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N a c h d e m  in einer  frf iheren Mit te i lung 1 fiber die Isol ierung yon  
4 - H y d r o x y - o c t e n a l  aus dem Mischprgpa ra t  L H P O  be r i ch te t  wurde,  soll 

Tabelle la~ B e f u n d e  an  d e r  n a t i v e n  S u b s t a n z  23 
IR-Spek t rum : Bande bei 

1,45 V Charakt. f. -OOI-I 
2,07 
(in CC14) 
2,95 l~ 

Unverdfirmte 
Substanz 

-O-O-K * 
~ S S O Z .  

Dublet t  
3,4--3,5 ~ -Cil2-(Valenz) 

6,75; 6,85; 6,95 ~ -CH2-(Deform.); Tr iple t t  
eharakt ,  f. prim. Hydroperoxyde  

7,25 I J- -CH3 (Deform.) 
13,75 ~z -(CH2)- (Deform.) n ~ 4 

Polarogramm: El~ 2 : - -  1,38, charakt ,  f. -OOK 
(in Benzol--Methanol ,  LiC], 0,3 m) 

Peroxidzahl  (n. Sul ly ) :  XG = 104,5 

* ' D a  im nahen IR,  im Frequenzgebiet  der -Ot t  yon Alkoholen, keine 
Bande auftrit~, kann die 2,95 ,a-Bande eindeutig nur der -OOH zugeordneb 
werden. 

1 E.  Sehauenstein ,  H .  Esterbauer, H.  G. Jaag  und M .  Taujer ,  Mh. Chem. 
95, 180 (t964). 
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im folgenden das erste aus dem Misehprgpara t  isolierte H ydrope rox id  
und seine Wh~kungen auf  die  Tumorze l len  besehr ieben werden.  

Es hande l t  sieh u m  die in K o m p o n e n t e  2 en tha l t ene  Subs tanz  23, 
deren  ak t ive r  Sauers toff  f und  20% des gesamten  Persauers tof fgehal tes  
des Misehpr / ipara tes  a u s m a e h t  ~, s 

Uber  die s /~ulenehromatographische Isol ierung der  Subs tanz  23 
wurde  berei ts  a. a. O. be r i eh te t  4. Die ana ly t i sehen  D a t e n  der  na t iven  
Subs tanz  u n d  ihrer  Der iva t e  s ind in de r  Tab.  1 zusammenges te t l t  5. 

Daraus  erg ib t  sieh, dag  Subs tanz  23 als n - A m y l h y d r o p e r o x i d  anzu- 
sehen ist. Naeh  I~edukt ion der  - - O - - O - - H - G r u p p e  mug  demnaeh  
n-Pentanol- (1)  en ts tehen,  das  in F o r m  seines N A B S - E s t e r s  Ms gut  
charak te r i s ie rbares  Der iva t  die D a t e n  der  Tab.  l b ergibt .  

Tabelle l b .  B e f u n d e  a m  R e d u k t i o n s p r o d u k t  d e r  S u b s t a n z  23, 
n a c h d e m  d i e  t t y d r o x y l g r u p p e  m i t  4 , 4 ' - N i t r o a z o b e n z o l - c a r b o n -  

s ~ u r e *  v e r e s t e r t  w u r d e  

Schmp . . . . . . . . . .  114~ 
UV-Spekt rum . . . Max. bei 30300 , ' ;  ~' = 92, daraus 
MG . . . . . . . . . . . .  336 • 9, daraus 
lV[Gsubst, u3 . . . . . .  99 =c 9 
RI . . . . . . . . . . . . .  0,540 ~= 0,010 [I. NABS-Es ter  yon Pentanol-(1) 

Rf  = 0,540 • 0,015] 

Elementaranalyse ~o C H N 0 

gef. 63,5 5,67 11,7 i9,0 
ClaH19Na04, ber. 63,3 5,61 12,3i 18,75[NABS-Ester yon Pentanol-(1)] 

Daraus  konn te  e indeut ig  geschlossen werden,  d a g e s  sich um ein 
n - A m y l h y d r o p e r o x i d  hande l t .  W e n n  sich seine E n t s t e h u n g  - -  h6chst-  
wahrscheinl ich  aus dem A ' ,m-L ino l s~u re -13 -hyd rope rox id  - -  nach  
der  l%adikalspMtungstheorie  auch gu t  erkl~ren l~gt,  so war  es b isher  
als sekundi~res A u t o x y d a t i o n s p r o d u k t  des Linolss  in Subs tanz  

noeh hie  gefaBt worden.  
Dies gel ingt  offenbar  erst,  wenn man  die A u t o x y d a t i o n  in i iber- 

schiissiger w/iBriger Phase  ab laufen  ls wobei  es zur Anre icherung 
speziell  der  wasserl6sl iehen A u t o x y d a t i o n s p r o d u k t e  (Misehpr~p. L I t P O )  
in  der  Wasse rphase  kommt .  

Das komplex  zusammengese tz te  Misehpr~para t  h a t t e  bekann t l i eh  
auffa l lende H e m m e f f e k t e  gegeniiber  Ehrlich.Aseites-Tumorzellen 

* Abgekiirzt  N A B S .  
E. Schauenstein und H. Esterbauer, Mh. Chem. 94, 164 (1963). 

a Dieselben, ibid. 94, 998 (1963). 
4 W. K16p]]er, H. Esterbauer und E. Schauenstein, Fet te ,  Seifen, Anstrich- 

mittel ,  1964, im Druek. 
s W. Kl6p]Jer, Dissertat .  Univ. Graz 1963. 
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( E A T Z )  gezeigt6; sie bestanden in einer Hemmung der anaeroben und 
aeroben Glykolyse, der Atmung, Senkung des DPN-Spiege ls ,  sowie des 
Waehstums vorbehandelter Tumorzellen naeh Implantation in gesunde 
Tiere 7. W/ihrend der Meehanismus der Atmungshemmung bis jetz~ noch 
nicht gekl/irt werden konnte, gelang der Naehweis, dab die G//rungs- 
hemmung in erster Linie dutch eine irreversible Inaktivierung der SH- 
Enzyme Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase und Laetat-De- 
hydrogenase* der Zelle bewirkt wird, w/ihrend die Senkung des D P N -  
Spiegels fiir das AusmaB der Ggrungshemmung nut yon unwesentlieher 
Bedeutung ists. �9 

Die gesehilderten Hemmeffekte wurden im wesentliehen dem im 
Misehprgparat enthaltenen aktiven Sauerstoff, d. h. den Hydroperoxiden 
zugeordnet. Da der aktive Sauersgoff yon Substanz 23 fund 20~o des 
aktiven Sauerstoffgehaltes des Misehprgparates ausmacht ~, so ist zu 
erwarten, dal3 die reine Substanz alle genannten Hemmeffekge zeigt. 

E x p e r i m e n t e l l e  E r g e b n i s s e  an  E A T Z  

Zu den Versuchen wurden gesunde R-Albino-3/f/*use mit einem Gewicht 
yon 20 bis 30 g verwendet. Es wurden den Tieren jeweils 20 Mio Tumor- 
zellen i.p. verimpft. Die fiir die Versuehe eingesetzten Zellen wurden den 
Tieren am 8. his l l. Tag naeh der Transplantai~ion steril en~nommen. 
tt~tmorrhagiseher Aseites w~trde verworfen. Die Aseites-Zellsuspension wurde 
abzentrifugiert (600 g), das Serum verworfen, die Zellen 3real mit eiskalter 
physiol. Koehsalzl6sung gewasehen und sehlieBIieh im jeweiligen Puffer 
suspendiert. In einem aliquoten Tell dieser Zellsuspension wurde im Hgmato- 
kriten die Zelldiehte bestimm~ und dureh mehrere Zellz~hlungen auf Zellen 
pro ml umgeeieht (45 tzl entspreehen 1,5. 107 Zellen). Die Zellen wnarden mig 
steigenden Hemmsgoffmengen 30 IV/in. aerob bei 37~ vorinkubierg und a.n- 
sehliel3end die jeweiligen Stoffweehselvorgfinge gemessen. 

a) A~aerobe G~rung : 

Ansatz eines Warburgkolbens. 
Hauptraum: 1,0 ml iso~oner Kcebs--Ringer-Biearbon~tpuffer mit 45 ~1. 
Zellen -7 1,0 ml physiol. KoehsalzlSsung bz~. HemmstofftSsmzg. 
Seitenarm: 0,5 ml iso~oner Glucosepuffer (2~o). 
D~s Ergebnis ist in Kurve a. der Abb. 1 dargestellt. 

b) Atmung: 

I4auptramn: 1,0 ml isotoner Krebs--~linger-Phosphatpuffer mie 45 [xl. 
Zellen @ i,0 ml physiol. KoehsMzlSsung (bzw. ttemmst.offl6sung). 
Seitenarm : 0,5 ml iso~oner Glueosepuffer (1,6 ~/o). 
Einsatz : 0,2 ml 10proz./(OH. 
Die Atmungshemmung ist aus Kurve b der Abb. 1 ersiehtlieh. 

* Abgektirzt G A P D H  bzw. LDH.  
6 E. Schauenstein, G. Schatz und M. Taufer, Z. Krebsforseh. 64, 465 (1962). 
7 j .  Zangger, M.  Ratzenho/er und E. Schauenstein, ibid. 64, 473 (1962). 
s E. Schauenstein, M.  Tau]er und G. Schatz, Mh. Chem. 93, 544 (1962). 

~fonatsheft, e f i ir  Chemie,  Bd. 95/6 108 
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c) Aerobe G(trung: 

Direkte Methode: 2-Gef~-Methode (A ~- B). 
A: Ansatz wie bei der anaeroben G~rung, 
B : Ansatz wie bei der Atmung. j Gemessen wird unt. Sauerstoff. 
Kurve c der Abb. 1 gibt den Verlauf der G~rungshemmung wieder. 

L~l~t man das Hydroperoxid unter Ausschlul~ des Luftsauerstoffes 
auf die Zellen einwirken, so ergibt sich eine sehr betrgchtliche Wirkungs- 
minderung, wie Kurve d der Abb. 1 veranschaulieht. 

.y ~kA E~exslaf//i~Z 

SOU l o e 5, Sl7 __'75 20 Z5 JO, 

: I t. r 

0,,0J38 O, obS - -  O.OY.4 O/JO 0,18Z8 

Abb. 1. Kurve a: Anaerobe G~irung nach aerober Vorinkubation 
Kurve b: Atmung 
Kttrve c: Aerobe G~rung naeh aerober Vorinkubation 
Kurve d: Anaerobe Gi~rung nach anaerober Vorinkuba~ion 
Kurve e: Aktivit~tsmessung an GAPDH und LDH 

~-%/z 
o, igsy/~ 

W i r k u n g s m e e h a n i s m u s  der  G g r u n g s h e m m u n g  

Hiezu wurden E A T Z  mit Substanz 23 inkubiert und die Zellen 
mit Aceton in der iiblichen Weise aufgeschlossen, daraus der Enzym- 
extrakt gewonnen und darin die Aktiviti~t yon GAPDH und LDH be- 
stimmt. Wie aus Kurve e der Abb. 1 ersichtlich, ergab sich eine voll- 
kommene Inaktivierung beider Dehydrogenasen bei Konzentrationen 
yon ca. 5 �9 10- ~ m/1. 

Die Feststellung, dab die Enzymblockaden bei Konzentrationen 
eintreten, bei denen die G~rung vollstgndig gehemmt ist, lggtt bereits 
darauf schlieBen, dub die Enzym-Inaktivierung am Zustandekommen 
der Ggrungshemmung zumindest ma[tgeblich beteiligt ist. 

Einen weiteren Hinweis dafiir gab aueh das Verhalten des intra- 
ze]lul/iren DPN-Spiegels gegeniiber Substanz 23: 

Substanz 23 senkt naeh 30 Min. aerober Vorinkubation den DPN- 
Spiegel der Zellen. 
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Tabelle 2. t t e m m u n g  de r  a n a e r o b e n  G l y k o l y s e  in A b h / i n g i g k e i g  
y o n  de r  D P N - S e n k u n g *  

GlykoIysehemmu~ag DPN-Abfall  

28% 33% 
7~ o/ 50 % /O 
94% 75% 

Tabelle 3. E i n f l u g  v o n  N i c o t i n a m i d  a u f  die  G l y k o l y s e h e m m u n g  

Sub~t. 23 Subst. 23 + Nicotinamid 

0,01 g/1 0,01 g/1 2 �9 i0 -2 m/1 

~) G~rungshemmung . . . . . . . .  56 52 

0,032 g/1 0,032 g/1 2 �9 10 -2 m/1 

~ Giirungshemmung . . . . . . . .  100 100 

Da, raus kann  gesehlossen werden, dag die Glykolysehemmung durch 
Substanz 23 in erster Linie auf die oben genannte  oxydat ive  Enzym-  
inaktivierung zuriickzufiihren und  die Senkung des D P N - N i v e a u s  nicht 
yon  entscheidendem Einflug sein diirft.e. 

Der Wirkungsmeehanismus der A t m ungshemnmng  konnte  bisher 
noeh nicht  gekl/irt werden, doch wgre aueh hier eine Oxydat ion  der 
funktionellen St t -Gruppe des Coenzyms A, ferner aber auch eine Schg- 
digung der Cytoehrome ~~ in Bet raeht  zu ziehen. 

AufsehluBreich ist der Vergleich der Hemmakt iv i tg t en  des Misch- 
pr/~parates L H P O  6, der daraus abgetrennten,  das Hydroperox id  23 
enthal tenden Haupt f rak t ion  A und sehlieBlich des reinen Hydroloeroxids 23. 

Bezieht man  die gemmakt ivi t /~ten auf die Gewichtseinheit  Subsganz, 
bzw. akt iven Sauers'~offes, so erhiflt m a n  folgende Zahlen:  

Tabelle 4. G i i r u n g s h e m m u n g  

100% ~Iemmung 
ab ab 

Mischpr~parat LHPO ~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,3 g/l 
t tauptfraktion A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,125 g/1 
I-Iydroperoxid 23 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,0325 g/1 

6 7 O/m1 
5 y O/ml 
5 v O/m1 

Die Werte  der Spalte 2 der Tab. 4 demonstr ieren zun/~ehst quali tat iv 
die sehrittweise Anreieherung der Substanz 23. Weiters entspreehen die 

* Die Methode der DPN.Bes t immung  wurde bereits ausfiihrlieh be- 
sehrieben 9. 

9 E. Schauenstein, G. Schatz und G. Benedikt, Mh. Chem. 92, 442 (1961). 
lo A.  Tappel, D. Brown, H. Zalkin und P. ~Yiaier, J. Amer. Oil Chemist's 

Soe. 38, 5 (1961). 
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auf Gramm bezogenen Dosen yon Fraktion A und t tydroperoxid 23 
tats/~chlich dem gewichtsm/iftigen Anteil des Hydroperoxids an der 
t tauptfrakt ion.  Die Werte der Spalte 3 zeigen, daft die gs 
Wirkung des Mischpr/iparates tatss ein Peroxideffekt ist, wobei 
allerdings fiber die Beteiligfing der einzelnen IIydroperoxide zun/~chst 
noch nichts ausgesagt werden kann. 

Tabelle 5. A t m u n g s h e m m u n g  

90 % ttemmung 
ab ab 

Mischpraparat LHPO 6 . . . . . . . . . . . . . . .  0,4--0,5 g/1 9--10 y O/ml 
ttauptfraktion A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,2 g/1 8 y O/ml 
I-Iydroperoxid 23 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,13 g/1 20 7 0/ml 

])iese Werte zeigen nunmehr, dab in Fraktion A auch nicht peroxidische 
a tmungshemmakt ive  Stoffe vorhanden sein mfissen, deren Wirkung in 
Frakt ion A neben der Hydroperoxidwirkung zum Ausdruek kommt.  

Zu einer ersten Orientierung fiber das Verhalten yon Substanz 23 
in vivo wurde die Substanz an gesunde Mguse intraperitoneal injiziert. 
Dabei wurde festgestellt, dab eine tggliche Dosis yon 650 7 dutch 10 Tage 
hindureh ohne ersichtliche Beeintr/iehtigung des Gesundheitszustandes 
der Ticre verabreicht werden konnte. 

Ferner wurde zur Stabilitgtskontrolle bei anderen Tieren 10 Min. 
naeh Verabreiehung der genannten Dosis der Bauchranm des lebenden 
Tieres punktiert ,  wobei 0,2 bis 0,4 ml Flfissigkeit erhalten werden konn- 
ten, deren Gehalt an akt ivem Sauerstoff naeh der Methode yon L .  H a r t -  

m a n  n ermittelt  wurde. Es ergab sic]a, daft fund 20o/o 12 der verabreichten 
Menge im Punkta t  wiedergefnnden werden konnten. 

Versuehe fiber eine therapeutische Verwertbarkeit  dieser Befunde 
sind im Gange. 

Unsere Untersuchungen wurden teilweise yon einer Forsehungs- 
beihilfe CA 06617-01 des Public Heal th  Service, National Cancer Insti tute,  
unterstfitzt. 

11 L .  H a r t m a n ,  J. Sci. Food Agric. 5, 476 (1954). 
12 L .  AubOck, Dissertat. Univ. Graz. 


