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Digitonin oder Zugabe von CMU . In allen diesen
Féllen kann der Reaktionscyclus von Chl-a; durch
Ankopplung kiinstlicher Elektronendonatoren reak-
tiviert werden. Geeignet zur Ankopplung eines Elek-
tronendonators wie Ascorbat sind die Stoffe PMS
und DPIP. Im Falle von PMS reagiert die reduzierte
Form PMSH® direkt mit Chl-a;® L. Unter den zuletzt
genannten Umstinden ist ein Teilcyclus (I) von
dem Elektronentransport der Photosynthese isoliert
worden. Dieser Teilcyclus ist sehr wahrscheinlich
verantwortlich fiir die von VErNoN und Zauvce beob-
achtete Photoreduktion von TPN an gealterten Chlo-
roplasten mit Zusatz von DPIP und Ascorbat im

Uberschu8 11, Bisher ermittelte Eigenschaften des
Reaktionszyklus von Chl-a; sind in Tab.2 zusam-
mengestellt.

Uber den Ausbau des hier wiedergegebenen Re-
aktionsschemas zu einem vollstandigen Schema fiir
den Elektronentransport beim Prozel der Wasser-
spaltung bei der Photosynthese wird in den nach-
folgenden 4 Arbeiten berichtet.

Herrn Prof. H. T. Wirr danke ich fiir sein fordern-
des Intersse und der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft fiir finanzielle Unterstiitzung. Herrn
B. Skerra danke ich fiir die Ausfithrung der Messun-
gen in Abb. 6 und Abb. 10.

in walrigen Proteinlésungen mit verschiedener SH-Gruppenreaktivitat®

Modellversuche zur chemischen Carcinogenese und zum
photodynamischen Effekt von 3.4-Benzpyren und UV-Licht

Von Ginter ReEske und JoacHiM Staurr

Aus dem Institut fiir physikalische Biochemie und Kolloidchemie im Institut fiir physikalische
Chemie der Universitdt Frankfurt am Main
(Z. Naturforschg. 19 b, 716—726 [1964] ; eingegangen am 22. April 1964)

The carcinogenic hydrocarbon 3.4-benzopyrene is soluble in aqueous solutions of different pro-
teins. The solubilities are easily determined by the fluorimetric method. The fluorescence o. the
hydrocarbon in the protein solutions is not quenched by molecular oxygen. Nevertheless only in
presence of air (oxygen) an irreversible decrease of the fluorescence intensity occurs under irra-
diation with UV-light of wavelength 366 mu, which is considerably faster than under nitrogen
or in solutions of the hydrocarbon in ethanol or aqueous caffeine.

In the systems investigad, a correlation was found between the half-life period of the reaction
and the SH-group activities. The participation of protein-SH-Groups in the 3.4-benzopyrene photo-
reaction is demonstrated by ampérometric Ag®-titrations.

The influence of protein denaturation and inhibiting additives on the photoreaction are investi-
gated by the fluorimetric method.

Irradiation- and oxygen-dependence of the reaction are analogous to the observations of photo-
dynamic action and skin cancer induction by 3.4-benzopyrene.

By 366 mu irradiation of f-lactoglobuline solutions containing 3.4-benzopyrene the heat-
denaturation characteristics of the protein are changed. The same changes are produced without
3.4-benzopyrene by UV-light of the wavelength 280 mu. Treatment of the f-lactoglobuline solutions
with an amount of cigarette smoke, which certainly does not contain 3.4-benzopyrene in sufficient con-
centration, acts in the same direction.

Along with the changes in the protein properties the typical fluorescence of 3.4-benzopyrene
vanishes. The hydrocarbon does not act as a catalyst in photodynamic action, but is chemically altered
as well as the protein, at least in the system under investigation.

Die Fluoreszenz der Losungen von 3.4-Benzpyren
in walrigen Losungen von f-Lactoglobulin® 2 ver-
schwindet, wenn bei Anwesenheit von molekularem
Sauerstoff Licht der Wellenlange 366 mu eingestrahlt
wird 3. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zur
bisher nicht bestrittenen Deutung des photodynami-
schen Effektes als sensibilisierte Photooxydation, bei
der der Sensibilisator in der Bilanz unverindert aus

* Ein Teil dieser Arbeit wurde unter dem Titel ,Photoreak-
tion von 3.4-Benzpyren mit Proteinen* auf der Bunsen-
tagung im Mai 1964 in Berlin vorgetragen.

der Reaktion hervorgehen soll (vgl. z. B. Grarri et al.
und Santamaria ¥ %),

Der Katalysatormechanismus konnte nur noch
durch zwei Annahmen aufrechterhalten werden. Ein-
mal bestiinde die Moglichkeit, dafl in dem speziellen
System 3.4-Benzpyren — f-Lactoglobulin kein photo-
dynamischer Effekt stattfindet, sondern das Protein
nur als Katalysator der Photooxydation des Kohlen-
wasserstoffs wirkt, selbst aber nicht verandert wird.
Die andere Maoglichkeit ware, dal erst nach einer
Reihe von Sensibilisatorcyclen eine Nebenreaktion
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auftritt, durch die der Sensibilisator zerstort wird.
Durch quantitative Bestimmung des durch die 3.4-
Benzpyrenreaktion veranderten Aggregationsverlaufs
von f-Lactoglobulin bei seiner Hitzedenaturierung
1aBt sich zeigen, dal} der Sensibilisator nach hochstens
zwei Reaktionscyclen zerstort wird. Da bei fort-
gesetzter Zufuhr von unverbrauchtem Kohlenwasser-
stoff wahrend der UV-Bestrahlung die Proteinschadi-
gung mit der Zeit zunimmt, bleibt als einzig mog-
liche Deutung der Resultate, dafl der photodynami-
sche Effekt im System p-Lactoglobulin — 3.4-Benz-
pyren eine Photooxydation ist, bei der das Protein
und der Kohlenwasserstoff chemisch verandert wer-
den. Morimura, Fark und Kotin € haben bei der
Untersuchung des phototoxischen Effekts von 3.4-
Benzpyren auf lebende Zellen in vitro (HeLa, Mj
und menschliche Amnionzellen) beobachtet, daf} die
Fluoreszenz des Kohlenwasserstoffs im Cytoplasma bei
Bestrahlung mit UV-Licht in Anwesenheit von Sauer-
stoff verschwindet. Diese Beobachtungen deuten dar-
auf hin, daf die von uns fir das System f-Lacto-
globulin — 3.4-Benzpyren nachgewiesene ,,stochio-
metrische Photoreaktion KW-Stoff-Protein auch
beim photodynamischen Effekt im biologischen
System stattfindet.

Ferner wird gezeigt, dal zwischen der Intensitats-
abnahme der Benzpyrenfluoreszenz bei Einstrahlung
von langwelligem UV-Licht und der Reaktivitat der
SH-Gruppen der beteiligten Proteine ein gesetzmafi-
ger Zusammenhang besteht. Mit dem nicht carcino-
genen 1.2-Benzpyren wurden unter gleichen Ver-
suchsbedingungen keine vergleichbaren Effekte beob-
achtet. Die Hemmung der Reaktion durch Hitze-
denaturierung, Harnstoff, Cystein oder Dihydro-a-
liponsdure ergab Hinweise iber den Einflul der
Proteinkonfiguration auf die beteiligten Protein-SH-
Gruppen.

Experimentelle Einzelheiten

Zur Herstellung der 3.4-Benzpyren-Proteinlésungen
wurden Suspensionen des Kohlenwasserstoffs in Wasser
(bidest.) benutzt, die durch EingieBen einer 1-proz.
acetonischen 3.4-Benzpyrenlosung (100 ml) in 1/ Was-
ser und anschlieBendes Verkochen des Acetons gewon-
nen worden waren. Unterschiede zwischen diesen und
den friiher (vgl. Staurr und Reske!) nach einem ande-
ren Verfahren bereiteten Suspensionen wurden nicht

J. Stavrr u. G. Reske, Z. Naturforschg. 15b, 578 [1960].
G. Reske u. J. Stavurr, Z. Naturforschg. 18 b, 773 [1963].
G. Reske u. J. Stavrr, Z. Naturforschg. 18 b, 774 [1963].
A. Grarry, E. J. Scanemer, H. Krigcer u. G. Sypow, Natur-
wissenschaften 40, 415 [1953].
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beobachtet. Beim Arbeiten mit Phosphatpuffer py 7
(Zusammensetzung: 4,59 g Na,HPO,-2 H,0+2,76 g
KH,PO4 im /) wurde die entsprechende Menge feste
Puffersubstanz in der wilirigen KW-Stoffsuspension
und das Protein in der gewiinschten Konzentration in
der gepufferten Suspension gelost. Fiir die Versuche in
Trispuffer py 7—7,2 wurde zum festen Protein pro
10mg je 1ml I-m. Trispuffer, mit 1-m. HNO; auf
pu 7 bis 7,2 eingestellt, zugesetzt und anschlieBend mit
der wilirigen 3.4-Benzpyrensuspension auf das ge-
wiinschte Volumen aufgefiillt. Nach mehrstiindigem
Stehen im Dunkeln unter hiufigem Riihren wurden
nach restloser Entfernung der iiberschiissigen Suspen-
sion durch Zentrifugation in Glas- oder Metallbechern
die Konzentrationen des molekulardispers verteilten
Kohlenwasserstoffs wie friither beschrieben (Staurr und
Reske!, Reske und Srtaurr?) fluoreszenzspektrogra-
phisch bestimmt.

Fir alle Zentrifugationen (15000 Touren) wurde
eine Phywe-Zentrifuge, Typ Pirouette, verwendet. Zur
Vorbereitung fiir die Lichtstreuungsmessungen wurden
die Losungen viermal nacheinander mindestens 20 min
zentrifugiert, dekantiert und gegebenenfalls zur Ent-
fernung von manchmal auf der Fliissigkeitsoberflache
schwimmenden Kohlenwasserstoffpartikeln pipettiert.

Nach dem gleichen Verfahren wurden die Losungen
fiir die SH-Titrationen und die Untersuchungen der Ki-
netik der Photoreaktion von iiberschiissiger Kohlenwas-
serstoff-Suspension befreit.

Bei den Versuchen zur Bestimmung des Einflusses
von 3.4-Benzpyren und UV-Licht (366 mu) auf die
Hitzeaggregations-Eigenschaften und die SH-Werte von
f-Lactoglobulin und Serumalbumin wurden die Losun-
gen im Zeiss-Fluoreszenzzusatz ZFM 4 (Quarzbrenner
St 41, Interferenzfilter 366 mu, 10 mu Bandbreite) be-
strahlt. Die dort erzielte Intensitadt ist hoher als bei der
frilher (Reske und Staurr?®) beschriebenen Versuchs-
anordnung, die bei allen anderen Versuchen verwendet
wurde.

Die untersuchten Protein-Kohlenwasserstoff-Assoziate
sind sehr labil. So konnen bereits bei einstiindigem
Zentrifugieren der Losungen in Kunststoffbechern (Ul-
tramid S) mehr als 90% des gelosten Kohlenwasser-
stoffs vom Kunststoff adsorbiert werden. Bei Zentrifuga-
tion in Glas- oder Metallbechern wird der Effekt nicht
beobachtet. Es stellt sich offenbar ein Losungsgleich-
gewicht des Kohlenwasserstoffs zwischen Proteinlosung
und Kunststoff ein, denn durch reine f-Lactoglobulin-
losungen 1iBt sich der Kohlenwasserstoff wieder aus
dem Kunststoff eluieren. In Tab. 1 sind die Ergebnisse
einer fluoreszenzspektrographischen Versuchsserie zu-
sammengefallt, wo jeweils nacheinander in Glasgefdllen
3.4-Benzpyren-gesittigte und reine f-Lactoglobulin-
losungen in den gleichen Kunststoffbechern zentrifu-
giert wurden. Die Becher waren nach jeder Zentrifuga-

5 L. Santamaria, Unio. int. Cancrum, Acta [Louvain] 19, 591
[1963].

6 Y. Morimura, H. L. Farx u. P. Koriy, Proc. Amer. Assoc.
Cancer Res. 4, 45 [1963].



angesetzte Losungen
Reihen- i
0920() O,-QU()
é%lgfri(}'il: Bl g f-Lactogl. p-Lactogl.
gationen oL + 3.4-
Benzpyren
74
1 4-15—20 min 0,1%*
2 in Kunststoff- 0,5
3 bechern zentr. | 0,4
4 ‘ 1.5
5 1,0
6 2.0
7 2-15 min in 1,6
8 Kunststoff-, 5,8
2+ 15 min in
V2a-Bechern
zentrifugiert
— | Nurin V2a- 0,2
Stahl-Bechern 26
zentrifugiert
Tab. 1. Relative Intensititen I des Fluoreszenzlichts von

410 mu, Anregung 366 mu, nach Zentrifugation der Losun-
gen in Kunststoffbechern. * Nach Subtraktion des Blindwer-
tes 0,1 —0,2 sind die relativen Fluoreszenzlicht-Intensititen
proportional den jeweiligen Konzentrationen an 3.4-Benz-
pyren (I = 100 entspricht 2,5-10—% Mol/l 3.4-Benzpyren.

tion mit Seifenlésung ausgebiirstet und mit dest. Was-
ser und Azeton nachgespiilt worden.

Wie Tab. 1 zeigt, steigt mit zunehmender Kontamina-
tion der Kunststoffbecher die in die reinen Protein-
I6sungen eingeschleppte Kohlenwasserstoffmenge und
die in den 3.4-Benzpyren-Protein-Losungen zuriickblei-
bende Restkonzentration.

Uber die Eluierung von 3.4-Benzpyren aus RuBteil-
chen durch menschliches Plasma und aus Wachs durch
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Milch ist von FaLk, MirLer und Korix 7+ 8 berichtet wor-
den.

Von Wik ¢ wurde auf Grund anderer Untersuchun-
gen auf eine entsprechende Labilitdt des auch von uns
(Stavrr und Reske?!) beobachteten Assoziats 3.4-Benz-
pyren-Lactatdehydrogenase hingewiesen.

Bei der Bestimmung der Loslichkeiten von 1.2-Benz-
pyren in f-Lactoglobulin-Losungen wurde nach der
gleichen Methode verfahren wie bei 3.4-Benzpyren.

Zur Anregung der Fluoreszenz wurde das durch ein
Interferenzfilter der Wellenlange 325,5 mu (10 mu
Bandbreite) gefilterte Licht der Quecksilberhochdruck-
dampflampe ST 41 (Zeiss-Spektralphotometer PMQ II
mit Fluoreszenzzusatz ZFM 4) verwendet. In diesem
Bereich ist die Intensitdt wesentlich geringer als bei
366 mu. Die Ausbeute an Fluoreszenzlicht ist dement-
sprechend geringer als bei den Versuchen mit 3.4-Benz-
pyren und liegt in der GroBlenordnung des durch Streu-
licht bedingten Nulleffekts.

Methoden und Ergebnisse
[. Loslichkeiten

In Tab. 2 sind die Ergebnisse zahlreicher fluori-
metrischer Bestimmungen der Léslichkeit von 3.4-
und 1.2-Benzpyren in verschiedenen Prédparaten von
p-Lactoglobulin, Rinderserumalbumin und y-Globu-
lin (Rind) zusammengefalit. Fir die Berechnung
der Molverhéltnisse wurden die Molgewichte 35 500
fur f-Lactoglobulin, 68 000 fiir Rinderserumalbumin
und 143000 (nach Jaesicke und Genatia 19) fiir
y-Globulin eingesetzt. Die beobachtete wesentlich ge-
ringere Loslichkeit von 3.4-Benzpyren in y-Globulin

Mol/l 3.4-Bp in
Protein Puffer 0,2-proz. Protein-

l6sung

[ 10-5]
f-Lactoglobulin (Carl Roth Tris 0,2-m. 1 1,3
Karlsruhe) pa 7T—17.2 |
f-Lactoglobulin (Pentex, Inc. Tris 0,2-m. 1,7 bis 2,7
Kankakee, I1l. USA) pa 7—17,2
p-Lactoglobulin (Pentex, Inc. Phosphat pg 7 0,7 bis 1,3
Kankakee, I1l. USA) Zus.: s. Exp.

Einzelheiten

Rinderserumalbumin Tris 0,2-m. 0,9 bis 1,1
Op.Nr. 127, Behringwerke pu7—172
Marburg/Lahn
»-Globulin vom Rind Tris 0,2-m. 0,06
Op.Nr. 251158, Behringwerke pr 7—17,2
Marburg/Lahn

Mol 3.4-Bp
pro Mol Protein

0,03 bis 0,05

0,012 bis 0,023

0,03 bis 0,037

0,0043

Mol 1.2-Bp
pro Mol Protein

0,002 bis 0,0035

Tab. 2. Léslichkeiten von 1.2- und 3.4-Benzpyren in wilrigen Proteinlésungen.

~

H. L. Fark, P. Koriy u. A. MitLer, Nature [London] 183,
1184 [1959].

H. L. Farx, A. MiLer u. P. Korin, Science [Washington]
127, 474 [1958].

@

¢ M. Wik, Biochem. Z. 333, 166 [1960].
10 R, Jaenicke u. M. Genaria, Biochim. biophysica Acta [Am-
sterdam] 45, 217 [1960].
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verglichen mit Rinderserumalbumin und pf-Lacto-
globulin steht in guter Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Santamaria® bei menschlichem a-,
f- und y-Serumglobulin.

Ein ebenso signifikanter Unterschied der Loslich-
keiten ergibt sich beim Vergleich der Gleichgewichts-
Konzentrationen des nichtcarcinogenen 1.2-Benz-
pyrens und von 3.4-Benzpyren in f-Lactoglobulin-
Losungen. In allen Proteinlosungen wird keine re-
versible Sauerstoffloschung der Kohlenwasserstoff-
Fluoreszenz beobachtet.

Die Fluoreszenzmaxima der Vergleichslésungen
von 1.2-Benzpyren in Athanol liegen bei 390, 400
und 410 mu. In Coffeinlosungen sind die Maxima
nicht deutlich voneinander getrennt. Eine Ver-
schiebung gegen die Maxima der alkoholischen Lo-
sung konnte deshalb nicht sicher beobachtet werden
(vgl. fiir 3.4-Benzpyren: Reske und Stavrr?). Aus
diesem Grund und wegen der geringen Fluoreszenz-
licht-Ausbeute in der Proteinlosung ist eine Zuord-
nung des 1.2-Benzpyrenfluoreszenz-Spektrums in der
Proteinlosung zu dem in Athanol oder in Coffein-
l6sung nicht maglich.

Die beobachteten Schwankungen der Gleich-
gewichts-Konzentrationen bei verschiedenen Ansétzen
sind bedingt durch die schlechte Reproduzierbarkeit
der Suspensions-Eigenschaften und durch Tempera-
turschwankungen. Die lineare Abhingigkeit der Benz-
pyren-Gleichgewichts-Konzentrationen von den Pro-
teinkonzentrationen im Bereich zwischen 0 und 0.2%
Protein (Staurr und Reske!) gilt deshalb nur fir
unter gleichen Bedingungen mit dem gleichen Protein-
praparat und der gleichen Suspension angesetzte
Losungen.

Die Unterschiede der Gleichgewichts-Konzentratio-
nen storen die unten beschriebenen photodynami-
schen Untersuchungen nicht, weil die Kinetik der
Photooxydation unabhingig von der KW-Stoff-An-
fangskonzentration ist.

II. Kinetik der Hitzeaggregation von
f-LactoglobulinnachBehandlung mit
UV-Licht und 3.4-Benzpyren

a) Methodik

Im py-Bereich oberhalb des isoelektrischen Punk-
tes verlauft die Hitzeaggregation von f-Lactoglobu-
lin nach einem Zeitgesetz von angenihert zweiter
11 J. Stavrr u. E. Uncery, Kolloid-Z. 143, 1 [1955].

12 J. Sravrr, H. Bartaer, R. Jaesicke, R. Kreker u. E. UnLens,
Kolloid-Z. 178, 128 [1961].
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Ordnung. (Staurr und Uncev 11, Staurr, BARTHEL,
Jaenicke, KrexeL und Unrery 12.)

Die Aggregation der Proteinmolekiile verursacht
eine Vergroferung der mittleren Teilchengrofle. Der
mittleren Teilchengrofle proportional ist die Intensi-
tat des von der Losung gestreuten Lichts, zu deren
Messung die nach Staurr und Mitarb. 2 modifizierte,
von UnLery und Srauvrr 13
Teilen beschriebene Apparatur benutzt wurde.

in ihren wesentlichen

Fiir alle Untersuchungen der Kinetik der Hitzedena-
turierung wurden verschiedene f-Lactoglobulinpripa-
rate der Firma Pentex Inc., Kankakee, Illinois, USA,
verwendet, die in ihren hier wesentlichen Eigenschaf-
ten iibereinstimmten. In allen Fillen wurde bei 80 °C
mit 0,2-proz. Proteinlésungen in Phosphatpuffer py 7
(Zusammensetzung s. Experimentelle Einzelheiten) ge-
arbeitet.

Unter diesen Bedingungen nimmt die Aggrega-
tions-Geschwindigkeit des Proteins und die zu ihr
proportionale Zunahme dS/d¢ der Streulichtinten-
sitdt S mit der Zeit ¢ nach Ablauf einer Induktions-
periode in guter Ndherung mit dem Quadrat der
Proteinkonzentration zu. Folglich erhdlt man fur
zwei verschiedene Proteinkonzentrationen ¢, und ¢,
mit den entsprechenden Streulichtintensititen S, =
So(2) und S; =S5, (2)

c1/co=dS,/dt/dS,/dt. (1)

Falls nun zwei -Lactoglobulin-Losungen der glei-
chen Konzentration ¢, der Hitzedenaturierung unter-
worfen werden, von denen eine einer Vorbehandlung
ausgesetzt war, die die Aggregationsfahigkeit des
Proteins vermindert hat, so erhalt man fiir die vor-
behandelte Losung eine Streulichtkurve S;=.S,(?)
mit einer Steigung dS,/dtz, die kleiner ist als die
Steigung dS,/d¢ der mit der nicht vorbehandelten
Lésung gewonnenen Streulichtkurve. Daraus erhalt
man nach Gl. (1) eine scheinbare Ausgangskonzen-
tration ¢;<¢, fir die vorbehandelte Losung. Das
Verhiiltnis ¢,/c, ist der scheinbare Bruchteil der ein-
gesetzten Proteinmenge, der von der Vorbehandlung
nicht verdndert wurde. Dabei kann nicht unterschie-
den werden, ob sich die daraus berechnete prozentuale
Schiadigung des Proteins

F[%] =100 (1 —cy/c,) [%] (2)

gleichmaflig auf alle Proteinmolekiile erstreckt, d. h.
jedes einzelne Molekiil F % seiner Aggregations-
fahigkeit verloren hat, oder ob F % der eingesetzten

13 E. Uniews u. J. Sravrr, Kolloid-Z. 142, 150 [1955].
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Proteinmolekiile vollstdandig inaktiviert wurden, wah-
rend (100-F) % unverandert geblieben sind.

F ist demnach zu definieren als iiber alle Protein-
molekiile gemittelte, prozentuale Schiadigung von
p-Lactoglobulin, soweit sie sich in den Hitzeaggre-
gations-Eigenschaften des Proteins bemerkbar macht.

b) Effekt von UV-Licht, 280 mu

Bei Einstrahlung von UV-Licht in die Absorptions-
banden (Max. 280 mu) der aromatischen Amino-
siduren des Proteins (s. Abb.3) mit verschiedenen
Bestrahlungszeiten beobachtet man eine lineare Ab-
hingigkeit der Proteinschidigung F von der Be-
strahlungsdauer (s. Tab. 3 und Abb. 2). Den Ver-
lauf der Streulichtintensitats-Kurven bei der Hitze-

Bestrah- dSy/de, F(%)
lungsdauer relative cy /0
[min] Werte (= &bb. 2)

0* 5,3 (co=1) 0

7* 4.5 0,92 8

14 * 2.7 0,71 29

21* 2,0 0,61 39

0 4,9 (co=1) | 0

30 1,1 0,47 53

0 5,3 (co=1) 0

5 4,3 0,90 10

10 3,6 0,82 18

\

Tab. 3. Einflul vorangegangener UV-Bestrahlung in der lang-

welligen 280 mu-UV-Absorptionsbande von f-Lactoglobulin

auf die Aggregation der Proteinmolekiile bei der Hitze-
denaturierung. * Versuch in Abb. 1 dargestellt.

80
T z
S

60

//

30 60 90

120
min —»

Abb. 1. Relativer Aggregationsverlauf von f-Lactoglobulin-

Losungen, py 7. bei 80 °C nach UV-Bestrahlung (A>265 mu).

S: 90°-Streulichtintensitdt. min: Dauer der Erhitzung auf

80 °C in Minuten. Kurve I: 0,2-proz. f-Lactoglobulin in Phos-

phatpuffer py 7, nativ. Kurve II: Wie I mit 7 min UV-Be-

strahlung. Kurve III: Wie I mit 14 min UV-Bestrahlung.
Kurve IV: Wie I mit 21 min UV-Bestrahlung.
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denaturierung verschieden lang bestrahlter f-Lacto-
globulinlosungen zeigt die Abb. 1.

Die Losungen wurden bei diesen Versuchen in
Glaskiivetten (Opt. Spezialglas OS, Hellma GmbH
& Co., Miillheim/Baden) der Wandstirkte 1 mm mit

50 /14
Flo]|
25 //
o
¢ 0 20 min %0

Besfrahlungszeit —>

Abb. 2. Proteinschidigung F [nach Gl. (2)] von f-Lacto-
globulin-Losungen, pg 7, 0,2-proz., in Abhéngigkeit von der
Bestrahlungszeit (4>265mu), Werte aus Tab. 3.

100 10

D[I/] = STTTesTTTIIIIITITIIATIAITIATIAE g
7 m s Eiiad LA
fe \\ / \ 05

7
e 025
0 \ 0

240 250 300 350 mu—>» 400

Abb. 3. UV-Absorptionsspektrum von f-Lactoglobulin und
Durchlassigkeiten verschiedener Kiivettenfenster. Kurve I:
Extinktion ¢ von 0,1-proz. f-Lactoglobulin in Phosphatpuffer,
pH 7, 1 em Schichtdicke gegen Phosphatpuffer py 7 gemessen,
Aufnahme des Cary 14. Kurve II: Durchldssigkeit D von Spe-
zialglas OS, Hellma, 1 mm Schichtdicke, Kurve III: Durch-
lassigkeit D von Suprasil, Heraeus, 1 mm Schichtdicke.

Licht einer Quecksilber-Hochdruckdampflampe be-
strahlt. Wie die Abb. 3 zeigt, ist OS-Glas dieser
Schichtdicke nur fir UV-Licht mit Wellenlingen
grofer als 260 mu durchlassig. Fithrt man den Ver-
such in Quarzkivetten (Suprasil, Heraeus Quarz-
schmelze GmbH, Hanau) durch, die schon fiir UV-
Licht der Wellenldngen grofier als 170 mu durch-
lassig sind (Abb. 3), so wird dem Effekt der Be-
strahlung in der langwelligen UV-Absorptionshande
des f-Lactoglobulins ein Effekt uberlagert, der sich
durch einen stirkeren Anstieg der Streulichtintensitat
in den ersten 15 Min. nach dem Aufheizen der Lo-
sungen bemerkbar macht. Darauf soll im Rahmen
dieser Arbeit nicht ndher eingegangen werden.

c) Effekt von UV-Licht, 366 mu, und 3.4-Benzpyren

Wie aus der Abb. 3 zu entnehmen ist, absorbiert
p-Lactoglobulin in wéaBriger Losung kein UV-Licht
der Wellenldangen grofler als 315 mu. Dementspre-
chend wird auch nach bis zu 15-stdg. Bestrahlung
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der Losungen mit Licht der Wellenldnge 366 mu in
zu den Bestrahlungsdosen der Versuche in Tab. 3 ver-
gleichbarer Intensitat keine Veranderung der Streu-
lichtintensitédts-Kurve bei der Hitzedenaturierung des
Proteins (Kurve I, Abb. 1) beobachtet.

Auch bei Gegenwart von 3.4-Benzpyren in einer
Konzentration von ca. 2 Mol-%, bezogen auf f-Lacto-
globulin (s. Tab. 2), wird der Streulichtintensitats-
Verlauf bei der Hitzedenaturierung des Proteins
nach lingerer 366 mu-Bestrahlung (bis zum prak-
tisch vollstdndigen Verschwinden der 3.4-Benzpyren-
fluoreszenz, s. Kap. III) im Rahmen der MeB-
genauigkeit, die in F (s. Gl.2) 3 bis 5% betragt,
nicht beeinfluflt, wenn die Losungen vor der Bestrah-
lung sorgfiltig durch Zentrifugation von tberschiis-
sigen suspendierten Kohlenwasserstoffpartikeln be-
freit worden sind.

Ein 3.4-Benzpyrenmolekiil kann also vor seinem
Verschwinden nur mit einem oder hochstens zwei
pB-Lactoglobulinmolekiilen reagiert haben, wenn
iberhaupt eine Reaktion mit dem Protein stattfindet

80 T
T ‘
S

60 /}
: //
20 | / //H
Mf

30 60 90 120
min —»

Abb. 4. Anderung des Aggregationsverlaufs von f-Lactoglo-
bulin-Lésungen, pg 7, bei 80 °C nach Behandlung mit 3.4-
Benzpyren und UV-Licht der Wellenldnge 366 mu. S: 90°-
Streulichtintensitdt. min: Dauer der Erhitzung auf 80 °C in
Minuten. Kurve I: 0,2-proz. f-Lactoglobulin in Phosphatpuf-
fer pg 7, nativ. Kurve II: Wie I mit Suspension von 3.4-
Benzpyren 7 Stdn. mit Licht der Wellenlinge 366 mu (im
Fluoreszenzzusatz ZFM 4, Zeiss) bestrahlt und anschlieend
bis zur vollstandigen Entfernung der iiberschiissigen Kohlen-
wasserstoffsuspension abwechselnd zentrifugiert (15000 Tou-
ren) und dekantiert.

4 G. Reske, Arzneimittel-Forsch. 13, 913 [1963].

* Anm. b. d. Korr.: Die fiir den gleichen Effekt ausreichende
Menge 3.4-Benzpyren wird erst bei etwa 20-facher Gleich-
gewichtskonzentration in phosphatgepufferten 0,2-proz. (-
Lactoglobulin-Losungen (s. Tab. 2), das sind ca. 2:10—3
Mol/l, erreicht. Zigarettenrauch ist also ungefihr 2000-mal
wirksamer als die darin enthaltene Menge 3.4-Benzpyren.
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und die Reaktion auch nach diesem Verfahren beob-
achtet werden kann. Dal} beides der Fall ist, zeigt
der folgende Versuch: Bestrahlt man namlich vor
dem Entfernen der iiberschiissigen Suspension lan-
gere Zeit (etwa 7 Stdn.) mit der gleichen Intensitit
unter hiufigem Umschiitteln, so daB sich das Lo-
sungsgleichgewicht des Kohlenwasserstoffs gleich-
zeitig mit seiner Zerstorung bei der Photoreaktion
standig durch Solubilisation aus den suspendierten
Partikeln neu einstellen kann, dann erhalt man bei
der Denaturierung des Proteins Streulichtintensitats-
Verldufe nach Art der Kurve 2 in Abb. 4 mit Protein-
schadigungen F zwischen 30 und 50 Prozent. Die
Werte schwanken in einem relativ groBlen Bereich
wegen der schlecht reproduzierbaren Suspensions-
eigenschaften.

Durch Schiitteln mit 3.4-Benzpyrensuspension
ohne gleichzeitige Bestrahlung wird dieser Effekt
nicht hervorgerufen.

Wie an anderer Stelle !* berichtet wurde, ist die
gleiche Verdnderung des Aggregationsverlaufs nach
Behandlung von f-Lactoglobulin-Losungen mit Ziga-
rettenrauch zu beobachten. Diese Wirkung ist sicher
nicht auf das im Tabakrauchkondensat enthaltene
1 ppm-3.4-Benzpyren zuriickzufithren.
Proteinschiddigung F in der Groflenordnung 50%
wird bereits bei einer Rauchdosierung erreicht, bei
der die dadurch in die Losung eingebrachte Menge
3.4-Benzpyren die Konzentration 1-10~8 Mol/l nicht
tibersteigt *.

Wegen der Ahnlichkeit der Effekte von UV-Licht
der 280 mu-Bande allein und des nur bei Gegenwart
von 3.4-Benzpyren beobachteten Effektes von UV-
Licht der Wellenldnge 366 mu ist wahrscheinlich, daf}
das 3.4-Benzpyren die Rolle der aromatischen Amino-
sduren des Proteins bei der Primérabsorption des

UV-Lichts ubernimmt.
III. SH-Titrationen

Von verschiedenen Autoren (s. z. B.: Staurr und
Untex 1, Staurr, BarTHEL, JaENICKE, KREKEL und
Unreny 12) wird die Beteiligung eines SH-Mechanis-
mus nach der Gleichung

_SH+ -SS— — —SS— +HS— (3)

Druckrey und Scuiroaca haben durch vergleichende Tier-
versuchsserien gezeigt, dafl der Anteil von 3.4-Benzpyren
an der carcinogenen Wirkung von Tabakrauchkondensat
kleiner als ein Prozent ist. Das f-Lactoglobulin-Modell
scheint demnach auch im Falle des Zigarettenrauchs die
Reaktionen in vivo gut zu reprasentieren.

37 H. Druckrey u. A. Scumpsacu, Z. Krebsforsch. 65, 465
[1963].

Denn eine
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an der Hitzeaggregation von f-Lactoglobulin im
pu-Bereich oberhalb des isoelektrischen Punktes dis-
kutiert.

Deshalb erschien es zweckmillig, den durch die
Ergebnisse der f-Lactoglobulin-Hitzeaggregations-
Versuche gegebenen, indirekten Hinweis auf einen
Umsatz der Protein-SH-Gruppen bei der 3.4-Benz-
pyren-Lichtreaktion durch vergleichende SH-Bestim-
mungen behandelter und unbehandelter Protein-
l6sungen zu tberpriifen.

Der SH-Gehalt der Proteinlésungen — neben
f-Lactoglobulin  wurde auch Rinderserumalbumin
untersucht — wurde mit Silbernitrat in Tris-Puffer
pu 7 wie in einer Arbeit von Staurr, JAENICKE und
Worr ' nach der Methode von Benescu, Larpy und
Benescu 1% amperometrisch mit Hilfe einer rotieren-
den Pt-Elektrode bestimmt. Die Strom-Zeit-Kurven
wurden von einem Nanoamperemeter (Kxick) ver-
starkt und von einem Kompensationsschreiber (Sar-
GENT) direkt aufgezeichnet, so daf} aus dem Dia-
gramm nach Eichung mit SH-Glutathion der Gehalt
an titrierbaren SH-Gruppen direkt abgelesen werden
konnte.

Die fiir f-Lactoglobulin in einer Literatur ange-
gebenen Werte schwanken zwischen 4 SH-Gruppen
pro Molekiil (Mol.-Gew. 35500) nach der Baustein-
analyse von Braxp et al.!'” und zwei SH-Gruppen
pro Molekiil auf Grund titrimetrischer Bestimmun-
gen des denaturierten Proteins. So erhielten z. B.
Krorz et al. 1% durch amperometrische Titration mit
Ag® in Gegenwart von 8-m. Harnstoff etwas mehr
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als 2 SH-Gruppen pro Molekiil. Ubereinstimmend
wird von allen Autoren angegeben, da} im nativen
Protein die SH-Gruppen maskiert sind.

Wegen der nicht iibereinstimmenden Ergebnisse
der Titrationen und der Bausteinanalyse wurden von
uns Titrationen nicht nur nach Harnstoff- und Hitze-
denaturierung (5 Stdn. bei 80 “C unter N,-Atmo-
sphére), sondern auch nach 44-stdg. Hydrolyse des
Proteins bei 90 “C unter N,-Atmosphire in 5-n.
NaOH durchgefiihrt.

Fir das native Protein erhielten auch wir nicht
mehr als 0,1 SH-Gruppen pro Molekiil.

Die SH-Titrationsergebnisse in Abhéangigkeit von
der 3.4-Benzpyren-Licht-Wirkung sind in Tab. 4 zu-
sammengefalit.

Wie die Werte in Spalte 3 zeigen, nimmt die Zahl
der im hitzedenaturierten Zustand titrierbaren SH-
Gruppen von f-Lactoglobulin bei 7-stdg. Bestrah-
lung mit Licht der Wellenldnge 366 mu in Kontakt
mit festem 3.4-Benzpyren

um 30 bis 50% ab.

Dieses Ergebnis steht in quantitativer Ubereinstim-
mung mit der Proteinschdadigung

F von 30 bis 50% [s. Gl (2)],

die nach der gleichen Vorbehandlung im Hitze-
aggregations-Verhalten von f-Lactoglobulin beob-
achtet wird (s. o0.).

Die Abnahme der Zahl der im nativen Zustand
titrierbaren SH-Gruppen von Rinderserumalbumin
ist bei gleicher Dosierung von Kohlenwasserstoff-

Zustand bei der Titration
Protein

p-Lactoglobulin (Pentex), 7 Stdn.
bestrahlt, 366 mu, mit 3.4-Benz-
pyrensuspension unter haufigem

7 Stdn. bestrahlt, 366 myu mit
3.4-Benzpyrensuspension unter
haufigem Umschiitteln

nativ

p-Lactoglobulin (Pentex) 0,1

Umschiitteln
Rinderserumalbumin (Behringwerke) 0,78 — —
Rinderserumalbumin (Behringwerke) 0,3—0,35 — | —

Mole SH-Gruppen pro Mol Protein

denaturiert 80°C,
5 Stdn. unter
Ns-Atmosphire

hydrolysiert
5-n.NaOH, 90°C,
44 Stdn. unter
Ns-Atmosphire

2,7 bis 3,1 1,4 bis 1,5

- 0,8 bis 1,0
(Denaturierung
nach Bestrahlung)

Tab. 4. Ergebnisse der SH-Titrationen.

15 J. Stavrr, R. Jaesicke u. H. Wour, Z. Naturforschg. 18 b,
618 [1963].

16 R.E.Bexescu, H. A. Laroy u. R. Bexgsca, J. biol. Chemistry
216, 663 [1955].

17 E. Branp, L. J. Samer, W. H. GoLpwater, B. Kasserr u.
F. J. Rvaxn, J. Amer. chem. Soc. 67, 1524 [1945].

18 T. M. Krotz, J. Avers, J. Y. C. Ho, M. G. Horowitz u. R. E.
Heixey, J. Amer. chem. Soc. 80, 2132 [1958].
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Suspension und Belichtung mit

60%

von der gleichen Groflenordnung (Tab. 4, Spalte 1).

Durch 7-stdg. Bestrahlung der Proteinlésungen
mit Licht der Wellenldnge 366 mu ohne 3.4-Benz-
pyren werden die SH-Werte — in Ubereinstimmung
mit den Beobachtungen bei der Hitzedenaturierung
von f-Lactoglobulin-Losungen (s. Kap. Ilc) —
nicht beeinfluf3t.

Wenn nach der 3.4-Benzpyren-Lichtbehandlung
die p-Lactoglobulin-Losungen in 5.6-m. Harnstoft
gebracht und anschlielend titriert werden, so unter-
scheiden sich die titrierten Werte nicht signifikant
von denen, die in unbehandelten Losungen in 5,6-m.
Harnstoff bestimmt werden. Wahrscheinlich reagiert
das Photoreaktionsprodukt des Kohlenwasserstoffs
selbst mit Ag®, wodurch die Verminderung der
Zahl der SH-Gruppen im Ergebnis der Titration
kompensiert wird. Diese Erklarung ist naheliegend,
weil das 3.4-Benzpyren-Photoaddukt ebenso wie der
Kohlenwasserstoff (s. Kap. IVb) bei der Harnstoff-
denaturierung aus seinem Solvatationszustand frei-
gesetzt werden diirfte und dann fiir Ag® reaktions-
fahig sein kann. Da bei der Hitzedenaturierung des
Proteins die Solvatation des Kohlenwasserstoffs nur
geringfiigig vermindert wird (s. Kap. IVa) und
auch hier das gleiche fiir das Photoaddukt gelten
diirfte, ist es folgerichtig, dall nach Hitzedenaturie-
rung die SH-Titration durch das Photoprodukt des
Kohlenwasserstoffs nicht gestort wird.

Die Ergebnisse der SH-Titrationen von hydro-
lysiertem f-Lactoglobulin schwanken wegen der dort
schlecht ausgeprédgten Knickpunkte der Titrations-
kurven wesentlich starker als die des denaturierten
Proteins. Dal} diese Einschriankungen die Ergebnisse
offenbar nicht wertlos machen, zeigen die anschlie-
Bend beschriebenen kinetischen Untersuchungen der
Photoreaktion selbst. Nur muf} wegen der moglichen
Zweifel an der SH-Spezifitidt der Ag®-Titration auch
noch mit der Beteiligung anderer reduzierend wir-
kender Gruppen des Proteins an der 3.4-Benzpyren-
Photoreaktion gerechnet werden.

IV. Kinetische Untersuchung der
3.4-Benzpyren-Lichtreaktion

a) EinfluB des Proteins und seines Zustandes

Der spektrale Verlauf des Fluoreszenzlichts und
halbquantitative Beobachtungen der Temperatur-
abhangigkeit der Loslichkeit von 3.4-Benzpyren in
p-Lactoglobulin-Losungen deuten darauf hin, daf}
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die Loslichkeit des Kohlenwasserstoffs in den Protein-
losungen durch hydrophobe Bereiche im Protein-
molekiil verursacht wird (vgl. Reske und Staurr 2).
Zwischen SH-Gehalt und 3.4-Benzpyrenloslichkeit
besteht hingegen keine Korrelation, wie ein Ver-
gleich der molaren Loslichkeiten von 3.4-Benzpyren
in f-Lactoglobulin und Rinderserumalbumin (s.
Tab. 1) mit den SH-Titrationsergebnissen in Tab. 4
zeigt.

Es ist moglich, daf} die durch die Hitzeaggregations-
Versuche und die SH-Titration nachgewiesene Be-
teiligung von Protein-SH-Gruppen an der Photo-
reaktion mit 3.4-Benzpyren sekundir ist. Es muf}
aber in Betracht gezogen werden, dal}, wie nun ge-
zeigt werden soll, eine einfache Beziehung zwischen
dem SH-Gehalt der beteiligten Proteine und der Ge-
schwindigkeit der 3.4-Benzpyren-Photoreaktion be-
steht.

Wie friither mitgeteilt wurde (Reske und Stauvrr 3),
nimmt bei Bestrahlung willriger 3.4-Benzpyren-
p-Lactoglobulin-Lésungen mit Licht der Wellenldnge
366 mu nur in Anwesenheit von (Luft-) Sauerstoff
die Fluoreszenz des Kohlenwasserstoffs nach einem
Zeitgesetz der ersten Ordnung mit der Bestrahlungs-
dauer ab. Diese Beobachtung liefert wegen der leich-
ten Ausfihrung
Grundlage fir eine bequeme Methode zum Studium
des Einflusses der Proteineigenschaften auf die 3.4-
Benzpyren-Photoreaktion.

von Fluoreszenzmessungen die

In Tab.5 sind die Ergebnisse einiger Versuche
mit nativem und denaturiertem f-Lactoglobulin und
Rinderserumalbumin zusammengestellt. Die Hitze-
denaturierungen wurden jeweils nach der Solvation
des Kohlenwasserstoffs und vollstindiger Entfernung
der tiberschiissigen Suspension durch Zentrifugation
vorgenommen. Die sonstigen Versuchsbedingungen
und die verwendeten Gerate wurden friher (Reske
und Staurr ?) beschrieben.

Die relativen Anfangsintensititen / der Fluores-
zenz bei 410 mu schwankten bei den hier zusammen-
gestellten Versuchen mit nativem f-Lactoglobulin in
Phosphat- oder Trispuffer, py 7, zwischen 28 und
110 (I = 100 entspricht 2,5-107¢ Mol 3.4-Benz-
pyren/l, s. Tab. 2). In diesem Bereich wurde kein
Gang der Halbwertszeit-Schwankungen mit der An-
fangsintensitdt beobachtet.

Nach der Hitzedenaturierung wurde im allgemei-
nen eine Abnahme der Anfangsintensitiat von nicht
mehr als 15% beobachtet. Wesentlich verschieden
sind die Verhaltnisse in Harnstoff-denaturierten
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3.4-Benzpyren solubilisiert in H;a.g)t“t'er: .
(Tris- und Phosphatpuffer, pyg 7) {mirkll]
f-Lactoglobulin nativ 0,29 36
p-Lactoglobulin 0,29, 75

5 Stdn. bei 80°C denaturiert 60**
unter Stickstoff 90 **%
Rinderserumalbumin, nativ 0,29, * 162

Gesamt-SH- dav konfi
Gehalt Zo avon , konfi-
(SH-Gruppen gurativ nativ™ Zm -ty
pro Molekiil) Zm SH-Gruppen
31 | 3,1 112
3,1 ‘ 1.6 120
0,78 0,78 126

Tab. 5. Halbwertszeiten der Abnahme der Fluoreszenzlicht-Intensitit von 3.4-Benzpyren in wifirigen Proteinlosungen bei

Bestrahlung mit Licht der Wellenldinge 366 mu, bei Luftzutritt (unter Stickstoff erhdlt man in Proteinlésungen ebenso wie

auch unter Luftzutritt in Losungen des Kohlenwasserstoffs in Athanol oder in Coffeinlosungen durch Extrapolation von iiber

90 min erstreckten Beobachtungen Halbwertszeiten zwischen 600 und 1400 Minuten). * Fehlergrenzen der Bestimmung: 10

bis 15 Prozent. ** 3 Stdn. bei 80 °C unter Stickstoff denaturiert. *** 5 Stdn. bei 80 °C mit Luftzutritt denaturiert; die SH-

Titration dieser Proben ergab wegen Autoxydation nur 0.4 statt 1,5 SH-Gruppen pro Molekiil (s. Tab. 4). Der hohere t,-Wert
ist wahrscheinlich durch teilweise Autoxydation auch maskierter SH-Gruppen bedingt.

p-Lactoglobulin-Losungen hinsichtlich der Anfangs-
intensitdten und der Halbwertszeiten (s. Kap. IV b;
s. auch Kap. III).

Fiir die Losungen von 1.2-Benzpyren in f-Lacto-
globulin-Lésungen und von 3.4-Benzpyren in y-Glo-
bulin-Losungen konnen keine exakten quantitativen
Aussagen tiber das Verschwinden der Kohlenwasser-
stoff-Fluoreszenz bei Bestrahlung gemacht werden,
weil in beiden Systemen die Fluoreszenzlicht-Aus-
beuten so gering sind, dal} sie bereits in der Gréfen-
ordnung der MeBfehlerschwankungen liegen.

Wie Tab. 5, letzte Spalte, zeigt, ist die Halbwerts-
zeit der Abnahme der 3.4-Benzpyrenfluoreszenz bei
Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge 366 myu in
den untersuchten Proteinlésungen mit tberraschen-
der Genauigkeit reziprok proportional zur Zahl der
SH-Gruppen der beteiligten Proteine bei intakter
Konfiguration. Dabei ist fiir der Gesamt-SH-Gehalt
von f-Lactoglobulin der hochste Wert der SH-Titra-
tionen hydrolysierter Proben eingesetzt. Unter der
Annahme, daf die bei der Hitzedenaturierung nicht
titrierbar gewordenenen SH-Gruppen von A-Lacto-
globulin, d. h. die Differenz der Zahl der SH-Grup-
pen hydrolysierter und hitzedenaturierter Losungen,
sich noch in einem, dem nativen mindestens &ahn-
lichen, konfigurativen Verband befinden, gilt die Ge-
setzmiBigkeit mit der gleichen Genauigkeit auch fiir
hitzedenaturiertes f-Lactoglobulin.

b) EinfluB von Zusditzen
1. Harnstoff

Von Stavrr und Mitarb. ' wurde gezeigt, daf}
bei f-Lactoglobulin die nicht sehr signifikanten An-
derungen des Helixanteils, soweit sie durch Bestim-
mung der Konstanten der Rotationsdispersion erfal3t

werden, bei Hitze- und Harnstoffdenaturierung nicht
wesentlich voneinander verschieden sind. Da auch bei
beiden Denaturierungs-Verfahren etwa die gleiche
Zahl von SH-Gruppen freigesetzt wird, wurde
zum Vergleich die 3.4-Benzpyren-Lichtreaktion mit
p-Lactoglobulin auch in 5,6-m. Harnstofflésungen
untersucht. Wie die Ergebnisse in Tab. 6 zeigen,
herrschen in den konzentrierten Harnstofflsungen
andere Verhiltnisse. Je nach dem Zeitpunkt der
Harnstoffzugabe beobachtet man eine Verminderung
der Loslichkeit des Kohlenwasserstoffs um 60 bis
80 Prozent. Die vergleichsweise grollen Halbwerts-
zeiten der Photoreaktion sind nicht unabhéngig von
den Anfangsintensitéten.

Reihenfolgs .Anfan.gs- Halbwerts-
dai Operatioien* intensitit zeit. 4h
I (rel.) ** [min]
1: 2 43 ‘ 35
1; 253 17 200
1; 3; 2 11 230
3:1: 2 8 300

Tab. 6. Anfangsintensititen und Halbwertszeiten der Fluo-
reszenz von 3.4-Benzpyren in Lésungen von f-Lactoglobulin,
0,2%, Trispuffer pg 7, 0,2-m., mit 5,6-m. Harnstoff bei Be-
strahlung mit Licht der Wellenldnge 366 mu. * 1: Zugabe
der Suspension von 3.4-Benzpyren zur Proteinlosung und
Stehenlassen im Dunkeln mit hdufigem Umschiitteln (etwa
alle 10 bis 15 min). 2. Zentrifugation in Stahlbechern bei
15000 Touren bis zur vollstindigen Entfernung der iiber-
schiissigen Suspension (etwa 4-20 min). 3: Zugabe von Harn-
stoff (3,4 g auf 10 ml Losung). ** I = 100 entspricht
2,5-10—% Mol 3.4-Benzpyren/Liter.

Kiirzlich wurde auf Grund von Modellversuchen
von WEeTLAUFER, MALIK, StoLLER und Corrix'? auf

19 D, B. WerLavrer, S. K. Marik, L. StorLer u. R. L. Corriy,
J. Amer. chem. Soc. 86, 508 [1964].
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die Beteiligung nichtpolarer Gruppen (Aufhebung
hydrophober Bindungen) an der Proteindenaturie-
rung mit Harnstoff hingewiesen.

2. Cystein und Dihydro-a-Lipo (i) nséure
(Reduzierte Thioctsaure)

Wegen der beobachteten Beteiligung von Protein-
SH-Gruppen an der 3.4-Benzpyren-Protein-Photo-
reaktion erschien es interessant, den Einflul von
SH-Substanzen wie Cystein und Dihydro-a-Lipon-
sdure in verschiedenen Konzentrationen auf die Ki-
netik der Photoreaktion zu untersuchen.

Zur Darstellung der reduzierten a-Liponsdure
(pr-Verbindung) wurde die Disulfidverbindung
(pr-a-Liponsdure der Fa. Carl Roth, Karlsruhe) in
einer 4-proz. Losung der gleichen Gewichtsmenge
Natriumborhydrid in Wasser aufgelost und die Lo-
sung zur Zerstorung des iberschiissigen NaBH, mit
2-n. HNO; und Trispuffer auf py 7 eingestellt. Die
amperometrische Ag®-Kontrolltitration ergab dann
stochiometrische SH-Werte. In Abb. 5 ist eine Ver-
suchsserie mit zwei verschiedenen Konzentrationen
von Cystein und Dihydro-a-Liponsdure dargestellt.
Dort wurden jeweils 4 ml einer bis zur restlosen
Entfernung tberschiissiger Suspension zentrifugier-
ten Losung von 3.4-Benzpyren in 0,2-proz. Losung
von f-Lactoglobulin, py 7, mit je 1 ml Losung von
Dihydro-a-Liponsédure oder Cystein der entsprechen-
den Konzentration, py 7, zusammengegeben und die
Mischungen anschlielend bestrahlt. Wie aus Abb. 5,
Kurven IV und V, zu entnehmen ist, gleicht in Lo-
sungen von 1,5 bis 2:107%m. solubilisiertem 3.4-
Benzpyren in 4,5-107%-m. p-Lactoglobulin (Tris-
puffer, py 7), denen 1,9-10~2-m. Dihydro-a-Lipon-
sdure oder 3,3:1072-m. Cystein zugesetzt ist, der
Verlauf der Intensitit des 3.4-Benzpyren-Fluores-
zenzlichts dem, wie er bei volligem Sauerstoffaus-
schlufl beobachtet wird. (Die O,-Konzentration in
luftgesattigtem Wasser ist etwa 3-10"%m. O,, um-
gerechnet nach Tabellenangabe, z.B. Landolt-
Bornstein.)

Die Kurven IV und V in Abb.5 zeigen ferner,
daBl die Anfangsintensitat der 3.4-Benzpyrenfluores-
zenz durch Dihydro-a-Liponsdure wesentlich starker
herabgesetzt wird als durch Cystein. Der vergleichs-
weise schwache Effekt von Cystein ist uberdies im
Gegensatz zum Effekt der Dihydyro-a-Liponsdure
nicht einwandfrei reproduzierbar. Andere Versuche
ergaben bei gleichen Konzentrationen fiir Cystein
keinen Unterschied zur Blindlosung, wihrend fiir
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Abb. 5. Fluoreszenzverlauf bestrahlter 3.4-Benzpyren-f-

Lactoglobulin-Losungen mit verschiedenen Zusdtzen von SH-
Verbindungen. Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge
366 mu, Versuchsanordnung nach Reske und Srtavrr®. J: In-
tensitdt des Fluoreszenzlichts der Wellenldnge 410 mu, J =
100 entspricht 2,5-10—% Mol/l 3.4-Benzpyren. Kurve I:
0,16-proz. f-Lactoglobulin (4,5-1073-m.) in Trispuffer pu 7,
0,2-molar. Kurve II: Wie I -+ 0,08-proz. Cystein
(6,6:10—3-m.). Kurve III: Wie I + 0,08-proz. Dihydro-a-
Liponsdure (3,8:1073-m.). Kurve IV: Wie I + 0,4-proz.
Cystein (3,3-1072-m.). Kurve V: Wie I + 0,4-proz. Dihydro-
a-Liponsdure (1,9-1072-m.).

Dihydro-a-Liponséure iibereinstimmend 30 bis 40%
Abnahme gefunden wurde. Dieser Unterschied diirfte
durch die, verglichen mit der hydrophilen Amino-
sdure Cystein, partiell hydrophoben Eigenschaften
der Dihydro-a-Liponsdure begriindet sein. Wahrend
die Abnahme der Loslichkeit von 3.4-Benzpyren in
p-Lactoglobulin-Losungen bei Zusatz von Harnstoff
wahrscheinlich durch die Zerstérung der solvatisie-
renden Bereiche des Proteins bei der Harnstoff-
denaturierung verursacht wird, wird die gleiche Wir-
kung der Dihydro-a-Liponsdure eher durch eine
Kompetition mit dem Kohlenwasserstoff um diese
Bereiche zu erklaren sein.

Diskussion der Ergebnisse

Nach verschiedenen Verfahren ist gezeigt worden,
dal in Losungen von 3.4-Benzpyren in wilirigen
p-Lactoglobulin- und Rinderserumalbumin-Lésungen
durch Bestrahlung im Absorptions-Maximum des
Kohlenwasserstoffs bei 366 mu nur bei Anwesenheit
von Sauerstoff (trotz fehlender 0,-Loschung der
Kohlenwasserstoff-Fluoreszenz) gleichzeitig der Koh-
lenwasserstoff zerstort und die Proteine angegriffen
werden.
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Die durch Lichtstreuungs-Messungen beobachteten
Verinderungen der Eigenschaften von f-Lactoglobu-
lin nach der 3.4-Benzpyren-Photoreaktion sind die
gleichen wie bei Bestrahlung des Proteins im Ab-
sorptionsmaximum der aromatischen Aminosiduren
(280 mu) oder bei Behandlung mit Zigarettenrauch
(Reske '), dessen Wirkung jedoch nicht auf die ge-
ringe darin enthaltene Menge 3.4-Benzpyren zuriick-
zufithren ist.

Die Beobachtung, dafl Protein-SH-Gruppen nur
bei Erfillung bestimmter konfigurativer Neben-
bedingungen, iiber die noch keine Aussage gemacht
werden kann, an der photodynamischen Reaktion
von 3.4-Benzpyren beteiligt sind, ist moglicherweise
geeignet, sowohl die nicht vollstindige Ubereinstim-
mung von photodynamischer und carcinogener Wir-
kung bei verschiedenen Agentien (vgl. SANTAMARIA ?)
als auch die Widerspriiche der von vielen Autoren
(vgl. Roxpont 2, CRABTREE 21 22, Cavcutt 2% 24, GrAFFI
und Heixe 2, Mirrs und Woob 26, Woop und Kray-
NAK 27, ScuurtzE 2%, ScHOENTAL 29, Boyranp, NEry,
Peceie und Wirniams 3%) diskutierten SH-Theorie
der Carcinogenese zu erkldren. Es genligt dann die
Annahme, dall nur ein Teil aller moglichen photo-
dynamischen oder SH-Reaktionen schliefilich zur
Krebsentstehung fiihren.

Die fehlende carcinogene Aktivitit typischer SH-
Blocker, wie z. B. Jodacetamid, wird dadurch ebenso
zwanglos erklart wie die negativen Resultate — so-
weit sie durch das Ausbleiben einer SH-Konkurrenz-
reaktion bedingt sind —, die Grarrr und Hewe %
bei der tierexperimentellen Untersuchung des Ant-
agonismus zwischen carcinogenen Kohlenwasserstof-
fen und Cystein und Penicillamin erhielten.

Durch Sauerstoffausschlull mit Inertgas (N,)
(Reske und Stavrr?) oder Zusatz von Cystein oder
Dihydro-a-Liponséure in ca. hundertfacher Molaritat
des gelosten Sauerstoffs wird die 3.4-Benzpyren-
Protein-Lichtreaktion unterbunden.

20 P. Ro~nponi, Schweiz. med. Wschr. 78, 419 [1948].

21 H. G. Crasrreg, Cancer Res. 4, 638 [1944].

H. G. Crasrreg, Brit. J. Cancer 2, 281 [1948].

23 G. Cavcurr, Brit. J. Cancer 3, 306 [1949].

24 G. Cavrcurr, Brit. J. Cancer 15, 673 [1961].

% A. Grarrr u. U, Hewe, Arch. Geschwulstforsch. 6, 83
[1953].

G. C. Miis u. J. L. Woop, Cancer Res. 13, 69 [1953].

J. L. Woop u. M. E. Kray~ak, Cancer Res. 13, 358 [1953].
G. Scuurtze, Z. ges. exp. Med. 133, 194 [1960].

R. Scuoestar, Nature [London] 192, 670 [1961].

E. Boviaxp, R. Nery, K. S. Prceie u. K. WiLLiams, Bio-
chem. J. 89. 113 P [1963] ; E. Boyraxp, Z. Krebsforsch. 65,
378 [1963].
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CHEMISCHE CARCINOGENESE UND PHOTODYNAMISCHER EFFEKT

Durch Dihydro-a-Liponséure, nicht durch Cystein,
wird neben der ,,virtuellen Anoxie® eine Eliminie-
rung des Kohlenwasserstoffs aus seinem Protein-
solvat verursacht.

Die Hemmung des photodynamischen Effekts durch
SH-Substanzen oder andere reduzierende Stoffe, wie
z. B. Ascorbinsaure, ist demnach — ebenso wie
wahrscheinlich ein wesentlicher Teil der Strahlen-
schutzwirkung solcher Agentien — auf eine ,,virtuelle
Anoxie®, d.h., eine Konkurrenzreaktion mit dem
etwa via 3.4-Benzpyren angeregten Sauerstoff zu-
riickzufiihren und nicht auf einen kompetitiven Effekt
mit den an der Reaktion beteiligten Protein-SH-
Gruppen, da im letzteren Falle die Kohlenwasser-
stoff-Fluoreszenz rascher abnehmen miif3te als in rei-
nen Proteinlosungen. Der ,,Anoxie“-Mechanismus
erkldart auch, dal} der photodynamische Effekt auf
Mitochondrien (Santamaria®) oder die 3.4-Benz-
pyrencarcinogenese in der Méausehaut (Grarrr und
Heine 25) durch Cystein nicht gehemmt werden, da
bei intakten Membranen der Zellen oder Zellorganel-
len natiirlich ganz andere Verteilungsgewichte herr-
schen als in homogenen Losungen.

Nach verschiedenen Autoren (MILLER et al. 31 32,
HembELBERGER et al.33 34 Greex %) unterscheidet
sich die durch verschiedene carcinogene Stoffe indu-
zierte Krebszelle von der normalen Zelle durch das
Fehlen bestimmter spezifischer Proteine, der gleichen
Proteine, an denen ein Angriff der eingesetzten
carcinogenen Agentien in vivo beobachtet wird.

Auch im Lichte der Warb ur gschen Arbeiten 36
erscheint es nicht unwahrscheinlich, dal} alle Krebs-
zellen durch einen spezifischen Proteindefekt oder
mindestens dhnliche Proteindefekte charakterisiert
sind.

Frl. Karix Heix und Frl. Cuarvorte Lancer danken
wir fiir technische Assistenz bei einem Teil der Arbei-
ten. Fiir einen Teil der fiir diese Arbeit benétigten
Mittel danken wir der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft.
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32 E. C. MiLLER, J. A. MiLLer, R. W. Sare u. G. M. WeBer, Can-
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[1961].

36 0. Warsure, Naturwissenschaften 42, 401 [1955] ; Science
[Washington] 123. 309 [1956].
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