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In  vorangegangenen Arbeiten dieser Mitteilungsreihe konnte 
die I-Iemmwirkung der wasserl6sliehen Lipid-hydroperoxyde auf 
Atmung und Glykolyse yon Ehrlich-Aseiges-Tumorzellen festge- 
stellt werden. 

Ferner wurde gefunden, dab die Lipid-hydroperoxyde (LHPO) 
nieht fiber eine Sehgdigung des intrazellulgren DPN-Systems 
wirksam sind und ihrer I-Iemmwirkung wM~rseheinlieh eine 
oxydative Inaktivierung der SJ:I-Enzyme der Glykolysekette 
zugrunde liegt. Zur experimente]len Priifung dieser Annahme 
werden daher zungchst die isolierten Glykolyseenzyme ttexo- 
kinase, Glueose-6-phosphat-Dehydrogenase, Aldolase, Glyeerin- 
Mdehydphosphat -Dehydrogenasd d (GAPDH) und Laetat- 
Dehydrogenase (LDI~) naeh Einwirkung yon Pr/il?ara~ LI-IPO 
getestet. Die Messungen ergeben, dal3 nu t  die GAPDIcI und die 
LDH dureh Prgparat LtIPO inaktiviert  werden. Bestimmt man  
nun  die Aktivitfit dieser beiden Enzyme in einem Extrakt ,  der 
aus den intakten ~md mit  Lt IPO inkubierten Tumorzellen ge- 
wonnen wurde, so finder, man hier eine vollst~ndige Inakt ivierung 
(halbmaximale Dosis 7,1 �9 10 5 m Lipid-hydroperoxydfl). Damit  
seheint der Wirkungsmeehanismus yon Pr~tparat LHPO hin- 
siehtlieh der Glykolysehemmung klargestellt. 

* t te r rn  Prof. Dr. A. Zinlce anl~Blieh seines 70. Geburts~ages mi~ den 
besten Wiinsehen iiberreieht. 
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E i n l e i t u n g  

In friiheren Arbeiten ~ dieser Mitteilnngsreihe wurde fiber die Ent- 
stehungs- und Darstellungsmfgliehkeiten yon neuartigen wasserl6slichen 
Cls-Fetts~iureester-hydroperoxyden beriehtet. Wenn auch ihre Rein- 
darstellung noch nieht mfglich war, so gelang es doch, sis anzureichern 
und zn einem Prgparat zu kommen, das immerhin bereits aus 50% 
dieser Lipid-hydroperoxyde (LHPO) besteht. 

Die Wasserlfslichkeit des Pr~parates erm6glichte Versuche fiber seine 
biologischen Wirkungen und Eigenschaf~en. Ale wesentlichstes Ergebnis 
konnte gefunden werden, daft Prgparat LHPO die Atmung und Ggrung 
yon Tnmorzellen wirksam und in charakteristischer Weiss hemmt (halb- 
maximale Dosis in Molen Lipidhydroperoxyd/l = 3,15.10 -4 [Atmung] 
nnd 1,26 - 10 -4 [Ggrung]). In rive ergab sich nach Inkubafion des Prgpa~ 
rates mit den Tumorzellen eine i00proz. Hemmung des Tumorwaehstums, 
wie in Versuehen mit M. Ratzenhofer und J. Za~gger festgestellt werden 
konnte 2, a. 

W/ihrend fiber den Mechanismus der Atmungshemmung derzeit noch 
Untersuehungen im Gange sin& ergab sich hinsiehttich der Ggrungs- 
hemmnng die bemerkenswerte Erkenntnis, d~B der Wirkungsmechanismus 
des Prgparates Lt tPO yon dem der bisher bekannten alkylierenden Tumor- 
hemmstoffe grundsgtzlich abweieh.t. Wghrend diese die Glykolyse durch 
sine Senknng des DPI~-Spiegels der Zelle hemmen, konnt.e festgestellt 
werden, daft Prgparat LHPO das intraze]lulare DPN-Niveau nur unwesent- 
lieh erniedrigt 1. 

Auf der Suehe naeh einer Erklgrungsm6gliehkeit fiir den Mecha- 
nismus der ggrungshemmung durch Prgparat LHPO kamen wit zu 
der Vors~ellnng, dab dieses Prgparat mit hoher Wahrseheinliehkeit 
anf Grund des darin enthal.tenen gydroperoxydsanerstoffes tiber eine 
oxydative Inaktivierung der Sit-Enzyme der Glykolysekette wirkel~ 
k6nnte. 

Zu einer ersten Prfifnng dieser dama]igen Arbeitshypothese wurde 
das isolierte Enzym Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (GAPDH 
der Fa. Boehringer, ans Musks] isotiert) in Oegenwart yon Prgparat 
LHPO auf seine Ak~ivitgt, getestet, wobei sine vollstgndige Inaktivierung 
festgestellt werden konnte ~. Die halbmaximale Dosis in Molen Lipid- 
hydroperoxyd/1 betr/igt 6,9" 10 -6. 

1 E. Schauenstein, G. Schatz und G. Benedikt, Mh. Chem. 92, 442 (1961); 
dort weitere Literatur. 

2 E. Schauenstei)% G. Schatz und M. Tau/er, Z. Krebsforseh. 64, 465 
(1962). 

a j .  Zangger, !~. Ratzenhojer und E. Schauenstein, Z. Krebsforsch. 64, 
473 (1962). 
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M e s s u n g e n  an  w e i t e r e n  i s o l i e r t e n  S H - E n z y m e n  der  G l y k o l y s e  

Um die Fr~ge zu studieren, ob Pr/~parat LHPO die GAPDH selektiv 
oder such andere Enzyme, fiir deren Funktion die Anwesenheit yon 
SH-Gruppen erforderlich ist, inaktivieren kann, wurden zun/~chst folgende 
Glyko]yse-Fermente getestet : 

Glueose-6-phosphat-Dehydrogenase (G-6-PDH der F~. Boehringer aus 
Hefe), die nach den Untersuchungen yon Schar f schwerd t  und R a p o p o r t  ~ 

SH-Natur besitzt, und Hexokinuse 5, 6 (HK der Fa. B0ehringer, aus Hefe). 
Sch]ieBlich wurden noch die Aldolase "~ (ALD, Fa. Boehringer, aus MuskeI) 
sowie die Lactatdehydrogenase (LDH, Fa. Boehringer, aus Muske]) in 
unsere Untersuchungen einbezogen. 

Die folgende Tabelle stellt die mit s/~mtlichen untersuchten Enzymen 
erhaltenen Ergebnisse iibersichtlich zusummen. M~n entnimm~ duraus, 
dab nut die beiden Enzyme GlyzerinaldehydPhosph~t-Dehydrogen~se 
und Laetat-Dehydrogenase dutch Pr/iparat LHPO inaktiviert werden. 

Tabel le  1 

~ole Lipid- % Enzym Enzym-Protein im Ansatz hydroperoxyd/1 Itemmung 

G-6-PDH . . . . .  0,001 mg/3,09 ml 
HK . . . . . . . . . .  0,0005 rag/3,04 ml 
ALD . . . . . . . . .  0,025 mg/3,03 ml 
GAPDH . . . . . .  0,01 mg t ~ ~ 

0,01 mgl ~,,~o ml 
LDH . . . . . . . . .  0,0005 rag( 

0,0005 mg/3'05 rnl 

3,65.10 4 0 

3,65.10 -4 0 
1,5.10 4 0 
3,4.10 5 100 
6,9- 10 6 50 
1,5. 10 3 78 
1,0. 10 -3 50 

Damit ist fiber die Reaktion des Praparates LHPO in der intakten Zelle 
allerdings noch nichts Sicheres ausgesagt. Diese Frage ist in einfaeher 
Weise durch Prgparation des Acetontrockenpulvers aus den Zellen und 
}[essung der Aktivitgt der betreffenden Enzyme in dem erhaltenen 
Enzymextrakt  zu erbringen. 

A k t i v i t / i t s m e s s u n g e n  an G A P D H  u n d  L D H  im E n z y m -  
extra,  k t  aus  E h r l i c h - A s c i t e s - T u m o r z e l l e n  

Wir stellten aus E h r l i c h - A s c i t e s - T u m o r z e l l e n  der M~us, die einerseits 
in physiologiseher Kochsa]z-L6sung, andererseits in physiologischer 
Kochsalz-LHPO-LSsung bei 37~ 20 Min. anaerob vorinkubiert wurden, 
das Acetontrockenpulver n~ch der Vorschrift yon G. Wei tze l  7 her. Im 

4 H.  Schar]schwerdt und S. Rapoport ,  Naturwiss. 47, 204 (1960). 
J .  R.  Whi taker ,  Food Res. 24, 37 (1959). 

6 F.  Caramia,  Sperimentale 111, 97 (1961). 
7 G. Weitzel und E. Buddecke,  Z. physiol. Chem. 323, 14 (1961). 



H. 2/1962] l~'ber die Reaktion von A 9, 1%Linols:aureester in Wasser 547 

w/il~rigen Auszug aus dem Aeetontroekenpulver wurde die Aktivit/~t der 
GAPDH nnd der LDH gemessen. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Dosis--Effekt-Kurve (Abb. 1) 
graphiseh dargestellt. 

Es ergibt sieh somit, dag die Erkl~rung ftir die bei der Einwirkung 
yon Pr/~parat LI tPO festgestellte Glykolysehemmung in der vollst/~ndigen 
Inaktivierung der Enzyme Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase und 
Laetat-Dehydrogenase zu suehen ist. Naehdem in vorarngegangenen 
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Abb. 1. Hemmung der GAPDH (�9 ~) ;2) und der LDH (X X X) linch Inkubation der intakten Zellen 
mit Pr~parat LHP0 .  5Iessung im Aeetontrockenpulverextrakt 

Untersuehungen bewiesen werden konnte, dab bei der Einwirkung yon 
Prgparat LPI-IO auf die Tumorzellen eine nennenswerte Sehgdigung des 
intrazellularen DPN-Systems mit 8ieherheit auszusehliegen ist, seheint 
der Wirkungsmeehanismus der wasserl6sliehen Lipid-hydroperoxyde in 
bezug auf die Glykolysehemmung klargestellt. 

D i s k u s s i o n  

1Jber die Hemmung von Atmung und Glykolyse bei Ehrlich-Aseites- 
TumorzeUen durch versehiedene organisehe Peroxyde und Hydroperoxyde 
liegen umfangreiehe Untersuehungen voi) Weitzel und Mitarbeitern s vor; 
danaeh seheint fiir alle glykolysehemmenden Peroxyde und Hydro- 
peroxyde - -  und aueh f~r die wasserl6sliehen Lipid-hydroperoxyde - -  
die Inaktivierung yon Glykolyse-Fermenten eharakteristiseh zu sein. 

Wie sieh jedoeh die Hemmwirkung auf die einzelnen Enzyme verteil~ 
und ob die betreffende Peroxyverbindung augerdem den DPN-Spiegel 
senkt, h/~ngt yon deren ehemiseher Konstitution ab. Die wo~sserl6sliehen 
Lipid-hydroperoxyde in Pr/iparat LHPO verhalten sieh ~hnlieh wie das 
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yon W e i t z e l  a n d  Mi ta rbe i t e rn  7, s un tersuehte  saure te r~ . -Butylmale in-  
peroxyd ,  das  mi t  hoher  Spezif i tgt  G lyko lyse -Fe rmen te  hemmt ,  ohne 
das D P N - S y s t e m  anzugreifen.  Dagegen  untersche iden  sieh die wasser- 
16sliehen L i p i d - h y d r o p e r o x y d e  yon dem genann ten  P e r o x y d  im Fer-  
m e n t - W i r k u n g s s p e k t r u m ,  vor  a l lem in bezug auf Aldolase  (keine W i r k u n g  
der  wasserl6sl iehen I t y d r o p e r o x y d e )  a n d  Lae t a t -Dehydrogenase  (100proz. 
Inak t iv ie rung) .  Aueh  l iegen bei P r g p a r a t  L H P O  die wi rksamen  Konzen-  
t r a t i onen  u m  eine Gr6genordnung  t iefer  als bei dem genann ten  Pe roxyd .  

Experimenteller Tell 

a )  ~ l J e s s u n g e n  m i t  : i so l i e r t en  E n z y m e n  

S/~mtliche getesteten isolierten Enzyme warden einerseits mit  eiskaltem 
bides~. Wasser (Leermessung), andererseits mit  der Hemmstoffl6sung im 
VerhMtnis l : l  gemiseht, wobei ffir 'die Un te r suehungen  der G-6-PDI-I 
0,025 ml, der t t K  0,02 ml, der ALD 0,05 ml, der GAPDH 0,i ml and der 
L D H  0,05 ml Enzyml6sung genommen warden. Die Misehungen warden 
dann 15 Min. bei 0~ vorinkubiert .  Es ergab sieh such bei 1/ingeren Inku- 
bationszeiten keine J~nderung der Hemmwirkung,  so dal~ die Zeit yon 15 Min. 
vollkommen ausreiehend war. Unmit te lbar  vor der Messung warden dann 
die vormkubier ten Misehungen mi t  den in den Boehringer-Informationen 
vorgesehriebenen Zus/itzen auf ein Gesamtvolumen yon rand  3 ml aufgefiillt. 
Die Enzym-Prote in-Konzentra t ionen der einzelnen Fermente  waren entspre- 
chend gewahlt, um einm~ ]inearen Ablauf des Testes zu erreichen and sind 
aus Spal~e 2 der Tab. 1 zu ersehen, Naeh den Standardvorsehrif ten fflr den 
zusammengesetzten optisehen Test (Boehringer-Informationen) warden mit  
diesen Konzentrat ionen folgende Durehsehnit tszeiten erhalten (Tab. 2). 

T a b e l l e  2 

E n z y m  to in sec 

G-6-PDH . . . . .  52 ~ 1 
H K  . . . . . . . . . .  52 ~ 1 
ALD . . . . . . . . .  600 • 80 
GAPDH . . . . . .  17 :~ 2 

L D H  ......... 128 • 8 

Bezeiehnet man die mit  den verschiedenen I-Iemmstoffkonzentrationen 
gemessene:Zeit( ' in der sieh die Ext inkt ion des Testansatzes bei 366 m~ um 
0,100 ~indert, mit  t x ,  so ergibt sich die prozentua]e Hemmung nach:  

to bezeiehnet das entspreehende Zeitintervall ohne Hemmstoffzusatz. 

s G. We~tzel, E. Buddec]ce and F. Schneider, Z. physiol. Chem. 323, 2 t 1 

(1961). 
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Die so ermittelten Hemmprozente haben eine Fehlerbreite von dureh- 
sehnit.tlieh ~= 8 ~ und sind in Spalte 4 der Tab. 1 angeffihrt. :'O 

b) Hemmstoffko~zentrationen 

Mit Hemmstoff wird in den geschilderten Versuehen stets der Lipidhydro- 
peroxyd-Anteil im Gesamtpr~parat LtIPO bezeiehnet, wobei als ~VirkLmgs- 
tr~ger der in den Hydroperoxyden anwesende aktive Sauerstoff angesehen 
wird. Der Hydroperoxydantei[ betrfigt zwischen 40 und 50 Gewiehtsprozent 
des Gesamtprfiparates LHPO. Zur Angabe der I-iemmstoffkonzentration in 
Molen/1 wurde an der w~i~rigen L6sung des Gesamtprfiparates LtIPO zunfiehst 
der aktive Sauers~off naeh der Methode yon Hartman 9 ermittelt. Aus dem 
Durchschnittsmoleknlargewieht der Lipid-hydroperoxyde yon 350 folgt, dab 
dutch Multiplikation der erhaltenen Gramme aktiven Sauerstoffes mit  22 
die Gramme Lipid-hydroperoxyd, bzw. durch anseh!ieBende Division des 
Prod~ktes dureh 350 die Mole Lipid-hydroperoxyde erhMten werden. 

c) Messungen aY~ de~t Enzym-Extrak ten  aus Ehrlich-Ascites-Tumor-Zelle~ 
(Herstellung des AeetontrockenpulverextrM~tes) 7 

18 ml Zellsuspension (Konz. 45 BI Zellen/ml glucosefreier Krebs-Ringer- 
Bicarbonat-Puffer, p~ 7,4) mit  18 mt physiologiseher KoehsMzl6sung (0,9%) 
bzw. HemmstofftSsung 20 Min. bei 37~ unter N2/CO2 inkubieren. Eingiei~en 
in eiskalte Ringerl6sung (ohne Bicarbonat), w~schen, aufschwemmen in 
wenig l~ingerl6sung, mit  kaltem Aceton iibergiegen, 2 • mit  Aceton waschen. 
Den abzentrifugierten R6ekstand im Exsikkator trocknen, bei 0~ 24 Stdn. 
aufbewahren, mit  bidest. ~Vasser mffnehmen (50 mg Troekenpulver/ml H~O), 
seharf abzentrifugieren, [~berstand (Enzymextrakt) bei 0~ aufbewahren. 
Die Reaktionszeiten to f~r GAPDH und LDH in de~x Enzymextmkten  aus 
Tumorzellen, die, wie friiher besehrieben, inkubiert worden waren, wurden 
wiederum nach den oben genannten Standardvorsehriften ermittelt. Sie 
schwankt~en betr~chtlieh yon Versueh zu Versueh und bet rugen im 5{ittel 
143 • 100 (fiir GAPDH) und 78 ~ 40 (fiir LDH). Trotz dieser erheblicheI~ 
Stremmgen der enzymatisehen Aktivit~tt sind die mit  LHPO gefundenen 
prozentualen IZemmungen bei beiden Enzymen a'df ~ 80/o genau. 

9 L.  Hartman,  J. Sei. Food Agrie. 5, 476 (1954). 


