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Aus dem Mischprdparat LH PO wurden zwei neue Lipidhydro-
peroxide, Substanz 64 und 65, isoliert und als Hydroperoxy-
caprylsauremethylester und Hydroperoxy-trans-nonen-(2,3)-al-(1}
identifiziert. Beide Substanzen zeigen deutliche Hernmwirkungen
auf Gérung und Atmung von Ehrlich-Ascites-Tumorzellen in
vitro, insbesondere Subst. 65, offenbar infolge der im selben
Molekiil gleichzeitig anwesenden Hydroperoxy- und o,B3-Enal-
gruppe. Der Reaktionsmechanismus von Substanz 64 in bezug
auf die Girungshemmung besteht im wesentlichen in einer
Selektiv-Hemmung von GAPDH und LDH, wihrend das NAD-
System nicht essentiell betroffen wird.

In bezug auf die Hemmwirkungen des Mischpraparates LH PO
ergibt sich, dafl dessen garungshemmende Wirkung im wesent-
lichen der Subst. 64 zugeschrieben werden kann, wihrend die
Atmungshemmung nicht als reiner Persauerstoffeffekt zu erkliren
ist. Hier wird vielmehr eine synergistische Wirkung gewisser im
Priparat LH PO anwesender Carbonylverbindungen anzunehmen
sein.

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)-al-(1). Hither compound is markedly active in
Vitro in inhibiting both fermentation and respiration of Ehrlich
ascites tumour cells, particularly substance 65 which is charac-
terized by the simultaneous presence within the same molecule
of an hydroperoxy and an «,B-enal group. The interference of
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substance 64 with fermentation is due essentially to a selective
inhibition of glyceraldehyde phosphate dehydrogenase and lactic
dehydrogenase, whereas the NAD system does not appear to be
fundamentally involved.

The inhibition of fermentation by the crude preparation
LHPO may be largely ascribed to substance 64, whereas the
respiratory inhibition can not be acecounted for by peroxy com-
pounds exclusively, but rather by a synergistic action of several
carbonyl compounds present in LHPO.

In der 6. und 7. Mitt.?: 2 dieser Reihe wurde iiber die chromato-
graphische Auftrennung des Mischpriparates LI PO ausfiihrlich berichtet.

Im Anschlufl daran konnten die ersten isolierten Reinsubstanzen be-
schrieben werden. Hs waren dies Substanz 1 (trans-Octenal), Subst. 23 (n-Amyl-
hydroperoxid)® aus Hauptiraktion A, sowie Subst. 81 (4-Hydroxyoctenal)*
aus Hauptfraktion C.

Uber die tumorhemmenden Wirkungen der Substanzen 23° und 814%
wurde gleichfalls bereits publiziert.

Tm Zuge der weiteren Auftrennung des Mischpriparates wurden aus
Hauptfraktion B zwei neue Hydroperoxide isoliert, und zwar aus Kom-
ponente 6 die Substanzen 64 und 65°.

Subst. 64 konnte als Hydroperoxycaprylsdure-methylester identi-
fiziert werden?. Hiezu wurde an der nativen Substanz der aktive Sauer-
stoff, das Absorptionsspektrum im nahen und mittleren UR, sowie das
Polarogramm ermittelt. Die analytischen Daten wurden am 4,4’-Nitro-
azobenzolcarbonsdure-ester der durch Reduktion mit SnCle aus dem
Hydroperoxid gewonnenen Hydroxyverbindung erhoben. Uber die Stel-
lung der Hydroperoxidgruppe sind keine gesicherten Aussagen mdglich,
doch ist mit grofer Wahrscheinlichkeit anzunehmen, daf} sie endstéindig,
d. h. am C-8, steht.

Subst. 65 erwies sich als Hydroperoxy-trans-nonen-(2,3)-al-(1)7. Ab-
gesehen davon, daB Subst. 65 — ebenso wie Subst. 64 — als Autoxy-
dationsprodukt des Linolsdureesters bisher unbekannt war, erscheint
Subst. 65 durch die gleichzeitige Anwesenheit von Persauerstoff und
Aldehydgruppe als eine auch in chemischer Hinsicht bemerkenswerte
neue Verbindung.

1 B. Schauenstein und H. Esterbauer, Mh. Chem. 94, 164 (1962).
2 H. Esterbouer vnd E. Schauenstein, Mh. Chem. 94, 998 (1963).
3 W. Klopffer, H. Esterbauer und E. Schauenstein, Fette, Seifen, Anstrichm.
67, 198 (1965).
¢ B. Schauenstein, H. Esterbauer, &. Jaag und M. Taufer, Mh. Chem.
95, 180 (1964).
5 H. Q. Jaag, M. Taufer und E. Schauenstein, Mh. Chem. 95, 1671 (1964).
6 H. Esterbauer, Dissertat. Univ. Graz 1963.
7 H. Esterbauer und E. Schauenstein, Fette, Seifen, Anstrichm., im
Druck.
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Besonderes Gewicht bei der Identifizierung der Substanz mubte auf
den Nachweis der beiden genannten Gruppen im Molekiil der nativen
Substanz gelegt werden. Zum Nachweis der Hydroperoxygruppe wurde
zundchst der aktive Sauerstoff jodometrisch nach Sully und mit FeSO,
und Dichlorphenol-indophenol nach Hartman ermittelt, wobei sich Werte
von 81 v aktivem Sauerstoff promg (Mittel aus 3 Bestimmungen) ergaben.
Das Polarogramm — aufgenommen in Benzol—Methanol (1:1) mit
0,3m-LiCl als Leitelektrolyt — ergab die typische Hydroperoxystufe
bei ~— 1,1 V. AuBlerdem enthélt das Polarogramm eine zweite Reduktions-
stufe bel — 1,6 V, die fiir «,-ungesittigte Aldehyde kennzeichnend ist.
SchlieBlich zeigt das Absorptionsspektrum im mittleren UR das fiir
Aldehyde charakteristische Maximum bei 3,67 p (C—H-Valenzschwingung
der Aldehydgruppe) sowie bei 5,90 u (C=0-Valenzschwingung einer
mit einer Athylengruppe konjugierten Carbonylgruppe), wobei die
trans-CH=CH bei 6,12 und vor allem bei 10,30 p. nachweisbar ist.
Auflerdem fithrt die Konjugation von Aldehyd- und CH=CH-Gruppe
zu einem ebenfalls charakteristischen Absorptionsmaximum im mittleren
UV mit einem spez. dekadischen Extinktionskoeffizienten ¢ von
70 bei 46 000 cm-1.

Die elementaranalytischen Daten wurden am 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazon der durch Reduktion mit SnCly aus dem nativen Hydroperoxy-
aldehyd gewonnenen Hydroxyverbindung ermittelt. Die Hydroperoxy-
gruppe steht aller Wahrscheinlichkeit nach am C-4-Atom.

Stoffwechselmessungen mit Substanz 64 und 65
an Ehrlich-Ascites-Tumor-Zellsuspensionen

Auf Grund der bereits mitgeteilten Hernmwirkungen des Mischpripa-
rates LHPO gegenitber Ehrlich-Ascites-Tumorzellen (FATZ), die den
darin enthaltenen Persauerstoff-Verbindungen zugeordnet worden waren,
erschien es von Interesse, die beiden nunmehr isolierten neuen Hydro-
peroxide — ebenso wie seinerzeit das n-Amylhydroperoxid — auf ihre
Hemmwirkungen zu untersuchen.

Uber die Priparation der EATZ und iiber die Ansitze fur die
Stoffwechselmessungen darf auf frithere, ausfithrliche Beschreibungen ver-
wiesen werden®. In allen Stoffwechselversuchen wurde die Hemmstofflosung
stets 30 Min. bei 37° C auf die Zellen einwirken gelassen, ehe mit der eigent-
lichen Messung begonnen wurde (,,Vorinkubation‘). Dabei wurde die Zell-

suspension mit dem Hemmstoff im Hauptraum vorinkubiert und die Glucose
erst bei Mefibeginn zugekippt (Vermeidung des ,,Glucose-Schutzeffektes®).

Substanz 64

Abb. 1 gibt die Dosis—Effektkurven fiir die Hemmung der anaeroben
und aeroben Glykolyse, der Atmung und die Inaktivierung von GAPDH

8 H. Schauenstein, G. Schatz und M. Taufer, Z. Krebsforsch. 64, 465 (1962).
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und LDH wieder. Bei einer Endkonzentration* von 3,15 x 10~%m/l
wird die anaerobe Gérung der Zellen nach aerober Vorinkubation praktisch
vollstindig gehemmt. Bei anaerober Vorinkubation wird bei Vorinkubation
von Zellen + Hemmstoff ohne Glucose die gleiche Dosis—Wirkungs-
kurve (Abb. 1, Kurve 1) erhalten. Daraus ergibt sich, dall — bei Vermei-
dung des Glucose-Schutzes — die Anwesenheit von Sauerstoff auf die

Gérungshemmung ohne EinfluB ist.
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Abb. 1. Stoffwechselhemmung durch Subst. 64 bei Ehrlich-Ascites-Tumorzellen
Kurve 1: Anaerobe Gidrung nach aerober und anaerober Vorinkubation (ohne .,Glucoseschutz’)
Kurve 2: Aerobe Gérung nach aerober Vorinkubation
Kurve 8: Atmung
Die aerobe Glykolyse wird bei einer Endkonzentration von 6,3 X
104 m/l maximal, das ist bis zu 959, gehemm$. In Anbetracht der nur
geringen zur Verfiigung stehenden Mengen von Subst. 64 mulite auf die
Aufnahme einer vollstdndigen Dosis—Effektkurve verzichtet werden.
Zur Aufklirung des Wirkungsmechanismus der Gérungshemmung

wurden folgende Untersuchungen angestellt:

a) SH-Glykolyse- Enzyme

15 Mio. EATZ wurden in 2,5 ml Bicarbonat-Puffer mit steigenden
Konzentrationen an Subst. 64 bei 37°C 30 Min. aerob oder anaerob
inkubiert. Die Kontrollen wurden unter Zusatz entsprechender Mengen
physiologischer Kochsalzlésung angesetzt. Anschliefend wurde aus den
Zellen der Enzymextrakt? gewonnen und auf Aktivitit der GAPDH

* Konzentration des Hemmstoffes im kompletten Stoffwechselansatz
(2,5 ml Gesamtvolumen pro Warburg-Reaktionsgefda ).
9 H. Schauenstein, M. Taufer und G. Schatz, Mh. Chem. 93, 543 (1962).
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und LDH getestet. Es ergab sich, dal ab einer Endkonzentration an
Hemmstoff von 3 x 104 m/l die GAPDH zu 91%,, die LDH zu 1009,
inaktiviert wird. Zusatz von Cystein vermag die Hemmung nicht wieder
aufzuheben. Die Ergebnisse zeigen, dafi die Blockierung der anaeroben
Glykolyse und die maximale Inaktivierung der getesteten SH-Enzyme
der Gérung bei praktisch gleicher Endkonzentration an Hemmstoff
eintreten.

b) Beeinflussung des DPN-Niveaus

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

Tabelle 1
Glykolysehemmung DPXN-Abfall
579, 55%
920, 809

Der bei 929, Glykolysehemmung noch verbleibende Restgehalt an
DPN von rund 209, diirfte woh! dem intramitochondrialen DPN-Anteil
entsprechen.

¢) Einfluf von Nicolinamid

Tabelle 2
Subst. 64 Subst. 64 + Nicotinamid
0,03 g/1 0,03 g/1 2 x 1072 m/l
% Géarungshemmung 91 93
0,045 g/l 0,045 g/1 2 x 10-2 m/fl
9% Garungshemmun, 98 96
0 [l g

Sédmtliche Befunde sprechen dafiir, daf Hydroperoxid 64 die an-
aerobe Gérung der Tumorzellen — in Analogie zu n-Amylhydroperoxid
und dem Mischpriaparat LHPO — in erster Linie iiber eine irreversible
und oxydative Inaktivierung der SH-Enzyme GAPDH und LDH hemmt.
Der intrazelluldre DPN-Spiegel sinkt zwar ebenso stark ab wie bei Ein-
wirkung von essentiell iiber das DPN-System hemmwirksamen Substan-
zen, doch kann die Gdrungshemmung durch Subst. 64 durch Zusatz von
Nicotinamid nickt aufgehoben werden. Dies zeigt an, daBl das DPN-
System nicht essentiell mitbetroffen wird.

Die Hemmung der Sauerstoffaufnahme der Tumorzellen durch
Subst. 64 wird durch Kurve 3 der Abb. 1 graphisch wiedergegeben.
Ab Endkonzentrationen von ca. 8 x 10~4m/l verliuft die Dosis—Effekt-
kurve asymptotisch und beginnt sich dem Grenzwert einer 90 bis 95proz.

Monatshefte fiic Chemie, Bd. 96/5 96
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Atmungsblockade zu ndhern. Der Mechanismus der Atmungshemmung
ist noch ungeklirt. MutmaBliche Angriffspunkte diirften im Cytochrom-
system und Coenzym A zu suchen sein.

Substanz 65

Die Dosis—Wirkungskurven fiir die Stoffwechselhemmungen an
EATZ sind in Abb. 2 wiedergegeben.
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Abb. 2. Stoffwechselhemmung durch Subst. 65 bei Ehrlich-Ascites-Tumorzellen
Xurve 1: Anaerobe Girung nach anaerober Vorinkubation (chne (,.Glucoseschutz’")
Kurve 2: Anaerobe G#rung nach anaerober Vorinkubation (unter ,,Glucoseschutz’”)

Kurve 3: Atmung

DaB Persauerstoffverbindungen gewisse, von Substanz zu Substanz
stark unterschiedliche Hemmwirkungen besitzen, ist bereits bekannt 10 22,
Andererseits weisen auch o, B-ungeséttigte Aldehyde, insbesondere das
erstmals von uns isolierte Hydroxyoctenal, Hemmeffekte auf*. Somit
erscheint ein Vergleich der Hemmeffekte von Subst. 65 mit denen von
Persauerstoffverbindungen und o, B-ungeséttigten Aldehyden von be-
sonderem Interesse. Die folgende Zusammenstellung ergibt, dafl die
Anwesenheit von Hydroperoxy- und o, f-ungesitbigter Aldehydgruppe
in ein und demselben Molekiill eine betrédchtliche Steigerung der Hemm-
aktivitdt bewirkt: Subst. 65 ist rund doppelt so wirksam wie Subst. 64,
und Subst. 23 3- bis 6mal so wirksam wie verschiedene andere Persauer-
stoffverbindungen und etwa 20mal wirksamer als o, B-ungesdttigte

10 &, Weitzel, E. Buddecke und F. Schneider, Z. physiol. Chem. 323, 211

(1961).
11 &, Weitzel, E. Buddecke, F. Schneider und H. Pfeil, Z. physiol. Chem.

323, 65 (1961).
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Aldehyde. Auch der bisher wirksamste Aldehyd, das Hydroxyoctenal,
ist nur etwa halb so wirksam.

Tabelle 3
Endkonzentration fir
1009% Gérungshemmung

in mfl
Subst. 65: Hydroperoxy-nonenal 1,6-104
Subst. 64: Hydroperoxyeaprylsduremethylester 3,15 - 104
Subst. 23: n-Amylhydroperoxid 3,0-1074
Andere Persauverstoffverbindungen 5.1074 bis 1-1073
2,3-Heptenal, 2,3-Ocetenal 3-10-3
Subst. 81: Hydroxyoctenal 31074

Ahnlich verhilt sich die Hemmaktivitdt von Subst. 65 gegeniiber
der Atmung der Tumorzellen. Die folgende Tab. 4 ergibt, dafl Subst. 65
5- bis Tmal wirksamer ist als die Lipidhydroperoxide 64 und 23. Ein
Vergleich mit den Persauerstoffverbindungen, die Wedzel und Mal0
untersucht haben, erméglicht keine exakteren Verhiltniszahlen. Von
den genannten Verbindungen hemmt . die wirksamste, ndmlich Bis-hy-
droxymethylhydroperoxid, die Atmung bei 10-3 m/l Endkonzentration
zu 90 %, und ist demnach rund 4mal schwécher wirksam. Die anderen
Verbindungen sind weitaus schwécher wirksam.

Der Unterschied zwischen Hemmaktivitdt von Subst. 65 und «, B-
ungesittigten Aldehyden ist in bezug auf die Atmung erheblich gréfler
als bei der Gadrung: wie Tab. 4 zeigh, erreichen diese Verbindungen
bei 15mal hoherer Endkonzentration bereits ihr maximale Wirkung
von 409, Atmungshemmung. Lediglich der wirksamste der «,3-un-
gesittigten Aldehyde, das vorhin bereits genannte Hydroxyoctenal,
kommt Subst. 65 in seiner Hemmwirkung nahe, bleibt aber immer
noch etwa 1,6mal schwicher wirksam.

Tabelle 4
Endkonzentration fir
1009% Atmungshemmung

in m/fl
Subst. 65: Hydroperoxy-nonenal 2,7 104
Subst. 64: Hydroperoxycaprylsiuremethylester 2,0-10-3
Subst. 23: n-Amylhydroperoxid 1,5-10-3
2,3-Heptenal, 2,3-Octenal ca. 4,0 - 10-3

max.: 409 Hemmung!

Subst. 81: Hydroxyoctenal ca. 4,0 - 1074

Zusammenfassend ergibt sich somit, daf die Kombination von
Hydroperoxy- und o,2-ungesittigter Aldehydgruppe die Hemmwirkung
einer Substanz auf den Stoffwechsel von Tumorzellen — verglichen mit

96*
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einfachen Persauerstoffverbindungen einerseits und o,B-ungesittigten
Aldehyden andererseits — betrdchtlich verstirkt. Besonders erwihnt
sei noch, daB auch die Einfithrung einer Hydroxylgruppe am C-8
eines o, B-ungesittigten Aldehyds dessen Hemmaktivitat erheblich ver-
grofert.

Hydroperoxy-nonenal ist im Mischpraparat LZHPO zu rund 2 Gew.9%,
enthalten und in Anbetracht der auBerordentlichen Empfindlichkeit der
Substanz nur unter grofen Schwierigkeiten zu isolieren. Aus diesem
Grunde muBte auf weitere Versuche iiber den Wirkungsmechanismus und
sonstige biochemische Eigenschaften dieser tiberaus interessanten Substanz
verzichtet werden.

Versuch einer Zuordnung und quantitativen Diskussion der
Hemmeffekte des Mischpridparates LHPO

Die Hemmaktivitdt des Mischpriaparates LHPO wurde bisher ver-
mutungsweise auf die darin entbhaltenen Lipidhydroperoxide zuriick-
gefiihrt. Nachdem nunmehr drei dieser Persauerstoffverbindungen in
Substanz isoliert und ihre Einzelhemmwirkungen ermittelt werden
konnten, erscheint der Versuch naheliegend, die Hemmwirkung des
Mischpréparates quantitativ zu diskutieren.

Hiezu wurde zunichst die Hemmwirkung der vier Hauptfraktionen
A, B, Cund D gemessen (vgl. Abb. 3, 4 und 5). In bezug auf die Girungs-
hemmung ergibt sich daraus, daf Hauptfraktion B die wirksamste ist,
gefolgt von A und C und in weitem Abstand von D. Die folgende Tah. 5
bringt, in der ersten Spalte die Endkonzentrationen der isolierten Haupt-
fraktionen und des Mischpriiparates fir 1009, Gérungshemmung. In
der 2. Spalte sind die in 0,25 ¢ Mischpréaparat enthaltenen Gramm A, B,
C und D angefithrt und in der 3. Spalte die diesen Konzentrationen ent-
sprechenden, an den isolierten Fraktionen gemessenen Hemmwerte.
Die Zusammenstellung zeigt, daB fiir die Garungshemmung des Misch-
priparates nur die Hauptiraktionen A und B in Betracht zu ziehen sind,
wobei Frakt. B zweifellos den Hauptanteil tibernimmt.

Fraktion C, die den hochwirksamen Aldehyd 81 enthilt und 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 Mischpri-
parates an Frakt. D die geringe spezif. Wirksamkeit der Frakt. D
nicht aufzuwiegen, so da auch diese Fraktion im Mischpriparat prak-
tisch unwirksam bleibt.

Tn der hauptsichlich wirksamen Frakt. B sind nun, wie in dieser
Arbeit niher ausgefithrt, die hemmwirksamen Hydroperoxide 64 und 65
anwesend. Auf Grund der quantitativen Untersuchungen von Esterbauer
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laft sich angeben, daf 0,25 ¢ Mischpriparat rund 0,005 ¢ Substanz 65
und 0,023 g Substanz 64 enthalten.

Gérungshemmung  durch

NC; o : Abb. 5. Zur Erreichung der maximal mdéglichen Hemmwir-
stchpmparat LHPO in kungen mindestens erforderliche Endkonzentrationen von
erster Linie durch das in Mischpriparat LHPO, Hauptfraktionen A, B, C, D und Sub-

stanzen 64 u. 65
Frakt. B enthaltene Hy- B : Girungshemmung
droperoxid 64 zustande U Atmungshemmung
kommt, vielleicht unter Mitbeteiligung von Subst. 65.
In Hauptiraktion A, die auf Grund der an der Einzelfraktion ermittel-
ten Hemmwirkung rund 10%, der Hemmwirkung des Mischpriparates
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Abb. 3 Abb. 4
AbDb. 3. Stoffwechselhemmung durch Hauptfraktion A und B bei Ehrlich-Ascites-Tumorzelien
Kurve 1 A: Anaerobe Girung nach aerober Vorinkubation mit Hauptfraktion A
Kurve 2 A: Atmung mit Hauptiraktion A
Kurve 1 B: Anaerobe Girung nach aerober Vorinkubation mit Hauptfrakiion B
Kurve 2 B: Atmung mit Hauptfraktion B
Abb. 4. Stoffwechselheromung durch Hauptfraktion € und D bei Ehrilich-Ascites-Tumorzellen
Kurve 1 C: Anaerobe Girung nach aerober Vorinkubation mit Hauptfraktion C
Kurve & C: Atmung mit Hauptiraktion €
Kurve 1 D: Anaerobe Girung nach aerober Vorinkubation mit Hauptfraktion D
Kurve 2D: Atmung mit Hauptiraktion D
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tibernehmen konnte, ist das Hydroperoxid 23 enthalten. Die Dosis—
Effektkurve von Subst. 23 fiir die Garungshemmung ergibt, dal diese
Substanz bei 0,005 g/l Endkonzentration kaum eine nennenswerte, iiber
109, hinausgehende Hemmwirkung entfaltet.

Tabelle 5
i 1005 Hemmung in 0,25 ¢ LHPO
Frakt. B ca. 0,075 g/l ca. 0,038 g, entsprechen 909, Hemmung
Frakt. A ca. 0,12 g/l ca. 0,017 g, entsprechen 109, Hemmung
Frakt. C ca. 0,135 g/i ca. 0,027 g, entsprechen 09 Hemmung
Frakt. D ca. 0,475 g/1 ca. 0,16 g, entsprechen 09 Hemmung
Mischprap. M 0,25 g/l 1009, Hermmmung

Auch hinsichtlich der Hemmwirkung auf den Sauerstoffverbrauch
der Zellen ergibt sich eine ganz dbnliche Reihung der Hauptiraktionen,
wie Abb. 5 veranschaulicht (vgl. auch die folgende Tab. 6). Man erkennt,
daf3 Frakt. D, obwohl an sich am schwéchsten wirksam, infolge ihres
iberwiegenden Anteils fiir die Atmungshemmung zum groften Teil
verantwortlich ist, wiahrend die den stark wirksamen Aldehyd 81 ent-
haltende Frakt. C — wie bei der Gérungshemmung — wegen des zu gerin-
gen Anteils im Mischpriparat praktisch wirkungslos ist.

Tabelle 6
Frakt. A 0,20 g/t 0,027 g, entsprechend 189, Hemmung
Frakt. B 0,23 g/l 0,057 g, entsprechend 349 Hemmung
Frakt, C 0,30 g/1 0,042 g, entsprechend 09, Hemmung
Frakt. D 0,50 bis 0,55 g/l 0,250 g, entsprechend 459, Heramung
Mischprap. M 0,38 g/1 979%, Hemraung

Frakt. B kommt ebenfalls, wenn auch zu einem geringeren Anteil
als Wirkungstriger im Mischpriparat fiir die Atmungshemmung in
Betracht und schlieBlich, zum geringsten Anteil, Hauptfrakt. A.

Es ergibt sich nun die Frage, ob die in Frakt. A und B anwesenden
Hydroperoxide 23, 64 und 65 fiir eine Wirkung im Mischpréparat verant-
wortlich sein kénnten.

In 0,38 g des Mischpréparates sind auf Grund der analytischen Unter-
suchungen Fsterbauers” vorhanden:

Subst. 23: 0,008 g
Subst. 64: 0,034 ¢
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, dal} keine der genannten
Substanzen allein fiir eine Wirkung in Frage kommt. Zu einer Erkldrung
der Teilwirkung der diese Substanzen enthaltenen Frakt. A und B kénnte
angenommen werden, dafl die in den genannten Fraktionen auBerdem
enthaltenen Carbonylverbindungen mit den Peroxiden synergistisch
wirken. Zur Priifung dieser Annahme wurden Modellversuche mit Hs0o,
2,3-Octenal und einer Mischung beider Substanzen angesetzt.

Die folgende Tab.7 gibt die Ergebnisse dieser Messungen wieder.

Tabelle 7
Endkonzentration an H,0, Endkonzentration an Oectenal % Atmungs-Hemmung
6-10-3 m/l — 52.2
— 1,4-10-3 m/l 46,5
6 - 10-5 m/l 1,4 - 10-3 m/l 84,5

(Mittelwerte aus 3 verschiedenen Ansitzen; Vorinkubation aerob 30 Min.
bei 37°C).

Tab. 7 zeigt eindeutig, dall bei Kombination beider Hemmstoffe
eine erhebliche Vergréfierung des Hemmeffektes eintritt. Wenn auch
von einer Additivitit der Einzelwirkungen im strengen Sinn nicht ge-
sprochen werden kann, so deuten die Ergebnisse doch durchaus auf eine
synergistische Wirkung von Peroxid und Octenal hin.

Unsere Untersuchungen wurden teilweise von einer Forschungs-
beihilfe CA 06617-02 PC des Public Health Service, National Cancer
Tnstitute, unterstiitzt.



