EXTRAKTIONSVERHALTEN VON SEPHADEXKORNERN DER SORTEN G 10 UND LH 20
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Uber ein eigentiimliches Extraktionsverhalten von Sephadexkdrnern der Sorten G 10

Kohlenwasserstoffe *
Manrrep Wik und JUircenN RocuriTz

Institut fiir Organische Chemie der Universitat Frankfurt am Main

(Z. Naturforschg. 21 b, 975—979 [1966] ; eingegangen am 22. Februar 1966)

WiBrige Sephadex-Gele nehmen Vielfache der in Wasser gelosten Anteile polycyclischer, aroma-
tischer Kohlenwasserstoffe auf, wenn diese als Suspension vorliegen. Beobachtbar ist dieser Effekt
an der Erhohung der Fluoreszenzintensitdt des gelosten Anteils der Aromaten bei Zugabe von
Sephadex-Kornern und anschlieBender kraftiger Riihrung. Verwertbar ist dieses Phédnomen zu-
mindest fiir die Ermittlung der Lage der Emissionsbanden der Kohlenwasserstoffe in Wasser, denn
es bestehen nur geringe Unterschiede zwischen den Fluoreszenzsprektren in Sephadex und Wasser.
Weiterhin ist beachtlich, daf3 die carcinogenen Kohlenwasserstoffe nach diesen ersten orientierenden
Versuchen, zu einer Gruppe gehoren, die eine geringe Diffusionsgeschwindigkeit in das Sephadex-
Gel, bei gleichzeitigem Erreichen relativ hoher Endkonzentrationen, besitzen. Der Quotient aus
beiden GroBlen wird daher fiir die Carcinogene maximal. Nach Desoxycholsiure, Detergen-
tien 4 11, 14515 Pyrinen 3 5 13, 18, 10, 22 Desoxynucleinsduren > & 7 9 17 Adenosintriphosphat 2¢ und
Proteinen 1% 18: 20, 23 wyrde damit gefunden, daB auch Polysaccharid-artige Systeme in der Lage
sind, Losungs-vermittelnd auf Kohlenwasserstoffe in wéBriger Phase zu wirken (vgl. auch ®).

Es verspricht daher, interessant zu werden, an Sephadex, als primitivem Modell von Zell-
bestandteilen, in der Zukunft standartisierte Kohlenwasserstoff-Suspensionen in dieser Weise zu

und LH 20 gegen wiflrige Suspensionen einiger carcinogener und nichtcarcinogener

untersuchen und gleiche Experimente mit stiarker hydrophobiertem Gel durchzufiihren.

Von Sephadexkornern der Typen G 10 und LH 20
werden verschiedene kondensierte, aromatische
Kohlenwasserstoffe aus ihren wiafirigen Suspensionen
in geloster Form extrahiert. Wahrend die Fluo-
reszenzintensitit einer methanolischen Losung der
Kohlenwasserstoffe durch Zugabe von in Methanol
gequollenem Sephadex LH 20 nicht verandert wird
(auch dann nicht, wenn die Sephadexkorner in der
Losung suspendiert sind), treten in wéafirigen Sus-
pensionen der Aromaten beachtliche Erhchungen der
Fluoreszenzintensititen des Losungsemissionsspek-
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tums der Kohlenwasserstoffe ein, wenn in diesen
Suspensionen in Wasser gequollenes oder trockenes
Sephadex (G 10 oder LH 20) suspendiert wird.
Innerhalb kurzer Zeit wachst die Fluoreszenzintensi-
tat des gelosten Anteils der Kohlenwasserstoffe in
der stark geriihrten Sephadex-Suspension auf ein
Vielfaches der Ausgangsintensitidt (Abbn. 1 und 2);
dagegen verandert sich die Intensitdt des gelosten
Anteils der Kohlenwasserstoffe in der wéalirigen
Suspension nicht, wenn man den Uberstand iiber
den abgesetzten Sephadexkornern betrachtet. Eben-
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Abb. 1. Zunahme der Fluoreszenzintensitit (I) des gelosten
Anteils von 3.4-Benzpyren nach Zugabe von Sephadex LH 20
zur walirigen Suspension des Kohlenwasserstoffs.
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Abb. 2. Zunahme der Fluoreszenzintensitit des gelosten An-
teils von 1.2-Benzanthracen nach Zugabe von Sephadex G 10
zur walirigen Suspension des Kohlenwasserstofis.

so bleiben die der Festkorper-Emission zugeordneten
Intensitdten wihrend des ,,Losungsvorgangs® nahe-
zu unverdndert. Die Fluoreszenzspektroskopie von
Sephadex-Suspensionen erlaubt also die Aussage,
dall Sephadexkorner in der Lage sind, unter Kon-
stanthaltung der Konzentration der gelosten Kohlen-
wasserstoffe in der wéllirigen ,,Auflenlosung®, in
ihren Innenrdumen weit mehr Kohlenwasserstoff in
monodisperser Form zu binden, als dieser Aufjen-
konzentration entspricht.

Dieses merkwiirdige Verhalten des Sephadex fiel
uns auf bei der Suche nach physikalischen Eigen-
schaften carcinogener Kohlenwasserstoffe, die mit
ihrer physiologischen Wirkung in Zusammenhang
gebracht werden konnen. Damit soll nicht gesagt
sein, dal} eine einzige physikalische Eigenschaft mit
der Carcinogenitit korrelierbar ist. Vielmehr scheint
uns erst, entsprechend der Wirkung der Kohlen-
wasserstoffe als polyfunktionelle Zellgifte, das Zu-
sammenspiel verschiedener chemischer und physika-
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lischer Eigenschaften die Carcinogenitit oder Un-
schadlichkeit zu bestimmen.

In einer Reihe von Verodffentlichungen wird dar-
auf hingewiesen, daf} bestimmte Regionen der Krebs-
erzeugenden Molekiile nicht verantwortlich sind fiir
die das Zellgeschehen stérenden Bindungen zu
irgendwelchen Zellbestandteilen. So vertreten WoERN-
LEY 26, ExwarrL 14 15, Ronxpont 21, Arcos, Arcos, Buu-
Hor et LacassacNe! die Meinung, dal das gesamte
Molekil mit seinen kovalenten, Charge-transfer-,
hydrophoben, Dipol-Dipol-, London- und Van
der Waals-Bindungskriften an dem Entdiffe-
renzierungs-Prozel} der Zelle zur Krebszelle beteiligt
ist. Nach einer Zusammenstellung der Eigenschaften
carcinogener Kohlenwasserstoffe hat Buu-Hor 10
neuerdings festgestellt, dal deren einzige Gemein-
samkeit eben die Carcinogenitit sei, die vielleicht
mit den Van der Waalschen Kréften parallel
ginge. Leider ist ein derartiger Zusammenhang zwi-
schen hydrophober Bindungskraft und Krebs-erzeu-
gender Wirksamkeit bisher noch nicht gefunden
worden.

Auf der Suche nach einer solchen moglichen Be-
ziehung, wollten wir die unterschiedliche Adsorption
von Kohlenwasserstoffen in normalem und hydro-
phobiertem Sephadex studieren. In den Sephadex-
Ko6rnern existieren Hohlrdume; in den hydropho-
bierten Sorten liegen neben den hydrophilen Be-
reichen noch stark hydrophobe Grenzflichen vor,
wie sie auch beim Aufbau der Zellstrukturen, etwa
bei den Mitochondrien angenommen werden, an
denen WiLk 2> ebenfalls eine weitaus spezifische
Loslichkeitsvermittlung  fiir Kohlen-
wasserstoffe aus ihren wifirigen Suspensionen fand.
So konnen Sephadex-Partikel als grobste Modelle
fiir Zellen oder Zelluntereinheiten dienen, wenn Be-
reiche verschiedener Affinititen zu Wasser und
Kohlenwasserstoffen simuliert werden sollen. Sie be-
sitzen den Vorteil einer besseren Reproduzierbar-
keit.

Diese Betrachtungen erhalten Gewicht, wenn man
die folgenden Experimente berticksichtigt:

Die wéBrigen Suspensionen polycyclischer, aro-
matischer Kohlenwasserstoffe weisen in vielen Fallen

carcinogene

ein Fluoreszenzspektrum auf, bei dem im kurzwelli-
gen Teil die Emission des gelosten Anteils gut zu
beobachten ist?3 25, In vielen Fallen ist nur eine
schwache Andeutung des Losungsspektrums im

26 D, L. Woerntey, Arch. Biochem. Biophysics 50, 199
[1954].
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kurzwelligen Anstieg zu den Fluoreszenzmaxima des

Festkorpers zu erkennen. Jedoch gestattet die Zu-

gabe von Sephadex eine genaue Lokalisation des

Losungsspektrums der Kohlenwasserstoffe in Wasser

(vgl. Abbn. 1 und 2).

Stellt man die Emissionswellenlinge auf den
Maximalwert des so ermittelten Losungsspektrums
ein, dann kann man die Zunahme der Intensitit an
dieser Stelle in Abhéangigkeit von der Zeit aufneh-
men, nachdem zu einer Kohlenwasserstoff-Suspen-
sion eine bestimmte Menge in Wasser gequollenes
Sephadex hinzugefiigt wurde (Abbn. 3 —6). Aus
diesen Kinetiken wurden fiir eine Reihe von Kohlen-
wasserstoffen entnommen:

1. die Anfangsgeschwindigkeit vy, ; das ist die
Zunahme der Intensitit pro Zeiteinheit an der
steilsten Stelle der Kurve (Abbn. 3 —6). Diese
Geschwindigkeit stellt ein Maf} dar fir die Diffu-
sionsgeschwindigkeit der Kohlenwasserstoff-Mole-
kile in das Sephadex-Gelgeriist.
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Abbn. 3—6. Zeitliche Zunahme der Fluoreszenzintensitét (/)

des gelosten Anteils Kohlenwasserstoff nach Zugabe von

Sephadex G 10 (ausgezogene Kurve) oder Sephadex LH 20
(gestrichelte Kurve).

2. die Zunahme der Fluoreszenzintensitat gegeniiber
der Anfangsintensitit nach geniigend langer Zeit
(vmax — 0) . Dieser Intensitatswert stellt ein Mal}
dar fiir die Endkonzentration an Kohlenwasser-
stoff, wenn man in erster Naherung unterschied-
liche Fluoreszenz-Ausbeuten vernachlassigt.

Diese ermittelten Werte sind in der folgenden
Tab. 1 zusammengestellt. Weiterhin enthélt sie die
Intensitatswerte der reinen willrigen Kohlenwasser-
stoff-Losungen, bei denen die Intensitdt des iiber-
lappenden Festkorperspektrums abgezogen wurde
(I150) .

Zur Ermittlung der in Tab. 1 zusammengefaliten
Werte wurden keine exakt gleichen Mengen Sepha-
dex verwendet, weil eine genaue Dosierung von ge-
quollenem Gel technisch noch nicht bewiltigt wurde.
Auch sind die Werte noch abhingig von der Teil-

chengrofle der suspendierten Kohlenwasserstoffe.
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Kohlenwasserstoff 1 ) Al T A Imax
(Wellenlinge der Emission) Vinax max H20 Vinax
3.4-Benzpyren (415) 0,07 * 0,49 0,03 7,0
‘ 0,055 0,72 0,03 13.0
1.2-Benzpyren (397) \ 0,10 0,70 0,05 7.0
\ 0,085 0,82 0,05 9.7
Anthanthren (447) | 0,115 0,20 0,004 4,3
; 0,115 0,36 0.004 7.8
3-Methyl-Cholanthren (410) ‘ 0,07 1.15 0,013 12.6
‘ 0,074 0.70 0,013 9,5
1.12-Benzoperylen (421) 0,013 0.10 0,006 TsT
1 0,055 0,10 0,006 1.8
3.4-Benzotetraphen (428) 0,04 0,20 0,002 5,0
0.03 0,22 0,002 7,3
1.2-Benzofluoren (370) | 0,106 0,90 0,03 8.5
01160 0,50 0.03 3.1
Chrysen (385) | 0,10 0.21 0,012 2,1
| 0,13 0,14 0,012 1.1
1.2-Benzanthracen (407) ‘ 0,12 0,32 0,06 5.3
0,056 0.33 0,06 5,5
9.10-Dimethyl-1.2-benzanthracen 0,25 2,1 — 8.4
(419) ‘ 0,35 2,2 — 6.3
2-Hydroxychrysen (390) \ 0,23 2,00 0.03 8.7
| 0,28 2,15 0,03 751
Fluoranthen (450) 1,02 1,89 0,2—0,3 1,9
Pyren (398) 0,93 3,40 0,20 3.7
1.62 3.1 0.20 1.9
Phenanthren (357) 0,14 0,22 0,40 1,6
0,19 0,28 0,40 1,5
Anthracen (410) 0,25 0.67 0,13 2.7
0,30 0,48 0,13 1.6

Tab. 1. Maximale Diffusionsgeschwindigkeit (vmax) und Zunahme der Fluoreszenzintensitdt bei der Extraktion von aromati-
schen Kohlenwasserstoffen durch Sephadex G-10 und LH-20 aus wifirigen Suspensionen. * Die erste Zahlenreihe bedeutet
bei jedem Kohlenwasserstoff die Messung in Sephadex G-10, die zweite in Sephadex LH-20. (Wellenldingen in mgu.)

Trotz dieser Vorbehalte lassen sich folgende Aws-
sagen machen:

Die Diffusionsgeschwindigkeit ist bei den klein-
sten untersuchten Kohlenwasserstoffen Phenanthren
und Anthracen relativ klein. Schon bei den néchst
grofleren Aromaten Pyren und Fluoranthen erreicht
sie das Maximum in unserer Versuchsreihe. Dies
mag an der besonderen Struktur des Sephadex-Gels
liegen. Die hoheren Polycyclen besitzen der Molekiil-
grofle entsprechend sehr kleine Diffusionsgeschwin-
digkeiten. Erstaunlicherweise zeigen die wenigen
untersuchten carcinogenen Kohlenwasserstoffe unter
vergleichbaren Molekiilen die geringsten Diffusions-
geschwindigkeiten. Dafiir kénnte die besonders starke
Hydrophilitat des Sephadex-Gels verantwortlich ge-
macht werden, die eine hohe Aktivierungsenergie
beim Eintritt in das Gel erfordert. Bis auf einige
Ausnahmen, die durch die angegebenen Fehler be-
dingt sein konnen, ist die Diffusionsgeschwindigkeit
in das lipophilierte Sephadex grofer, als in das
normale.

Die Intensititszunahme Al,,, ist bei Hydroxy-
chrysen, Fluoranthen und Pyren am grofBten. Dar-
auf folgt die Gruppe der Carcinogene 3.4-Benz-
pyren, 3-Methylcholanthren und Dimethyl-benz-
anthracen zusammen mit 1.2-Benzpyren und Benzo-
fluoren. Aus Griinden der wesentlich verschiedenen
Porengrofle ist die Intensitidtszunahme nur in eini-
gen Fillen beim hydrophobierten Sephadex gréfer
als beim normalen.

Betrachtet man den Quotienten Aly,y/vmay (d. 1.
die Einstellzeit der maximalen Intensitdt), dann
muB man die stark carcinogenen Kohlenwasserstoffe
zur Gruppe mit den hochsten Werten zihlen. Hier
erreichen die Quotienten ,,Endkonzentration® durch
Diffusionsgeschwindigkeit Werte, die sich deutlich
aus der Reihe abheben. Dieses Zusammenspiel
mehrerer Grofen ist offensichtlich fiir die Carcino-
genitit viel bezeichnender, als eine einzige chemische
oder physikalische Eigenschaft.

Nun ist noch die Frage anzugehen, in welchem
Solvatationszustand sich die Kohlenwasserstoffe be-
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Anregungs- Emissionsmaxima
Kohlenwasserstoffe wellenlinge — -
[mu] Methanol Wasser G 10 LH 20
3.4-Benzpyren 310 415.5* 414,5 414,5 415
439,5 438,5 439 439.5
1.2-Benzpyren 325 405,5 403 403,5
428 4
Anthanthren 302 439 444 ‘ 446.,5 445.5
466 4725 [ 473 473
3-Methylcholanthren 295 405,5 410 410 410,5
4275 429.5 429
1.12-Benzperylen 295 426 421 421 422
3.4-Benzotetraphen 285 403 407 407 408
4245 428 427.5 428
1.2-Benzofluoren 280 367,5 369 369,5 370
Chrysen 315 369,5 368,5
388 384 384,5 385
1.2-Benzanthracen 340 395,5 407,57 | 398.5 398
417 424 9 | 419.5 419
2-Hydroxychrysen 300 388,5 395 ‘ 390 391
407 | 407 408
Fluoranthen 350 453 448 7 | 453.5
468.,5 464 {
Pyren 268 382,5 ‘ 383.,5 383.5
399 399,5 400
Phenanthren 252 358,5 3567,5 358,5 357.,5
372 372 ‘ 373,5 372,5
Anthracen 252 385 389 391,5 391

Tab. 2. Emissionsmaxima aromatischer Kohlenwasserstoffe in Sephadexkornern und den Losungsmitteln Methanol und Was-
ser. * Die beiden Zeilen geben die Lage der kurzwelligsten Teilbanden wieder.

finden, wenn sie im Sephadex-Gel eingeschlossen
sind. In Richtung der Beantwortung fithrt hier die
Untersuchung der Lage der Emissionsmaxima in
Methanol, Wasser, Sephadex G10 und LH 20. In
Tab. 2 sind diese Werte mit den zugehorigen An-
regungswellenldngen aufgefiihrt. Aus der Zusam-
menstellung geht eindeutig hervor, dafl die Emis-
sionsmaxima in den Sephadex-Suspensionen nur um
1—-2mu gegeniiber denen in Wasser verschoben
sind. Von den Werten der Emission in Methanol
unterscheiden sie sich um grofere Betrdge, mit den
Ausnahmen 3.4-Benzpyren und Phenanthren. Die
Unterschiede der Lage der Fluoreszenzmaxima sind
bei den verwendeten Sephadexarten vernachlassig-
bar. Dieses bedeutet aber, daB sich die Kohlen-
wasserstoffe auch im Sephadex-Gel in der weit-
gehend intakten Solvatationshiille des Wassers be-
finden oder in Solvatations-Strukturen des Gels, die
analoge Wirkungen auf den Kohlenwasserstoff aus-
iiben, wie die Hydrathiille. Vollstindig gleichgeartet
kann aber die Solvatation im Gel und im Wasser
nicht sein, sonst konnte man nicht die groflen Kon-
zentrationsunterschiede der geldsten Kohlenwasser-
stoffe zwischen den Systemen beobachten. Demnach
sind die 1 —2mu ernst zu nehmen, um welche die

Aromaten in Sephadex-Gelen langwelliger emittieren,
als in wélriger Losung. Die hoher geordneten Struk-
turen in den Sephadex-Gelen stabilisieren die
(schwach) polaren Anregungszustinde der Kohlen-
wasserstoffe in stirkerem Male, als es das reine
Wasser vermag.

Experimentelle Hinweise

Zur Darstellung der Kohlenwasserstoff-Suspensionen
wurden deren gesittigte Losungen in Methanol zu Was-
ser getropft (2—3 Tropfen), so dafl im Wasser gleiche
Opaleszenzen zu beobachten waren.

Die Fluoreszenzspektren wurden mit einem Aminco-
Bowman-Spektrofluorometer aufgenommen. Alle ange-
gebenen Werte sind nicht korrigiert.

Das Sephadex wurde mindestens drei Stdn. in Was-
ser quellen gelassen und danach immer etwa gleiche
Mengen feuchten Gels mit Hilfe eines Pipettenrohrs in
2,5ml Kohlenwasserstoffsuspension eingebracht. Vor
jeder Messung wurde das abgesetzte Sephadex kriftig
aufgeriihrt, um das Gel gleichmidBig in den Lichtweg
zu bringen. Das Spektrum der reinen Kohlenwasser-
stoff-Suspensionen wurde sowohl vor der Zugabe von
Sephadex-Gel, als auch nach dessen Absetzen aufge-
nommen.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft
danken wir fiir die Bereitstellung von Sachbeihilfen.



