Uber die Reaktion von A% 12-Linolsiiureester in Wasser, 6. Mitt,:

Chromatographische Untersuchungen iiber die Zusammen-
setzung des Priaparates ,,LHPO” und die Isolierung der ein-
zelnen tumorwirksamen Hydroperoxydkomponenten
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( Eingegangen am 8. November 1962)

In einer Reihe vorangegangener Arbeiten wurde mitgeteilt, daBl bei
mehrtigigem Dispergieren von Linolséureester in bidestill. Wasser bei 40°
ein komplex zusammengesetztes Reaktionsprodukt erhalten wird, das zwei
besonders interessante Eigenschaften aufweist: Wasserloslichkeit und
Gehalt an neuartigen Lipidhydroperoxyden (Schauenstein und Mitarbei-
ter?).

Durch einen entsprechenden Aufarbeitungsgang wurde ein Produkt er-
halten (Prap. 11T), dessen Wasserldslichkeit max. ca. 0,49, betrigt und dessen
Gehalt an Lipidhydroperoxyden auf durchschnittlich 50 Gewichtsprozent
angereichert werden konnte. Dieser Hydroperoxydanteil ergibt sich aus dem
Durchschnittsmolekulargewicht des Praparates I1I von 350 bis 360 und einem
Peroxydgehalt entspr. 20 bis 22 v/aktiven Sauerstoffes. Auf Grund der Wasser-
16slichkeit des Prap. I1I wurden damit stabile und klare wabBrige Losungen
hergestellt, deren Konzentration durchschnittlich 2 bis 4 g/l und deren Per-
oxydgehalt 40 bis 100 y akt. Sauverstoff/ml betrug. Diese Losung wurde in
den bisherigen Untersuchungen kurz mit ,,Préparat LHPO* (Lipidhydro-
peroxyde) bezeichnet.

Damit standen die Lipidhydroperoxyde fiir biologische Versuche in
wasserloslicher Form zur Verfiigung, und es wurden damit eine Reihe
interessanter Befunde erhoben. So wurde festgestellt, dal die Hydro-
peroxyde Atmung, aerobe und anaerobe Glykolyse von Ehrlich-Ascites-
Tumorzellen, sowie von Hefezellen in charakteristischer Weise hemmen,

1 F. Schauenstein, G. Schatz wnd G. Benedikt, (4. Mitt.), Mh. Chem. 92,
442 (1961).
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gegeniiber Katalase vollkommen resistent sind und die Glykolyse nicht
tiber eine Senkung des intrazelluliren DPN-Spiegels, sondern durch oxy-
dative Inaktivierung bestimmter SH-Enzyme der Glykolysekette hem-
men (Schauenstein und Mitarbeiter?). Hiebei werden mit hoher Spezifitét
nur die Triosephosphatdehydrogenase und Milchsduredehydrogenase
gehemmt. Dies wurde nicht nur an den isolierten Enzymen, sondern auch
an den intakten Tumorzellen eindeutig sichergestellt (Schauensiein und
Mitarbeiter?). In Tierversuchen ergab sich eine 100proz. Hemmung des
Tumorwachstums, wenn eine Million Zellen mit 1,0 v aktiven Sauerstoffes
in vitro inkubiert und anschlieffend transplantiert wurden (Zangger,
Ratzenhofer, Schauenstein®).

Wenn auch durch Versuche mit den mit SnCls-reduzierten Praparaten
gezeigt werden konnte, dafl die Befunde wohl vor allem den Hydroperoxyd-
gruppen zuzuordnen sind, so kann doch nicht tibersehen werden, daf} es sich
um Befunde handelt, die mit einem Mischprdparat erhalten wurden, von dem
nur der Gehalt an Lipidhydroperoxyden, iiber dessen sonstige Zusammen-
setzung aber nur sehr wenig bekannt war.

Die ausgezeichnete Reproduzierbarkeit aller bisherigen biochemischen
und biologischen Versuchsergebnisse liel wcehl eine weitgehende Konstan.
der chemischen Zusammensetzung des Préparates mit aller Wahrscheinlich-
keit annehmen. Dennoch fehlte bisher ein eindeutiger analytischer Nach-
weis. AuBerdem war {iber Zahl und Art der Bestandteile des Priiparates
nichts bekannt.

Um in diesen, fiir die weiteren Versuche grundlegend wichtigen Fragen
weiterzukommen, wurde die Analyse mittels der Diinnschichtchromato-
graphie in Angriff genommen. Uber die bisher damit gewonnenen Ergeb-
nisse soll im folgenden berichtet werden.

Fir Versuche ciner qualitativen und angenihert quantitativen Auf-
trennung des bisherigen Mischpriparates IIT kam nur eine Methode in
Betracht, bei der die iiberaus empfindlichen Persauerstoffverbindungen
erhalten bleiben. Nur auf diese Weise wiirde es moglich, die einzelnen
peroxyd(PO)-aktiven Substanzen von den nichtperoxydischen Bestand-
teilen zu unterscheiden, abzutrennen und sie sehiieBlich gesondert auf ihre
biologische Aktivitdt zu testen. Diese Forderung beinhaltet den strengen
AusschluB von Licht, erhShter Temperatur und langen Arbeitszeiten.
Damit war klar geworden, daB die Diinnschichtchromatographie in diesem
Fall am aussichtsreichsten einzusetzen wire, und wir begannen umsere
Versuche mit einer Ausriistung, die uns zuerst iiber Anregung und Ver-
mlttlung der Nitritfabrik (Feldkirchen bei Miinchen), spiter als Leihgabe

2 . Sohauensiew G. Schatz und M. Taufer (1. Mitt.), Z. Krebsforsch. 64,
465 (1962).

3 E. Schauenstein, M. Taufer und G. Schatz (5. Mitt.), Mh. Chem. 93,

(1962).

¥ J. Zangger, M. Ratzenhofer und K. Schauenstein (2. Mitt.), Z. Krebsforsch.
64, 473 (1962).
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des Osterreichischen Krebsforschungsinstitutes Wien in dankenswerter
Weise zur Verfiigung gestellt wurde. Wir verwendeten als Adsorbens
Kieselgel G nach Stakl, das nach Lufttrocknung eine Stunde bei 110° C
aktiviert worden war. Auf die Platten wurden jeweils 100 bis 200 v Prép.
IIT, in Chloroform gelést, am Startpunkt aufgetragen. Als FlieBmittel
diente eine Mischung von n-Hexan—Ather 3:2. Die Steighthe wurde
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Abb, 1. Diinnschichtchromatogramme. Adsorbens: Kieselgel G, Merck, FlieBmittel: Hexan—Ather
3:92.Anfiarbung: 25proz. alkohol. Phosphormolybdénsiureldsung

a: Priparat III (Gesamtpriparat)
b: Substanzen mit Ry 0,83—0,85

0,71—0,72

0,50—0,55 sdulenchromatographisch aus Prip. [T gewonnen
¢: Substanzen mit Rp 0,35—0,37 .

0,25—0,28
0,18-0,20

<20 OO0 00
<20 OO000
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einheitlich mit 10 cm festgelegt. Gearbeitet wurde stets bei 20° C unter
Lichtausschluf und ohne Kammeriibersattigung.

Abb. 1 a zeigt ein Chromatogramm nach Anfirbung mit 25proz.
alkohol. Phosphormolybdinsiurelésung. Zwischen Start und Front sind
9 abgegrenzte Flecke zu erkennen, die von oben nach unten beziffert
werden, wobei Ry 0,10—0,20 und 0,0—0,10 zusammengefallt werden. Die
zugehorigen Rp-Werte bringt Tab. 1. Dieses erste Ergebnis stimmt mit
der gaschromatographischen Auftrennung, die im Laboratorium von
W. Schrade* mit dem Prip. ITI vorgenommen worden war, einigermafen

* Wir erlauben uns, an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. W. Schrade (Mediz.
Univ.-Klinik, Frankfurt a. M.) und seinen Mitarbeitern fiir die liebenswiirdige
Durchfithrung der gaschromatischen Analyse herzlichst zu danken.
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dberein (vgl. Abb. 2). Allerdings gibt das Gaschromatogramm keinen
Aufschlufl dartiber, welche der Komponenten Hydroperoxydgruppen
enthalten, da die oxydierenden Grauppen vorher mit SnCly reduziert wor-
den waren, um das Prdparat unempfindlicher gegen die hohen Arbeits-
temperaturen zu machen.

Diesen iiberaus wichtigen Aufschluf gibt jedoch das Diinnschicht-
chromatogramm, wenn man die Platte, z. B. erst mit einer Fe2+-Lisung

Abb. 2. Gaschromatogramme des mit SnCl; reduzierten Gesamtpriparates ITI (nach W. Schrode und
Mitarb.)

und sodann nach 10 Min. Einwirkung mit einer Losung von p-Dichlor-
phenolindophenol bespriiht**. Auch das Bespriithen der Platten mit Lo-
sungen von Fe(CNS)y oder p-Nitrodimethylanilin liefert analoge Ergeb-
nisse. Alle diese Reagentien geben mit Peroxyden und Hydroperoxyden
typische Farbreaktionen und machen somit unter den bisher gefundenen
9 Komponenten die peroxyd-aktiven Substanzen selektiv sichtbar,

Die Abb. 3a und 3b geben auf diese Weise angefdrbte Dimnschicht-
chromatogramme wieder (vgl. hiezu auch Tab. 1).
Daraus ergeben sich folgende Aussagen:

1. Prép. IIT besteht, wie erwartet, aus peroxydischen und nichtperoxy-
dischen Komponenten.

2. Die nicht-peroxydischen Komponenten stellen einen Bestandteil dar,
der in 6 Flecken zum Ausdruck kommt.

3. Der peroxydische Anteil verteilt sich auf 4 Flecke. Sie entsprechen
Lipidhydroperoxyden unterschiedlicher chemischer Konstitution.

** Kolorimetrische Bestimmung von Lipidperoxyden nach Hartmanb.
5 L. Hartman, J. Sci. Food Agric. 5, 476 (1954).
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4. Der nichtperoxydische Anteil ist im wesentlichen in den Flecken mit

Rp 0,25 bis 0,28, 0,18 bis 0,20, 0,08 bis 0,10

konzentriert, wihrend die Flecke mit Rp 0,71 bis 0,72 und 0,35 bis 0,37

den Hauptteil der Hydroperoxyde enthalten.

Wie die Abb. 1 und 3 sowie Tab. 1 zeigen, ist mit den zunichst verwendeten
FlieBmitteln nur im Rgz-Bereich von etwa 0,2 bis 1 eine befriedigende Auf-
trennung moéglich.

Im Startbereich bis Rr 0,1 ist die Auftrennung noch nicht ausreichend,
um Uber Zahl und REinheitlichkeit der in diesern Bereich erscheinenden
[ Komponenten bereits endgiiltige Aus-
; a 5 sagen zu machen. Diese sind nur bei

Verwendung speziell fir das Start-
gebiet abgestimmter FlieBmittel zu
From? Front erwarten, woriitber in einer spéteren
i Arbeit berichtet werden wird. Gleich-
wohl ermdglichen die bisherigen Be-
funde die Erkennung der konstant
auftretenden peroxydischen Kompo-
00 Q nenten, von denen LHPO-2, -6 und
-8 auch nach sdulenchromatographi-
scher Auftrennung des Gesamtprapa-
rates sich als einheitlich erwiesen (vgl.
S. 171 bzw. Abb. 4£ und 5).
O O O O v Nachdem die bisherigen biologi-
schen Untersuchungen gezeigt hat-
0O 00 O ten, daB die Hydroperoxydgruppe
@ Q Q als Wirkungsgruppe und damit die
St Starte o o Lipidhydroperoxyde in Praparat I1I
. L I als die biologisch wirksamen Sub-
Do Kieoolgel G. Morck, Fhonsnitiel: Fresan—.  Stanzen anzusehen sind, konzen-
Ather 3:2. Anfirbung: mach Tdufel bzW.  trierte sich unser Interesse zunichst
a: Priparat TII (Gesamtpriparate) nur auf die peroxydischen Bestand.-
b: . Substanzen mit teile.
Ry 0,71—0,72 | i o ]
F 035047 | silenchromatograpbisch In weiteren Versuchen gelang es,

0.10—0.15 | 3us Prip. TIT gewonnen o
S die einzelnen LHPO-Komponenten

aus der Kieselgelschicht der Platte mit einer Mischung von Benzol—
Methanol 3:7 zu extrahieren, in den Extrakten den aktiven Sauerstoff
nach Hartman quantitativ zu bestimmen und die ermittelten Werte zu der
insgesamt aufgetragenen Menge aktiven Sauerstoffes in Beziehung zu
setzen. Tab. 2 bringt die quantitative Verteilung der Peroxydfraktionen
in verschiedenen Priparaten III, die aus verschiedenen Riihransitzen und
unter Verwendung verschiedener Ausgangsprédparate erhalten wurden.

Man ersieht daraus eindeutig, daB Préparat ITI, unabhingig von Riihr-
ansatz und Ausgangsmaterial, stets die gleichen Peroxydfraktionen in
praktisch gleichen Anteilen enthélt. Im iibrigen zeigen die Chromato-
gramme von etwa 20 Ansitzen, dal auch stets die gleichen nichtperoxy-
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dischen Anteile mit nahezu konstanter Intensitit der Flecke auftreten.
Daraus ergibt sich, dafl Praparat III ein definiertes Reaktionsprodukt
mit praktisch konstanter Zusammensetzung darstellt. Diese Feststellung
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Abb. 4 Dinaschichtchromatograrme. Adsorbens: Kieselgel G, Merck, FlieBmittel: Hexan—Ather
3:2. Anfirbung: 25proz. alkohol. Phosphormolybdinsiureldsung

a bis &: Uberprifung der eimzeinen Rluatiraktionen aus einer 8iulentrennuuyg von Prip. I,
Fraktionen 48 bis 196
Zwischen I'rak, 72 u. 74
i})g :‘JI }éi jeweils Leitchromatogramm des Gesamtpriparates 111
191 w. 192
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ist bemerkenswert, wenn man bedenkt, dafl in Priaparat 111 mindestens
10 Komponenten anwesend sind, die in zahlreichen, gleichzeitig oder
nacheinander ablaufenden Einzelreaktionen entstehen.
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Die Zahlen der Tab. 2 ergeben, daBl die Gesamt-Lipidhydroperoxyde
aus Priparat 111 durchschnittlich zu iiber 80%, aus der Platte in aktivem
Zustand eluierbar sind. Nachdem in der Literatur darauf hingewiesen
wird, daB an Kieselgel adsorbierte Stoffe niemals vollstindig herausgeldst
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werden kénnen, entspricht unsere Ausbeute woh!l dem maximal méglichen
Wert (Mangolds).

LHPO-6 macht den Hauptbestandteil mit rund 409, aus, dann folgen
LHPO-2 mit rund 20, LHPO-9 mit rund 17 und schlieBlich LHPO-8 mit
rund 7Y%,

Der hiemit vorgelegte experimentelle Nachweis der im wesent-
lichen konstanten chemischen Zusammensetzung von Préparat IIT
erklirt die bereits mitgeteilte Tatsache, dafl mit der wiBrigen
Losung von Prdparat III gut reproduzierbare biclogische Effekte
festgestellt wurden, sofern man sich auf akt. Sauverstoff/m! Liosung
bezog. Uber die chemischen und biologischen Rigenschaften der
einzelnen Komponenten des Priparates III konnte matiirlich noch
nichts ausgesagt werden.

Hiefiir ist die vorstehend beschriebene Auftrenmung des Priparates
die erste Voraussetzung. Da die aus den Diinnschichtplatten eluierbaren
Mengen im Mikrogrammbereich liegen, muBte nach einer Méglichkeit
gesucht werden, die Komponenten milligrammweise und in moglichster
Reinheit zu isolieren.

Hiezu wurden die diinnschichtchromatographischen Befunde auf die
préparative Sdulenchromatographie iibertragen®.

Prift man die Einzelfraktionen (je 10 ml) solcher Sduleneluate neuer-
lich diinnschichtchromatographisch, so erhdlt man das in der Abb. 4
dargestellte Ergebnis, aus dem hervorgeht, daBi die Reindarstelling der
Binzelkomponenten des Préparates IIT-auf diesem Wege grundsitzlich
méglich ist. .

Abb. 5 bringt das Ergebnis von Peroxydbestimmungen an den ein-
zelnen Eluatfraktionen (Bestimmungsmethodik nach Hartman) und zeigt
die scharfe Verteilungscharakteristik der peroxydischen Komponenten
LHPO-2, -6 und -8.

Vereinigt man die Eluatfraktionen, in denen die einzelnen Kom-
ponenten enthalten sind, und gewinnt daraus die Trockenriickstinde,
so zeigt das Diinnschichtchromatogramm eindeutig, da8 einheitliche
Komponenten erhalten wurden, die hinsichtlich ihres Rp-Wertes den
Komponenten des Gesamtpriparates III  entsprechen: Abb.1b, ¢
und 3 b.

Damit stehen der chemischen Analyse und der biologischen Testung
der einzelnen Lipidhydroperoxyde des Priparates III keine prinzipiellen
Schwierigkeiten mehr entgegen. Die diesbeziiglichen Untersuchungen

* Uber die Methodik der sdulenchromatographischen Trennung und die
Isolierung der Einzelkomponenten wird an anderer Stelle ausfiihrlich be-
richtet werden.

¢ H. Mangold, J. Amer. Oil Chemists’ Soc. 38, 717, 718 ({1961).
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sind im Gange und tiber ihre Ergebnisse wird zu gegebener Zeit ausfithrlich

berichtet werden.
s
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Abb. 3. Fraktionsdiagramm der siulenchromatographischen Auftrennung von Prip. IIT, Peroxyd-
gehalte gemessen nach Hartman

(S8tatt LTHPO-1, -2 und -8 lese man: LHPO-2, -6, -8)

Tabelle 1
Gefarbt mit
Ry PMO Fe’+ -+ Dpi
Komp.-Nr.
0,83—0,85 -+ m — 1
0,71—0,72 4+ m 4 m 2
0,50-—0,55 + m — 3
0,48 + g schw — 4
0,43 + s schw — 5
0,35—0,37 + m + st 6
0,25—0,28 4 st — 7
0,18——0,20]\ + s St} — 8
0,10—0,15§ _— + 8 schw}
0,08—0,1 + s St} — l 9
0,00~0,08} + s 8t + schw |
Verwendete Abkiirzungen: PMO = Phosphormolybdinsiure; Dpi = Dichlorphenolindophenol;
+ = positive Farbreaktion; -— = keine Farbreaktion; s schw = sehr schwach; m = mittel;
st = stark; s st = sehr stark; schw = schwach.

Zunichst konnte mit den in Milligramm-Mengen isolierten Komponen-
ten LHPO-2 bis -9 neuerlich sichergestellt werden, daf es sich tatsichlich
um Lipidhydroperoxyde handelt.
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Hiezu wurden die aus den betreffenden Eluatfraktionen gewonnenen
peroxydischen Komponenten (LHPO-2 bis -9, vgl. Tab. 1) in Benzol—
Methanol (1:1) gelést. Als Leitelektrolyt wurde LiCl in einer Konzentra-
tion von 0,15 m/l zugesetzt. Diese Losungen wurden polarographiert,
und die folgende Abb. 6 zeigt, daB die vier Peroxydkomponenten gut aus-
gebildete Reduktionsstufen besitzen, die alle Halbwertspotentiale in dem
fiir Hydroperoxyde charakteristischen Bereich von ca. — 1 Volt auf-
weisen ¥,

A z

/ : ! .
a7 -45 -0 s
Abb. 6. Polarogramme von LHPO-2 bis -9 und von Linolsiuremethylester-Monohydroperoxyd
Kurve 1: THPO-2 ... ... o Empfindlichkeit 150
2: LHPO-6 ... o e Empfindlichkeit 300
B3rLHPO-8 L Empfindliehkeit 500
40 LHPO-O . Empfindlichkeit 260
5: Linolsfuremethylester-Monohydroperoxyd ... ...... Empfindlichkeit 200

Die Aktivitdt gegeniiber Ehriich- Ascitestumorzellen wurde zunachst
mit LHPO-2 und -6 in vitro getestet.

Auf Grund der bisherigen Messungen 148t sich sagen, dafl die reinen
Lipidhydroperoxyde 2 und 6 nach aerober Vorinkubation die anaerobe
Gérung der EAT-Zellen mit halbmaximaler Dosis von rund 0.4 v akt.
Sauerstoff/Million Zellen hemmen **.

Gemeinsam mit J. Zangger durchgefithrte Versuche ergaben, dafi das
Tumorwachstum zu 1009, gehemmt wird, wenn man die Tumorzellen
mit dem Hemmstoff im Verhiltnis 0,5 v akt. Sauerstoff pro Million Zellen
aerob mischt und unmittelbar danach transplantiert.

Wir danken der Rockefeller Foundation New York fiir die Beistellung
von MeBapparaturen.

* W. Klépffer, Diss. Univ. Graz.

** Q. Jaag, Diss. Univ. Graz.
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