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Mit duflerst fein dispergiertem 3.4-Benzpyren (=BP **) wurde seine Loslichkeit in Wasser und
wiBrigen Nucleotidlosungen fluoreszenz-spektroskopisch neu bestimmt. Wir fanden, daB ATP
deutlich groBere 1osungsvermittelnde Eigenschaften fiir BP besitzt als ADP oder AMP. Die gesittigte
Losung von BP in ATP-Lésung verliert bei Zugabe von ATP-ase ihre zusitzliche Losungsvermittlung.
Zwischen DNS und BP, jedoch nicht zwischen RNS und BP wird eine Energieiibertragung nach-
gewiesen.

Wir versuchen, aus den Loslichkeitsunterschieden fiir BP in Nucleotidlosungen den gerichteten
Transport des BP von den Mitochondrien zu den kernnahen Bereichen der Zelle iiber das ATP-
Konzentrationsgefille zwischen diesen Strukturen zu erkldren. Die gelbgriine Fluoreszenz, die sich
nach Inkubation mit BP im endoplasmatischen Retikulum zeigt, wird auf kristallines oder dimeri-
siertes BP bzw. Reaktionsprodukte des Benzpyrenyl-Radikalkations mit nucleophilen Zellstruktur-
e'ementen zuriickgefiihrt. Hieraus werden Blockierungs- und Stormodelle der DNS abgeleitet. Auf
die Ahnlichkeit dieser Prozesse mit der carcinogenen Wirksamkeit indifferenter Phasengrenzflichen
und alkylierender Agenzien wird hingewiesen und die Bedeutung der Symmetrieelemente der
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Carcinogene bei diesem Prozef diskutiert.

Ermutigt durch Untersuchungen von Marsuyama
und Nacavo !, wonach an mit NAD inkubierten Rat-
ten die carcinogene Wirksamkeit aktiver Kohlen-
wasserstoffe iiberzeugend verzogert wird, scheinen
uns die an isolierten Teilsystemen vorgenommenen
Modellbetrachtungen 2 bekriftigt, weil der hier fest-
gestellte LDH-BP-Komplex eine grofle Labilitdt ge-
genilber NADH besitzt. Es wurden daher weitere
Modellreaktionen studiert, die fiir den von GrAFFI
und HamperL 3 gefundenen Transport des BP in der
Zelle und dessen Wirkungsmechanismus weitere Auf-
schliisse im Rahmen ihrer Aussagekraft geben sollen:

1. Die Léslichkeit von BP in Wasser wurde mit Hilfe
mikrokristalliner Suspensionen neu bestimmt.

2. Die Loslichkeit von BP in dquivalenten, wélrigen
Losungen von ATP, ADP und AMP sowie in
Adenin- und RNS-L6sungen wurde gemessen und
gefunden, dal beim ATP eine deutliche Steige-
rung der Loslichkeit auftritt.

3. Versetzt man eine BP-gesittigte ATP-Losung mit
ATP-ase, so kann fluoreszenz-spektroskopisch die
Abnahme des gelosten Anteils von BP auf den
»Wasserwert“ festgestellt werden.

* Die unter 1—3 beschriebenen Versuche sind Teile der
Diplomarbeit von H. Scawas, Frankfurt a. M. 1963.

** Folgende Abkiirzungen werden benutzt: BP = 3.4-Benz-
pyren, NADH = red. Diphosphopyridin-nucleotid, ATP =
Adenosin-5-triphosphat, ADP = Adenosin-5-diphosphat,
AMP = Adenosin-5-monophosphat, ATP-ase = ATP-Py-
rophosphatase, DNS = Desoxyribonucleinsdure, RNS =
Ribonucleinsdure, LDH = Milchsdure-dehydrogenase.

4. In den Anregungsspektren der Fluoreszenz ist
eine Energiekopplung zwischen den komplemen-
tiren Basenpaaren der DNS und dem kondensier-
ten BP zu beobachten, die beim Ersatz von DNS
durch RNS ausbleibt.

1. Loslichkeit von 3.4-Benzpyren in Wasser

Obwohl von WerL-MaLHErBE 4 schon MeBwerte
iiber die Loslichkeit kompakter BP-Kristalle vorlie-
gen, wurde an duBlerst fein verteilten BP-Suspensio-
nen eine neue Bestimmung durchgefiihrt, um einen
Vergleichswert fiir unsere Versuche 2 —4 zu erhal-
ten. Die Erfassung des gelosten Anteils Kohlenwas-
serstoff erfolgte bei der Fluoreszenzwellenlidnge
415 mu 2.

a) Staubfein zerriebenes BP in bidest. Wasser
aufgeschlimmt und 8 Stdn. unter Stickstoff geschiit-
telt, zeigt eine Loslichkeit von 3,22-1078 Mol/l bei
20 °C.

b) Der aus einer Suspension (hergestellt durch
Zugabe einer kleinen Menge methanolischer BP-Lo-
sung zu viel Wasser) bestimmte Anteil an gelosten
BP betrigt bei 20 °C 4,72-10~8 Mol/Liter.

! M. Marsuvama u. T.Nacavo, Nature [London] 189, 673

[1961] ; Gaxy 51, 265 [1960].

2 M. Wik, Biochem. Z. 333, 166 [1960].
3 A. Grarrr u. H. Hamperi, Z. Krebsforschg. 52, 165, 185,

234 [1942].
4 H. WeiL-MaLnersg, Biochem. J. 40, 351 [1946].
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c) Beide Ergebnisse liegen deutlich iiber dem
MeBwert von WerL-MaLHERBE 4, der bei 18 —20 °C
mit 2,4-1078 Mol/l angegeben wird. Offensichtlich
hat sich bei ¢ und etwas weniger bei a das Losungs-
gleichgewicht infolge der groBeren Kristalle noch
nicht vollstandig eingestellt. Bei ¢ kann auch BP
wihrend der Aufarbeitung teilweise verlorengegan-
gen sein. Der geringe Anteil an Methanol bei b hat
auf die Loslichkeit des BP keinen nennenswerten
Einflus.

2. Léslichkeit von 3.4-Benzpyren in wiBrigen
Nucleotidlosungen

WeiL-MaLuErBE ¢ hatte schon an zahlreichen Pu-
rinbasen deren losungsvermittelnde Eigenschaften
fir BP festgestellt; fiir die biologisch interessanten
Nucleotide fehlten aber bisher derartige Messungen.
Es lag daher die Vermutung nahe, das im Zuge der
Atmungsketten-Phosphorylierung gebildete ATP fiir
den Transport des Kohlenwasserstoffs verantwortlich
zu machen. Aus fluoreszenz-mikroskopischen Beob-
achtungen3 ist die Ansammlung von BP in den
ATP-verbrauchenden, kernnahen Zellregionen be-
kannt, nachdem es zuniachst an den Mitochondrien
einige Zeit angereichert war.

In wéaBrigen Losungen der Basen wurden durch
fluoreszenz-spektroskopische Bestimmungen bei 20°C
folgende zusitzliche, iiber dem ,,Wasserwert” lie-
gende Loslichkeiten fiir BP gefunden:
[Mol/I]
0,65:103 ATP-5- lésen zusitzlich 2,97-1078 Mol/l
BP,

0,65-1073 ADP-5- I6sen zusitzlich kein BP,
0,65-1073 AMP-5- l6sen zusitzlich kein BP,
0,46-1073 AMP-3- l6sen zusitzlich 0,93 1078 Mol/!

BP,

0,46-1073 Adenin losen zusitzlich kaum erfaBbar
BP,

1,82:1076 sol. RNS I6sen zusitzlich 0,57-1078
Mol/l BP.

Bei diesen Messungen mufl die Fluoreszenz der
Nucleotide im Bereich der BP-Emission abgezogen
werden. Die Eichungen erfordern eine genaue Be-
riicksichtigung der Konzentrations-Abhangigkeit der
Fluoreszenzintensitdten beim BP und den Nucleoti-
den. Der Temperaturgang der Emission ist gering
und kann vernachlassigt werden.
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3. Ausfillung des 3.4-Benzpyrens aus ATP-Losun-
gen durch ATP-ase

Als Gegenversuch zu 2. wurde eine an BP gesit-
tigte ATP-Lésung mit Schlangengift-ATP-ase (crot.
atrox) *** versetzt und die zeitliche Abnahme der
Fluoreszenz des gelosten Anteils BP gemessen.
Abb. 1 zeigt den durch Ausfillung bedingten Anteil
der Fluoreszenzminderung mit ihrer Konvergenz
zum ,,Wasserwert“ (hier gleich 0 gesetzt).
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Abb. 1. Zeitliche Abnahme der Fluoreszenzintensitat des zu-
sadtzlich gelosten Anteils 3.4-Benzpyren in ATP-Losung nach
Zugabe von Schlangengift-ATP-ase.
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Die Reaktion verlduft hier sehr langsam, weil im
ungepufferten System gemessen werden mufite, um
das BP-Suspensionsgleichgewicht nicht noch durch
zusitzliche Fremdionen zu stéren. Im Parallelver-
such ohne ATP-ase wurde in der Versuchszeit (150
min) keine Verdnderung der Fluoreszenzintensitat
beobachtet. Eine Kontrolle durch quantitatives Ver-
folgen der Zunahme an kristallinem BP lafit sich
fluoreszenz-spektroskopisch nicht durchfithren, weil
hier sehr komplizierte Zusammenhinge zwischen
Konzentration, mittlerer Teilchengrofle der BP-Mi-
krokristalle und Emissionsintensitdt vorliegen, die
noch durch starke Streulichteffekte der getriibten Lo-
sungen erschwert werden. Auf die Fluoreszenzinten-
sitat des gelosten Anteils BP haben diese Faktoren
nur geringen Einflul, wenn unter den im experimen-
tellen Teil angegebenen Bedingungen gemessen
wird.

*** Fiir die Uberlassung einer Probe sei Herrn Prof. Dr.
G. Prreiperer auch an dieser Stelle herzlich gedankt.
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4. Energieiibertragung zwischen DNS und mikro-
kristallinem 3.4-Benzpyren

Um Anbhaltspunkte zu erhalten, welche Beeinflus-
sungen durch kristallines BP an den kernnahen Zell-
strukturen verursacht werden konnen, stellten wir
folgendes Modellsystem her: An einer bei Gegen-
wart von Hefe-DNS sehr langsam bereiteten BP-Sus-
pension wurde das Anregungsspektrum der Fluores-
zenz bei der Emission des ungelésten BP (519 mu)
registriert. Unter gleichen Bedingungen wurden die
Einzelkomponenten der Mischung, eine wallrige
DNS-Lésung und die freie BP-Suspension, vermes-
sen. In Abb.2 ist das Ergebnis dargestellt. DNS
besitzt in dem beobachteten Emissionsbereich keine
Fluoreszenz. Um den Unterschied der Anregungs-
spektren von kristallisiertem und gelostem BP zu
demonstrieren, ist auch noch der Verlauf einer me-
thanolischen BP-Losung angegeben. Die punktierte
Kurve (Apax. = 260 mu) gibt die Absorption der
DNS wieder.
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Abb. 2. Anregungsspektren der Losungen. DNS + BP-Suspen-
sion in Wasser, Emission bei 519 mu; BP-Suspension in
Wasser, Emission bei 519 mu; methanolische BP-Losung,
Emission bei 415 mu; Absorption (qualitativ) der DNS
(Konzentrationen vgl. experimenteller Teil).

Die Abweichungen des Anregungsspektrums vom
bekannten Verlauf der Absorption einer methanoli-
schen BP-Losung resultieren aus der gegebenen
Energieverteilung der verwendeten Strahlungsquelle

5 M. Kasua, A.Er-Bavomur u. W. Ruopes, J. chem. Physics
58, 916 [1961].

6 M. Wik, W.Bez u. J.Rocuuirz, Tetrahedron 22, 2599
[1966].

433

(Xenonlampe Osram XBO 162) und der spektralen
Empfindlichkeits-Charakteristik des eingesetzten
Strahlungsempféingers (1 P 28).

Im vereinten System DNS + krist. BP ist nach
Abb. 2 im Bereich der schraffierten Flidche eine deut-
liche Energieiibertragung von n— n*/Ubergang der
langwelligen Schulter der DNS-Absorption (vgl.
Kasua, Er-Bvoumr und Ruopes 3) zum st— sv*Uber-
gang der mikrokristallinen BP-Einheiten vorhanden.
Beim Ersatz von DNS durch RNS blieb dieser Ener-
gietransport in wiederholten Nachweisversuchen aus.
Angeregte st—> n*{Uberginge der Basen tragen
nicht zu dem beobachteten Effekt bei. Bei dieser An-
regung wird lediglich die Fluoreszenz der Nucleotid-
Einheiten emittiert (395 —415mu).

Aus der Kopplungsméglichkeit der n— z*/Uber-
ginge der komplementiren Basenpaare, die senk-
recht zur Molekiilebene polarisiert sind, mit den
n—n*Ubergingen (1L, und !L,) des BP, die in
der Ebene des Kohlenwasserstoffs polarisiert sind,
ist zu schliefen, dal in unserem System DNS + krist.
BP die Ebenen der BP-Einheiten parallel zur Haupt-
achse der DNS-Helix orientiert sind. Ein interkala-
rer Einbau von BP kann daher ausgeschlossen wer-
den, weil hier der n— n*/Ubergang (Base) nicht
mit dem 7— w*Ubergang des BP koppeln diirfte,
aber eine Energieiibertragung vom a— n*-Uber-
gang der Base zum z— *Ubergang des BP zu er-
warten ware.

Diskussion

Die signifikanten Loslichkeitsunterschiede des BP
in gleichkonzentrierten Losungen von ATP, ADP
und AMP legen es nahe, ein Arbeitsschema fiir den
Transport des BP von den Mitochondrien (hohe
ATP-Erzeugung) zu den kernnahen Zonen (hoher
ATP-Verbrauch) zu formulieren. Hierdurch lieBe
sich gleichzeitig der von Grarri und HamperL® be-
schriebene Farbumschlag der Fluoreszenz von blau
(gelostes BP im Cytoplasma und Granula) nach
gelbgriin (kristallines BP in der Kernperipherie)
deuten, wie er an lebenden Zellen wahrend des BP-
Transportes zu beobachten ist. Das allméhliche Auf-
treten der gelbgrinen Fluoreszenz um den Kern
herum 1aBt sich auch auf die Bildung eines von uns
beschriebenen 7 5.5"-Bis-benzpyrenyls oder eines

7 M. Wik, G. WacneRr, J. Rocuritz u. W. Girkg, Tetrahedron
Letters [London] 47, 5905 [1966].
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Reaktionsproduktes des Benzpyrenyl-Radikalkations
mit nucleophilen Zellbestandteilen zuriickfiithren.
Diese Radikalkationen werden sehr leicht bei niedri-
gem Oxydationspotential (~ +0,4 V) gebildet,
wenn der Kohlenwasserstoff an aktiven Grenzflachen
adsorbiert ist. Thre Reaktionsprodukte mit Nucleo-
basen und Nucleotiden sowie mit Tryptophan und
Histidin werden zur Zeit naher untersucht. Sie zei-
gen wie das Bisbenzpyrenyl eine gelbgriine bis gelbe
Fluoreszenz.

An Hand eines Schemas soll in Abb. 3 versucht
werden, die ersten Teilschritte der BP-Verteilung in
der Zelle ® modellmaBig zu deuten.

Die natiirliche Loslichkeit von BP in Wasser und
Proteinlosungen 2 fithrt zunichst zu einer diffusen
Verteilung des Kohlenwasserstoffs in der Zelle. Der
Mechanismus des Zellwanddurchtritts ist unbekannt.
Die erste selektive Fixierung — wir wollen sie die
reversible nennen — erfolgt an den Mitochondrien
und Lipochondrien. Wie wir frither an dieser Stelle
berichteten 8, werden auch durch isolierte Mitochon-
drien der Mauseleber nur die carcinogenen Kohlen-
wasserstoffe spezifisch aus ihren walirigen Suspen-
sionen gel6st, wobei eine beachtliche Verminderung
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der Substratveratmung und der oxydativen Phos-
phorylierung auftritt. Da auch die Cocarcinogene
des Crotonéls einen dhnlichen Effekt der Atmungs-
blockierung hervorrufen® wurde von uns vorge-
schlagen, diese Wirkung einer Promotor-Aktivitat
zuzuschreiben. Nach unseren oben erwihnten Befun-
den iiber die Labilitit des LDH-BP-Komplexes ge-
gen NADH 2, dessen Schutzwirkung bei Pinselungs-
versuchen! und der hohen Regenerierungsfihigkeit
von Mitochondrien muf} diese Stérung von ,,auflen®
oder ,innen“ her reparabel sein. Das abgeloste
BP wandert nun von den Mitochondrien im Konzen-
trationsgefille des im Zuge der Atmungsketten-Phos-
phorylierung hier gebildeten ATP zu den Zellorten
eines hohen Verbrauchs energiereichen Phosphates
und féllt an diesen Stellen mikrokristallin an:

(n ATP BP)—>n ADP+nP+BP.
Obwohl der l16sungsvermittelnde Effekt des ATP

mit dem etwa doppelten ,,Wasserwert“ nur sehr ge-
ring ist, kann der Transport von BP sehr wirkungs-
voll sein, denn die lebende Zelle produziert tdglich
fast ihr Eigengewicht an ATP. Nach Grarr1 und
HamperL® dauert die Uberfiihrung des Kohlenwas-

endoplasm. Retikulum

univalente
Oxydation

BP+
nATP

Zellkern

ATP-Gefdlle ———» ATP-Verbrauch

( Protein und RNS Synthese)

Abb. 3. Modell zum Transport des 3.4-Benzpyrens in der lebenden Zelle.

8 M. Wik u. E.L. Wynper, Z. Naturforschg. 21b, 161
[1966].

9 M. Wik u. E.L.Wynper, Z. Naturforschg. 21b, 972
[1966].
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serstoffs einige Tage. Uberschligt man den Anteil
BP, der in dieser Zeit allein iiber das ATP-Konzen-
trationsgefélle wandern konnte, so sind dies etwa
0,01% des Zellgewichts, eine Menge, die zur Erfah-
rung nicht in Widerspruch steht. Die von SETALA et
al. 10 entdeckten zusitzlichen Effekte bei der gleich-
zeitigen Einwirkung von ATP und 9.10-Dimethyl-
1.2-benzanthracen auf die Mausehaut beruhen wohl
auf einem ahnlichen Loslichkeits-verdndernden Ein-
flul des Nucleotids auf den Kohlenwasserstoff.

Mit dem Auskristallisieren des BP ist im Modell
die reversible Phase der Atmungsstérung abgeschlos-
sen. Nach der gut erfiilllen Druckreyschen Theo-
rie 1! der additiven Schadigung durch kleinste Dosen
carcinogener Verbindungen iiber lange Zeitrdume
miissen weitere BP-Wirkungen irreversibel sein.
Sein Angriff mufl daher an Zellstrukturen erfolgen,
die keine giinstigen Regenerierungs-Moglichkeiten
besitzen. Enzymproteine und Transfer-RNS kénnen
leicht nachgeliefert werden, solange die DNS-Matrix
intakt bleibt. Es ist somit unwahrscheinlich, daf} die
endgiiltige Schadigung an diesen Einheiten ansetzt.
Sehen wir einmal von der mdglichen Blockierung
der in Kernnihe verlaufenden Reaktionen durch un-
spezifisches ,,Verkleben“ oder Umbhiillen der Ribo-
somen und &dhnlicher Strukturelemente durch BP-
Kristallite ab, obwohl sich hier eine interessante
Parallele zur carcinogenen Wirksamkeit indifferen-
ter, fester Phasengrenzflichen der bekannten Metalle
und Kunststoffe abzeichnet, so verbleiben eigentlich
nur die DNS und Messenger-RNS als weitere An-
griffsorte. Die Parachromatine, variable Verkniip-
fungen der DNS mit Histonen, wollen wir in unser
primitives Modell nicht mit einbeziehen, ungeachtet
ihrer entscheidenden Rolle bei den zur Zelldifferen-
zierung fithrenden interzelluliren Regelmechanis-
men, die bei der Atiologie der Tumoren sicher von
grundlegender Bedeutung sind.

Unser Modell enthélt einen Hinweis zu diesen
moglichen Angriffspunkten. Die beobachtete Energie-
iibertragung von den Nucleotidbausteinen der DNS
zum BP kann nur dann physikalisch sinnvoll gedeu-
tet werden, wenn die Ubergangsmomente der beiden
Komponenten im Schwerpunkt etwa gleichgerichtet
sind. Das ist nur dann der Fall, wenn die Kohlen-
wasserstoff-Aggregate flach, d. h. mit der Ebene der

10 K. Serii, O. Avririi u. E. E. Niskanan, Naturwissen-
schaften 48, 226 [1961].

11 H. Druckrey, H. HamperL u. Brock, Z. Krebsforsch. 50,
431 [1940].
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Aromaten, an der ,,Oberfliche® der Wendel auflie-
gen. Das Ausbleiben einer Energieiibertragung bei
der RNS 148t vermuten, daB bei der DNS zusitzliche
hydrophobe Wirkungen iiber die CH,-Gruppe der
Desoxyribose zum Zuge kommen. Der nach Kasua %
ablaufende Energieleitmechanismus iiber n—s*-
Ubergiéinge der Basenpaare in Lingsrichtung der
Helix — mit einem komplizierten statistischen Was-
serstoffbriickenbindungs-Modell der hydratisierten
DNS 148t sich deren differenziertes chemisches und
physikalisches Verhalten auf die Dauer sicher nicht
deuten — wird durch die ,angeklebten“ BP-Mikro-
kristalle tiefgreifend gestort, denn die in der Helix
zu transportierende Energie kann dann auflen iiber
die Kopplung in ,Fallen“ oder Leitfahigkeitsbiander
geraten 2. Hier wird sie als Exciton oder Leitelektron
im Kiristall statistisch wandern, bis sie an einer pas-
senden Stelle fiir Reaktionen verbraucht oder durch
Umwandlung in Warme vernichtet ist. Dieser Mecha-
nismus 1aBt sich auch gleichzeitig zur Deutung der
carcinogenen Wirksamkeit indifferenter Phasen-
grenzflichen heranziehen. Der schon aus sterischen
Griinden wenig iiberzeugende interkalare Einbau der
Kohlenwasserstoffe zwischen die dicht iibereinander-
gepackten komplementiren Basenpaare ist demnach
nicht der einzige Weg, die Blockierung der Energie-
leitung in der DNS-Helix zu beschreiben. Hier wire
auch kein Unterschied im Verhalten von DNS und
RNS zu erwarten.

Wird dagegen die gelbgriine Fluoreszenz in Kern-
nihe nicht allein durch mikrokristallines BP hervor-
gerufen, sondern auch durch Reaktionsprodukte des
Benzpyrenyl-Redikalkations, das sich besonders
leicht an aktiven Grenzschichten ¢ 7 oder aus der kri-
stallinen Phase 13 bildet, so miissen im Modell noch
zusitzliche Schritte fiir die irreversible Storung be-
riicksichtigt werden:

a) Dimere und oligomere Kohlenwasserstoffe: Wie
wir frither berichteten ¢ entstehen bei der Oligomeri-
sierung carcinogener Kohlenwasserstoffe Racemate
atropisomerer Verbindungen. Schon LerTrE 1 wies
auf das Vorhandensein von allerdings nur ,,planaren
Asymmetrien“ in carcinogenen Kohlenwasserstoffen
hin. Seine Ausnahmefille lassen sich mit unserer er-
weiterten Hypothese deuten, denn die symmetrischen
Molekiile mit carcinogener Wirksamkeit dimerisie-

12 M. WiLk, Z. Elektrochem., Ber. Bunsenges. physik. Chem.
64, 934 [1960].

13 A. CarringroN, F.Dravnieks u. M. C. R. Symans, J. chem.
Soc. [London] 947 [1959].

14 H. LertrE, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 280, 28 [1944].
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ren bevorzugt an den mit Pfeilen gekennzeichneten
Positionen (Tab. 1), wobei dimere (bzw. oligo-
mere) Atropisomere entstehen, deren Rotation um
die Verkniipfungsstelle vollig blockiert ist, und so-
mit keine Neigung zu Racemisierung vorliegt 5.

M. WILK UND H.SCHWAB
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Tab. 1. Molekiilasymmetrie und Carcinogenitit.

Weitere Bestatigungen finden sich bei den Kohlen-
wasserstoffen A — C in Tab. 2.

Werden die wahrscheinlichsten Reaktionsorte bei
A (Pos.5 und 8) und B (Pos.5 und 10) nachein-
ander durch Substituenten besetzt, so verschwindet

34.9.10-DBP
(0 4@ ¢!
O AJ” J
Y 3 : .
aktiv mittel R inaktiv !!
34.8.9-DBP
R
v s

Tab. 2. Symmetrische Carcinogene.
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die Wirksamkeit, obwohl die sog. ,,K-Region“ un-
angetastet bleibt. Bei C ist im Grundkorper (inak-
tiv) nur geringe Asymmetrie vorhanden, die bei
Monosubstitution in Pos. 4 gesteigert wird (aktiv).
Die Einfithrung eines zweiten Substituenten in 12-
Stellung fithrt zum volligen Verlust der Aktivitit.

Diese spiegelbildlichen, unléslichen und gegeniiber
oxydativem Angriff dullerst resistenten atropisome-
ren Kohlenwasserstoffe kénnten iiber hydrophobe
Wechselwirkungen mit DNS (oder Enzymen?) op-
tisch einheitliche und spezifische Reaktion storend
beeinflussen.

b) Reaktionsprodukte des 3.4-Benzpyrenyl-Radi-
kalkations mit nucleophilen Zellbestandteilen: Nach-
dem feststand, dal die aus carcinogenen Kohlen-
wasserstoffen leicht gebildeten Radikalkationen ¢ mit
nucleophilen Agenzien wie Pyridin leicht abgefan-
gen werden konnen 16, lag es nahe, diese Aromaten,
in Analogie zu den alkylierend wirkenden Verbin-
dungen, als ,arylierende Agenzien“ einzustufen. So
reagieren auch Adenin, Guanin, Cytosin und Thy-
min im adsorbierten Zustand (auf SiO,) glatt mit
Radikalkationen des BP und anderer carcinogener
Kohlenwasserstoffe zu zahlreichen Produkten!’. In
der Zelle konnen daher an nucleophilen Zentren
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Abb. 4. Modell zur Bildung von optischen Asymmetriezentren
in der Zelle durch Reaktion des 3.4-Benzpyrenyl-Radikal-
kations mit ,,planaren Asymmetrien* nucleophiler Zellstruktur-

elemente.

15 R.Kuvan u. P. Govupringer, Liebigs Ann. Chem. 470, 183,

190 [1929].
16 J. RocHurrz, Tetrahedron 23, 3043 [1967].
17 M. Wik u. W. Girke, in Vorbereitung.

18 E. Kriek u. P. Emmeror, Biochem. biophysic Acta 91, 59

[1964].
19 E. Farser u. P. N. Maceg, Biochem. J. 76, 58 P [1960].
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»planarer Asymmetrie“ auf diesem Wege neue opti-
sche Asymmetriezentren aufgebaut werden (Abb. 4),
die Wirkungen wie unter a beschrieben hervorru-
fen konnten.

Der wahrscheinlichere Weg des weiteren Verlaufs
irreversibler Stérungen der DNS und RNS scheint
uns jedoch folgender zu sein:

Die arylierende Wirkung etwa am Adenosin-Bau-
stein der DNS (Adenin, Adenosin, AMP, ADP und
ATP reagieren besonders gut mit dem Radikal-
kation 17) liefert in Analogie zu den alkylierenden
Agenzien 18 (fiir RNS vgl. 1. c. 19) arylierte Nucleo-
basen, wobei ein Angriff am Stickstoff in 7-Position
oder an der Aminogruppe in 6-Stellung erfolgt.
(Beim 6-Acetaminopurin und 7-Methylpurin-Deriva-
ten bleiben im chromatographischen Vergleich Reak-
tionsprodukte aus, die beim Adenin am deutlichsten
hervortreten 17.)

Das folgende Formelschema veranschaulicht die
Konsequenzen unserer Modellbetrachtung fiir die
entsprechenden komplementiren Basenpaare:
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Der elektrophile Angriff des Radikalkations auf
den Stickstoff der Aminogruppe in 6-Stellung des
Adenins 16st durch die hiermit verbundene Basizi-
titsinderung eine Wasserstoffbriicke zum Thymin.
Erfolgt jedoch die Reaktion am Stickstoff in 7-Posi-
tion des Adeninteils, so kann die Nucleobase aus
dem Groflverband herausgelost werden, und die
DNS (RNS) enthailt eine ,,Fehlstelle“.

Auf den heuristischen Charakter dieser Vorstel-
lungen braucht nicht besonders hingewiesen werden.
Das Modell scheint uns jedoch geeignet zu sein, bis-
her isolierte Hypothesen zusammenzufiihren und
Anregungen fiir weitere gezielte Versuche zu geben.

Teile dieser Arbeit wurden von der Deutschen For-
schungsgemeinschaft unterstiitzt, wofiir wir vielmals
danken.

Beschreibung der Versuche

1. Loslichkeit von 3.4-Benzpyren in Wasser: Zur
Herstellung der BP-Sespension legt man 100 ml bidest.
Wasser in einem Dreihalskolben vor und riihrt (Turbo-
riihrer) bei 0 °C nach kriftigem Durchleiten von Reinst-
Stickstoff (15 min) innerhalb 15sec 4 ml einer metha-
nolischen 3.4-Benzpyren-Losung (Konz. = 5,25-1073
Mol/l) ein. Unter schwachem Stickstoffstrom wird noch
90 sec nachgeriihrt. Bei 3—5 °C ist die Suspension
iiber mehrere Tage stabil. Fiir die Verwendung bei
Zimmertemperatur darf sie nur langsam, innerhalb
2 —3 Stdn., auf 20 °C gebracht werden, sonst stellt sich
das Losungsgleichgewicht nicht konstant ein. Durch
Vermessen der Emission bei 415 mu und 439 mu bei
einer Anregung mit 296 mu wird mit Hilfe einer Eich-
kurve der geloste Anteil von BP bestimmt. Loslichkeit
bei 20 °C = 4,72-10~8 Mol/Liter.

2. Léslichkeit von 3.4-Benzpyren in wdBrigen Nu-
cleotidlosungen: Man fiigt zu der unter 1. beschriebe-
nen Suspension steigende Mengen einer definierten Nu-
cleotidlosung (maximale Konzentration an Nucleotid
0,65-1073 Mol/l im Mischungssystem) und mifit die
zunehmende Fluoreszenz-Intensitidt wie unter 1. Zur
Kompensation der Eigenfluoreszenz der Nucleotide wird
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der Konzentrationsverlauf ihrer Fluoreszenzintensitit
unter gleichen Bedingungen ermittelt und von dem
Wert der Mischung abgezogen. Im Bereich von
0,5-107° Mol/I bis 5,0-10~% Mol/I tritt beim BP keine
Konzentrationsloschung auf.

3. Ausfidllung von 3.4-Benzpyren aus seinen wdBri-
gen ATP-Losungen durch ATP-ase: Eine nach 1. und
2. hergestellte, an 3.4-Benzpyren gesattigte ATP-Lo-
sung (20 °C) wird ungepuffert mit ATP-ase versetzt
und die zeitliche Abnahme der Fluoreszenz des gelosten
Anteils BP wie unter 1. verfolgt. Die Ausgangskonzen-
tration des zusitzlich gelosten (iiber dem ,,Wasser-
wert“) BP betrug 2,95-10~8 Mol//, Anteil nach 30 min:
1,78-1078 Mol/l, nach 120 min: 0,9-1078 Mol// und
nach 150 min: ca. 0,7-1078 Mol/Liter. In einem Ver-
gleichsversuch erwies sich die reine BP-Suspension bei
20 °C gegen ATP-ase als stabil *

4. Energieleitung von der DNS zum 3.4-Benzpyren:
Nach 1. wird bei Gegenwart von Hefe-DNS (2,0-10~¢
Mol/l) ein langsames Ausfillen von BP vollzogen (iiber
ca. 2 Stdn.). Dabei werden 2 ml einer methanolischen
BP-Losung (5,2:1073Mol/l) in 100 ml DNS-Losung
eingeriihrt. Von diesem Ansatz wird das Anregungs-
spektrum bei einer feststehenden Emission von 519 mu
aufgenommen. Unter den gleichen Bedingungen ver-
milt man die Komponenten des Systems (BP-Suspen-
sion und ATP-Losung). Zum Vergleich wurde noch
eine methanolische BP-Losung vermessen, wobei die
Emission auf 415 mu festgelegt war. Ergebnisse vgl.
Abb. 2.

Der zusitzliche Emissionsanteil bei einer Anregung
von etwa 290 mu bleibt aus, wenn in einer analogen
Messung DNS durch RNS ersetzt wird. Aus den ferti-
gen Suspensionen, die nach 1. hergestellt wurden, re-
sultiert nach Zugabe von DNS und RNS ebenfalls kein
Energietransport.

Zur Vermessung der Fluoreszenz-Spektren diente ein
sorgfiltig justiertes Aminco-Bowman-Fluoreszenz-Fluo-
reszenz-Spektralphotometer, welches durch Anbau von
Synchronmotoren zur genaueren Selbstregistrierung
abgedndert wurde. Die Absorptionsmessung der DNS
erfolgte auf einem Cary 14-Spektralphotometer.

* Ein beobachteter, geringer Anstieg der Fluoreszenzintensi-
tit (~ 19%0) ist wohl auf die iibliche Losungsvermittlung
durch Proteine zuriick zu fiihren.



