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When incubated for 30 min in vitro, 4-hydroxyalkenals in a 5x10~ 3 m solution react with 

SH-groups of soluble cytoplasmic and nuclear proteins (ProtL-SH) of Morris hepatomas 9618 A 
and 5123 tc, and of Ehrlich ascites tumor (EAT) cells. The extent of the reaction strongly increases 
with decreasing doubling time of the respective tumors. Former experiments with EAT cells have 
shown that the reaction with cytoplasmic ProtL-SH causes inhibition of respiration, glycolysis, and 
probably of other SH-controlled processes associated with cell division. The intranuclear reaction 
leads to an inhibition of DNA- and RNA-synthesis. In a 2 x  10-4 M solution of hydroxyalkenals, 
however, the reaction with cytoplasmic ProtL-SH diminishes almost completely so that no mea­
surable inhibition of respiration and only 3% inhibition of glycolysis are observed, while 20 to 30 
percent of the nuclear ProtL-SH are still blocked. This corresponds well with a previous obser­
vation that a 2 x  10-4 m  solution of hydroxypentenal inhibits DNA-synthesis by 90 percent.

Einleitung

Läßt man Hydroxypentenal (HPE) in 5 x 10-3 m 
Lösung in vitro auf Tumorzellen einwirken und 
isoliert danach die Gesamtfraktion der löslichen 
Proteine, so findet man eine Abnahme ihres SH- 
Gehaltes, deren Größe mit der Wachstumsgeschwin­
digkeit der betreffenden Tumoren hochsignifikant 
positiv korreliert [1]. Daraus wurde der Schluß 
gezogen, daß HPE mit solchen Thiolen der löslichen 
Zellproteine (ProtL-SH) chemisch reagiert, die für 
das Wachstum von funktioneller Bedeutung sind. Es 
ergibt sich die Frage nach der intracellulären Lokali­
sation dieser ProtL-SH.

Material und Methoden

Gewinnung der Gewebe und Zellen

Morris Hepatome 9618 A und 5123 tc

Die Morris Hepatome 9618 A und 5123 tc wurden 
in dankenswerter Weise vom Deutschen Krebsfor­
schungszentrum Heidelberg zur Verfügung gestellt. 
Am hiesigen Institut wurden die Hepatome 9618 A 
und 5123 tc durch Inokulation in die hinteren Ex­
tremitäten von Buffalo Ratten transplantiert. Das 
Hepatom 9618 A mit einer Volumenverdoppelungs- 
zeit (/D) von 10 Tagen [2] wurde nach 5 -6  Monaten,
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das Hepatom 5123 tc, /D= 5 Tage [3], nach 4 Wo­
chen gewonnen. Die Ratten (Körpergewicht 200- 
300 g) wurden durch Genickbruch getötet und das 
frisch excidierte Tumorgewebe in einer eiskalten, 
isotonen NaCl-Lösung aufgenommen. Nach Entfer­
nung äußerer Blutgerinnsel, nekrotischer und musku­
lärer Teilchen wurde das Gewebe (1 -  4 g je Ansatz) 
mit einer Schere in ca. 2 mm dicke Schnitte zer­
kleinert und mehrmals mit NaCl-Lösung gewaschen.

Ehrlich Ascites Tumor (EAT)

Ca. 10 x 106 EAT-Zellen, Stamm Heidelberg-Let- 
tre, mit einer Verdoppelungszeit von 2,5 Tagen, ur­
sprünglich ebenfalls vom Deutschen Krebsforschungs­
zentrum Heidelberg, wurden NMRI-Mäusen intra­
peritoneal appliziert. Am 7. Tag nach Transplanta­
tion wurden die Tiere durch Genickbruch getötet 
und die Zellsuspension dem Bauchraum entnom­
men. Zu 15 ml Suspension wurde 0.1ml Heparin 
zugesetzt und 5 min bei 340 x g  zentrifugiert. Zur 
Entfernung der Erythrocyten wurde das Pellet 2 —3 
mal mit isotoner NaCl-Lösung gewaschen, wobei 
nach jeder Zentrifugation neben dem Überstand 
auch die oberste Zellschicht, in der sich die meisten 
Erythrocyten befanden, abgesaugt wurde. Die Zell­
zahl wurde mittels Hämatokrit-Röhrchen bestimmt. 
Ein Hämatokrit-Wert von 0,3% entsprach 1 x 10® 
Zellen/ml [4], Für 1 x 10® Zellen wurde von Rindler
[5] ein Feuchtgewicht von 2,89 mg ermittelt.
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Inkubation mit Hydroxy-enalen

Die Synthese von 4-Hydroxypentenal bzw. 4-Hy- 
droxynonenal (HNE) erfolgte nach etablierten Me­
thoden [6]. Die Inkubation der Hepatome und EAT- 
Zellen mit Hydroxy-enalen erfolgte nach einer be­
reits publizierten Methode [7, 8]. Die Gewebsstück­
chen bzw. Zellen wurden in Krebs-Ringer-Phosphat- 
puffer suspendiert. Nach Zusatz von HPE bzw. HNE 
in einer Endkonzentration von 2 x 10_4m bzw.
5 x 10“3 m  wurde der Ansatz 30 min bei 37 °C ge­
schüttelt. Der Kontrollansatz enthielt isotone NaCl- 
Lösung.

Extraktion der löslichen Proteine aus Hepatom- 
bzw. EAT-Zellen

Nach Inkubation und Waschen mit isotoner NaCl- 
Lösung wurden das Gewebe bzw. die Zellen in einer 
Reibschale unter flüssigem Stickstoff pulverisiert, 
das gefrorene Pulver in'ein Zentrifugenröhrchen ein­
gebracht, das Gewicht ermittelt und 5 ml Phosphat- 
Puffer hinzugefügt. Der Puffer bestand aus 9 Teilen 
EDTA (1 m M ) in isotoner NaCl-Lösung und 1 Teil 
Phosphat-Puffer (2 m M , pH 8,0). Nach Schütteln mit 
ca. 5 ml eisgekühlten, peroxidfreien Äthers wurde 
30 min bei 400 x g zentrifugiert, die Ätherschicht 
abgesaugt und 30 min bei 20000 x g zentrifugiert.

Fraktionierung der Hepatome

Die von Lynch [9] angegebene Methode wurde in 
folgender Weise modifiziert: Nach der Inkubation 
wurde das Hepatomgewebe mit 5 ml eisgekühlter, 
isotoner NaCl-Lösung gewaschen, mit Filterpapier 
getrocknet und gewogen. Anschließend wurde das 
Gewebe in einer Sucrose (0,3 M)-CaCl2 (4 mM) Lö­
sung aufgenommen, ca. 10 min bei 4 °C  stehenge­
lassen und vorsichtig mit einem Teflon-Potter mit 8 
bis 12 Schüben unter Eiskühlung homogenisiert. Das 
Homogenat wurde durch ein Nylonsieb (lOOmesh) 
filtriert, das im Sieb haftende Gewebe gewogen und 
von der Gewebseinwaage abgezogen. Das Filtrat, 
nach Volumensbestimmung, wurde 10 min bei 
1000 x g  zentrifugiert. Die überstehende cytoplas­
matische Fraktion wurde 20 min bei 9000 x g zentri­
fugiert. Nach Schütteln mit ca. 5 ml peroxidfreien 
Äthers wurde 20 min bei 400 x g  und, nach Absau­
gen der Ätherschicht, 20 min bei 20 000 x g  zentrifu­
giert.

Zur Reinigung der Kemfraktion wurde das bei 
der ersten Zentrifugation erhaltene Pellet zweimal

mit Sucrose (1 m)-TKMM (TKMM = Tris-HCl 
(0,05 M, pH 7,5), KCl (25 mM), MgCl2 (5 mM) und 
Mercaptoäthanol (1 mM))-Lösung gewaschen und an­
schließend jeweils 10 min bei 3200 x g zentrifugiert. 
Dann wurde mit Sucrose (0,25 M)-TKMM-Lösung 
gewaschen und 10 min bei 1250 x.g zentrifugiert. 
Das fast erythrocytenfreie Pellet wurde in Sucrose 
(2,0 M)-CaCl2 (3 mM)-Lösung suspendiert (ca. 12ml/g) 
und je 12 ml dieser Suspension wurden in Zentrifu- 
genbechem mit je 5 ml Sucrose (2,2 M)-CaCl2 (1 mM)- 
Lösung unterschichtet. Nach Zentrifugation bei 
lOOOOx# 15 min wurde die aus Membranteilen, 
Kembruchstücken und Erythrocyten bestehende 
obere Phase bis zur an der Phasengrenze liegenden 
Kemschicht abgesaugt. Die verbleibende dichtere 
Phase wurde mit derselben Menge Wasser verdünnt 
und 20 min bei 9000 x g  zentrifugiert. Die reinen 
Kerne wurden in Sucrose (0,3 M)-Lösung aufgenom­
men und durch fünfmaliges Einfrieren und Auftauen 
aufgeschlossen.

Die Extraktion der löslichen Proteine erfolgte, wie 
für die Gewebe bzw. Zellen beschrieben. Sämtliche 
Arbeiten wurden bei + 4 °C durchgeführt.

Fraktionierung der EA T-Zellen

Zur Herstellung der cytoplasmatischen Fraktion 
von EAT-Zellen wurde die Methode von Mamaril
[10] in der folgenden Weise modifiziert. Das ge­
waschene Pellet von 1 x 109 Zellen wurde im dreifa­
chen Volumen einer isotonen NaCl-Lösung suspen­
diert und 5 min bei 350 x g  zentrifugiert. Das so er­
haltene Pellet wurde 10 min mit dem zwölffachen 
Volumen einer gepufferten EDTA-Lösung (2 m M  in 
Tris-HCl (0,2 m ), pH 7,0) inkubiert. Aliquoten von je 
15 ml wurden in einem Dounce-Homogenisator 
(Pistill B) mit 10 bis 12 Schüben homogenisiert. Die 
wiedervereinigten Aliquoten wurden mit 4 ml einer 
gepufferten NaCl-Lösung (90 ml NaCl (4,5% w/v) +
10 ml Phosphat-Puffer (0,33 m ), pH 8,0) gemischt 
und 10 min bei 1200x# zentrifugiert. Die über­
stehende cytoplasmatische Fraktion wurde dekan­
tiert, mit einigen ml peroxidfreien Äthers geschüttelt 
und 20 min bei 400 x g  zentrifugiert. Nach Absau­
gen der Ätherschicht wurde die wässrige Schicht 
20 min bei 20000 x g  zentrifugiert.

Für die Präparation der Kerne wurde das ge­
waschene Pellet im dreifachen Volumen einer iso­
tonen NaCl-Lösung suspendiert, 5 min bei 350 x g 
zentrifugiert und im 24-fachen Volumen der Lösung I
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(EDTA (2 m M ) in Tris-HCl (0,2 m ), pH 7,0) sus­
pendiert. Nach Zentrifugation bei 1200 x g  für 
15 min wurden die Zellen 10 min im zwölffachen 
Volumen der Lösung I inkubiert. Aliquoten von je 
15 ml wurden im Dounce-Homogenisator mit 15 
Schüben homogenisiert. Die wiedervereinigten Ali­
quoten wurden mit einem Zehntel des Volumens der 
Lösung II (Sucrose (0,2 m ), KH2P 0 4 (9,4 m M), MgCl2 
(10 m M ), K2H P 04 (12,5 m M ), EDTA (2,0 m M ), 
N aH C 03 (0,3 m M ), CaCl2 (4 m M ), pH 7,0) inkubiert 
und 10min bei 1200x g  zentrifugiert. Das Pellet 
wurde im achtfachen Volumen der Lösung III (Su­
crose (0,3 M ), EDTA (2,0 m M ) und zweifachen Vo­
lumen der Lösung IV (identisch mit Lösung II, 
jedoch ohne CaCl2) suspendiert. Nach 10 min Zen­
trifugation bei 1800x g  wurde das Pellet im zwölf­
fachen Volumen der Lösung III aufgenommen und 
in einem Zentrifugenbecher mit Lösung V (Sucrose 
( I m ), EDTA (2,0 m M )) unterschichtet (4 ml Lösung V 
pro 13 ml Suspension). 10 min Zentrifugation bei 
12000x 0 lieferte mikroskopisch reine und intakte 
Kerne, die nach Suspendierung in isotoner NaCl- 
Lösung durch fünfmaliges Einfrieren und Auftauen 
aufgeschlossen wurden. Die Extraktion der löslichen 
Proteine erfolgte, wie für die Gewebe bzw. Zellen 
beschrieben. Sämtliche Arbeiten wurden bei 4 °C  
durchgeführt.

Marker-Enzym Bestimmung

Um die Verunreinigung der cytoplasmatischen 
Fraktion durch Kembestandteile abzuschätzen, wurde 
bei den EAT-Zellen die Aktivität der ausschließlich 
im Kern lokalisierten NAD-Pyrophosphorylase im 
Homogenat ganzer Zellen und in der cytoplasmati­
schen Fraktion nach der Methode von Bergmeyer
[12] bestimmt.

Ermittlung der Kernausbeute

Um die Ausbeute an Kernen der Hepatome bzw. 
EAT-Zellen zu bestimmen, wurden stets DNA-Be- 
stimmungen sowohl in einer Aliquote des Homo­
genates ganzer Zellen bzw. Gewebe als auch in einer 
Aliquote der Suspension reiner Kerne durchgeführt. 
Dazu wurde die von Rendina [12] angegebene Vor­
schrift zur Methode von Burton [13] herangezogen.

Analysen

Die Abtrennung niedermolekularer Thiol-Verbin­
dungen durch Gel-Permeationschromatographie (Se-

phadex G 25, Pharmacia) und die Bestimmung der 
löslichen Proteine (Folin-Reaktion) und deren 
Thiole (DTNB-Reaktion) [14] erfolgte wie bereits 
beschrieben [7, 8].

Reimplantationstest zum Nachweis der Lebens­
fähigkeit vorinkubierter Tumorzellen: In der vorlie­
genden Versuchsreihe wurden EAT-Zellen jeweils 
30, 60 und 120 min in 5 x 10-4 M HNE-Lösung inku­
biert und anschließend 2 -3  Mäusen intraperitoneal 
implantiert. Dieser Versuchsansatz wurde 2 -3  mal 
wiederholt, so daß insgesamt 6 -9  Mäuse pro Inku­
bationsansatz eingesetzt wurden. Die Zellmenge pro 
Tier betrug dabei ca. 106.

Zur Kontrolle wurden zu Beginn und zu Ende der 
Inkubationszeit in isotoner NaCl-Lösung inkubierte 
Zellen reimplantiert.

Nach 7 -1 0  Tagen wurden die Tiere getötet und 
das Ascitesvolumen, die ungefähre Zellzahl pro Mil­
liliter (mittels Hämatokrit-Röhrchen) und solide Tu­
morbildung registriert. Ein verzögertes Angehen des 
Tumors wäre damit festzustellen gewesen. Es wur­
den jedoch nur Tiere gefunden, die entweder tumor­
frei waren oder bei denen der Tumor ungehindert 
angegangen war.

Ergebnisse

Zur Überprüfung der Verunreinigung der Plasma­
fraktion durch Proteine aus dem Zellkern wurde die 
Aktivität des Kem-Marker-Enzyms NAD-Pyrophos­
phorylase in der Plasmafraktion von EAT-Zellen be­
stimmt. 15% der Aktivität des Homogenats der 
kompletten Zellen wurden in der Plasmafraktion 
nachgewiesen.

Außerdem wurde in der reinen Kemfraktion von 
EAT-Zellen und im Zellhomogenat die DNS be­
stimmt, um die Kemausbeuten zu ermitteln. Dabei 
ergaben sich im Mittel 88%. Bei den Hepatomen 
9618 A und 5123 tc lagen die Kemausbeuten dage­
gen zwischen 30 und 40%.

Aus Tab. I, II, und III geht hervor, daß die lösli­
chen Kemproteine bei den untersuchten Tumoren 
nur 1 bis 4% der löslichen Proteine des Cytoplasmas 
ausmachen.

Die aus den kompletten Zellen isolierten Gesamt- 
ProtL zeigen, den bisherigen Ergebnissen entspre­
chend, SH-Gehalte die mit steigender Wachstums­
rate der Tumoren ansteigen. Das gleiche gilt für die 
durch 5 x 10-3 M HPE bewirkte Abnahme der ProtL- 
SH.



Tabelle I. Lösliche Proteine und deren SH-Gruppen des Morris Hepatoms 9618 A nach 30 min Inkubation in 0,9% NaCl 
(K), bzw. isotoner 5 x 10-3 M HPE-Lösung. n =  Zahl der Einzelversuche; ±  =  Standardabweichung. D ie Werte für die 
kompletten Zellen stammen von Kharrazi [22].

Plasma Kern Komplette Zelle

ProtL ProtL-SH ProtL ProtL-SH ProtL ProtL-SH

a b c a b c a b c

K 35,0 4,56 121,7 0,36 0,03 84,6 52,5 5,55 105,7
±  7,3 ±0,95 ± 8 ,7 ± 0 ,14 ±0,01 ±  15,2 ±  17,7 ±  1,83 ± 4 ,8

HPE 37,2 3.88 110,4 0,31 0,02 58,0 52,7 4,94 94,2
±  7,3 ±0,89 ± 6 ,8 ±0,15 ±0,02 ±  3,2 ±  17,8 ±  1,81 ± 5 ,2

- A 11,3 26,6 11,5
-A % 9,2 29,9 10,9
n 6 6 6 5 5 5 6 6 6

Dimension a: mg/g Feuchtgewicht; b: IO-6 m/g Feuchtgewicht; c: 10~9 m/mg Prot

Tab. IV bringt die nach Inkubation von EAT- 
Zellen in 2 x 10-4 m  HPE erhaltenen Werte. Im Ver­
gleich zur Inkubation in 5x 10~3 m  HPE (Tab. III) 
erkennt man, daß bei Einwirkung der 2 x 10"4 M 

HPE-Lösung erheblich weniger ProtL-SH im Cyto­
plasma reagieren: Waren es bei Inkubation in der
5 x 10~3 m  Lösung 66,7, so sind es nun 10nmol/mg 
ProtL. Der relative ProtL-SH-Verlust fällt von 49 auf 
7%. Im Kern kommt es wohl auch zu einem Rück­
gang der Zahl der durch HPE blockierten ProtL-SH, 
jedoch nur von 69 auf 26 nmol/mg ProtL, das heißt, 
von 52% relativer Abnahme auf 21%.

Wie man aus Tab. V ersieht, greift das lipophilere 
HNE in 5 x 10~3 M  Lösung die ProtL-SH von Plasma 
und Kern gleich stark an, jedoch ist die Wirkung 
etwas schwächer als jene von HPE bei gleicher Kon­
zentration. In 2 x 10-4 m  Lösung hingegen werden 
die cytoplasmatischen ProtL-SH praktisch nicht mehr

Tabelle III. ProtL und ProtL-SH-Werte in EAT-Zellen nach 30 min Inkubation in 0,9% NaCl (K), bzw. in isotoner 
5 x 10~3 M HPE-Lösung. n = Zahl der Einzelversuche; ±  =  Standardabweichung.

Plasma Kern Komplette Zelle

ProtL ProtL-SH ProtL ProtL-SH ProtL ProtL-SH

a b c a b c a b c

K 30,6 
±  3,9

4,1
± 0 ,2

136,5
± 21 ,0

1,4
± 0 ,7

0,20
± 0,1

133,9
± 2 1 ,8

26,5 
±  1,7

3,34
±0,05

126,0
± 2 ,0

HPE 16,6
± 6 ,5

1,1
± 0 ,4

69,8 
±  15,0

0,9
± 0 ,2

0,05
±0,03

64,6 
±  14

19,4
± 9 ,5

1,24
±0,08

64,0
± 8 ,0

- A 66,7 
±  9,8

69,3 
±  8,0

62,0

- A X 49,0 
±  6,8

52,0 
±  2,7

49

n 6 6 6 4 4 4 8 8 8

Dimension: wie bei Tabelle I.

Tabellen. ProtL und ProtL-SH-Werte des Morris Hepa­
toms 5123 tc nach 30 min Inkubation in 0,9% NaCl (K), 
bzw. in isotoner 5 x 10-3 M HPE-Lösung. n =  Zahl der 
Einzelversuche; ±  = Standardabweichung.

Plasma Kern

ProtL ProtL-SH ProtL ProtL-SH

a b c a b c

K 33,1 3,88 117,4 1,29 0,147 109,1
±  1,5 ± 0 ,6 ±  15,0 ± 0 ,7 ±0,08 ± 17 ,3

HPE 33,8 2,63 80,0 0,97 0,08 84,1
±  3,1 ± 0 ,5 ±21,8 ± 0 ,2 ±  0,01 ±  10,6

-  A 38,5 25,0
±20,1 ±  8

- A X 32,7 22,5
±  15,0 ±  4

n 6 6 6 5 5 5

Dimension: wie bei Tabelle I.
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angegriffen, die nuklearen jedoch zu nahezu 30% 
(Tab. VI).

Tab. VII zeigt, daß bei Inkubation in 5 x 10 * M 
HNE rund 50% der EAT-Zellen morphologisch in­
takt erscheinen. 20 bis 40% weisen morphologische 
Veränderungen im Sinne einer „Stalagmose“ [15] 
auf und mit zunehmender Inkubationsdauer werden
11 bis 40% der Zellen mit Trypanblau anfärbbar. 
Gleichwohl ist bei einer Re-Implantation der min­
destens 60 min inkubierten Zellen kein Tumorwachs­
tum festzustellen.

Tabelle IV. SH-Gehalt der löslichen Proteine aus Plasma 
und Kern von EAT-Zellen nach 30 min Inkubation mit 
2 x 10-4 M HPE-Lösung. K =  Kontrollen, inkubiert in 0,9% 
NaCl.

ProtL-SH [IO“9m/mg Prot]

Plasma Kern

K 143,5 125,3
HPE 133,3 98,9
-  A 10,2 ±  1,2 26,4 ±  1,5
- A \ 7,1 ±  0,8 21,1 ± 0 ,8
n 4 4

Tabelle V. SH-Gehalt der löslichen Proteine aus Plasma 
und Kern von EAT-Zellen nach 30 min Inkubation in 
5 x  10-3 M HNE-Lösung. K =  wie in Tabelle IV.

ProtL-SH [10-9m/mg ProtL]

Plasma Kern

K 141,1 151,8
HNE 87,4 90,5
-  A 54,0 ±  1,2 61,3 ±  2,8
-A % 38,2 ±  0,3 40,3 ±  0,7
n 3 3

Tabelle VI. SH-Gehalt der löslichen Proteine aus Plasma 
und Kern von EAT-Zellen nach 30 min Inkubation in 
2 x 10-4 M HNE. K = wie in Tabelle IV.

ProtL-SH [10-'9 m/mg Prot]

Plasma Kern

K 130,0 162,8
HNE 127,7 118,0
-  A 2,3 ±  0,5 44,8 ±  1,0
-A % 1,7 ± 0 ,3 27,4 ±  0,6
n 4 3

Tabelle VII. Wirkungen von SxlO ^M  HNE auf EAT- 
Zellen in vitro.

Inkub. Zeit 
[min]

30 Intakt 49
Stal 40
Trypan 11
Re-Impl. 5/0/1

60 Intakt 45
Stal 27
Trypan 26
Re-Impl. 9/0/0

120 Intakt 40
Stal 20
Trypan 40
Re-Impl. 6/0/0

Intakt, % morphologisch intakt erscheinender Zellen; Stal, 
% „stalagmotischer“ Zellen. („Stalagmose“ (Ratzenhofer) 
bedeutet die Extrusion kugeliger Tröpfchen [15]); Trypan, % 
mit Trypanblau angefärbter, nicht mehr vitaler Zellen; 
Re-Impl., Beobachtungen nach Re-Implantation der vorin- 
kubierten Zellen: 1. Ziffer, Zahl der Tiere ohne makro­
skopisch erkennbaren Solidtumor und ohne Tumorzellen 
im Ascites; 2. Ziffer, Zahl der Tiere mit verminderter 
Tumorbildung; 3. Ziffer, Zahl der Tiere mit im Vergleich 
zu den Kontrollen unverändertem Solid- und Ascitestumor.

Diskussion

Zur Frage der Kontamination der Plasmafraktion 
durch Kern-Proteine lieferten die Bestimmung der 
Kernausbeuten und der Marker-Enzymaktivität bei 
EAT-Zellen übereinstimmende Werte:

Einerseits wurden 15% der Enzymaktivität im 
Plasma gefunden, andererseits gingen etwa 12% der 
Kerne bei der Isolierung verloren. Bei den Hepa­
tomen waren die Verluste an Kernen bei der Isolie­
rung wesentlich höher, was mit den unterschiedli­
chen Isolierungsmethoden und Stabilitäten der Kern- 
Arten Zusammenhängen dürfte. So postulierten Ove 
et al. [16] einen Zusammenhang zwischen den unter­
schiedlichen Schwellungseigenschaften von Leber- 
bzw. Hepatom-Kernen und dem Phospholipidgehalt 
der jeweiligen Kemmembranen.

Die an der Plasmafraktion gemessenen ProtL- und 
ProtL-SH-Werte werden, weder bei EAT-Zellen 
noch bei den Hepatomen, durch ausgetretene Kem­
proteine wesentlich beeinflußt, da die löslichen 
Kernproteine nur wenige Prozente der löslichen 
Plasmaproteine ausmachen.

Isoliert man, wie dies bisher geschah [7, 8] die lös­
lichen Proteine aus den kompletten Zellen, so erhält 
man daher im wesentlichen die löslichen Plasma­
proteine.
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Die an den ProtL der Gesamtzellen bisher be­
stimmten Parameter, ProtL-SH wie auch A ProtL- 
SH, erweisen sich nunmehr eindeutig als Parameter 
des Cytoplasmas; die Kem-ProtL sind kaum betei­
ligt. Wenn somit bisher gefunden wurde, daß der 
SH-Gehalt und die Zahl der HPE-reaktiven SH- 
Gruppen der löslichen Zellproteine in schneller 
wachsenden Tumoren ansteigen [1], so kann sich die­
se Aussage im wesentlichen nur auf die Plasmapro­
teine beziehen. Das bedeutet, daß durch 5 x 10~3 m  

Lösung von HPE hauptsächlich cytoplasmatische 
ProtL-SH blockiert werden, die für die Zellteilung 
von funktioneller Bedeutung sind. In der Tat wurde 
gefunden, daß durch diese HPE-Konzentration die 
Glycolyse und die Atmung gehemmt werden [17] 
und zwar durch Blockierung [18] SH-funktioneller 
Enzyme.

Aus den vorliegenden Untersuchungen geht nun 
erstmals auch eine Reaktion mit den Kem-ProtL-SH 
eindeutig hervor, die nach Inkubation in 5 x  10-3 m  

HPE keineswegs geringer ist, als die der Plasma- 
ProtL.

Funktionell ist sie sicher ebenso von großer Be­
deutung, denn auf ihr beruht zweifellos die gleich­
falls festgestellte Hemmung der DNS- und RNS- 
Biosynthese [18]. Die bisher mit 5 x  10~3 m  HPE bei 
Tumorzellen festgestellten Wirkungen lassen sich 
somit folgendermaßen formulieren und lokalisieren: 
Im Cytoplasma führt der Verlust von rund 67 nmol 
SH/mg ProtL zur 100-prozentigen Hemmung von 
Atmung und Glykolyse [18], möglicherweise auch 
zur Hemmung ribosomaler Prozesse, die für die Pro­
teinsynthese von Bedeutung sind.

Desintegration des Cytoplasmas äußert sich in 
gravierenden, irreversiblen morphologischen Verän­
derungen („Stalagmose“, „Stalagmoptyse“), die An­
zeichen des eingetretenen Zelltodes sind [15].

Im Zellkern reagieren ebenfalls knapp 70 nmol 
SH/mg ProtL, woran die funktionellen SH-Gruppen 
der NS-Synthetasen beteiligt sind, denn sowohl 
DNA- als auch RNA-Synthese sind zu 100% blok- 
kiert [18, 19].

Von allen hier genannten Prozessen zeigt die DNA- 
Synthese die höchste Empfindlichkeit gegenüber 
HPE: Sie wird bereits nach halbstündiger Einwir­
kung von 2 x  10-4 M HPE zu über 90% gehemmt, 
während Atmung und Glykolyse noch nicht meßbar 
betroffen sind [18, 19].

Dies legt die Annahme nahe, daß HPE in 2 x 
10-4 M Lösung die ProtL-SH im Zellkern selektiv

angreift. Diese Annahme wird durch die vorliegen­
den Ergebnisse vollauf bestätigt, denn nach Einwir­
kung der genannten HPE-Konzentration beträgt der 
SH-Verlust im Cytoplasma nur mehr 10, im Zellkern 
dagegen immerhin noch 26 nmol/mg ProtL (Tab. IV).

Die selektive Wirkung der Hydroxyalkenale auf 
bestimmte SH-Gruppen der löslichen Zellproteine 
wird durch den mehr hydro- oder lipophilen Cha­
rakter des Aldehyds beeinflußt. So zeigt das 9-C- 
homologe Hydroxynonenal in 2 x  10“4 M Lösung die 
Selektivwirkung auf die nuklearen ProtL-SH noch 
wesentlich ausgeprägter (Tab. V).

Die Reaktion der Hydroxyalkenale mit SH-Grup- 
pen konnte als Michael-Addition an die trans-CH = 
CH-Gruppe eindeutig aufgeklärt werden [20].

Zusammenfassend ergibt sich, daß Hydroxyalke­
nale, wenn sie in vitro in 10-4m Lösung auf vitale 
Tumorzellen einwirken, das Cytoplasma durchdrin­
gen, ohne für Atmung und Glykolyse funktionelle 
Protein-SH-Gruppen anzugreifen, im Zellkern je­
doch 20-30% der SH-Gruppen blockieren, darunter 
diejenigen, die für die DNA-Synthese funktionell 
wichtig sind. Sie hemmen somit die DNA-Synthese 
nicht über den Energiestoffwechsel, sondern über die 
Synthetase-Systeme [18, 21].

Die Frage ist, ob bereits dies auch zu einer 
Hemmung der Transplantabilität der Tumorzellen 
am lebenden Tier führt. Wie der Eine von uns, 
H. M. T., in eingehenden Untersuchungen, über die 
demnächst a.a.O. berichtet werden wird, zeigen 
konnte, verhindert bereits eine 60 min lange Einwir­
kung einer 5 x 1 0 “^  HNE-Lösung in vitro das 
Angehen der re-implantierten Tumorzellen vollstän­
dig (Tab. VII).

Die „Stalagmose“, sofern sie noch nicht zur voll­
ständigen Abtrennung der Extrusion geführt hat 
(„Stalagmoptyse“) kann als, gegebenenfalls noch re­
versible, Desintegration des Cytoplasmas aufgefaßt 
werden [15, 23]. Sie ist — wie auch der negative 
Ausfall der Trypanblaufärbung anzeigt — sicher 
noch nicht Ausdruck des eingetretenen Zelltodes.

Somit ergibt sich, daß beispielsweise bei der 
60 min Inkubation über 70% der Zellen weder färbe­
risch noch morphologisch als tote Zellen anzuspre­
chen sind, bei der Re-Implantation jedoch nicht 
mehr angehen

Dies führt zu dem Schluß, daß Hydroxyalkenale, 
insbesondere das Hydroxynonenal, in 2 bis 5 x  

10“4 M Lösung nach mindestens 60 min Einwirkung 
in vitro auf den EAT das Wiederangehen der Zellen



578 G. Khoschsorur et al. ■ Intracelluläre Wirkung von Hydroxyalkenalen

im lebenden Tier in der Hauptsache durch selektive 
Blockade der nuklearen SH-Gruppen der Nuklein- 
säure-Synthetasen verhindern, nicht aber durch die 
Abtötung der Zellen.
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