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Cytostatische Effekte organischer Persauerstoff-
Verbindungen gegeniiber Ascites-Krebszellen*
Von
Giinther Weitzel, Eckhart Buddecke und Friedhelm Schneider

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitdt Tiibingen

(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Dezember 1960)

Durch Vergleich der Inhibitorwirkungen von Zink, Persauerstoff
und Alkylierungsmitteln konnten wir an einzelnen Fermenten?: 2
und an Hefezellen? zeigen, dal die Hemmeffekte von Zinkverbindungen
denen der beiden anderen Inhibitorgruppen gleichkommen. Dagegen
fanden wir? in Versuchen an Asciteszellen des Ehrlich’schen
Miusecarcinoms, dal Zinkverbindungen die Atmung und Glykolyse
dieser Zellen nicht in so hohem Mafle hemmen, wie z. B. einige der zum
Vergleich gepriiften organischen Persauerstoffverbindungen.
Bei dieser Inhibitorgruppe sind die moglichen Strukturvariationen so
zahlreich, daB alle gewiinschten Wirkungsabstufungen zu erzielen sind.
Inzwischen teilten wir ¢ mit, daB bestimmte organische Peroxyde das
Wachstum des Méuse-Ascites-Carcinoms auch im Tierexperiment voll-
stindig unterdriicken. (Ausfiihrliche Beschreibung: siehe die folgende
Arbeit in dieser Z.)

Wir berichten nachstehend iiber die Hemmeffekte, die wir mit
Peroxohydraten und mit organischen Peroxyden an Ascites-
zellen beobachteten, und iiber die dabei feststellbaren Schidigungen in
der Glykolysekette. Wie in der vorangehenden Arbeit (Zink-Hem-
mungen an Asciteszellen4) handelt es sich um manometrische Ver-
suche mit der Warburg-Technik an intakten Asciteszellen sowie um
Bestimmungen von Fermentaktivititen, DPN® und Substrat-

* Es werden folgende Abkiirzungen benutzt: EDTA = Athylendiamintetra-
acetat; Aldolase = Fructose-diphosphataldolase; DPN® = Diphosphopyridin-
nucleotid; FDP = Fructose-1.6-diphosphat; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phos-
phat-Dehydrogenase (Triosephosphat-Dehydrogenase); MDH = Milchsaure-De-
hydrogenase.

1 G.Weitzel u. W.Schaeg, diese Z. 316, 250 [1959].

2 G. Weitzel, H. Konig, G. Benwitz u. P. Wahl, diese Z. 316, 267 [1959].

3 G. Weitzel u. E. Buddecke, diese Z. 317, 150 [1959].

4 G. Weitzel u. E. Buddecke, diese Z. 323, 14 [1961].

5 G. Weitzel, E. Buddecke u. F.Schneider, vorgetragen (G.W.) am
10. Okt. 1960 auf der Tagung fiir Physiologische Chemie in Ziirich.

8 G. Weitzel, E. Buddeckeu. F. Schneider, Angew.Chem. 72,920 [1960].
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konzentrationen. Soweit die von uns gepriiften Persauerstoff-Ver-
bindungen bisher nicht bekannt waren, beschreiben wir in der vor-
liegenden Arbeit ihre Darstellung; zugleich geben wir fiir einige bekannte
Substanzen verbesserte Synthesevorschriften. Daneben priiften wir die
eingesetzten Persauerstoff-Verbindungen in vitro auf ihre enzymatische
Angreifbarkeit durch Katalase.

Methodik

a) Asciteszellen und Manometrie

Die Gewinnung der Méiuse-Asciteszellen des Ehrlich-Ascites-Carcinoms er-
folgte, wie 1. c.* beschrieben. Fiir die manometrischen Anséitze wurden zwei ver-
schiedene Inkubationsmedien benutzt: 1. Krebs-Ringer-Phosphat-Losung fiir
Atmungsmessung, Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat-Losung fir anaerobe Gly-
kolyse, und 2. die gleichen Pufferlssungen mit Zusatz von 50%, Humanserum.
(Serumkonserve, Behring-Werke, Marburg). Einzelheiten zur Manometrie s. 1. c.4.
Zahl der Asciteszellen im Ansatz: 3—3,5 - 107 Zellen in 2,1 cm?® (Manometrie) bzw.
2,0 cm?® (Ferment- und Substratbestimmungen).

Mittelwert, Streuung und Signifikanz der angegebenen Hemmwerte fiir
Atmung und anaerobe Glykolyse ergeben sich aus der Standardabweichung (s), die
aus Doppelbestimmungen von 100 Kontrollansitzen ermittelt wurde.

Bezogen auf je 1108 Zellen waren Qo, 1,88 (s = +0,134) und QI;;' 13,45
(s = =4-0,633). Unter Zugrundelegung einer Sicherheitsgrenze von 3 s sind demnach
Abweichungen vom Kontrollwert um mehr als 21,39, fiir die Atmung und mehr als
14,19, fur die anaerobe Glykolyse statistisch gesichert.

b) Fermentmessungen und Substratbestimmungen

Fermentaktivitdten: Herstellung eines Aceton-Trockenpulvers aus der
Ascites-Zellsuspension wie beschrieben4. Die angegebenen Aktivitatseinheiten be-
ziehen sich auf 1 mg Aceton-Trockenpulver.

DPN®. und Substratbestimmungen: Aufschluf der Zellsuspension mit

10proz. Perchlorsiure, jedoch ohne Zusatz von festem EDTA vor Neutralisation
mit KOH, im iibrigen wie beschrieben3 4.

c) Peroxohydrate und Peroxyde im Katalasetest

Katalasestammlésung: 0,025 ml Katalase-Kristallsuspension (Boeh-
ringer) mit m/45 Phosphatpuffer (pm 7,6) auf 100 m! auffiillen.

Substrate: 1,25—2,5-10~4 Mol in 20 bzw. 25 ml Phosphatpuffer l6sen
(pH 7,0).

Fermentansatz: Die in 20 bzw. 25 ml Phosphatpuffer gelosten Substrate
wurden mit 0,05 (0,1) ml Katalasestammlésung bei Zimmertemperatur inkubiert.
Nach 10, 30 und 60 Min. wurden je 2,0 ml des Ansatzes entnommen und der Ge-
halt an aktivem Sauerstoff wurde durch jodometrische Titration ermittelt:

a) Perhydrate: b) Peroxyde:
2,0 m! Fermentansatz 2,0 m! Fermentansatz
15,0 m! 0,2n KJ-Losung 5,0 m! Eisessig
15,0 m! 2n H,S0, 1,0 m! geséitt. KJ-Losung
3—4 Tropfen 1n (NH,),MoO, 5 Min. erwéirmen
1,0 m? Stéarkelosung (0,5%,) 1 m! Starkelésung (0,5%)

a) und b): Titration mit 0,02n Na,S,0;-Losung.
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Substanzen

Persauerstoff-Analysen: Jodometrische Titration, wie vorstehend be-
schrieben, in Eisessig oder 2n H,SO, (Anstelle des Fermentansatzes tritt die ein-
gewogene Persauerstoff-Verbindung).

Stickstoff-Analysen nach Dumas.

Molekulargewichtsbestimmungen nach der osmotischen Methode (iso-
therme Destillation) von G. Barger” gegen Azobenzol. Losungsmittel: Athanol.

Die nachstehend beschriebenen Persauerstoff-Verbindungen sind bei Auf-
bewahrung im Kithlschrank bei 0° mehrere Wochen stabil (Ausnahme s. u. 5T a),
wovon wir uns durch laufende Persauerstoff-Analysen iiberzeugten.

Organische Peroxohydrate

L-Histidin-peroxohydrat: Darstellung nach 1. c.8.

CoH,N;0, - H,0, (189,2) Ber. akt. O 8,45 N 22,21
Gef. akt. O 8,41 N 22,13

Trigonellin-peroxohydrat (1:2): Man lost 1 g Trigonellin in 5 cm3
30proz. H,0,, 148t tiber Nacht bei —10° stehen und engt im Exsikkator bei Zimmer-
temperatur ein, bis sich Kristalle abscheiden. Diese werden abgesaugt und mit
wenig Aceton gewaschen.

C,H,NO, - 2 H,0, (205,2) Ber. akt. 0 15,59
Gef. akt. O 16,21

Trigonellin-peroxohydrat (1:1): Man 16st 1 g Trigonellin in 1 cm3
30proz. H,0,. Darstellung wie vorstehend.

C,H,NO, - H,0, (171,2) Ber. akt. O 9,35
Gef. akt. O 9,20

1.2-Bis-[pyridyl-(4)]-glykol-peroxohydrat (pL-Form): 0,5g Sub-
stanz (Raschig, Ludwigshafen) 16st man in etwa 10 cm?® 30proz. H,0, unter vor-
sichtigem Erwérmen. Die klare Losung bewahrt man 1 bis 2 Tage bei —10° auf, bis
ein kristalliner Niederschlag entstanden ist. Absaugen, Waschen der Kristalle mit
Aceton.
CoH,,N,0, - H,0, (250,2) Ber. akt. O 6,35
Gef. akt. O 6,57

1.2-Bis-[pyridyl-(4)]-glykol-peroxohydrat (meso-Form): 0,5 g Sub-
stanz (Raschig, Ludwigshafen) werden in 20 bis 25 cm?® 30proz. H,0, unter Er-
wirmen bis auf 80 bis 90° gelost. Man filtriert heil und 148t iiber Nacht bei —10°
stehe}rll. Die entstandenen Kristalle werden abgesaugt und mit wenig Aceton ge-
waschen.
C,.H,,N,0, - H,0, (250,2) Ber. akt. O 6,35 N 11,20
Gef. akt.O 6,43 N 11,33

Organische Peroxyde
1. Peroxo-carbonsiuren

Als Beispiel der von uns nach 1. c.? dargestellten Peroxocarbonsiuren von C,
bis C,¢ geben wir die Vorschrift fir Capronpersaure: 23,2 g (0,02 Mol) n-Cap-
ronsaure 16st man in 46,4 g konz. Schwefelsdure und 1a8t 40 cm? 30proz. H,0,

7 Siehe Pregl-Roth, Quantitative organ. Mikroanalyse, S. 336, Springer-
Verlag, Wien 1958.

8 W. Dirscherl u. K. Mosebach, Naturwissenschaften 41, 552 [1954].

? W. E. Parker, C. Ricciuti, C. L. Ogg u. D. Swern, J. Amer. chem. Soc.
77, 4037 [1955].
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innerhalb 20 Min. zutropfen. Dabei wird die Temperatur der Mischung stets bei
—10° gehalten. Die gebildete Capronperséure wird in Petrolather aufgenommen und
daraus durch Ausfrieren bei —30° gewonnen. Die Priparate besitzen einen Per-
sauerstoffgehalt von 93 bis 989, d. Th.

2. Diacyl-peroxyde

Dibenzoyl-peroxyd: Priparat von Riedel-deHaen. Das angefeuchtete
Pulver besaB nach Trocknen den Schmp. 104—105° und wurde in dieser Form ver-
wendet.

Saures Disuccinperoxyd: Darstellung nach 1. ¢.2° aus Bernsteinsiure-
anhydrid und Wasserstoffperoxyd. Schmp. 115—120°.

CeH,,Os (234,2) Ber. akt. O 6,8
Gef. akt.O 6,8

Saures Diglutarperoxyd: Darstellung nach 1.c¢.2% aus Glutarsidure-
anhydrid und W asserstoffperoxyd. Schmp. 105—108°.

C,oH1404 (262,3) Ber. akt. O 6,1
Gef. akt. O 5,9

Saures Succin-benzoyl-peroxyd: 150 cm® Chloroform, die etwa 7g
Benzopersiure enthalten, werden bei Zimmertemperatur mit 5,5 g Bernstein-
sdure-anhydrid versetzt und geschiittelt, bis sich alles gelost hat. Nach 12stdg.
Aufbewahrung bei Zimmertemperatur wird das Chloroform im Vak. bis zur be-
ginnenden Kristallisation verdampft. Nach Stehenlassen im Tiefkiihlschrank saugt
man die Kristalle ab, 16st in Ather und 148t durch Zugabe von Petrolidther kristalli-
sieren. Schmp. 101—104°. :

CH,00, (238,2) Ber. akt. O 6,7 Aquiv.-Gew. 238
Gef. akt. O 6,6 Aquiv.-Gew. 242

Saures Glutar-benzoyl-peroxyd: Diese Verbindung wurde auf dem-
selben Wege erhalten wie die Succinyl-Verbindung. Wegen der groBeren Loslich-
keit des Glut arsdure-anhydrids benstigte man nur 50 m! Chloroform. Dadurch
kam es schon bei Zimmertemperatur zur Ausscheidung des kristallinen Peroxyds.
Schmp. 67—68°.

CpoH;,0, (252,3) Ber. akt. O 6,3¢ Aquiv.-Gew. 252
Gef. akt. O 6,4 Aquiv.-Gew. 247

3. tert.-Butyl-persédureester

Saures tert.-Butyl-succin-peroxyd (s. hierzu 1. c.1'): Eine Mischung
von 3 gtert.-Butyl-hydroperoxyd (s. 4a), 3,3 g Bernsteinsdure-anhydrid
und 4 g Pyridin wird iiber Nacht bei Zimmertemperatur belassen, wobei alles in
Losung geht. Dann erwdrmt man 10 Min. auf 65—68°, kiihlt ab, setzt 4 cm3 Aceton
zu, verdiinnt mit Wasser und macht mit 6n HCl kongosauer. Das ausfallende Ol
wird in Ather geldst, der Ather iiber Na,SO, getrocknet und bis zur beginnenden
Tritbung mit Petrolather versetzt. Bei —20° im Kiihlschrank erfolgt Kristallisation.
Umkristallisation aus Ather-Petrolather. Schmp. 57—59°.

Saures tert.-Butyl-glutar-peroxyd: 3 g tert.-Butyl-hydroperoxyd
(s. 4a), 3,6 g Glutarsdure-anhydrid und 4 g Pyridin werden, wie vorstehend
beschrieben, umgesetzt und aufgearbeitet. Die dther. Losung des Peresters wird
mit gesitt. Hydrogencarbonatlosung ausgeschiittelt, der Ather verworfen, die
wiBrige Phase angesiuert und das ausgefallene Olin Ather gelést. Den iiber Na,SO,
getrockneten Ather versetzt man mit Petroldther. Im Tiefkiihlschrank kristallisiert
das abgeschiedene Ol langsam aus. Falls keine Kristallisation erfolgt, muB man das

10 F, Stearns & Co, Dtsch. Reichs-Pat. Nr. 170727; Chem. Zbl. 1906 II, 79.
11 A G.Davies, R.V.Foster u. A. M. White, J. chem. Soc. [London]
1953, 1541.
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Ausschiitteln mit Hydrogencarbonatlosung und die Féllung mit Séure wiederholen.
Schmp. 35—36°.
CoH,40; (204,2) Ber. akt. O 7,8 Aquiv.-Gew. 204
Gef. akt. O 7,8 Aquiv.-Gew. 207

Saures tert.-Butyl-malein-peroxyd: Ein mit Weichmacher vermischtes,
kaufliches Praparat (Elektrochem. Werke, Miinchen) wurde vom Weichmacher in
folgender Weise befreit: Absaugen der cligen Phase auf einem Biichner-Trichter
und mehrfaches sorgfiltiges Nachwaschen des Kristallbreies mit gekiihltem Petrol-
ather, Trocknen des kristallinen Produktes im Vak. und Aufbewahren bei 0° unter
Ausschluf3 von Feuchtigkeit. Schmp. 131—132°.

4. Alkylhydroperoxyde

a) tert.-Butyl-hydroperoxyd: Ein Mischpriparat aus Mono- und Di-tert.-
butyl-peroxyd (Trigonox A 75 der Fa. Oxydo, Emmerich/Rh.) wird in der dop-
pelten Menge Wasser suspendiert und im Eis-Kochsalz-Bad Natronlauge in be-
rechneter Menge zugesetzt. Das Hydroperoxyd geht in Losung, das Di-tert.-butyl-
peroxyd scheidet sich ab. Man 148t iiber Nacht stehen, trennt die untere Phase ab
und séuert unter Eiskithlung an; das tert.-Butyl-hydroperoxyd scheidet sich in reiner
Form ab. Ausbeute: 60—709%,. Man trocknet iiber MgSO,.

b)n-Butyl-hydroperoxyd: Aus 22,9 g Methansulfonylchlorid und 14,8 g
n-Butanol erhielt man durch Zutropfen von 31,6 g trockenem Pyridin bei 0—5°
Methansulfonyloxybutan. Sdp.,, 109°. 6,1 g dieses Produktes und 20 g
Perhydrol wurden nach 1. ¢.12 umgesetzt und aufgearbeitet. Dabei erhielt man im
Durchschnitt pro Ansatz etwa 1 g n-Butyl-hydroperoxyd. Fiir die meisten Zwecke
wurde das Rohprodukt eingesetzt, dessen Reinheit wir durch Persauersboffbestlm-
mungen kontrollierten. Sdp.,, ~ 50°.

C,H,,0, (90,1) Ber. akt. O 17,75
Gef. akt. O 17,21
c) Cumyl-hydroperoxyd: Es wurde ein kdufliches Priparat der Firma
Oxydo, Emmerich/Rh., benutzt.
d) 1-Hydroxy- athyl hydroperoxyd: Darstellung aus &quimolaren
Mengen Acetaldehyd und Wasserstoffperoxyd in éther. Losung, 1. ¢.23.

5. Bis-hydroxymethyl-peroxyd und Derivate
(Die eingeklammerten rém. Ziffern beziehen sich auf die Formeln in Tab.3, S.223.)

I. Stickstofffreie Verbindungen

a) Bis-hydroxymethyl-peroxyd (I): In Anlehnung an die Vorschrift
von Wieland! erhielten wir die Verbindung auf folgendem Wege: 34 cm? 10proz.
Wasserstoffperoxyd und 60 cm?® 10proz. Formaldehyd werden vermischt
und 2 Stdn. bei Zimmertemperatur belassen. Man teilt die erhaltene Losung in zwei
Teile und fithrt eine Gefriertrocknung durch. Als Riickstand erhilt man weiBe
Kristalle, die man mit wenig Ather vom Kolben ablést und nach AbgieBen des
Athersim Vak. trocknet. Unter Vermeidung von Reiben und StoBen mit dem Spatel
fiillt man in kleine Portionen ab und bewahrt im Kiihlschrank auf. Wenn die Sub-
stanz sich zu zersetzen beginnt, wird sie olig-viscos und riecht stehend nach
Ameisensiure, in die sie sich schlieBlich verwandelt. Das véllig trockene, kristalline
Produkt ist im Kiihlschrank aber sehr gut haltbar. Schmp. 62—64°. Die Substanz
verpufft in der Flamme und ist gegen Sto und Schlag empfindlich.

b) Hydroxymethyl-tert.-butyl-peroxyd?® (III): Man la8t 10 g tert.-
Butyl-hydroperoxyd bei Zimmertemperatur in 7,5 cm® 40proz. Formalin

12 H. R. Williams u. H. S. Mosher, J. Amer. chem. Soc. 76, 2984 [1954].

13 A. Rieche, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 2328 [1931].

1 H.Wieland u. A.Wingler, Liebigs Ann. Chem. 431, 301 [1923];
A.Rieche u. R. Meister, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 718 [1933].

15 F. M. Dickey, F. F. Rust u. W. E. Vaughan, J. Amer. chem. Soc. 71,
1432 [1949)].
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unter Riihren eintropfen. Das Reaktionsprodukt 16st man in Ather, trocknet mit
Na,S0, und destilliert. Sdp.,,: 59—60°. Ausbeute: 5 g.
c¢) Hydroxymethyl-n-butyl-peroxyd (II): 2g n-Butyl-hydroper-
oxyd werden, wie vorstehend bei der tert.-Butyl-Verbindung beschrieben, mit
1,5 g 40proz. Formalin zur Reaktion gebracht und ebenso aufgearbeitet. Sdp.,,:
77789,
C;H,,0; (120,1) Ber. akt.-O 13,30.
Gef. akt.-O 12,50.

II. Stickstoffhaltige Verbindungen

a) N-tert.-Butylperoxymethyl-piperidin (IV): Die Verbindung wurde
nach Rieche u. Mitarbeitern® aus Piperidin, Formaldehyd und tert.-Butyl-hydro-
peroxyd dargestellt. Sdp.;: 50—53°.

b) N-n-Butylperoxymethyl-piperidin (V): 2 g Piperidin, 1,8 cm3
40proz. Formalin und 2,1 g n-Butyl-hydroperoxyd werden im Eisbad in-
tensiv vermischt und 24 Stdn. in der Kalte belassen, wobei gelegentlich umgeschiit-
telt wird. Man 16st in Ather, trocknet tiber Natriumsulfat und destilliert. Sdp.,: 85°.

C,oH,;NO, (187,3) Ber. akt. 0 8,5 N 7,5
Gef. akt. 0 9,0 N 6,8

c) N-tert.-Butylperoxymethyl-benzamid (VII): Aus N-Methylol-
benzamid und tert.-Butyl-hydroperoxyd erhilt man in saurer Losung nach
1. ¢.2 ein Produkt vom Schmp. 105—110°.

d) Bis-[benzaminomethyl]-peroxyd (IX): Darstellung nach 1. c.16,
Schmp. 150—1549.

e) N.N-Bis-[tert.-butylperoxymethyl]-glycin-dthylester (X):3,3 g
Glycin-dthylester-hydrochlorid werden in 7,5 cm® 40proz. Formaldehyd
gelost und unter Eiskithlung auf pg 6,5 eingestellt. Dann gibt man 2 cm? tert.-
Butyl-hydroperoxyd unter Umschiitteln hinzu, wobei es sofort zur Tritbung
und Abscheidung eines Oles kommt. Nach 1/, Stde. im Eisbad wird das Ol mit Hilfe
von Ather abgetrennt und die Atherphase noch 3mal mit Wasser ausgeschiittelt.
Man trocknet den Ather iiber Na,SO, und dampft ihn im Vak. ab. Zuriick bleibt
ein 0, das im Kiihlschrank aufbewahrt wird.

0, H,NO, (307,3) Ber. akt. 0 10,40 N 4,56
Gef. akt. 0 10,5 N 4,80 Mol.-Gew. 301

f) Kondensationsprodukt aus Glycin-athylester, Formaldehyd
und Hydroperoxyd: 3,3g Glycindthylester-hydrochlorid werden in
7,5 cm3 40proz. Formaldehyd gelost und der pg-Wert der Liosung auf 6,5 bis 7
gebracht. (Es soll keine Tritbung durch evtl. ausgeschiedenen Ester stattfinden.)
In die klare Losung gibt man 3,5 cm?® kaltes Perhydrol. Innerhalb weniger Se-
kunden triibt sich die Reaktionsmischung unter Abscheidung eines Ols. Man 1a8t
unter gelegentlichem Umschiitteln noch 1/, Stde. im Eisbad und zentrifugiert das
Ol ab, sammelt aus dem Reaktionsgefa3 und Zentrifugenglas das Produkt durch
Losen in wenig Athanol (3 bis 5 cm?) und fillt durch Zugabe von Wasser. Man
zentrifugiert ab und trocknet. Das Umféllen aus Athanol/Wasser kann man, falls
notig, wiederholen. Wir schreiben der Substanz die Formel XII (s. Tab. 3) zu.
Das erhshte Molgewicht spricht fiir Beimischung linearer Oligomerer 7.

C¢H,,NO, (161,2) Ber. akt. 0 9,95 N 8,70
Gef. akt. 0 9,90 N 9,0 Mol.-Gew. 230

Entsprechende Kondensationen fithrten wir auch mit anderen Aminosaureestern,
z. B. Alanin, Leucin, Valin, Asparaginséure, Glutaminsaure durch.

g) N-tert.-Butylperoxymethyl-didthylamin (XIV): 1,8 g Diathyl-
amin werden in 3,7 g 40proz. Formaldehyd geldst und nach Kiihlen im Eisbad

16 A. Rieche, E. Schmitz u. E. Beyer, Chem. Ber. 92, 1206 [1959].
17 E.Schmitz, Liebigs Ann. Chem. 635, 73 [1960].
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2,25 g tert.-Butyl-hydroperoxyd zugesetzt. Kurz nach dessen Zugabe scheidet sich
ein Ol ab, das man nach 2 Stdn. abtrennt und in Ather 16st. Die dther. Losung wird
3mal mit wenig Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und der Ather im Vak.
verdampft. Das zuriickbleibende Ol wurde im Vak. destilliert. Sdp.,: 40°.

CoH,;NO, (175,2) Ber. akt. O 9,1
Gef. akt. O 9,2
h) Bis-[dicyclohexylamina-methyl]-peroxyd (XV): Die Darstellung
erfolgte nach 1. ¢.18, Schmp. 80—82°.
CyeHsN,0, (420,7) Ber. akt. O 3,80
Gef. akt. O 3,46

i) N.N’-Bis-[tert.-butylperoxymethyl]-harnstoff: Darstellung nach
1. ¢.18. Schmp. 148—149°,

Ergebnisse

1. Gdrungs- und Atmungshemmung von Asciteszellen
durch Persauerstoffverbindungen

Die von uns gepriiften Persauerstoffverbindungen gliedern sich in
zwel Gruppen: die Peroxohydrate, welche als H,0,-Koordinations-
verbindungen aufzufassen sind, und die organischen Peroxyde.

Serumhaltiges Inkubationsmedium

In Tab. 1 sind fiir einige Peroxohydrate und Peroxyde die in Gegen-
wart von 509, Serum gemessenen Hemmungen der Atmung und anae-
roben Glykolyse von Asciteszellen zusammengestellt. Ebenso wie Schwer-
metalle und Alkylierungsmittel werden auch die meisten Persauerstoff-
verbindungen durch Serumproteine mehr oder weniger inaktiviert, so
daBl die Hemmeffekte in serumfreien Pufferlsungen fast stets
hoéheres AusmaBl erreichen (s. u. Tab. 2).

Aus Tab. 1 geht hervor, daB die Wirkung der Peroxohydrate
sich auf Atmung und Glykolyse erstreckt, wobei in allen Konzentrationen
die Glykolysehemmung stéirker ausgeprigt ist. Die Wirkungsunter-
schiede zwischen den einzelnen Peroxohydraten werden am deutlichsten
bei einem Vergleich der Glykolysehemmungen fiir die Konzentration
5 + 10-%m. Wéhrend die stark wirksamen Peroxohydrate (von Trigonellin
und 1.2-Bis-[pyridyl-(4)]-glykol) die Glykolyse fast vollig unterdriicken,
sind andere Peroxohydrate bereits wirkungslos. Das Hydroperoxyd
selbst gehort zu den nur schwach wirksamen Perverbindungen; es wiirde
in Tab. 1 etwa dem Carbamid-peroxohydrat gleichkommen.

Unerwartet und iiberraschend ist die Abhingigkeit der Hemm.-
effekte von der Struktur der organischen Peroxohydrate, welche als
H,0,-Koordinationsverbindungen in wéBriger Losung dissoziieren. Zur
Deutung der Wirkungsunterschiede und der gegeniiber einfachem
Hydroperoxyd z. T. erheblich stdrkeren Hemmeffekte nehmen wir an,
daB die koordinative H,0,-Bindung durch geeignete organische Li-
ganden so stabilisiert wird, daBl der Angriff auf die Asciteszelle rascher
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abliduft als die Dissoziation des Peroxohydrates im wéBrigen Inkuba-
tionsmedium. Die benutzten organischen Liganden allein sind in ver-
gleichbarer Konzentration gegeniiber Asciteszellen wirkungslos (Kon-
trollversuche).

Die in Tab.1l enthaltenen organischen Peroxyde hemmen
Géarung und Atmung in etwa gleichem MaBe wie die Peroxohydrate (s.o0.).
Freie Persiuren fehlen in der Tabelle, da sie wegen des Serumzusatzes
in dieser Versuchsanordnung wirkungslos sind. 1-Hydroxy-#dthyl-hydro-
peroxyd und Bis-hydroxymethyl-peroxyd sind dagegen stark wirksam.
Auch das saure tert.-Butyl-malein-peroxyd zeigt sehr ausgeprigte, kon-
stante Hemmeffekte und weicht damit von dem Verhalten dhnlicher Di-
carbonséiure-tert.-butyl-perester in auffallender Weise ab (s. u.). Eine
weitere Besonderheit dieser Verbindung besteht darin, daB sie im Gegen-
satz zu den meisten anderen organischen Peroxyden die Atmung stérker
als die Glykolyse hemmt (s. hierzu auch Abb. 1). Als gut maskierte stick-
stoffhaltige organische Peroxyde finden sich in Tab. 1 zwei Derivate
des tert.-Butyl-peroxymethans: die 1960 von Rieche und Mitarbei-
ternl® beschriebene N-Piperidyl-Verbindung und die erstmals von uns
dargestellte V-Glycinester-Verbindung. Beide Peroxyde fiithren im Ver-
gleich zum tert.-Butyl-malein-peroxyd zu einer etwa ebenso hohen Gly-
kolyse-Hemmung, jedoch zu einer deutlich schwicheren Atmungs-
hemmung.

Vergleicht man die Hemmeffekte der in Tab. 1 zusammengestellten
Persauerstoffverbindungen mit denjenigen von Alkylierungsmitteln
wie z. B. N-Athyl-maleinimid oder Stickstofflost (Tab. 1), so ergibt sich,
daB im manometrischen Warburg-Test die Inhibitoreffekte geeigneter
Persauerstoffverbindungen denen der Alkylierungsmittel nicht unter-
legen sind.

Vergleich: serumfreies und serumhaltiges Medium

Verwendet man — wie oben in Tab. 1 — Inkubationsmedien mit
509, Serumgehalt, so ist mit stark verminderten Hemmeffekten bei
solchen Persauerstoffverbindungen zu rechnen, welche rasch mit den
Serumproteinen reagieren. Zur Priifung des Serumeinflusses auf die
Hemmeffekte sind daher Parallelversuche mit serumfreiem und serum-
haltigem Inkubationsmedium erforderlich. wie sie in Tab. 2 zusammen-
gestellt sind:

Histidin-peroxohydrat zeigt nur geringe Abschwichung der
Hemmeffekte gegeniiber Glykolyse und Atmung durch den Serumzusatz,
ein Befund, der fiir alle Peroxohydrate gilt. Besonders kraf ist dagegen
der EinfluB der Serumproteine auf die Percarbonsiuren: Am Bei-
spiel der hier gewihlten Capronpersiure erkennt man, dal im serum-
freien Medium die Konzentration 10-3m zu fast vollsténdiger Aus-
16schung von Glykolyse und Atmung fithrt, wihrend in Anwesenheit. von
Serum die Asciteszellen praktisch nicht beeinfluBt werden. Das Bis-
hydroxymethyl-peroxyd rangiert in Tab. 2 als Beispiel einer gegen-
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iiber den Serumproteinen relativ stabilen Verbindung, die Hemmeffekte
werden nur in geringem MaBe abgeschwicht. Das saure tert.-Butyl-
malein-peroxyd stellt den Typ eines sehr stabilen Peroxydes dar; in
Anwesenheit von 509, Serum zeigt es praktisch die gleichen Hemm-
effekte wie ohne Serum.

Tab. 2. Vergleich der Inhibitoreffekte im serumfreien und serumhaltigen
Medium (Asciteszellen wie in Tab. 1). Kontrolle = volle Aktivitdt = 1009,
totale Hemmung = 09,.

Inhibitor ohne Serum mit 509, Serum
(molare Endkonzentration im Ansatz) Glykolyse| Atmung |Glykolyse| Atmung

Histidin-peroxohydrat (10=3m) . . . 5 55 15 100
Capronperséure (10=3m) . . . . . . 0 10 90 100
Bis-hydroxymethyl-peroxyd (5-10~%m) 5 55 20 75

saures tert.-Butyl-malein-peroxyd
5:-10%*m) . . .. ... ... . 60 25 55 25

N.N-Bis-[tert.-butylperoxymethyl]-
glycin* (5+10~%m) . . . . . . . 25 80 40 90

Bis-diathylaminomethyl-peroxyd*
(5-107%m) . . . . ... ... 5 80 90 90

N.N’-Bis-[tert.-butylperoxymethyl]-
harnstoff (5-10~%m) . . . . . . 95 85 95 100

* Die Synthese dieser Verbindungen beschreiben wir in der folgenden Arbeit,

Die drei stickstoffhaltigen Peroxyde der Tab. 2 sind als weitere
Beispiele fiir die verschiedenartigen Inhibitortypen unter den organischen
Peroxyden ausgewihlt: Das N.N-Bis-[tert.-butylperoxymethyl]-glycin
wird in seiner glykolyse- und atmungshemmenden Wirkung durch
Serum nur wenig beeintrichtigt, wihrend im Gegensatz dazu das Bis-
didthylaminomethyl-peroxyd seine an sich hohe Hemmwirkung auf die
Glykolyse durch Serum fast véllig verliert. Der N.N’-Bis-[tert.-butyl-
peroxymethyl]-harnstoff jedoch zeigt in derselben Konzentration
(5 - 10-*m) keine nennenswerten Hemmeffekte, sei es mit oder ohne An-
wesenheit von Serum. Es handelt sich hier um ein Beispiel fiir diejenigen
Peroxyde, deren cytostatische Effekte vermutlich infolge hoher Stabilitit
der organischen Persauerstoffbindung wihrend des manometrischen Ver-
suchs nicht zur Auswirkung kommen.

Tab. 2 fithrt somit zu dem Ergebnis, dal je nach der Struktur des
organischen Restes das Verhalten der Persauerstoffverbindungen gegen-
iiber Serumproteinen stark wechselt. Die in Tab. 2 gegebenen Beispiele,
die sich beliebig vermehren lassen (s.u.), zeigen, daB alle Uberginge
existieren zwischen solchen organischen Persauerstoffverbindungen, die
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mit den Serumproteinen nicht reagieren und zugleich hohe cytostatische
Effekte besitzen, und solchen, die ihre an sich vorhandenen cytostatischen
Wirkungen in Gegenwart von Serum vollig verlieren.

2. Struktur und cytostatische Wirkung
organischer Peroxyde

Die relativ groBle Zahl der von uns synthetisierten und biologisch ge-
priften Peroxyde berechtigt zu der Frage, inwieweit Zusammenhénge
zwischen chemischer Konstitution und cytostatischer Wirkung an Ascites-
Krebszellen erkennbar sind. Die Aufgliederung nach den einzelnen Per-
oxydklassen ergibt folgendes Bild:

Percarbonsiuren

Die in waBriger Losung meist instabilen Percarbonséuren sind da-
durch charakterisiert, daB sie in Pufferlésungen ohne Serumgehalt stark
cytostatisch wirken, in Gegenwart von Serum diese Effekte aber vollig
einbiiBen. Hierzu gehéren auBler der bereits erwihnten Capronpersiure
(Tab. 2) die folgenden von uns gepriiften Verbindungen: Peressigsiure,
Caprylpersiure, Caprinpersiure, Laurinpersiure, Myristinpersiure und
Palmitinpersiure. Sie sind wegen der Labilitit der Percarboxylgruppe,
z. T. auch wegen ihrer Schwerloslichkeit, fiir biologische Versuche wenig
geeignet.

Diacyl-peroxyde

Unter den Diacyl-peroxyden aliphatischer Monocarbonsiuren,
wie z. B. Dicaproyl-, Dicaprylyl, Dilauroyl-peroxyd u. dgl., konnten wir
cytostatisch wirksame Verbindungen (Konzentration im serumhaltigen
Ansatz: 10-*m) nicht finden. Von den sauren Diacyl-peroxydender
Dicarbonsduren erwies sich das recht stabile Diphthal-peroxyd eben-
falls im manometrischen Test als unwirksam; dagegen zeigten das viel
weniger stabile saure Disuccin-peroxyd und das homologe Diglutar-per-
oxyd in der Konzentration 10-*m im serumfreien Ansatz miBige Glyko-
lysehemmungen (Aktivitdtsminderung auf 60 bzw. 759,), die jedoch in
der Konzentration 5 - 10-%m nicht mehr vorhanden waren. Die Atmung
wurde nicht gehemmt.

Eine Sonderstellung unter den Diacyl-peroxyden nehmen diejenigen
der Benzopersiure ein: Dibenzoyl-peroxyd (Konzentration 10-3m
und darunter) hemmt die Glykolyse der Asciteszellen nicht, da-
gegen die Atmung in hohem MaBe. Sowohl im serumfreien wie im
serumhaltigen Medium wird die Atmung durch Dibenzoyl-peroxyd in
der Konzentration 10-3m und 5 - 10-%n vollig unterdriickt, durch 10-4m
noch auf 259, vermindert. Diesen elektiven Hemmeffekt auf die Atmung
besitzen auch die gemischten Benzoyl-acyl-peroxyde. Um zugleich die
Wasserlgslichkeit zu verbessern, synthetisierten wir Benzoyl-succin-,
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Benzoyl-glutar-, Benzoyl-nicotinyl*- und Benzoyl-isonicotinyl*-peroxyd.
Die atmungshemmende Wirkung dieser 4 Verbindungen ist derjenigen
des Dibenzoyl-peroxyds vergleichbar. Die drei erstgenannten z. B. fithren
in der Konzentration 5 - 10-*m eine fast vollsténdige Atmungshemmung
(Senkung auf 10—159%,) herbei, ohne dabei die Glykolyse zu beeintrich-
tigen. Fiir diesen spezifischen Effekt des Benzopersiure-Restes auf die
Atmung der Asciteszellen besitzen wir bisher keine Erklirung.

tert.-Butyl-persdureester

Ohne sichere cytostatische Wirkung waren die tert.-Butyl-perester
von Monocarbonsiduren, z.B. tert.-Butyl-acetyl-peroxyd, tert.-Butyl-
butyryl-peroxyd, tert.-Butyl-nicotinyl-peroxyd. Auch das Di-tert.-butyl-
succin-diperoxyd erwies sich als wirkungslos. Erschwerend kommt bei
diesen Estern hinzu, daB sie im wiBrigen Inkubationsmedium fast un-
16slich sind. Experimentell leichter zu handhaben sind die ausreichend
wasserloslichen Halbester von Dicarbonsduren mit tert.-Butyl-peroxyd.
Dabei fanden wir eine bemerkenswerte Sonderstellung des sauren tert.-
Butyl-malein-peroxyds, welches starke cytostatische Effekte besitzt
(Hemmwerte s. Tab. 1 und 2). Die zum Vergleich von uns dargestellten
und gepriiften Verbindungen, wie z. B. das saure tert.-Butyl-succin-per-
oxyd und das saure tert.-Butyl-glutar-peroxyd erwiesen sich ebenso
wie das saure tert.-Butyl-phthal-peroxyd als véllig wirkungslos, sowohl
im serumfreien wie im serumhaltigen Inkubationsmedium. Ebenso wir-
kungslos in allen Versuchsanordnungen war der in gleichen Konzen-
trationen gepriifte saure Maleinsiure-n-butyl-ester sowie die Malein-
sgure. Daraus folgt, daB die hohen Hemmeffekte von Maleinperester
primér dem Persauerstoff und nicht der Maleinséurekomponente zuzu-
schreiben sind. Wir nehmen daher an, daf die Maleinsédure hier eine Art
- Adjuvans-Wirkung‘“ auf den Persauerstoff-Effekt ausiibt. Dabei muf}
der entscheidende EinfluB von der Doppelbindung der Maleinsidure aus-
gehen, da hierin der einzige Unterschied zum wirkungslosen sauren tert.-
Butyl-succin-peroxyd liegt. Auf Grund zusétzlicher experimenteller
Untersuchungen nehmen wir zum Maleinsiureproblem in Kiirze ge-
sondert Stellung.

Alkylhydroperoxyde

Das in Tab. 1 und 2 angefiihrte 1-Hydroxy-dthyl-hydroperoxyd ist
mit seiner starken cytostatischen Wirkung nicht fiir diese Verbindungs-
klasse charakteristisch. tert.-Butyl- und n-Butyl-hydroperoxyd sind viel
weniger wirksam ; beide Verbindungen zeigen im serumfreien Medium in
der Konzentration 10-3m eine schwache, in der Konzentration 5 + 10-%m
kaum noch erkennbare Wirkung. Dagegen wird durch 1-Hydroxy-éthyl-
hydroperoxyd unter gleichen Bedingungen in der Konzentration 5-10-%m
die Glykolyse noch fastvollstindig unterdriickt. Das Cumyl-hydroperoxyd
schlieBt sich dem Verhalten des tert.- und n-Butyl-hydroperoxyds an.

* Beschreibung der Synthesen von Benzoyl-nicotinyl- und Benzoyl-isonico-
tinyl-peroxyd in der folgenden Arbeit.
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Bis-hydroxymethyl-peroxyd und Derivate

Das Bis-hydroxymethyl-peroxyd ist, wie aus Tab. 1 und 2 hervor-
geht, cytostatisch stark wirksam und gegeniiber den Serumproteinen
relativ stabil. Es handelt sich hier um diejenige Verbindung, welche das
Wachstum des Miuse-Ascitescarcinoms im Tierversuch vollig verhindert
(siehe 1. ¢.5 8). Die hohe cytostatische Wirkung dieses Peroxyds findet
sich auch in seinen Substitutionsprodukten, jedoch besteht ausgeprigte
Strukturabhingigkeit. Tab. 3 gibt an Hand der Glykolysehemmung bei
stets gleicher Endkonzentration des Inhibitors (5 - 10-%m) im serum-
freien Ansatz AufschluB iiber die Zusammenhinge zwischen Kon-
stitution und cytostatischer Wirkung bei Derivaten des Bis-hydroxy-
methyl-peroxyds.

Als Beispiele einseitiger Substitution synthetisierten und priiften
wir das Hydroxymethyl-n-butyl- und -tert.-butyl-peroxyd (II u. IIT in
Tab. 3). Beide Verbindungen erwiesen sich gegeniiber Asciteszellen in
Tab. 3. Bis-hydroxymethyl-peroxyd: EinfluB der Substitution auf die Glykolyse-

hemmung von Asciteszellen. Inkubationsmedium: serumfreie Pufferlosung.
Anaerobe Glykolyse, volle Aktivitit = Kontrolle = 100, totale Hemmung = 0.

Peroxyd (stets 5 - 10~4m)
. Anaerobe
im féxt Struktur Glykolyse
I HO - CH, - 00 -CH, - OH 5
II CH; - [CH,],- 00 - CH, - OH 15
111 (CH,);,C - 00 - CH, - OH 20
e
v (CH,),C- 00 -CH, - N N 10
N—/
o=
\4 CH; - [CH,]; - OO0 - CH, ‘N N 90
N/
— ==
VI* ( N:-CH,-00-CH, N 5
N\ N
VII (CH4),C- 00 -CH, -NH -CO - CH, 100
VIII* CH,; - [CH,];- 00 - CH,-NH - CO - CH, 95
IX C¢H,-CO-NH:CH, 00 -CH, NH -CO - C.H, 60
X ((CH,);C - 00 - CH,,),N - CH,, - CO,C,H; 10
XTI* (CH,; - [CH,]; - OO0 - CH,),N - CH, - CO,H 70
/ CH,\
XII 0 N -CH, - CO,C,H; 5
\CHz/
XII1* (C,H;),N - CH, - 00 - CH,, - N(C,H), 5
XIV 3);C - 00 - CH, - N(C,H;), 80
XV (CgHy,).N - CH, - 00 - CH,, - N(CgH,,), 0

* Die Synthesen von VI, VIII, XI uni XIII werden in der folgenden Arbeit beschrieben.
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serumfreier Pufferlosung als fast ebenso stark glykolysehemmrend wie I;
durch Serum wird die Wirkung dagegen erheblich stirker albgschwécht,
als es bei I der Fall ist.

Ersetzt man im Bis-hydroxymethyl-peroxyd beide Hydroxyl-
gruppen durch organische Reste, so ergeben sich vielfalttiec Moglich-
keiten, die je nach Art der Substitution die cytostatischem Ffekte ver-
andern.

Die Verbindungen IV, V und VI (Tab. 3) geben Aufschild iiber die
Anderungen des cytostatischen Wirkungsgrades bei Einmfiirung von
Piperidylresten in das Bis-hydroxymethyl-peroxyd. Dabeei zeigt sich,
daB die symmetrische Substitution mit zwei Piperidylrestem VI) ebenso
wie die einseitige Piperidylsubstitution des tert.-Butyl-Diewvates (IV)
nicht zu einer Abschwichung der Girungshemmung fiihrt.3etzt man
dagegen das n-Butyl-Derivat der Monopiperidylverbindumg V) ein; so
verschwindet die Glykolysehemmung fast vollstéindig. .

Vergleicht man die Hemmeffekte der Piperidylverbindwnen (IV, V,
VI) mit den analogen Benzaminverbindungen (VII, VIII, L), so fall
auf, daB} die Benzaminoderivate schwichere Glykolysehemmngen her-
vorrufen als die Piperidylverbindungen. An den beidem trt.-Butyl-
Derivaten IV und VII wird die Uberlegenheit der Pipeidylverbin-
dung besonders deutlich, aber auch die symmetrische Bienaminover-
bindung IX erreicht bei weitem nicht die Hemmeffekte dc analogen
Piperidylverbindung VI. Weshalb tert.- und n-Butyl-Deriivt in einem
Falle (IV, V) stark unterschiedliche, im anderen Falle (VII, VII) gleiche
Hemmeffekte auslosen, ist noch ungeklért.

Unter den Stickstoffderivaten des Bis-hydroxymetthl-peroxyds
priiften wir u. a. eingehend die Aminoséurederivate, von denain Tab. 3
die Glycin-Verbindungen X, XI und XII angefiihrt sind. 'Va ihnen ist
der N.N-Bis-[tert.-butylperoxymethyl]-glycinester (X) wikSamer als
das N.N-Bis-[n-butylperoxymethyl]-glycin (XI). Besondexginteressant
erscheint die Verbindung XTI, die wir als monomeres cycliscks Peroxyd
des N.N-Dimethyl-glycinesters ansehen. Sie besitzt eine ebnso starke
glykolysehemmende Wirkung wie Verbindung I.

Die Verbindungen XIII, XIV und XV sind als Didthylmino- bzw.
Dicyclohexylamino-Verbindungen miteinander vergleichbar Von ihnen
bringen die beiden symmetrisch substituierten Derivate XII und XV
die anaerobe Glykolyse praktisch vollstindig zum Erliegen, Irsetzt man
jedoch eine der beiden substituierten Aminomethyl-Gruppe: durch den
tert.-Butylrest (XIV), so wird die glykolysehemmende Wikung stark
abgeschwicht.

3. Fermentaktivititen in Asciteszellen
nach Persauerstoffhemmung

Versuche an isolierten Fermenten!: 2 hatten ergeben, d Aldolase
und GAPDH (aus Muskel) hochempfindlich gegen Persauertoffverbin-
dungen sind. Es war daher anzunehmen, daf die vorstehed beschrie-
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benen Glykolysehemmungen von Asciteszellen zumindest teilweise durch
Schidigung SH-abhingiger Fermentsysteme der Glykolysekette, be-
sonders von Aldolase und GADPH, zustandekommen. Tab. 4 gibt einen
Uberblick iiber die Aktivititen der Fermente Aldolase, GAPDH und
MDH, welche aus Asciteszellen nach 1!/,stdg. Einwirkung des betref-
fenden Inhibitors im Warburg-Versuch erhalten wurden. Die einge-
setzten Persauerstoffverbindungen sind — wie Tab. 4 zeigt — sédmtlich
dadurch gekennzeichnet, daf sie am stirksten die GAPDH schi-
digen. Dabei bestehen jedoch Wirkungsunterschiede: Das saure tert.-
Butyl-malein-peroxyd und Bis-hydroxymethyl-peroxyd vernichten die
GAPDH.-Aktivitat fast vollstindig, wahrend die beiden Peroxohydrate,
das 1-Hydroxy-dthyl-hydroperoxyd und Verbindung XII in der an-
gewandten Konzentration eine etwa 50proz. Aktivitdtsminderung her-
beifithren. Bei der Beurteilung dieses Ergebnisses ist zu beachten, daf3
nach unseren Erfahrungen bei starker Glykolysehemmung auch dann
eine Aktivitdtsminderung der GAPDH beobachtet wird, wenn der Haupt-
angriffspunkt des Inhibitors nicht an der GAPDH, sondern an anderer
Stelle, z. B. in der DPN®-Synthese, liegt.

Tab. 4. Fermentaktivititen von Aldolase, GAPDH und MDH in Asciteszellen nach
Einwirkung von Persauerstoffverbindungen. Mittelwerte aus je 5 Ansétzen.
1009, = Kontrolle. 09, = volliger Aktivitatsverlust. (Methodik s. 1. c.t.)

o o L
Tnhibitor R 7o Altivitit

(stets 10~*m im Ansatz) Garung | Aldolase | GAPDH | MDH
Histidin-peroxohydrat . . . . . . . 50 60 50 90
Carbamid-peroxohydrat . . . . . . 55 70 50 80
Saures tert.-Butyl-malein-peroxyd. . 35 80 0 90
Verbindung XII (s. Tab.3). . . . . 30 60 60 70
Bis-hydroxymethyl-peroxyd . . . . 0 70 5 30
1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd . . . 70 80 45 85
Jodessigsdure. . . . . . . . . .. 0 85 0 60
N-Athyl-maleinimid . . . . . . . . 5 25 0 5

Gegeniiber der Aldolase sind die Hemmeffekte bei allen Verbin-
dungen wesentlich schwécher; im allgemeinen sinkt die Fermentaktivitit
auf rund 70—809%, der Kontrollansitze. Dieser Befund entspricht dem
Verhalten der reinen Fermente: Gegeniiber Persauerstoff ist GAPDH
etwa zehnfach empfindlicher als Aldolase!. Bei der MDH sind die In-
hibitoreffekte aller Persauerstoffverbindungen der Tab. 4 unbedeutend
mit Ausnahme des Bis-hydroxymethyl-peroxyds, welches die MDH
starker hemmt als die Aldolase. Diesen auffallenden Befund konnten wir
mehrfach sichern.

Vergleicht man die gemessenen Fermentaktivitdten nach Einwir-
kung von Persauerstoffverbindungen mit den Effekten der beiden zum
Vergleich angefiihrten Alkylierungsmittel Jodessigsiure und N-Athyl-
maleinimid, so ergibt sich, daBl die Wirkung der Persauerstoffverbin-

Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chemie, 323 15
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dungen selektiver auf die GAPDH gerichtet ist. N-Athyl-maleinimid
fiihrt zu schweren Schidigungen aller drei untersuchten Fermente,
wihrend Jodessigsiure eine auffallende Ahnlichkeit mit dem Verhalten
des Bis-hydroxymethyl-peroxyds zeigt: Sehr starke Schidigung der
GAPDH, mittelschwere Schidigung der MDH, nur schwache Schidigung
der Aldolase.

Die Absolutaktivititen der Fermente normaler Asciteszellansitze
(Kontrollwerte) sowie deren biologische Schwankungsbreite gehen aus
Tab. 5 hervor. ‘

Tab. 5. Fermentaktivititen normaler Asciteszellen nach 1'/,stdg. anaerobem Glu-
coseumsatz. Angaben in Aktivitits-Einheiten/mg; Acetontrockenpulver, Mittel-
werte aus 16 Ansitzen.

Ferment . . . . . . . . . . . .. GAPDH Aldolase | MDH
Aktivator . . . . . . . ... .. Cystein Cystein ohne
Aktivitats-Einh. (M4s) . . . . . . 12,6+1,8 0,914-0,29 22,84+4,6

4. Substrat- und DPN®-Konzentrationen in Asciteszellen
nach Persauerstoffeinwirkung

In Tab. 6 sind die Ergebnisse der Substrat- und DPN®-Bestim-
mungen sowie die jeweils durch die Persauerstoff-Verbindung erzielte
Glykolysehemmung angegeben. Die Wirkung der beiden Peroxo-
hydrate zeigt sich deutlich in der Abnahme des DPN® und der Zu-
nahme des FDP, aber nicht sicher im Anstau des Triosephosphats.
1.Hydroxy-éthyl-hydroperoxyd schlieft sich etwa dem Verhalten der
Peroxohydrate an.

Sehr bemerkenswert ist das Verhalten des sauren tert.-Butyl-
malein-peroxyds: Es fithrt zu sehr starker Anreicherung von FDP
und Triosephosphat, beeinfluBt jedoch die DPN®-Konzentration prak-
tisch nicht. Gegensinnig verhilt sich Bis-hydroxymethyl-peroxyd: Die
Erhohungen von FDP und Triosephosphat liegen hier in der GréBen-
ordnung der Effekte der Peroxohydrate, DPN® jedoch wird auf Null
gesenkt. Den letztgenannten Effekt zeigt auch Verbindung XII.
Bei den in Tab. 6 aufgefithrten drei Peroxyden, deren Konzentration
im Ansatz geringer war (5 - 10-%m), zeigen die MeBergebnisse cine klare
Beziehung zwischen Ausmall der Glykolysehemmung und Verinderung
der FDP-, Triosephosphat- und DPN®-Konzentrationen: Die beiden
piperidyl- bzw. cyclohexyl-substituierten Peroxyde hemmen die Glyko-
lyse fast vollig und fithren sowohl Substratanstau wie starke DPNe-
Senkung herbei. Dagegen beeintrichtigt das letztgenannte Peroxyd in
Tab. 6 die Glykolyse nur wenig; die Werte fiir FDP, Triosephosphat und
DPN® weichen dementsprechend nicht signifikant von der Kontrolle ab.

Die durch saures tert.-Butyl-malein-peroxyd hervorgerufene Glyko-
lysehemmung weicht insofern von der Wirkungsart anderer Persauer-
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Tab. 6. Substrat- und DPN®.Konzentrationen nach Einwirkung von Persauerstoff-
Verbindungen.

Glykolyse- Triose- °
Aktivitat FDP phosphat DEN
Persauerstoffverbindung
(Kontrolle| 9, der %, der % der
= 100) | Kontrolle| Kontrolle| Kontrolle

stets 10™%m im Ansatz

Histidin-peroxohydrat . . . . . . . 5 660 145 11
Carbamid-peroxohydrat . . . . . . 10 330 130 51
1-Hydroxy-dthyl-hydroperoxyd . . . 35 445 80 16
saures tert.-Butyl-malein-peroxyd. . 10 4800 1420 103
Bis-hydroxymethyl-peroxyd . . . . 5 230 300 0
Verbindung XII (vgl. Tab.3). . . . 5 — 150 0
stets 5-10%m im Ansatz
Bis-piperidinomethyl-peroxyd. . . . 10 1758 300 28
Bis-[dicyclohexylamino-methyl]-

peroxyd . . . . . . . . . ... 5 601 588 7

N-tert.-Butylperoxymethyl-didthyl-
amin . . . . . . ... .. L. 85 71 128 103

Absolutwerte der Kontrolle (y/g Asciteszellen
[Trockengew.]), Mittel aus 7 Kontrollansitzen 1262 227 593

stoffverbindungen ab, als es mit hoherer Spezifitit die Fermente der
Glykolysekette angreift. Diese Wirkungsdifferenzen zeigt besonders
deutlich ein Vergleich der DPN®., FDP- und Triosephosphat-Werte bei
Grenzkonzentrationen, die noch zu geringfiigigen Glykolysehemmungen
(~809%) fithren. Dabei sind z. B. unter der Wirkung von Bis-hydroxy-

" methyl-peroxyd (10-%m) oder Bis-piperidinomethyl-peroxyd (2 - 10-%m)

trotz Fehlens stirkerer Glykolysehemmungen schon mefBbare DPN®-
Senkungen (63 bzw. 709,), jedoch keine oder nur angedeutete Verinde-
rungen der Substratkonzentration vorhanden. Dagegen sind nach Ein-
wirkung des Maleinperesters (2 - 10-%m) bei voll erhaltener DPN®.Kon-
zentration FDP und Triosephosphat bereits stark angestaut (1070
bzw. 3509%,).

Vergleicht man die FDP- und Triosephosphat-Konzentrationen in
Tab. 6, so fillt auf, dall die meisten der dort genannten Verbindungen
einen sehr viel stirkeren prozentualen Anstau des FDP als des Triose-
phosphats bewirken. Dieser Befund 148t verschiedene Deutungsméglich-
keiten zu, berechtigt jedoch nicht zu dem Schluf}, daBl die Aldolase hier
das am stéirksten gehemmte Ferment sei.

5. Vorinkubation mit Anti-Inhibitoren

Das Ausbleiben einer Glykolyse- oder Atmungshemmung in An-
wesenheit geeigneter ,,Schutzstoffe’* ist aus Untersuchungen an Hefe-
und Asciteszellen bekannt und nach den Ergebnissen unserer Versuche

15+
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an solchen Fermenten zu erwarten. Zudem kénnen chemische Struktur,
Reaktionsfihigkeit und biologisches Verhalten wirksamer Schutzstoife
Hinweise auf den mutmaBlichen Wirkungsmechanismus des Inhibitcrs
geben. Wir priiften daher die Hemmeffekte verschiedener Persauerstoff-
verbindungen nach vorheriger Zugabe von Anti-Inhibitoren. Diese
wurden dem Ansatz (Inkubationsmedium - Asciteszellen) 15 Min. vor
dem Einbringen der Persauerstoffverbindung zugegeben.

Leicht oxydable Schwefelverbindungen

Wihrend Chelatbildner wie EDTA oder Histidyl-histidin erwar-
tungsgemil keine Schutzwirkung besitzen, sind leicht oxydable Schwefel-
verbindungen wie Thiazolidin-carbonsdure-(4), Cystein und Cystein-
glucose hochwirksam. Die letztgenannte Verbindung gehért zur Gruppe
der Cystein-Zucker-Kondensate, die ebenfalls Thiazolidinstruktur be-
sitzen und iiber deren Bildungstendenz und Metallaffinitit wir vor
kurzem berichteten!®. Cystein z. B. verhindert in 10fachem molaren
UberschuB die Hemmeffekte des Histidin-peroxohydrates praktisch
vollstindig, die des sauren tert.-Butyl-malein-peroxyds zu etwa 509%,.
Es ist jedoch zu vermuten, daB sich die Schutzeffekte dieser leicht
oxydablen Schwefelverbindungen iiberwiegend extrazellulir ab-
spielen, da die 15 Min. nach dem Schutzstoff zugegebene Persauer-
stoffverbindung diesen zum gréSten Teil noch im Inkubations-
medium erreicht. In diesem Zusammenhang kann man auch bei
serumhaltigem Inkubationsmedium die labilen Thiolgruppen der
Serumproteine als Anti-Inhibitoren gegen Persauerstoffverbindungen
ansehen, soweit diese — wie z. B. die Peroxocarbonsduren (Tab. 2) —
nach Einbringen in das Medium geniigend rasch mit dem Scrum rea-
gieren.

Nicotinsiureamid

Anders liegen die Verhéltnisse, wenn man Nicotinsiiureamid als
Anti-Inhibitor einsetzt. In diesem Falle handelt es sich mit Sicherheit
um einen intrazelluliren Schutzmechanismus, der wahrscheinlich die
DPN®-Synthese betrifft, wie aus den Erfahrungen mit alkylierenden
Reagenzien hervorgeht (s. Diskussion). Da die Persauerstoffverbin-
dungen in wechselndem AusmaBe (s. Tab. 6) die DPN®-Konzentration
in den Asciteszellen beeinflussen, priiften wir an verschiedenen Verbin-
dungstypen den EinfluB von vorinkubiertem Nicotinsiureamid auf die
Gérungs- und Atmungshemmung von Asciteszellen. Dabei ergab sich,
daB Nicotinsiureamid nur dann als Anti-Inhibitor wirkt, wenn die be-
treffende Persauerstoffverbindung — allein gegeben — die DPN®-Kon-
zentration vermindert. Dagegen werden Hemmeffekte von Persauerstoff-
verbindungen, die keinen EinfluBl auf die DPN®-Konzentration haben,
durch Nicotinséureamid nicht abgeschwécht.

18 . Weitzel, J. Engelmann u. A.-M.Fretzdorff, diese Z. 315, 236
[1959].
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Da die Peroxohydrate durchweg die DPN®-Konzentration in den
Asciteszellen herabsetzen (Beispiele s. Tab. 6), fithrt die Vorinkubation
mit Nicotinsdureamid zur Abschwichung bzw. Aufhebung der Hemm-
effekte von Peroxohydraten, wie wir dies fiir Histidin-peroxohydrat
bereits mitteilten®. Die organischen Peroxyde dagegen verhalten
sich unterschiedlich. Als charakteristische Beispiele bringen wir in Abb. 1
die Konzentrationswirkungskurven des sauren tert.-Butyl-malein-per-
oxyds, in Abb. 2 die des Bis-hydroxymethyl-peroxyds, jeweils mit und
ohne Vorinkubation von Nicotinsgureamid.

saures tert. Butyl-malein-peroxyd Bis-hydroxymethyl-peroxyd
100 Opre— —
o \"\\ e
Qe N T ~
w N AN ~a
S| s SO -
= SSdewe ,._____:\.
:9 s, | \»\‘
>
vt 2wt 50 1w’ ot 20t 50t 10’
Cpip (MOU/1) —me
Abb. 1 Abb. 2

Abb. 1 und 2. Einflu von vorinkubiertem Nicotinssureamid auf die Peroxyd-
hemmung von Asciteszellen.

Ana,erobe Glykolyse: Atmung: - - - - - o = Peroxyd allein;
= Peroxyd nach Vorinkubation mit je 10fachem UberschuB an Nicotinsiureamid.

Aus Abb.1 geht hervor, daBl bei Maleinperester in allen untersuchten
Inhibitorkonzentrationen die Vorinkubation mit 10fachem Uberschufl
an Nicotinsiureamid nichts an dem. AusmaBl der Hemmeffekte dndert.
Fiir die Atmung und die anaerobe Glykolyse sind die Hemmkurven mit
und ohne Nicotinséiureamid identisch. Zugleich zeigt Abb. 1 sehr deutlich,
daB dieser Inhibitor die Atmung stets stérker hemmt als die Glykolyse.
Aus Abb. 2 ergibt sich dagegen, daB bei einer Konzentration des Bis-
hydroxymethyl-peroxyds von 10-®m eine Abschwichung des Hemm-
effektes durch Nicotinsiureamid zwar noch nicht erkennbar ist, daf3 aber
die Konzentrationen 2 und 5 - 10-¢ nach Vorinkubation mit Nicotin-
sdureamid eine deutliche Abschwichung der Gérungshemmung,
die Konzentration 5-10-%m der Atmungshemmung zeigen. Be-
ziehungen zwischen Hemm- und Schutzwirkung sind bei einer Kon-
zentration von 10-%m nicht mehr zu sichern, da die Hemmeffekte dann
zu gering sind. Aus Versuchen mit abgestuften Nicotinsgureamid-Kon-
zentrationen (1- bis 100facher UberschuB) geht jedoch hervor, daB die
Schutzeffekte des Nicotinsiureamids auch dann verschwinden, wenn —
unabhéngig von der Bis-hydroxymethyl-peroxyd-Konzentration — die
Nicotinsiureamid-Konzentration auf Absolutwerte von 10-3m oder
weniger gesenkt wird. Offenbar reicht in diesem Falle die Nicotinsdure-
amid-Konzentration als solche nicht mehr aus, um die fermentative
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DPN°®-Synthese merklich zu beschleunigen. Abb. 2 zeigt aullerdem, daB
Bis-hydroxymethyl-peroxyd — umgekehrt wie der Maleinperester —
die Glykolyse stets starker hemmt als die Atmung.

Vergleicht man damit die in Tab. 6 mitgeteilten MeBergebnisse,
wonach der Maleinperester die DPN®-Konzentration nicht herabsetzt,
wéhrend Bis-hydroxymethyl-peroxyd sie meist unter die Erfassungs-
grenze senkt, so bestétigen Abb. 1 und 2 das oben aufgestellte Allgemein-
prinzip: Danach kann Nicotinsiureamid nur dann Anti-Inhibitor-
Effekte zeigen, wenn der Inhibitor die DPN®-Konzentration herab-
setzt. Das Beispiel des sehr starken Inhibitors Bis-hydroxymethyl-
peroxyd zeigt dariiber hinaus (s. Abb. 2), daB hier die Schutzeffekte des
vorinkubierten Nicotinsiureamids nur bei bestimmten ,mittleren‘ In-
hibitorkonzentrationen bemerkbar sind.

6. Persauerstoffverbindungen im Katalasetest

Bei den vorstehend beschriebenen Inhibitorversuchen ergaben sich
keine sicheren Anhaltspunkte fiir eine Beeintrichtigung der Effekte der
Persauerstoffverbindungen durch eine etwaige Katalasealktivitit der
Asciteszellen. Trotzdem war es im Hinblick auf Versuche am Ganztier
erwiinscht, das Verhalten der gepriiften Persauerstoffverbindungen
gegen Katalase kennenzulernen (Versuchsanordnung s. Methodik). Es
zeigte sich, wie aus Tab. 7 hervorgeht, daBl die Peroxohydrate simtlich
katalaseempfindlich sind; unter den gewihlten Versuchsbedingungen
wurden innerhalb einer Stunde 50 bis 809, des Persauerstoffs enzymatisch
freigesetzt. In seltenen Fillen war die Geschwindigkeit der Sauerstoff-
abgabe herabgesetzt, z. B. bei dem Trigonellin-peroxohydrat (1 : 2). Die
besonders starke glykolysehemmende Wirkung (Tab. 1) dieses Peroxo-
hydrates hiingt méglicherweise mit seiner geringeren Katalascempfind-
lichkeit zusammen. Die organischen Peroxyde dagegen verhalten
sich im Katalasetest umgekehrt wie die Peroxohydrate. Sip zeigen bei
einstiindigem Kontakt mit Katalase keinerlei Sauerstoff-I'reisetzung.
Eine Ausnahme bildet das 1-Hydroxy-dthyl-hydroperoxyd, welches von
Katalase angegriffen wird. _

Die katalaseresistenten Peroxyde sind zum Teil sehr energisch und
rasch reagierende Oxydationsmittel. Deshalb war zu befiirchten, daB sie
im Katalasetest das Ferment bis zur Vernichtung seiner Aktivitdt
schidigen konnten. Eine derartige, nur vorgetiuschte Katalaseresistenz
schlossen wir dadurch aus, dafl wir zur Kontrolle gleichzeitig oder nach
Beendigung des einstiindigen Testes dem fermentativen Ansatz Histidin-
oder Carbamid-peroxohydrat zugaben. Die prompt einsetzende und ty-
pisch ablaufende Sauerstoff-Freisetzung zeigte, dafl das Peroxyd die Ka-
talase nicht inaktiviert hatte. Lediglich die Capronpersiure fiihrte zu
einer Aktivititsminderung, jedoch nicht zum voélligen Aktivititsverlust
der Katalase; denn die nachtrigliche Kontrolle des Ansatzes mit einem
Peroxohydrat lieferte héhere Anteile an freigesetztem Sauerstoff, wenn
die Katalasemenge erhoht wurde.
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Tab. 7. Verhalten von Persauerstoff-Verbindungen gegeniiber Katalase.
1009, = vollige Freisetzung des ber. Per-O-Gehaltes.

P toff. Verbind Freigesetztes akt. O in 9%, nach:
Per: off-Verbindun
eraaters 8 10Min. | 30Min. | 60 Min.
HO, . ... ... .. ..... 23 40 63
Carbamld peroxohydrat . . . . . . 45 69 87
Histidin-peroxohydrat . . . . . . . 33 57 73
Picolinsgure-peroxohydrat . . . . . 33 59 VE]
pr-1.2-Bis-[pyridyl(4)]-glykol-peroxo-
hydrat. . . . . . . . . . . .. 34 59 74
Trigonellin-peroxohydrat (1:2). . . 9 13 21
12 19 22
Caprylpersgure . . . . . . . . .. 0 0 0
saures Diglutar-peroxyd . . . . . . 0 0 0
saures tert.-Butyl-malein-peroxyd. . 0 0 0
1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd . . . 25 47 53
21 37 62
tert.-Butyl-hydroperoxyd . . . . . 0 0 0
Bis-hydroxymethyl-peroxyd . . . . 0 0 0
Diskussion

Mit der vorliegenden Arbeit setzen wir unsere vorangehenden
Untersuchungen!-4 iiber die Inhibitoreffekte von Zinkverbindungen,
Alkyherungsmltteln und Persauerstoffverbindungen fort. Im Schrifttum
konnten wir keine Anhaltspunkte dafiir finden, daB organische Per-
sauerstoffverbindungen bereits an Asciteszellen gepriift wurden.
Lediglich die Hemmeffekte des gewdhnlichen H,0, wurden im Zusam-
menhang mit der Deutung cytostatischer Strahlenwirkungen an Ascites-
zellen studiert:

Warburg?!® vertritt die Ansicht, daf3 ,,die selektive Schidigung von
Krebszellen durch Réntgenstrahlen eine Schiddigung durch H,0, ist*.
Er konnte zeigen, dafl die Effekte einer Rontgenbestrahlung von Krebs-
zellen in gleicher Weise auch durch H,0, hervorgerufen werden. Dabei
ist die gegeniiber Normalzellen hohere Strahlenempfindlichkeit von Krebs-
zellen zwanglos dadurch erkldrbar, dafl die letzteren weniger Katalase
enthalten. Holzer und Frank?® kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, da3
H,0, in Konzentrationen, wie sie auch bei der Rontgenbestrahlung ent-
stehen konnen, die Lebenstitigkeit von Krebszellen hemmt. Holzer
und Mitarbeiter? konnten entsprechende Hemmeffekte auch dann er-
zielen, wenn H,0, erst im Versuchsansatz durch die Reaktion von
Methylenblau mit Sauerstoff entstand. Fiir die Réntgenbestrahlung als

19 0. Warburg, W.Schréder, H. Gewitz u. W.Vélker, Naturwissen-
schaften 45, 192 [1958].

20 H. Holzer u. 8. Frank, Angew. Chem. 70, 570 [1958].

21 P. Glogner, H. Wolf u. H. Holzer, Biochem. Z. 332, 407 [1960].
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solche 22 wie fiir die Hemmversuche mit H,0,9-2! ist dabei ssitergestellt,
daB die auftretende Glykolysehemmung sowohl zum Absinkeerder DPN®.-
Konzentration als auch der GAPDH-Aktivitét fithrt. Durcth ‘orinkuba-
tion mit Nicotinsiureamid 14Bt sich in jedem Falle diesse3lykolyse-
hemmung aufheben?20 22, 23,

Wie die vorliegenden Befunde ergeben, kénnen diie demmwir-
kungen organischer Peroxohydrate von denen des HI,( stark ab-
weichen; so zeigen einige der von uns neu dargestellten Péersohydrate
gegeniiber Asciteszellen Hemmeffekte, die weit iiber diejemign des ein-
fachen H,0, hinausgehen. Warburg?!® hat gezeigt, daB die cyytstatischen
Effekte von Rontgenstrahlen an Asciteszellen durch vorheerien Zusatz
von Katalase verhindert werden. Nach unseren obigen Beinden be-
steht jedoch auch die Moglichkeit, daB die Réntgenbestrahlun nicht nur
zur Entstehung von einfachem H,0,, sondern zugleich avu1 zur Bil-
dung erheblich stiirker wirksamer organischer Peroxohyrdate fithrt.
Denn auch diese werden durch Katalase zersetzt (s. Abscthnt 6). Da-
gegen schlieBen die Versuche von Warburg die Moglichkeitt as, dafl die
Rontgenbestrahlung von Asciteszellen zur Bildung cytosttasch wirk-
samer organischer Peroxyde fiihrt, denn diese sind fastdurchweg
katalaseresistent (s. Abschnitt 6).

In noch hoherem MaBe als bei den Peroxohydraten wil bei den
organischen Peroxyden die cytostatische Wirkung vor er chemi-
schen Struktur des organischen Restes bestimmt. Es entsprtict den Er-
wartungen, daB rasch zerfallende Peroxyde — wie z. B. die€ trcarbon-
siuren und gewisse Diacylperoxyde — im serumfreien Mdium die
Asciteszellen stark, im serumhaltigen dagegen nicht schidigie! Nur Per-
oxyde mit gut maskiertem Persauerstoff kénnen in Serumjdivesenheit
cytostatische Effekte entfalten; jedoch sind — wie unsere rgebnisse
zeigen — von diesen ausreichend stabilen Peroxyden die mejen gegen-
iiber Asciteszellen unwirksam, obwohl sie von Kata,Jse nicht
angegriffen werden. Unsere vorliegenden Befunde (s. z.:. Tab. 3)
lassen erkennen, welchen Schwierigkeiten der Versuch einer Kirung der
Zusammenhinge zwischen Struktur und Wirkung hier begegnt.

Das Verhalten des Bis-hydroxymethyl-peroxyd:s inerseits,
des sauren tert.-Butyl-malein-peroxyds andererseits vedient be-
sondere Beachtung, weil dieses Substanzpaar die naheliegenc Vermu-
tung widerlegt, dafl grundsitzlich die cytostatischen Perovdeffektie
stets in die gleiche Richtung gehen. Die aufschluBireiche Ggeniiber-
stellung der Substrat- und DPN®-Konzentrationen nach Eiwirkung
dieser beiden Inhibitoren (Tab. 6), das unterschiedliche Verhlten bei
Vorinkubation mit Nicotinsdureamid (Abb. 1 u. 2), die gegesitzliche

22 H. Maas, G. Rathgen, H. Kiinkel u. G.Schubert, Z. Nturforsch.
13b, 735 [1958].
2 M. Panlitschko u. F. Seelich, Biochem. Z. 333, 78 [1960].
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Bevorzugung von Atmungs- bzw. Glykolysehemmung (Tab. 1, Abb. 1
und 2) zeigen, daB3 die intrazelluliren Effekte organischer Peroxyde sehr
differenziert sind. Nimmt man das Dibenzoyl-peroxyd und die
Benzoyl-acyl-peroxyde hinzu, so hat man einen dritten Peroxydtyp
mit ginzlich anderer Wirkungsrichtung. Denn wéihrend die erstgenannten
beiden Inhibitoren starke Hemmwirkungen in der Glykolysekette ent-
falten, inhibieren die Benzoylperoxyde selektiv die Atmung und beein-
trichtigen weder die Glykolysefermente noch die DPN®-Synthese bei
Peroxyd-Konzentrationen, welche die Atmung praktisch vollig zum Er-
liegen bringen.

Die intrazelluliren Angriffspunkte der organischen Persauerstoff-
verbindungen sind noch nicht geniigend bekannt. Man wird jedoch in
erster Linie die Oxydation labiler Enzym-Thiolgruppen anzunehmen
haben. Fast alle der von uns beobachteten Hemmeffekte sind wenigstens
z. T. durch die Schiddigung von SH-Fermenten erklirbar, wie es z. B.
fir Fermente der Glykolysekette sichergestellt ist!. Auch die Vermin-
derung der DPN®-Konzentration — soweit vorhanden — la8t sich hypo-
thetisch auf eine oxydative Inaktivierung von solchen SH-Fermenten
zuriickfiihren, die etwa an der DPN®-Synthese beteiligt sind. Der An-
griffspunkt des selektiv die Atmung hemmenden Benzopersiurerestes
dagegen entzieht sich bisher allen Deutungsversuchen. Es besteht die
Moglichkeit, daf neben den labilen Thiolgruppen noch weitere Grup-
pierungen mit Persauerstoffverbindungen reagieren, jedoch liegen dafiir
keine sicheren Anhaltspunkte vor. Die Oxydation des Ringstickstoffs
in Pyridinderivaten erscheint uns unwahrscheinlich, die Oxydation von
Imidazolderivaten dagegen moglich.

Die Annahme, daB die organischen Persauerstoffverbindungen in
erster Linie reaktionsfihige Thiolgruppen angreifen, erlaubt eine zwang-
lose Erklarung der parallelen Effekte SH-alkylierender Reagenzien.
Jodessigsdure und N-Athyl-maleinimid, Lost- und Athylenimin-Derivate
fithren an Asciteszellen zu Glykolysehemmungen mit Senkungen der
DPN°®-Konzentration und Schédigungen der Glykolysefermente, wie
man sie in §hnlicher Weise auch mit einigen organischen Peroxyden (s.o.)
erzielen kann. Da diejenigen Persauerstoffverbindungen, die die DPN®-
Konzentration senken, durch Nicotinsiureamid ebenso wie die SH-
Alkylierungsmittel ihre Wirkung verlieren, liegt die Annahme nahe, da8
hier die Angriffspunkte die gleichen sind. Dariiber hinaus finden wir
jedoch bei organischen Peroxyden Hemmwirkungen, die den Alkylie-
rungsmitteln fehlen.

Die organischen Persauerstoffverbindungen bilden fiir stoffwechsel-
chemische Untersuchungen an lebenden Zellen eine Verbindungsklasse,
die sich nicht nur durch zahlreiche chemische Variationsméglichkeiten
auszeichnet, sondern die auch — wie die vorgelegten Ergebnisse zeigen —
sehr verschiedenartige und spezifische Wirkungen auf den Zellstoff-
wechsel ausiiben kann.
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Zusammenfassung

Die Einwirkung organischer Peroxohydrate und Peroxyde auf
Ascites-Krebszellen erstreckt sich — je nach der Struktur des organischen
Restes — von fehlender bis zu totaler Hemmung auf Atmung und anae-
robe Glykolyse.

Organische Peroxohydrate, wie z. B. die bisher nicht be-
kannten des Trigonellins oder 1.2-Bis-[pyridyl-(4)]-glykols, entfalten
z. T. erheblich héhere Hemmeffekte als H,0,.

Unter den organischen Peroxyden besitzen diejenigen mit la-
biler Struktur, z. B. Mono-percarbonséuren und einige Diacylperoxyde,
hohe Hemmeffekte, die jedoch im serumhaltigen Inkubations-
medium vollig verschwinden. Das Dibenzoyl-peroxyd sowie die Benzoyl-
acyl-peroxyde, deren Synthesen beschrieben werden, zeigen bei fast
fehlender Glykolysehemmung starke Atmungshemmung.

Die tert.-Butyl-persidureester von Mono- und Dicarbonséuren
zeigen praktisch keine Inhibitoreffekte mit Ausnahme des sauren
tert.-Butyl-malein-peroxyds, welches hohe, durch Serumanwesen-
heit nicht beeintriachtigte Hemmeffekte gegeniiber Atmung und Glyko-
lyse besitzt.

Von den Hydroxyalkyl-peroxyden sind wirksam das
1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd sowie vor allem das Bis-hydroxy-
methyl-peroxyd und einige seiner Derivate. Synthetisiert und ge-
priift wurden die einseitig und beiderseitig substituierten n- und tert..
Butyl-, Piperidyl-, Benzamino-, Didthylamino-, Dicyclohexylamino-,
Glycin- und Harnstoffderivate.

Die Aktivititen der Glykolysefermente in Asciteszellen sind nach
Einwirkung organischer Persauerstoffverbindungen vor allem bei Gly-
cerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, weniger bei Aldolase und
Milchsgure-Dehydrogenase herabgesetzt. Zugleich findet man Anstau
von Fructose-1.6-diphosphat und Triosephosphat sowie meist eine Herab-
setzung der DPN®.Konzentration. Diese Effekte wechseln je nach
der Struktur des eingesetzten Peroxyds.

Vorinkubation der Asciteszellen mit labilen Schwefelverbin-
dungen fiihrt zu Schutzeffekten. Vorinkubation mit Nicotinsiure-
amid fiihrt nur dann zur Minderung der Hemmeffekte, wenn die be-
treffende Persauerstoffverbindung — allein gegeben — die DPNe.
Konzentration senkt.

Die meisten organischen Peroxohydrate werden durch Katalase
zerlegt, fast alle der gepriiften organischen Peroxyde sind gegen Katalase
resistent.

Summary

The action of peroxohydrates and peroxides on respiration and
glycolysis in ascites tumour cells varies from total inhibition to no
action, depending on the structure of their organic residues.
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Organic peroxohydrates, e. g. the hitherto unknown peroxohydrates
of trigonelline or 1,2-bis-(4-pyridyl)-glycol, have a greater inhibitory
effect than just H,0,.

The more labile organic peroxides, e. g. monopercarboxylic acids and
some diacyl peroxides, exhibit a strong inhibition, which is completely
abolished in serum-containing incubation media. Dibenzoyl peroxide and
benzoyl acyl peroxides (syntheses are described), have almost no effect
on glycolysis, but strongly inhibit respiration.

Mono- and dicarboxylic acid esters of terf.-butyl peracids exert
practically no inhibition, with the exception of tert.-butyl maleyl peroxide,
which strongly inhibits respiration and glycolysis, and whose action is
not affected by serum.

Amongst the hydroxyalkyl peroxides, l-hydroxyethyl hydroper-
oxide and especially bis-(hydroxymethyl)-peroxide and some of its deri-
vatives, are active inhibitors. The =n- and tert.-butyl, piperidyl,
benzamino, diethylamino, dicyclohexylamino, glycine and urea deri-
vatives have been prepared as mono and bis compounds, and tested.

Organic peroxides inhibit particularly glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase and to a lesser extent aldolase and lactic dehydrogenase
in glycolysis in ascites cells. There is a concomitant accumulation of
fructose-1,6-diphosphate and triose phosphate and usually a decrease
in the concentration of DPN®. These effects vary according to the
structure of the peroxide.

Ascites cells are protected from peroxide inhibition by prior in-
cubation with labile sulphur compounds. Prior incubation with nicotin-
amide decreases the inhibition only in those cases where the peroxide
on its own decreases the DPN® concentration.

Most organic peroxohydrates are decomposed by catalase. Almost
all the tested organic peroxides are not attacked by catalase.

Prof. Dr. Dr. Giinther Weitzel, Physiologisch-Chemisches Institut der Uni-
versitit Tibingen, Gmelinstr. 8.



