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Aus dem komplex zusarnmengesetzVe:t Misehprgparat 
, ,LHPO" wird eine Substanz isolierg, die kein Lipidhydroperoxyd 
ist und trotzdem eine starke selektive I~Iemmung auf Ehrlieh- 
Aseites-Tumorzellen besitzt. Die Substanz konnte als 4.Hydroxy- 
2-trans-octenal identifiziert werdem 

In mehreren vorangegangenen Mitteilungen i wurde fiber die biologisehe 
Wirkung wasserlSslicher, neutraler, peroxydaktiver  Autoxydations- 
produkte yon Linols/~ureester (Pr/iparat , ,Lt tPO")  beriehtet. Auf der 
Suche naeh den fiir diese Wirkung verantwortlichen Komponenten des 
Pr/~parates trennten wir dieses auf s/~ulenchromatographischem Weg in 
vier t Iauptfraktionen,  A, B, C, D, und priiften ihre Wirkung auf den Stoff- 
wechsel yon EAT r 2. Dabei ergab sich einerseits eine Best/itigung 
unserer frfiheren Annahme, dab die Wirkung auf den Stoffwechsel der 
Tumorzellen den I-Iydroperoxyden zuzuordnen ist, dab andererseits aber 
auch noeh eine and.ere wirksame Gruppierung vorhanden ist. 

Die Frak$ion C zeigte n/imlich bei einem Peroxydgehalt  vex  nur 2 ~( 
aktiven Sauerstoffs pro Milligramm eine 1001oroz. /-Iemmung tier Glyko- 
lyse, wenn 15 Mio Zellen 30 Min. mit  0,4 mg inkubiert wurden. Wiirde 
man die t I emmung der OOI-I-Gruploe zuschreiben, so mfil3te das in Frak- 

t Ehrlieh.Ascites-Tumor der Maus. 
1 a) E. Schauenstein und G. Schatz, Feb~e, Seifen, Anstrichmittel 61, 1068 

(1959). b) E. Sehauenstein, G. Schatz und G. Benedikt, M_h. Chem. 92, g42 
(1961). c) E. Schauenstein, G. Schatz lind M. TauJer, Z. I~2rebsforsch. 64, 465 
(1962). 

2 H. Esterbauer und E. Schauenstein, Mh. Chem. 94, 998 (1963). 
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tion C enthaltene Peroxyd augerordentlieh aktiv sein. Wir trennten 
Fraktion C sgulenehromatographisch in drei Komponenten auf 2, die wir 
mit  den Ziffern 7, 8" und 9 bezeiehneten*. Komponente  8* erwies sieh 
im Stoffweehseltest als die wirksamste .  Sie konnte sehtieglieh in drei 
Subs~anzen aufgetrennt werden, die wit mit  den Ziffern 81, 82, 83* be- 
zeichneten. Von diesen drei Substanzen war Substanz 81 am wirksamsten 
und ~mrde niiher nntersueht. 

Die Substanz 81 zeigt im UV ein eharakteristisehes, ausgeprggtes 
Absorptionsmaximum bei 45000 ~' (LSsungsmittel: Methanol); der spez. 
dekadisehe Extinktionskoeffizient ~' betrggt 81. Die Lage der Absorp- 
tionsbande ist fiir ~., ~-ungesgttigte Aldehyde, Ester und Sguren typisch. 

I m  Polarogramm zeigt sich die fiir ~,}-ungesgttigte Aldehyd.e a eben- 
falls typische t~eduktionsstufe bei E ~  = = -  1,6 V (0,15 m LiC1, Ben- 
zol Methanol i:1).  Die im I g - S p e k t r u m  auftretenden Absorptions- 
banden sind in Tab. t zusammengefaBt, (Subst~nz Ms kapillarer Film 
zwisehen NaC1-Fenstern). 

T a b e l l e  1 

Bande Zuordnung 

3,41( 
3,50/ CK2 (Valenz) 
7,26 CI-I a (Deformation) 

t3,s I 
14,351 (CH2)n , • ~ 4 

2,93 C--OH, assoz. (Valenz) 
O 

3,67 C- -H  (CH-Valenz) 
1 0 , 2 7  C H = C H - t r a n s  (CH-Deformation)- 

H 
/ 

6,12 CH=CH---C~O (C= C-Valenz) 
II 

5,93 CII = CI-I--C = O (Aldehyd-C ~ O-Valenz) 

Auf Grund der polarographischen, UV- und Ii%spektrometrischen 
Befunde sehtieBen wir, dal~ Subst~nz 81 Bin ~,~-ungesg.ttigter Hydroxy-  
atdehyd ist. 

Die Subst~nz erwies sich als besonders instabil gegen erhShge Tempera- 
tur und Alkalien. Aueh bei liingerem Einwirken yon Sguren kommt  es zu 
Zersetzungsreakt.ionen. 

* Das Zeiehen * bedeutet peroxyd-ak~ive Substanz. 
"~ C. O. W i l l i t s  trod C. l?iciutt i ,  Analyt~. Chem. 24, 785 (1952). 
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Durch Umsetzen mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin kann mit  einer Aus- 
beute yon ca. 70% das Dinitrophenylhydrazon der Substanz 8i erhalten 
werden. Die geakt ion  1/~uft zwar in saurem Medium ab, nach 10 Min. ist 
jedoch der Grogteil des Aldehyds zum Hydrazon umgesetzt und damit  
dem Angriff der Sgure entzogen. Das gebildete Hydrazon reinigten wir 
zuerst sgulenehromatographiseh. Durch mehrmaliges Umkristallisieren 
aus Chloroform-- t Iexan (1:4) kommt  man schlieBlieh zu einem Produkt  
mit  konstantem spez. Extinktionskoeffizienten yon ~' = 78 bei 26800 v'. 
Die Lage des Maximums ist wiederum charakteristisch fiir Dinitrophenyl- 
hydrazone g,~-unges/ittigter Aldehyde a. Der Sehmelzpunkt der Substanz 
liegt bei 123 ~ C. Die Elementaranalyse, durchgefiihrt am Dinitrophenyl- 
hydrazon der Substanz 81, ergab folgende Werte:  C = 52,6%, H ~ 5,9~o, 
N = 17,6%, O = 23,9%. Daraus errechnet sich die Summenformel 
C14HlsO5N4 (her. C 52,17, H 5,63, N 17,38, 0 24,82); der Substanz 81 ist 
demnach die Summenformel Cstt1402 zuzuordnen. 

Behandelt man das Hydrazon mit Salzsgure bei erhShter Temperatur,  
so erh/~lt man ein Hydrazon mit einem Absorptionsmaximum bei 25 600 v' 
(L6sungsmittel: Chloroform). Diese Absorptionslage ist kennzeiehnend 
ftir Dinitrophenylhydrazone yon 2,4-Dienalen 5. Offenbar ist also dureh die 
Salzsgurebehandlung unter Wasserabspaltung eine zweite C H = C H -  
Bindung, konjugiert zur urspriinglich vorhandenen, entstanden. Damit  
seheint uns die Stellung der Hydroxygruppe am Ca-Atom gesiehert. Alle 
vorliegenden Befunde sprechen somit eindeutig dafiir, dag Substanz 81 
4-Hydroxy-2.trans-oetenal ist. 

Substanz 81 zeigt folgende Hemmwirkungen anf den Stoffwechsel 
yon EAT-Zellen der Maus (vgl. Tab. 2): 

T a b e l l e  2 

Konzentration 

anaerobe Ggrung, 
100% Hemmung 

aerobe G~rung, 
90% tIemmung 

Atmung, 
90% Hemmung 

c ~ 2,8 �9 10 -4 Mol/1 

c ~ 4,2 �9 110 -4 Mol/1 

c >_ 3,9 �9 110 -4 Mol/1 

15 Mio. Zellen 30 Min. aerob 
vorinkubiert in Bicarbona~- 
bzw. Phosphatpuffer, Ge- 
samtvolumen: 2,5 ml 

Die G/irungshemmung wird dadurch bewirkt, dal~ Substanz 81 mit  
hoher Spezifit//t die Enzyme GAPDH und MDH der Tumorzelle inaktiviert. 
Durch Zusatz eines 100fachen molaren Uberschusses an Cystein ist die 

4 p .  Haverkamp und K. de Jong, t~ec. Trav. Chim. Pays-bas 78, 275 (1959). 
5 G. Ho/]mann, J. Amer. Oil Chemist's Soc. 38, 31 (196]). 
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Hemmnng vollkommen aufhebbar. Daraus ist zu sehliegen, dag es sieh 
um eine spezifische Reaktion mit den funktionellen SH-Gruppen der ge- 
nannten Enzyme handelt. Hieftir sprieht auch der Befund, dab bei Zu- 
sammenbringen yon Substanz 8t mit Cystein in 1,Sfaehem molarem 
Oberschul3 bereits naeh wenigen Sekunden die//quimolare Menge an freien 
SH-Gruppen sowie andererseits die Aldehydgruppe spektrometriseh nieht 
mehr nachweisbar ist 6. Fiir die hohe Affinit/~t zu den Ferment-SH- 
Gruppen bzw. f/ir die starke G/~rungshemmnng der Substanz 8i ist often- 
bar die HydroxyenMgruppe verantwortlieh, denn Heptenal besitzt eine 
etwa 10real schw/~ehere, Heptanal, auch bei 20father Konzentration, 
tiberhaupt keine Hemmaktivit/~t. Aueh bei der Atmungshemmung zeigt 
sich ein analoges Verhalten, 

Aldehyd 81 senkt ferner mit zunehmender Giirungshemmung den 
intrazellul/tren DPN-Spiegel, maximal um 870/0 . Nikotins~ureamidzusatz 
bewirkt eine nur 60proz. Senkung, doch bleibt die G//rungshemmung voll- 
kommen bestehen. DaI'aUS ergibt sieh, dab flit die Ggrungshemmung 
dureh Substanz 81 in erster  Linie die vorhin erwghnte Enzymbloekade 
verantwortlieh ist. Besonders interessant erseheint sehlieglich, dal~ Sub- 
stanz 81 die Atmung gesunder Zellen, aueh nnter extrem ver~nderten 
experimentellen Bedingungen, nieht megbar beeinflul3t (vgl. Tab. 3). 

Tabe l l e  3 

Konz. in Mol/1 >= 3,9.10 -4 ~ 4,8.10 .4 >= 1 o 10 .2 

Atmtmgshemmung 90--95 % 0 % 0 % 

30 Min. aerob vorinku- 15 Miio. 0,25 Mio. 0,3 Mio. 
biert in Phosphatpuffer, EAT-Zellen Affenleberzellen Affennierenzellen 
Gesamtvo]. : 2,5 ml 

Diese Zahlen zeigen, dag das Hydroxyoetenal - -  aueh in 12- bis 
25faeher Konzentration und bei Verringerung der Zelldichte um das 50- bis 
60faehe - -  die Atmung der gesunden Zellen nieht meBbar beeinflugt. 
Die selektive Wirkung der Substanz auf die Tumorzellen zeigt  sich aueh 
in einem yon Ratzenh@r und Zangger beobaehteten und eingehend unter- 
suehten eytotoxischen Effekt, mit dem aueh die careinolytische Aktivitgt 
der Substanz in Zusammenhang zu stehen scheint. Dariiber wird in Ktirze 
gemeinsam a. a. O. beriehtet werden. 

Wir sind der Rockefeller Foundation, New York, sowie dem 0ster- 
reiehisehen Krebsforsehungsinstitut, Wien, fiir die Bereitstelhmg yon 
Apparaturen, der Nitritfabrik GmbH. &. Co., Feldkirchen bei Miinehen, 
flit die Subventionierung der Arbeit zu Dank verpfliehtet. 

A. Hubmann, Dissert. Univ. Graz, 1964. 


