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Aus dem Mischpr~iparat LHPO wurden zwei neue Lipidhydro- 
peroxide, Substanz 64 und  65, isoliert und  als Hydroperoxy- 
capryls~im'emethylester und Hydroperoxy.trans-nonen.(2,3)-al-( 1 ) 
identifiziert. Beide Substanzen zeigen deutliche I-Iommwirkungen 
auf G~rung und Atmung yon Ehrlich-Ascites-Tumorzellen in 
vitro, insbesondere Subst. 65, offenbar infolge der im selben 
Molektil gleichzeitig anwesenden 1Kydroperoxy- und ~.,~-Enal- 
gruppe. Der ]~eaktionsmechanismus yon Substanz 64 in bezug 
auf die G~rungshemmung besteht im wesentlichen in einer 
Selektiv-Hemmung von GAPDH und LDH, w~hrend das NAD-  
System nicht essentiell betroffen wird. 

In  bezug auf die I-Iemmwirkungen des Mischpr~parates LHPO 
ergibt sich, dal~ dessen g-~t'ungshemmende Wirkung im wesent- 
lichen der Subst. 64 zugeschrieben werden kann, w~hrend die 
Atmungshemmung nicht als reiner Persauerstoffeffekt zu erkla.ren 
ist. Hier wird vielmehr eine synergistisehe W~irkung gewisser im 
Pr~iparat LHPO anwesender Carbonylverbindungen anzlmehmen 
Se]lL 

Two more lipid hydroperoxides, the substances 64 and 65, 
were isolated from the crude preparation LHPO and were 
identified as methyl hydroperoxycaprylate and hydroperoxy- 
trans-nonen(2,3)-M-(1). Either compound is markedly active in 
Vitro in inhibiting bot.h fermentation and respiration of Ehrlieh 
ascites tumour cells, particularly substance 65 which is charac- 
terized by the simultaneous presence within the same molecule 
of an hydroperoxy and an ~,~-enal group. The interference of 
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substance 64 with fermentation is due essentially to a selective 
inhibit ion of glyceraldehyde phosphate dehydrogenase and lactic 
dehydrogenase, whereas the NAD system does not  appear  to be 
fundamental ly  involved. 

The inhibit ion of fermentat ion by  the crude preparat ion 
L H P O  may  be largely ascribed to substance 64, whereas the 
respiratory inhibition can not  be accounted for by  peroxy com- 
pounds exclusively, but  rather  by  a synergistic action of several 
carbonyl  compounds present in LHPO.  

I n  der  6. und  7. Mit t .  ~, ~ dieser Reihe  wurde  fiber die chromato-  
graphische Auf t r ennung  des Mischpr / ipara tes  L H P O  ausffihrlich ber ichte t .  

I m  AnschluI~ daran konnten die ersten isolierten Reinsubstanzen be- 
schrieben werden. Es waren dies Substanz 1 (trans-Octenal), Subst. 23 (n-Amyl- 
hydroperoxid)  a aus I-Iauptfraktio~ A, sowie Subst. 81 (4-Hydroxyoctenal) r 
aus I-Iauptfraktion C. 

(~ber die tumorhemmenden Wirkungen der SubstanzerL 235 und 814 
wurde gleichfalls bereits publiziert.  

I m  Zuge der  wei teren Auf t r ennung  des Mischpri~parates wurden  aus  
H a u p t f r a k t i o n  ]3 zwei neue H y d r o p e r o x i d e  isoliert ,  und  zwar  aus Kom-  

ponen te  6 die Subs tanzen  64 und  65 ~. 
Subst .  64 konn te  als Hydroperoxycapry l s /~ure -methy les te r  ident i -  

f iziert  werden  7. Hiezu  wurde  an  der  n a t i v e n  Subs~anz der  ak t i ve  Saner-  
stoff, das  A b s o r p t i o n s s p e k t r u m  im nahen  und  mi t t l e r en  Ul%, sowie das  
P o l a r o g r a m m  ermi t te l t .  Die ana ly t i schen  D a t e n  wurden  a m  4,4 ' -Nit ro-  
azobenzolcarbonsi~ure-ester  der  durch  l~edukt ion  m i t  SnCl~ aus  dem 
H y d r o p e r o x i d  gewonnenen t t y d r o x y v e r b i n d u n g  erhoben.  ~ b e r  die Stel- 
lung der  H y d r o p e r o x i d g r u p p e  sind keine ges icher ten Aussagen mSglieh, 
doch is t  m i t  groi]er Wahrsche in l i chke i t  anzunehmen,  da~ sic endst~ndig,  

d. h. a m  C-8, s teht .  
Subst .  65 erwies sieh als Hydroperoxy-trans-nonen-(2,3)-al-(1)L Ab- 

gesehen davon,  dal] Subst .  65 - -  ebenso wie Subst .  64 - -  als Au toxy-  
d a t i o n s p r o d u k t  des Linols~ureesters  b isher  u n b e k a n n t  war, erscheint  
Subst .  65 durch  die gleichzeit ige Anwesenhe i t  yon  Persauers toff  und  
A l d e h y d g r u p p e  als eine auch in ehemischer  H ins i ch t  bemerkenswer te  

neue Verbindung.  

1 E. Schauenstein und H. Esterbauer, Mh. Chem. 94, 164 (1962). 
H. Esterbauer und E. Schauenstein, Mh. Chem. 94, 998 (1963). 

a W. K16p]]er, H. Esterbauer und E. Schauenstein, Fet te ,  Seifen, Anstrichm. 
07, 198 (1965). 

4 E. Schauenstein, H. Esterbauer, G. Jaag und M. Tau]er, Mh. Chem. 
95, 180 (1964). 

H. G. Jaag, M.  Tau]er und E. Schauenstein, Mh. Chem. 95, 1671 (1964). 
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H. Esterbauer und E. Schauenstein, Fet te ,  Seifen, Anstriehm., im 
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Besonderes Gewicht bei der Identifizierung der Substanz mul3te auf 
den Naehweis der beiden genannten Gruppen im ~Iolektil der nativen 
Substanz gelegt werden. Zum Naehweis der Hydroperoxygruppe wurde 
zuns der aktive Sauerstoff jodometriseh naeh Sully und mit  FeS04 
und Diehlorphenol-indophenol naeh Hartman ermittelt,  wobei sieh Werte 
yon 81 ~" akt ivem Sauerstoff pro mg (Mittel aus 3 Bestimmungen) ergaben. 
Das Polarogramm - -  aufgenommen in Benzol 3{ethanol ( t : l )  mi t  
0,3m-LiC1 als Leitelektrolyt - -  ergab die typisehe Hydroperoxystufe 
bei - -  1,1 V. Aul~erdem enth//lt das Polarogramm eine zweite Reduktions- 
stufe bei - -  1,6 V, die fiir ~,~-unges/ittigte Aldehyde kennzeiehnend ist. 
SehlieNieh zeigt das Absorptionsspektrum im mittleren Ut% das fiir 
Aldehyde eharakteristisehe Maximum bei 3,67 ~x (C--H-Valenzsehwingung 
der Aldehydgruppe) sowie bei 5,90 ~ (C=O-Valenzsehwingung einer 
mit  einer Athylengruppe konjugierten Carbonylgruppe), wobei die 
trans-CH=CH bei 6,12 und vor allem bei 10,30 ~z naehweisbar ist. 
Aul]erdem fiihrt die Konjugation yon Aldehyd- und C H = C H - G r u p p e  
zu einem ebenfalls eharakteristisehen Absorptionsmaximum im mittleren 
UV mit einem spez. dekadisehen Extinktionskoeffizienten s' yon 
70 bei 46 000 em -1. 

Die elementaranalytisehen Daten wurden am 2,4-Dinitrophenyl- 
hydrazon der dureh Reduktion mit  SnC12 aus dem nativen IIydroperoxy-  
aldehyd gewonnenen Hydroxyverbindung ermittelt.  Die Hydroperoxy- 
gruppe steht aller Wahrseheinlichkeit naeh am C-l-Atom. 

S t o f f w e e h s e l m e s s u n g e n  m i t  S u b s t a n z  64 u n d  65 
an  E h r l i e h - A s e i t e s - T u m o r - Z e l l s u s p e n s i o n e n  

Auf Grund der bereits mitgeteilten I-Iemmwirkungen des Misehpr'gpa- 
rates LHPO gegeniiber Ehrlieh-Aseites-Tumorzellen (EATZ) ,  die den 
darin enthaltenen Persauerstoff-Verbindungen zugeordnet worden waren, 
ersehien es yon Interesse, die beiden nunmehr isolierten neuen Hydro- 
peroxide - -  ebenso wie seinerzeit das n-Amylhydroperoxid - -  auf ihre 
Hemmwirkungen zu untersuehen. 

Tdber die Pr~iparatiort der EATZ und fiber die Ans/~tze ffir die 
Stoffwechselmessungen darf auf frfihere, ausf/ihrliehe Beschreibungen ver- 
wiesen werden s. In allen Stoffwechselversuehen wurde die HemmstofflSsung 
stets 30 Min. bei 37 ~ C auf die Zellen einwirken gelassen, ehe mit der eigent- 
lichen Messung begonnert wurde (,,Vorinkubation"). I)abei wurde die Zell- 
suspension mit dem ttemmstoff im I-tauptraum vorinkubiert und die Glucose 
erst bei MeBbeginn zugekippt (Vermeidung des ,,Glueose-Schutzeffektes"). 

Substanz 64 

Abb. 1 gibt die Dosis- -Effektkurven fiir die Hemmung der anaeroben 
und aeroben Glykolyse, der Atmung und die Inaktivierung yon G A P D H  

s E. Schauenstein, G. Schatz und M. Tau]er, Z. Krebsforsch. 64, 465 (1962). 
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und L D H  wieder. Bei einer Endkonzentration* yon 3,15 • 10 -4 m/1 
wird die anaerobe G~irung der Zellen naeh aerober Vorinkubation praktiseh 
vollst~indig gehennnt. Bei an~erober Vorinkubation wird bei Vorinkubation 
yon Zellen + I-Iemmstoff ohne Glucose die gleiche Dosis--Wirkungs- 
kurve (Abb. 1, Kurve 1) erhalten. Daraus ergibt sich, dab - -  bei Vermei- 
dung des Glucose-Schutzes - -  die Anwesenheit yon Sauerstoff auf die 
Gitrungshemmung ohne EinfluB ist. 
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Abb.  1. S to f fweehse lhemmung  (lurch Subs~. 64 bei Ehr l ich-Asei tes-Tumorzel len  
K u r v e  1: Anae robe  G~rung  nach  aerober  u n d  a n a e r o b e r  V o r i n k u b a t i o n  (ohne . ,Glucoseschutz")  

K u r v e  2: Aerobe  G~irung n a e h  ae rober  Vor inkuba t ion  
K u r v e  3 : A t m u n g  

Die aerobe Glykolyse wird bei einer Endkonzentration yon 6,3 • 
10 -a m/1 maximal, das ist bis zu 95%, gehemmt. In  Anbetracht der nur 
geringen zur Verffigung stehenden Mengen yon Subst. 64 mul]te auf die 
"~ufn~hme einer vollsts Dosis~Effektkurve verzichtet werden. 

Zur Aufklitrung des Wirkungsmechanismus der Gitrungshemmung 
wurden folgende Untersuchungen angestellt: 

a) S H-Glykolyse- Enzyme 

15 Mio. E A T Z  wurden in 2,5 ml Bicarbonat-Puffer mit steigenden 
Konzentrationen an Subst. 64 bei 37~ 30 Min. aerob oder anaerob 
inkubiert. Die Kon~rollen wurden unter Zusatz entsprechender Mengen 
physiologischer Kochsalzl6sung angesetzt. AnschlieBend wurde ~us den 
Zellen der Enzymextrakt  9 gewonnen und ~uf Aktivits der G A P D H  

* Konzentration des I-Iemms~offes im kompletten Stoffwechsel~nsatz 
(2,5 ml Gesamtvolumen pro Warburg-Reaktionsgef~tB). 

9 E. Schauenstein, M. Tau]er und G. Schatz, Mh. Chem. 93, 543 (1962). 
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und L DH getestet. Es ergab sich, dag ab einer Endkonzentration an 
Hemmstoff yon 3 • 10 -4 m/1 die GAPDH zu 91%, die L D H  zu 100~'~ 
inaktiviert wird. Zusatz yon Cystein vermag die t Iemmung nieht wieder 
aufzuheben. Die Ergebnisse zeigen, dag die Bloekierung der anaeroben 
Glykolyse ~nd die maximale Inaktivierung der getesteten SH-Enzyme 
der G/~rung bei praktiseh gleieher Endkonzentration an Hemmstoff 
eintreten. 

b) Beeinflussung des DPN-Niveaus 

Wie die folgende Tab. 1 ergibt, senkt Hydroperoxid 64 den intra- 
zellul/~ren DPN-Spiegel mit zunehmender Glykolysehemmung : 

Tabe l l e  1 

Glyko lysehemmung  J) PIg-Abfa l l  

57% 55% 
92~ 80% 

Der bei 92% Glykolysehemmung noeh verbleibende lgestgehalt an 
D P N  yon rund 20% dfirfte wohl dem intramitoehondrialen DPN-Anteil  
entspreehen. 

c) Einflul 3 von Nicotinamid 

Tabe l le  2 

SubsL 64 Subst .  64 + Nieot inarnid 

0,03 g/l 0,03 g/1 2 ,< 10 -2 m/1 
% Garungshemmung 9t 93 

0,045 g/1 0,045 g/1 2 .'~ 10 -2 rrt/l 
% G ~rungshemmung 98 96 

S/~mtliche Befunde sprechen daffir, dag Hydroperoxid 64 die an- 
aerobe G/~rung der Tumorzellen - -  in Analogie zu n-Amylhydroperoxid 
und dem Misehpr//parat LHPO - -  in erster Linie fiber eine irreversible 
und oxydative Inaktivierung der SH-Enzyme GAPDH und LDH hemmt, 
Der intrazellul~re DPN-Spiegel sinkt zwar ebenso stark ab wie bei Ein- 
wirkung yon essentiell fiber das DP21-System hemmwirksamen Substan- 
zen, doeh kann die G/~rungshemmung dutch Subst. 64 durch Zusatz yon 
Nicotinamid nicht aufgehoben werden. Dies zeigt an, dal~ das DPN-  
System nieht essentiell mitbetroffen wird. 

Die t Iemmung der Sauerstoffaufnahme der Tumorzellen dutch 
Subst. 64, wird dutch Kurve 3 der Abb. 1 graphiseh wiedergegeben. 
Ab Endkonzentrationen yon ea. 8 • 10 -4 roll verl/iuft die Dosis--Effekt- 
kurve asymptotiseh und beginnt sieh dem Grenzwert einer 90 bis 95proz. 

Monatshef te  fttr Chemie, :Bd. 96/5 96 
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Atmungsblockade zu n/~hern. Der Mech~nismus der Atmungshemmung 
ist noch ungeklgrt. Mutmagliche Angriffslounkte diirften im Cytoehrom- 
system und Coenzym A zu suehen sein. 

Substanz 65 

Die Dosis--Wirkungskurven ~iir die Stoffwechselhemmungen an 
E A T Z  sind in Abb. 2 wiedergegeben. 
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Abb. 2. Stoffweehselhemmlmg dnreh Subst. 65 bei Ehrlieh-Aseites-Tumorzellen 
Kurve l :  Anaerobe G~ruug naeh anaerober Vorinkubation (ohne (,.Glueosesehutz") 
Kurve 2: Anaerobe G~rung naeh anaerober Vorinkubation (unter ,,Glueoseschutz") 

Kurve 3: Atmung 

Dag Persauerstoffverbindungen gewisse, yon Substanz zu Substanz 
stark unterschiedliche Hemmwirkungen besitzen, ist bereits bekannt 10, ~. 
Andererseits weisen auch ~, ~-ungesiittigte Aldehyde, insbesondere das 
erstmals yon uns isolierte Hydroxyoctenal, Hemmeffekte auf 4. Somit 
erscheint ein Vergleich der Hemmeffekte yon Subst. 65 mit denen yon 
Persauerstoffverbindungen und :r ~-unges~ttigtcn Aldehydcn yon be- 
sonderem Interesse. Die folgende Zusammenstellung crgibt, d~B die 
Anwesenheit yon Hydroperoxy-und  ~, ~-unges~ttigter Aldehydgruppe 
in ein und demselben Molekfil eine betriichtliche Steigerung der Hemm- 
aktivits bewirkt: Subst. 65 ist fund doppelt so wirksam wie Subst. 64, 
und Subst. 23 3- bis 6real so wirksam wie versehiedene andere Persauer- 
stoffverbindungen und etwa 20real wirksamer als ~, ~-unges~ttigte 

~o G. Weitzel, E. Buddedce und F. Schneider, Z. physiol. Chem. 323, 211 

~ G. Weitzel ,  E .  Buddecke ,  F .  Schneider  u n d  1t. P]eil ,  Z. p h y s i o l .  C h e m .  
323,  65 (1961).  
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Aldehyde. Aueh der bisher wirksamste Aldehyd, das Hydroxyoetenal, 
ist nur etwa halb so wirksam. 

Tabelle 3 

Endkonzentrat~on f(D: 
!00% G/irungshemmung 

in m/t 

Subst.. 65: !-[ydroperoxy-nonenal 
Subst. 64: }{ydroperoxyeapryls/turemethylester 
Subst. 23: n-Amylhydroperoxid 
Andere Persauerstoffverbindungen 
2,3-Heptenal, 2,3-Oetena,l 
Subst. 81 : /4ydroxyoetenM 

1,6.10 -4 
3,15- 10 -4 
3,0- 10 -4 
5.10 -4 bis 1.10 3 
3.10 -a 
3. 10 -4 

-4hnlieh verhttlt sieh die Hemmaktivi~/~t yon Subst. 65 gegentiber 
der Atmung der Tumorzellen. Die folgende Tab. 4 ergibt, dab Subst. 65 
5-bis  7maI wirksamer ist als die Lipidhydroperoxide 64 und 23. Ein 
Vergleieh miB den Persauerstoffverbindungen, die Weitzel und Ma I~ 
untersuehB haben, enn6glieht keine exakteren Verh/tltniszah]en. Von 
den genannten Verbindungen hemmt d ie  wirksamste, n/fmlieh Bis.hy- 
droxymethylhydroperoxid, die Atmung bei 10 -3 m/1 Endkonzentration 
zu 90 o/ und ist demnaeh rund 4mal sehw/teher wirksam. Die anderen /o 
Verbindungen sind weitaus sehw/ieher wirksam. 

Der Untersehied zwisehen Hemmaktivit/tt yon Subst. 65 und ~, B- 
ungesgttigten Aldehyden ist in bezug auf die Atmung erheblieh gr6Ber 
als bei der Gitrung: wie Tab. 4 zeigt, erreiehen diese Verbindungen 
bei 15mal h6herer Endkonzentration bereits ihr maximale Wirkung 
yon 40% Atmungshemmung. Lediglieh de:' wirksamste der ~, [~-un- 
gesiittigten Aldehyde, das vorhin bereits genannte Hydroxyoetenal, 
kommt Subst. 65 in seiner Hemmwirl:ung nahe, bleibt abet immer 
noeh etwa 1,5real sehwgeher wirksam. 

Tabel le  4 

Endkonzentrat ion fiir 
I00% A~mungshemmung 

in m/l 

Subst. 65: Hydroperoxy-nonenM 
Subst. 64: Hydroperoxyeapryls~uremethylestor 
8ubst. 23: n-Amylhydroperoxid 
2,3-14eptonal, 2,3-OeBenal 

Subst. 81 : Hydroxyoctenal 

2,7 �9 10 -4 
2,0. 10 3 
1,5. 10 -3 
ca. 4,0. t0 -3 
max. : 40% I-Iemmtmg ! 
ca. 4,0. t0 -4 

Zusammenfassend ergibt sieh somit, duff die Kombination yon 
Hydroperoxy- und ~,~-unges/ittigter Aldehydgruppe die Hemmwirkung 
einer Substanz auf den Stoffweehsel yon Tumorzellen - -  vergHchen mit 

96* 
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einfachen Persauerstoffverbindungen einerseits und ~,~-unges/~ttigten 
Aldehyden andererseits - -  betr~chtlich verst~rkt. Besonders erws 
sei noch, dab aueh die Einfiihrung einer Hydroxylgruppe am C-8 
eines ~, ~-unges/ittigten Aldehyds dessen Hemmaktivi tat  e~heblich ver- 
grSfiert. 

tIydroperoxy-nonenal ist im Mischpr~parat L H P O  zu rund 2 Gew.% 
enthalten und in Anbetracht der auBerordentlichen Empfind]ichkeit der 
Substanz nur unter grol~en Sehwierigkeiten zu isolierem Aus diesem 
Grunde muBte auf weitere Versuehe tiber den Wirkungsmechanismus und 
sonstige biochemische Eigenschaften dieser iiberaus interessanten Substanz 
verziehtet werden. 

V e r s u c h  e i n e r  Z u o r d n u n g  u n d  q u a n t i t a t i v e n  D i s k u s s i o n  d e r  
H e m m e f f e k t e  des  M i s e h p r / ~ p a r a t e s  L H P O  

Die Hemmaktivitgt  des Misehpr/~parates L H P O  ~,~rde bisher ver- 
mutungsweise auf die darin enthaltenen Lipidhydroperoxide zurtiek- 
gefiihrt. Nachdem nunmehr drei dieser Persauerstoffverbindungen in 
Substanz isoliert und ihre Einzelhemmwirkungen ermittelt werden 
konnten, erscheint der Versuch naheliegend, die Hemmwirkung des 
Mischpr/~parates quantitativ zu diskutieren. 

Hiezu wurde zun/~chst die tIemmwirkung der vier Hauptfraktionen 
A, B, C und D gemessen (vgl. Abb. 3, 4 und 5). In  bezug auf die Gs 
hemmung ergibt sich daraus, dab Hauptfraktion B die wirksamste ist, 
gefolgb yon A und C und in weitem Abstand yon D. Die folgende Tab. 5 
bringt in der ersten Spalte die Endkonzentrationen der isolierten Haupt- 
fraktionen und des Mischpr~parates fiir 100% Gs In 
der 2. Spalte sind die in 0,25 g Miscbpr/~parat enthaltenen Gramm A, B, 
C und D ange~fihrt und in der 3. Spalte die diesen Konzentrationen ent- 
sprechenden, an den isolierten Fraktionen gemessenen Hemmwerte. 
Die Zusammenstellung zeigt, da ]  fiir die G/~rungshemmung des Miseh- 
prs nur die Hauptfraktionen A und B in Betracht zu ziehen sind, 
wobei Frakt.  B zweifellos den Hauptanteil  tibernimmt. 

Fraktion C, die den hoehwirksamen Aldehyd 81 enths nnd da- 
her ebenfalls hohe spezifische Wirkung zeigt, kommt nicht zur 
Wirkung, da sie in zu geringem Anteil enthalten ist. 

Andererseits vermag auch der hohe Prozentgehalt des Mischpra- 
parates an Frakt.  D die geringe spezif. Wirksamkeit der Frakt.  D 
nieht aufzuwiegen, so d~lt auch diese Fraktion im Mischprapar~t prak- 
tisch unwirksam bleibt. 

In  der haupts/ichlich wirksamen Frakt.  B sind nun, wie in dieser 
Arbeit n/iher ausgefiihr~, die hemmwirksamen Hydroperoxide 64 und 65 
~nwesend. Auf Grund der quantitativen Untersuehungen yon Esterbauer 
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1/il]t sich angeben, dal] 0,25 g Mischpr/iparat fund 0,005 g Substanz 65 
und 0,023 g Substanz 64 enthalten. 

i I ,~" 80 
I i I 

I ! ~ ,  i / 2 I t  < 
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~,':~ oi, 65 &o 91~ 

Abb. 3 Abb. 4 

Abb. 3, Sisolfwechselhemmung dutch I lauptfraktion A nnd 13 bei ]~3hrlich-Aseites-Tmnorzellen 
:Kurve 1 A: Anaerobe Ggrung nach aerober VorinKnbation mit  Hauptfraktion A 

Kurve 2 A: Atmung mit  t tauptfraktion A 
Kurve 1 ]3: Anaerobe G/irung nach aerober Vorinkubation mi~ Hauptfraktion ]3 

Kurve 2 B : Atmung mit  Hauptfraktion B 

Abb. 4. Stoffwechselhemmmlg dutch Kaupt,fraktion C und D bei Ehrilieh-Aseites-Tmnorze!len 
Kurve 1 C: Anaerobe GSrung naeh aerober Vorinkubation ]nit J~auptfraktion C 

K u r v e 2  C: Atmnng rnit 1-Iauptfraktion C 
Kurve t D:  Anaerobe G/~rung nach aerober Vorinkubation mit Hanptfraktion 1) 

l (urve 2 D:  Atmui)g ]nit gauptf rakt ion  D 

Kurve  1 der Abb. 2 ~ 
zeigt, dM] SubsL 65 in ~ 

~ 3 ~  Ac  t4 
einer Endkonzentrat ion ~~176 . -  - -  ~ = 
 onO,OO   ,noo.   m 
hemmwirksam sein diirfte, ~ ~, 
Subst. 64 hingegen bei 
0,023 g/1 die G/trung zu ~ j  
ca. 70~ hemmt  (Abb. 1). ,'~ G 

s in qll 
Daraus ergibt sieh, dab die 50 . . . . . . .  o,1 o,2 oz o+ 45 o',6 
G/trungshemmung durch 
Misehpr/iparat L H P O  in Abb. 5. Zur Erreiehm)g der maximal m6gliehen IIemmwir- 

knngen mindestens erforderliehe Endkonzentrationen yon 
erster Linie dureh das in Misehpr~iparat LHPO, Hauptfraktionen A, B, C, D und Sub- 

stanzen 64 u. 65 
Frakt.  B enthaltene t Iy -  B:G~irungshemmnng 
droperoxid 64 zustande ~ : Atmungshemmung 

kommt,  vielleicht unter Mitbeteiligung yon Subst. 65. 
In  Hauplffraktion A, die auf Grund der an der Einzelfraktion ermii%el- 

ten Hemmwirkung rund i0~o der Hemmwirkung des Misehpr/~parates 

/ -  
IC # .s / 

I f r  / -  
/ /  /A  

' / / , / /  
ii / /  
,i I / 

o,l o 2 o,~ o,4. o,5 ~TjL 
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fibernehmen k6nnte, ist das Hydroperoxid 23 enthalten. Die Dosis--  
Effektkurve yon Subst. 23 fiir die G//rungshemmung ergibt, dag diese 
Substanz bei 0,005 g/1 Endkonzentration kaum eine nennenswerte, fiber 
10% hinausgehende Hemmwirkung entfaltet. 

T a b e t l e  5 

Endkonzentra~ion 
ffir 100% Hemmung in 0,25 g LHPO 

Frakt. B ca. 0,075 g/l ca. 0,038 g, entsprechen 90% Hemmung 
Frakt. A ca. 0,12 g/1 ca. 0,017 g, entsprechen 10% Hemmung 
Frakt. C ca. 0,135 g/1 ca. 0,027 g, entsprechen 0% Hemmung 
Frakt. D c~. 0,475 g/l ca. 0,16 g, entspreehen 0% Hemmung 

Mischprap. M 0,25 g/l 100% Hemmm~g 

Aueh hinsichtlich der I temmwirkung auf den Sauerstoffverbrauch 
der Zellen ergibt sieh eine ganz ~hnliehe Reihung der Hauptfraktionen,  
wie Abb. 5 veranschaulicht (vgl. aueh die Iolgende Tab. 6). Man erkennt, 
da/t Frakt.  D, obwohl an sieh am sehw~chsten wirksam, infolge ihres 
iiberwiegenden Anteils fiir die Atmungshemmung zum gr6~ten Teil 
verantwort]ieh ist, wahrend die den stark wirksamen Aldehyd 81 ent- 
haltende Frakt.  C - -  wie bei der G~rungshemmung - -  wegen des zu gerin- 
gen Anteils im Mischpr~parat praktisch wirkungslos ist. 

T a b e l l e  6 

Endkonzentration 
fib" 90--95% t temmung in 0,38 g .LHPO 

Frakt. A 0,20 g/1 
Frakt. B 0,23 g/1 
Frakt. C 0,30 g/1 
Frakt. D 0,50 bis 0,55 g/l 

0,027 g, entsprechend 18~ Hemmung 
0,057 g, entsprechend 34~o Hemmung 
0,042 g, entsprechend 0% I-Iemmung 
0,250 g, entspreehend 45% Hemmung 

Mischpr~p. 1~/ 0,38 g/l 97% Hemmung 

Frakt .  B kommt  ebenfMls, wenn auch zu einem geringeren Anteil 
als Wirkungstr~ger im Misehpr~parat ffir die Atmungshemmung in 
Betraeht  und sehlieNieh, zum geringsten Antefl, Hauptfrakt .  A. 

Es ergibt sieh nun die Frage, ob die in Frakt.  A und B anwesenden 
]-Iydroperoxide 23, 64 und 65 fiir eine Wirkung im Mischpr~parat verant- 
wortlich sein kSnnten. 

In  0,38 g des Misehpr~parates sind auf Grund der analytischen Unter- 
suehungen E s t e r b a u e r s  7 vorhanden : 

Subst. 23 : 0,008 g 
Subst. 64 : 0,034 g 
Subst. 65 : 0,008 g 
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Die Dosis--Wirkungskurven der drei genannten Hydroperoxide (fiir 
Subst. 64 und 65 vgl. Abb. 1 und 2) ergeben, dab keine der genannten 
Substanzen allein Iiir eine Wirkung in Frage kommt.  Zu einer Erkl~.rung 
der Teilwirkung der diese Substanzen enthaltenen Frakt.  A und B k6nnte 
angenommen werden, dag die in den genannten Fraktionen auBerdem 
enthaltenen Carbonylverbindungen mit  den Peroxiden synergistiseh 
wirken. Zur Priifung dieser Annahme wurden 3~odellversuehe mit H202, 
2,3-Oetenal und einer Misehung beider Substanzen angesetzt. 

Die folgende Tab. 7 gibt die Ergebnisse dieser 5Iessungen wieder. 

T a b e l l e  7 

Endkonzentration an K. .O~  l~]ndkonzentratioit an OctenaI % A~nmngs-J[=[emrnung 

6. 10-5 m/1 - -  52.2 
- -  1,4. 10 -3 m/1 46,5 

6 �9 I0 -a m/1 1,4 �9 10 -3 rail  84,5 

(Mittelwerte aus 3 verschiedenen Ans~itzen ; Vorinkubatioa aerob 30 5Ihl. 
bei 37~ 

Tab. 7 zeigt eindeutig, dal3 bei Kombinat ion beider Hemmstoffe 
eine erhebliche VergrSgerung des I-Iemmeffektes eintritt. Wenn auch 
yon einer Additivit/it der Einzelwirkungen im strengen Sinn nicht ge- 
sproehen werden kann, so deuten die Ergebnisse doch durchaus auf eine 
synergistische Wirkung yon Peroxid und Octenal him 

Unsere Untersuchungen wurden teilweise yon einer Forschungs- 
beihilfe CA 06617-02 PC des Public Health Service, National Cancer' 
Institute, unterstfitzi~. 


