Uber die Reaktion von A**-Linolsiureester in Wasser, 8. Mitt.:
n-Amylhydroperoxid, eine Substanz aus dem Préaparat LHPO
mit Hemmwirkungen auf Tumorzellen
Von
H. G. Jaag, M. Taufer und E. Schauenstein

Aus der Lehrkanzel fir Biochemie der Universitit Graz
Mit einer Abbildung
( Eingegangen am 29. September 1964 )

Nachdem in einer fritheren Mitteilung! tber die Isolierung von
4-Hydroxy-octenal aus dem Mischpriaparat LHPO berichtet wurde, soll

Tabelle {a. Befunde an der nativen Substanz 23
IR-Spektrum: Bande bei

1,45 1 Charakt. f. -OOH

2,07 u

(in CCly)

2,95 .0-0-H
8880z,

Dublett
Unverdinnte | 3,4—3,5 p -CHg-(Valenz)
Substanz
6,75; 6,85; 6,95 .  -CHa-(Deform.); Triplett
charakt. f. prim. Hydroperoxyde

7,25 -CHg (Deform.)
13,75 -(CHjs)- {Deform.) n = 4
Polarograram: By = — 1,38, charakt. {. -OOH

(in Benzol—Methanol, LiCl, 0,3 m)
Peroxidzabl (n. Sully): AG = 104,5

* Da im nahen IR, im Frequenzgebiet der -OH von Alkoholen, keine
Bande auftritt, kann die 2,95 u.-Bande eindeutig nur der -OOH zugeordnet
werden.

1 E. Schauenstein, H. Esterbaver, H. G. Jaag wnd M. Taufer, Mh. Chem.
95, 180 (1964).
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im folgenden das erste aus dem Mischpriparat isolierte Hydroperoxid
und seine Wirkungen auf die Tumorzellen beschrieben werden.

Es handelt sich um die in Komponente 2 enthaltene Substanz 23,
deren aktiver Sauerstoff rund 209, des gesamten Persauerstoffgehaltes
des Mischpraparates ausmacht? 3,

Uber die sidulenchromatographische Isolierung der Substanz 23
wurde bereits a. a. O. berichtet®. Die analytischen Daten der nativen
Substanz und ihrer Derivate sind in der Tab. 1 zusammengestellts.

Daraus ergibt sich, dafl Substanz 23 als #-Amylhydroperoxid anzu-
sehen ist. Nach Reduktion der —O—O-—H-Gruppe muBf demnach
n-Pentanol-(1) entstehen, das in Form seines NABS-Esters als gut
charakterisierbares Derivat die Daten der Tab. 1b ergibt.

Tabelle 1b. Befunde am Reduktionsprodukt der Substanz 23,
nachdem die Hydroxylgruppe mit 4,4’-Nitroazobenzol-carbon-
sdure* verestert wurde

Sehmp. ......... 114°C

UV-Spektrum ... Max. bei 30300 v'; ¢’ = 92, daraus

MG ............ 336 + 9, daraus

MGgubst. 23 « -« - - - 99 + 9

P 0,540 + 0,010 [f. NABS-Ester von Pentanol-(1)

Ry = 0,540 4 0,015]
Elementaranalyse % C H N O

gef. 63,5 5,67 11,7 19,0
C;H,,N,0,, ber. 63,3 5,61 12,31 18,75[NABS-Ester von Pentanol-(1)]

Daraus konnte eindeutig geschlossen werden, daB es sich um ein
n-Amylhydroperoxid handelt. Wenn sich seine Entstehung —— héchst-
wahrscheinlich aus dem A® !1.Linolséure-13-hydroperoxid — nach
der Radikalspaltungstheorie auch gut erkliren 1iBt, so war es bisher
als sekundiires Autoxydationsprodukt des Linolsdureesters in Substanz
noch mnie gefafit worden.

Dies gelingt offenbar erst, wenn man die Autoxydation in iiber-
schiissiger wiBriger Phase ablaufen 14Bt, wobei es zur Anreicherung
speziell der wasserloslichen Autoxydationsprodukte (Mischprip. LHPO)
in der Wasserphase kommt.

Das komplex zusammengesetzte Mischpraparat hatte bekanntlich
auffallende ~ Hemmeffekte gegeniiber  Ehrlich-Ascites-Tumorzellen

* Abgekiirzt NABS.

2 F. Schauenstein und H. Esterbauer, Mh. Chem. 94, 164 (1963).

3 Dieselben, ibid. 94, 998 (1963).

4 W. Klopffer, H. Esterbauer und E. Schauenstein, Fette, Seifen, Anstrich-
mittel, 1964, im Druck. .

5 W. Klopffer, Dissertat. Univ. Graz 1963,



H. 6/1964] Reaktion von A%12-Linolsdureester in Wasser 1673

(BATZ) gezeigt®; sie bestanden in einer Hemmung der anaeroben und
aeroben Glykolyse, der Atmung, Senkung des DPN-Spiegels, sowie des
Wachstums vorbehandelter Tumorzellen nach Implantation in gesunde
Tiere?. Wihrend der Mechanismus der Atmungshemmung bis jetzt noch
nicht gekldrt werden konnte, gelang der Nachweis, dafl die Girungs-
hemymung in erster Linie durch eine irreversible Inaktiviernung der SH-
Enzyme Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase und Lactat-De-
hydrogenase* der Zelle bewirkt wird, wihrend die Senkung des DPN-
Spiegels fitr das Ausmafl der Gédrungshemmung nur von unwesentlicher
Bedeutung ist8. -

Die geschilderten Hemmeffekte wurden im wesentlichen dem im
Mischpriparat enthaltenen aktiven Sauerstoff, d. h. den Hydroperoxiden
zugeordnet. Da der aktive Sauerstoff von Substanz 23 rund 209, des
aktiven Sauerstoffgehaltes des Mischpridparates ausmacht?, so ist zu
erwarten, da die reine Substanz alle genannten Hemmeffekte zeigt.

Experimentelle Ergebnisse an EATZ

Zu den Versuchen wurden gesunde R-Albino-M#use mit einem Gewicht
von 20 bis 30 g verwendet. Es wurden den Tieren jeweils 20 Mio Tumor-
zellen i. p. verimpft. Die fiir die Versuche eingesetzten Zellen wurden den
Tierenn am 8. bis 11. Tag nach der Transplantation steril entnommen.
Hémorrhagischer Ascites wurde verworfen. Die Ascites-Zellsuspension wurde
abzentrifugiert (600 ¢g), das Serum verworfen, die Zellen 3mal mit eiskalter
physiol. Kochsalzlosung gewaschen und schlieflich im jeweiligen Puffer
suspendiert. In einem aliquoten Teil dieser Zellsuspension wurde im Hémato-
kriten die Zelldichte bestimmt und durch mehrere Zellzihlungen auf Zellen
pro ml umgeeicht (45 ul entsprechen 1,5 - 10? Zellen). Die Zellen wurden mit
steigenden Hernmstoffmengen 30 Min. aerob bei 37°C vorinkubiert und an-
schlieend die jeweiligen Stoffwechselvorginge gemessen.

a) Anaerobe Girung:

Ansatz eines Warburgkolbens.

Hauptraum: 1,0 ml isotoner Krebs—Ringer-Bicarbonatpuffer mit 45 ul.
Zellen + 1,0 ml physiol. Kochsalzlésung bzw. Hemmstofflosung.
Seitenarm: 0,5 ml isotoner Glucosepuffer (29).

Das Ergebnis ist in Kurve a der Abb. 1 dargestellt.

b) Aimung:

Hauptraum: 1,0 ml isotoner Krebs—Ringer-Phosphatpuffer mit 45 ul.
Zellen +- 1,0 ml physiol. Kochsalzlosung (bzw. Hemmstofflésung).
Seitenarm: 0,56 ml isotoner Glucosepuffer (1,69/).

Einsatz: 0,2 ml 10proz. KOH.

Die Atmungshemmung ist aus Kurve b der Abb. 1 ersichtlich.

* Abgektirzt GAPDH bew. LDH.

¢ K. Schauenstein, G. Schatz und M. Taufer, Z. Krebsforsch. 64, 465 (1962).
7 J. Zangger, M. Rotzenhofer und B. Schauenstein, ibid. 64, 473 (1962).
8 H. Schauenstein, M. Taufer und G. Schatz, Mh. Chem. 93, 544 (1962).
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¢) Aerobe Garung:

Direkte Methode: 2-Gefa-Methode (A + B).
A': Ansatz wie bei der anaeroben Gérung,
B: Ansatz wie bei der Atmung.

Kurve ¢ der Abb. 1 gibt den Verlauf der Gérungshemmung wieder.

Gemessen wird unt. Sauerstoff.

Laft man das Hydroperoxid unter Ausschlull des Luftsauerstoffes
auf die Zellen einwirken, so ergibt sich eine sehr betrichtliche Wirkungs-
minderung, wie Kurve d der Abb. 1 veranschaulicht.

P oA Sawerstor¥ Sl ——
3 27

7 4 v ; 7 4 2

a0t
S0t
S
§ 4
Swr

20}

37 47 35 77 %5 BEx
70375 7055 7097 7730 %% 9597

Abb. 1, Kurve a: Anaerobe Girung nach aerober Vorinkubation
Kurve b: Atmung
Kurve ¢: Aerobe Gérung nach aerober Vorinkubation
Kurve d: Anaerobe Gérung nach anaerober Vorinkubation
Kurve e: Aktivititsmessung an GAPDH und LDH

Wirkungsmechanismus der Gdrungshemmung

Hiezu wurden EATZ mit Substanz 23 inkubiert und die Zellen
mit Aceton in der iiblichen Weise aufgeschlossen, daraus der Enzym-
extrakt gewonnen und darin die Aktivitdt von GAPDH und LDH be-
stimmt. Wie aus Kurve ¢ der Abb. 1 ersichtlich, ergab sich eine voll-
kommene Inaktivierung beider Dehydrogenasen bei Konzentrationen
von ca. 5-10-4m/L

Die Feststellung, daB die Enzymblockaden bei Konzentrationen
eintreten, bei denen die Gérung vollsténdig gehemmt ist, 146t bereits
darauf schlieBen, dafi die Enzym-Inaktivierung am Zustandekommen
der Gérungshemmung zumindest maBgeblich beteiligh ist.

Einen weiteren Hinweis dafiir gab auch das Verhalten des infra-
zelluldren DPN-Spiegels gegeniiber Substanz 23:

Substanz 23 senkt nach 30 Min. aerober Vorinkubation den DPN-
Spiegel der Zellen.
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Tabelle 2. Hemmung der anaeroben Glykolyse in Abhédngigkeit
von der DPN-Senkung®

Glykolysehemmung DPN-Abfall
289, 339,
739, 509,
94 (}/0 75%

Tabelle 3. Einflufl von Nicotinamid auf die Glykolysehemmung

Subst. 23 Subst. 23 + Nicotinamid
0,01 g/l 0,01 g/l 2102 m/l

9% Gérungshemmung ........ 56 52
0,032 g/1 0,032 g/1 2-102m/l

9% Gérungshemmung ........ 100 100

Daraus kann geschlossen werden, daf} die Glykolysehemmung durch
Substanz 23 in erster Linie auf die oben genannte oxydative Enzym-
inaktivierung zuriickzufithren und die Senkung des DPN-Niveaus nicht
von entscheidendem EinfluBl sein diirfte.

Der Wirkungsmechanismus der Atmungshemmung konnte bisher
noch nicht gekldrt werden, doch wére auch hier eine Oxydation der
funktionellen SH-Gruppe des Coenzyms A, ferner aber auch eine Schi-
digung der Cytochrome!® in Betracht zu ziehen.

AufschluBreich ist der Vergleich der Hemmaktivititen des Misch-
praparates LHPOS®, der daraus abgetrennten, das Hydroperoxid 23
enthaltenden Hauptfraktion A und schliellich des reinen Hydroperoxids 23.

Bezieht man die Hemmaktivitidten auf die Gewichtseinheit Substanz,
bzw. aktiven Sauerstoffes, so erhidlt man folgende Zahlen:

Tabelle 4. Garungshemmung

100% Hemmung

ab ab
Mischpraparat LHPOS® ..................... 0,3 g/l 6 v O/ml
Hauptfraktion A........................... 0,125 g/l 5 v O/ml
Hydroperoxid 23 .............. ... .. .. ... 0,0325 g/ 5 v Ojml

Die Werte der Spalte 2 der Tab. 4 demonstrieren zunéchst qualitativ
die schrittweise Anreicherung der Substanz 23. Weiters entsprechen die

* Die Methode der DPN-Bestimmung wurde bereits ausfithrlich be-
schrieben ®.

9 H. Schauenstein, G. Schaiz und G. Benedikt, Mh. Chem. 92, 442 (1961).

1 4. Tappel, D. Brown, H. Zalkin and P. Maier, J. Amer. Oil Chemist’s
Soc. 38, 5 (1961).
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auf Gramm bezogenen Dosen von Fraktion A und Hydroperoxid 23
tatstichlich dem gewichtsméfligen Anteil des Hydroperoxids an der
Hauptfraktion. Die Werte der Spalte 3 zeigen, daB die girungshemmende
Wirkung des Mischpréparates tatsiichlich ein Peroxideffekt ist, wobei
allerdings iiber die Beteiligung der einzelnen Hydroperoxide zunichst
noch nichts ausgesagt werden kann.

Tabelle 5. Atmungshemmung

90 % Hemmung

ab ab
Mischprdparat LHPOS® ............... 0,4—0,5 g/1 9—10 v O/ml
Hauptfraktion A............... ... .. 0,2 g/l 8 vy O/ml
Hydroperoxid 23 .................... 0,13 g/1 20 v O/ml

Diese Werte zeigen nunmehr, daBl in Fraktion A auch nicht peroxidische
atmungshemmaktive Stoffe vorhanden sein miissen, deren Wirkung in
Fraktion A mneben der Hydroperoxidwirkung zum Ausdruck kommt.

Zu einer ersten Orientierung ilber das Verhalten von Substanz 23
in vivo wurde die Substanz an gesunde Méduse intraperitoneal injiziert.
Dabei wurde festgestellt, daB eine tégliche Dosis von 650 v durch 10 Tage
hindurech ohne ersichtliche Beeintrichtigung des Gesundheitszustandes
der Tiere verabreicht werden konnte.

Ferner wurde zur Stabilitdtskontrolle bei anderen Tieren 10 Min.
nach Verabreichung der genannten Dosis der Bauchraum des lebenden
Tieres punktiert, wobei 0,2 bis 0,4 m] Fliissigkeit erhalten werden konn-
ten, deren Gehalt an aktivem Sauerstoff nach der Methode von L. Hart-
man't ermittelt wurde. Es ergab sich, dal rand 209,12 der verabreichten
Menge im Punktat wiedergefunden werden konnten.

Versuche iiber eine therapeutische Verwertbarkeit dieser Befunde
sind im Gange.

Unsere Untersuchungen wurden teilweise von einer Forschungs-
beihilfe CA 06617-01 des Public Health Service, National Cancer Institute,
unterstiitzt.

1 7. Hartman, J. Sci. Food Agric. 5, 476 (1954).
12 1. Aubéek, Dissertat. Univ. Graz.



