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Wirkungen yon Hydroxypentenal auI den Stoffwechsel 
yon Krebs- und Normalzellen 
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Nit  3 Abbildungen 

( Eingegangen am 23. Dezember 1968) 

4-Hydroxy-2,3-trans-pentenal (HPE) hemmt stark den oxy- 
dativen Triearbons~urecyclus, die Glykolyse und den Einbau  
radioaktiver Precursor in DNS, TINS, Proteine und Lipide yon 
Aseites-Tumorzellen, aber nicht die Decarboxylierung yon Glu- 
eose fiber den Pentosephosphateyelus. Die genannten Hem- 
mungen unterbleiben bei Gegenwart yon GSH im Inkubations- 
medium, aueh kann  die /-Iemmung von Glykolyse und Sauer- 
stoffaufnahme in aldehydbehandelten Zellen dutch Zugabe yon 
CySH aufgehoben werden. ~lanlich wird der Stoffweehsel in 
Zellen aus normalem Gewebe (Milz, Thymus, Dfinndarm) ge- 
hemmt, es ist abet bier die erforderliche Dosis an H P E  4real 
so hoeh. Noeh h6here Konzentrat ionen an H P E  (1 mMol/1) 
fiihren zur Zellzerst6rung (Stalagmose). 

Die Doppelbindung des H P E  reagie:,t lebhaft mit  den 
Stt-Gruppen yon GSH und CySH unter  Ausbildlmg einer ko- 
valenten Bindung. I n  ~hnlieher Weise hemmt H P E  aueh die 
Aktivitiit  kristallisierter Glyeerinatdehyd-3-phosphat-dehydro- 
genase; diese Hemmung kann dutch hohe Konzentrat ionen 
yon CySH aufgehoben werden. Ftinf andere kristallisierte SI-I- 
Enzyme werden dagegen nieht nennenswert beeinflugt. Es hat  
aber den Anschein, dag H P E  den Zellstoffwechsel haupts~ch- 
lich dutch seine Einwirkung auf die entsprechenden SH-Enzyme 
und/oder SH-Cofaktoren (CoA, Lipons~ure, GSH) hemmt. Die 
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verh~ltnism~l~ige Widerstandsf~higkeit  des Stoffwechsels nor- 
maler  Zellen mag auf einen h6heren Gehalt  an niedermole- 
kularen SH-Verbindungen zuriiekzuftihren sein, die einen 
besseren Schutz der funktionellen SH-Gruppen der Enzyme 
gew/~hrleisten. 

E]~ect o] Hydroxypentenal on the Metabolism o/Normal and 
Malignant Cells 

I-Iydroxypentenal (4-hydroxy-2,3-trans-pentenal) strongly in- 
hibits t r icarboxylic  acid cycle oxidations, glycolysis and the 
incorporat ion of radioact ive precursors into DNA, RNA,  protein 
and lipids of ascites tumor  cells. I t  does not  inhibit,  however, 
the decarboxyla t ion of glucose b y  the pentose phosphate cycle. 
All the observed inhibitions can be prevented by  addi t ion of 
GSH to the incubation medium. The inhibition of glycolysis and 
oxygen uptake  can also be reversed by  addi t ion of CySH to 
aldehyde t rea ted  cells. The metabolism of cells in normal ~issues 
(spleen, thymus,  jejunum) is inhibited in similar manner,  but  
about  four times higher concentration of hydroxypentenal  is 
necessary to obtain the same degree of inhibition as in tumor  
cells. High concentrations of hydroxypenfenal  (1 m M  and more) 
cause cell disintegration (stalagmosis). 

The double bond of hydroxypentenal  reacts avidly  with SH 
groups of GSI-I and CySH, forming a covalent bond. By a similar 
react ion hydroxypentenal  inhibits also the ac t iv i ty  of crystalline 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. The la t ter  inhibition 
can be reversed b y  high concentrations of CySI~. Five  other 
crystalline Sit-enzymes,  however, were not  significantly affected. 
Nevertheless, the indications are tha t  hydroxypentenal  inhibits 
cell metabolism mainly  by  its reactions with respective SH 
enzymes and/or  SI t  cofactors (CoA, lipoic acid, GSH). The 
relat ive resistance of normal cell metabolism probably  may  be the 
result of higher contents of low molecular SH-compounds, pro- 
viding a bet ter  protect ion of functional SH-groups of enzymes. 

E i n l e i t u n g  

4-Hydroxy-2,3-trans-en~le stel len eine bisher  n ich t  beschr iebene 
Gruppe  yon  A l d e h y d e n  d~r, d ie  versehiedene Stoffweehselprozesse in 
Tumorze l len  wi rksam hemmen.  Der  ers te  Ver t r e t e r  dieser Gruppe,  das  
H y d r o x y o c t e n a l  (HOE) mi t  einer  Cs-Ket te ,  wurde  aus den  wasserl6sl ichen 
A u t o x y d u t i o n s p r o d u k t e n  yon 9 ,12-~e thy l l ino le~ t  isoliert  1, 8. Nach  Inku-  
b a t i o n  mi t  Asc i tes -Tumorze l len  t r i t t  eine s t a rke  H e m m u n g  yon  A t m u n g  
u n d  Glykolyse  u n d  bei  hbheren  Konze~t ra t ioner t  Des in tegra t ion  der  Zellen 
auf  (Stalagmose) .  J edoch  konnten ,  auch bei viel h6heren Konzen t ra t ionen ,  
solche Ef fek te  bei  I tormalen Nieren-  und  Leberzel len  n ich t  beobach te t  

1 E. Schauenstein und H. Esterbauer, Mh. Chem. 94, 164 (1963). 
E. Sehauenstein und H. Esterbauer, Mh. Chem. 94, 998 (1963). 
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werden a, 4, s. In  der Folge w~rden neue Homologe mit 4 bis 13 C-Atomen 
synthetisiert 6, die alle, mit gewissen quantitativen Untersehieden, die 
gleichen in.vi tro-Effekte auf den Stoffweehsel der Tumorzellen zeigten. 
Den st/irksten canceroeiden Effekt zeigt das C5-Homologe, Hydroxy- 
pentenM ( H P E )  ~, s, fiber dessen Wirkungen auf den Stoffwechset yon 
Tumor- und NormMzellen hier beriehtet werden soll. 

~ e t h o d e n  

Sto]]weehselmessungen 

Der Einflufi von H P E  auf den Zell-Stoffwechsel wurde dutch kombinierte 
Messung der Atmung und Glykolyse sowie Bestimmung des Einbaues yon 
14C in verschiedene Zellbestandtefie untersucht TM. Verwendet wurden 
Warburggef~Be mit Einsatz; Hauptraum: Gewebssehnitte oder Zellsus- 
pensionen in Krebs-Ringer-Phosphat-bzw. -Bicarbonat-Puffer. Birne: Mar- 
kierte Substrate und H P E ,  nach Angleichen und Gasen zugekippt (MeB- 
beginn). Gesamtvolumen 3ml, T ~ 37~ Homogenisieren des Kolben- 
inhalts mit Glas-Teflon-tiomogenisator, Fiillung mit TrichloressigsAure (End- 
konzentration = 10%), zweimaliges Wasehen des Niederschlages rail 5proz. 
Trichloressigs~m'e; L i p i d e x t r a k t i o n  dutch 2real. Waschen (l%aulntemp. 
und 60 ~ C) mit 95proz. -~thanol. R N S - E x t r a k t i o n  mit 0,2M-KOH (Raum- 
temp., tiber Naoht), D N S - E x t r a k t i o n  mit 5proz. Trichloressigs~ure (90 ~ C, 
15 Min.). Zuriickbleibender Niedersch]ag (Protein) wird 1real mit 5proz. 
Trieh]oressigs~ure, lmal mit Aceton gewaschen und in 2M-NH4OH gel6st. 
Bei Versuehen mit 14C-Glucose 0,5ml 20proz. Trichloressigs~ure in das 
Inkubationsgefi~B zugeben, 15 Min. sehtitteln. KOH-Filterpapier saint 3 bis 
4 Spfilungen aus dem Einsatz in ZentrifugenrShrchen tibertragen, auf 5 ml 
mit Aqua destill, aufftillen and verschlossen tiber Nacht stehenlassen. Nach 
Entfernung des Papiers K2CO3 mit ges~tt. BaCl~-L6sung f~llen, Nieder- 
schlag 2real mit Aqua destill, und 1real mit Aceton waschen und in 

a E. Schauenstein, H. Esterbauer, G. Jaag und M. Taufer, Mh. Chem. 
95, 180 (1964). 

4 E. Schauenstein, J. Zangger und M. Ratzenho]er, Z. Nattlrforsch. 
19 B, 923 (1964). 

5 E. Schauenstein, J. Lipid Res. 8, 417 (1967). 
H. Esterbauer und W. Weger, Mh. Chem. 98, 1884, 1994 (1967). 
E. Schauenstein und B. Wi~nschmann, Abstracta, 5. Internal. Kongr. 

f. Chemotherapie, Wien 1967, Part 1, Verlag Wien. Med. Akademie, 1967, 
S. 527. 

s E. Schauenstein, B. Wi~nsehmann und t t .  Esterbauer, Z. •rebsforsch. 
71, 21 (1968). 

9 I. J.  Bickis und E. Schauenstein, Abstracta, 5. Internat. Kongr. L 
Chemotherapie, Wien 1967, Part 2, u Wien. Med. Akademie, 1967, 
S. 965. 

lo I.  J. Bickis und J. H. Quastel, Nature [London] 205, 44 (1965). 
11 I. J.  Bickis und 1. W. D. Henderson, Cancer 19, 89 (1966). 
12 I. J. Bickis, I .  W. D. Henderson und J. H. Quastel, Cancer 19, 103 

(1966). 
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1 ml Aeeton suspendieren. Abtrennung yon Lipiden, RNS,  D N S  und 
1)roteinen, wie besehrieben. 

Alle radioakt iven Gewebsfraktionen win'den auf Aluminiumpl~ttehen 
gegeben: EiweiB und BaCOs quant i ta t iv ,  jedoeh Lipide, R N S  und D N S  
in Aliquots yon 0,5 ml und naeh vollkommener Trocknung unter  Berfiek- 
sichtigung des Untergrundes mit  einem Geiger-Miiller-Z~hlrohr automatisch 
gezi~hlt. In  Anbet racht  der geringf/igigen Materialmengen auf jedem Pl~ttchen 
erwiesen sich Korrekturen fiir die Eigenabsorption als nieht notwendig. 

Aktivitdtsmessungen an isolierten Enzymen 

Die ~r erfolgten naeh den Angaben der Li teratur  is bzw. In- 
formationen der Fa .  Boehringer & S6hne. In  einigen Versuehen wurden die 
inakt ivier ten Enzympr/~parationen bei 4~ 8 Stdn. gegen destill. Wasser 
dialysiert .  Der ausdialysierte freie Aldehyd wurde spektrometrisch I, 2, der 
an das Enzymprote in  gebundene Aldehyd mittels 2,r  
(2,4-DNPH) best immt la 

Cytologische Beobachtungen 

Die verwendeten Ehrlieh-Ascites-Tumorzellen (EATZ)  s tammten  grund- 
s/~tzlich veto 6. bis 8. Tag post  t ransplant ,  und wurden unter  den bei Tab. 8 
beschriebenen Bedingungen auf das Erscheinen der Stalagmose 4 bzw. nach 
Zusatz yon 3 Tropfen 0,5proz. Trypanblau  auf Anf/irbbarkeit  untersucht 15. 
I n  gleicher Weise wttrden Zellen gestmder Leber und Niere sowie menschliehe 
Leukozyten untersueht.  

B i o l o g i s c h e s  M a t e r i a l  

Normalzellen und -gewebe 

Schnitte yon Ra t t en thymus  und -milz, Stficke yon Rat tenje junum,  
Affennieren und -leberzellen, menschliche Leukozyten. 

Tumorzellen und -gewebe 

Ehrlich-Ascites-Carcinom- und Sarkom-37-Zellen der Malls, Schnitte von 
menschliehen Tumoren. ]3eide Ascitestumoren wurden in Swiss-Albinom~usen 
durch intraperi toneale Inokulat ionen gezfichtet. M~use wurden am 6. bis 
8. Tag post  t ransplant ,  get6tet,  die Aseitesfliissigkeit entnommen und in 
graduierten Zentrifugenr6hrchen gesammelt.  Die Zellen wurden durch wieder- 
holte Suspension in isotoner NaC1-L6sung und Zentrifugieren gereinigt. 
Die Zelldichte wurde auf 100mg NaBgewicht pro ml der endgtiltigen 
Suspension eingestellt 1~ Menschliche Tumoren wurden unmit te lbar  nach 
der Operation 11, 12 verwendet.  Normale :YIilz, Thymus und Je junum wurden 
yon Sprague-Dawley-Rat ten (150 bis 200g) erhMten. Von Solidtumoren, 
Milz und Thymus wurden diinne Schnitte mit  einem Stadie-Riggs-Hand- 
mikrotom hergestellt.  Stiieke yon Je junum wurden aufgeschnitten und 

la H. U. Bergmeyer, Meth. der enzymat.  Analyse, Verlag Chemie, ~rein- 
heim/Bergstr. ,  1963. 

x4 JF. Dorner, Dissertation, Universi t~t  Graz, 1967. 
15 p .  G. Seeger und W. Schacht, Protoplasma [~Vien] 51, 1 (1959). 
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nach Wasehen in NaC1-LSsung mit  einem femen. Skalpell zu quadratischen 
Sttiekchen entspreehender GrSge zugeschnitten. Naeh Abmpfen  auf Fil tr ier-  
papier  wurden die Gewiehte der frisehen Gewebsprgparate mit  einer Torsions- 
waage best immt.  Wiihrend dieser Prozeduren wurden die Sehnitte trod Gewebe 
in Petrisehalen auf Eis gehalten. Eiagesetzt  wurden in den Inkubat ions-  
gefi~Sen 50 mg Aseitestumorzellen und 70 bis 80 mg Sehnitte (NaBgewiehte). 

Leukoeyten wurden aus der mensehliehen Vene naeh der Vorschrift 
yon L6hr und Waller 16 erhalten, indem das venSse Blur unmit te lbar  aus 
der Kan~le in eine EDTA-LSsung fliegen gelassen win-de. Nach Abtrennung 
der Ery throey ten  wurde der fJ~berstand, der die Leukoeyten enthglt ,  mit  
PufferlSsung gewasehen und die Zellsuspension f~r eytologisehe Versuehe 
eingesetzt. Affenleber- und -nierenzellen win'den yon der F i rma Immuno 
(Wien) erhMten. Sie wurden folgendermaBen prgpar ier t :  die Leber oder die 
Nieren wurden unmit te lbar  naeh TStung des Tieres entfernt,  mit  NaC1-L6sung 
perfundiert ,  in kleine Stfiekehen zersehnitten und bei 37 ~ C mit  gepufferter 
Trypsin-L6sung inkubiert .  Nach Verdauung der Bindegewebsanteile wurde 
eine reine Zellsuspension dureh wiederholtes Wasehen und Zentrifugieren 
erhalten. 

R e a g e n t i e n  

4-Hydroxy-2-trans.pent~en.a], synthetisiert  naeh der Methode yon Ester- 
bauer und Weger% Reinheitskontrolle:  Diinnschiehtehromatographie und 
UV-Spektrometrie3-% H P E  ist eine farblose Fliissigkeit mit  n20 = 1 47257 
Sdp.0,4 50--52 ~ C. In  wg r. LSsung zeigt sich ein intensives Absorptions- 
maximum bei 44 800 Y' (~max ~ 13 800) und ein eharakteristisches Halb- 
wellenpotential  von - -  1,54 V 6. 

Die radioakt iven Substanzen s tammten  yon New England Nuclear Corp., 
Boston. Entspreehende niehtradioakt ive Verbindungen wurden als Trgger 
zugesetzt, um die ffir jede radioakt iv  markier te  Verbindtmg geforderte 
J~2onzentration zu erhalten. Krista]lisierte Enzyme,  Coenzym und Substrate  
s tammten  yon der Fa.  Boehringer & SShne (Mannheim). 

E r g e b n i s s e  

Die e rs ten  or ien t ie renden  Versuehe best/~tigten, daft H P E ,  wie die 
urspr i ingl ieh  aus au tox id i e r t en  F e t t e n  e rha l tene  S t a m m v e r b i n d u n g  HOE,  

s ta rke  Hemmef fek t e  auf die A t m u n g  und  Glykolyse  yon  Tumorze l len  be- 
si tzt .  Das Haup t in t e re s se  der vor l iegenden Un te r suehung  gMt nun  der  
Frage ,  ob H P E  einen Ef fek t  auf andere  lebenswieht ige  F u n k t i o n e n  der  
Tumorze l len  /iuBert, insbesondere  die Biosynthese  yon  Prote inen ,  R N S  

und  D N S .  Dies gesehah dureh  Un te r suehung  der  Effekte  yon  H P E  auf 
den  E i n b a u  r a d i o a k t i v  ma rk i e r t e r  Subs tanzen ,  wie L-(1-14C)-Leuein, 
(8-14C)-Adenin, (1-14C)-Glueose u n d  (6-14C)-Gheose in die en t spreehenden  
Zel lbes tandte i le .  Gleiehwohl wurde  in den meis ten  E x p e r i m e n t e n  die Wir-  
kung  yon  H P E  auf  die A t m u n g  und /ode r  die Gtykolyse  wghrend  der  
I nkuba t i onspe r iode  gemessen. 

16 G. W. L6hr und H. D. Waller, Dtsch. Med. Wsehr. 89, 171 (1964). 
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Wirkungen von H P E  au/ 1-14C.Leucin- und 8-14C-Adenin.Einbau in 
A scites- Tu morzellen 

Da die gadioaktivi tgt  yon L-l-14C-Leucin spezifisch in Proteine und 
die yon 8-14C-Adenin in Nucleinsguren (RNS und DNS) eingebaut wird 
(unter Verwendung der unter ,,Methoden" beschriebeaen Teehaiken), isg es 
mSglich, diese Prozesse gleichzeitig zu messen, indmn man beide markier- 
ten Subst~nzen im selben inkubationsgefgl~ zusetzt. Tatsgchlich wird ein 
gewisser Proteinanteil wghrend der Isolierung yon RNS und, wenn auch zu 
einem kleinen Tell, yon DNS hydrolysiert. Diese Verum'einigung kaan 
aber vernachlgssigt werden, wean man die Zufuhr der Radioaktivit/it fiir 
Adenin yon Anfang an 3- bis 4real hSher einstellt Ms ffir Leuein. In Hin- 
blick auf betrgehtliche Variationen in der Stoffwechselaktivitgg yon 
Tumorzellen aus verschiedenen Tieren, geben gleichzeitige ~essungen 
mehrerer Stoffwechselprozesse in derselben Zellprgparation bessere 
~n/ormation fiber die relative Empfindlichkeit gegenfiber einem vorge- 
gebenen Hemmstoff. 

Die Effekte verschiedener HPE-Konzentra t ionen auf Atmung, 
Glykolyse, Protein-, RNS- and DNS-Synthese yon E A T Z  sind in Tab. 1 
dargestellt. In einer Koazentrat ion yon 0,1 mMol/1 ist H P E  ohne signifi- 
kante Wirkung auf Atmung und Glykolyse. Bei h6heren Konzentrationen 
werden sowohl Atmuag wie Glykolyse gehemmt, wobei das Ausmal~ der 
Hemmung yon der HPE.Konzentration einerseits und yon der Inkubations- 
dauer andererseits abhgngt (vgl. die Werte fiir die letzten 20 Inkubations- 
minuten). ~Bei 0,5 mM HPE* und lstdg. Inkubation ist die Atmung prak- 

t i sch  zum Stillstand gekommea und das Ausmal3 der anaeroben Glykolyse 
hat um ungefghr 50% abgenommea. Die aerobe Glykolyse, die hier nicht 
dargestellt ist, aber in ghnliehen Experimenten gemessen wurde, ist im MI- 
gemeinen weniger empfindlieh gegenfiber H P E  als die anaerobe Glykolyse. 
Der Einbau von radioaktiven Vorstufen in Proteine, DNS und RNS  
erwies sich als viel empfindlicher gegeniiber HPE: bereits bei einer Kon- 
zentration yon 0,1 m M  HPE, wean Atmung und Glykolyse noch nieht 
meBbar betroffen sind, ist der Einbau yon Adenin in die DNS bereits am 
etwa 60% gehemmt und der Einbau yon Leucin in die Proteine am unge- 
fghr 300/o . Beide Hemmungen steigea welter an auf 90% bzw. 70% mit 
0,2 m M HPE. Die Synthese der RJVS erscheint am wenigsten sensibel 
gegeniiber der Wirkung von HPE,  obwohl mit 0,5 mM H P E  70--75% 
Hemmung erreicht werden. Wie ferner zu ersehen ist, ist die Hemmung 
Mler drei Biosynthesewege nur wenig stgrker bei anaerober Einwirkung 
der Substanz als bei aerober. Im wesentlichen die gleichen Ergebnisse wer- 
den auch bei Sarkom-37-Asciteszellen erhalten. 

* Alle Konzentrationsangaben in mM bedeuten mMo]/1 (Gesamtvolum). 
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Die Zeitabhi~ngigkeit der durch H P E  bewirkten Kemmeffekte zeigt 
Tab. 2. In  diesem Experiment wurden die Wirkungen yon 0,2 mM H P E  
auf die anaerobe Glykolyse und die 3 Biosynthesen in 30-Min.-Intervallen 
fiber insgesamt 2 Stdn. gemessen. Die progressive Hemmung der anaero- 
ben Glykolyse kann am besten aus den Wei~en ffir die letzten 15 Min. 
jeder Inkubationsperiode ermittelt werden (Klammer-Werte). Sie belief 
sich auf etwa 25% nach einer Stunde und etwa 50% naeh 2 Stdn. ~[nku- 
bation. Die DNS-Ssmthese  ist wahrscheinlich innerhalb der ersten 10 iV[in. 
zum Stillstand gekommen, wenn die Glykolyse noeh praktisch unbeein- 
flul~t ist. Die Hemmung der Synthese yon R N S  und Proteinen jedoch 
war se]bst naeh 2stdg. Ii~kubatdon noeh nieht volistgndig. Praktisch 
identische Ergebnisse wurden erhalten, wenn das Experiment aerob in 
einem G]ucose-enthaltenden 1)hosphatmedium wiederholt wurde. In 
einem Experiment, in dem 8-~4C-Adenin allein als Tracer zugesetzt worden 
war, bewirkte 0,2 m M  H P E  nach lstdg. Inkubation eine den vorher- 
gehenden Befunden entsprechende Hemmung des Einbaus in die R N S  und 
D N S ,  war jedoch ohne Effekt anf die Radioaktivitiit der Nukleotide in der 
siiureldslichen Fraktion. Diese Resultate scheinen zu best/~tigen, dab die 
beobachte~en gemmeffekte  vort H P E  auf die Synthesen yon D N S ,  RIVS 
und Proteinen primiir dutch eine spezifische Wechselwirkung mit den 
betreffenden polymerisierenden Enzymen vermittelt werden. Die Wirkung 
vort H P E  auf die energieliefernden Prozesse (Atmung und G/~rung) wird 
wahrschein]ich nu t  sekundgr ffir die Synthesen bedeutungsvoll, und zwar 
bei hohen H P E - K o n z e n t r a t i o n e n  und ver]s Inkubationsdauer. 

Bekanntlieh wird die durch Alkylantien, wie Trigthylenimine, Tre- 
nimon, Carcinophilin, hervorgerufene Olykolysehemmung yon einer Ab- 
nahme des intrazellulgren NAD-Niveaus  begleitet und beide Effekte 
kSnnen durch Zugabe yon Nikotinamid 17-2~ aufgehoben werden. Gleieh- 
wohl konnten 10 mM Nicotinamid die Hemmungen, die dutch 0,2 mM 
H P E  auf anaerobe Glykolyse und Einbau yon radioaktiven Substanzen 
bewirkt werden, nieht verhindern, auch wenn das Nieotinamid den Zellen 
vor dem H P E  zugesetzt worden war. Dies bestgtigt ghnliche Beobach- 
ttmgen, die in friiheren Untersttehunge~t a mit H O E  erhalten wordea 
waren. OI~ertsichtlich wird die Hemmung der GIykoiyse dutch Hydroxy- 
enale dutch einen anderen Meehanismus bewirkt als dies bei den Alkylan- 
tien der Fall ist. Aueh die Zugabe yon 10 m M Pyruvat ,  Gh tamat ,  
Snecinat oder :Fumarat, einzeln oder in Kombingtion aller 4 lgetgboliten 

1~ j .  M. Roitt, Biochem. J. 63, 300 (1965). 
is F. H~Jlzel trod H. 3s German ivied, iV[onthly 8, 5t (1963). 
19 C. G. Schmidt, Acta Unio Intern. Contra Cancrum [LSwen] 20, 968 

(1964}. 
20 I. J. Bickis, bisher unverSffentlichte Versuche. 
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bei einer Konzentration von 3 mM konnte die Hemmwirkungen yon 
0,4 mM H P E  auf die Atmung und die DNS. ,  RNS-  und Proteinsynthese 
der Tumorzellen nieht verhindern. Offenbar ist die ttemmung der Tumor- 
zellatmung durch H P E  nieht bewirkt durch eine besehr/tnkte Verfiigbar- 
keit yon Substraten des Tricarbons/~urecyclus. Wie in Tab. 3 gezeigt 
wird, kann die Zugabe yon 1 mM Glutathion (GSH) zu Sarkom-37- 
Zellsuspensionen die dureh 0,2 und 0,4 mM bewirkten tIemmungen 
nahezu vollstgndig verhindern. Am wenigsten geschiitzt erseheint zun/~chst 
die Synthese der DNS,  doch wird der Untersehied wesentlich geringer, 
wenn man die Wirkung yon GSH allein in Betracht zieht. Ein besserer 
Schutz wird beobachte% wenn GSIt gemeinsam mit H P E  im Sei~enarm 
vorinkubiert wird. Im Hinbliek auf die hier eingehaltenen experimentellen 
Bedingungen beweist dies allerdings noeh nieht strenge, dab die dutch 
H P E  bewirkte Stoffweehselblockade dutch Zugabe yon SH-Verbindungen 
tatsgehlich riiekggngig gemaoht werden kann. Wie sp/iter dargestellt 
werden wird, reagiert n/~mlich H P E  schnell mit GSH oder CySH. Wenn 
diese Verbindungen dem Inkubationsmedium, das gleichzeitig H P E  
en*hglt, zugesetzt werden, 1/~l~t die prompte Reaktion zwischen CySt t  
und GSI-I mit H P E  eine rasehe Inaktivierung des H P E  direkt erwarten. 
Daher ist es auch verstgndlieh, dab nach Vorinkubation yon H P E  mit 
GSH im Seitenarm des Warburggefi~Bes ein besserer Sehutz beobaehtet 
wird. Ob Stoffweehselhemmungen, die dureh l i F E  bewirkt werden, 
gegeniiber GSH- oder CySH-Zugabe reversibe] sind, kann mi* Sieherheit 
nur iiberpriift werden, wenn die Zellen nach der Weehselwirkung mit 
dem Aldehyd veto iibersehiissigen Aldehyd dutch metn'faches Waschen 
befreit werden und wenn dann Stoffweehselbloekaden naeh Zugabe einer 
SH-Verbindung abnehmen oder ganz verschwinden. Dies konnte bei 
E A T Z  sowohl fiir die anaerobe Glykolyse wie auch fiir den Sauerstoff- 
verbraueh in eindeu~iger Weise n~.ehgewiesen werden. Wie an anderer 
Stelle berieh~et 2~, kann dutch 70 ram CySH die i00proz. Hemmung der 
aaaeroben Glykolyse, die dureh 2 mM H P E  hervorgerufert wird, auf i5~o 
gesenkt werden, wenn der iiberschiissige Aldehyd dureh dreimaliges 
Waschen der Zellen mit isotoner NaC1-L6sung entfernt wurde. Urtter 
den gleiehen experimentellen Bedingungen verschwindet die 93proz. 
Hemmung dos Sauerstoffverbrauches vollstgndig ~z. Diese Ergebnisse 
fiihren zu dem Sehlu2, dab die Stoffwechselhemmungen, die der A$mungs- 
hemmung bzw. Ggrungshemmung zugrunde liegen, durch eine direkte 
Weehselwirkung zwischen H P E  und funktionellen SH-Gruppen der 
Zelle hervorgerufen werden und dab diese Reaktion gegeniiber der Zu- 
gabe von SH-Verbindungen reversibel ist. 

21 H. Verdino, Dissertation, Universit{tt Graz, 1968. 
22 M. Tau]er mid E. Schauenstein~ Mh. Chem. (in Vorbereitung). 
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E//el~te von HPE au/ den 1-14C-Glucose. und 6-14C-Glucose-Sto/]wechseI in 
Ascites- TumorzelIen 

Das Hauptziel dieser Experimente war die Untersuchung der jeweili- 
gen Wirkungen yon HPE auf die Oxydation der Glucose, einerseits 
fiber den Pentosephosphat-, andererseits fiber den Tricarbons/~urecyclus, 
dutch Messung der l~adioaktivit/s des Atmungs-C02 aus 1-14C-Glucose 
und 6-14C-Glucose. Die Fragmente beider Glucosen werden auch in Fette, 
Proteine und Nueleins/~uren eingebaut. Da sich die Zwischenreaktionen, 
die zu diesen Synthesen ffihren, yon denen des Einbaus von Leucin und 
Adenin unterscheiden, war es yon Interesse, die HPE-Wirkungen auch 
auf den Einbau yon Glucose-lAaC und Glucose-6-14C in Proteine, RNS 
und DNS zu bestimmen. Es muf~ erw~hnt werdcn, dab mit 14C-Glucose 
als Tracer die Radioaktivit/s in der Proteinfraktion betr/~chtlich hSher 
ist als in den RNS und DNS und dab deshalb eine st/~rkerc Verunreini- 
gung der Nucleins/~uren durch Spuren yon hydrolysierten Proteinen zu 
erwarten ist im Vergleich zu Experimenten, in denen eine i~ischung yon 
1A4C-Leucin und 8-14C-Adenin verwendet ~urde. Wie die Ergebnisse 
zeigcn, konnten die spezifischcn Unterschiede in der Verteilung yon 
eingebautcm C-1 und eingebautem C-6 der Glucose trotz dieser Ver- 
unreinigung beobachtet werden. Typische Resultate eines solchen Experi- 
ments sind in Tab. 4 dargcstellt. Wie daraus ersehen werden karL:, 
stimuliert 0,2 und 0,4 mM HPE geringfiigig, wenn iiberhaupt, den 
Einbau yon C-1 in das respiratorische COs, obwohl die Gesamtatmung 
um 220//0 und 35% gehemmt worden war. Andererseits wurde der Einbau 
von C-6 um 45% und 60% gehemmt. Dementsprechend hat sich der 
Quotient C-1/C-6 des CO2, der fiir die Kontrollen 3,1 betrug, auf 6,4 mit 
0,2 mM HPE erh6ht und auf 8,1 mit 0,4 mM HPE. In einem anderen 
Experiment, in dem die Asciteszellen mit 0,2 und 0,4 mM HPE 20 M_in. 
vorinkubiert worden waren, bevor die 14C-Glueosen zugekippt wurden, 
war die Gesamtatmung nach einer Stunde um 34% und 48% gehemmt, 
doch war das C-1/C-6-Verh/i.ltnis des C02 yon 2,7 der Kontrollcn auf 
10,8 (mit 0,2 mM HPE) und 12,2 (mit 0,4 mM HPE) angestiegen. Solche 
Ergebnisse zeigen an, dab HPE die Dehydrogenasen des Pentosephosphat- 
cyclus nicht beeinflul~t und dal~ die Hemmung der Atmung nur auf 
Wirkungen yon HPE auf die Oxydationen des Triearbons/iurecyclus 
oder des wasserstoffiibertragenden Systems zuriickzuffihren ist. 

Die MTerte fiir die Kontrollzellen zeigea an, dab hier C-1 in Nuclein- 
sguren, C-6 in Proteine und Lipide geringffigig bevorzug~ eingebaut 
werden. Aus insgesamt 5 Experimenten ergab sich ein C-t/C-6-Quotient 
yon fund 0,9 (0,82 bis 0,93) ffir Proteine und Lipide, abet durchwegs yon 
1,0 oder mchr fiir DNS (1,0 bis 1,33) und RNS (1,02 bis 1,26). In allen 
F/~llen blieb der Effekt yon HPE derselbe, n/~mlich: keine signifikanten 
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Ver/~nderungen im C-1/C-6-Quotienten fiir den Einbau in Proteine und 
Lipide, abet ein best/~ndiger Anstieg yon C-1 fiber C-6 fiir den Einb~u 
in D N S  und RNS.  Jedwede Verunreinigung aus der Proteinfraktion 
kSnnte dieses Verh//ltnis flit die Nucleins/iuren zugunsten yon C-6 ver- 
schoben haben. Eine solche Verunreinigung ~x4irde in den Kontrollzellen 
starker sein, in denen die ~/[enge des radioaktiven Proteins betrs 
hSher ist als in den Zellen, die dutch HPE-EinfluB gehemmt worden 
sind (Tab. 4). Der tats/~chliche C-1/C-6-Quotient fiir die Kontrollen kSrmte 
aus diesem Grund hSher sein, als rrtit unserer Versuchsmethodik gefunden 
wurde (vgl. z .B.  Zit.23). Die t temmung des Einbaus yon C-6 and C-1 
in die Proteine (50% mit 0,2 mM und 78% mit 0,4 mM H P E )  entspricht 
praktisch der, die fiir den Einbau yon 1-14C-Leuein beobaehtet wird 
(Tab. 1). Der Einbau beider Glucosekohlenstoffatome in die Lipide scheint 
weniger empfindlich zu sein, obwohl immerhin 50~ bis 60% I-Iemmung 
mit 0,4 mM H P E  beobaehtet wird. Die Hemmung des Einbaus von C-1 
und C-6 in die Nucleins/~uren ist fiir Vergleiehszweeke weniger geeignet, 
da H P E  den Einbau der beiden C-Atome unterschiedlich beeinflul3t. 
Die 65proz. Hemmung des C-6-Einbaus in die RNS,  bewirkt durch 
0 ,4mM, entspricht etwa der, die mit 8-14C-Adenin beobachtet ~vird 
(Tab. 1). Der Einbau der Glucosekohlenstoffatome in die DN,~ ist jedoch 
viel weniger empfindlich als der Einbau yon 8-14C-Adenin. Der letzt- 
genannte ~nlrde durch 0,2 mM H P E  zu 90% gehemmt (Tab. 1), w~hrend 
0,4 mM H P E  den Einbau yon Glucose-C-1 nur um 53% und yon Glucose- 
C-6 nut  um 64% (vgl. Tab. 4) gehemmt hat. Die Ursachen fiir solche 
Differenzen erscheinen derzeit noch nicht klar. Jederffalls kSnnen sic 
nicht dutch Verunreinigungen yon den Proteinen her hervorgerufen 
sein, die eine relativ hShere Einbauhemmung ergeben. Wie im voran- 
gegangenen Kapite] mit Adenin gezeigt werden konnte, scheint H P E  
auf die Synthese der Nucleotide ohne Effekt zu sein. Die ~ISglichkeit 
einer erhShten Aktivits im Desoxyribonucleotid-Pool wird sp/iter 
diskutiert werden. 

Wie Tab. 4 veranschaulicht, verhindert wiederum 1 m M GSH alle 
durch 0,4 mM H P E  bewirkten Hemmeffekte anf den C-l- und C-6-Stoff- 
wechsel. Ein offensichtlich verbleibender Rest yon Empfindlichkeit des 
C-1-Stoffwechsels gegeniiber H P E  ist wahrseheinlieh auf die Wirkungen 
des GSH selbst zm'iickzufiihren, das anscheinend den C-1-Stoffwechsel 
der Glucose leicht stimuliei't und den C-6-Stoffwechse] proportional 
gehemrnt hat. 

Die eingebauten Mengen und die Yerteilung yon Glucose-l-14C und 
-6A4C in C02, ~Nucleins/~uren, Proteinen und Lipidfraktionen der E A T Z  
stimmen mit den Resultaten yon Uppin und Schole]ield 2s iiberein. Doch 

23 B. I. Uppin und P. G. Schole]ield, Canad. J. Biochein. 43, 209 (1964). 
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hemmt naeh diesen Autoren 0,1 mM Jodacetat den C-1-Einbau in das 
C02 um 220,  w/~hrend der C-6-Einbau um 20~o stimuliert wird. Jodacetat 
hemmt auch den Glucoseeinbau in Proteine (50~o) und Nueleotide (30~ 
war jedoch ohne signifikanten Effekt auf den Einbau in NucIeins/iuren 
und Lipide. 

Wirkungen yon H P E  au/ den Sto/]wechsel von normalen Geweben 

In friiheren Untersuchungen war bereits dariiber beriehtet worden, 
daB die Atmung yon normalen S/~ugetierzellen gegenfiber HOE viel 
resistenter ist als die yon Tumorzellen 3. Diese Beobachtung wurde in 
der vorliegenden Arbeit auch ftir H P E  besti~tigt. EATZ,  menschliehe 
Leukoeyten, Schnitte yon ~/iuseleber und -nieren wurden 30 5{in. aerob 
bei 37~ in Krebs-Ringer-Phosphatpuffer mit HPE-LSsungen verschie- 
dener Konzentrationen vorinkubiert und nach Glucosezusatz die Atmungs- 
grSBen gemessen. 0,45 mM H P E  bewirkte eine 50proz. Hemmung der 
Atmungsgr5Be bei den EATZ,  w/ihrend bei Leukocyten fiir die gleiche 
Atmungshemmung 4,5, Leber- und Nierenschnitten 8,5 mM H P E  be- 
nStigt wurden ~. 

Tab. 5 zeigt, dab aueh hinsiehtlieh der Biosynthesen yon Proteinen 
und Nueleins~iuren ganz /ihnliche Differenzen zwischen Ascites-Tumor- 
zellen und Schnitten yon Rattenjejunum, -milz und -thymus gefunden 
wurden. Die relativen Empfindlichkeiten der genannten Synthesen gegen- 
fiber H P E  waren im Normalgewebe und in den Tumorzellen die gleichen. 
Um dasselbe Ausma$ der Hemmung zu erzielen, wurden jedoeh in den 
Normalgeweben 0,4 mM H P E  benStigt, in den Ascites-Tumorzellen 
jedoeh nur 0,1 raM. Dieser Unterschied kSnnte vielleicht teilweise mit 
einer langsameren Permeation yon H P E  in die Schni~te, verglichen mit 
freien Zellen, erkl/irt werden. Dies ws wenigstens eine der Erkl/~rungs- 
m6glichkeiten, warum die Schnitte yon Jejunum gegenfiber H P E  weniger 
empfindlich waren, als die um einiges diimleren Schnitte yon Mih und 
Thymus. Die letztgenannten geben jedoch einen groBen Teil ihrer Lympho- 
eyten und Thymocyten in das Inkubationsmedium wi~hrend der Inkuba- 
tion ab und ns sich so den Bedingungen einer Suspension freier 
Zellen. Auch die l~esistenz der Atmung der Leukocyten 9, 32 zeigt an, 
dab die Dicke der Schnitte wahrseheinlich nut ein untergeordneter Faktor 
fiir die relative Resistenz der Normalgewebe gegenfiber H P E  sein dfirfte. 

E//ekte von H P E  au/ den Sto]/wechsel menschlicher Tumoren in vitro 

Im folgenden wurden die Wirkungen yon H P E  auf menschliche 
Prim/@tumoren im Vergleichstest mit anderen bekannten uud bereits 
in klinischer Verwendung stehenden Carcinostatica gepriift. Die Empfind- 
lichkeit individueller Tumoren kann bekanntlich betr/ichttich variiercn, 
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Tabelle 5. Verg le i ch  tier W i r k u n g e n  yon  H P E  auf den Stoff- 
wechsel  yon  A s c i t e s t u m o r z e l l e n  und  e in igen  g e s u n d e n  Geweben  

der R a t t e  

1 Stde. Inkubation in Krebs-l~inger-Phosphat-Olueose. Markierte Substrate: 
2 mM L-(lA4C)-Leucin und 0,1 mM (SAaC)-Adenin. Aseitestumorzellen unter 
Luft, Sehnitte gesunder Gewebe unter O2 inkubiert. Die Wirkungen yon 
HP E auf die gemessenen Stoffweehselgr6~en in Prozenten der entspreohenden 

Kontrolten. 

Einbau in % der Blindwerte 
Atmung in % Leuein Adenin Adenin 

tier Blindwerte . 
m Protein in der RNS in der DNS 

Ehrlich-Asciteszellen 
-k 9,1 mM H P E  97 70 90 40 

S~rkom-37-Asciteszellen 
~- 0,1 mM H P E  95 72 90 48 

Ratten-Diinndarmschnitte 
0,4 m M  H P E  93 96 110 81 

Ratten-Milzschnitte 
-~ 0,4 mM H P E  83 77 78 58 

l~atten-Thymusschnitte 
-{- 0,4 mM H P E  94 71 83 50 

such wenn die Tumoren gleich lokMisiert sind und demselben histologi- 
schen Typ angehSren. Ein solcher Vergleichstest kann somit fiir die 
Auswahl einer Substanz fiir die klinische Chemotherapie yon Wert sein 12. 
Wie die Werte der Tab. 6 zeigen, sind die Wirkungen yon H P E  auf den. 
Stoffwechsel dreier mensehlicher Tumoren in vitro durchaus vergleichbar 
mit den Effekten yon 5 bekannten Cytostatiea. Die Wirkungen yon 
H P E  auf jeden einzelnen Tumor variieren betr/~chtlich, wie man das 
auch yon anderen Cytostatie~ bereits kermt. Beso~ders iiberraschend ist 
die vergleiehsweise hohe Empfindlichkeit der DNS-Synthese des Colon- 
eareinoms gegeniiber H P E ,  die gegeniiber 1Vletothrexat und 5-Fluor- 
uracil offensicht]ich resistent ist. Beide genarmten Cytostatica sind 
spezifische Inhibitoren der DNS-Syathese und normMerweise die besten 
Agentien bei gastrointestinMen Tumoren 1-~. 

Reaktionen zwischen H P E .  und SH- Verbindungen 

Die durch H P E  gesetzten Stoffwechselblockaden in Tumorzellen, 
insbesondere die Reversibilit~t dieser Effekte gegeniiber Zusatz yon 
SH-Verbindungen, legten die Annahme einer essentiellen Beteiligung 
zellul/~rer SH-Gruppen nahe. Dies wurde weiterhin in ~odellexperimenten 
mit verschiedenen SH-Verbindungen gepriift. 

Monatshef~e fiir Chemie, Bd, 100/3 70 
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a) Reaktion zwischen H P E  und Glutathion oder Cystein 

H P E  zeigi wie auch die anderen homologen Hydroxyenale eine auger- 
ordentliehe Affinit~t zu SH-Verbindungen, wie etwa GSH oder CySt-I. 
Bei Zusatz yon GSI:[ zu einer w/~Br. L5sung von Hydroxyenalen t r i t t  
eine prompte chemische 1%eaktion ein, die durch das Versehwinden der 
freien SH-Gruppe yon GSH und der chromophoren Gruppe des Aldehyds 
charakterisiert ist und an Hand beider l~eaktionen quanti tat iv verfolg~ 
werden kann. Die Reaktion verls so rasch, dag kinetische ~r 
nnr in einem Konzentrationsbereich yon 0,1 mMol/1 iiberhaupt m6glieh 
sind. Im genannten Konzentrationsbereich und bei Zimmertemp. und 
einem pH yon 7,3 betr~gt die Halbwertszeit der l~eaktion zwischen 
H P E  und GSH 32 Min. Fiir eine HPE-Konzentrat ion yon 0,5 mM 
und ffir CySI~I 1 mM betrug die Halbwertszeit 2,65 Min. ~a. Solche Reak- 
tionsgeschwindigkeiten maehen die Ergebnisse der Experimente an 
Ascites-Tumorzellen verstiindlich, in denen das molare Verhaltnis zwisehen 
I t P E  und GSH 1,5 bzw. 1 :2 ,5  und die Temperatm ~ 37~ betrug 
(Tab. 3 und 4). 

Wie an anderer Stelle ausftihrlich berichtet 2a, beruht die I~eaktion 
zwisehen den Hydroxyenalen und GSH bzw. aueh anderen SH-Verbin- 
dnngen im wesentliehen auf Bildnng eines Thiogthers, wobei die SH- 
Gruppe an die Doppelbindung des Aldehyds addiert wird, w/ihrend das 
freie Hydroxyl  yon C-4 einen intramolekularen furanoiden l~ing mit der 
Aldehydgruppe (C-l) sehliefit. 

b) Wirlcungen von H P E  au/ Icristallisierte Enzyme 

Die Wirkungen yon H P E  auf 6 kristallisierte Si t -Enzyme sind in 
Tab. 7 dargestellt. Man ersieht darius eine starke und auffallend selek- 
t i re  Hemmung der Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase (GAPDH). 
~hnliche Hemmungen wurden beobachtet, wenn die Aktivits der 
betreffenden Enzyme in Extrakten aus HPE-behandelten E A T Z  ge- 
messen wurden ~2. Bekannt]ich spielt die GA PD H  eine ffihrende Rolle 
im Embden-Meyerho]-Weg und eine Blockade dieses Schrit%es d•rfte 
schlieBlich auch viele andere Reaktionen, die diesem Schritt zeitlich 
vor- bzw. nachgelager~ sind, hemmen. Die Tatsaehe, dab die Glykolyse 
in Tumorzelten eine vie] wichtigere Rolle spielt als in Normalzellen, 
k5nnte auch ein Faktor  sein, der ffir die geringere Empfindliehkeit der 
NormMzellen gegenfiber H P E  verantworlich sein kSnnte. Die relative 
Unempfindliebkeit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase stimmt mit 
der in Tab. 4 gezeigten Resistenz der Pentosephosphat-Oxydationen 
gut fiberein. Die progressive Hemmung der kristallisierten G APD H  bei 

2~ E. Schauenstein, F. Dorner und J. Sonnenbichler, Z. Nat~m'forsch. 
23 B, 316 (1968). 

70* 
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Einwirkung versehiedener Konzentrat ionen yon HPE ist in Abb. 1 
graphiseh wiedergegeben. 

e) Quantitative Untersuchuncj der Realction zwischen HPE und GAPDH 

Um eine 100proz. Hemmung des genannten Enzyms zu erhalten, 
mul3 das Verh/~ltnis Enzym zu Aldehyd im ursprtingliehen Inkubations- 
ansatz 1:1000 betragen. Das dm'ch die halbs~iindige Inkubat ion roll- 

100 
/ 

~t 60 

20 

5,0 -~,s -46 # -42 -40 -38 -3,6 -3.~ 

- -  ~ log Cf HPE Era~t2 

Abb. 1. Hemmung von kristMlisierter Glyeerinaldehyd-3-phosphat-dehydro- 
genase (GAPDH) dureh Zusatz versehiedener HPE-Konzentrationen. Die 
Enzymaktivit~it wurde nach 30 LVlin. Vorinkubation bei 4~ mit den ent- 
spreehenden HPE-Konzentrationen bzw. bides~ill. ~u (Kontrotle) be- 
stimmt. 1% e a k t i o n s g e mi  s e h : naeh Boehringer Bioehemiea Informationen. 
R e a k t i o n s m e s s u n g  naeh optisehem Test naeh V~rarburg. eE- -End-  

konzentration 

stgndig gehemmte Enzym wird 8 Stdn. bei 4 ~ C gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. In  best immten Zeitintervallen warden Proben des Dialysats 
entnommen und die 5{enge des in den Dialysemantel iibergetretenen 
freien Aldehyds spektrometriseh bestimmt.  Die erhaltenen ~'Iengen werden 
iE Prozenten des Aldehyds, der im urspriingliehen Inkubationsansatz 
vorhanden war, ausgech'iiekt. Die Ergebnisse zeigen an, dab naeh 5 Stdn. 
der grSBt.e Teil des Aldehyds in den Dialysemantel iibergetreten ist,. 
Wena das Enzym nun auf seine Aktivitgt  geprtift wird, wird gleiehwohl 
vollstgndige Inakt iv i tg t  festgestellt. Als Vergleich diente eine Enzym- 
16sung, die der v611ig anMogen Behandlung mit  Ausnahme des Aldehyd- 
zusatzes unterworfen worden war (Abb. 2, Kurven 3 und 4). 

Die Menge des an das Enzymprotein gebundenen Aldehyds kann 
anf Grund der Reaktion mit  2,4-Dinitrophenylhydrazin quanti tat iv 
best immt werden 1~. Solehe Messungen ergaben, dab naeh ersch6pfender 
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DiMyse pro Mol Enzymprotein angen/~hert 4 Mole H P E  gebunden 
bleiben. Die quantitat ive chemische Bestimmung yon SH-Gruppert am 
Enzym vor und nach Behandlung mit Aldehyd ergab einen Verlust yon 
ebenfalls angenghert 4 SI-LGruppen pro Molektil 2s. Diese Zahl entspricht 
praktisch der Zahl der funktionellen SH-Grnppen der G A P D H  ss. 

F o, f l  

o i T o L  . , , . ,  , 

0 20 40 GO 80 lO0 120 140 i60 180 200 220 240 260 

Abb. 2. Reversibilit/s der Hemmung yon GAPDH mit Cystein. K u r v e  1: 
Enzymaktivit/~t naeh 30 Min. Vorinkubation mit destitI. Wasser (Kontrolle). 
K u r v e  2: Aktivit~t des gehemmten Enzyms (30 Min. Vorinkubation mit 
0,4 mM HPE) nueh Addition yon 40 mM CySI-t (Pfeil). K u r v e  3: Enzym- 
~ktivit/~t naeh 8 Stdn. Dialyse (ohne HPE).  K u r v e 4 :  Aktivit/~t des ge- 
hemmten und dialysierten Enzyms naeh Addition yon 40 mM CySH (Pfeil) 

d) Reversibilit~it der H P E -  Wirkung 

Die Aktivit/~t yon GAPDH,  die dutch 0,4 m M  H P E  zu 100~o inakti- 
viert wol"den war, kann dutch Zugabe von Cystein in vollem AusmaB 
wieder hergestellt werden (vgl. ~ueh S. 1086). Die Menge des zu der 
Reaktionsmischung zugesetzten Cysteins hat etwa 100real hSher zu sein 
~ls die ~enge  des ~nwesenden H P E  (Abb. 2, Kurve 2). In  analoger Weise 
stellt Cystein ~uch die Aktivit/~t des n~ch HPE-Inkubat ion  erschSpfend 
ausdialysierten Enzyms wiederum her (Abb. 2, Kurve 4). 

Die genannten mit GSK und CySH erh~ltenen Resultate ergeben 
somit eindeutig, daft H P E  mit freien SH-Gruppen unter Thio/~ther- 
bildung reagiert, wobei die Aldehydgruppe reagibel bleibt. Die prinzipiell 
gleiche Reaktion t r i t t  auch sehr selektiv mit  Enzym-SH-Gruppen ein, 
was zum Aktivit/~tsverlust beim betreffenden Enzym fiihrt. Die Reaktion 
mit Enzym-SH-Gruppen ist gegeniiber GSH und CySH vo]l reversibel ~5. 

2~ A. Kyliane#, Dissertation, Universit/~t Gr~z, 1968. 
26 R. E. Amelunxen, Biochim. Biophys. Acta 139, 24 (1967). 
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Z y t o l o g i s c h e  B e o b ~ c h t u n g e n  

Tumorzellen, die HPE-Kon.zentrat ionea yon > 1 mM ausgesetzt wer- 
den, zeigen charakteristische morpho]ogische Xnderungen. Dieses Ph~no- 

Abb. 3 ~. 

Abb. 3 b. 

Abb. 3. ~) Ehrlich-Ascites-Turaorzellen (EATZ)  ngch 30 Min. Inkub~tion 
in isotoner Kochs~lzl6sung. b) Verschiedene Forraen der St~l~gmose bei 

E A T Z  nach 30 Min. Inkubation mit 5 rnM H P E  

men, d~s nach Ratzenho/er und Zangger 4, ~7 StM~gmose und StMag- 
moptyse ben~nnt worden w~r, ist in Abb. 3 dargestellt. Bild A zeigt die 
Kontrollzellen n~ch 30 Min. aerober inkubution in isotoner SMzlSsung 

37 ~71/i. Ratzenho/er und J. Zangger, Beitr. Path. Anatomie u. Allgom. Path. 
130, 243 (1964). 
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mit normaler 3Iorphologie, Bild B die verschiedenen Stadien der morpho- 
logischen Anderungen der Tumorzellen naeh Inkubat ion ,nit 5 m M  H P E .  

In  den friihen Stadien des Effektes treten kleine Protrusionen auf der 
Zelloberflgehe auf, die schlieftlieh die Form kleiner TrSpfehen annehmen. 
Diese TrSpfchen bleiben noch mit  der Zelle dutch feine Stiele verbunden, 
werden allm/ihlich grSfter (Mikrostalagmose) und vergrSgern sieh schlieft- 
lich so stark, daft ihr Durehmesser den der Zelle erreieht oder sogar iiber- 
trifft (Stalagmose), worauf es schlieftlich zu einer Abtrennung der Ex- 
trusionen kommt  (Stalagmoptyse). Zytospektrophotometrisehe und zyto- 
ehemisehe Untersuehungen haben ergeben, daft diese Plasmaextrusionen 
Proteine und R N S ,  abet keine D N S  enthalten 2s. Die S~alagmose kann 
daher als eine Desintegration des Zytoplasmas angesehen werden, die 
hSehstwahrseheinlich durch einen Schaden an der Zellmembran hervor- 
gerufen wird. Es ist bekannt,  daft z. B. die Wirkung organischer Queek- 
silberverbindungen auf Erythrozyten zu einem Verlust an SH-Gruppen 
der Proteine der Zellmembran fiihrt. Die Folge sind ]4nderungen in der 
Membranpermeabili ts  gegeniiber KMium, Natr ium und Glucose 29. Daft 
H P E  die Zellmembran tatss beeinfluftt, kommt  aueh in der An- 
derung der Permeabilitgt yon Aseitestumorzellen gegenfiber Trypanblau 
zum Ausdruck (vgl. Tab. 8). Es erscheint bemerkenswert, daft bei einer 

Tabelle 8. C y t o l o g i s e h e  W i r k u n g e n  yon  H P E  auf  E h r l i e h - A s c i t e s -  
T u m o r z e l l e n  

0,2 ml nativer Ehrlieh-Aseitestumor, gemiseh~ mit 0,5 ml HPE-L6sungen,  
30 Nin. bei 37 ~ C inkubiert. Naeh Verd~nnung 1 : 10 mit isotoner Koehsalz- 
16sung Untersuchung der Zellen hinsich~lieh Trypanfiirbung und morphologi- 

scher Ver~tnderungen. 

H P E ,  Zellen, die mit Zellen, die Stalagmose 
mM Trypanblau und StMagmoptyse 

anf/~rbbar sind zeigen 

0,5 6--8 % vereinzelt 
2,0 90% 80--85% 
5,0 96% 96% 

Konzentrat ion yon 0,5 m M  H P E ,  b c i d e r  die fiinf in dieser Arbeit gc- 
messenen biochemischen Parameter  zu 50% und mehr gehemm~ wurden 
(Tab. 1), weder ein positiver Trypantest ,  noch StMagmose auftritt,  das 
heiBt also, daft diese zytologischen Kriterien noch keine signifikante 
Anderung der Zellvitalit~t anzeigen. Ob hier eine tats/ichliehe oder nur 

~s E. Schauenstein, W. WShl und I.  Kramer, Z. Naturforsch. 23 B, 530 
(1968). 

29 I~. M, Sutherland, J. N.  Stannard und R. I. Weed, Intern~t. J. P~di~.  
Biol. 12, 551 (1967). 
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eine seheinbare Diskrepanz besteht, kann nieht sieher beurteilt werden, 
da die bioehemisehei~ Parameter und die eytologisehen Kriterien unter 
nieht streng vergleiehbaren Bedingungen untersueht wurden: Die erst- 
genannten bei lstdg. Einwirkungsdauer yon H P E  und Glueosezusatz, 
die letztgenannten bei halbstiindiger Eimvirkungszeit ohne Glueose- 
zusatz und bei viel h6herer Zelldiehte. 

Zellen, isoliert aus normaler Leber und Niere yon Ratten, oder aueh 
mensehliehe Leukoeyten zeigen nieht das Phgnomen der Stalagmose, 
aueh nieht naeh Inkubation mit Konzentrationen yon 10 inM. Diese 
auf Grund der eytologiseheI1 Kriterien festgestellte wesentlieh h6here 
Resistenz yon Normalzellen entsprieht durehaus den Ergebnissen der 
bioehemisehen Messungen (Tab. 5). 

Z u s a m m e n f a s s e n d e  B e s p r e c h u n g  de r  E r g e b n i s s e  

Die vorliegenden Untersuehungen ergaben, dab H P E  versehiedene 
Wege des Zell-Stoffwechsels wirksam bloekiert: Glykolyse, Atmung, 
Biosynthese yon D N S ,  R N S  und Proteinen. 

{3bet den 3s der einzelnen Hemmeffekte sind derzeit 
folgende Aussagen m6glieh: 

Die prinzipielle Ursaehe fiir die Glykolysehemmung dureh H P E  

dtirfte in der Inaktivierung der G A P D H  zu suehen sein. G A P D H  wird 
aueh im Modellversuch i. Vgl. zu 5 anderelt kristallisierten SH-Enzymen 
mit hoher Selektivit/~t dutch H P E  inaktiviert. AuI die untersehiedliehe 
Empfindliehkeit versehiedener SH-Enzyme gegeniiber einem oder mehre- 
ran Inhibitoren wurde in der Literatur mehrfaeh hingewiesen s~ Die 
Inaktivierung tier G A P D H  dutch H P E  wurde dutch ehemisehe Reaktion 
der 4 funktionellen Enzym-SIq-Gruppen mit der Doppelbindung des 
Aldehyds erklgrt und ist gegen GSH oder CySH yell reversibel. 

Die hohe Empfindliehkeit der kristallisierten G A P D H  gegen H P E  

liege allerdings zun/iehst bei 0,5 mM eine h6here Glykolysehemmung 
erwarten als tats//ehlieh beobacht, et (50%, vgl. Tab. 1). Fiir diese sehein- 
bare Diskrepanz bieten sieh zwei Erklgrungsm6glichkeiten: 

a) H P E  drillg"c in bestimmtem Anteil iI1 die Zelle ein und reagiert 
deft  mit vielen anderen, aueh nieht-funktionellen SI-LVerbindungen; 
dadureh wird die fiir eil~e sofortige h{aximalhemmung erforderliche 
intrazellul/~re HPE-Konzen t ra t i on  nieht erreieht. 

ao p.  D. Boyer, m P. D. Boyer, H. Lardy und K. ~VIyrbO~elc, The Enzymes, 
Vol. 1, Academic Press, New York (1959), p. 511. 

s~ R. i~[. Johnstone, in R. M. Hochster und J. H. Quastel, Met.abolie Inhib- 
itors, Vol. 2, Academic Press, New York (1963), p. 99. 

a2 j .  L. Webb, Enzymes and l~[etabolie Inhibitors, Vol. 2, Academic Press, 
New York (1966), p. 635. 
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b) Die intrazellul/ire Konzentration an urspriingliehen Substraten 
und Cofaktoren ist ausreiehend hoch, um einige Reaktionen noeh eine 
Zeitlang weit.erlaufen zu lassen, aueh wenn mehrere Enzyme bereits 
maximal gehemmt worden sind. 

Wahrscheinlich werden beide lV[Sgliehkeiten die intrazellul/ire Wirkung 
yon H P E  modifizieren. Die dureh G A P D H  katalysierten l~eaktionen 
seheinen die empfindlichste Stelle der Glykolysekette darznstellen und 
werden in verschiedenem Ausmag dutch verschiedene SIt-Reagentien 
und andere Glykolysehemmer beeinflugt. I-Iemmungen kSnnen auf ver- 
schiedene Weise verhindert oder aufgehoben werden. Die Hemmung 
dutch p-C1-Mereuribenzoat wird durch hohe Substratkonzentration ver- 
hindert und dureh CySH aufgehoben a3, nieht aber die Hemmung dutch 
Jodaeetat  oder Jodbenzoat 20, a3. Die Hemmungen dureh Tri/ithylenimine 
und Careinophilin werden dureh Nicotinamid verhindert und aufgeho- 
ben 17-2~ Die Hemmung dutch H P E  kann dureh GSH oder CySH ver- 
hindert u n d aufgehoben werden, nieht ]edoch dutch Nieotinamid. 

VSllig iiberrasehend is~ die gleichzeitige Hemmung yon Glykolyse und 
Atmung durch H P E :  Jodaeeta*, DL-Glycerinaldehyd, Carcinophilin 
stimulieren n~;mlich - -  zumindest bei Tumorzellen - -  die Atmung bei 
Konzentrationen, bei denen die Glykolyse nahezu vollst/~ndig gehemmt 
wird (Umkehrung des Crabtree-Effektes 1~ 20) und beginnen die Atmung 
erst bei betr~ehtlieh hSheren Konzentrationen zu hemmen. Ahnliehe ver- 
gleiehende Untersuchungen iiber die Wirkung anderer SH-Inhibitoren 
auf Glykolyse nnd Atmung seheinen in der Litera~ur zu fehlen, doch gibt 
es zahlreiche Beriehte fiber Hemmeffekte verschiedener SH-Inhibitoren 
auf viele Reaktionen des Tricarbons/~ureeyclus a~ Wiewei~ die beob- 
aehteten I-Iemmeffekte das Ergebnis bloekierter Enzyme oder, wie bei der 
Oxydation yon Pyruvat,  c~-Ketoglutara*, Fetts/iuren und der meisten 
Aminos/~uren, auf die Inaktivierung yon Liponsgure und Coenzym A 
zuriiekzufiihren sind, ist noeh nieht eindeutig erwiesen. Andererseits be- 
wirkt H P E  einen drastisehen Abfall des NAD-Niveaus ,  was gewil3 fiir die 
Hemmung yon A*mung und Glykolyse yon Bedeutung sein wird ~, 21, 22 

Fiir das Zustandekommen der A*mungshemmung sind ferner die 
Inaktivierung weiterer, bisher noeh nieht n/iher identifizierter Dehydro- 
genasen mit funktionellen SI-I-Gruppen sowie schlieBlieh die Blockade 
der Elektronentransportkette veran~wortlich zu machen 21. In den meisten 
F~;llen kSnnen die dutch StI-Inhibitoren bewirkten Hemmungen der 
Oxydationsprozesse des Triearbons/~ureeyelus dutch GSIt und CySH ver- 
hindert und gelegentlieh aueh aufgehoben werden ~~ [Die Hemmung der 
Suceinatdehydrogenase dureh SH-Inhibitoren kann dutch Sueeinat 

~3 S. F. VeHck und C. Eur]ine, in P. D. Boyer, H. Lardy und K. Myrback, 
The ]Enzymes, Vo]. 7, Academic Press, New York (1963), p. 243. 
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oder ~a lonat  aufgehobeI1 werden a~. Dagegen kaml die Atmungshemmung 
dureh H P E  weder dnreh Pyruvat ,  Glutamat, Sueeinat, Fumarat  noeh 
dm'eh Nieotinamid anfgehoben werden. Anwesenheit yon GSI-I im Inku- 
bationsmedinm verhindert jedoeh die Atmungshemmung vollstgndig und 
sie kann aueh dureh naehtrggliehen Zusatz yon CySH zu HPE-behandel-  
ten und dreimal gewasehenen Zellsuspensionen praktiseh vollkommen auf- 
gehoben werden ~1. Dies weist darauf bin, dab auch die Atmungshemmung 
dutch Reaktion yon H P E  mit iunktionellen SI-I-Gruppen zustande ge- 
kommen ist. 

H P E  hemmt, zum Untersehied yon p-C1-3/[ereuribenzoat a5 und Jod- 
aeetat ~3 die Oxydationen des Pentosephosphateyclus nieht mel3bar. 

H P E  hemmt ferner wirksam die Proteinhiosynthese. Die Aktivierung 
yon Aminos/~uren sowie die Polymerisationssehritte sind stark abh/ingig 
von freien SI-I-Gruppena~-as; aminosgureaktivierende Enzyme werden 
dureh p-C1-Mereuribenzoat gehemmt a6 (reversibel gegen GStti!); SH-In- 
hibitoren hemmen die GTP-ase  und in der Folge daher die Polyphenyl- 
alaninsyatheseaT; Ribosomen werden dutch mel~rere SI-I-Inhibitoren 
partiell inaktiviert, wobei die Inaktivierung dutch 3/[ereaptogthano], 
nieht abet dureh Jodaeetat  und Jodaeetamid aufgehoben werden kann as. 
Es ist daher anzunehmen, dag H P E  aueh die Proteinbiosynthese tiber 
eine l~eaktion mit einer oder mehreren der SI-I-abh/i.ngigen Komponenten 
dieses Systems hemmt. Hierfiir sprieht insbesondere aueh die Verhinde- 
rung der Hemmnng dnreh GSI-I. 

Den st/irksten Hemmeffekt zeigt H P E  auf den Einbau yon 8-14C- 
Adenin in die D N S ,  wghrend der Einbau in die R N S  viel sehwgeher 
beeinfluBt wird. f~'ber die Wirkung yon SH-Inhibitoren auf die Nuelein- 
sguresynthesen seheinea wenig ~Beriehte in der Literatur vorzuliegen. 
0,1 mM-Jodaeetat  hemmt unter anaeroben t/edingungen den Einbau yon 
8-14C-Adenin in DNS und R N S  yon E A T Z  gleiehermal3en um 90~ 
Aerob, wenn der Verlust an Energie ( A T P )  aus der gehemmten Glykolyse 
dutch gesteigerte Atmung fast vollstgndig kompensiert wurde 10, belguft 
sieh die Hemmung der Inkorporierung in die D N S  auf etwa 50~ in die 
R N S  nur auf 20 bis 30%. 1 mM GSH ist praktiseh ohne Einflul~ 2~ Sung 
und Quastel a9 beriehten fiber die Wirkung yon Sarkomyein auf die S~m- 
these yon D N S  und R N S  in E A T Z  und zelffreien Systemen, Die D N S -  

84 T. P. Singer und E. B. Kear~ey, in P. D. Boyer, H. Lardy und 
K. ~/Iyrb(~clc, The Enzymes, Vol. 7, Academic Press, New York (1963), p. 383 

35 G. E. Glock und P. MaeLean, Bioehem. J. 55, 400 (1953). 
36 E. H. Allen, E. Glassmam~ und R. S. Sehweet, J. Biol. Chem. 2aS, 1061 

(1960). 
~ Y. Nishizul~a und F. Lip~r~a~n, Arch. Biochem. Biophys. I16, 344 

(1966). 
as ]~. R. T~'aut und A. L. Haenni, Europ. J. Biochem. 2, 64 (1967). 
a9 S. C. Sung und J. H. Quastel, Cancer Res. 23, 1546 (1963). 
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Synthese wird viel st/~rker betroffen als die RNS-Syathese. Beide Hem- 
mungen werden durch GSH oder CyStt verhindert; kein EinfluB auf Ein- 
b au yon 8- ~dC-Adenin und 2-14C- Thymidin auf die s/~urelSslichen Nucleotide. 
Die Autoren schlieBen auf eine spezifische Hemmung der DNS-Poly- 
merase. Aus der auffallenden Ahnlichkeit der t temmeffekte yon H P E  und 
Sarkomycin ergibt sieh ein Hinweis auf den gleiehen Angriffspunkt beider 
Substanzen. Aus bisher unbekannten Griinden erweis~ sich die DNS- 
Polymerisation gegeniiber H P E  und anderen SH-Inhibitoren empfind- 
licher als die RNS-Synthese. 

Die Wirkungen yon H P E  auf den Einbau yon 14C aus 1-14C- und 
6-14C-Glucose in die RNS  sind ~;hnlich den mit 8-~4C-Adenin beobachteten 
Effekten, der Einbau yon 14C aus Glucose in die DNS erwies sich 
als viel weniger empfindlich. Obgleich eine gewisse Radioaktivit~t der 
Glucose schlieBlich ia den Purinen und Pyrimidinen erscheint, be- 
findet sich dcr grSl3te Aktivitgtsanteil nach einer Stunde Inkubation 
wahrscheinlich in der Ribose und Desoxyribose. Die Aktivit~t der 
Nucleotidfraktion konnte in unserem Experiment nicht gemessen werden, 
da fiir die vollst~ndige Sammlung des respiratorischen C02 dem Inku- 
bationsmedium S~ure zugesetzt wurde. Gleichwohl findet die Reduktion 
der l%ibose zur Desoxyribose nur auf dem Nucleosid-diphosphat-Niveau 
start 4~ infolgedessen wiirde die Radioaktivit/~t in den DNS sti~rker be- 
troffen sein als in den RNS, wenn H P E  bereits die Synthese yon l%ibose- 
Nueleotiden gehemmt hat. Tats~chlich abet wurde experimentell das 
Gegenteil beobachtet - -  wahrscheinlich deswegen, well die gehemmte 
RNS-Synthcse mehr Ribonueleoside fiir die Syathese yon Desoxyribo- 
nucleotiden verfiigbar gelassen hat. Der nicht betroffene Pentoscphosphat- 
Cyclus bei gleichzeitiger Hemmung tier Glykolyse und des Citratcyclus 
fiihrt wahrscheinlich zu einer Erh6hung des NADPH, das die Synthese 
yon Desoxyribonueleotiden auch steigern dfirfte. Somit ist die offensicht- 
lich hShere Resistenz der DNS-Synthese gegen H P E  (gemessen dureh Ein- 
bau yon 14C aus radioaktiver Glucose) wahrscheinlich nur das Resultat 
einer verstiirkten Aktivit/tt im Desoxyribonucleotid-Pool. Unsere Ergeb- 
nisse zeigen an, dal~ die Reaktionen, die zum Einbau yon C-6 in die Ribose 
fiihren, um einiges empfindlicher gegeniiber H P E  sind als jene fiir den 
Einbau yon C-1. Beide C-Atome sind in gleichem MaBe betroffen, wenn sie 
in Lipide und Proteine eingebaut werden. 

Bei cytostatisch wirksamen Substanzen werden m6glichst groBe 
Unterschiede der cytotoxischen Effekte auf Tumorzellen und NormM- 
gewebe gewiinscht. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dab HPE dieser 
Forderung in einem bemerkenswerten Ausmal3 entspricht : u m  etwa gleieh 

40 p. J~einchard, A. Baldenstein und L. Rutberg, J. Biol. Chem. 236, 1150 
(1961). 
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starke ~Iemmung yon Atmung, DNS- ,  Protein- und R N S - S y n t h e s e n  zu 
erreichen, wird bei den untersuchten Normalgeweben mindestens die vier- 
fache H P E . K o n z e n t r a t i o n  ben6tigt wit bei dan Tumorzellen. LaBt man 
H P E  auf Zellen und Gewebe zunachst obne Zusatz yon Glucose ein- 
wirken und setzt diese erst bei Mel~beginn zu, so tr i t t  die unterschiedliche 
Schadigung yon Atmung und Glykolyse bei TumorzelIen und Normal- 
gewebe noch um ein Vielfaches deutlicher hervor : um etwa gleiehe Hemm- 
werte zu erreichen, sind bei Leukocyten, Leber- und Nierenschnitten 
10- his 20fach h6here Aldehydkonzentrationen notwendig Ms bei E A T Z  ~2. 

Die viel geringere Empfindlichkeit der Normalzellen gegenfiber der Wir- 
kung yon H P E  dfirfte auf mehrere Faktoren zurfickzuffihren sein: 

Cytochemisehe und spektrometrische Untersuchungen 41, 4~ ergaben, 
da~ H P E  grundsatzlich sowohl in nichtmaligne wie maligne Zellea ein- 
dringt, dal~ aber die intrazellulare HPE-Konzent ra t ion  in Normalzellen 
tiefer liegen diir~e. 

Welters begriindet der bekanntlich hShere Spiegel an Sulfhydrylgrup- 
pen in Normalzellen aa die 1Vi6glichkeit einer wirksameren Abschirmung 
funktioneUer SI-LEnzyme. Auch die ungleich h5here Bedeutung der 
Garung flit die [Energieversorgung 4er Tumorzellen k6nnte die hShere 
Empfindlichkeit gegenfiber H P E  miterklaren. 

SchlieBlieh wart  daran zu denken, dal~ NormalzeHen fiber ~echanis- 
men verfiigen, die I t P E  rasch zu nicht-toxischen Umwandlungsprodukten 
metabolisieren k6nnten. 

Wie immer er auch erklart werden kann, lal~t der groi~e Empfindlich- 
keitsunterschied zwischen Normal- und Tumorzellen prinzipiell an eine 
Verwendbarkeit yon H P E  in der Chemotherapie denken. 

Allerdings verhindert die hohe Affinitat der Substanz gegenfiber 
SH-Gruppen eine nennenswerte therapeutisehe Wirkung bei systemischer 
Verabreichung. Dagegen konnten bei peritumoraler Applikation bis zu 
8 Tage angegangene Ehrlich-Solicltumoren der ~aus  mit einem therapeu- 
tischen Wirkungsindex yon etwa 0,22 behandelt warden, was nach inter- 
nationalem Ubereinkommen eiaer deutlichen und guten Tumorhemmung 
entsprieht 4a. 

Weiters wurden in ersten orientierencIen Yersuchen mit menschlichen 
Tumoren, insbesondere zunachst bei :Basaliomen, klinische Abheilung bei 

~1 W. Burkl, I .  Kramer und E. Schauenstein, Z. Naturforsch. 22 B, 763 
(1967). 

a2 E. Schauenstein und W. WShl, ~ahrestagung 1968, Deutsche Ges. f. 
Biophysik, Osterr. Ges. f. reine u. angewandte Biophysik, Baden bei Wien 
1968, Verlag Wien. Med. Akademie. 

a3 G. Calcutt, Brit. J. Cane. 15, 673 (1961). 
~ E. Schauenstein, B. Wi~nschmann und H. Esterbauer, Z. Krebsforsch. 

72, 325 (1969). 
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weitgehender Erhaltung des umgebenden gesunden Gewebes beob- 
achtet 45. 

Gleiehwohl 1/iBt sich heute noch niehts Endgiiltiges dariiber aussagen, 
ob H P E  - -  zumindest in der bisherigen :Form - -  signifikante klinisehe 
Bedeutung in der Chemotherapie erlangen wird; als hochselektives 
Reagens auf SH-Gruppen ermSglicht es aber jedenfalls neue Einblicke u•d 
Eingriffe in den Stt-Stoffweehsel, der heute zu den aussichtsreichsten 
Zielen der Tumorforschung ziihlt. 

Die Untersuchuagen wurden teilweise mit Unterstiitzung des National 
Cancer Institute of Canada und des Fonds zur F6rderung der wissenschaft- 
lichen Forsehung, Wien, durchgefiihrt. 

~5 W.  Widder  und M .  Ratzenho]er bzw. A.  Musger ,  Wien. Med.  Wschr. 
1969, ira Druck. 


