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Die weitere Untersuchung der ,,Wasserreaktion" yon Athyl- 
]inolat ergab, dab es sich zweifellos urn eine, wenn auch weit- 
gehend modifizierte Autoxydation handelt. Als interessantestes 
Reaktionsprodukt werden wasserlSsliche Cls-Monohydroperoxyde 
gefunden, deren chemische Konsti tut ion v o n d e r  der bisher be- 
kannten  Linolmonohydroperoxyde wesentlich abweiehen dfirfte. 

Wenn die gefundenen Fettsgureester-Hydroperoxyde auch 
noeh nieht in Substanz dargestellt und hinsichtlich ihrer Kon- 
sti tution ~ufgekl/~rt werden konnten, so war es doeh bereits 
mSglieh, sie als Trgger einer bemerkenswerten biologisehen 
Wirkung zu identifizieren: der t t emmung yon aerober und 
anaerober Glykolyse und der Atmung von Ehrlich-Ascites- 
Tumorzellen. Da die akViven Hydroperoxydgruppen des Prg- 
parates durch Katalase nieht angegriffen werden, ist aueh ihre 
Hemrnwirkung katalaseresistent. Die Glykolysehemmung setzt 
sieh aus einem verhgltnismgBig geringen unspezifisehen Lipid- 
effekt sowie aus einem spezifisehen tIydroperoxydeffekt zu- 
sammen, der z .B.  fiber eine I-Iemmung der Triosephosphatde- 
hydrogenase zustande kommen k6nnte. Die ttalbwertsdosis ffir 
die gleich starke Atmungs- und Ggrungsheminung liegt bei 
den derzeit zur Verfiigung stehenden Mischprgparaten bei 
10 -a m/1. 

Erwartungsgemiil~ hemmt Pr/~p. LI-IPO infolge seiner Resi- 
stenz gegen KatMase die Ggrung der Here (Halbwertkonzen- 
tration <5 .10-4m/ i ) ,  wghrend I-[202 verst/indlieherweise un- 
wirksam ist. 
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Ergiinzende Versuehe mit  dem reduzierten Prgpara t  zeigten, 
dab aueh bei Hefe die Hemmwirkung yon LHPO aus einem 
spezifisehen I tydroperoxydeffekt  und einem sehw/icheren un- 
spezifischen sogen. Lipideffekt besteht.  

Die bier mitgetei l ten Ergebnisse lassen als reine in-vitro- 
J3efunde noeh keinerlei Rfieksehlfisse zu, ob Prfip. LI-IPO in 
gleicher Weise auch im lebenden Organismus wirkt. Diese 
Frage bitdet den Gegenstand umfangreicher Untersuchungen 
yon M. Ratzenho]er und J. Zangger, worfiber in einer gemein- 
samen Arbeitsreihe a. a. O. beriehtet  werden wird. 

E i n l e i t u n g  

Eine  Reihe vorangegangener  Arbe i t en  befag te  sieh mi t  dem iiber- 
raschenden  Befund,  dab  be im Dispergieren hSher  ungesg t t ig te r  F e t t -  
sguren oder  ihrer  Der iva te  in re inem Wasse r  ein bes t immte r  Prozen tsa tz  
des e ingesetz ten P rgpa ra t e s  wasserlSslich wird 1. 

Wiederho l t  man  den Vorgang mi t  einer be s t immte n  Menge des Aus- 
gangsstoffes und  jedesmal igem Wasserweehsel ,  so kann  p rak t i seh  das 
gesamte  Ausgangsmate r i a l  in das  wasserlSsliehe P r o d u k t  f ibergeffihrt  
werdem Gearbe i t e t  wurde  s tets  un te r  Luf t zu t r i t t ,  ohne Zusatz  wei terer  
Stoffe, bei 40 ~ C, also un te r  durehaus  physiologisehen Bedingungen.  

Die A n n a h m e  lag somit  nahe,  dag  es sich hier u m  einen Vorgang 
hande ln  dfirfte, der  auch im lebenden Organismus ablaufen  und  yon  
Bedeu tung  sein kSnnte .  Diese {3berlegungen lieBen eine eingehendere 
Unte r suehung  der  R e a k t i o n  der  obgenann ten  Stoffklassen in Wasser  
wfinschenswert  erseheinen. Wei te rs  erschien es yon  In teresse  zu unter -  
suehen, welch6 biologisehen Eigensehaf ten  das aus diesen Verbindungs-  
klassen gewonnene wasserl6sliehe R e a k t i o n s p r o d u k t  besi tzt .  Die vor-  
l iegende Arbe i t  ber ieh te t  fiber die in v i t ro  e rha l tenen  Ergebnisse.  

Realctionsbedingungen 

Das Ausgangsmaterial  wird in der 50faehen Menge reinsten destillierten 
Wassers bei 40~ mit  1800 bis 2000 U/min unter  Luft  gerfihrt, die er- 
haltene milchige Emulsion durch entspreehende Fi l t ra t ion  geklgrt, bis 
eine optiseh v611ig blanke, wggrige L6sung erhalten wird, die das wasser- 
16sliehe Reakt ionsprodukt  enthglt,  welches bereits naeh halbsttindigem 
Rfihren naehweisbar ist. 

Mit zunehmender Rfihrdauer (bis zu 10 Stunden) steigt zungehst die 
5Ienge des wasserl6sliehen t~eaktionsproduktes an, worauf es bei weiterer Ver- 

1 E. Schauenstein, O. Gold und B. Pibus, Mh. Chem. 87, 144 (1956); 
E. Schauenstein und J. Biheller, Mh. Chem. 87, 158 (1956); 88, 132 (1958); 
E. Sehauenstein, Naturwiss. 43, 372 (1956); H. Bayzer, J. Biheller, H. Gaisch 
und E. Schauenstein, Mh. Chem. 89, 258 (1958). 

Anmerkung beg der Ko,~ektur: In  der neuesten Li tera tur  berichten 
A. F. Mabrouls und L. _R. Dugan [J. Amer. Oil Chem. Soe. 38, 9 (1961)] fiber 
ganz analoge Befunde, wonaeh beim Dispergieren yon Linolsgure in wgssr. 
Salzl6sungen eine wasserl6sliehe, gesgttigte, mSglieherweise vierfaeh hydroxy-  
lierte Fet tsgure  entsteht.  

5Ionatshefte fiir Chemic, Bd. 92/2 29 



444 E. Sehauenstein, G. Schatz und G. Benedikt: [Mh. Chem., Bd. 92 

l~ngerung der Rfihrdauer zu typischen Ver~nderungen in der Zusammen- 
setzung des t~eaktionsproduktes kommt, 

B i s h e r i g e  E r g e b n i s s e  f ibe r  d ie  e h e m i s c h e  Z u s a m m e n s e t z u n g  
des  w a s s e r l 6 s l i e h e n  R e a k t i o n s p r e d u k t e s  u n d  d e n  C h a r a k t e r  

de r  , , W a s s e r r e a k t i o n "  

Als Ausgangspraparat~ verwendeten wit Ag,12-Linolsiiureiithylester, der 
in reinster Form yon der ttormel-Foundation, Austin, USA, mit folgenden 
Kennzahlen hergestellt wurde: 

Jodzahl (W'i]s)  : 163,35 (bet.: 164,0); konjug. Diene ~ 0,1~ konjug. 
Triene und Tetraene : 0. 

Die zung~ehst eingehaltene Versuehsmethodik ist in Schema 1 dargestellt. 

S c h e m a  1 

Ausgangsmaterial I 

abgetrenntes 
01 I Ib  

O1 Va 

wasserbehandelt (bis zu 10 Stdn.) 

1 
Emulsion I I a  

Via 
neutraler Anteil 
oxyd. Gruppen: H202 
Polarogr.: Stufe --1,3 V 

, , E s t e r s ~ u r e  ~ 

Polarogr. : 
Stufe --0,75 V 

durch Linterss~ule nach Gaisch 1 
getrennt in 

klare w~grige L6sung Vb; enthfilt 
oxydierende Gruppen. 

Polarogr: Stufe --0,75 V und --1,3 V 

VIb 
saurer Anteil 
keine oxyd. Gruppen 
Polarogr.: Stufe --0,75 V 

/ ~  - /  ~ ~  

VIb/1 Vlb/2 
Polarogr. : 

keine Stufe 

Der erste Nachweis in L6sung gegangener Bestandteile eriolgte dureh 
UV-spektrometrische Untersuchung der blankfiltrierten w~Brigen Phase 
I I a .  Dabei konnte festgestellt werden, dab konjugierte Isomere der Aus- 
gangssubstanz I in I I a  in echter wagriger L5snng vorliegen (vgl. Abb. 1) 
Nunmehr wurde der Troekenrfickstand ans Vb auf seine Absorption im 
Ultrarot  nntersueht, wobei eine intensive Bande bei 2,95 ~ erkennen lieB, 
dub im wasser]Ssliehen Reaktionsprodukt Kydroxylgruppen enthalten 
sein mfissen (Abb. 2). Die weitere Untersuchung ergab nun, dab w~hrend 
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des Rfihrprozesses eine Versehiebung der Doppelbindungen aus der ur- 
sprfinglieh isolierten in die konjugierte Stel]ung eintritt ~, sowie Kydroxyl- 
gruppen in das Molekfil eintreten. Diese lassen sich - -  abgesehen yore UR- 
Spektrnm - -  auch durch den 
Farbtest  mit Kaliumperjodat zo[ . . . . . . . .  

und Stgrke, Ferrirhodanid and 
durch Bestimmnng der Og-Zahl /~"  
nachweisen. Mit der Einffihrung 
der polaren Hydroxytgruppen 
war nun die Wasserl6s]ichkeit 
des Reaktionsproduktes geklgrt, ~ t - -  
die nghere chemische Zusammen- / 
setzung blieb jedoeh noch unbe- [ / 
kannt. Als weiterer analytiseher / Befund sei hier die Identifizierung 
yon Carboxylgruppen im I~eakti- 
onsprodukt genannt, die mit UI~- -zo~ s a5 ~s ~J ~ 

Spektrometrie und potentiome- 
triseher Titration mSglieh warL Abb. 1. UV-Absorp t iousspek t rum der  b lank  fil- 

~,rierten wfii]rigen Phase II a 

Abb. 2. Ul~-Absorpt ionsspekt rum des Trockenr i icks tandes  aus V b  

Es zeigte sich, dag die Carboxylgruppen zu Halbestern yon Diearbonsguren 
gehSren, nnter denen die *thylmonoester  yon Kork-, Azelain- und Pime- 
linsgure yon SchlSgl ~ naehgewiesen werden konnten. Damit war eindeutig 
geworden, dag es bei der Reaktion in Wasser teilweise zu einer Spaltung des 
Ausgangsmolekiils gekommen sein mul~te. Diese Spaltung konnte nur 
oxydativer Natur  sein. Wenn es sieh also bei der Reaktion, die beim Ver- 
rfihren yon _~thyllinolat in Wasser einsetzt, um eine Oxydation handelt, 
so werden die vorhin erwghnten Kydroxylverbindungen nieht, wie wir 
ursprfing]ieh angenommen hatten 1, dutch Addition yon OIg aus dem Was- 
ser an die Doppelbindungen, sondern sieherlieh fiber intermedigre Per- 

2 K .  SchlSgI,  b i s h e r  u n v e r 6 f f e n t l i e h t e  V e r s u e h e .  

29* 
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oxyde  en t s t anden  sein, die bis lang noeh n ieht  naehgewiesen worden waren.  
E in  wei terer  Hinweis  auf  den o x y d a t i v e n  Charak te r  der  t~eakt ion ergub 
sieh aus der  Anwesenhei t  oxydie render  Bes tandte i le  in Vb ,  die, wie auf 
S. 452 ausgef i ihr t  werden wird,  als Wasse r s to f fpe roxyd  ident i f iz ier t  
werden konnten .  Tab.  1 s tel l t  die im G e s a m t r e a k t i o n s p r o d u k t  b isher  
identff iz ier ten funkt ionel len  Gruppen  und  Snbs tanzen  i ibersicht l ieh dar.  

T a b e l l e  1 

Neutral- Saute Nachweismethode 
Gruppe auteit Fr~ktionen 

Ester  . . . . . . . . . . .  + 
Carboxyl . . . . . . . .  - -  
Kydroxyl  . . . . . . .  + 
Hydroperoxyd . . .  + 
Konj.  C = C  . . . . . .  + 

Substanzen 
I - I 2 0 ~  . . . . . . . . . . .  + 

Korks&ure . . . . . . .  - -  
Pimelins/iure . . . . .  - -  
Azelainsiiure . . . . .  - -  

+ UR,  Verseifungszahl 
+ UR,  Ti t ra t ion 
+ UR, K.104, 0H-Zahl  
- -  Polarogr., Peroxydzahl  
+ UV 

+ 
+ 
+ 

Polarogr., Peroxydzahl, 
Katalase 

Papier chromatographie 

Der Naehweis  yon  wasserlSsliehen L ipope rox yde n  gelang an  wesent l ieh 
l~nger ger i ihr ten  Emuls ionen  (gf ihrze i t  mehrere  T a g @  Das Schema 2 
veranseh~ul ieht  den  nunmekr  gew~hlten,  abge~nder ten  Aula rbe i tungs -  
gang;  die hierffir mal~gebliehen Grfinde werden  auf Seite 449 mi tge te i l t  

werden.  

Fi ir  den Peroxydnachweis wurde die blank filtrierte w~13rige Phase 
I I a  naeh der Methode yon Hartraann a mit  Ferro-Ion und T i l l m a n n s  
~eagens  untersueht,  wobei Peroxydgehalte  yon ca. 30 ,( Peroxydsauer-  
stoff/ml festgestellt wurden, mit  Titansulfat  4 dagegen nur ein Bruchteil,  
etwa 50o/0, dieses Wertes. Diese Divergenz land  insofern eine Erkl~irung, 
als im F i l t r a t  nieht nur Lipoperoxyde, sondern auch iibeITasehenderweise 
H20 ~ nachgewiesen werden kormte. I-tiezu wurde die zu untersuehende 
LSsung erschSpfend mit  Chloroform extrahiert ,  die Chloroformextrakte 
vereinigt, eingeengt und naeh H a r t m a n n  a vermessen. Die restliehe w~iBrige 
L6sung wurde nach H a r t m a n n  und mit  Titansulfat  gepriift. Es ergab 
sich, dag die Summe der Peroxydwerte  (PO-Werte) des Chloroformaus- 
zuges und der restliehen w~iBrigen LSsung dem in der urspriingliehen, 

J .  Glavind und S. Har tmann ,  Acta chem. s tand.  9, 497 (1955). 
4 W.  Lepper,  Chemiker-Ztg. 66, 314 (1942). 
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w/iBrigen L6sung naeh H a r t m a n n  gemessenen PO-Wer~ entspraeh. Die 
urspriingliehe, w~iBrige L6sung mugte  also enthal ten:  
1. ein nur in ~u 16sliehes Peroxyd,  das sowohl mit  Titansulfat  als 

auch nach der Methode yon H a r t m a n n  positiv reagiert,  
2 .  ein wasser- und lipidlSsliehes Pe roxyd ,  das nut  naeh H a r t m a n n  posit iv 

reagiert.  

S c h e m a  2 

Ausgangsmaterial  I 

abgetrenntes 
Ol II b 

wasserbehandelt  (bis zu 10 Tage) 

w/igrige Emulsion I I a  

blank filtrieren 

mit  NaHCOa neutralisieren 

w/igr. Phase enth/ilt  
saure Komponentcn 

und H~O2 

mit  Chloroform extrahieren 

i 
Chloroformextrakt 

enth~tlt Lipidhydroperoxyde 
Polarogr.:  Stufe - -1 ,0  V 

eindunsten 

Troekenrfickstand III 

dispergieren mit  H~O und 
fi!trieren 

r 
klare w~igrige LSsung IV , ,LHPO" 

enth~tlt Lipidhydroperoxyde,  
Polarogr.:  Stufe - -  1,0 V 

Das erstgenannte Peroxyd konnte auf Grund des Polarogramms (Stufe 
bei - -1 ,3  V) und der spezifisehen Zersetzbarkeit  dureh Xatalase cinwand- 
frei als Wasserstoffperoxyd identifizier~ werden. Das unter  2. genannte 
Lipidperoxyd konnte ebenfalls polarographiseh als Lipidhydroperoxyd 
identifiziert werden, und zwar auf Grund einer Stufe b e i - - 1 , 0  V (Abb. 3). 

Wil l  m a n  das  vorl iegende,  reichlich komplexe  Stoffgemiseh anf bio- 
logische Nigensehaf ten  tes~en, so ergibt  sich als erstes die Fo rde rnng  
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nach m6glichst weitgehcnder Fraktionierung und Aussonderung m6glichst 
homogener Fraktionen. Die Auswah] der zu eliminierendcn Bestandteile 
Mrd einerscits durch die Toxizit~t der KOlUponenten bestimmt, anderer- 
seits durch das Interesse, das ihrer biologischen Testung zukommt. 

In  Tierversuchen, die Mayersbach mit dem Gesamtprodukt Vb (Sche- 
ma 1) durehgeffihrt hatte 5, ergab sich cindcutig, dag die sauren Bestand- 
teile vor al]em auf das Nierenepithel yon M~usen und t~atten ziemlich 

-o,s -7,o -1.5 Y 

Abb. 3. P o l a r o g r a m m  des Trockenri lckstandes  I l I  (gem. Schem~ 2) 
Diagr.  a :  4 , 6 5 m g  Pr/ip. L H P 0  (akt .  02 ~ 80y) ia  101]]1 0 , 3 m  LiC1-Benzol-Methanoi ( i : l ) .  Emp-  

findlichkei~ 300 
Diagr.  b: 8,0 m g  L H P O ,  reduziert  mi t  SnCI2 in 10 ml obiger  L0sung,  Empf .  = 300 
Diagr.  c :  14,9 m g  L t t P 0 ,  hyclriert m i t  Lindlar-KataIysator in 10 ml obiger  L6sung, Empf .  = 300 
Diagr.  d:  Grunds t rom des reinen L6sungsmit te ls ,  Empf .  = 300 

toxisch wirken. Andererseits sind die Wirkungen yon Fetts~uren auf den 
Zellstoffweehsel so weitgehend untersucht worden ~, 7, dab auch aus diesem 
Grund eine Eliminierung der sauren Bcstandteile wiinschenswert erschien. 
Das glciche gilt auch fiir das Wasserstoffperoxyd s-l~ 

Von Interesse dagegen crschien die biologische Untersuchung der 
neutralen Komponenten, insbesonders der wasserlSslichen Lipidhydro- 
peroxyde ; liegt doeh hier eine Gruppierung vor, die auf Grund der Befunde 
mit dem Wasserstoffsuperoxyd eine wirksame Beeinflussung des Zell- 
stoffwechsels vermuten lgBt. 

s H.  Mayersbach, bisher unverSffentliehte Versuche. 
6 2". Samson, A .  Katz  und D. Harris, Arch. Bioehem. Biophys. 54, 406 

(1955); K.  Sugurawa et al. Ref.: C. A. 53, i4219a; S. V. Beck, Bioehem. J .  
29, 2424 (1935); B. Pre88ma~z und H. Lardy, Biochem. Biophys. Aeta 21, 
458 (1956). 

P.  Schole]ield, Canad. J. Biochem. Physiol. 34, 1211 (1956). 
s O. Warburg, W. Schr6der und H. Gattung, Z. Naturforschg. 15b, 163 

(1960). 
9 H. Holzer und S. Fray/c, Angew. Chem. 70, 570 (1958). 
lo p .  Glogner, H.  Wol] und H. Holzer, Bioehem. Z. 332, 407 (1960). 
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Aus diesen Griinden wurde die Aufarbeitung der 10-Tage-Riihransittze 
gem~B Schema 2 entspreehend abgefi.ndert. Der wesentliehe Untersehied 
zwisehen den in Schema 1 und 2 dargestellten Arbeitsweisen besteht in der 
Eliminiernng der ehromatographisehen Trennung, wodnreh gem~g Sche- 
ma 2 erreieht wird, dab die gesamten Neutralanteile in den Chloroform- 
extrakt iibergehen. Die klar filtrierte LSsung IV enthglt dnrehsehnitt- 
lieh 0,2% Troekenriiekstand, der, wie aus den UP~-Spektren hervorgeht, 
nut  mehr ans Fetts~ureestern besteht (Abb. 4); auBerdem sind dnrch 
Banden bei 6,05 und 10,25 ~ C=C-Bindungen und auf Grund der Bande 
bei 2,94 ~. OK-Grnppen naehweisbar. An der Entstehung der OK-Bande 

; ) i ) - - i  9 1) J; 1~ z5 , ;y 
Abb. 4. UR-Absorp t ionsspek t rum des Trockenr i ickstandes  aus IV;  

Spek t rum a:  unbehandel t  
Spek t rum b:  mi t  SnClz reduzier t  

bei 2,94 ~a sind sicher aueh Kydroperoxydgruppen beteiligt, die sich im 
Polarogramm des Troekenriiekstandes yon L6sung IV, gelSst in Benzol- 
Methanol 1:1 mit LiC1 (0,3 m) als Leitelektrolyt, in einer eharakteristi- 
sehen Stufe mit E~  = - -  1,0 V zu erkennen geben (Abb. 3). Der Gehalt 
des Troekenriiekstandes an Peroxydsauerstoff betrggt dnrehsehnittlieh 
20 y/mg. Das Durehsehnittsmolekntargewieht, bestimmt naeh Bast (in 
Menthol), betrggt 340 • 10yo. Unter der Annahme eines Monohydro- 
peroxyds ergibt sieh somit sein Anteil am Troekenriiekstand aus L6sung 
IV zu mindestens 40~o. Die Bande bei 10,25 ~ 1/tBt Mlgemein anf sine 
- -CH=CH-Gruppe  sehliegen, wobei es sieh sowohl nm eine isolierte, 
trans-olefinisehe, als aueh am sine in Konjugation stehende C=C-Gruppe 
handeln kSnnte. Die Zuordnnng wird erleiehtert dureh das UV-Spektrum, 
das ein klares Maximum bei 45 800 v' erkennen l~Bt (Abb. 5). Wie der 
Vergleieh mit den Spektren yon Crotonstture, Aeryls/ture oder Oetadeeen- 
s/ture ergibt, ist die genannte Bande mit aller Wahrseheinliehkeit der 
Grnppierung --CK=CI-I--COOR znzuordnen. Fiir diese Interpretation 
sprieht aueh die Tatsaehe, dab im Polarogramm, ansehliegend an die be- 
reits erw/thnte Iiydroperoxydstufe,  eine Stnfe mit E 5  = -  1,45V anf- 
tritt ,  die ohne weiters tier oben genannten Gruppierung angehSren k6nnte 
(Abb. 3). 
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/@7E' 
#0 

- o , 5  

Als weiterer Beweis sowie zur quanti tat iven Bestimmung wurde der 
Troekenrfiekstand aus LSsung IV naeh vorheriger Reduktion der Hydro- 
peroxydgruppen mit  SnC121~ mit dem Katalysator  naeh L i n d I a r  hydriert, 

~0 ~5 xTOJ~ ' 00 

Abb. 5. UV-Absorpt ionsspek~rum 
des Trockenr i icks tandes  aus  I V  

in -~thanol 
Spek t rmn  1: voI1 ausgezogene 

K u r v e :  2ri~parat L H P O  
o o o o o o :  nach Redukt ion  

m i t  SnCI~ 
Spek t rum 2: L H P O ,  hydr ie r t  

m i t  Lindlar-Katalysator 
S p e k t r u m  3: L H P O ,  hydr ie r t  

mi t  Adams-Katalysator 

welcher bekanntlich isoliert-st/~ndige Doppel- 
bindungen nicht hydriert 12. Es ergab sieh ein 
Wasserstoffverbraueh yon durehsehnittlieh 
20 ml I-I2/g. Naeh vollzogener Hydrierung 
sind sowohl die Bande 10,25 ~z im UR- 
Spektrum (vgl. Abb. 6) und das UV-Maximum 
45 800 v' (vgl. Abb. 5) als aueh die polaro- 
graphisehe Stufe bei E ~  = -  1,45V nieht 
mehr feststellbar (vgl. Abb. 3). Daraus kann 
gefolgert werden, dab der Troekenrfiekstand 
aus L6sung IV etwa 25 ~o einer Komponente ent- 
h~lt, die die Gruppierung - - C H = C K - - C O O R  
aufweist. Das naeh der l~eduktion des Hydro- 
peroxyds und Kydrierung mit L i n d l a r - K a t a l y -  

sator erhaltene Produkt  wurde nun noch mit 
Plat inoxyd nach A d a m s  hydriert. Es ergab 
sieh ein Wasserstoffverbraueh yon 39 ml/g. 

Zusammenfassend 1/~Bt sieh bisher fiber die 
Zusammensetzung von Troekenriiekstand aus 
L6sung IV folgendes sagen: 
1. Das Durehsehnittsmolekutargewicht betr~gt 
340• 10~ . 
2. Das Pr~p. besteht somit durchsehnittlieh aus 
Cls-Fet~si~ureestern. 

Abb. 6. UR-Abso rp t i ons spek t rum des Trockenrf ickstandes  aus  I V :  
Spek t rum a :  Nach  H y d r i e r u n g  mi t  Lindlar-Katalysator 
Spek t rum b:  Nach  l t y d r i e r u n g  m i t  Adams-Katalysator 

Der Gehalt an I-Iydroperoxydsauerstoff betrggt durehsehnittlieh 2.10-2g/g; 
dem entspri~ehe, umgereehnet auf Cls-Monohydroperoxyd, ein Gehalt 
yon rund 40~ 
11 O. Privett ,  W.  Lundberg et  al., J. Amer. Oil Chem. Soe. 30, 61 (1953). 
12 C. Lindlar ,  Helv. Chim. Acta 35, 446 (1952). 
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4. Eine Komponente mit der Gruppierung - -Ct t=CH--COOR ist wahr- 
seheinlieh zu rund 25~ anwesend. 

5. Aus der Int.ensitgt der Ott-Bande bei 2,94 ~ im Vergleieh zur Ct-I~-Bande 
bei 3,41 ~z kann auf die Anwesenhei~ yon tIydroxylgruppen gesehlossen 
werden. 

Aus dem Gesagten ergibt sich somit, dab die im Troekenriiekstand 
aus LSsung IV enthaltenen Fettsgureester-~ydroperoxyde eine grund- 
sgtzlieh andere chemisehe Konstitution aufweisen mfissen als die bisher 
bekanntgewordenen Linolsguremonohydroperoxyde la. Diehiermit erst- 
malig gefnndenen Esterhydroperoxyde erwiesen sieh als recht labile 
Stoffe, die sieh in ihrem LSsliehkeitsverhalten nut sehr wenig yon den iib- 
rigen Bestandteilen des genannten Troekenrtickstandes unterseheiden, wes- 
halb ihre Abtrennung bisher nieht gelungen ist. 

Aller Wahrseheinlichkeit naeh handelt es sieh also um bisher noeh 
nicht bekannte wasserlSsliehe Cls-Kydroperoxyde, deren Einflul3 auf den 
Zellstoffweehsel im folgenden besehrieben werden soll. 

B i o l o g i s c h e  W i r k u n g e n  des w a s s e r l 5 s l i c h e n  R e a k t i o n s p r o -  
d u k t e s  

1. Pri~parat Vb, Via,  VIb 

Die ersten orientierenden Versuche wurden mit Prgparaten durch- 
geffihrt, die n~ch 10stdg. Rfihren gem~g Schema 1 gewonnen worden warem 
Wie bereits berichtet ~4, zeigen die eingangs gen~nnten 3 Prgparate bei 
Ehrlich.Asdtes-Tumorzellen eine eindeutige t temmung der ~eroben und 
anaeroben Glykose und der Atmung. Weiters konnte festgestellt werden, 
dug die oxydierenden Gruppen, die in Prgp. V b und VI a anwesend sind, 
am Hemmeffekt mal3geblieh beteiligt sein miissen. 

FCtr diese und alle weiteren Versuehe wurde zungehst der Gehalt der 
Prgp. Vb und Via an aktivem Saaerstoff kolorimetriseh mit sehwefelsaurer 
Tifansulfat-L6sung ermittelt und daraus die maximal freisetzbare Menge 
Sauerstoff in ~zl erreehnet, hierauf Katalase zugesetzt und die entwiekelte 
Gasmenge gemessen. 

Versuehsbedingungen (Warburg-Apparatur) : t = 37 ~ C, GesamWolumen 
5,5 ml, 0,5 ml Suspension yon Kafalase (Boehringer) im Ansatz, Versuehs- 
raum Luft, Mittelwerte aus je drei Bestimmungen. Die Brauehbarkeit der 
Methode wurde mit gesgellgen H202-L6sungen iiberprfift. 

Dabei zeigte sieh eindeugig, dab der gesamte in Prgp. Vb und Via  ent- 
haltene aktive Sauerstoff dutch Katalase als gasfSrmiger O2 (ber. 33,0 ~1, 
gef. 32,5 ~1, d.s.  98,5% d. Th.) in Freiheig gesetzt werden kann. Da 

la Zusammenfassende Darstellung: W. Franlce, Ergebn. Enzymforsehg. 12, 
89 (1951). 

1~ E. Schauenstein und G. Schatz, Fette, Seifen, Anstriehmittel 51, 1068 
(1959). 
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Katalase bekanntlieh nur 1-1202 spezifiseh spaltet, konnte angenommen 
werden, dab der in Pr~p. Vb nnd Via gelundene aktive Sauerstoff in 
dieser Form vorliegt. Best~tigt wurde diese Annahme einerseits dureh das 

Polarogramm, das die fiir 
o H202 typisehe Stufe bei 

o O  o E�89 = - -  1,3 V zeigte, 
~ andererseits dadureh, dab 

der in den w~Brigen L6sun- 
gen yon Pr~p. Vb und VIa  
gefundene aktive Sauerstoff 

IoOo aueh bei e~sehSpfender Ex- 
traktion mit Fettl6sungs- 
mitteln (~ther, Pet rol~ther, 
Chloroform) in der w~grigen 
Phase quantitativ zuriiek- 

o bleibt, w~hrend die gesamte 
w~gbare Substanzmenge 
des wasserlSsliehen Pr~p. in 

, , , , das FettlSsungsmittel geht. 
o " , Io z,s ~,o 4,o 4 o  

-~ 7s-~ ~/z ~ o z ,- Erwartungsgem~l~ ist 
Abb. 7. Dosis-Effekt-Kurven yon PrKp. V b and H202: n a e h  der Katalase-Einwir- 

ro l l  ausgezogene Kurve :  crhMten mi t  Prgp. V b  kung aueh die Kemmwir- 
o o o o o o:  erhalten mi t  II20z 

kung der Pr~io. Vb und Via  
auf Atmung und G~trung der Tumorzellen praktisch versehwnnden (Tab. 2). 
Bezieht man sehlieglieh die Hemmung der anaeroben GKrung auf die ein- 
gesetzte Menge yon aktivem Sauerstoff, so ergeben sich fiir die Pr~p. Vb 
und Via  sowie fiir H202 vSllig identisehe Dosis-Effekt-Kurven (Abb. 7). 

Tabel le  2 

Zusatz yon Vb,  so d~g Wie nebenan 
2,5.  i0  ~m/I I-I~O~ § 100y 
Endkonzentra t ion KatMase 

95% ~3% Ggrungs- 
hemmung 

92% --3% 

Tumorzellen gleiehzeitig mit 
V b und Katalase ver- 
Setzt 

V b vor dem Versueh 1/~n- 
gere Zeit mit Katalase in- 
kubiert 

Somit kann gesagt werden, dab die Hemmwirkung yon Pr~p. V b and 
V I a  auf Atmung und G~rung von E h r l i c h . T u m o r z e l l e n  im wesentlichen 
durch den Gehalt an H202 bewirkt wird, d~s bei der ,,Wasserreaktion" 
entstanden sein mnB. Daraus ergibt sich, daft diese l~eaktion zwar sicher- 
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lieh a!s Antoxyda t ion  anzusehen ist, dab aber die in groBem i )be rsehug  
anwesende w~13rige Phase wesentliehe Modifizierungen bedingt. Soweit 
uns bekannt ,  ist das Auf t re ten  yon  Wasserstoffperoxyd bei Autoxyda t ion  
h6her unges/~ttigter Fettsiiuren bisher noeh hie exakt  bewiesen worden. 
Wohl  5ugerten Michelin und Pschennowa 15 diesbez/iglieh Vermutungen,  
jedoeh lediglieh auf Grund der positiven l~eaktion mit  Titansulfat,  die 
ftir t I202 keineswegs spezifiseh ist. 

Die betr~ehtliehen eytotoxisehen und radiomimetisehen Wirkungen 
des ~Vasserstoffperoxyds sind bereits seit l~ngerem bekannt  und ausftihr- 
]ieh untersueht  worden 1~, ~7 

Auch das peroxydfr,-ie VIb-Prgp.  zeigt eine sebwaehe t temmung der 
Atmung und G~rung der Ehrlich-Tumorzellen, ein Effekt, der mit dem fiir 
Fetts/turen und andere oberfl~ebenaktive Stoffe bereits bekannten unspezifi- 
seben Hemmeffekt 7, is identiseh sein d/irfte, ida aueh Pr/ip. V b und V ia  
oberfI~iehenaktive Fetts/~ureketten enthalten, zeigen aueh sie diesen Effekt, 
der jedoeh gegen/iber der starken Hemmaktivit~it des gleiehzeitig anwesenden 
I-I202 quantitativ kaum ins Gewicht fiillt. 

Da es sieh bei den Ilemmwirkungen der Pr~p. Vb, VIb  und Via  (I-I20~- 
~Virkung und unspezifisehe W'irkung oberfl/iehenaktiver Stoffe) um bereits 
bekannte Effekte handelt und aul~erdem toxisehe Wirkung der sauren Kom- 
ponenten beobaehtet worden waren 5, wurde die Untersuehung der genapmten 
Pr/iparate nieht mehr fortgesetzt. 

Wie bereits erwghnt,  t reten bei wesentlieh lgngerem Riihren wasser- 
16sliehe Lipidhydroperoxyde auf, deren biologisehe Untersuehung yon  
betrgehtl iehem Interesse erschien. Wit verwendeten daher nunmehr  fiir 
die weiteren Versuehe die wasserlSsliehen ]~eaktionsprodukte ans 10-Tage- 
Riihransgtzen,  naehdem das H20~ und die sauren Bestandteile, wie auf 
S. 449 besehrieben, abgetrennt  worden waren. Znm Einsatz kam somit 
die in Schema 2 mit IV bezeiehnete klare L6sung, fiir die aueh die Kurz-  
bezeiehnnng , ,L t IPO"  eingefiihrt wurde, um den darin anwesenden Lipid- 
hydrope roxyden  Reehnung zu ~ragen. 

2. Klare wii[3rige L6sung , ,LHPO" 

Zun~chst wurde das Verhalten gegeniiber Katalase gepriift: 5,0 ml einer 
LHP0-LSsung mit 39 y aktivem O2/1 gab in der Warburg-Apparatur bei 
25~ mit 0,5 ml Katalase-L6sung (Versuchsraum Luft) nur 2 ml Gas, w/~h- 
rend sieh 149 ml 02 berechnen lieBen. 

~ D. Michelin und K. Psehennowa, Biokhimiya 11, 437 (1946); 13, 76 
(194S). 

16 O. Warburg, W. SchrOder, H. Gewitz und W. V61lcer, Z. Naturforschg. 
13b, 591 (1958). 

17 t~. Dickey et al., Proe. Natl. Aead. Sei. U. S. 35, 581 (1949); P. Dustin ]r. 
und C. Gompel, C. R. soc. biol. 143, 874 (1949). 

as p.  Schole/ield, Canad. J. Bioehem. Physiol. 34, 1227 (1956). 



454 E. Schauenstein, G. Schatz trod G. Benedikt: [Mh. Chem., Bd. 92 

Zum grunds~tzlichen Untersehied yon H~O2 wird also der akt ive Sau- 
erstoff von L H P O  durch Katalase n i c h t  in Freiheit gesetzt, d .h .  dab die 
wasserlSslichen Lipid-Hydroperoxyde dutch Katalase nicht  spaltbar sind. 

Dann wurde der EinfluB yon  L H P O  auf die A tmung  und G~trung der 
Ehrlich-Ascites-Tumorze]Ien untersueht,  wobei die Kurve  i der Abb. 8 er- 

hal ten wurde. 
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Abb. 8. Dosi~-Effekt-Kurven: 
Kurve I :  Hemmung der anaeroben G~rung und tier Atmung 

yon Ehrlich-Ascites-Tumorzellen dutch P ~ip. LHPO 
Kurve 2: G~irungshemmung ] dureh das mit SnCI~ reduz. 
Kurve S: Atmungshemmung ~ Pr~parat 

Versuchsbedingungen : 
Ansatz im Warburg-Kolben: 

a) Anaerobe Glykolyse : 
1,0 ml doppelt konzentrierter 

Krebs-Ringer -Bic urbonat- 
puffer (pH = 7,4, mit 1% 
Glucose) und 1,0 ml Wasser 
(bzw. Hemmstoffl6sung), 
0,5 ml isotoner glueosefreier 
Puffer mit 45 B1 (=  1,5 �9 107 
Zellen) im Seitenarm. Start 
der l~eaktion durch Zukip- 
pen der Zellen. Gasphase: 
95% N2 + 5% C02, Temp. 
37 ~ C, ausgewertete Zeit : 20. 
bis 50. Minute. 

b) Atmung: 1,0 ml dop- 
pelt konzentrierter Kreb,~- 
Ringer-Phosphatpuffer (bei 
Messung der Glucose-At- 
mung mit 1% Glucose) und 
1,0 ml Wasser bzw. Hemm- 
stoffl6sung, 0,2 ml KOH im 
Einsatz. Zugabe yon 0,5 ml 

isotonem glucosefreiem Puffer mit 45 ~1 Zellen vor dem Angleichen der 
Warburg-Gef~Be; Gasraum: Luft, Temp. 37 ~ C, ausgewertete Zeit: 20. bis 80. 
Minute. 

Das Diagramm zeigt, dab durch LI-IPO Atmung  und anaerobe Glyko- 
lyse glcich stark gehemmt  werden. Die Halbwertsdosis liegt bei 0,38 g/1, 
das entsprieht einer fund  10 -3 molaren LSsung*. Die Feststellung einer 
gleich starken H e m m u n g  yon  Atmung  und G~rm~g ist insofern bemerkens- 
weft, als sieh damit  L H P O  in seiner Wirkungsweise nicht  nur yon  den 
Pr~paraten von Shuster 19, sondern ve t  al]em auch yon H~O~ 9, E 39 z~ und 
RSntgenstrahlen 16 grunds~tzlich unterscheidet. I{ierauf wird sp~ter 
noch ausfiihrlieh zurfickzukommen sein. 

19 C. Shuster, Prec. See. Exptl. Biol. Ned. 90, 423 (1955). 
2o H. Holzer, E. Holzer und G. Nchultz, Biochem. Z. 326, 385 (1955). 

* Bezogen auf die als Wirkungstr~ger erkannten Qs-Hydroperoxyde,  
ergibt sich eine Halbwertskonzentration von 4 bis 5. 10-4m/1. 
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Um den Einflug eines Katalasezusatzes auf die festgestellten Hemm- 
aktivit~iten zu untersuehen, wurden zu 0,5 g/1 LKPO (mit einer Garungs- 
hemmung yon 790 )  100 y Katalase/2,5ml Gesamtvolumen zugesetzt 
und 72% G~rungshemmung gemesse~. Daraus ergibt sieh, dag der Kata- 
]asezusatz die Hemmwirkung nicht verringert, in Ubereinstimmung mit 
dem auf S. r mitgeteilten Befund, wonach Katalase die Lipidhydro- 
peroxyde in L6sung IV nieht zu zersetzen vermag. 

Der unmittelbare Beweis daf/ir aber, dab die wasserl6sliehen Lipid- 
hydroperoxyde der wesentliehe Trgger der I-Iemmwirkung auf dieAtmung 
und G~rung der Tumorzellen sind, konnte schlieBlieh durch selektive 
Reduktion der LI tPO und naehtr~gliehe Messung der Itemmaktivit~ten 
erbraeht werden. 

tIiezu wurde LSsung IV naeh Privett  und Lundberg 11 mit SnC12 in 
salzsaurer LSsung reduziert, wobei die OOH-Gruppen in I-Iydroxylgruppen 
umgewandelt werden, ohne dal3 sonstige ehemisehe Ver~nderungen ein- 
treten, wie unter anderem aueh aus dem Ultrarotspektrum hervorgeht 
(Abb. 4, Kurve b). Die OOI-I- und die OH-Gruppen besitzen im 3 ~-Ge- 
bier die gleiehe Absorptionsbande, so dab verst//ndlieh wird, dal3 LHPO 
und rednzierte L6sung in diesem Gebiet gleiehe Absorption aufweisen. Das 
reduzierte Pr~iparat unterscheidet sieh also, sower die bisherigen Messun- 
gen erkennen liel3en, vom Ausgangspr/iparat LKPO nur dadurch, dal3 es 
s tat t  der t tydroperoxydgruppen I-Iydroxylgruppen enth~ilt. Da beide 
Gruppen aueh ann~hernd gleiehe I-Iydrophilie aufweisen, war diese An- 
derung ftir die dureh Oberfls bedingte biologisehe Wirkung 
der Praparate ohne wesentliehen Belang. Damit konnte die Wirkung der  
Hydioperoxydgruppen dureh Differenzmessung ausreiehend exakt er- 
mittelt werden. Die Kurven 2 und 3 der Abb. 8 zeigen die ermittelten 
Dosis-Effekt-Kurven. 

Man ersieht daraus eindeutig, dab die ttydroperoxydgTuppen die eigent- 
lichen Wirkungstr~ger im Pr~p. LHPO sein mfissen. 

Die aueh naeh der Reduktion verbleibende geringffigige Itemmwirkung 
beruht offensiehtlieh auf dem bereits erwghnten unspezifisehen Effekt ober- 
flgehenaktiver Fetts~ureketten, der aueh in den Pr/ip.. Vb, VIb. Via auf- 
getreten war und natfirlich aueh bei L6sung IV vorhanden sein muB. 

Welters folgt aus Abb. 8, dab die IIydroperoxydgruppen tats~ehlieh die 
Atmung und G/irung gleich stark hemmen. 

U n t e r s u e h u n g e n  f iber  d e n  W i r k u n g s m e o h a n i s m u s  v o n  
P r ~ , p a r a t  L K P O  

Die bisher geschilderten Untersuchungen ergaben, dab LHPO den Zelt- 
stoffweehsel zum gr6 Bten Teil fiber die I-Iydroperoxydgruppen hemmt und diese 
I-temmung dureh Katalase nich~ beeinflugt wird. Diese Tatsache erseheint 
verst~ndlieh, naehdem gezeigt werden konnte, dab die Hydroperoxydgruppen 
yon LHPO durch Katalase nieht zersetz~ werden. 
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Es ergab sich ferner, dab die t Iydroperoxydgruppen von LHPO At- 
mung und G~rung gleieh stark hemmen. Altein gus dieser bemerkens- 
werten Tatsaehe kann gesehlossen werden, dab der Wirkungsmeehanismus 
yon d e n  des H~02 verschie3len sein mug ; denn bei H~02 setzt die Atmungs- 
hemmung erst bei Xol~zentratior~en ein, die die anaerobe Glykolyse sehor~ 
nahezu vollstgndig gehemmt habe~ ~1. H2Oz 1st ein spezifisehes Glykolyse- 
gift, yon den  man annehmen mug, daft der wesentliehe Tell der Atmungs- 
hemmung indirekt dureh vollstandige Glykolysehemmung bewirkt wird. 
In  ~bereinst immung damit beobaehtete man diese Verh~ltnisse an Aseites- 
und I-Iefezellen aueh bei allen bisher bekannten reinen Glykolyse-Kemm- 
faktoren, wie Monojodaeetat 2~ 2~, Menadion 23 und Athyleniminoehino- 
hen 2~ I-Iiezu muft noeh erw~hnt werden, daft die genannten Faktoren 
keineswegs Mle an der gleiehen Stelle der Glykolysekette angreifen. 

Da nun LI-IPO Atmung und G~rung gleieh stark hemmt, kann es sieh 
um kein reines Glykolysegift handeln; es mug vielmehr ein grunds~tzlieh 
versehiedener Wirkungsmeehanismus vorliegen. 

Naeh Holzer  und Mitarbeitern hemmt K~02 die Glykolyse yon Aseites- 
Tumorzellem fiber eine Verringerung des intrazellul~ren Diphosphopyridin- 
nueleotid-spiegelsL Da Nieotinsaureamid den Abbau yon DPN hemmt,  
gleiehzeitig aber aueh seine S3mthese f6rdert, wird verstandlieh, daft die 
dureh I-I202 bewirkte Giirungshemmung dureh Zugabe yon Nieotinsaure- 
amid wieder aufgehoben werden kann. Dies konnten wir aueh ffir den 
yon uns untersuehten Tumors tamm best/itigen. 

Wird demnaeh eine Glykolysehemmung dureh Zusatz yon Nieotinamid 
nieht aufgehoben, dann kam~ sie nieht dureh eine Verringerung yon DPN 
bewirkt worden sein, wie z. B. bei Monojodaeetat als Kemmstoff  gefunden 
werden konnte L 

Die dureh LKPO bewh'kte Glykolysehemmung wird nun durek Zu- 
satz yon Nieotins~ure~mid tatsi~ehlieh nieht beeinflugt: Eine L6snng yon 
0,5 g/1 L t tPO (G~rungshemmung 81 ~ ) zeigte naeh Zusatz yon Nieotin- 
s~ureamid (2. l0 -~ m/l, Gesamtvolumen 2,5 ml) eine Garungshemmung 
yon 8 0 ~  Dies macht es aufterordentlieh unwahrseheinlieh, daft L K P O  
fiber eine Senkung des DPN-Spiegels die G~irung hemmt, was anschlieftend 
dureh direkte enzym~tisehe Messungen eindeutig gekl~.rt werden konnte. 
t]2iezu wurde zun~chsg an Aseites-Tumorzellen eine Eiehkarve n i t  I-]i20~ 
als Vergleiehsbasis erstellt. 

Im wesentliehen wurde dabei naeh den Angaben yon Holzer ~ gearbeitet 
und die Volumina ftir unsere Versuehsbedingungen geringfiigig modifiziert: 

21 G. Schatz,  Dissertation Universit/it Graz (1960). 
~ H.  HoIzer et, al., Bioehem. Z. 327, 195 (1955). 
za H.  T iedemann,  H.  Risse und J .  Born,  Z. Naturforsehg. 13b, 157 (1958); 

L. Kiesow,  Z. Naturforsehg. 14b, 490 (1959). 
~ H.  Holzer, P .  Glogner and G. Sedlmayr ,  Bioehem. Z. 330, 59 (1958). 
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Der  v i e r zehnfaehe  I n h M t  eines Warburg-Kolbens wurde  30 1Vfin. bei  37 ~ C im 
B r u t s e h r a n k  s t r eng  a n a e r o b  u n t e r  ge legen t l i ehem U m s e h 6 t t e l n  inkub ie r t .  
D a r a u f  w u r d e n  5 ml  e n t n o m m e n  u n d  d a n n  in zwei P a r M l e l b e s t i m m u n g e n  im 
Warburg-Apparat die a n a e r o b e  Glykolyse  gemessen.  Von  den  v e r b l e i b e n d e n  
12.2,5mi = 30ml L6sung wurden die darin enthaltenen 540 ~I Zellen 
abzentrifugier6 und zwein~al mit isotoner KoehsalzlSsung gewasehen. Dutch 
Zusatz yon 2ml 6proz. HCIO4 wurde enteiweiBt, das Sediment abzentrifugierL 
und der ~berstand mit 
K O H  neu t ra l i s i e r t .  Naeh-  
d e m  auf  ein E n d v o l u m e n  
yon  3 ml  aufgef~illt w o r d e n  
war, wurde der KCI04- 
1N~iedersch]ag abzentrifu- 
giert und 2 ml der iiber- 
stehenden klaren L6sung 
in den op~ischen Test 
Mngesetzt. Optiseher 
Teat: 0,irnl 96~ ~thanol, 
0,04 ml  1 m Semicarbaz id -  
I-IC1, 0,02 m] 2 n NaOI-I 
2,0 ml  Tes t l6sung,  3,34 ml  
Glykokol l  - 1XXa - Py rophos -  
p h a t p u f f e r ,  pI-I = 8,7 
(0,2 m). V e r m e s s e n  wi rd  
die E x t i n k t i o n  bei  366 m~z 
gegen ~Tasser vo r  u n d  
n a c h  Z u s a t z  v o n  0,0i  ~ 1 
(ea. 0,03 m g  E n z y m p r o -  
rein)  A lkoho ldehyd r ogen -  
ase (Fa. Boehr inger ) .  Die 
Ex t i nk t i ons~ .nde ru ng  is t  
p r o p o r t i o n a l  der  ur-  
spriinglieh vorhandenen 
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Abb. 9. Hemmung der anaeroben G~rung yon Ehrlich- 
Ascites-Tumorzellen in Abh~ng[gkeR yore DP1N--Abfall: 

Kurve 1: mit Pr~,p. LHPO 
Kurve 2: mtt tt~02 

DPN-Menge. F@r die Absolutberechnung der DPN-~engen wurde der von 
B/~cher 25 angegebene Extinktionskoeffizient verwendet. Die lineare Abh~ingig- 
keit der Extinktions~nderung yon der eingesetzten DP~N-~ienge wurde mit 
einem DPl~-Pr~iparat kontrolliert. 

Abb. 9 zeigt die Abh~ngigkeit der Glykolysehemmung vom DPN-Ab- 
fMl, wobei Mch der yon Ho/zer 9 ermittelte Wert der dargestellten Kurve 
ausgezeichnet einffigt. Da R6ntgenstrahlen die @lykolyse tiber intermedi~r 
gebi]detes YVasserstoffperoxyd hemmen, ist in diesem Zusammenhang eine 
vo l l  Maass u n d  M i t a r b e i t e r n  ~6 a n  Yoshida-Aseites-Zellen ffir  R O n t g e n -  

s t r a h l e n  e r s t e l l t e  K u r v e  y o n  I n t e r e s s e ,  d ie  e r w a r t u n g s g e m ~ f t  i m  w e s e n t -  

l i c h e n  d e n  g l e i c h e n  V e r l a u f  ze ig t .  D ie  K u r v e  1 d e r  A b b .  9 e r g i b t  s o m i t ,  

d a b  d e r  i n t r a z e l l u l ~ r e  D P N - S p i e g e l  u m  m i n d e s t e r t s  40 b i s  50 ~o s i n k e n  muB,  

u m  eine  d e u t l i c h  me l~bare  K e m m u n g  de r  G l y k o l y s e  zu  b e w i r k e n .  K u r v e  2 

25 I n f o r m a t i o n s b l a t t  (1955) der  Fa .  C. F. Boehr inger .  
26 H. 3_Zaass, G. Rathgen, H. Ki~nkel u n d  G. Schubert, Z. Na tu r fo r schg .  

13b ,  735 (1958). 
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der  Abb.  9 wurde an Ascites-Zellen in gleicher Weise mi t  LI-[PO erhal ten.  
Es zeigt sich, dab  aneh LI-IPO eine Senknng des intrazellulBren DPN-Spie -  
gels bewirkt .  Nach  der  Fes ts te l lung,  dab  Nico t inamid  die durch  LI-IPO be- 
wirk te  G~rungshemmung nicht  beeinfluBt, mag dies zunBchst unver-  
stBndlich erscheinen. Der quan t i t a t i ve  Vergleich mi t  der  mi t  11202 er- 
ha l tenen  K n r v e  1 m a c h t  den Befund jedoch plans ibel :  K n r v e  2 ergibt  
nBmlich, dab  in diesem Fa l l  bei  einer Senkung des DPN-Spiege ls  um 
40 ~o die Glykolyse  berei ts  nahezu vollstBndig gehemmt  ist. Daraus  k a n n  
gefolgert  werden,  dab  der I-Iemmeffekt yon  L K P O  tatsBchlich p rak t i sch  
zur GBnze fiber einen anderen  Wirkungsmechan i smus  ablanfen  muB. 

l,z I zo 

I / /PO + 
X/ / ;@/ /~ -  _ 

Abb. 10. D P N - N i v e a u s  und  Glyko lysehemmung bei Ehrlich-Ascites-Tumorzellen un te r  EinfluB yon 
Pr~ip. L t t P O  und Nico t inamid  

Dies konnte auch durch folgenden Versuch deutlieh gemacht werden: Die 
Versuche mit  It202 (Abb. 9, Kurve 1) ergaben, dab der DPN-Spiegel um 
mindestens 40 bis 502/o ahsinken muB, damit  die Glykolyse merklich gehemm~ 
wird; dieser Wert  sei bier als ,,kritisehes DP2q-Niveau" bezeiehnet. Auch 
unter  dem EinfluB yon Prttp. LHPO sinkt der DPN-Spiegel unter  dieses 
,,kritische Niveau",  wie die Kurve 2 der Abb. 9 zeigt. Durch Niootinamid 
1/*Bt slob, wie bei den Versuchen mit  H2Os, diese DPN-Senkung verhindern, 
wie Abb. 10 veranschaulicht.  In  diesem Fall  wird aber die bestehende 
Glykolysehemmung, im Gegensatz zu den Versuchen mit  H202, nicht wesent- 
lich verringert. Auch diese Ta~sache, dab man also den DPN-Spiegel der 
gehemmten Zellen durch Nicotinamid wieder fiber das ,,krRisehe Niveau" 
heben kann, ohne dab die Glykolysehemmung wesentlieh verringert  wird, 
zeigt, dab die DPN-Senktmg bei der YVirkung yon LHPO nnr eine unwesent- 
liehe Nebenerscheinung ist, die auch dureh allgemeine Abbauvorg~nge in der 
gesoh~digten Zelle hewirkt werden kSnnte 19. 

Zusammenfassend  s tehen also als Erkl~trungsm6glichkeit  f/is die be- 
obach te te  Glyko lysehemmung  durch LI-IPO folgende Effekte  zur Dis- 
knss ion:  

Ef fek t  I :  Senknng des int razel lul~ren D P N - N i v e a u s  (wie bei I-I202). 
Dieser Effekt ,  der  yon einem ganz bes t immten  Tei] des Molekfils, 
n~tmlieh den I - Iydroperoxydgruppen ,  hervorgerufen  wird,  kSnnte  zwar im 
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Prinzip die Glykolyse der Tumorzellen hemmen. Tats~chlich komlnen 
hier jedoeh noch zwei weitere Effekte hinzu, die wesentlich starker sind 
und den sehr geringen Effekt der DPN-Senkung praktisch verdecken: 

Effekt I I :  Der ,,Lipideffekt": Die Hydroperoxydgruppen sind in 
LHPO an eine relativ grol3e Fetts~urekette gebunden, die selbst dureh Ober- 
fl~cheneffekte glyko]ysehemmend wirkt. Das Ausmal~ dieses unspezifi- 
sehen ,Lipideffektes" kann aus Abb. 8 abgelesen werden, d a i m  rednzier- 
ten LI iPO naeh Zerst6rung der Kydroperoxydgruppen nut noeh der reine 
Lipideffekt tibrig bleiben mul l  

Effekt I I I  : Ein weiterer Effekt der Hydroperoxydgruppen yon LHPO, 
der aber mit  dem DPN-System nichts zu tun hat. Wie Abb. 8 zeigt, ent- 
falten die in LKPO anwesenden Hydroperoxydgruppen zusiitzlich zum 
Lipideffekt starke Kemmwirkungen. Diese k6nnen dutch Nieotinamid 
nicht aufgehoben werden und kSnnen daher auch nicht auf einem DPN- 
Abfall beruhen. Der Mechanismus dieses yon der Wirkung des Wasser- 
stoffperoxyds v611ig versehiedenen Hemmeffektes soll nun kurz diskutiert 
werden. 

Effekt  I erweist sich neben den viel st~rkeren Effekten I I  und I I I  als 
praktisch bedeutungslos. Zur Diskussion des neu entdeckten Hydroper- 
oxyd-effektes I I I  wird man vor Mlem die oxydierende Wirkung der Hydro- 
peroxydgruppen yon LI iPO in Betraeht  ziehen mtissen. Beschr~nkt man 
sich zun~chst auf die Hemmung der G~rung, so w~re eine Oxydation yon 
Ferment-SK-Gruppen (Triosephosphatdehydrogenase !) eine plausible 
Erkl~rungsmSgliehkeit. Tatsitchlieh konnte gezeigt werden, dal~ LKPO 
krist. Triosephosphatdehydrogenase vollst~tndig inaktiviert. KMbwerts- 
konz. : 1~8 �9 10 -5 m/127, * 

Dal~ die vorliegenden Lipidhydroperoxyde tatsitchlich SK-Gruppen 
schnell und vollst~indig oxydieren, wurde mit Cystein bewiesen. Die Oxy- 
dation der SH-Gruppen wurde dabei an Hand  der Abnahme der positiven 
!geaktion mit Nitroprussidnatrium kolorimetrisch gemessen. Bei der 
Reaktion wurde im Gegens&tz zu den biologischen Bedingungen das 
Cystein im Uberschul~ verwendet, um eine Weiteroxydation der Disulfid- 
gruppen zu verhindern. ~ach  45 Min. waren bei uaseren Versuchsbedin- 
gungen bereits welt mehr Ms die H~ilfte der ursprfinglich &nwesenden 
Hydroperoxydgruppen reduziert worden, was indirekt fiber die Oxydation 
der SH-Gruppen gemessen werden konnte (Abb. 1l). I m  Vergleieh zu 
H202 erfolgte die Oxydation dutch das LHPO-Prs  etwas schneller. 

Versuchsbedingungen: Farbreaktior~ mit Nitroprussidnatrium in alkal. 
L6sung2S: 1 ml einer ca. 0,01 m Cystein-L6sung wird miV 5ml Glykok011puffer 

~7 ~4. Tau]er, Dissertation Universitttt Graz. 
2s Houben-Weyl,  Methoden Organ. Chem. 2, 586 (4. Aufl.). 
�9 Hierfiber wird M.  Tau/er demn/iehst, ausfShrlich berichten. 
5Ionatshefte ffir Chemie, Bd. 92/2 30 
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yon p}I 10,4, t ml 1 m KCN-L6sung in Glykokollpuffer und 2 ml Nitroprussid- 
nagrium-LOsung (0,6 g in  l0 ml Wasser) versetzt. Auf 50 ml auffiillen und 
,~ofort kolorime~rieren. Die en~s~andene gef~rbte Verbindung besitzt ein 

@ s fez)7 - Xb n kro//e 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ~ ---o 1//o 

8// ~ 
8o 
+//I 
2P ' N  v--- 

-x . . . . .  ~< . . . . .  LtiPU 
O - -  I - - - - q - - -  ~ . . . . . .  ~ - - x  

dO F~ 2~ /~flk 

Abb. 11. Oxydation der SH-Gruppen yon 1-eystein dutch Pr/~p. LHPO und tt~0~ 

Extinktionsmaximum bet 530 m~. Daher wurden alle Messungen mit Sehieht- 
dieke 1 cm bei dieser Wellenlfinge durehgefiihrt. Die erhaltene Eiehkurve 
bringt Abb. 12. 

E 
J,0 

gJ 

g8 

0,7 

gS- o 

~8 

20 z/y &, 8// zOz7 iF~/ 
~y @ M e i ; q  l "  iO ,77Z 

Abb. 12. Zusltrctit-tenha, ng zwischen der bei 530 m~ gemezsenen Extinktion nlkallseher Cystein- 
Nitroprussidnatrium-Mischungen und dem 0ysteJngehalt der Mischungen 

Grundsittzlieh ist es also mSglich, dab die Hemmwirkung  yon LHPO 
auf die G i r u n g  yon  Aszites-Tumorzellen mit  einer Inak t iv ie rung  des 
oxydat ionsempfindl iehen SK-Enzyms  Triosephosphatdehydrogenase zu 
erkl~ren sein wird. 

Schlieglich kSnnte  man  auch die yon  der Glykolysehemmung offenbar 
getrennte  A tmungshemmung  durch eine Oxydat ion  yon SH-Gruppen  
durch L H P O  erkl i ren,  t{ier kommt  vor allem die funktionelle  SK-Gruppe 
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des Coenzyms A in Betracht, deren Oxydation zu einer Hemmung des 
Zitronens~turezyklus I/ihren miiI~te. Aber aueh der zweite Kauptweg cter 
Zellatmung, dcr sogen. Glue0sephosphat-Shunt, w~re fiber die neuerdings 
in der Glucose-6-phosphatdehydrogenase entdeekte funktionelle SH- 
Gruppe 29 bloekierbar. Infolge der wesentlieh komplizierteren Verh~iltnisse 
bei der Zellatmung wird man jedoch hier auch noch andere MSglichkeiten 
in Betraeht ziehen mfissen. 

W i r k u n g  y o n  Pr~p.  L H P O  auf  H e f e z e l l e n  

Sehliel31ieh erschien es interessant, die Wirkungen des wasserl6sliehen 
LHPO-Pr/~parates auf Here zu untersuehcn. 

Bekanntlieh entspricht dieser 3/fikroorganismus in seinen wiehtigsten 
Stoffweehselreaktionen den tierischen Zellen und wird als partieller An- 
aerobier geradezu als Modell fiir die Tumorzelle angesehen 3~ Im wesent- 
lichen Unterschied aber zu den E h r l i c h - A s e i t e s - T u m o r z e l l e n  weist die 
Hefezelle einen betri~ehtlichen Gehalt an Katalase auf sl. Dies zeigte sieh 
aueh bei dem yon uns verwendeten Stamm bei Inkubation der Zellen mit 
tI20~ und Messung des freigesetzten Sauerstoffes. 

Tabelle 3. Von Hefeze l l en  z e r s e t z t e s  W a s s e r s t o f f p e r o x y d  

Normaler Gfirtest. Gasraum Luft, Medium glueosefrei, Zusatz yon 
3,6- 10-6 Mol I-I202 = 46~zl O2. 

20 ~{in. % 40 Min. % 

Entwickelte Menge 
02 in al 35 76 44 96 

Da somit das H20~ bei seinem Eindringen in die Zelle fortlaufend zer- 
setzt wird, wird die ffir die I-iemmwirkung erforderliche Schwellenkonzen- 
tration nieht erreieht und daher kann aueh IK202 die Glykolyse der Here 
nieht hemmen, wovon wir uns bis zu Konzentrationen yon 4.  10 .3 m/1 
H202 fiberzeugten. 

Aueh die enorme Resistenz der I-Iefezelle gegen/iber RSntgenstrahlen 3~ 
wiirde damit verst~ndlieh, wenn man, in Analogie zu dan Asciteszellen, 
annimmt, dal3 die Strahlen die Glykolyse fiber intermedi~tr gebildetes 
H202 hemmen. Der hohe Kat~lasegehalt der Hefezelle bewirkt eine Zer- 
stSrung des gebildeten H202 und verhindert damit eine sgrahlenbedingte 
t temmung der G~rung. 

29 1t. Schar]schwerdt und S. Rapoport ,  Naturwiss. 47, 204 (1960). 
a0 L. Kiesow,  Z. Na~urforsehg. 14b, 224 (1959). 
a~ j .  Talcalay, U. S. P. 2 786 038, M~trz 1957; M .  Frazer, J. Gen. Physiol. 

38, 515 (1955). 
3~ H.  Er~gelhardt, K .  Schneweis  und H. Biilow, Z. N~turforschg. 14b, 

152 (1959). 

30* 



462 E. Schauenstein u.a.:  A~, 12-Linols~ure~thy|ester in Wasser 

Dagegen diirfte veto Pr/~p. LHPO sehr woh] eine Iiemmwirkung er- 
wartet werden, naehdem im vorangegangenen Absehnitt gezeigt worden 
war, dab Hydroperoxydgruppe und Hemmaktivitat  gegenfiber Katalase 
resistent sind. 

Die folgende Tab. 4, die Mitte]werte aus je drei Best:mmungen ent- 
halt, ergibt, dab diese Erwartung durehaus zutrifft: 

Tabe l l e  r 

0,15 g/I 0,15 g/I 0,33 g/I 0,33 g/i 
LHPO LHPO reduz. J.,HI'O LHPO reduz. 

G~trungshemmung 67 19 96 50 

Verwendet wurde handelsiibliche Backhefe der Fa. Reininghaus, Graz. 
Messung der anaeroben Ggrung : Je KSlbehen 2,5 ml doppelt konzentrierte 
XghrlSsung nach Braun-Flexner (pH -- 4,0), 2,0 ml Wasser oder Zusatze. 
Endkonzentration an Hefe: 0,06% (Naftgewieht). Endkonzentration an 
Glucose 1,1~o, Temp. 37 ~ C, Versuchsdauer: 20 bis 120Min. Ffir einige 
Versuche wurden 0,3 m Phosphatpuffer veto pI{ = 5,5 gewahlt. Die Zah- 
l ender  Spalten 2 und 4 der Tab. r zeigen, daft Prap. LKPO die Garung 
der I-[efe wirksamer hemmt als die der Tumorzellen; die Halbwerts- 
konzentration liegt hier unter ca. 4 �9 10 -4 m/1. Zur Kontrolle wurde auch 
die Wirksamkeit des mit SnC12 reduzierten Praparates gepriift (vgl. die 
Zahlen der Spalten 3 und 5 der Tab. 4); in vollstandiger Analogie zu den 
Befunden mit Tumorzellen tr i t t  aueh bier eine, wenn auch viel schwachere 
Hemmaktivi tat  in Erscheinung, die wieder dem sogen. Lipideffekt (Ef- 
fekt II,  s. S. 459) zuzuordnen ist. 

Dieser lag aueh der seinerzeit mit den Praparaten V b und V I a  
(Schema 1) bei Here festgestel]ten Hemmwirkung zugrunde TM aa 

Ob der mit einem organischen Hydroperoxyd bei Here erstmalig er- 
zielte Hemmeffekt dem gleiehen Wirkungsmeehanismus folgt, wie bei den 
vo:stehend untersuchten Tumorzellen, ist wahrscheinlieh, derzeit abet 
noeh nicht experimentell erwiesen. 

Die Untersuchungen wurden mit Unterstfitzung der Rockefeller-Foun- 
dation, New York, der ~)sterreichischen Akademie der Wissenschaften 
und des Osterreichischen Krebsforschungsinstitutes, Wien, sowie der 
Nitritfabrik GmbH & Co., Fe]dkirehen bei Miinehen, durchgefiihrt, woffir 
den genannten Institutionen und Stellen hiermit verbindliehst gedankt 
werden sell. 

as E. Schauenstein und G. Schatz, Mh. Chem. 90, 118 (1959). 


