kompetitiv und kompetitiv
gebunden wird, mit Bindungskonstanten, die sich
nicht wesentlich von AF und E unterscheiden. Nun
haben die Rontgenstrukturuntersuchungen an kri-
stallinen Miniatur-DNA-AO-Komplexen ergeben,
daB die Immoniumgruppe des Farbstoffkations
keine Wasserstoffbriicken zur DNA ausbildet [26,
28]. Andererseits wird aber bei Ersatz der Immo-
niumgruppe von AO durch eine Methylimmonium-
gruppe (Ubergang von AO zu TMAF) die Bin-
dungsfahigkeit drastisch reduziert, was die Bedeu-
tung der Immoniumgruppe fiir die Bindung von AO
hervorhebt. Auch hier kann es sich kaum um einen
sterischen Effekt handeln, da AF — das ebenfalls
eine Methylimmoniumgruppe enthilt — beide Bin-
dungen 1 und 2 eingeht. Am einfachsten lassen sich
die Befunde unter der Annahme verstehen, daB —
im Gegensatz zu den oben genannten Kristallstruk-
turuntersuchungen — auch an der Bindung von AO
an hochmolekulare DNA in waBrigem Milieu Was-
serstoffbriicken beteiligt sind. Die Bindungen 1 und
2 von AF, AO und E erfolgen dann einheitlich unter
Beteiligung von Briickenbindungen, die die elektro-
statische und hydrophobe Wechselwirkung unter-
stiitzen. Demgegeniiber sind an der schwachen kom-
petitiven Bindung von TMAF und TME nur elektro-
statische und hydrophobe Krifte beteiligt, die of-
fenbar nicht mehr in der Lage sind, eine nennens-
werte, nicht-kompetitive Bindung zu realisieren.

Genaueren Einblick in die Bindung als Bindungs-
konstanten gewihren Bindungsenthalpien 4H? und
Entropien 4S8 (i=1,2,3). In Tab.Ill sind die
Werte fiir AF, AO, TMAF und die friither bestimm-
ten von E [18] zusammengestellt. Wegen der ungiin-
stigen experimentellen Voraussetzungen (kleine Farb-
stoffkonzentration, kleines Temperaturintervall) muf3-
ten trotz ausgedehnter MeBreihen grofere Fehler-
breiten in Kauf genommen werden. Das gilt insbe-

Tab. III. Bindungsenthalpien AH$[kJmol-?] und Bin-
dungsentropien 4S59[J K- mol~!] der nicht-kompetitiven
und der kompetitiven Bindung (i = 1, 2, 3), Kompetitor S =
NaCl,pH =7.7.

Substanz  AH? AHY AHY AS? 4SS ASY
AF 25 —32§ ~0 -2 +928 +29
TMAF - T - 54, —

AO -30 —-28 ~0 —15 +20 +23
E [18] ~28 -27 ~0 -21 +21 +28

sondere fiir die Bindungsentropien. Die Daten sind
aber genau genug, um allgemeine Trends diskutie-
ren zu konnen.

Die AS? in Tab. III sind an die Z&hlung der Bin-
dungspositionen nach Scatchard adaptiert. Bei an-
derer Zahlung verdndern sich die Werte um ein
additives Glied. Die 4H? sind von der Zihlung
unabhingig [18].

Die Bindungsenthalpien 4H¢ und A4Hj sind fir
AF, AO und E negativ und innerhalb der Fehler-
grenzen jeweils gleich, 4 H? =~ AHj. Sie unterschei-
den sich bei den verschiedenen Farbstoffen nicht
signifikant. Der Unterschied in den Bindungskon-
stanten K, und K, ist dann auf das Entropieglied
zuriickzufithren. Wahrend die Entropie bei Ausbil-
dung der kompetitiven Bindung im allgemeinen
stark zunimmt, 483 > 0, ist die Entropiednderung
48? fir die nicht-kompetitive Bindung entweder
negativ (AO, E) oder nahe null (AF). Ubereinstim-
mend gilt 485? < 4S3. Thermodynamisch ist damit
die kompetitive Bindung vor der nicht-kompetiti-
ven Bindung begiinstigt, K, < K,.

Auch die kompetitive Bindung von TAMF ist mit
einer negativen Enthalpie- und positiven Entropie-
anderung verbunden. Beides ist thermodynamisch
giinstig. Die Enthalpiednderung ist jedoch wesent-
lich kleiner, die Entropiednderung wesentlich gro-
Ber als bei AF, AO und E.

Die Bindungsenthalpie 4H? fiir die Na®-Ionen
an DNA ist bei allen untersuchten Substanzen
nahezu null, 4Hj = 0. Die Bindung wird erst durch
den thermodynamisch giinstigen Entropieanstieg
485> 0 ermoglicht und ist damit ein entropischer
Effekt. Die Bindungsentropien sind erwartungsge-
maB fiir alle untersuchten Systeme innerhalb der
Fehlergrenzen gleich.

Bisher wurden die Bindungen wertneutral nicht-
kompetitiv und kompetitiv genannt. Es soll disku-
tiert werden, ob aus den experimentellen Befunden
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die Zuordnung nicht-kompetitive Bindung = Inter-
calation, kompetitive Bindung = externe Bindung
plausibel gemacht werden kann.

Fiir die elektrostatische Bindung 3 zwischen einem
Metallkation M und einen anionischen Phosphodi-
esterrest der DNA hétte man eine negative Bin-
dungsenthalpie und negative Bindungsentropie er-
wartet, da sich entgegengesetzt geladene Ionen an-
ziehen und bei der Bindung Bewegungsfreiheits-
grade verloren gehen. Der beobachtete experimen-
telle Befund widerspricht diesen Erwartungen. Er
kann unter Beriicksichtigung der Ionen und Wasser-
molekiile des Systems verstanden werden.

Wegen AH3=0 ist zu erwarten, dafl bei der
Ionenbindung in wiBrigem Medium energiever-
brauchende Prozesse eine Rolle spielen. Aus steri-
schen Griinden miissen bei Naherung der Ionen
Wassermolekiile aus den Hydrathiillen in das Volu-
menwasser Uberfithrt werden. Die Wassermolekiile
sind an die Ionen fest gebunden. Ihre Uberfiihrung
erfordert Energie, die aus der Bindungsenergie ge-
deckt wird. Gleichzeitig gewinnen diese Wasser-
molekiile Bewegungsfreiheitsgrade. Der damit ver-
bundene Entropieanstieg iiberkompensiert die eigent-
lich zu erwartende Entropieabnahme. Der disku-
tierte Gewinn an Bewegungsfreiheitsgraden wird
durch kernrelaxationsspektroskopische Untersuchun-
gen gestiitzt, nach denen Na® zu den strukturbilden-
den Ionen zu zihlen ist [57, 58]. Die Wassermolekiile
in der Hydrathiille haben dann weniger Bewegungs-
freiheitsgrade als im Volumenwasser. Fiir die Phos-
phodiesterreste liegen keine vergleichbaren Unter-
suchungen vor.

Fiir die elektrostatische Bindung 2 von TMAF an
DNA beobachtet man eine negative Bindungsen-
thalpie, 4H) < 0. Die Hydratwassermolekiile sind
an das groBe Farbstoffkation lockerer gebunden als
an Na®. Fiir die Uberfiihrung der Wassermolekiile
in das Volumenwasser bendtigt man deshalb auch
weniger Energie. Die Energiebilanz bleibt erwar-
tungsgemaf negativ. Der Entropiezuwachs 4S9 > 0
ist fiir hydrophobe Wechselwirkung charakteristisch.
Er ist bei TMAF wegen der fiinf Methylgruppen des
Molekiils besonders gro83.

Die externe Bindung 2 von AF, AO und E unter-
scheidet sich von TMAF durch eine verstdarkt nega-
tive Energiebilanz, die auf die zusitzliche Ausbil-
dung von Wasserstoffbriicken zwischen Farbstoff
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und DNA zuriickgefithrt werden kann. Der Befund
spricht fiir die Annahme, da3 an der externen Bin-
dung von AO an DNA ebenso wie bei AF und E
Wasserstoffbriicken beteiligt sind. Wiare das nicht
der Fall, sollte die Bindungsenthalpie von AO ent-
sprechend kleiner sein. Auch bei AF, AO und E
bewirkt die hydrophobe Wechselwirkung einen En-
tropieanstieg.

Energetisch dhnliche Verhiltnisse wie bei 2 sind
auch bei der intercalativen Bindung 1 zu erwarten,
da Molekiile im allgemeinen bestrebt sind, die
ihnen zur Verfiigung stehenden Valenzen abzusitti-
gen. Daraus folgt AH} =~ AHj. AuBerdem wird ver-
standlich, daB sich die Absorptionsspektren der ge-
bundenen Farbstoffmolekiile 1 und 2 nicht signifi-
kant unterscheiden. Die spektralen Veridnderungen
sind bei beiden Bindungstypen anndhernd gleich.

Uberraschend ist der Befund 4S9 < 4S3. Man
muf aber beriicksichtigen, daB3 bei der Intercalation
die Doppelhelix versteift wird und der Verlust an
Bewegungsfreiheitsgraden von DNA und intercalier-
tem Farbstoff eine Entropieabnahme gegeniiber 2
verursacht.

Qualitativ stehen damit die thermodynamischen
Parameter mit der getroffenen Zuordnung im Ein-
klang. Kehren wir abschlieBend nochmals zum Aus-.
gangspunkt unserer Untersuchung zuriick. Nach den
ilteren Vorstellungen werden die Farbstoffmolekiile
bei kleinen Konzentrationen C nur intercalativ ge-
bunden. Um den kompetitiven Salzeffekt verstdnd-
lich zu machen, miite man dann annehmen, daB
der Farbstoff durch Salze teilweise verdrangt wird.
Ein Teil n, Cy der moglichen n Cx =(n, +n,) Cn
Bindungspositionen fiir F wire dann durch die
Eigenschaft ausgezeichnet, bei Einwirken von M
den Farbstoff F freizusetzen, wahrend eine zweiter
Teil n, Cy diese Eigenschaft nicht besitzt. Dann
miite aber der gemessene Parameter n von der
Salzkonzentration abhingen, weil bei hoher Salz-
konzentration weniger Bindungspositionen fiir den
Farbstoff zur Verfiigung stehen. Das widerspricht
jedoch dem experimentellen Befund n = const.
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