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Über die Wirkung polycyclischer, aromatischer Kohlenwasserstoffe auf isolierte 
Mitochondrien der Mäuseleber

M. W ilk und E. L. W ynder
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(Z. Naturforschg. 21 b, 161—166 [1966]; eingegangen am 10. August 1965)

In wäßrig gepufferten Mitochondrien-Suspensionen konnte ein selektives Lösungsvermögen für 
carcinogene Kohlenwasserstoffe mit Hilfe fluoreszenz-spektroskopischer Messungen festgestellt 
werden. Gleichzeitig wird eine starke Verminderung der Atmung der Mitochondrien durch die 
Einwirkung der gelösten, polycyclischen Aromaten beobachtet. Nicht carcinogene Kohlenwasser­
stoffe werden weder gelöst, noch zeigen sie einen Einfluß auf die Atmung. Sehr schwer lösliche 
Carcinogene und schwächer wirksame Kohlenwasserstoffe werden in den angewandten Versuchs­
zeiten weder gelöst, noch vermindern sie die Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauchs.

Mitochondrien älterer, oder mit Vitamin B2-Mangel behafteter Tiere zeigen erhöhte Depression 
der Atmung bei Zugabe von DMBA bzw. 3.4-Benzpyren.

Es wird versucht, diese Effekte einer reinen Promotor-Aktivität der polycyclischen, aromatischen 
Kohlenwasserstoffe zuzuschreiben, die an den Strukturelementen der Zellatmung (Mitochondrien) 
einsetzt.

Frühere Untersuchungen von Graffi 2 haben 
gezeigt, daß an den M itochondrien der Zellen der 
M äusehaut 3.4-Benzpyren in gelöster F orm  (blaue 
Fluoreszenz) vorübergehend fixiert w ird, wobei 
unter anderem  Proteine 3’ 4 und P urinbasen  5> 6 als 
Lösungsverm ittler dienen können. In V erfolgung 
einer Arbeitshypothese, wonach ein kom plettes C ar­
cinogen sowohl In itiator-, als auch Prom otoreigen- 
schaften besitzen sollte, wurden die E inw irkungen 
von vierzehn carcinogenen oder inerten polycycli­
schen, aromatischen Kohlenwasserstoffen auf iso­
lierte Leberm itochondrien der M aus stud iert und 
folgende Ergebnisse gefunden:
1. Die stark carcinogenen, polycyclischen, arom ati­

schen Kohlenwasserstoffe werden aus einer m i­
krokristallinen V erteilung von M itochondrien- 
Suspensionen spezifisch aufgelöst, w ährend die 
schwach oder nicht carcinogenen, chemisch sehr 
ähnlich gebauten A rom aten, nicht in die m ono­
m olekulardisperse Form  überführt werden.

2. N ur die gelösten, carcinogenen K ohlenw asser­
stoffe verringern die Geschwindigkeit des 0 2- 
Verbrauchs, besonders w ährend der Phase der
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oxydativen Phosphorylierung. Bei den inerten 
und schwach aktiven Kohlenwasserstoffen bleibt 
die Beeinflussung der Atmung innerhalb der 
W irkung des beigemischten organischen Lösungs­
m ittels (A ceton). Lediglich bei den äußerst 
schwer löslichen D ibenzpyrenen (N r. 11 — 14, 
Tab. 1) ist das unter 1. beschriebene Verhalten 
nu r angedeutet, die Beeinflussung der A tm ung 
nim m t hierbei wahrscheinlich eine zu lange In ­
kubationszeit in  Anspruch, in deren V erlauf die 
isolierten M itochondrien nicht m ehr norm al 
arbeiten. Beim 10.11-Benzfluoranthen sind die 
Unterschiede im hier verwendeten, optischen 
A nalysenverfahren zu gering, um eine Lösungs­
verm ittlung zu erkennen. Eine mögliche Beein­
flussung der A tm ung liegt bei dieser Substanz nur 
innerhalb der Fehlergrenzen. Nach H o f f m a n n  

und W y n d e r  7 zeigt die V erbindung m ittlere ca r­
cinogene W irksam keit, nach D o m a g k  8 ist sie in ­
aktiv.

3. Leberm itochondrien älterer M äuse (10  M onate) 
erwiesen sich anfälliger bei der Behandlung m it 
DMBA in bezug auf die unter 2. beschriebene 
W irkung. Im  gleichen Sinne reagierten Leber­
m itochondrien von M äusen, die un ter starkem  
V itam in B2-Mangel standen ( W y n d e r  und 
K l e i n  9 ) .
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Relativer Lösungs­ % Änderung der Geschwindig­
Nr. Kohlenwasserstoff Carcinogenitäts- verm ittlung keit des 0 2 -Verbrauchs

Index * nach 1 . Substrat Substr. +  ADP

1 Anthracen _ _ +  1 -  3
2 Pyren — +  2 +  3
3 Chrysen - (  +  ) _ -  4 0

4 1.2-Benzanthracen — -  3 -  2

5 7.1 2 -Dimethylbenz(a)ant hracen +  +  + + - 3 7 - 4 2
6 10.11 -Benzfluoranthen +  + unentscheidbar -  4 -  3
7 1 1 .1 2 -Benzfluoranthen — — -  1 — 4
8 20-Methylcholanthren +  +  + + - 3 6 - 4 4
9 1.2-Benzpyren — — -  4 -  4

1 0 3.4-Benzpyren +  +  + 4- - 4 1 - 4 6
1 1 1.2.4.5-Dibenzpyren + schwach -  2 — 4
1 2 3.4 .9 .10-Dibenzpyren +  + — +  3 -  1

13 3.4.8.9-Dibenzpyren +  + deutlich - 1 4 - 1 9
14 1.2.6 .7 - Dibenzpyren — — -  3 +  2

* carcinogene Aktivität: +  +  +  stark, + +  mittel, +  schwach, — keine.
Tab. 1. Löslichkeitsvermittlung von wäßrigen Mitochondrien-Suspensionen an Kohlenwasserstoffen und die hierbei auftretende 

prozentuale Änderung der Geschwindigkeit des 0 2-Verbrauchs (Substrat =  /?-Hydroxybutyrat).

1. Löslichkeit p o ly  cyclischer, aromatischer K ohlen­
wasserstoffe in wäßrig-isotonischen Mitochondrien-  

Suspensionen

Die signifikanten Unterschiede zwischen Festkör­
per- und Lösungs-Em issionsspektrum  arom atischer 
K ohlenw asserstoffe2’ 3 lassen es zu, den Lösungs­
vorgang ih rer m ikrokristallinen Suspensionen durch 
Zugabe von M itochondrien-Aufschwemmungen leicht 
zu erfassen. W eder die T rübung der Mitochondrien- 
Suspensionen, noch ihre Eigenfluoreszenz (Coenzyme 
und P roteine) machen sich hierbei sonderlich stö­
rend bem erkbar; lediglich die F luoreszenzintensität 
der Kohlenwasserstoffe nim m t durch A bsorption an 
den P artikeln  der M itochondrien um etwa 10 — 25% 
ab, ohne jedoch den charakteristischen V erlauf der 
Festkörperfluoreszenz zu verändern, wenn keine 
Löslichkeitsverm ittlung stattfindet (Abbn. 1 und 4) «g 
Im  Falle eines Ü bergangs von der kristallinen Phase«? 
des Kohlenwasserstoffs zur m onodispersen Lösung,-  
hebt sich das Lösungsspektrum  deutlich aus der^  
Festkörperem ission heraus (Abbn. 2, 3 und 5 ) . 
Beim 10.11-Benzfluoranthen sind die Fluoreszenz­
unterschiede zwischen beiden Zuständen n u r sehr ge­
ring, womit der Nachweis einer Lösungsverm ittlung 
nach diesem V erfahren nicht m ehr möglich wird.

Die zeitliche V eränderung der „Lösungsem ission“ 
(Abbn. 3 und 5) erlaubt ferner kinetische U nter­
suchungen des Lösungsprozesses.

In  der M eßküvette wurden K ristallsuspensionen 
vorgelegt, die jeweils 10 y Kohlenwasserstoff pro ml

Lösungsm ittel A ( =  w äßrige Lösung von 0,25 Mol 
Rohrzucker, 10 mMol Triäthanolam in-HCl-Puffer 
5 mMol MgCl2 , 5 mMol K H 2P 0 4 und 0,2 mMol 
A thylendiam in-tetraacetat m it einem pn-W ert von
7,2 bei 25 °C) enthielten. Die zugesetzte Menge 
M itochondrien-Suspension betrug stets 0,1 ml mit 
einem  Gesam tgehalt von 100 y P rotein . Das Ver-

Abb. 1. ------  Festkörper- und • • • •  Lösungsfluoreszenz von
1.2-Benzpyren; Anregung bei 335 m «. Die ausgezogene Kurve 
entsteht durch Zusatz von Mitochondrien-Suspension zur Kri­

stallsuspension des Kohlenwasserstoffs.
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Abb. 2. Festkörper- und Lösungs-Fluoreszenz von 3.4-Benz-
pyren; Anregung bei 310 m/*. (Vgl. Legende Abb. 1.) Abb. 4. Festkörper- und Lösungs-Fluoreszenz von Benz(a)-

anthracen; Anregung bei 325 m/u. (Vgl. Legende Abb. 1.)

gleichsspektrum der reinen methanolischen Lösung in w äßrigen /?-Lactoglobulin-Lösungen10, wo aller-
der Kohlenwasserstoffe w urde m it einer K onzentra- dings auch deutliche Unterschiede zwischen 1.2- und
tion vo 2 y l  ml auf getragen. 3.4-Benzpyren gefunden wurden. W äßrige ATP-Lö- 

Die resultierenden Löslichkeiten der A rom aten su n g en 6 sind ebenfalls nicht in der Lage, ähnliche
liegen um eine bis zwei Zehnerpotenzen höher, als Kohlenwasserstoffmengen zu lösen.
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Anregung: 2 0 - M ethylcho lanthren

mp

Abb. 5. Festkörper- und Lösungs-Fluoreszenz von 20-Methylcholanthren; Anregung bei 370 m «, (Vgl. Lebende Abb. 1.)

2. Beeinflussung der  Geschwindigkeit des 0 2- Ver­
brauchs von  isolierten Mitochondrien durch p o ly ­

cyclische, aromatische Kohlenwasser s toße

Ä quivalente M engen der nach S c h n e i d e r  11 p rä ­
parierten  M itochondrien von 8 W odien alten Swiss- 
M illerton-M äusen in Lösungsmittel A wurden mit 
0,1 ml Aceton bzw. 0,1 ml einer acetonischen Lö­
sung versetzt, die pro  ml 1 mg Kohlenwasserstoff

enthielt. U nm ittelbar nach der Zugabe w urden die 
M ischungen 1 Min. lang geschüttelt und 30 M in. bei 
0 °C aufbew ahrt. Danach w urden aufeinanderfol­
gend an den nur m it Aceton behandelten und den 
m it Kohlenwasserstoff inkubierten P roben  die Ge­
schwindigkeiten des 0 2-Verbrauchs nach Zugabe von 
S ubstrat (/2-Hydroxybutyrat) bzw. S u b s tra t+  ADP
gemessen.
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Die zeitliche V erfolgung der Konzentration des 
freien 0 2 in der Lösung erfolgte polarographisch 
bei 0,6 V an einer vibrierenden Platinelektrode nach 
C h a n c e  und W i l l i a m s  12’ 13, wobei ein Collodium- 
Ü berzug nach H a g i h a r a  14 verwendet wurde. Unter 
diesen Bedingungen werden die eingesetzten K ohlen­
wasserstoffe im Lösungsmittel A nicht reduziert.

In Tab. 1 sind die prozentualen Abnahm en der 
Geschwindigkeiten des 0 2-Verbrauchs zwischen un­
behandelten und inkubierten Mitochondrien der je ­
weils gleichen P räparierung  angegeben und zwar für 
die V eratm ung von Substrat mit und ohne Zugabe 
von ADP. Die größte Abnahm e der Geschwindig­
keit zeigen die mit stark carcinogenen Kohlenwas­
serstoffen behandelten Proben Nr. 5, 8, 10 und 13, 
bei denen auch gleichzeitig nach 1. ein Lösungsvor­
gang nachgewiesen wurde. Auf die Ausnahm en von 
Nr. 6, 11 und  12 wurde schon hingewiesen.

Abb. 6 zeigt schematisch am Beispiel des 3.4- 
Benzpyrens den V erlauf eines Atm ungsdiagram m s.

3. Einfluß des Alters der Mäuse und Wirkung von 
Vitamin B2-Mangel auf die Verminderung der A t­
mung von Lebermitochondrien durch Inkubation mit 

polycyclischen, aromatischen Kohlenwasserstoffen

W ie un ter 2. wurde der Einfluß des A lters und 
die W irkung von Vitam in B2-Mangel an Leberm ito­
chondrien der M aus untersucht.

Die P roben  10 M onate alter Mäuse erwiesen sich 
nach Inkubation  m it DMBA deutlich anfälliger, be­
sonders in der Phosphorylierungsphase, als ver­
gleichbare P räparate  8 W odien alter T iere (vgl. 
Tab. 2, A ). In  gleicher Richtung liegt die W irkung 
von 3.4-Benzpyren auf Leberm itochondrien aus

M äusen m it V itam in B2-Mangel (10  Tage B2-frei 
e rn ä h r t) . Schon der V itam in B2-Mangel allein führt 
zu einer Reduktion der A tm ung um  ca. 20 — 25% in
10 Tagen. Die Zugabe von 3.4-Benzpyren veru r­
sacht einen stärkeren Rückgang der Atm ung an B2- 
M angelproben, als an M itochondrien norm al ern äh r­
ter T iere (Tab. 2, B ).

Diskussion

Die vielfach bestätigten E rgebnisse von B e r e n - 

b l u m  15-17 lassen verm uten, daß einem kompletten 
Carcinogen, wie etwa den bekannten polycyclischen, 
arom atischen Kohlenwasserstoffen, sowohl eine In i­
tiator-, als auch eine P rom otor-A ktivität zuzuschrei­
ben ist. Der irreversible Angriff der Iinitiatorw ir- 
kung erfolgt wohl an den Bereichen der G ensubstan­
zen 18_21? über reine P rom otorreaktionen hat m an 
dagegen bis heute keinerlei feste Vorstellungen.

Als M odellbetrachtung können nun  aber die oben 
beschriebenen, b isher weitestgehend spezifischen 
W irkungen polycyclischer, arom atischer K ohlen­
wasserstoffe auf isolierte M itochondrien für die E in­
kreisung einer möglichen Angriffsstelle der Pro- 
m otor-Aktivität in der Zelle brauchbar sein.

Die unter 1. angeführte selektive A uflösung car- 
cinogener Kohlenwasserstoffe an  isolierten M ito­
chondrien, mit dem dam it verbundenen Rückgang 
der A tm ung, deutet darau f hin, daß bei diesen Aro- 
m aten, neben den „In itia to rreak tionen“ an den Gen­
substanzen, ein Prom otor-A ngriff auf die A tm ungs­
partikel der Zelle erfolgt. Diese V orstellung w ird 
noch erhärte t durch Beobachtungen, wonach auch 
reine Cocarcinogene (P rom oto ren ), wie Croton-Öl

Alter bzw. Zustand 
der Tiere

Inkubierter
Kohlenwasserstoff

% Änderung des Sauerstoffverbrauchs 
Substrat Substrat +  AD P

A ' 8  Wochen DMBA - 4 8 -  48
10 Monate DMBA - 6 0 - 1 0 0

B normal ernährt 3.4-Benzpyren - 4 1 -  46
Vitamin B 2-Mangel (10 Tage) 3.4-Benzpyren - 5 2 -  58

Tab. 2. Einfluß des Alters der Tiere oder eines Vitamin B2-Mangels auf die Atmungs-hemmende Wirkung von DMBA und
3.4-Benzpyren (Substrat =  /?-Hydroxybutyrat).
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oder dessen aktive Fraktionen, in bestimmten Kon­

zentrationen ähnliche Depressionen der Atmungs­

geschwindigkeit an isolierten Mitochondrien hervor­

rufen 22.

Mithin zeigt sich nun auch die von H a m p e r l , 

G r a f f i  und L a n g e r  23 postulierte „Mitochondrien- 

Theorie“ der Krebsentstehung in einem neuen Licht, 

wobei jetzt n u r  die Promotorwirkung eines kom­

pletten Carcinogens (bzw. eines Promotors) eine — 

möglicherweise reversible — Schädigung dieser 

Zellpartikel auslöst. Damit soll jedoch nicht gesagt 

werden, daß eine beliebige Promotor-Aktivität aus­

schließlich an den Strukturen der Mitochondrien ein- 

setzen muß.

Für die präventive Medizin ergeben sich hier­

durch neue Antriebe zur Festigung und Stärkung 

der Mitochondrien. Auf die Möglichkeit einer Beein­

flussung dieser Zellpartikel von „außen“ weisen 

schon Ergebnisse von K e n s l e r  und Mitarb. 24, denen 

es gelang, die Schutzwirkung von Riboflavin in Ver­

bindung mit Casein gegen die durch Buttergelb ver­

ursachte Hepatombildung nachzuweisen. Verzöge­

rungen der Tumorenbildung wurden auch von 

M a t s u y a m a  und N a g o y o  25 beobachtet, wenn die 

Ratten vor der Methylcholanthren-Pinselung mit 

DPN oder Nicotinamid inkubiert wurden.

Wie kann man sich nun im Modellfall die Pro­

motorwirkung auf Mitochondrien als treibende 

Kraft zur Tumorbildung vorstellen? Der Ausfall an 

ATP-Produktion, durch Schädigung der Atmungs- 

ketten-Phosphorylierung, zwingt die Zelle zum Ein­

satz anderer Energiequellen, was bekanntermaßen 

zunächst durch Übergang zu erhöhter Glykolyse ver­

sucht wird. Die hiermit verbundene Entdifferenzie­

rung der Zelle wird nach W a r b u r g  26-28 durch Ent­

zug des 0 2 während der Zellteilungsperiode ausge­

löst. Ob weitere Schritte folgen, wie etwa die ver­

22 M . W i l k  u. E. L . W y n d e r , in Vorbereitung (diese Zeit­
schrift) .

23 H . H a m p e r l, A. G r a f f i  u . E. L a n g e r , Z. Krebsforsch. 53, 
1 33  [ 1 9 4 2 ] .

24 C. J. K e n s le r , K . S u g iu r a , N. F. Y o ung , C. V. H a l t e r  u .

C. P .  R h o a d s , Science [New York] 9 3 ,  3 0 8  [ 1 9 4 1 ] ,

25 M . M a tsuy am a  u . T. N agoya , Nature [London] 189, 6 7 3

[1 96 1]  ; vgl. auch G ann , 51, 2 6 5  [ 1 9 6 0 ] .

gebliche, erhöhte Synthese von Atmungsfermenten 

oder eine vermehrte Zellenproduktion, um der inne­

ren Atemnot des Organismus auszuweichen, muß 

weiteren Untersuchungen Vorbehalten bleiben.

Beschreibung der Versuche

Zu 1.: L ö s l i c h k e i t  p o l y c y c l i s c h e r  a r o ­
ma t i s c h e r  K o h l e n w a s s e r s t o f f e  i n w ä ß ­

r i g en  M i t o c h o n d r i e n - S u s p e n s i o n e n

In einer Fluoreszenzküvette wurden 2 ml einer Koh­
lenwasserstoff-Suspension (Konz.: 10y/ml) vorgelegt. 
Die Suspensionen erhält man durch schnelles Vermi­
schen von 1 ml einer acetonischen Lösung der Kohlen­
wasserstoffe (Konz.: 1 mg/ml) mit 100ml Lösungs­
mittel A (s.o.). Zur Aufnahme der Fluoreszenzspek­
tren diente ein Aminco-Keirs-Spektrofluorometer. Die 
Anregung erfolgte möglichst kurzwellig, um Streulicht­
effekte zu vermeiden. Das Vergleichsspektrum der ge­
lösten Kohlenwasserstoffe wurde bei einer Konzentra­
tion von 2 yjml in Methanol vermessen. Zu diesen Koh- 
lenwasserstoff-Suspensionen wurden je 0,1 ml Mito- 
chondrien-Aufschwemmung nach S c h n e id e r  11 gegeben 
(Proteingehalt 100y/0,lml), kurz umgeschüttelt und 
das Emissionsspektrum registriert.

Zu 2. und 3.: Mes s ung  der  G e s c h w i n d i g ­
ke i t  des 02 - V e r b r a u c h s

Zur polarographischen 02-Bestimmung diente eine 
vibrierende Platinelektrode nach C hance  und W i l ­

l ia m s  12,13, die in ein Meßgefäß eintauchte, welches 
mit Gummi überkappte Injektionsöffnungen für die 
Zugabe von Substrat und ADP besaß (Gesamtvolumen
2 ml). Die Platinkathode wurde täglich frisch mit Col- 
lodium überzogen 14 und auf ihre Einstellgeschwindig­
keit hin kontrolliert. Die bei jeder Messung beibehalte­
nen Substrat-(=  /?-Hydroxybutyrat) und ADP-Mengen 
können aus Abb. 6 entnommen werden. Während der 
Inkubation und Polarographie waren die Ansätze sorg­
fältig vor Belichtung geschützt, um eine Photooxyda­
tion der Kohlenwasserstoffe zu unterbinden.
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