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Mit 6 Abbildungen 

(Eingegange~) am 8. November 1962) 

In einer I~eihe vorangegangener Arbeiten wurde mitge~eilt, dab bei 
mehrtggigem Dispergieren yon Linolsgureester in bidestill. Wasser bei 40 ~ 
ein komplex zusammengesetztes t~eaktionsprodukt erhalten wird, das zwei 
besonders interessante Eigensehaften aufweist: WasserlSslichkeit und 
Gehatt an neuartigen Lipidhydroperoxyden (Schauenstein und Mitarbei- 

terl). 

Dureh einen entspreehenden Aufarbeitungsgal~g wurde ein Produkt er- 
halten (Prfip. III),  dessert Wasserl6sliehkeit max. ca. 0,4~o betrfigt ui~d dessell 
Gehalt an Lipidhydroperoxyden auf durehsehnittlieh 50 Gewiehtsprozent 
angereiehert werden konnte. Dieser t-Iydroperoxydan~eil ergibt sieh aus dem 
Durehschnittsmolekulargewieht des Prgparates I I I  vo~ 350 bis 360 und einem 
Peroxydgehalt entspr. 20 bis 2"), 7/aktiven Sauerstoffes. Auf Orund der Wasser- 
16slichkeit des Prap. I I I  wurden damit stabile und Mare wgSrige L6stmgen 
hergestellt, deren Konzentration durehsehnittlieh 2 bis 4 g/1 und d_ererL Per- 
oxydgehalt 40 bis 100 7 akt. Sauerstoff/ml betrug. Diese L6snng wurde in 
den bisherige~ Untersuehungen kurz mit ,,Pr/iparat LHPO" (Lipidhydro- 
peroxyde) bezeiehnet. 

Damit standen die Lipidhydroperoxyde fiir biologisehe Versuche in 
wasserl6slieher Form zur Verfiigung, und es wurden damit eine Reihe 
interessanter Befunde erhoben. So wurde festgestellt, dab die Hydro- 
peroxyde Atmung, aerobe und anaerobe Glykolyse von Ehrlich-Aseites- 

Tumorzellen, sowie yon Hefezellen in eharakteristiseher Weise hemmen, 

1 E. Schauenstei~% G. Schatz und G. Benedikt, (4. Mitt.), ~,[h. Chem. 92, 
442 (1961). 
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gegeniiber Kata!ase vollkommen resistent sind und die Qlykolyse nieht 
tiber eine Senkung des intrazellulgren DPN-Spiegels, sondern dureh oxy- 
dative Inaktivierung bestimmter SH-Enzyme der Glykolysekette hem- 
men (Schctuenstein und MitarbeiterS). Hiebei werden n i t  hoher Spezifitg$ 
nur die Triosephosphatdehydrogenase und Milehs~;nredehydrogenase 
gehemmt. Dies wurde nieht nur an den isolierten Enzymen, sondern aueh 
an den intakten Tumorzellen eindeutig siehergestellt (Sehauenstein and 
Mitarbeiter3). In Tierversuehen ergab sieh eine 100proz. Hemmung des 
Tumorwaehstums, wenn eine Million gelien mit 1,0 Z aktiven Sauerstoffes 
in vitro inkubiert und ansehliel]end ~ransplantiert wurden (Zangges, 

Ratzenhofer, Schauenstein 4). 

Wenn auch dnrch Versuche mit den nit. SnC12-reduzierten Prhparaten 
gezeigt werden kosmte, dab die Befunde wohl vor allem den Hydroperoxyd- 
gruppen zuzuordnen sind, so kann doeh niebt fibersehen werden, dab es sieh 
um Bei~mde handelt., die n i t  einem Misehprgparat erhal{en wurde11, yon den 
nur der Gehalt an Lipidhydroperoxyden, fiber dessen sonsCige Zusammen- 
setzung aber nm" sehr wenig bekannt war. 

Die gusgezeichnete l~eproduzierbarkeit, alter bisherigen bioehemisehen 
Lmd biologisehen Versuehsergebnisse tieB wohl eine weitgehende Konstanz 
der ehemisehen Zusammensetzung des Prfipara~es mit Mler Wahrseheinlieh- 
keit annehmen. Dermoeh fehlte bisher ein eindeu~iger analytiseher Naeh- 
wets. Augerdem war fiber ZahI und Art der Bestandteile des Priiparat.es 
~iehts bekannt. 

Um in diesen, ffir die weiteren Versuehe grundlegend wiehtigen Fragen 
wei~erzukommeit, wurde die A~alyse mittels der D~nnsehiehtehromato- 
graphie in Angriff genommen. L?ber die bisher damit gewonnenen Ergeb- 
~tisse sol] im folgenden beriehtet~ werden. 

FOr Versuehe ether qualitative, n und angen/~hert quantitativen Auf- 
trennung des bisherigen Misehpr/~parates I I I  kam nut eine Methode in 
Betraeht, bet der die fiberaus empfindliehen Persauerstoffverbindungen 
erhalten bleiben. Nut auf diese Weise wtirde es mfglieh, die einzelnen 
peroxyd(PO)-aktiven Subsganzen yon den niehtperoxydischen Bestand- 
teilen zu unterseheiden, abzutrennen und sie sehtieBlieh gesondert anf ihre 
biologisehe Aktivitgt zu testen. Diese Forderung beinhal~et den strengen 
AnssehluB yon Lieht, erhfhter Temperatur und langen Arbeitszeiten. 
Damit war klar geworden, dab die Dtinnsehiehtehromatographie in diesem 
Fall am aussiehtsreiehsten einzusetzen wgre, und wit begannen unsere 
Versuehe n i t  einer Ausriistung, die uns zuerst fiber Anregung und Ver- 
mittlung der Nitritfabrik (Feldkirehen bet Mriinchen), sp/~ter als Leihgabe 

s E. Schauenstei~% G. Schat, z und ~]~r. Tanrer (1. MilS.), Z. Krebsforseh. 64, 
465 (1962). 

a E. Schaue)~stein, =t~ r. ~au]er mad G. Schatz (5. Mitt.), Mh. Chem. 93, 
544 (1962). 

J. Zangger, =l~. Ratzenho/er und E. Schauenstein (2.5{itt .) ,  Z. Krebsforsel~. 
54, 473 (1962). 
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des 0sterreichischen Krebsforschungsinstitutes Wien in dankenswerter 
Weise zur Veffiigung gestel]t wurde, Wir verwen4e~en als Adsorbens 
Kiese]gel G nach Stahl, das nach Lui~trocknung eine Stunde bei 110 ~ C 
aktiviert  worden war. Auf die PlaSten wurden jeweils t00 bis 200 y Pr~p. 
I I I ,  in Chloroform gelSst, am Star tpunkt  aufgetragen. Als Fliel~mittel 
diente eine Misehung yon n-Hexan Ather 3:2. Die SteighShe wurde 
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Abb. 1. Diinnsehichtchromatogramme. Adsorbens: Kieselgel G, Merck, Fliel3mittel: ]EIcxan--J~her 
3 : 2.Anl~rbung: 25proz. alkohol. Phosl)hormolybdBns~urel0sung 

a: Priiparat I I I  (Gesamtpr~parat) 
b: Substanzen mit R F 0,83--0,85 

0,71--0,72 
0,50--0,55 s~ulenchromatographisch aus PrBp. [ I I  gewonnen 

c: Substanzen mit R E 0,35--0.37 
0,25--0,28 
0,18--0,20 

einhei~lich mit  10 cm festgelegt. Gearbeitet  wurde seers bei" 20 ~ C under 
LicheausschluB und ohne KammeriibersBttigung. 

Abb. 1 a zeigt ein Chromatogramm naeh AnfBrbung mit  25proz. 
alkohol. Phosphormolybds Zwischen S~art und Front  sind 
9 abgegrenzte Flecke zu erkennen, die yon oben nach unten beziffert 
werden, wobei R~ 0,10--0,20 und 0,0--0,10 zusammengefal~t werden. Die 
zugehSrigen RF-Werte bringt Tab. 1. Dieses erste Ergebnis s t immt  mit  
der gaschromatographischen Auf~rennung, die im Labora$or iumvon 
W. Schrade* mit  dem Prgp. I I I  vorgenommen worden war, einigerma~en 

* Wit erlauben uns, an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. W. Schrade (Mediz. 
Univ.-Klinik, Frankfurt a. M.) und seinen Mitarbeitern fiir die liebenswiirdige 
Durchfiihrung der gaschromatischen Analyse herzlichst zu danken. 



I-I. 1/1963] Uber die l~eaktion vo~x A s, le-Linolsfiureester in Wasser 167 

iiberein (vgl. Abb. 2). Allerdings gibt das Gaschromatogramm keinen 
Aufschlug dartiber, welche der Komponenten Hydroperoxydgruppen 
enthalten, da die oxydierenden Gruppen vorher mi t  SnCb, reduziert wor- 
den waren, um das Pr//parat  unempfindlicher gegen die hohen Arbeits- 
temperaturen zu machen. 

Diesen tiberaus wichgigen Aufschlug gibt jedoch das Diinnschicht- 
chrom~togramm, wenn man die Platte, z. B. erst mi t  einer Fe2+-L6sung 

S 
J 

Abb. 2. Gaschromatogr~mme des mit SnC4 reduzierten Gesamtpr~parates III (nach W. Schrade und 
Mitarb.) 

und sodann naeh 10 Min. Einwirkung mit  einer L6sung yon p-Dichlor- 
phenolindophenol besprtiht**. Auch das Bespriihen der Pla t ten mit  L6- 
sungen yon Fe(CNS)~ oder p-Nitrodimethylanilin liefert analoge Ergeb- 
nisse. Alle diese l%eagentien geben mit  Peroxyden und Hydroperoxyden 
typische Farbreaktionen und m~chen somit unter  den bisher gefundenen 
9 Komponenten die toeroxyd-aktiven Substanzen selektiv sichtbar, 

Die Abb. 3 a und 3 b geben auf diese ~Veise angei~rbte D/irmsehieht- 
chromatogramme wieder (vgl. hiezu guch Tab, 1). 

Daraus ergeben sich folgende Aussagen: 
1. Pr/ip. I I I  bes~eh~, wie erwarte~, aus peroxydischelx und nichtperoxy- 

dischen Komponenten. 
2. Die nicht-peroxydischen Komponenten stellen einen Bestandteil dar, 

der i~ 6 Flecken zum Ausdruck kommt. 
3. Der peroxydische An~eil verteilt sich anf 4 Flecke. Sie entsprechen 

Lipidhydroperoxyden unterschiedlicher chemischer Konstitution. 

** Kolorimetr ische Best~immung von  L ip idperoxyden  nach Hartman ~. 
L.  Hart~nan, J. Sci, Food Agric. 5, 476 (1954). 
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4. Der nichtperoxydische Anveil ist im wesen~lichen in den Flecken mit 
Ri~ 0,25 bis 0,28, 0,18 bis 0,20, 0,08 his 0,10 
konzenfriert, w/Lhrend die Flecke mif RF 0,71 bis 0,72 und 0,35 bis 0,37 
den Haup~teil der Hydroperoxyde enthMfen. 
Wie die Abb. 1 mid 3 sowie Tab. 1 zeigen, ist mi~ den zun~Lchst verwendete~l 

Fliel3mi~eln nur im Rr~Bereich yon etwa 0,2 bis 1 eine befriedigende Auf- 
~renrmng m6glich. 

Im Start~bereieh bis Rr  0,1 ist die Auftrermung noeh nieht ausreiehend, 
urn fiber Zahl und Einheitliehkei~ der in diesem Bereieh erseheinenden 

Komponenten bereits endgiiltige Aus- 
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Abb. 3. Dtinnschichtchromatogramme Adsor- 
bens: Kieselg el G. merck, Fliegmittel: Hexan- -  
Xther 3:2. Anf~irbung: nach Tgu/el bzw. 

Hartman 
a: t'r/~parat. I I I  (GesamtprLiparate) 
b: Substanzen mit 

R F 0,7t--0,72 ~ situlenchrom~tographisch 
0,35--0.37 
0,10--0~15 ~ arts t)r~p. I I I  gewonnen 

sagen zu m~chen. Diese sind nur bei 
Verwendtmg speziell fiir das Start- 
gebiet abgestimmter FlieBmittel zu 
erwarten, woriiber in einer spgteren 
Arbeit berichtet werden wird. @leich- 
wohl erm6glichen die bisherigen Be- 
fu~de die Erke~nung tier kons~an~ 
auftretenden peroxydischen Kompo- 
nen~en, yon denen LI-IPO-2, -6 und 
-8 such nach sgulenchromatographi- 
scher Auftrennung des Gesamtprapa- 
rates sich als einhei~lich erwiesen (vgl. 
S. 171 bzw. Abb. 4 und 5). 

Nachdem die bisherigen biologi- 
schen Untersuchungen gezeigt hat- 
fen, dab die Hydroperoxydgruppe 
als Wirkungsgruppe und damit die 
Lipidhydroperoxyde in Pr/~paraf I I I  
als die biologisch wirksamen Sub- 
stanzen anzusehen sind, konzen- 
trierte sich unser Interesse zun~ichst 
nur auf die peroxydischen Bestand- 
teile. 

In  wei~eren Versuchen gelang es, 
die einzelnen LHP0-Komponenten  

aus der Kieselgelschicht der Pl~tfe mit einer Mischung yon Benzol-- 
~efh~nol 3:7 zu ex~rahieren, in den Extrakten den aktiven Sauerstoff 
nach Hartman quantitativ zu bestimmen und die ermitfel~en Wer~e zu der 
insgesamt aufgetragenen Menge aktiven Sauerstoffes in Beziehung zu 
setzen. T~b. 2 bringt die quantitative Verteilung der Peroxydfr~ktionen 
in verschiedenen Prs I I I ,  die ~us verschiedenen l~iihr~ns~zen und 
unter Verwendung verschiedener Ausgangsprgp~rate erh~lten wurden. 

Man ersieht daraus eindeutig, da6 Pri~parat I I I ,  unabhgngig yon l~iihr- 
ansatz und Ausgangsmaterial, stets die gleichen Peroxydfraktionen in 
praktisch gleichen Anteilen enth~lt. Im tibrigen zeigen die Chromato- 
gramme yon etwa 20 Ansatzen, dab auch stets die gleichen nichtperoxy- 



H. ~/1963] L'ber die Beaktion yon A 9, l~-LinolsLiureester in Wasser ~69 

disehen Anteile mit nahezu konstanter Intens i~t  der FIecke auftreten. 
Daraus ergibt sieh, dab Prgparat III ein definiertes Reaktionsprodukt 
mit praktiseh konstanter gt~sammenset.zung darstell~. Diese Fests~ellung 
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Abb. 4 2, b 
Abb. -t. _T)finnsehiehtehromatogramme. Adsorbens:  Kieselgel G, ~Ierck. FtieBmittel :  Hexan- -~ t ,  her 

3 :2 .  AnNrb~ng :  25proz,. alkohol. Phosphormolybd~ns/~urel6snng 
a bis d :  lJberpr~ifung der einzelnen EIu~t, frMr aus einer S~ute~6rennung yon Priip, IH:, 

F r a k t [ o n e n  48 Bis 196 
Zwischen irrak. 72 u. 74 ) 

1s tI. 1181 jeweils Lei tchromatograinm des Gesamgpr~parafes i [r 
152 u. 1541 
191 n. 192] 
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ist bemerkenswert, wenn man bedenkt, dub in Prs III  mindestens 
l0  Komponenten anwesend sind, die in zahlreiehen, gleiehzeitig oder 
nacheinander ablaufenden Einzelreak~ionen entstehen. 
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Abb. 4c ,  d 

Die Zahlen der Tab. 2 ergeben, dab die Gesamt-Lipidhydroperoxyde 
aus Pr~parat III  durehsehnittlich zu fiber 80~/o aus der Platte in aktivem 
Zustand eluierbar sind. Nachdem in der Literatur darauf hingewiesen 
wird, dub an Kieselgel adsorbierte Stoffe niemals vollst~ndig herausgetSst 
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werden k6nnen, entsprieht unsere Ausbeute wohl dem maximal m6gliehen 
Weft (Mangold6). 

LHPO-6 maoht den Hauptbestandteil mit rund 40% aus, dann folgen 
LHP0-2 mit rund 20, LHPO-9 mit rund 17 und sohlieBlieh LHPO-8 mit 
fund 7%. 

Der hiemit vorgelegte experimentelle Naehweis der im wesent- 
lichen konstanten ehemisehen Zusammensetzung yon Pr/~parat I I I  
erkl/irt die bereits mitgeteilte Tatsaehe, dag mit der w/~grigen 
L6sung yon Pr/iparat I II  gut reproduzierbare biologisehe Effekte 
festgestellt wurden, sofern man sieh auf akt. Sauerstoff/ml L6sung 
bezog. ~dber die ehemisehen und biologisehen Eigensehaften der 
einzetnen Komponenten des Prgparates III  konnte natiirlieh noeh 
niehts ausgesagt werden. 

Hiefiir ist die vorstehend besehriebene Auftrennung des Pr/~parates 
die erste Voraussetzung. Da die aus den Diinnsehiehtplatten eluierbaren 
Mengen im Mikrogrammbereieh liegen, muSte naeh einer M6gliehkeit 
gesueht werden, die Komponenten milligrammweise und in m6gliehster 
Reinheit zu isolieren. 

Hiezu wurden die diinnsehiehtehromatographisehen Befunde auf die 
pr/~parative S/~ulenehromatographie iibertragen*. 

Prtif~ man die Einzelfraktionen (je 10 ml) soleher S~iuleneluate neuer- 
lieh diinnsehiehtehromatographiseh, so erh/~lt man das in der Abb. 4 
dargestellte Ergebnis, aus dem hervorgeht, dab die Reindarstellung der 
Einzelkomponenten des Pr~iparates III-auf  diesem ~Vege grunds~itzlieh 
m6glieh ist. 

Abb. 5 bringt das Ergebnis von Peroxydbestimmungen an den ein- 
zelnen Eluatfraktionen (Bestimmungsmethodik naeh Hartman) und zeigt 
die seharfe Verteilungseharakteristik der peroxydisehen Komponenten 
LI-IPO-2, -6 und -8. 

Vereinigt man die Eluatfraktionen, in denen die einzelnen Kom- 
ponenten enthalten sind, und gewinnt daraus die Troekenriiekstgnde, 
so zeigt das Dfinnsehiehtehromatogramm eindeutig, dab einheitliehe 
Komponenten erhalten wurden, die hinsiehtlieh ihres RF-Wer~es den 
Komponenten des Gesamtprgparates III  entspreehen: Abb. 1 b, e 
und 3 b. 

Damit stehen der ehemisehen Analyse und der biologisehen Testung 
der einzelnen Lipidhydroperoxyde des Prgparates III  keine prinzipiellen 
Sehwierigkeiten mehr entgegen. Die diesbeziigliehen Untersuehungen 

* ~Jber die Methodik der s/~ulenehromatographisehen Trennurrg und die 
Isolierung der Einzelkomponenten wird an anderer Ste]le ausfiihrlieh be- 
riehtet werden. 

6 H. Mangold, J. Amer. Oil Chemists' Soc. 38, 717, 718 (1961). 
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s ind  i m  G a n g e  u n d  f iber ihre  E r g e b n i s s e  w i r d  zu  g e g e b e n e r  Z e i t  a u s f f i h r l i e h  

b e r i e h t e t  w e r d e n .  
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&bb. 5. Y r a k t i o n s d i a g r a m m  der s~ulenchromatographischen  Auf t rennung  yon Pr~p.  I I I ,  ~Peroxyd- 
gehal te  gemesscn naeh  Hartman 

(Statt.  LHPO-1 ,  -2 und -3 lese m a n :  L H P 0 - 2 ,  -6, -8) 

T a b e l l e  1 

Gef/ irbt  mi t  

R F  :PMO F e %  + Dpi  
Komp. -Nr .  

0 , 8 3 - - 0 , 8 5  + m - -  1 
0 , 7 1 - - 0 , 7 2  § m -~ m 2 
0 , 5 0 - - 0 , 5 5  + m - -  3 
0,48 @ s s chw --  4 
0,43 -[- s s c h w  - -  5 
0 , 3 5 - - 0 , 3 7  ~- m + st  6 
0 , 2 5 - - 0 , 2 8  ~ s t  - -  7 

o , t o - - o , ~ a !  + 
0 , 0 8 - - 0 , 1  ~, s - -  
0 , 0 0 - - 0 , 0 8  @ s s t  @ s c h w  I 

Verwendete Abkf i rzungen:  l~MO = Phosphormolybd~ns/ iure;  Dpi = Dichlorphenol indophenol ;  
+ = posi t ive  F a r b r e a k t i o n ;  - -  = keine F a r b r e a k t i o n ;  s schw = sehr sehwaeh;  m = mi t t e l ;  
st = s t a rk ;  s s t  = sehr s t a rk ;  sehw = schwach.  

Z u n a e h s t  konn~e mit  d e n  in  M i l l i g r a m m - M e n g e n  i s o l i e r t e n  K o m p o n e n -  
t e n  L H P 0 - 2  b i s  -9 n e u e r l i c h  s i c h e r g e s t e ] l t  w e r d e n ,  d a b  es  s i eh  ta t s /~ehl ich  
u m  L i p i d h y d r o p e r o x y d e  h a n d e ] t .  
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Hiezu wurden die aus den betreffenden Eluat.frakt.ionen gewonnenen 
peroxydisehen Komponenten (LHPO-2 bis -9, vgl. Tab. 1) in Benzol- -  
Methanol (1 : 1) gelSst. Als Leitelektrolyt wurde LiC1 in einer Konzen~ra- 
tion yon 0,15 m/1 zugesetzt. Diese L6sungen wurden polarographiert, 
und die folgende Abb. 6 zeigt, daf} die vier Peroxydkomponenten gut aus- 
gebildete Redukgionsstufen besitzen, die ~lle HMbwertspoten~iMe in dem 
far  I-Iydroperoxyde charakteristJsehen Bereieh yon ca. - - 1  Volt auf- 
weisen*. 
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Abb. 0. Polarogmmme yon LI~PO-2 his -9 und yon Linols~uremeths'lester-)[onohydroperoxyd 
K u r v e  l :  L H P O - 2  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  E m p f i n d l h ~ h k e i t  150  

2 : L H P O - 6  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  E m p f i n d l i c h k e J t  300  

3 : L I Z P O - 8  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  E m p f i n d l ~ e h k e i t  500  

r  L H P O - 9  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  E m p f i n d l i e h k e i t  260  

5 :  L i n o l s / i u r e m e t h y l e s t e r - l ~ f o n o h y d r o p e r o x y d  . . . . . . . . .  ] s  200  

Die Aktivit/~t gegeniiber EhHich-Asei tes tumorzel len  wurde zun/fehst 
mit LtIPO-2 und -6 in vitro ge~estet. 

Auf Grund der bisherigsn 3'[essungen 15;Bt sieh sa, gen, da~3 die reinen 
Lipidhydroperoxyde 2 und 6 naeh aerober Vorinkubation die anaerobe 
Ggrung der EAT-Zellen mit  halbmaximaler Dosis yon rund 0,~,( akt. 
Sauerstoff/Million Zellen hemmen**. 

Gemeinsam rnit J. Zangger durchgefiihrte Versuehe ergaben, dab das 
Tumorwaehst, um zu 100~ gehemmt wird, wenn man die Tumorzellen 
mit  dem Hemmstoff  im Verhi/ltnis 0,5 T akt. Sauerstoff pro )lillion Zellen 
aerob rniseht und unmittelbar  danaeh transplantiert .  

Wit danken der tZockefeller Foundation New York ftir die Beistelhmg 
yon MeBapparaturen. 

* W. K16p//er, Diss. Univ. Graz. 
** G. Jaag, Diss. Univ. Graz. 
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