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In vorangegangenen Arbeiten dieser Mitteilungsreihe konnte
die Hemmwirkung der wasserloslichen Lipid-hydroperoxyde auf
Atmung und Glykolyse von Ehrlich-Ascites-Tumorzellen festge-
stellt werden.

Ferner wurde gefunden, dafl die Lipid-hydroperoxyde (LHPO)
nicht tber eine Schidigung des intrazelluliren DPN-Systems
wirksam sind und ihrer Hemmwirkung wahrscheinlich eine
oxydative Inaktivierung der SH-Enzyme der Glykolysekette
zugrunde liegt. Zur experimentellen Priifung dieser Annahme
werden daher zunichst die isolierten Glykolyseenzyme Hexo-
kinase, Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, Aldolase, Glycerin-
aldehydphosphat-Dehydrogenase;, (GAPDH) und  Lactat-
Dehydrogenase (LDH) nach Einwirkung von Priaparat LHPO
getestet. Die Messungen ergeben, dafl nur die GAPDH und die
LDH durch Priaparat LHPQ inaktiviert werden. Bestimmt man
nun die Aktivitit dieser beiden Enzyme in einem Extrakt, der
aus den intakten und mit LHPO inkubierten Tumorzellen ge-
wonnen wurde, go findet man hier eine vollstéindige Inaktivierung
(halbmaximale Dosis 7,1 10-5m Lipid-hydroperoxyd/l). Damit
scheint der Wirkungsmechanismus von Praparat LHPO hin-
sichtlich der Glykolysehemmung klargestellt.

* Herrn Prof. Dr. 4. Zinke anlidBlich seines 70. Geburtstages mit den
besten Wiinschen iiberreicht.
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Binleitung

In fritheren Arbeiten® dieser Mitteilungsreihe wurde iiber die Ent-
stehungs- und Darstellungsmoglichkeiten von neuartigen wasserldslichen
Cys-Fettsureester-hydroperoxyden berichtet. Wenn auch ihre Rein-
darstellong noch nicht méglich war, so gelang es doch, sie anzureichern
und zu einem Préparat zu kommen, das immerhin bereits aus 509,
dieser Lipid-hydroperoxyde (LHPO) besteht.

Die Wasserléslichkeit des Praparates ermdglichte Versuche iiber seine
biologischen Wirkungen und Eigenschaften. Als wesentlichstes Ergebnis
konnte gefunden werden, dall Priparat LHPO die Atmung und Girung
von Tumorzellen wirksam und in charakteristischer Weise hemmt (halb-
maximale Dosis in Molen Lipidhydroperoxyd/l = 3,15 104 [Atmung]
und 1,26 - 10~4 [Gérung]). In vivo ergab sich nach Inkubation des Pripa-
rates mit den Tumorzellen eine 100proz. Hemmung des Tumorwachstums,
wie in Versuchen mit M. Ratzenhofer und J. Zangger festgestellt werden
konnte? 8. _

Wiahrend iitber den Mechanismus der Atmungshemmung derzeit noch
Untersuchungen im Gange sind, ergab sich hinsichtlich der Gérungs-
hemmung die bemerkenswerte Erkenntnis, dafl der Wirkungsmechanismus
des Priparates LHPO von dem der bisher bekannten alkylierenden Tumor-
hemmstoffe grundsitzlich abweicht. Wahrend diese die Glykolyse durch
eine Senkung des DPN-Spiegels der Zelle hemmen, konnte festgestellt
werden, dafl Praparat LHPO das intrazellulare DPN-Niveau nur unwesent-
lich erniedrigt®.

Auf der Suche nach einer FErklirungsmoglichkeit fiir den Mecha-
nismus der Gérungshemmung durch Priparat LHPO kamen wir zu
der Vorstellung, dafl dieses Priparat mit hoher Wahrscheinlichkeit
auf Grund des darin enthaltenen Hydroperoxydsauerstoffes iiber eine
oxydative Inaktivierung der SH-Enzyme der Glykolysekette wirken
kénnte.

Zu einer ersten Priifung dieser damaligen Arbeitshypothese wurde
das isolierte Enzym Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (GAPDH
der Fa. Boehringer, aus Muskel isoliert) in Gegenwart von Priparat
LHPO auf seine Aktivitit getestet, wobei eine vollstandige Inaktivierung
festgestellt werden konnte2. Die halbmaximale Dosis in Molen Lipid-
hydroperoxyd/l betragt 6,9 - 10-5.

1 E. Schauenstein, G. Schatz wad G. Benediki, Mh. Chem. 82, 442 (1961);
dort weitere Literatur.

® K. Schauenstein, G. Schatz und M. Taufer, Z.Krebsforsch. 64, 465
(1962).

2 J. Zangger, M. Raizenhofer und E. Schauenstein, Z. Krebsforsch. 64,
473 (1962).
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Messungen an weiteren isolierten SH-Enzymen der Glykolyse

Um die Frage zu studieren, ob Praparat LHPO die GAPDH selektiv
oder auch andere Enzyme, fiir deren Funktion die Anwesenheit von
SH-Gruppen erforderlich ist, inaktivieren kann, wurden zunéchst folgende
Glykolyse-Fermente getestet:

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G-6-PDH der Fa. Boehringer aus
Hefe), die nach den Untersuchungen von Scharfschwerdt und Rapoport*
SH-Natur besitzt, und Hexokinase® ¢ (HK der Fa. Boehringer, aus Hefe).
Schlieflich wurden noch die Aldolase® (ALD, Fa. Boehringer, aus Muskel)
sowie die Lactatdehydrogenase (LDH, Fa. Boehringer, aus Muskel) in
unsere Untersuchungen einbezogen. )

Die folgende Tabelle stellt die mit sdmtlichen untersuchten Enzymen
erhaltenen Ergebnisse ibersichtlich zusammen. Man entnimmt daraus,
daB nur die beiden Enzyme Glyzerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
und Lactat-Dehydrogenase durch Préparat LHPO inaktiviert werden.

Tabelle 1
Enzym Enzym-Protein im Ansatz h;\g?cl)% é[r‘g;g('i n HemO/Sq ung
G-6-PDH ..... 0,001 mg/3,09 ml 3,656 104 0
HK .......... 0,0005 mg/3,04 ml 3,65 - 104 0
ALD ......... 0,025 mg/3,03 ml 1,5-10-3 0
GAPDH ...... 0,01 mg;j 3,4-10°° 100
0,0l mg{>13m g9 106 50
LDH......... 0,0005 mg| 1,5-103 78
0,0005 mg(3-95mL 1. 10-3 50

Damit ist iiber die Reaktion des Priaparates LHPO in der intakten Zelle
allerdings noch nichts Sicheres ausgesagt. Diese Frage ist in einfacher
Weise durch Priparation des Acetontrockenpulvers aus den Zellen und
Messung der Aktivitdt der betreffenden Enzyme in dem erhaltenen
Enzymextrakt zu erbringen.

Aktivitditsmessungen an GAPDH und LDH im Enzym-
extrakt aus Ehrlich-Ascites-Tumorzellen

Wir stellten aus Ehrlich-Ascites-Tumorzellen der Maus, die einerseits
in physiologischer Kochsalz-Losung, andererseits in physiologischer
Kochsalz-LHPO-Lésung bei 37°C 20 Min. anaerob vorinkubiert wurden,
das Acetontrockenpulver nach der Vorschrift von G. Weilzel? her. Im

¢ H. Scharfschwerdt und S. Rapoport, Naturwiss. 47, 204 (1960).
5 J. R. Whitaker, Food Res. 24, 37 (1959).

6 F. Caramia, Sperimentale 111, 97 (1961).

7 . Weitzel und K. Buddecke, Z. physiol. Chem. 323, 14 (1961).
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wallrigen Auszug aus dem Acetontrockenpulver wurde die Aktivitdt der
GAPDH und der LDH gemessen.

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

Es ergibt sich somit, dafl die Erkldrung fiir die bei der Einwirkung
von Priparat LHPO festgestellte Glykolysehemmung in der vollstédndigen
Inaktivierung der Enzyme Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase und
Lactat-Dehydrogenase zu suchen ist. Nachdem in vorangegangenen
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Abb. 1. Hemmung der GAPDH (O O ) und der LDH (X X X) pach Inkubation der intakten Zellen
mit Priaparat LHPO. Messung im Acetontrockenpulverextrakt

Untersuchungen bewiesen werden konnte, daB bei der Einwirkung von
Priparat LPHO auf die Tumorzellen eine nennenswerte Schiidigung des
intrazellularen DPN-Systems mit Sicherheit auszuschliefien ist, scheint
der Wirkungsmechanismus der wasserldslichen Lipid-hydroperoxyde in
bezug auf die Glykolysehemmung klargestellt.

Diskussion

Uber die Hemmung von Atmung und Glykolyse bei Ehrlich-Ascites-
Tumorzellen durch verschiedene organische Peroxyde und Hydroperoxyde
liegen umfangreiche Untersuchungen von Weifzel und Mitarbeitern® vor;
danach scheint fir alle glykolysehemmenden Peroxyde und Hydro-
peroxyde — und auch fir die wasserlgslichen Lipid-hydroperoxyde —
die Inaktivierung von Glykolyse-Fermenten charakteristisch zu sein.

Wie sich jedoch die Hemmwirkung auf die einzelnen Enzyme verteilt
und ob die betreffende Peroxyverbindung auBerdem den DPN-Spiegel
senkt, hingt von deren chemischer Konstitution ab. Die wasserloslichen
Lipid-hydroperoxyde in Priaparat LHPO verhalten sich &hnlich wie das
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von Weatzel und Mitarbeitern” ¥ untersuchte saure tert.-Butylmalein-
peroxyd, das mit hoher Spezifitit Glykolyse-Fermente hemmt, ohne
das DPN-System anzugreifen. Dagegen unterscheiden sich die wasser-
16slichen Lipid-hydroperoxyde von dem genannten Peroxyd im Fer-
ment-Wirkungsspektrum, vor allem in bezug auf Aldolase (keine Wirkung
der wasserldslichen Hydroperoxyde) und Lactat-Dehydrogenase (100proz.
Inaktivierung). Auch liegen bei Praparat LHPO die wirksamen Konzen-
trationen um eine GroBenordnung tiefer als bei dem genannten Peroxyd.

Experimenteller Teil

a) Messungen mit isolierten Emzymen

Samtliche getesteten isolierten Enzyme wurden einerseits mit eiskaltem
bidest, Wasser (Leermessung), andererseits wmit der Hemmstoffldsung im
Verhaltnis 1:1 gemischt, wobei fir 'die Untersuchungen - der G-6-PDH
0,025 ml, der HK 0,02 ml, der ALD 0,05 ml, der GAPDH 0,1 ml und der
LDH 0,05 ml Enzymlésung genommen wurden. Die Mischungen wurden
dann 15 Min. bei 0°C vorinkubiert. Es ergab sich auch bei lingeren Inku-
bationszeiten keine Anderung der Hemmwirkung, so daB die Zeit von 15 Min.
vollkommen ausreichend war. Unmittelbar vor der Messung wurden dann
die vorinkubierten Mischungen mit den in den Boehringer-Informationen
vorgeschriebenen Zusitzen auf ein Gesamtvolumen von rund 3.ml aufgefiillt.
Die Enzym-Protein-Konzentraticnen der einzelnen Fermente waren entspre-
chend gewihlt, um einen linearen Ablauf des Testes zu erreichen und sind
aus Spalte 2 der Tab. 1 zu-ersehen. Nach den Standardvorschriften fir den
zusammengesetzten optischen Test (Boehringer-Informationen) wurden mit
diesen Konzentrationen folgende Durchschnittszeiten erhalten (Tab. 2).

Tabelle 2
Enzym to in sec
G-6.PDH ..... 52 + 1
HK .......... 52 41
ALD ......... 600 4- 80
GAPDH ...... 17 + 2
LDH......... 128 + 8

Bezeichnet man die mit den verschiedenen Hemmstoffkonzentrationen
gemessene’ Zeit, in der sich die Extinktion des Testansatzes bei 366 my. um
0,100 andeért, mit ¢, so ergibt sich die prozentuale Hemmung nach:

(1 _ _) 100
by

o bezeichnet das entsprechende Zeitintervall ohne Hemmstoffzusatz.

8 G. Weitzel, E. Buddecke und F. Schneider, Z.physiol. Cherm. 323, 211
(1961).
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Die so ermittelten Hemmprozente haben eine Fehlerbreite von durch-
schnittlich = 8% und sind in Spalte 4 der Tab. 1 angefiihrt.

b} Hemmstoffkonzentrationen

Miv Hemmstoff wird in den geschilderten Versuchen stets der Lipidhydro-
peroxyd-Anteil im Gesamtpraparat LHPO bezeichnet, wobei als Wirkungs-
trager der in den Hydroperoxyden anwesende aktive Sauerstoff angesehen
wird. Der Hydroperoxydanteil betrdgt zwischen 40 und 50 Gewichtsprozent
des Gesamtprédparates LHPO. Zur Angabe der Hemmstoffkonzentration in
Molen/l wurde an der wéBrigen Losung des Gesamtpriaparates LHPO zunéchst
der aktive Sauerstoff nach der Methode von Hartman® ermittelt. Aus dem
Durchschnittsmolekulargewicht der Lipid-hydroperoxyde von 350 folgt, dafl
durch Multiplikation der erhaltenen Gramme aktiven Sauerstoifes mit 22
die Gramme Lipid-hydroperoxyd, bzw. durch anschlieBende Division des
Produktes durch 350 die Mole Lipid-hydroperoxyde erhalten werden.

c) Messungen an den Hnzym-Bxtrakten ous BEhrlich-Ascites-Tumor-Zellen
(Herstellung des Acetontrockenpulverextraktes)”

18 ml Zellsuspension (Konz. 45 ul Zellen/ml glucosefreier Krebs-Ringer-
Bicarbonat-Puffer, pg 7,4) mit 18 ml physiologischer Kochsalzlésung (0,99)
bzw. Hemmstoffldsung 20 Min. bei 37°C unter N/COy inkubieren. EingiefBen
in eiskalte Ringerlésung (ohne Bicarbonat), waschen, aufschwemmen mn
wenig Ringerldsung, mit kaltern Aceton iibergiefien, 2 X mit Aceton waschen.
Den abzentrifugierten Riickstand im Exsikkator trocknen, bei 0°C 24 Stdn.
aufbewahren, mit bidest. Wasser aufnehmen (50 mg Trockenpulver/ml Hs0),
scharf abrzentrifugieren, Uberstand {Enzymextrakt) bei 0°C aufbewahren.
Die Reaktionszeiten ty fur GAPDH und LDH in den Enzymextrakten aus
Tumorzellen, die, wie frither beschrieben, inkubiert worden waren, wurden
wiederum nach den oben genannten Standardvorschriften ermittelt. Sie
schwankten betrachtlich von Versuch zu Versuch und betrugen im Mittel
143 + 100 (fir GAPDH) und 78 -+ 40 (fiir LDH). Trotz dieser erheblichern
Streuungen der enzymatischen Aktivitdt sind die mit LHPO gefundenen
prozentualen Hemmungen bei beiden Enzymen auf 4+ 89, genau.

8 L. Hartman, J. Sci. Food Agric. 5, 476 (1954).




