6. Sequenz- und Salzeffekte der
Methylenblau-DNA-Bindung

Methylenblau (MB) ist ein zur Gruppe der Phenothiazine gehtrender Farbstoff, der
in einer Typ-II-Photoreaktion durch einen Triplett-Triplett-Energietransfer vom als
Photosensibilisator wirkenden Methylenblau zum molekularen Sauerstoff Singulett-
Sauerstoff generiert [98, 99]. Die medizinische Bedeutung des Singulett-Sauerstoffs
ist in Kap. 2.6 diskutiert worden [95]. Methylenblau wechselwirkt mit Nukleinsdu-
ren, Proteinen sowie Lipiden und verursacht durch die Generierung von Singulett-
Sauerstoff photooxidative Schiéden in biologischen Systemen [96]. Diese photooxi-
dativen Schiden konnen zu Strangbriichen von Nukleinsduren fithren, so daf§ die
Singulett-Sauerstoffgenerierung des Farbstoffs Methylenblau ausgenutzt werden kann,
um die DNA gezielt zu schneiden. Voraussetzung dafiir ist einerseits eine se-
quenzspezifische MB-DNA-Wechselwirkung und andererseits eine effiziente Singulett-
Sauerstoffquantenausbeute. Durch Lumineszenz-Messungen konnte gezeigt werden, dafl
diese Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute stark von der Architektur des MB-DNA-
Komplexes abhiingig ist [40]. Da zwar eine Reihe spektroskopischer Daten iiber die
MB-DNA-Bindung lange bekannt sind [162, 163, 164, 165], bisher aber keine Struktur
von MB-DNA-Komplexen in Roéntgenkristall- oder NMR-Messungen bestimmt wer-
den konnte, sind im Rahmen dieser Arbeit theoretische Modellierungen durchgefiihrt
worden, die detaillierte Erkenntnisse iiber die Konformation und Stabilitdt von MB-
DNA-Komplexen in Abhéingigkeit von der Basensequenz liefern [53]. Der in Abb. 4.5
dargestellte planare, trizyklische Farbstoff Methylenblau kann mit der DNA eine Kom-
plexbildung eingehen, indem er zwischen zwei Basenpaare interkaliert oder in die klei-
ne oder grofle Furche der DNA eindringt. Spektroskopische Daten deuten auf eine
Interkalation des Liganden als bervorzugten Bindungsmodus hin [166, 167, 168]. Ei-
ne Abhingigkeit der MB-DNA-Bindung von der Basensequenz der Target-DNA [169]
und von Umgebungseinfliissen [170] ist ebenfalls in spektroskopischen Untersuchungen
beobachtet worden.

6.1. Sequenzspezifische Bindung von Methylenblau und
DNA-Dekameren mit alternierenden AT und GC
Basensequenzen

Die starke Sequenzabhingigkeit der MB-DNA-Bindung ist durch CD-Messungen
bestédtigt worden, in denen die Komplexbildung von MB und Polynukleotiden mit
alternierenden AT und GC Basensequenzen verglichen wurde [100]. Da diese expe-
rimentellen Daten nicht die Aufklirung der Konformation der MB-DNA-Komplexe
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6.1. Sequenzspezifische Bindung von Methylenblau und DNA-Dekameren

Abb. 6.1.: Methylenblau-DNA-Komplexe mit symmetrischer Interkalation des Methy-
lenblau in den a.) 5-CpG-3’- bzw. b.) 5’-GpC-3’-Basenschritt des Dekamers
[(dG — dC)s]2

ermoglichen, wurden in theoretischen Modellierungen die verschiedenen Bindungs-
modi der MB-DNA-Bindung mit AT und GC alternierenden Dekameren als DNA-
Bindungspartner untersucht. Die Wahl von Modellsystemen mit alternierenden Basen-
sequenzen ermoglicht den Vergleich der Resultate mit den experimentellen Daten.

Die Konformation des Liganden Methylenblau wurde zunéchst durch eine Energiemi-
nimierung mit dem Kraftfeld CVFF [108] berechnet, so dal im weiteren das planare,
trizyklische 7-Elektronensystem des MB als starrer Képer behandelt wird und die inne-
ren Freiheitsgrade des Liganden auf die Rotation der Methylgruppen reduziert werden
konnen. Fiir die Energieminimierung der MB-DNA-Komplexe findet der Algorithmus
JUMNA [104] und das darin integrierte, in 3.18 explizit angegebene Kraftfeld FLEX
[103] Anwendung. Der Algorithmus JUMNA benutzt eine mit der reparametrisierten
Hiickel-Del Re-Methode berechnete Ladungsverteilung der Nukleotide [171]. Die La-
dungsverteilung des MB wurde durch eine Hiickel-Del Re-Berechnung definiert, die auf
der Basis von ab-initio-Rechnungen mit dem Programm Gaussian 94 [172] reparametri-
siert worden ist [53]. Dabei wurde ein Standard-STO-3G-Basissatz unter Einbeziehung
der d-Orbitale verwendet. Mit diesen in Tab. 6.1 angegebenen atomaren Monopolla-
dungen kénnen die quantenchemisch berechneten elektrostatischen Potential- und Feld-
verteilungen gut approximiert werden.

Atom C1 C2 C3 C4 C5h C6 Cmethyl
Ladung | -0,12 0,01 0,15 029 -0,16 0,32 0,05

Atom S Narom Namino H1 H2 H5 Hmethyl
Ladung | -0,26  -0,07 -0,45 0,06 0,06 0,05 0,06

Tabelle 6.1.: Berechnete Ladungsverteilung des Methylenblau in atomaren FEinheiten.
Die Bezeichnungen der Atome beziehen sich auf Abb. 4.5

Die Energieminimierungen der MB-DNA-Komplexe mit dem Algorithmus JUMNA
wurden unter Verwendung der in 3.20 angegebenen abstandsabhéngigen Dielektrizitéts-
funktion durchgefiihrt [110]. Die elektrostatische Komponente der Gesamtenergie der
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6. Sequenz- und Salzeffekte der Methylenblau-DNA-Bindung

Abb. 6.2.: Methylenblau-DNA-Kompleze mit Bindung des Methylenblau in a.) der klei-
nen Furche und b.) der grofien Furche des Dekamers [(dG — dC)s]a

minimierten Komplexe wurde durch die jeweilige, mit der in Kap. 3.1.3 beschriebenen
FDPB-Methode berechnete, elektrostatische Energie ersetzt, so dal die Gesamtenergie
der Komplexe nachtraglich korrigiert wurde, um elektrostatische Losungsmitteleinfliisse
zu beriicksichtigen [53]. Die Parameter fiir die Energieminimierung wurden nach dem
Kriterium jeweils niedrigster korrigierter Gesamtenergien festgelegt. Der Slope der ab-
standsabhéngigen Dielektrizititsfunktion wurde mit s =0,25 A~! und die Grenzwerte
der Dielektrizititsfunktion mit ¢ =2 fiir  — 0 und e =78 fiir > 20 A festgelegt. Die
Ladungen der Phosphatgruppen wurden auf —0,25e geddmpft. Bei der Berechnung
der elektrostatischen Energien mit der FDPB-Methode wurden Phosphatladungen von
—1,0e beriicksichtigt.

Mit der FDPB-Methode wurden die minimierten Konformationen der MB-DNA-
Komplexe einer Kontinuumsbehandlung der elektrostatischen Losungsmitteleffekte un-
terzogen [113, 116]. Verwendet wurde dazu die im Algorithmus DelPhi implementierte
FDPB-Methode [114, 115]. Die Grenzfliche zwischen dem Losungsmittel mit hoher
dielektrischer Permittivitéit (¢ =80) und dem MB-DNA-Komplex mit geringer dielek-
trischer Permittivitét (¢ =1) wird dabei durch die van-der-Waals-Oberfliche der Atome
des Komplexes definiert. Die Polarisation des Losungsmittels wird durch das elektrische
Feld der Ladungen des in Losung befindlichen Molekiils induziert. Diese Polarisation ist
die Quelle eines Reaktionsfeldes, dessen Beitrag zur elektrostatischen Energie durch die
FDPB-Methode abgeschétzt wird. Fiir die Glattung der Grenzfliche zwischen Losungs-
mittel und Komplex wird im Algorithmus DelPhi ein Sondenradius von 1,4 A gewihlt.
Ein in Kap. 3.1.3 erldutertes Gitter wird mit 150 Gitterpunkten in jeder Raumrichtung
definiert, um die Reaktionsfeldenergie mit einer Genauigkeit von 0,1 kcal/mol berech-
nen zu konnen. Auflierdem wird von einem Gitter mit einem Fiillfaktor von 20 % und
einer Gitterkonstanten von 1,2 A in 5 Schritten auf ein Gitter mit einem Fiillfaktor
von 90 % und einer Gitterkonstanten von < 0,3 A fokussiert. Um Gittereffekte zu ver-
ringern, wird diese FDPB-Rechnung fiir 16 auf dem Gitter unterschiedlich orientierte
Anordnungen jeder Konformation berechnet und schliellich gemittelt.

Die Lage und Orientierung des Liganden Methylenblau kann, wie in Kap. 4.1.6 erlautert,
durch 3 Translationen und 3 Rotationen relativ zu einer helikalen Achse beschrieben
werden. Diese Beschreibung dient auch zur Generierung von Startkonfigurationen fiir
die Energieminimierungen. Es werden Startkonfigurationen fiir die Bindung des MB in
der groBen und kleinen Furche der Dekamere [(dA-dT)s]o und [(dG-dC)s)e generiert.

100



6.1. Sequenzspezifische Bindung von Methylenblau und DNA-Dekameren

b.)

Abb. 6.3.: Methylenblau-DNA-Komplexe mit a.) symmetrischer und b.) gauche Inter-
kalation des MB in den 5-CpG-3°’-Basenschritt

Auflerdem wird durch eine Verdopplung des Rise und eine Verringerung des Twists ei-
ne Bindungstasche zwischen zentralen Basenpaaren der Dekamere geschaffen und Me-
thylenblau in diese Bindungstasche mit einer Orientierung seines m-Elektronensystems
senkrecht zur helikalen Achse eingefiihrt. In dieser Interkalationstasche wird eine adia-
batische Suche durch Rotation des MB um die helikale Achse (in Analogie zum Twist
der Basen) durchgefiihrt. Die Energieminimierungen fiithren zu einer groflen Zahl von
Konformationen, die lokalen Minima zuzuordnen sind. Detailliert diskutiert werden
sollen diejenigen Strukturen, die nach der Energiekorrektur mit der FDPB-Methode
Bindungsenergien aufweisen, die fiir den jeweiligen Bindungsmodus die stabilste Bin-
dung anzeigen. Fiir diese Strukturen werden folgende Bezeichnungen gew#hlt:

icl-RpY & icl-YpR Symmetrische Interkalation des MB in den 5’-RpY-3’- bzw.
5’-YpR-3’-Basenschritt: Die lange Achse des MB ist parallel
zur langen Achse der flankierenden Basenpaare orientiert.

ic2-RpY & ic2-YpR Gauche Interkalation des MB in den 5’-RpY-3’- bzw.
5’-YpR-3’-Basenschritt: Die lange Achse des MB ist um
etwa 140°-145° um die helikale Achse rotiert.

AT-ming & AT-majg MB ist in der kleinen bzw. groflen Furche des Dekamers
[(dA-dT)s5]2 gebunden.

GC-ming & GC-majg MB ist in der kleinen bzw. groflen Furche des Dekamers
[(dG-dC)5]2 gebunden.

Die adiabatische Suche in der Interkalationstasche fiihrte zu jeweils zwei Konformatio-
nen, die durch den Twist des MB charakterisiert werden konnen. Die Konformationen
mit interkalalierendem MB unterscheiden sich durch eine in Abb. 6.3 a.) dargestellte
Orientierung der langen Achse des MB parallel zur langen Achse der flankierenden Ba-
senpaare (symmetrische Interkalation) oder eine in Abb. 6.3 b.) dargestellte Rotation
der langen Achse des MB um die helikale Achse um einen Betrag von etwa 140°-145°.
Auflerdem enthalten die AT und GC alternierenden Dekamere jeweils zwei mogliche
Bindungstaschen fiir die Interkalation in den 5-RpY-3’- oder 5’-YpR-3’-Basenschritt.
Somit ergeben sich fiir jede der beiden Basensequenzen jeweils 6 MB-DNA-Komplexe
(4 Interkalationen, 2 Furchenbindungen), die im folgenden energetisch und strukturell
analysiert und diskutiert werden, wobei bei der energetischen Analyse die Bindungs-
energien zunichst bei Vernachlissigung von Salzeffekten diskutiert werden.
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6. Sequenz- und Salzeffekte der Methylenblau-DNA-Bindung

6.1.1. Energetische Analyse der Methylenblau-DNA-Komplexe

Die elektrostatische Komponente E,.. der bei der Energieminimierung mit dem Kraft-
feld FLEX berechneten Gesamtenergie E}‘l’éx wird durch die elektrostatische Energie
FEeont ersetzt, so daf die korrigierte Gesamtenergie E'%, die Summe der nichtelektro-
statischen Komponenten F,. des Kraftfeldes FLEX und der elektrostatischen Energie
Econt ist. Die mit der Kontinuumsmethode berechnete elektrostatische Energie E.on¢
setzt sich dabei aus der Reaktionsfeldenergie E,cqe+ und der Coulomb-Energie der Kom-

plexe E..,; zusammen:

E}(l)éx = FEne + Felec (61)

Eccmt = Ereact + Ecoul

Eégzzt = Ene + Econt
Struktur | AE,, AEjee AEY, ABeu AEjau ABww AEDL,

[kcal /mol]

icl-TpA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
icl-ApT 0,2 3,8 40 265  -254 1,1 1,3
ic2-TpA 3,9 3,4 6,9 30,0 -31,8 -1,8 1,7
ic2-ApT 7.5 6,6 14,1 299  -32,0 2.1 5,4
AT-ming | -14,9 0,3 -14,6 163,0 -147.7 15,3 0,4
AT-maje | 0,2 5,6 58 1696  -1652 4.4 46
icl-CpG | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
icl-GpC -3,1 4.2 1,1 58,9 -55,7 3,2 0,1
ic2-CpQ 1,9 0,7 2,6 7.8 7.1 0,7 2.6
ic2-GpC 3.6 4,9 85 408 420 1.2 2.4
GC-ming | -12,0 02 -11,8 1582  -1442 14,0 2,0
GC-majg | -6,7 2,0 A7 1529 -141,7 11,2 45

Tabelle 6.2.: Nichtelektrostatische Ey. und elektrostatische Komponenten Fgjo. der mit
dem Kraftfeld FLEX [103] berechneten Gesamtenergie E}‘l’tex Reaktions-
feldenergie Eyeaer und Coulomb-Energie E.oy der mit DelPhi [114, 115]
berechneten elektrostatischen Energie Econ: und korrigierte Gesamtenergie
E9t . der Kompleze. Die Energien sind als Differenzen relativ zu dem fiir

jedes Dekamer energetisch giinstigsten MB-DNA-Komplex angegeben.

Die Auswahl der 6 MB-DNA-Komplexe fiir jedes der beiden Dekamere erfolgte nach
dem Kriterium niedrigster Gesamtenergien nach Korrektur der elektrostatischen Kom-
ponente durch eine die elektrostatischen Losungsmitteleffekte beriicksichtigenden Kon-
tinuumsbehandlung [114, 115]. Es zeigte sich, daf§ die energetische Rangfolge der Bin-
dungsenergien der unterschiedlichen Bindungsmodi durch die Feinstruktur der Target-
DNA nicht beeinfluf3t ist, so dafl die Struktur der DNA nach demselben Kriterium nied-
rigster korrigierter Gesamtenergie bei einer Beschrankung auf die B-Form ausgewéhlt
worden ist [53]. Die einzelnen Komponenten der mit dem Kraftfeld FLEX [103] berech-
neten und mit dem Algorithmus DelPhi [114, 115] korrigierten Gesamtenergien sind
in Tab. 6.2 als Differenzen relativ zu den beiden MB-DNA-Komplexen icl-TpA und
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Struktur AEdef AEznt AEbindg Struktur AEdef AEmt AEbindg
[kcal /mol] [kcal /mol]
icl-TpA 89 -2211 -13,2 | icl-CpG 5,7 -20,5 -14,8
icl-ApT 6,6 -185 -11,9 | icl-GpC 3,0 -17,7 -14,7
ic2-TpA 10,6  -22,1 -11,5 | ic2-CpG 6,2 -184 -12,2
ic2-ApT 10,9  -18,7 -7.8 | ic2-GpC 5,7  -18,1 -124
AT-ming 6,3 -19,1 -12,8 | GC-ming 3,0 -158 -12.8
AT-majg 3,7  -123 -8,6 | GC-majg 2,0 -123 -10,3

Tabelle 6.3.: Deformationsenergien AEj.; = AEdg]fVA + AE%}B der freien DNA-
Dekamere und des freien MB als Differenzen der korrigierten Gesamtener-
gien E' . der im jeweiligen Komplex deformierten und der freien Struk-
turen. Wechselwirkungsenergien E;,: der deformierten Strukturen und re-

sultierende Bindungsenergien Eyinqg der MB-DNA-Komplexe

ic1-CpG mit den fiir Bindung des MB mit jedem der beiden Dekamere [(dA-dT)s]2 und
[(dG-dC)5]s jeweils niedrigsten korrigierten Gesamtenergien E'!, angegeben.

Die energetische Analyse der MB-DNA-Komplexe in Tab. 6.2 verdeutlicht den Einflufl
der durch eine Kontinuumsbehandlung korrigierten elektrostatischen Komponente der
Gesamtenergien auf die energetische Rangfolge der unterschiedlichen Bindungsmodi.
Fiir die Bindung des MB mit dem AT alternierenden Dekamer wechselt bei der Kor-
rektur die Rangordnung der energetischen Stabilitidt der Komplexe von ,,AT-ming/icl-
TpA/icl-ApT/AT-majg/ic2-TpA/ic2-ApT* bei einer Dampfung der elektrostati-
schen Wechselwirkung durch eine abstandsabhéngige Dielektrizitédtsfunktion zu ,,icl-
TpA/AT-ming/icl-ApT /ic2-TpA/AT-majg/ic2-ApT* bei einer die elektrostatischen
Losungsmitteleffekte beriicksichtigenden Kontinuumsbehandlung. Fiir die Bindung des
MB mit dem GC alternierenden Dekamer wechselt bei dieser Korrektur die Rang-
ordnung der energetischen Stabilitéit von ,,GC-ming/GC-majg/ic1-CpG/icl-GpC/ic2-
CpG/ic2-GpC* zu ,,ic1-CpG/icl-GpC/GC-ming/ic2-CpG/ic2-GpC/GC-majg“. Diese
energetische Benachteiligung der Bindung des MB in den Furchen der DNA gegeniiber
der Interkalation infolge der Kontinuumsbehandlung beruht auf der in Tab. 6.2 angege-
benen Destabilisierung der Komplexe mit Furchenbindung durch die mit der Kontinu-
umsmethode berechneten elektrostatischen Energie E..,;. Die Furchenbindungen des
MB werden zwar durch die Reaktionsfeldenergie E.... infolge der besseren Losungs-
mittelzuganglichkeit des Liganden deutlich starker als die Interkalationskomplexe sta-
bilisiert, dieser Effekt wird aber, wie in Tab. 6.2 ersichtlich, durch gréiere abstoflende
Coulomb-Wechselwirkungen innerhalb des MB-DNA-Komplexes iiberkompensiert.

In Tab. 6.3 sind die Werte der Deformationsenergien AFEg, ¢ der im Komplex deformier-
ten Konformationen gegeniiber den Konformationen der freien DNA-Dekamere und
des freien MB angegeben. Auflerdem finden sich in Tab. 6.3 die Wechselwirkungsener-
gien der deformierten Konformationen der Dekamere DNA* und des MB* im Komplex
DNA*/MB* und die daraus resultierenden Bindungsenergien der einzelnen MB-DNA-
Komplexe:

B = Eggu(DNA'/MB") — E¢, (DNA") — E¢,, (M B") (6.4)
Evindg = Eeoni(DNA"/MB") — Ecgl (DN A) — B¢ (M B) = Einy + Eaey  (6.5)
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Die Deformationsenergien AEg.; in Tab. 6.3 der Interkalationskomplexe sind grofier
als die Deformationsenergien der Komplexe mit Furchenbindung. Dieser Unterschied
wird im Vergleich der Darstellungen der Interkalationskomplexe in Abb. 6.1 und der
Komplexe mit Furchenbindung in Abb. 6.2 deutlich, denn die Interkalation erfordert
eine zur Deformation der DNA beitragende Bindungstasche. Im Gegensatz zu den De-
formationsenergien begiinstigen die Wechselwirkungsenergien E;,; die Interkalations-
komplexe gegeniiber den Komplexen mit Furchenbindung. Die geringere Stabilitét der
Komplexe mit einer gauche Interkalation, bei der die lange Achse des MB um einen
Betrag von etwa 140°-145° um die helikale Achse gedreht ist, gegeniiber den Komple-
xen mit symmetrischer Interkalation ist hauptsdchlich auf eine stiarkere Deformation
der Dekamere dieser Komplexe zuriickzufiithren.

Die in Tab. 6.3 angegeben Bindungsenergien bei Vernachlassigung von Salzeffekten deu-
ten bei der Bindung des MB mit beiden Dekameren auf eine Bevorzugung der symmetri-
schen Interkalation in den 5-YpR-3’-Basenschritt mit -13,2 kcal/mol fiir den Komplex
icl-TpA und -14,8 kcal/mol fiir den Komplex ic1-CpG hin. Die Bindungsenergie von
-12,8 kcal/mol des Komplexes mit Bindung des MB in der kleinen Furche des AT alter-
nierenden Dekamers ist gegeniiber der Interkalation in den TpA-Basenschritt allerdings
nur um 0,4 kcal/mol energetisch benachteiligt. Die symmetrische Interkalation in den
5-ApT-3’-Basenschritt liegt mit -11,9 kcal/mol bereits um 1,3 kcal/mol unter der Bin-
dungsenergie des Komplexes icl-TpA. Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die Bin-
dungsenergien der symmetrischen Interkalationen in den 5-CpG-3’- mit -14,8 kcal /mol
und in den 5-GpC-3’-Basenschritt mit -14,7 kcal/mol nur um 0,1 kcal/mol. Wenn man
beriicksichtigt, dafl die Bindungsenergien zwar in der richtigen Gréflenordnung liegen,
aber aus Differenzen sehr grofler absoluter Energien hervorgehen, die gewisse Fehlerto-
leranzen aufweisen, konnen die beiden in Abb. 6.1 dargestellten Interkalationskomple-
xe als energetisch gleichermaflen bevorzugt betrachtet werden. Die Komplexe mit der
gauche Interkalation in die beiden Bindungstaschen des GC alternierenden Dekamers
unterscheiden sich ebenfalls energetisch kaum, sind aber gegeniiber den symmetrischen
Interkalationen energetisch benachteiligt. Die reduzierte Stapelwechselwirkung in dem
Komplex ic2-CpG wird in Abb. 6.3 im Vergleich zum Komplex ic1-CpG ersichtlich. Die
in Abb. 6.2 dargestellte a.) Bindung des MB in der kleinen Furche des GC alternieren-
den Dekamers ist mit -12,8 kcal/mol giinstiger als die gauche Interkalationen aber um
2,0 kcal/mol gegeniiber dem Komplex ic1-CpG energetisch benachteiligt. Die Bindun-
gen des MB in der groflen Furche beider Dekamere, von denen der Komplex GC-majg
in Abb. 6.2 b.) dargestellt ist, sind gegeniiber den anderen Bindungsmodi energetisch
unvorteilhaft.

6.1.2. Strukturelle Analyse der Methylenblau-DNA-Komplexe

Die fiir jedes der beiden Dekamere 6 verschiedenen, die Bindungsmodi repréisentieren-
den MB-DNA-Komplexe sind mit dem Algorithmus Curves [13, 14] strukturell ana-
lysiert worden. Die Dyadensymmetrien der freien DNA-Dekamere [(dA-dT)s]o und
[(dG-dC)5]2 mit palindromen Basensequenzen sind in den Komplexen mit paralleler
Interkalation des MB, also in den Komplexen icl-YpR und icl-RpY, erhalten geblie-
ben, weshalb diese Interkalation auch als symmetrische Interkalation bezeichnet wird.
In diesen Komplexen fillt die Symmetrieachse des MB mit der Dyadenachse der Deka-
mere zusamien.
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5'-TpA-3' 5'-ApT-3' 5'-CpG-3' 5'-GpC-3'
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Abb. 6.4.: Helikale Parameter Rise, Twist, Roll und Propeller der freien DNA-
Dekamere (schwarz), der MB-DNA-Komplexe mit symmetrischer (rot) und
gauche (grin) Interkalation des MB in den zentralen Basenschritt zwischen
dem 5. und 6. Basenpaar. Vergleich der Interkalationen in den 5-YpR-3'-
und 5-RpY-3’-Basenschritt AT und GC alternierender Dekamere.

Die Dyadensymmetrie der freien DNA-Dekamere und der Komplexe mit symmetrischer
Interkalation des MB wird in der Darstellung helikaler Parameter in Abb. 6.4 ersichtlich.
Die helikalen Parameter verdeutlichen, dafl die Konformationen der Target-DNA bei
Interkalationen in die beiden Bindungstaschen eines Dekamers signifikante Unterschie-
de aufweisen, wohingegen sich die Interkalationen in die 5’-YpR-3’-Basenschritte wie
die Interkalationen in die 5’-RpY-3’-Basenschritte der beiden unterschiedlichen Deka-
meren wenig unterscheiden. Gemeinsam ist allen Interkalationkomplexen die Erh6hung
des Rise (6,6 A beim icl-TpA-, 6,7 A beim icl-ApT-, 6,6 A beim icl-CpG- und 7,2
A beim icl-GpC-Komplex) und die Verringerung des Twist (11° beim icl-TpA-, 14°
beim icl-ApT-, 8 beim icl-CpG- und 19° beim icl-GpC-Komplex) zwischen den die
Bindungstasche bildenden Basenpaaren. Dabei weist der Twist bei symmetrischen In-
terkalationen in den 5’-YpT-3’-Basenschritt im Vergleich zu den gauche Interkalatio-
nen einen kleineren Wert auf. Im Gegensatz dazu liegt der Twist bei symmetrischen
Interkalationen in den 5-RpY-3’-Basenschritt iiber dem Twist bei gauche Interkala-
tionen in diesen Basenschritt. Signifikant sind in Abb. 6.4 auflerdem, die grofleren Va-
riationen des Roll zwischen -20° und 22° bei symmetrischen Interkalationen in den
5-RpY-3’-Basenschritt beider Dekamere gegeniiber symmetrischen Interkalationen in
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6. Sequenz- und Salzeffekte der Methylenblau-DNA-Bindung

Struktur v wm™ dM WM Struktur ar wm™  JdM WM

[(dA-dT)s]2 | 6,3 4,7 125 6,5 | [(dG-dC)s]y | 6,9 42 125 7,7
icl-TpA | 7,4 50 199 53| icl-CpG | 95 32 181 40
icl-ApT | 11,7 0,1 182 91| icl-GpC |108 32 160 7.6
ic2TpA | 7,8 47 160 23| ic2CpG | 88 36 17,1 38
ic2-ApT | 11,3 3,9 180 50| ic2GpC |11,2 29 169 7.1
AT-ming | 50 55 128 50| GC-ming | 47 55 13,7 56
AT-majg | 73 43 102 74| GCmajg | 79 36 92 93

Tabelle 6.4.: Furchentiefen d und -weiten w der kleinen (minor) bzw. grofien (Magjor)
Furche der DNA-Dekamere und der MB-DNA-Komplexe

den 5’-YpR-3’-Basenschritt. Der Propeller hingegen zeigt bei allen gauche Interkalatio-
nen deutliche Variationen zwischen den der Bindungstasche benachbarten Basenpaa-
ren. Nur bei der symmetrischen Interkalation in den 5’-GpC-3’-Basenschritt weist der
Propeller der die Interkalationstasche flankierenden Basenpaare mit -17° grofie negative
Werte auf, die auch in Abb. 6.1 im Vergleich der Komplexe ic1-CpG und ic1-GpC deut-
lich erkennbar sind. Die in Abb. 6.4 dargestellten Unterschiede in den helikalen Para-
metern der verschiedenen Interkalationskomplexe kénnten durch die Zuckerfaltung der
die Bindungstasche flankierenden Nukleotide bedingt sein. Die Zuckerkonformation der
die Bindungstasche flankierenden Nukleotide bei allen Interkalationen in eine 5’-YpR-
3’-Bindungstasche unterscheidet sich mit 5-Y(C3’-endo)>p<R(C2’-endo)-3’ von der
Zuckerkonformation bei allen Interkalationen in eine 5’-RpY-3’-Bindungstasche mit 5'-
R(C3’-endo)>p<Y(C3’-endo)-3’. Diese Analogie in der Konformation der unterschied-
lichen Interkaltionskomplexe wird durch einen bei allen diesen Komplexen beobachteten
a/y-Flip im Nukleinséure-Riickgrat unmittelbar zwischen den die Interkalationstasche
bildenden Nukleotiden ergénzt.

Die Deformation der Target-Dekamere duflert sich auch in den Furchengeometrien, de-
ren Charakterisierung durch Furchentiefen und -weiten in Kap. 2.2.2 erldutert wurde.
Die fiir die einzelnen MB-DNA-Komplexe mit dem Algorithmus Curves [18] berechneten
Furchentiefen und -weiten sind in Tab. 6.4 im Vergleich zu den freien DNA-Dekameren
angegeben. Beide Furchen zeigen bei allen Interkalationskomplexen an der Bindungs-
tasche eine vergroflerte Furchenweite und eine verkleinerte Furchentiefe, die durch das
Stretching und Unwinding der Doppelhelix bedingt sind. Bei den Komplexen mit Bin-
dung des MB in den Furchen fillt in Tab. 6.4 auf, daf} diejenige Furche, in der das MB
jeweils gebunden ist, vertieft und verengt ist, wihrend die andere Furche dementspre-
chend eine verringerte Tiefe und vergroflerte Weite aufweist. Bei der Bindung in beiden
Furchen sind die Methylgruppen und das Schwefelatom nach auflen gerichtet, so dafl
eine Vertiefung und Verengung der Furche, in der sich das MB befindet, die Bindung
stabilisieren kann.

Die Lage und Orientierung des MB ist in Tab. 6.5 relativ zum helikalen Achsensystem
des benachbarten Basenpaares durch helikale Parameter charakterisiert, die fiir den
Liganden in Kap. 4.2.4 definiert worden sind. Die helikalen Parameter der Komplexe
mit symmetrischer Interkalation des MB in Tab. 6.5 verdeutlichen, daf§ der Farbstoff
im Zentrum der Bindungstasche positioniert ist und dafl seine Methylgruppen in die
grofle Furche zeigen. Die lange Achse des MB ist in den Komplexen mit gauche Interka-
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6.2. Salzabhéngigkeit der Methylenblau-DNA-Bindung

Struktur | Xdisp [A] Ydisp [A] Rise [A] Inc [°] Tip [] Twist [°]
icl-TpA 21 0,0 33 4.0 0,5 49
icl-ApT 1,0 0,0 3.3 2.1 0,1 6,4
ic2-TpA 2,5 0,8 2,9 1,4 12,8 141,4
ic2-ApT 2.9 0,6 3.5 2,9 1,1 144,7
AT-ming 8,1 0,8 0,3 97,3 5.1 174,1
AT-majg 5.1 15 2.6 0,5 -38,4 7.0
ic1-CpG 0,9 -0,1 3,3 -9,1 -0,3 4,0
ic1-GpC 1,4 20,2 3,7 5.8 5.1 8,6
ic2-CpG 3,4 1,0 3,1 3,7 9,6 142,5
ic2-GpC 2.8 0,0 3.4 10,0 3,9 1455
GC-ming 9,6 -1,2 0,0 34,4 0,9 -170,8
GC-majg 5.9 20,2 1,4 14,1 3,3 15,6

Tabelle 6.5.: Helikale Parameter X- und Y-Displacement, Rise, Inclination, Tip sowie
Twist des Liganden Methylenblau relativ zu dem direkt benachbarten Ba-
senpaar im globalen helikalen Achsensystem der DNA

lation um einen Twist von ca. 141,4°-145,5° um die helikale Achse gedreht. Auflerdem
zeigt das X-Displacement an, dafl der Farbstoff bei den gauche Interkalationen etwas
in Richtung der kleinen Furche verschoben ist. Die helikalen Parameter der Komplexe
mit Furchenbindung verdeutlichen, daf§ bei der Bindung in der kleinen Furche die lange
Achse des MB parallel zu den DNA-Stringen orientiert ist, wihrend das MB bei der
Bindung in der grofien Furche diese Furche aufspannt. Der Rise von 0,3 A bzw. 0,0
A bei Bindung des MB in der kleinen Furche bestitigt, daB die Achse des Stickstoff-
und Schwefelatoms im zentralen Ring des MB in der Ebene eines Basenpaares liegt.
Eine Wasserstoftbriicke zwischen dem in die kleine Furche gerichteten Stickstoffatom
des MB und einem Proton der Aminogruppe eines Guanins der DNA kann diese Bin-
dung stabilisieren. Bei der Bindung in der groflen Furche mufl dagegen auch aufgrund
der kleineren Bindungsenergie und der vielen alternativen Strukturen von einer grofien
Beweglichkeit des MB ausgegangen werden, die in Kap. 7 diskutiert werden wird.

6.2. Salzabhangigkeit der Methylenblau-DNA-Bindung

In spektroskopischen Untersuchungen ist eine Abhéngigkeit der MB-DNA-Bindung von
der Salzkonzentration nachgewiesen worden [170, 173, 174]. Diese Salzabhingigkeit
wirkt sich in der Verschiebung relativer Stabilitdten alternativer Bindungsmodi aus,
denn fiir AT reiche Basensequenzen konnte in CD-Messungen gezeigt werden, daf3 das
MB bei sehr geringen Salzkonzentrationen interkaliert, wohingen bei etwas hoheren
Salzkonzentrationen eine nichtinterkalative Bindung ausgebildet wird, die mit der Bin-
dung in der kleinen Furche assoziiert wird [100]. Theoretische Untersuchungen konnten
zeigen, dafl Salzeffekte zwar relative Stabilitdten beeinflussen kénnen, Konformationen
aber weitgehend von Salzeffekten unbeeinfluit sind [122, 123, 175]. Deshalb werden die
Bindungsenergien der in Kap. 6.1 diskutierten MB-DNA-Komplexe unter der Beriick-
sichtigung von Salzeffekten abgeschétzt.

Dazu wurde mit der in Kap. 3.1.3 erlduterten FDPB-Methode die nichtlineare Poisson-
Boltzmann-Gleichung 3.21 unter Anwendung des Algorithmus UHBD [119] fiir die ein-
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Abb. 6.5.: Gesamtenergien AEYL, des freien a.) AT und b.) GC alternierenden De-
kamers zzgl. des freien MB und der jeweiligen MB-DNA-Komplexe sowie
Bindungsenergien Eyinqg, der MB-DNA-Komplexe bei Bindung des MB und
des Dekamers c.) [(dA — dT)s]a und d.) [(dG — dC')s)2 in Abhdngigkeit von

der Salzkonzentration.

zelnen MB-DNA-Komplexe gelost, wobei die Ionenstirke von 1074-2,0 mol/l variiert
wurde. Den Rechnungen wurden die im Kraftfeld FLEX definierten Ladungsvertei-
lungen der Nukleotide [171] und die in Tab. 6.1 angegebene Ladungsverteilung des
MB zugrunde gelegt. Das dem Losungsmittel unzugéngliche Volumen der MB-DNA-
Komplexe wurde durch den Mittelpunkt einer auf der van-der-Waals-Oberfliche des
Komplexes abgerollten Kugel mit einem Radius von 1,4 A definiert. Dem Inneren die-
ser Oberfliche wurde eine dielektrische Permittivitdt von € = 1 und dem Losungsmittel
ein Wert von € = 78 zugewiesen. Nach Rashin und Honig wurde zudem eine Schicht auf
der Oberfliche des Komplexes definiert, die dem Losungsmittel nicht aber den Ionen
zugénglich ist, indem den Ionen ein Radius von R =1,68 A zugewiesen wurde [120].
AuBerdem wurde die dielektrische Grenze mit dem Algorithmus UHBD gegléittet, um
die Abhéangigkeit der Resultate vom verwendeten Gitter mit 120 Gitterpunkten in jeder
Raumrichtung zu verringern. In drei Fokussierungsschritten wurde eine Gitterkonstan-
te von < 0,33 A erreicht. Die elektrostatische Energie wurde nach dem von Sharp und
Honig angegeben, in Kap. 3.1.3 erlduterten Volumenintegral 3.22 berechnet [121].

Die elektrostatischen Energien FE.,,; wurden fiir die in Kap. 6.1 diskutierten 12
MB-DNA-Komplexe sowie die freien DNA-Dekamere [(dA-dT)s]2 und [(dG-dC)s]s in
Abhingigkeit von einer monovalenten Salzkonzentration von 10~%-2 mol/l berechnet.
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Ionen- 0,0 1074 1073 1072 0,1 0,5 1,0 2,0

starke [mol/1]
Struktur Ebindg [kcal/mol]
icl-TpA -13,2 -9.9 7.7 -5,8 4,1 -2,9 -2,5 -2,2
icl-ApT 11,9 -8.,8 -6,5 4.7 -3,0 1,8 1,4 -1,0
ic2-TpA 11,5 -84 -6,2 4.4 -2,8 1,7 -1,3 -1,0
ic2-ApT 7.8 4.7 -2.4 -0,6 1,1 2,2 2,7 3,0
AT-ming 12,8 -10,2 -8,3 -6,6 -5,1 4.2 -39 -3.7
AT-majg -8,6 -6,2 4.4 2.8 1,4 -0,6 -0,3 -0,1
ic1-CpG 14,8 11,5 9,3 7.5 5,8 47 43 4.0
ic1-GpC 14,7 11,8 9.8 -8,0 -6,4 -5,3 -5,0 4.7
ic2-CpG 12,2 9,0 -6,9 5,1 3.4 -2.3 -1,9 -1,6
ic2-GpC 12,4 29,4 7,3 -5,5 -3,8 2.7 -2.4 2,1
GC-ming 12,8 -10,6 -8.,8 7.2 5,7 4.9 4.7 4.5
GC-majg -10,3 7.6 -5,8 4,3 -2,8 2,1 1,8 -1,6

Tabelle 6.6.: Bindungsenergien Ey;pqq der in Kap. 6.1 diskutierten MB-DNA-Komplexe
in Abhdngigkeit von der Salzkonzentration

Die sich mit diesen salzabhéngigen, elektrostatischen Energien E.,,; ergebenden Ge-
samtenergien E'% , sind relativ zu den jeweiligen Gesamtenergien bei Salzfreiheit fiir das
freie Dekamer [(dA-dT)s]2 zzgl. des MB und die Komplexe ic1-TpA, ic2-TpA, AT-ming
und AT-majg in Abb. 6.5 a.) und fiir das freie Dekamer [(dG-dC)s]2 zzgl. des MB und
die Komplexe ic1-CpG, ic2-CpG, GC-ming und GC-majg in Abb. 6.5 b.) als Funktion
des dekadischen Logarithmus der Salzkonzentration dargestellt. Zur Veranschaulichung
der Energiedifferenzen AE' L, der salzabhingigen Gesamtenergien in Abb. 6.5 relativ
zu den Gesamtenergien der jeweiligen Komplexe bei Salzfreiheit wurden die in Tab. 6.3
angegebenen Bindungsenergien als Nullpunkt definiert. Wegen des dabei sehr dhnlichen
Verhaltens der Interkalationskomplexe beschrénkt sich die Abb. 6.5 auf die symmetri-
schen Interkalationskomplexe ic1-YpR und die gauche Interkalationskomplexe ic2-YpR.
In den Abbn. 6.5 a.) und b.) ist deutlich erkennbar, daf§ die freien Strukturen (Dekame-
re zzgl. des geringen Beitrages des freien MB) mit steigender Salzkonzentration stérker
als die MB-DNA-Komplexe stabilisiert werden. Nukleinsduren werden aufgrund ihrer
polyanionischen Ladung durch Salz stabilisiert. Da die Ladung der MB-DNA-Komplexe
mit ¢ = —17 e gegeniiber der Ladung der freien Dekamere mit ¢ = —18 ¢ um die Ladung
des MB von g = +e¢ reduziert ist, werden die MB-DNA-Komplexe durch das Salz rela-
tiv zu den freien Dekameren weniger stabilisiert. Die relative Stabilitit der Komplexe
zueinander veréndert sich durch das Salz nur leicht.

Diese Verschiebung relativer Stabilitdten wird durch die Darstellung der Bindungsener-
gien Ejpnqy fiir die Komplexe icl-TpA, ic2-TpA, AT-ming und AT-majg in Abb. 6.5
c.) und fiir die Komplexe ic1-CpG, ic2-CpG, GC-ming und GC-majg in Abb. 6.5 d.)
als Funktion des dekadischen Logarithmus der Salzkonzentration verdeutlicht und in
Tab. 6.6 angegeben. Aufgrund der geringeren Stabilisierung der Komplexe gegeniiber
den freien Dekameren verringern sich die Bindungsenergien aller Komplexe mit zuneh-
mender Salzkonzentration. In den Abbn. 6.5 c¢.) und d.) ist eine geringere Abnahme
der Bindungsenergien der Komplexe mit Bindung des MB in den Furchen der Dekame-
re gegeniiber den Interkalationskomplexen zu beobachten. Dabei ist die Bindung des
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MB in der kleinen Furche des AT alternierenden Dekamers bereits bei der geringen
Salzkonzentration von 10~* mol/l mit -10,2 kcal /mol gegeniiber der symmetrischen In-
terkalation mit -9,9 kcal/mol energetisch bevorzugt, obwohl bei Salzfreiheit in Kap. 6.1
noch die symmetrische Interkalation gegeniiber der Bindung in der kleinen Furche ener-
getisch begiinstigt war. Im Gegensatz dazu bleibt bei der Bindung des MB mit dem GC
alternierenden Dekamer die symmetrische Interkalation bis zu hohen Salzkonzentratio-
nen von > 1 mol/l gegeniiber der Bindung in der kleinen Furche energetisch bevorzugt.
Erst bei weiter steigender Salzkonzentration wechselt die energetische Priiferenz von
der symmetrischen Interkalation zur Bindung in der kleinen Furche. Auch erreicht die
Bindungsenergie fiir die Bindung in der grofien Furche des GC alternierenden Dekamers
bei einer sehr hohen Salzkonzentration von 2 mol/1 die Bindungsenergie der gauche In-
terkalation, wohingegen bei der Bindung des MB mit dem GC alternierenden Dekamer
die gauche Interkalation gegeniiber der Bindung in der grofien Furche bevorzugt bleibt.
Die Salzabhéngigkeit der MB-DNA-Bindung erweist sich somit als sequenzabhéngig,
denn wihrend bei der Bindung des MB mit dem AT alternierenden Dekamer bereits
bei einer geringen Salzkonzentration von 10~4 mol /] die Bindung in der kleinen Furche
zum energetisch gegeniiber der symmetrischen Interkalation bevorzugten Bindungsmo-
dus wird, erfolgt diese Verénderung der relativen Stabilititen von der symmetrischen
Interkalation zur Bindung in der kleinen Furche bei der Bindung des MB mit dem GC
alternierenden Dekamer erst bei hohen Salzkonzentrationen von > 1 mol/l.

6.3. Diskussion der Resultate, Teil |l

Die Sequenzabhéingigkeit der MB-DNA-Bindung wurde anhand des Vergleichs der Bin-
dung des MB mit den DNA-Dekameren [(dA-dT)s]2 und [(dG-dC)s]2 untersucht, da
fiir die Bindung des MB an Polynukleotide mit alternierenden Basensequenzen verglei-
chende experimentelle Daten vorliegen [100, 173]. Durch Energieminimierungen wurden
fiir jedes der beiden Dekamere jeweils 6 MB-DNA-Komplexe generiert, die die Bindung
des MB in den drei unterschiedlichen Bindungsmodi (Interkalation, Bindung in der
kleinen bzw. der groflen Furche) reprisentieren. Beriicksichtigt wurden bei der Aus-
wahl der Komplexe nach energetischen Kriterien elektrostatische Losungsmitteleffekte
durch die Berechnung der elektrostatischen Energien in einer Kontinuumsbehandlung
des Losungsmittels [53].

Fiir die Bindung zwischen MB und Polynukleotiden mit alternierenden GC Basen-
sequenzen wurde in Absorptions- und LD-Messungen gezeigt, dal die Interkalation
unabhéingig von einer Salzkonzentration und dem Bindungsverhéltnis der einzige Bin-
dungsmodus ist [100]. Dagegen weisen Absorptions-Spektren fiir die Bindung zwischen
MB und Polynukleotiden mit alternierenden AT Basensequenzen auch bei einem gerin-
gen Bindungsverhéltnis auf die Interkalation und eine nichtinterkalative Bindung als
zwei koexistierende Bindungsmodi hin [173]. In spektroskopischen Untersuchungen wur-
de gezeigt, dal MB durch Interkalation bevorzugt mit einem GC-Basenpaar gegeniiber
einem AT-Basenpaar wechselwirkt [167]. Die Fluoreszenz-Quantenausbeute des MB
ist in der Umgebung GC reicher Sequenzen stark vermindert, wohingegen sie in der
Umgebung AT reicher Sequenzen nahezu der Fluoreszenz-Quantenausbeute des freien
Farbstoffs entspricht [169]. Die Lebenszeit des Singulett-Zustandes des MB erwies sich
in einer fs-Transientenabsorptions-Messung als stark durch GC und nur wenig durch
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AT enthaltende Polynukleotide beeinflufit [176]. Diese experimentellen Daten sind so-
mit sehr gut mit den in Kap. 6.1 angegeben theoretischen Resultaten vereinbar, wonach
MB in salzfreier Umgebung mit beiden Dekameren eine Bindung durch Interkalation
eingeht und wonach die Bindung in der kleinen Furche des AT alternierenden Dekamers
energetisch der Interkalation gegeniiber nahezu gleichwertig ist.

Tuite und Nordén beobachteten fiir die Bindung des MB mit AT und GC alternie-
renden Polynukleotiden sehr unterschiedliche CD-Spektren, wobei das MB bei gerin-
gen Jonenstédrken mit beiden Polynukleotiden eine Bindung durch Interkalation eingeht
[100]. Das CD-Signal des an das AT alternierende Polynukleotid gebundenen MB zeig-
te einen kleinen Betrag bei geringen und einen deutlich gréfleren Betrag bei hohen
Tonenstérken, wobei die Rotverschiebung des Signals mit steigender Salzkonzentration
zunahm und das CD-Signal tiber das gesamte Spektrum der Ionenstérken ein positives
Vorzeichen besafl, so daffl mit wachsender Ionenstéirke von einer zunehmenden Stabi-
lisierung einer nichtinterkalativen gegeniiber der interkalativen Bindung ausgegangen
werden kann [100]. Aus den CD-Daten erschlieBt sich nicht, ob die nichtinterkalative
Bindung einer Bindung in der kleinen oder der grofien Furche entspricht. Allerdings
kann aus LD-Messungen auf eine Bindung des MB in entweder einem grofien Winkel
relativ zur helikalen Achse oder einer ungerichteten Orientierung geschlossen werden
[100]. Tuite und Nordén berechneten aufgrund des LD-Signals mit kleinem negativen
Betrag einen Winkel von ca. 56°-58° zwischen der langen Achse des MB und der helika-
len Achse des Polynukleotids, wobei dieses Signal auch eine ungerichtete Orientierung
erkléren kann [100]. Eine vollkommen ungerichtete Orientierung des Farbstoffs ist auch
in der groflen Furche nicht moglich, obgleich das MB dort eine grof3e Bewegungsfreiheit
haben diirfte. Aber der Steigungswinkel der kleinen Furche einer DNA in B-Form ent-
spricht in etwa dem aus dem LD-Signal berechneten Orientierungswinkel des MB, so
dal bei Annahme einer im Komplex AT-ming ausgebildeten Orientierung der langen
Achse des MB parallel zu den flankierenden DNA-Stréngen von der Bindung in der
kleinen Furche ausgegangen werden kann.

Bei der Bindung des MB an das GC alternierende Polynukleotid konnten Tuite und
Nordén zwei CD-Signale mit entgegengesetzten Vorzeichen und Verschiebungen beob-
achten, die auf zwei verschiedene, koexistierende interkalative Bindungsmodi hinweisen,
die als Interkalationen in den beiden Bindungstaschen 5-CpG-3’ und 5’-GpC-3’ inter-
pretiert werden [100]. Diese Interpretation der CD-Daten wird durch die nahezu gleiche
energetische Stabilitit der MB-DNA-Komplexe icl-CpG und icl-GpC unterstiitzt. Die
CD-Daten zeigten eine starke Abhéingigkeit von der Lage und Orientierung des MB in
der Bindungstasche, so dafl die gauche Interkalationen als alternative Interkalations-
modi unwahrscheinlich sind [100], was sich auch in den theoretischen Resultaten durch
eine energetische Benachteiligung der gauche gegeniiber den symmetrischen Interkala-
tionen ausdriickt. Damit befinden sich die theoretischen Resultate in sehr guter Uber-
einstimmung mit den CD- und LD-Daten fiir die Bindung des MB sowohl an das AT
als auch an das GC alternierende Polynukleotid. Die strukturelle Kenntnis von MB-
DNA-Komplexen erméglicht zudem eine detailliertere Diskussion und Bewertung der
experimentellen Daten.

Ausgehend von Dichroismus- und Topoisomerisations-Messungen wird die Verldnge-
rung einer DNA-Helix durch die Interkalation eines MB-Molekiils mit 2,9 A und das
damit verbundene Unwinding mit 24° angegeben [163, 168], das einem Twist von ca.
10° entsprechen wiirde. Die Zuckerfaltungsmodi der das MB-Molekiil flankierenden Nu-
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kleotide sind in Rontgenkristallstrukturen von Komplexen mit anderen interkalierenden
Liganden bereits beobachtet worden [77].

Die Salzabhingigkeit beeinflufit nach den Resultaten in Kap. 6.2 die relativen Stabi-
litdten der Bindungsmodi bei der Bindung des MB an das AT alternierende Dekamer
schon bei geringen Salzkonzentrationen von 10~* mol/l durch einen Wechsel von der
symmetrischen Interkalation zur Bindung in der kleinen Furche als energetisch bevor-
zugtem Bindungsmodus, wihrend diese Stabilitdtsverschiebung bei der Bindung des
MB an das GC alternierende Dekamer erst bei hohen Salzkonzentrationen von > 1
mol/l zu erwarten ist. Lumineszenz-Messungen nach optischer Anregung durch Laser-
strahlung zeigten, dal MB bei sehr geringen Salzkonzentrationen hauptséchlich durch
Interkalation eine Bindung mit AT alternierenden Polynukleotiden eingeht, die mit
steigender Salzkonzentration in eine nichtinterkalative Bindung iibergeht, wohingegen
das MB an GC alternierende Polynukleotide durch Interkalation gebunden bleibt [170].
Spektroskopische Untersuchungen berichten iiber eine Reduktion der Bindung mit zu-
nehmender Salzkonzentration unabhéngig vom Bindungsmodus [162, 174]. Tuite und
Kelly geben Bindungskonstanten an, die fiir die Bindung des MB mit AT und GC
alternierenden Polynukleotiden in der gleichen Gréflenordnung liegen, wobei sich die
Bindung an das GC alternierende Polynukleotid als etwas stabiler im Vergleich zur
Bindung an das AT alternierende Polynukleotid erweist [173], womit diese Daten sehr
gut mit den in Tab. 6.3 angegebenen Bindungsenergien korrespondieren. Die spektro-
skopischen Daten interpretieren die Bindung des MB an das GC alternierende Polynu-
kleotid als etwas stérker von der Salzkonzentration beeinfluflt als die Bindung des MB
an das AT alternierende Polynukleotid [170]. Aulerdem wird iiber eine unterschied-
liche Abh#ngigkeit der Bindung des MB an das AT alternierende Polynukleotid im
Vergleich zu Polynukleotiden mit anderen Sequenzen berichtet, was auf einen nichtin-
terkaltiven Bindungsmodus hinweist [173]. Die experimentellen Erkenntnisse tiber die
Salzabhéngigkeit der Bindung des MB an das GC alternierende Dekamer und iiber einen
nichtinterkalativen Bindungsmodus bei Bindung des MB an das AT alternierende De-
kamer, sind mit den theoretischen Resultaten erkldrbar. Tuite und Kelly fiihrten die
Bindungsstudien bei Ionenstéirken von 1073-1 mol/1 durch [173]. Fiir diesen gegeniiber
den theoretischen Untersuchungen bei Ionenstirken von 10~%-2 mol/l eingeschrinkten
Bereich, ist bei der Bindung des MB an das AT alternierende Dekamer die Bindung
des MB in der kleinen Furche energetisch relativ stabil. Dagegen nimmt bei der Bin-
dung des MB an das GC alternierende Dekamer die energetische Stabilisierung der
Interkalation gegeniiber der Bindung in der kleinen Furche mit steigender Ionenstérke
ab, so dafl bei Ionenstidrken von 0,5-1,5 mol/l eine Koexistenz von Interkalation und
Bindung in der kleinen Furche zu erwarten ist. Dieser experimentell und theoretisch
erwartete Effekt spiegelt damit die Salzabhingigkeit der Bindung des MB an das GC
alternierende Dekamer wider, wihrend die Bindung des MB in der kleinen Furche des
AT alternierenden Dekamers zur Stabilisierung lediglich eine geringe Salzkonzentration
bendtigt.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Resultate zur sequenzspezifischen und salzabhéngi-
gen Bindung des MB an ein GC alternierendes Dekamer wurden publiziert [53, 76]
und haben bereits zur Interpretation experimenteller Ergebnisse [177, 178], zu einer
theoretischen Modellbildung [178] und der experimentellen Untersuchung weiterer An-
wendungen der MB-DNA-Bindung [179, 180, 181] beigetragen.
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