Volume 18, number 1

FEBS LETTERS

October 1971

DER EINFLUSS VON COFFEIN AUF DAS SCHMELZVERHALTEN VON DNS

H. LANG

Zentralinstitut fiir Genetik und Kulturpflanzenforschung der Deutschen Akademie
der Wissenschaften zu Berlin, DDR-4325 Gatersleben

Received 17 August 1971

The interaction of caffeine with DNA has been studied at several ionic strengths by heat denaturation. At 2 mM
K* caffeine produces a stabilization, but at 20 mM K* or higher a destabilization of secondary structure of DNA
occurs. There is a correlation between heterogeneity and destabilization of DNA in presence of caffeine. In the pre-
melting region a hyperchromic effect can be observed. It is suggested that two binding processes exists in the DNA-

caffeine interaction.

1. Einleitung

Seit ldngerem ist die inhibierende Wirkung des
Coffeins auf die Dunkelreparatur UV -bestrahiter
Bakterien bekannt [1-5]. Als Mechanismus wird
vielfach eine Inaktivierung der Reperaturenzyme
durch Coffein angenommen [3, 6—9]. Neuere Unter-
suchungen lassen aber vermuten, dass die Reparatur-
inhibierung auf eine aktive DNS-Coffein Wechsel-
wirkung zuritkzufiihren ist [10, 11]. Dabei sollen die
Coffeinmolekiile bevorzugt am Ort der photochemisch
verdnderten DNS gebunden und somit eine Blockierung
der DNS-Reparatur verursacht werden. Zur Klarung
der dabei stattfindenden Bindungsprozesse wurde
daher die DNS-Coffein Wechselwirkung in vitro unter-
sucht.

2. Experimentelles

Coffein (DAB 7) wurde 24 Std. bei 115° getrocknet
und ohne weitere Reinigung verwendet. Gewinnung
und Charakterisierung der verwendeten DNS-Proben
sind bei Sarfert und Venner [12, 13] beschrieben.

Die DNS-Losungen wurden bei 4° gegen die ent-
sprechenden Puffer-losungen dialysiert und in einem
Uvispek-Spektralphotometer (Hilger und Watts, Ltd.,
London) mit Temperiereinrichtung [14] vermessen.
Die DNS-Konzentrationen betrugen 0.5—-1 X 10™*
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3. Ergebnisse

Abb. 1 zeigt den Einfluss des Coffeins auf das
Schmelzverhalten von Kalbsthymus-DNS in 0,2 M
K*-und 0,02 M K*-Lésung. Wie schon von Ts’o et al.
[15] beobachtet, wird durch Coffein unter diesen
ionalen Bedingungen eine Abnahme der thermischen
Stabilitidt der DNS (Abnahme der T, -Werte) verur-
sacht. Die destabilisierende Wirkung des Coffeins
nimmt mit steigender Coffeinkonzentration zu (inners
Bild). Dariiberhinaus liess sich eine signifikante Hyper-
chromie im Vorschmelzbereich in Anwesenheit von Cof-
fein festellen, deren Konzentrationabhangigkeit in Abb. 2
widergegeben ist. In 0,002 M K*-Losung (Abb. 3) wird
durch Coeffein der entgegengesetzte Effekt hervorge-
rufen. Bis zu einem Phosphat/Coffein-Verhiltnis
(P/Cf) von 23 ist eine Stabiltitserhdhung der DNS
(Zunahme der T, -Werte) zu verzeichnen. Weitere
Erhohung der Coffeinkonzentration bewirkt dann ein
Absinken der T, -Werte wie im vorhergehenden Fall
(inneres Bild). Die Untersuchungen mit DNS ver-
schiedenen GC-Gehaltes liessen keine eindeutige GC-
Abhingigkeit des Coffeineinflusses auf die thermische
Denaturierung erkennen. Uberraschenderweise ergab
sich eine Korrelation zwischen der Heterogenitit der
nativen DNS und der T, -Erniedrigung durch Coffein
(Abb. 4).

Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass sich
bei der Wechselwirkung der Coffeinmolekille mit der
DNS zwei konzentrations-abhingige Bindungseffekte
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Abb. 1. Schmelzkurve von Kalbsthymus-DNS in Anwesenheit von Coffein in 0,016 M KC1+ 0,001 M K4EDTA und 0,196 M KCl +

0,001 M K4EDTA, pH 7;(
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) native; (----- ) Phosphate/Coffein-Verhiltnis (P/Cf) = 1. Inneres Bild: Abhiingigkeit des Schmelz-
punktes (7)) von der Coffeinkonzentration.
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Abb. 2. Einfluss von Coffein auf die relative Absorption von Kalbsthymus-DNS in Vorschmelzbereich in 0,016 M KCi + 0,001 M
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Abb. 3. Schmelzkurve von Kalbsthymus-DNS in Anwesenheit von Coffein in 0,0016 M KC1 + 0,0001 M K4EDTA, pH 7; (——)
native; (- - - - ) P/Cf = 1. Inneres Bild: Abhiingigkeit des Schmelzpunktes (7}y) von der Coffeinkonzentration.
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Abb. 4. Abhangigkeit der T;y-Emiedrigung durch Coffein von der Heterogenitat der nativen DNS in 0.016 M KC1 + 0,001 M
K4EDTA, pH 7; P/Cf = 1.
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iberlagern. Der destabilisierende Einfluss des Coffeins

tritt dabei bevorzugt bei hoheren Coffeinkonzentra-
tionen und mittleren Ionenstiarken auf (Abb. 1). Das
Auftreten einer Hyperchromie vor Beginn des Helix-
Kniuel-Uberganges kann auf eine unterschiedliche
Bindungsaffinitit der Coffeinmolekiile zum AT- und
GC-Basenpaar zuriickgef ithrt werden und steht offen-
sichtlich in Zusammenhang mit der Heterogenitit der
DNS [16]. Bekanntlich nimmt mit steigender Hetero-
genitdt der DNS-Molekiile die Anzah! AT-reicher
Spezies in einer DNS-Population zu [17]. Durch
Coffeinmolekiile wiirde dann der als Keimbildung
diskutierte Prozess (Nucleation) [18, 19] bei der
Denaturierung in diesen Zentren noch verstarkt und
grossere Molekiilabschnitte umorientiert werden.
ORD- und CD-Messungen bestitigen diese Annahme.
Uber diese und weitere Resultate wird an anderer
Stelle berichtet.
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