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Die weitere Untersuchung der ,,Wasserreaktion' von Athy]-
linolat ergab, daBl es sich zweifellos um eine, wenn auch weit-
gehend modifizierte Autoxydation handelt. Als interessantestes
Reaktionsprodukt werden wasserldsliche C1g-Monohydroperoxyde
gefunden, deren chemische Konstitution von der der bisher be-
kannten Linolmonohydroperoxyde wesentlich abweichen durfte.

Wenn die gefundenen Fettsdureester-Hydroperoxyde auch
noch nicht in Substanz dargestellt und hinsichtlich ihrer Kon-
stitution aufgeklirt werden konnten, so war es doch bereits
méglich, sie als Tréger einer bemerkenswerten biologischen
Wirkung zu identifizieren: der Hemmung von aerober und
anaerober Glykolyse und der Atmung von Ehrlich-Ascites-
Tumorzellen. Da die aktiven Hydroperoxydgruppen des Pri-
parates durch Katalase nicht angegriffen werden, ist auch ihre
Hemmwirkung katalaseresistent. Die Glykolysehemmung setzt
sich aus einem verhiltnismiaflig geringen unspezifischen Lipid-
effekt sowie aus einem spezifischen Hydroperoxydeffekt zu-
sammen, der z. B. liber eine Hemmung der Triosephosphatde-
hydrogenase zustande kommen konnte. Die Halbwertsdosis fur
die gleich starke Atmungs- und Gérungshemmung liegt bei
den derzeit zur Verfiigung stehenden Mischprédparaten bei
10-3 m/l.

Erwartungsgeméfl hemmt Prap. LHPO infolge seiner Resi-
stenz gegen Katalase die Gérung der Hefe (Halbwertkonzen-
tration < 5-107*m/l), wihrend H,0, verstdndlicherweise un-
wirksam ist.
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Erginzende Versuche mit dem reduzierten Praparat zeigten,
daB auch bei Hefe die Hemmwirkung von LHPO aus einem
spezifischen Hydroperoxydeffekt und einem schwicheren un-
spezifischen sogen. Lipideffekt besteht.

Die hier mitgeteilten Ergebnisse lassen als reine in-vitro-
Befunde noch keinerlei Riickschliisse zu, ob Priap. LHPO in
gleicher Weise auch im lebenden Organismus wirkt. Diese
Frage bildet den Gegenstand umfangreicher Untersuchungen
von M. Ratzenhofer und J. Zangger, woriber in einer gemein-
samen Arbeitsreihe a. a. O. berichtet werden wird.

Einleitung

Eine Reihe vorangegangener Arbeiten befalite sich mit dem tiber-
raschenden Befund, daB beim Dispergieren hoher ungesittigter Fett-
siuren oder ihrer Derivate in reinem Wasser ein bestimmter Prozentsatz
des eingesetzten Préparates wasserloslich wird?.

Wiederholt man den Vorgang mit einer bestimmten Menge des Aus-
gangsstoffes und jedesmaligem Wasserwechsel, so kann praktisch das
gesamte Ausgangsmaterial in das wasserldsliche Produkt ibergefiihrt
werden. Gearbeitet wurde stets unter Luftzutritt, ohne Zusatz weiterer
Stoffe, bei 40° C, also unter durchaus physiologischen Bedingungen.

Die Annahme lag somit nahe, daf es sich hier um einen Vorgang
handeln diurfte, der auch im lebenden Organismus ablaufen und von
Bedeutung sein konnte. Diese Uberlegungen lieBen eine eingehendere
Untersuchung der Reaktion der obgenannten Stoffklassen in Wasser
wiinschenswert erscheinen. Weiters erschien es von Interesse zu unter-
suchen, welche biologischen Eigenschaften das aus diesen Verbindungs-
klassen gewonnene wasserlosliche Reaktionsprodukt besitzt. Die vor-
liegende Arbeit berichtet {iber die in vitro erhaltenen Hrgebnisse.

Reaktionsbedingungen

Dag Ausgangsmaterial wird in der 50fachen Menge reinsten destillierten
Wassers bei 40°C mit 1800 bis 2000 U/min unter Luft gerihrt, die er-
haltene milchige Emulsion durch entsprechende Filtration geklirt, bis
eine optisch vollig blanke, wifBrige Losung erhalten wird, die das wasser-
lésliche Reaktionsprodukt enthélt, welches bereits nach halbstiindigem
Rihren nachweisbar ist.

Mit zunehmender Rihrdauer (bis zu 10 Stunden) steigt zunéchst die
Menge des wasserldslichen Reaktionsproduktes an, worauf es bei weiterer Ver-

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

Awnmerkung bei der Korrektur: In der neuesten Literatur berichten
A. F. Mabrouk und L. R. Dugan [J. Amer. Oil Chem. Soc. 38, 9 (1961)] uber
ganz analoge Befunde, wonach beim Dispergieren von Linoclsdure in wéssr.
Salzlosungen eine wasserldsliche, gesittigte, moglicherweise vierfach hydroxy-
lierte Fettsdure entsteht.
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444 E. Schauenstein, G. Schatz und G. Benedikt: [Mh. Chem., Bd. 92

langerung der Rithrdauer zu typischen Verdnderungen in der Zusammen-
setzung des Reaktionsproduktes kommt,

Bisherige Ergebnisse tiber die chemische Zusammensetzung
des wasserloslichen Reaktionsproduktes und den Charakter
der ,,Wasserreaktion‘

Als Ausgangspraparat verwendeten wir A%12.Linolsduredthylester, der
in reingter Form von der Hormel-Foundation, Austin, USA, mit folgenden
Kennzahlen hergestellt wurde:

Jodzahl (Wijs) : 163,35 (ber.: 164,0); konjug. Diene < 0,19, konjug.
Triene und Tetraene : 0.

Die zunéchst eingehaltene Versuchsmethodik ist in Schema 1 dargestellt.

Schema 1

Ausgangsmaterial I

wasserbehandelt (bis zu 10 Stdn.)
]
abgetrenntes Emulsion Ila
Ot ITb |

durch Linterssiule nach Gaisch?
getrennt in

e

0l Va klare wiBrige Losung Vb; enthilt
oxydierende Gruppen.
Polarogr: Stufe —0,75 V und —1,3 V

/\

Via Vib
neutraler Anteil saurer Anteil
oxyd. Gruppen: H,0, keine oxyd. Gruppen
Polarogr.: Stufe —1,3 V Polarogr.: Stufe —0,75 V
/ \
VIb/1 Vib/2
,.Estersdures Polarogr.:
Polarogr.: keine Stufe

Stufe —0,75 V

Der erste Nachweis in Losung gegangener Bestandteile erfolgte durch
UV-spektrometrische Untersuchung der blankfiltrierten wifrigen Phase
ITa. Dabei konnte festgestellt werden, daf konjugierte Isomere der Aus-
gangssubstanz I in Ila in echter wilriger Losung vorliegen (vgl. Abb. 1)
Nunmehr wurde der Trockenriickstand aus Vb auf seine Absorption im
Ultrarot untersucht, wobei eine intensive Bande bei 2,95 p. erkennen lief3,
daB im wasserldslichen Reaktionsprodukt Hydroxylgruppen enthalten
sein miissen (Abb. 2). Die weitere Untersuchung ergab nun, dafl wihrend
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des Riihrprozesses eine Verschiebung der Doppelbindungen aus der ur-
spriinglich isolierten in die konjugierte Stellung eintritt?, sowie Hydroxyl-
gruppen in das Molekiil eintreten. Diese lassen sich -— abgesehen vom UR-
Spektrum -— auch durch den

Farbtest mit Kaliumperjodat 7
und Stidrke, Ferrirhodanid und
durch Bestimmung der OH-Zahl
nachweisen. Mit der Einfilhrung
der polaren Hydroxylgruppen
war nun die Wasserloslichkeit
des Reaktionsproduktes geklért, 40
die nihere chemische Zusammen- | ;
setzung blieb jedoch noch unbe- r ‘

\

Vs

i
i
i

kannt. Als weiterer analytischer
Befund sei hier die Identifizierung
von Carboxylgruppen im Reakti- i

onsprodukt genannt, die mlif UR- 10 - 7 i =
Spektrometrie und potentiome- zanim™
trischer Titration mijg]ich warl, Abb. 1. UV-Absorptionsspektrum der blank fil-

trierten wifrigen Phase Il a
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Abb. 2. UR-Absorptionsspektrum des Trockenriickstandes aus Vb

Es zeigte sich, dafl die Carboxylgruppen zu Halbestern von Dicarbonsduren
gehoren, unter denen die Athylmonoester von. Kork-, Azelain- und Pime-
linsdure von Schlégl? nachgewiesen werden konnten. Damit war eindeutig
geworden, dal} es bei der Reaktion in Wasser teilweise zu einer Spaltung des
Ausgangsmolekills gekommen sein mufite. Diese Spaltung konnte nur
oxydativer Natur sein. Wenn es sich also bei der Reaktion, die beim Ver-
rithren von Athyllinolat in Wasser einsetzt, um eine Oxydation handelt,
so werden die vorhin erwidhnten Hydroxylverbindungen nicht, wie wir
urspriinglich angenommen hatten®, durch Addition von OH aus dem Was-
ser an die Doppelbindungen, sondern sicherlich iiber intermedidre Per-

2 K. Schlogl, bisher unveroffentlichte Versuche.
29*
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oxyde entstanden sein, die bislang noch nicht nachgewiesen worden waren.
Ein weiterer Hinweis auf den oxydativen Charakter der Reaktion ergab
sich aus der Anwesenheit oxydierender Bestandteile in Vb, die, wie auf
S. 452 ausgefithrt werden wird, als Wasserstoffperoxyd identifiziert
werden konnten. Tab. 1 stellt die im Gesamtreaktionsprodukt bisher
identifizierten funktionellen Gruppen und Substanzen iibersichtlich dar.

Tabelle 1
Gruppe Nzgg:ﬁl” Fraﬁ?&(ﬁien Nachweismethode
Ester ........... + +  UR, Verseifungszahl
Carboxyl ........ — +  UR, Titration
Hydroxyl ....... + +  UR, KJO4 OH-Zahl
Hydroperoxyd ... + —  Polarogr., Peroxydzahl
Konj. C=C...... + + uv
Substanzen
HsO05 oot + —  Polarogr., Peroxydzahl,
Katalase
Korksgure ....... +
Pimelinsdure .. ... — 4+ Papierchromatographie
Azelainsdure .. ... — 4

Der Nachweis von wasserldslichen Lipoperoxyden gelang an wesentlich
linger gerithrten Emulsionen (Riihrzeit mehrere Tage). Das Schema 2
veranschaulieht den nunmehr gewidhlten, abgeinderten Aufarbeitungs-
gang; die hierfiir maBgeblichen Griinde werden auf Seite 449 mitgeteilt
werden.

Fiir den Peroxydnachweis wurde die blank filtrierte wéBrige Phase
ITs nach der Methode von Hartmann® mit Ferro-Ton und Tillmanns
Reagens untersucht, wobei Peroxydgehalte von ca. 30y Peroxydsauer-
stoff/ml festgestellt wurden, mit Titansulfat? dagegen nur ein Bruchteil,
etwa 50°/,, dieses Wertes. Diese Divergenz fand insofern eine Erklirung,
als im Filtrat nicht nur Lipoperoxyde, sondern auch iberraschenderweise
H,0, nachgewiesen werden konnte. Hiezu wurde die zu untersuchende
Lésung erschopfend mit Chloroform extrahiert, die Chloroformextrakie
vereinigt, eingeengt und nach Hartmann?® vermessen. Die restliche wilBrige
Losung wurde nach Hartmann und mit Titansulfat gepriift. Es ergab
sich, daB die Summe der Peroxydwerte (PO-Werte) des Chloroformaus-
zuges und der restlichen wiBrigen Losung dem in der urspriinglichen,

3 J. Qlavind und S. Hartmann, Acta chem. scand. 9, 497 (1955).
4 W. Lepper, Chemiker-Ztg. 66, 314 (1942).
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wialrigen Losung nach Hartmann gemessenen PO-Wert entsprach. Die
urspriingliche, wilirige Losung muBlte also enthalten:

1. ein nur in Wasser losliches Peroxyd, das sowohi mit Titansulfat als
auch nach der Methode von Hartmann positiv reagiert,

2. ein wasser- und lipidlosliches Peroxyd, das nur nach Hartmann positiv

reagiert.
Schema 2
Ausgangsmaterial I
wasserbehandelt (bis zu 10 Tage)
Ry
abgetrenntes wibrige Emulsion ITa

0Ol ITb ‘

blank filtrieren

|

mit NaHCO, neutralisieren

mit Chloroform extrahieren

|

wilir. Phase enthilt Chloroformextrakt
saure Komponenten  enthilt Lipidhydroperoxyde
und H,0, Polarogr.: Stufe —1,0 V
|
eindunsten

Trockenriickstand IIT

dispergieren. mit H,0 und
filtrieren

klare wilrige Losung IV ,,LHPO*
enthilt Lipidhydroperoxyde,

Polarogr.: Stufe — 1,0 V

Das erstgenannte Peroxyd konnte auf Grund des Polarogramms (Stufe
bei —1,3 V) und der spezifischen Zersetzbarkeit durch Katalase einwand-
frei als Wasserstoffperoxyd identifiziert werden. Das unter 2. genannte
Lipidperoxyd konnte ebenfalls polarographisch als Lipidhydroperoxyd
identifiziert werden, und zwar auf Grund einer Stufe bei —1,0 V (Abb. 3).

Will man das vorliegende, reichlich komplexe Stoffgemisch auf bio-
logische Eigenschaften testen, so ergibt sich als erstes die Forderung
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nach moglichst weitgehender Fraktionierung und Aussonderung méoglichst
homogener Fraktionen. Die Auswahl der zu eliminierenden Bestandteile
wird einerseits durch die Toxizitdt der Komponenten bestimmt, anderer-
seits durch das Interesse, das ihrer biologischen Testung zukommt.

In Tierversuchen, die Mayersbach mit dem Gesamtprodukt Vb (Sche-
ma 1) durchgefiithrt hatte®, ergab sich eindeutig, daf die sauren Bestand-
teile vor allem auf das Nierenepithel von Miusen und Ratten ziemlich

Z

-9%

Abb. 3. Polarogramm des Trockenriickstandes 11 (gem. Schema 2)

Diagr. a: 4,65 mg Prip. LHPO (akt. O, = 807) in 10 ml 0,3 m LiCl-Benzol-Methanol (1:1). Emp-
findlichkeit 300

Diagr. b: 8,0 mg LHPO, reduziert mit SnCl, in 10 ml obiger Losung, Empf. = 300

Diagr. ¢: 14,9 mg LHPO, hydriert mit Lindlar-Katalysator in 10 mi obiger Losung, Empf. = 300

Diagr. d: Grundstrom des reinen Loésungsmittels, Empf. = 300

toxisch wirken. Andererseits sind die Wirkungen von Fettsduren auf den
Zellstoffwechsel so weitgehend untersucht worden®: 7, dafl auch aus diesem
Grund eine Eliminierung der sauren Bestandteile wiinschenswert erschien.
Das gleiche gilt auch fiir das Wasserstoffperoxyd?®-20,

Von Interesse dagegen erschien die biologische Untersuchung der
neutralen Komponenten, insbesonders der wasserloslichen Lipidhydro-
peroxyde; liegt doch hier eine Gruppierung vor, die auf Grund der Befunde
mit dem Wasserstoffsuperoxyd eine wirksame Beeinflussung des Zell-
stoffwechsels vermuten 1405t.

5 H. Mayersbach, bisher unveroffentlichte Versuche.

¢ F. Somson, A. Kaiz und D. Harris, Arch. Biochem. Biophys. 54, 406
(1955); K. Sugurawa et al. Ref.: C. A. 53, 14219a; S. V. Beck, Biochem. J.-
29, 2424 (1935); B. Pressman und H. Lardy, Biochem. Biophys. Acta 21,
458 (1956).

7 P. Scholefield, Canad. J. Biochem. Physiol. 34, 1211 (1956).

8 0. Warburg, W. Schroder und H. Gattung, Z. Naturforschg. 15b, 163
(1960).

9 H. Holzer und S. Frank, Angew. Chem. 70, 570 (1958).

10 P, Glogner, H. Wolf und H. Holzer, Biochem. Z. 332, 407 (1960).
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Aus diesen Griinden wurde die Aufarbeitung der 10-Tage-Rithranséitze
gemill Schema 2 entsprechend abgedndert. Der wesentliche Unterschied
zwischen den in Schema 1 und 2 dargestellten Arbeitsweisen besteht in der
Eliminierung der chromatographischen Trennung, wodurch gem#fi Sche-
ma 2 erreicht wird, da die gesamten Neutralanteile in den Chloroform-
extralkt tibergehen. Die klar filtrierte Losung IV enthilt durchschnitt-
lich 0,2%, Trockenriickstand, der, wie aus den UR-Spektren hervorgeht,
nur mehr aus Fettsdureestern besteht (Abb. 4); auBlerdem sind durch
Banden bei 6,05 und 10,25 . C=C-Bindungen und auf Grund der Bande
bei 2,94 y. OH-Gruppen nachweisbar. An der Entstehung der OH-Bande

i
L s ) L L L 1

Z 3 4 4 ) 7 é g V4 77 72 73 7

Abb. 4. UR-Absorptionsspektrum des Trockenriickstandes aus IV;
Spektrum a: unbehandelt
Spektrum b; mit SnCl, reduziert

bei 2,94 u sind sicher auch Hydroperoxydgruppen beteiligt, die sich im
Polarogramm des Trockenriickstandes von Lisung IV, gelést in Benzol-
Methanol 1:1 mit LiCl (0,3 m) als Leitelektrolyt, in einer charakteristi-
schen Stufe mit £, = — 1,0 V zu erkennen geben (Abb. 3). Der Gehalt
des Trockenriickstandes an Peroxydsauerstoff betrigt durchschnittlich
20 y/mg. Das Durchschnittsmolekulargewicht, bestimmt nach Rast (in
Menthol), betrigt 340 + 10%,. Unter der Annahme eines Monohydro-
peroxyds ergibt sich somit sein Anteil am Trockenriickstand aus Losung
IV zu mindestens 40%,. Die Bande bei 10,25 y 148t allgemein auf eine
—CH=CH-Gruppe schlieen, wobei es sich sowohl um eine isolierte,
trans-olefinische, als auch um eine in Konjugation stehende C=C-Gruppe
handeln kénnte. Die Zuordnung wird erleichtert durch das UV-Spektrum,
das ein klares Maximum bei 45 800 v' erkennen laBt (Abb.5). Wie der
Vergleich mit den Spektren von Crotonsiure, Acrylssure oder Octadecen-
sdure ergibt, ist die genannte Bande mit aller Wahrscheinlichkeit der
Gruppierung —CH=CH—COOR zuzuordnen. Fiir diese Interpretation
spricht auch die Tatsache, dafl im Polarogramm, anschlieBend an die be-
reits erwihnte Hydroperoxydstufe, eine Stufe mit B, =-—145V auf-
tritt, die ohne weiters der oben genannten Gruppierung angehéren kénnte
(Abb. 3).
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Als weiterer Beweis sowie zur quantitativen Bestimmung wurde der
Trockenriickstand aus Losung IV nach vorheriger Reduktion der Hydro-
peroxydgruppen mit SnCly'' mit dem Katalysator nach Lindlar hydriert,

Vo
70 ,A\\
7
251 <
/
w /
-5

20 45 xw3v’

Abb. 5. UV-Absorptionsspektrum

des Trockenriickstandes aus IV

in Athanol

Spektrum 1: voll ausgezogene
Kurve: Priparat LHPO

0 0 0 0 0 0: nach Reduktion
mit SnCl,

Spektrum 2: LHPO, hydriert
mit Lindlor-Katalysator
Spektrum 3: LHPO, hydriert
mit Adams-Katalysator

welcher bekanntlich isoliert-stindige Doppel-
bindungen nicht hydriert!2. Es ergab sich ein
Wasserstoffverbrauch von durchschnittlich
20 m! Hy/g. Nach vollzogener Hydrierung
sind sowohl die Bande 10,25 u im UR-
Spektrum (vgl. Abb. 6) und das UV-Maximum
45 800 v' (vgl. Abb. 5) als auch die polaro-
graphische Stufe bei E, = -— 145V nicht
mehr feststellbar (vgl. Abb.3). Daraus kann
gefolgert werden, dal der Trockenriickstand
aus Losung I'V etwa 25 9%, einer Komponente ent-
hilt, die die Gruppierung —CH=CH-—COOR
aufweist. Das nach der Reduktion des Hydro-
peroxyds und Hydrierung mit Lindlar-Kataly-
sator erhaltene Produkt wurde nun noch mit
Platinoxyd nach Adaems hydriert. Es ergab
sich ein Wasserstoffverbrauch von 39 ml/g.

Zusammenfassend 1aBt sich bisher tber die
Zusammensetzung von Trockenriickstand aus
Lésung IV folgendes sagen:

1. Das Durchschnittsmolekulargewicht betrigt
340+ 109,

2. Das Prip. besteht somit durchsehnittlich aus
Cy5-Fettsaureestern.

L

2z 3 4 g

7 8 g 70 7 7z 73 Ky

ADbb. 6. UR-Absorptionsspektrum des Trockenriickstandes aus IV:

Spektrum a: Nach Hydrierung mit Lindlar-Katalysator
Spektrum b: Nach Hydrierung mit Adams-Katalysator

3 Der Gehalt an Hydroperoxydsauerstoff betriagt durchschnittlich 2- 10-2g/g;
dem entspriache, umgerechnet auf C;s-Monohydroperoxyd, ein Gehalt

von rund 40°/,.

11 (), Privett, W. Lundberg et al., J. Amer. Oil Chem. Soc. 30, 61 (1953).
12 O, Lindlar, Helv. Chim. Acta 35, 446 (1952).
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4. Eine Komponente mit der Gruppierung —CH=CH—COOR ist wahr-
scheinlich zu rund 25%, anwesend.

. Aus der Intensitit der OH-Bande bei 2,94 im Vergleich zur CH,-Bande
bei 3,41 p. kann auf die Anwesenheit von Hydroxylgruppen geschlossen
werden.

=13

Aus dem Gesagten ergibt sich somit, dafl die im Trockenriickstand
aus Losung IV enthaltenen Fettsiureester-Hydroperoxyde eine grund-
sitzlich andere chemische Konstitution aufweisen miissen als die bisher
bekanntgewordenen Linolséuremonohydroperoxyde!®. Die hiermit erst-
malig gefundenen Esterhydroperoxyde erwiesen sich als recht labile
Stoffe, die sich in ihrem Léslichkeitsverhalten nur sehr wenig von den iib-
rigen Bestandteilen des genannten Trockenriickstandes unterscheiden, wes-
halb ihre Abtrennung bisher nicht gelungen ist.

Aller Wahrscheinlichkeit nach handelt es sich also um bisher noch
nicht bekannte wasserlosliche Cig-Hydroperoxyde, deren EinfluB auf den
Zellstoffwechsel im folgenden beschrieben werden soll.

Biologiseche Wirkungen des wasserldslichen Reaktionspro-
duktes
1. Priparat Vb, VIa, VIb

Die ersten orientierenden Versuche wurden mit Priaparaten durch-
gefiihrt, die nach 10stdg. Rithren gemifl Schema 1 gewonnen worden waren.
Wie bereits berichtet!?, zeigen die eingangs genannten 3 Priparate bei
Ehrlich-Ascites-Tumorzellen eine eindeutige Hemmung der aeroben und
anaeroben Glykose und der Atmung. Weiters konnte festgestellt werden,
daf die oxydierenden Gruppen, die in Prép. V b und VI a anwesend sind,
am Hemmeffekt maBgeblich beteiligt sein missen.

Fur diese und alle weiteren Versuche wurde zunéchst der Gehalt der
Prip. Vb und VIa an aktivem Sauerstoff kolorimetrisch mit schwefelsaurer
Titansulfat-Losung ermittelt und daraus die maximal freisetzbare Menge
Sauerstoff in pl errechnet, hierauf Katalase zugesetzt und die entwickelte
(Gasmenge gemessen. ]

Versuchsbedingungen (Warburg-Apparatur): ¢ = 87° C, Gesamtvolumen
5,5 ml, 0,5 ml Suspension von Katalase (Boehringer) im Ansatz, Versuchs-
raum Luft, Mittelwerte aus je drei Bestimmungen. Die Brauchbarkeit der
Methode wurde mit gestellten HzO2-Losungen iiberpriift.

Dabei zeigte sich eindeutig, daB der gesamte in Prap. Vb und VIa ent-
haltene aktive Sauerstoff durch Katalase als gasférmiger Oz (ber. 33,0 ul,
gef. 32,5 pl, d.s. 98,69 d.Th.) in Freiheit gesetzt werden kann. Da

1% Zusamimenfassende Darstellung: W. Franke, Ergebn. Enzymforschg. 12,
89 (1951).

W F. Schauenstein und @. Schatz, Fette, Seifen, Anstrichmittel 61, 1068
(1959).
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Katalase bekanntlich nur HqOg spezifisch spaltet, konnte angenommen
werden, daB der in Prap. Vb und Vla gefundene aktive Sauerstoff in
dieser Form vorliegt. Bestétigt wurde diese Annahme einerseits durch das
Polarogramm, das die fiir
e Hs0, typische Stufe bei
o s E,=—13YV zeigte,
andererseits dadurch, daB
der in den wifrigen Losun-
gen von Prip. Vb und VIa
gefundene aktive Sauerstoff
auch bei esschopfender Ex-
traktion mit Fettlosungs-
mitteln (Ather, Petroldther,
Chloroform)in der wiBrigen
Phase quantitativ zurick-
bleibt, wihrend die gesamte
wigbare  Substanzmenge
des wasserloslichen Prép. in
, s ; : das Fettlosungsmittel geht.

o 70 20 50 40 50 .
w10/l Ky Oy——m ’ Erwartungsgeméf ist
Abb. 7. Dosis-Effekt-Eurven von Prip. Vb und H,0,: nach der Katalase-Einwir-
voll ausgezogene Ku'rve: erhalten mit Prip. Vb kung auch die Hemmwir-

0 0 0 0 0 o: erhalten mit H,0,

kung der Priap. Vb und VIa
auf Atmung und Garung der Tumorzellen praktisch verschwunden (Tab. 2).
Bezieht man schlieBlich die Hemmung der anaeroben Gérung auf die ein-
gesetzte Menge von aktivem Sauerstoff, so ergeben sich fiir die Prap. Vb
und VIa sowie fiir HeOs vollig identische Dosis-Effekt-Kurven (Abb. 7).

N
T

3
1

*
X
T

20 °

Tabelle 2
i Zusatz von VD, so dall | Wie nebenan ‘
2,5.10 *m/jl H,0, + 100y i
‘ Endkonzentration i Katalase ‘
i \ . " .
Gérungs- ’ 959, ‘ 439, | Tumorzellen gleichzeitig mit
hemmung | Vb und Katalase ver-
2 ]
‘ setzt
929, ( —3% Vb vor dem Versuch lidn-
| gere Zeit mit Katalase in-
} ‘ kubiert

Somit kann gesagt werden, daff die Hemmwirkung von Prép. V b und
VI a auf Atmung und Girung von Ehrlich-Tumorzellen im wesentlichen
durch den Gehalt an 09 bewirkt wird, das bei der ,,Wasserreaktion®
entstanden sein muB. Daraus ergibt sich, daBl diese Reaktion zwar sicher-
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lich als Autoxydation anzusehen ist, daB aber die in groBem Uberschus.
anwesende wilrige Phase wesentliche Modifizierungen bedingt. Soweit
uns bekannt, ist das Auftreten von Wasgerstoffperoxyd bei Autoxydation
hoher ungeséttigter Fettsiuren bisher noch nie exakt bewiesen worden.
Wohl duBerten Michelin und Pschennowa diesbeztiglich Vermutungen,
jedoch lediglich auf Grund der positiven Reaktion mit Titansulfat, die
fir Hs0s keineswegs spezifisch ist.

Die betrachtlichen cytotoxischen und radiomimetischen Wirkungen
des Wasserstoffperoxyds sind bereits seit lingerem bekannt und ausfihe-
lich untersucht worden!s 17,

Auch das peroxydfrzie VIb-Prap. zeigt eine schwache Hemmung der
Atmung und Gérung der Ehrlich-Tumorzellen, ein Effekt, der mit dem fiir
Fettsiuren und andere oberflichenaktive Stoffe bereits bekannten unspezifi-
schen Hemmeffekt? 18 identisch sein durfte. Da auch Priap. Vb und Via
oberflichenaktive Fettsdursketten enthalten, zeigen auch sie diesen Effekt,
der jedoch gegeniiber der starken Hemmaktivitdt des gleichzeitig anwesenden
Hs09 quantitativ kaum ins Gewicht fallt.

Da es sich bei den Hemmwirkungen der Prap. Vb, VIb und VIa (H20»-
Wirkung und unspezifische Wirkung oberflichenaktiver Stoffe) um bereits
bekannte Effekte handelt und auBerdem toxische Wirkung der sauren Kom-
ponenten beobachtet worden waren®, wurde die Untersuchung der genannten
Praparate nicht mehr fortgesetzt.

Wie bereits erwdhnt, treten bei wesentlich lingerem Rihren wasser-
losliche Lipidhydroperoxyde auf, deren biologische Untersuchung von
betrichtlichem Interesse erschien. Wir verwendeten daher nunmehr fir
die weiteren Versuche die wasserloslichen Reaktionsprodukte aus 10-Tage-
Rithransidtzen, nachdem das HoOs und die sauren Bestandteile, wie auf
S. 449 beschrieben, abgetrennt worden waren. Zum Einsatz kam somit
die in Schema 2 mit I'V bezeichnete klare Losung, fir die auch die Kurz-
bezeichnung ,,LHPO* eingefithrt wurde, um den darin anwesenden Lipid-
hydroperoxyden Rechnung zu tragen.

2. Klare wifrige Losung ,,LHPO“

Zunéchst wurde das Verhalten gegentber Katalase geprift: 5,0 ml einer
LHPO-Lésung mit 39y aktivem Ogz/l gab in der Warburg-Apparatur bei
25° C mit 0,5 ml Katalase-Losung (Versuchsraum Luft) nur 2 ml Gas, wih-
rend sich 149 ml! Oz berechnen lieBen.

5 D. Michelin und K. Pschennowa, Biokhimiya 11, 437 (1946); 13, 76
(1948).

8 0. Warburg, W. Schrider, H. Qewitz und W. Vilker, Z. Naturforschg.
13b, 591 (1958).

17 F. Dickey et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. 8. 35, 581 (1949); P. Dustin jr.
und C. Gompel, C. R. soc. biol. 143, 874 (1949).

18 P. Scholefield, Canad. J. Biochem. Physiol. 34, 1227 (1956).
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Zum grundsitzlichen Unterschied von HoO» wird also der aktive San-
erstoff von LHPO durch Katalase nicht in Freiheit gesetzt, d.h. daB die
wasserlGslichen Lipid-Hydroperoxyde durch Katalase nicht spaltbar sind.

Dann wurde der Einflul von LHPO auf die Atmung und Gérung der
Ehrlich-Ascites-Tumorzellen untersucht, wobei die Kurve 1 der Abb. 8 er-
halten wurde.

Versuchsbedingungen :
Ansatz im Warburg-Kolben:

a) Anaerobe Glykolyse:
1,0 ml doppelt konzentrierter
Krebs-Ringer-Bicarbonat-
puifer (pH = 7,4, mit 19
Glucose) und 1,0 ml Wasser
(bzw. Hemmstofflésung),
0,5 ml isotoner glucosefreier
Puffer mit 45l (= 1,5 107
Zellen) im Seitenarm. Start
der Reaktion durch Zukip-
pen der Zellen. Gasphase:
959, N3 + 59, CO2, Temp.
37° C, ausgewertete Zeit: 20.

bis 50. Minute.

b) Atmung: 1,0 ml dop-

s GErung

! 1

{ {
2 02 a4 96 g8 10 9/¢

pelt konzentrierter Krebs-
Ringer-Phosphatpuffer (bei
Abb. 8. Dosig-Effeki-Kurven: Messung der Glucose.A’D.

Kurve 1: Hemmung der anaeroben Girung und der Atmung N [0
von Ehrlich-Ascites-Tumorzellen durch P d4p. LHPO mung mit 1 A) Glucose) und
1,0 ml Wagser bzw. Hemm-

Kurve 2: Garungshemmung } durch das mit SnCl; reduz. X
Kurve 3: Atmungshemmung | Priparat stofflésung, 0,2 ml KOH im

Einsatz. Zugabe von 0,5 ml
isotonem glucosefreiem Puffer mit 45 pl Zellen vor dem Angleichen der
Warburg-GefdBe; Gasraum: Luft, Temp. 37°C, ausgewertete Zeit: 20. bis 80.
Minute.

Das Diagramm zeigt, daB durch LHPO Atmung und anaerobe Glyko-
lyse gleich stark gehemmt werden. Die Halbwertsdosis liegt bei 0,38 g/1,
das entspricht einer rund 10-3 molaren Losung*. Die Feststellung einer
gleich starken Hemmung von Atmung und Gérung ist insofern bemerkens-
wert, als sich damit LHPO in seiner Wirkungsweise nicht nur von den
Priparaten von Shuster'®, sondern vor allem auch von Hx04%, B 392 und
Réontgenstrahlen® grundsitzlich unterscheidet. Hierauf wird spéter
noch ausfithrlich zuriickzukommen sein.

18 0. Shuster, Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 90, 423 (1955).
20 I, Holzer, E. Holzer und G. Schuliz, Biochem. Z. 326, 385 (1955).

* Bezogen auf die als Wirkungstriger erkannten Cjg-Hydroperoxyde,
ergibt sich eine Halbwertskonzentration von 4 bis 5. 10-4m/l.
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Um den Einfluf eines Katalasezusatzes auf die festgestellten Hemm-
aktivitdten zu untersuchen, wurden zu 0,5 g/l LHPO (mit einer Gérungs-
hemmung von 799%,) 100 v Katalase/2,5 ml Gesamtvolumen zugesetzt
und 729, Gérungshemmung gemessen. Daraus ergibt sich, dafl der Kata-
lasezusatz die Hemmwirkung nicht verringert, in Ubereinstimmung mit
dem auf S. 454 mitgeteilten Befund, wonach Katalase die Lipidhydro-
peroxyde in Lésung IV nicht zu zersetzen vermag.

Der unmittelbare Beweis dafiir aber, dal die wasserlgslichen Lipid-
hydroperoxyde der wesentliche Triger der Hemmwirkung auf die Atmung
und Garung der Tumorzellen sind, konnte schlieflich durch selektive
Reduktion der LHPO und nachtrigliche Messung der Hemmaktivititen
erbracht werden.

Hiezu wnrde Losung IV nach Priveit und Lundberg™ mit SnCly in
salzsaurer Losung reduziert, wobei die OOH-Gruppen in Hydroxylgruppen
umgewandelt werden, ohne dal3 sonstige chemische Verinderungen ein-
treten, wie unter anderem auch aus dem Ultrarotspektrum hervorgeht
(Abb. 4, Kurve b). Die OOH- und die OH-Gruppen besitzen im 3 y-Ge-
biet die gleiche Absorptionsbande, so daf verstandlich wird, daf LHPO
und reduzierte Losung in diesem Gebiet gleiche Absorption aufweisen. Das
reduzierte Priparat unterscheidet sich also, soweit die bisherigen Messun-
gen erkennen liefen, vom Ausgangspraparat LHPO nur dadurch, daf es
statt der Hydroperoxydgruppen Hydroxylgruppen enthilt. Da beide
Gruppen auch anndhernd gleiche Hydrophilie aufweisen, war diese An-
derung fir die durch Oberflicheneffekte bedingte biologische Wirkung
der Priparate ohne wesentlichen Belang. Damit konnte die Wirkung der
Hydroperoxydgruppen durch Differenzmessung ausreichend exakt er-
mittelt werden. Die Kurven 2 und 3 der Abb. 8 zeigen die ermittelten
Dosis-Effekt-Kurven,

Man ersieht daraus eindeutig, daB die Hydroperoxydgruppen die eigent-
lichen Wirkungstrager im Prip. LHPO sein miissen.

Die auch nach der Reduktion verbleibende geringfiigige Hemmwirkung
beruht offensichtlich auf dem bereits erwidhnten unspezifischen Effekt ober-
flaichenaktiver Fettsdureketten, der auch in den Prip.. Vb, VIb. VIa auf-
getreten war und nattirlich auch bei Losung IV vorhanden sein muB.

Weiters folgt aus Abb. 8, daB die Hydroperoxydgruppen tatsichlich die
Atmung und Gérung gleich stark hemmen.

Untersuchungen tiber den Wirkungsmechanismus von
Priaparat LHPO :

Die bisher geschilderten Untersuchungen ergaben, da LHPO den Zell-
stoffwechsel zum gréften Teil iiber die Hydroperoxydgruppen hemmt und diese
Hemmung durch Katalase nicht beeinfluBt wird. Diese Tatsache erscheint
verstéindlich, nachdem gezeigt werden konnte, daBl die Hydroperoxydgruppen
von LHPO durch Katalase nicht zersetzt werden.
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Es ergab sich ferner, daB die Hydroperoxydgruppen von LHPO At-
mung und Gérung gleich stark hemmen. Allein aus dieser bemerkens-
werten Tatsache kann geschlossen werden, dall der Wirkungemechanismus
von dem des HoOy verschieden sein mul3 ; denn bei HyOg setzt die Atmungs-
hemmung erst bei Konzentrationen ein, die die anaerobe Glykolyse schon
nahezu vollstindig gehemmt haben®. HyOg 18t ein spezifisches Glykolyse-
gift, von dem man annehmen muB}, dafl der wesentliche Teil der Atmungs-
hemmung indirekt durch vollstandige Glykolysehemmung bewirkt wird.
In Ubereinstimmung damit beobachtete man diese Verhiltnisse an Ascites-
und Hefezellen anch bei allen bisher bekannten reinen Glykolyse-Hemm-
faktoren, wie Monojodacetat 20 22, Menadion 2% und Athyleniminochino-
nen?. Hiezu mul noch erwihnt werden, dafi die genannten Faktoren
keineswegs alle an der gleichen Stelle der Glykolysekette angreifen.

Da nun LHPO Atmung und Garung gleich stark hemmt, kann es sich
um kein reines Glykolysegift handeln; es mufl vielmehr ein grundsétzlich
verschiedener Wirkungsmechanismus vorliegen.

Nach Holzer und Mitarbeitern hemmt Ho02 die Glykolyse von Ascites-
Tumorzellen iiber eine Verringerung des intrazelluldren Diphosphopyridin-
nucleotid-spiegels®. Da Nicotinsaureamid den Abbau von DPN hemmt,
gleichzeitig aber auch seine Synthese f6rdert, wird verstindlich, dafl die
durch Hy05 bewirkte Girungshemmung durch Zugabe von Nicotinsdure-
amid wieder aufgehoben werden kann. Dies konnten wir auch fiir den
von. uns untersuchten Tumorstamm bestéatigen.

Wird demnach eine Glykolysehemmung durch Zusatz von Nicotinamid
nicht aufgehoben, dann kann sie nicht durch eine Verringerung von DPN
bewirkt worden sein, wie z. B. bei Monojodacetat als Hemmstoff gefunden
werden konnte®.

Die durch LHPO bewirkte Glykolysehemmung wird nun durch Zu-
satz von Nicotinssureamid tatsidchlich nicht beeinfluflt: Bine Losung von
0,5 g/l LHPO (Gérungshemmung 819%,) zeigte nach Zusatz von Nicotin-
sdureamid (2 - 10-2 m/l, Gesamtvolumen 2,5 ml) eine Garungshemmung
von 80%. Dies macht es auBerordentlich unwahrscheintich, daf LHPO
iiber eine Senkung des DPN-Spiegels die Gérung hemmt, was anschlieBend
durch direkte enzymatische Messungen eindeutig geklért werden konnte.
Hiezu wurde zunichst an Ascites-Tumorzellen eine Bichkurve mit HaOq
als Vergleichsbasis erstelit.

Im wesentlichen wurde dabei nach den Angaben von Holzer?* gearbeitet
und die Volumina fiir unsere Versuchsbedingungen geringfiigig modifiziert:

21 &, Schatz, Dissertation Universitdt Graz (1960).

22 H. Holzer et al., Biochem. Z. 327, 195 (1955).

23 H . Tiedemann, H. Risse und J. Born, Z. Naturforschg. 13b, 157 (1958);
L. Kiesow, 7Z. Naturforschg. 14b, 490 (1959).

24 Ff. Holzer, P. Glogner und G. Sedlmayr, Biochem. Z.330, 59 (1958).
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Der vierzehnfache Inhalt eines Warburg-Kolbens wurde 30 Min. bei 37° C im
Brutschrank streng anaerob unter gelegentlichem Umschiitteln inkubiert.
Darauf wurden 5 ml entnommen und dann in zwei Parallelbestimmungen im
Warburg-Apparat die anaerobe Glykolyse gemessen. Von den verbleibenden
12-2,6ml = 30 ml Ldsung wurden die darin enthaltenen 540 pl Zellen
abzentrifugiert und zweimal mit isotoner Kochsalzldsung gewaschen. Durch
Zusatz von 2ml 6proz. HClO4 wurde enteiweifit, das Sediment abzentrifugiert,
und der Uberstand mit
KOH neutralisiert. Nach-
dem auf ein Endvolumen
von 3ml aufgefiillt worden
war, wurde der KClO4-
Niederschlag abzentrifu- 20
giert und 2l der iiber-
stehenden klaren Lésung
in den optischen Test
eingesetzt. Optischer
Test: 0,1ml 969, Athanol,
0,04 ml 1 m Semicarbazid-
HCl, 0,02m} 2n NaOH
2,0ml Testlésung, 3,34 ml
Glykokoll - Na - Pyrophos-
phatpuffer, pH = 8,7
(0,2 m). Vermessen wird
die Extinltion bei 366 my. L *
gegen Wasser vor und
nach Zusatz von 0,01 ol 0 L - 1 !
(ca. 0,03 mg Enzympro- g 0w & &7 w7
tein) Alkoho%dehydrogen— %o Glykolyse ~Hemmury —=

S

% PN A1
R

S
T
.

~N

ase (Fa. Boehringer). Die Abb. 9. Hemmung dev anaeroben Girung von Ehslich-

i : o i Ascites-Tumorzellen in Abhéngigkeit vom DPN-Abfall:
Extmklt‘lonsande‘runc ist Kurve 1: mit Prap. LHPO
proportional der  ur- Kurve 2: mit H;0,

spriinglich vorhandenen

DPN-Menge. Fir die Absolutberschnung der DPN-Mengen wurde der von
Biicher® angegebene Extinktionskoeffizient verwendet. Dis lineare Abhangig-
keit der Extinktionsénderung von der eingesetzten DPN-Menge wurde mit
einem DPN-Préparat kontrolliert.

Abb. 9 zeigt die Abhéngigkeit der Glykolysehemmung vom DPN-Ab-
fall, wobei sich der von Holzer? ermittelte Wert der dargestellten Kurve
ausgezeichnet einfiigt. Da Roéntgenstrahlen die Glykolyse iiber intermediir
gebildetes Wasserstoffperoxyd hemmen, ist in diesem Zusammenhang eine
von Maass und Mitarbeitern? an Yoshida-Ascites-Zellen fir Réntgen-
strahlen erstellte Kurve von Interesse, die erwartungsgemill im wesent-
lichen den gleichen Verlauf zeigt. Die Kurve 1 der Abb. 9 ergibt somit,
daf3 der intrazellulire DPN-Spiegel um mindestens 40 bis 509, sinken mu$8,
um eine deutlich mefbare Hemmung der Glykolyse zu bewirken. Kurve 2

% Informationsblatt (1955) der Fa. C. F. Boehringer.
% H. Maass, G. Rathgen, H. Kiinkel und G. Schubert, Z. Naturforschg.
13b, 735 (1958).
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der Abb. 9 wurde an Ascites-Zellen in gleicher Weise mit LHPO erhalten.
Es zeigt sich, daf auch LHPO eine Senkung des intrazelluldaren DPN-Spie-
gels bewirkt. Nach der Feststellung, dafl Nicotinamid die durch LHPO be-
wirkte Gérungshemmung nicht beeinflult, mag dies zunichst unver-
standlich erscheinen. Der quantitative Vergleich mit der mit HyOo er-
haltenen Kurve ! macht den Befund jedoch plausibel: Kurve 2 ergibt
ndmlich, daBl in diesem Fall bei einer Senkung des DPN-Spiegels um
409, die Glykolyse bereits nahezu vollstindig gehemmt ist. Daraus kann
gefolgert werden, dafi der Hemmeffekt von LHPO tatséchlich praktisch
zur (Génze iiber einen anderen Wirkungsmechanismus ablaufen mu8.

N
8
N 72k {720
§. 70F {700
) —
S 45 ? , Arinsces OFN-Mveaw” AN
x
§ 76+ AN
R
DN i40
S
E] 42+ 20
[ 4
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Abb. 10. DPN-Niveaus und Glykolysehemmung bei Ehrlick-Ascites-Tumorzellen unter Einfluf von
Prip. LHPO und Nicotinamid

Dies konnte auch durch folgenden Versuch deutlich gemacht werden: Die
Versuche mit Hs0s2 (Abb. 9, Kurve 1) ergaben, dall der DPN-Spiegel um
mindestens 40 bis 509, absinken mulf}, damit die Glykolyse roerklich gehemmt
wird; dieser Wert seil hier als ,kritisches DPN-Niveau‘ bezeichnet. Auch
unter dem Einflul von Prip. LHPO sinkt der DPN-Spiegel unter dieses
,,kritische Niveau‘‘, wie die Kurve 2 der Abb. 9 zeigt. Durch Nicotinamid
148t sich, wie bei den Versuchen mit Hs0s, diese DPN-Senkung verhindern,
wie Abb. 10 veranschaulicht. In diesem Fall wird aber die bestehende
Glykolysehemmung, im Gegensatz zu den Versuchen mit HsOg, nicht wesent-
lich verringert. Auch diese Tatsache, dafl man also den DPN-Spiegel der
gehemmten Zellen durch Nicotinamid wieder {iber das ,,kritische Niveau'*
heben kann, ohne daf die Glykolysehemmung wesentlich verringert wird,
zeigt, dall die DPN-Senkung bei der Wirkung von LHPO nur eine unwesent-
liche Nebenerscheinung ist, die auch durch allgemeine Abbauvorgénge in der
geschédigten Zelle bewirkt werden kénntel®.

Zusammenfassend stehen also als Erklirungsméglichkeit fiic die be-
obachtete Glykolysehemmung durch LHPO folgende Effekte zur Dis-
kussion:

Effekt I: Senkung des intrazelluliren DPN-Niveaus (wie bei Hy0o).
Dieser Effekt, der von einem ganz bestimmten Teil des Molekils,
nimlich den Hydroperoxydgruppen, hervorgerufen wird, kénnte zwar im
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Prinzip die Glykolyse der Tumorzellen hemmen. Tatsichlich kommen
hier jedoch noch zwei weitere Effekte hinzu, die wesentlich stdrker sind
und den sehr geringen Effekt der DPN-Senkung praktisch verdecken:

Effekt IT: Der , Lipideffekt'‘: Die Hydroperoxydgruppen sind in
LHPO an eine relativ grofle Fettsidurekette gebunden, die selbst durch Ober-
flicheneffekte glykolysehemmend wirkt. Das Ausmal dieses unspezifi-
schen ,, Lipideffektes* kann aus Abb. 8 abgelesen werden, da im reduzier-
ten LHPO nach Zerstorung der Hydroperoxydgruppen nur noch der reine
Lipideffekt tbrig bleiben mubB.

Effekt ITT: Ein weiterer Effekt der Hydroperoxydgruppen von LHPO,
der aber mit dem DPN-System nichts zu tun hat. Wie Abb. 8 zeigt, ent-
falten die in LHPO anwesenden Hydroperoxydgruppen zusitzlich zum
Lipideffekt starke Hemmwirkungen. Diese koénnen durch Nicotinamid
nicht aufgehoben werden und konnen daher auch nicht auf einem DPN-
Abfall beruhen. Der Mechanismus dieses von der Wirkung des Wasser-
stoffperoxyds vollig verschiedenen Hemmeffektes soll nun kurz diskutiert
werden.

Effekt I erweist sich neben den viel stirkeren Effekten IT und I als
praktisch bedeutungslos. Zur Diskussion des neu entdeckten Hydroper-
oxyd-effektes I1T wird man vor allem die oxydierende Wirkung der Hydro-
peroxydgruppen von LHPO in Betracht ziehen miissen. Beschrinkt man
sich zunéchst auf die Hemmung der Garung, so wire eine Oxydation von
Ferment-SH-Gruppen (Triosephosphatdehydrogenase!) eine plausible
Erklarungsmoglichkeit. Tatséchlich konnte gezeigt werden, daf LHPO
krist. Triosephosphatdehydrogenase vollstindig inaktiviert. Halbwerts-
konz.: 1,8 1075 m/127.*

Dal} die vorliegenden Lipidhydroperoxyde tatsdchlich SH-Gruppen
schnell und vollsténdig oxydieren, wurde mit Cystein bewiesen. Die Oxy-
dation der SH-Gruppen wurde dabei an Hand der Abnahme der positiven
Reaktion mit Nitroprussidnatrium kolorimetrisch gemessen. Bei der
Reaktion wurde im Gegensatz zu den biologischen Bedingungen das
Cystein im UberschuB verwendet, um eine Weiteroxydation der Disulfid-
gruppen zu verhindern. Nach 45 Min. waren bei unseren Versuchsbedin-
gungen bereits weit mehr als die Hilfte der urspriinglich anwesenden
Hydroperoxydgruppen reduziert worden, was indirekt itber die Oxydation
der .SH-Gruppen gemessen werden konnte (Abb.11). Im Vergleich zu
Hy0; erfolgte die Oxydation durch das LHPO-Prip. etwas schneller.

Versuchsbedingungen: Farbreaktion mit Nitroprussidnatrium in alkal.
Losung?: 1ml einer ca. 0,01 m Cystein-Losung wird mit 5 ml Glykokollpuffer

27 M. Taufer, Dissertation Universitdt Graz.
%8 Houben-Weyl, Methoden Organ. Chem. 2, 586 (4. Aufl.).

* Hiertiber wird M. Taujer demnichst ausfiihrlich berichten.
Monatshefte fiir Chemie, Bd. 92/2 30
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von pH 10,4, 1ml 1 m KCN-Lésung in Glykokollpuffer und 2 ml Nitroprussid-
natrium-Lésung (0,6 g in 10 ml Wasser) versetzt. Auf 50 ml auffilllen und
sofort kolorimetrieren. Die entstandene gefiarbte Verbindung hesitzt ein

qysiein~Kontrolle
§ 3 L o AYETHN T ROTTTS, ¢,

Gystern

Abb. 11. Oxydation der SH-Gruppen von 1-Cystein durch Priap. LHPO und H,0,

Extinktionsmaximum bei 530 mu. Daher wurden alle Messungen mit Schicht-
dicke 1 cm bei dieser Wellenlinge durchgefithrt. Die erhaltene Eichkurve
bringt Abb. 12.

20 @ 7 o7 14 720
myg Cysiem /70 ml

Abb. 12. Zusammenhang zwischen der bei 530 mp gemessenen Extinktion alkalischer Cystein-
Nitroprussidnatrium-Mischungen und dem Cysteingehalt der Mischungen

Grundsitzlich ist es also méglich, daf die Hemmwirkung von LHPO
auf die Girung von Aszites-Tumorzellen mit einer Inaktivierung des
oxydationsempfindlichen SH-Enzyms Triosephosphatdehydrogenase zu
erkldren sein wird.

SchlieBlich kénnte man auch die von der Glykolysehemmung offenbar
getrennte Atmungshemmung durch eine Oxydation von SH-Gruppen
durch LHPO erklaren. Hier kommt vor allem die funktionelle SH-Gruppe
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des Coenzyms A in Betracht, deren Oxydation zu einer Hemmung des
Zitronensgurezyklus fithren miilite. Aber auch der zweite Hauptweg der
Zellatmung, der sogen. Glucosephosphat-Shunt, wire iiber die neuerdings
in der Glucose-6-phosphatdehydrogenase entdeckte funktionelle SH-
Gruppe® blockierbar. Infolge der wesentlich komplizierteren Verhiltnisse
bei der Zellatmung wird man jedoch hier auch noch andere Moglichkeiten
in Betracht ziehen miissen.

Wirkung von Prip. LHPO auf Hefezellen

SchlieBlich erschien es interessant, die Wirkungen des wasserloslichen
LHPO-Préparates auf Hefe zu untersuchen.

Belanntlich entspricht dieser Mikroorganismus in seinen wichtigsten
Stoffwechselreaktionen den tierischen Zellen und wird als partieller An-
aerobier geradezu als Modell fir die Tnmorzelle angesehen3?. ITm wesent-
lichen Unterschied aber zu den Ehrlich-Ascites-Tumorzellen weist die
Hefezelle einen betrichtlichen Gehalt an Katalase auf3!. Dies zeigte sich
auch bei dem von uns verwendeten Stamm bei Inkubation der Zellen mit
H505 und Messung des freigesetzaten Sauerstoffes.

Tabelle 3. Von Hefezellen zersetztes Wasserstoffperoxyd

Normaler Gértest. Gasraum Luft, Medium glucosefrei, Zusatz von
3,6 - 1076 Mol Hy05 = 46u] Os.

20 Min. % 40 Min. %

Entwickelte Menge
Oz in pl 35 76 44 96

Da somit das HsO» bei seinem Eindringen in die Zelle fortlaufend zer-
setzt wird, wird die fiir die Hemmwirkung erforderliche Schwellenkonzen-
tration nicht erreicht und daher kann auch Hy0p die Glykolyse der Hefe
nicht hemmen, wovon wir uns bis zu Konzentrationen von 4 - 10-3 m/l
H50; iiberzeugten.

Auch die enorme Resistenz der Hefezelle gegeniiber Réntgenstrahlen 32
wirde damit verstdndlich, wenn man, in Analogie zu den Asciteszellen,
annimmt, dafl die Strahlen die Glykolyse tiber intermediir gebildetes
H20s hemmen. Der hohe Katalasegehalt der Hefezelle bewirkt eine Zer-
stérung des gebildeten H,Oz und verhindert damit eine strahlenbedingte
Hemmung der Gérung.

® H. Scharfschwerdt und S. Rapoport, Naturwiss. 47, 204 (1960).

30 L. Kiesow, Z. Naturforschg. 14b, 224 (1959).

8t J. Takalay, U. S. P. 2786 038, Mérz 1957; M. Frazer, J. Gen. Physiol.
38, 515 (1955).

% H. Hngelhardt, K. Schneweis und H. Bilow, Z. Naturforschg. 14b,
152 (1959).

30%
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Dagegen diirfte vom Prép. LHPO sehr wohl eine Hemmwirkung er-
wartet werden, nachdem im vorangegangenen Abschnitt gezeigt worden
war, daB Hydroperoxydgruppe und Hemmaktivitit gegeniiber Katalase
resistent sind.

Die folgende Tab. 4, die Mittelwerte aus je drei Best'mmungen ent-
halt, ergibt, daB diese Erwartung durchaus zutrifft:

Tabelle 4

0,15 g/l 0.15 g/1 0,33 g/1 0.33 g/l
LHEPO LHPO reduz. LHPO LHPO reduz.

Garungshemmung 67 19 96 50

Verwendet wurde handelsiibliche Backhefe der Fa. Reininghaus, Graz.
Messung der anaeroben Géirung: Je Kélbchen 2,5 ml doppelt konzentrierte
Nihrlosung nach Brawn- Flexner (pH = 4,0), 2,0 ml Wasser oder Zusétze.
Endkonzentration an Hefe: 0,069, (NaBgewicht). Endkonzentration an
Glucose 1,1%, Temp. 37° C, Versuchsdauer: 20 bis 120 Min. Fiir einige
Versuche wurden 0,3 m Phosphatpuffer vom pH = 5,5 gewihlt. Die Zah-
len der Spalten 2 und 4 der Tab. 4 zeigen, dafl Prap. LHPO die Gérung
der Hefe wirksamer hemmt als die der Tumorzellen; die Halbwerts-
konzentration liegt hier unter ca. 4 - 10t m/l. Zur Kontrolle wurde auch
die Wirksamkeit des mit SnCly reduzierten Praparates geprift (vgl. die
Zahlen der Spalten 3 und 5 der Tab. 4); in vollstdndiger Analogie zu den
Befunden mit Tumorzellen tritt auch hier eine, wenn auch viel schwichere
Hemmalktivitit in Erscheinung, die wieder dem sogen. Lipideffekt (Ef-
fekt II, s. S. 459) zuzuordnen ist.

Dieser lag auch der seinerzeit mit den Préparaten Vb und VIa
(Schema 1) bei Hefe festgestellten Hemmwirkung zugrundel4. 33,

Ob der mit einem organischen Hydroperoxyd bei Hefe erstmalig er-
zielte Hemmeffekt dem gleichen Wirkungsmechanismus folgt, wie bei den
vo:stehend untersuchten Tumorzellen, ist wahrscheinlich, derzeit aber
noch nicht experimentell erwiesen.

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Rockefeller-Foun-
dation, New York, der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften
und des Osterreichischen Krebsforschungsinstitutes, Wien, sowie der
Nitritfabrik GmbH & Co., Feldkirchen bei Miinchen, durchgefiihrt, wofiir
den genannten Institutionen und Stellen hiermit verbindlichst gedankt

" werden soll.

83 F. Schauenstein und @. Schatz, Mh. Chem. 90, 118 (1959).



