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243. Der pro-oxydative Effekt tumorhemmender
Methylhydrazin-Verbindungen?)

von K. Berneis, M. Kofler, W. Bollag, P. Zeller, A. Kaiser und A. Langemann
(16. VIIL. 63)

In einer kiirzlich erschienenen Mitteilung2) wurde dargelegt, dass tumorhemmende
Methylhydrazin-Verbindungen Desoxyribonucleinsiure in wésseriger Losung beil
Gegenwart von Luftsauerstoff abbauen, und dass diese Wirkung auf die Bildung von
Wasserstoffperoxid bei der Autoxydation der Hydrazin-Derivate zuriickzufiithren ist.
Die im folgenden wiedergegebenen Versuchsergebnisse zeigen, dass diese Verbindun-
gen durch die Lieferung freier Radikale einen starken pro-oxydativen Effekt ausiiben.
Die Wirkung im #n-vitro-System ldsst ausgepragte Analogien zum indirekten Effekt
von Réntgenstrahlen erkennen.

I. Der Abbau von Desoxyribonucleinsidure durch
Methylhydrazin-Verbindungen

1. Vergleich der Wirkung dquimolarer Mengen einer tumorhemmenden Methyl-
hydrazin-Verbindung und von Wasserstoffperoxid auf die Viskositdt einer Desoxyribo-
nucleinsdure-Losung. Aufhalten des Viskositdtsabfalles durch Katalase. In der Figur 1
ist die zeitliche Verdnderung der spezifischen Viskositat einer 0,07-proz. wisserigen
Lésung?) von Natrium-desoxyribonucleinat nach Zusatz von 0,0005 Mol/l 1-Methyl-2-
{p-isopropyl-carbamoyl-benzyl)-hydrazin-hydrochlorid und in Figur 2 deren Verhalten
nach Zusatz von 0,0005 Mol/l Wasserstoffperoxid wiedergegeben. Im Falle der Methyl-
hydrazin-Verbindung ist wahrend 160 Stunden ein stindiger Viskositdtsabfall fest-
zustellen. Dieser Abfall ist die Folge eines Abbaues der Desoxyribonucleinsiure.
Durch Bestimmung der Sedimentationskonstanten kann die Abnahme des mittleren
Molekulargewichtes nachgewiesen werden. Ein etwas rascherer Viskosititsabfall ist
mit der dquimolaren Menge Wassersto{fperoxid festzustellen. Dieser Unterschied in
der Abbaugeschwindigkeit ist wohl darauf zurfickzufiithren, dass im Falle der Methyl-
hydrazin-Verbindung das Wasserstoffperoxid erst durch Autoxydation gebildet
werden muss.

Beiden Losungen wurden nach 20 Stunden Proben entnommen und diese mit
0,0019, Katalase%) versetzt. Der Figur ist zu entnehmen, dass sowohl im Falle des
Hydrazinderivates als auch des Wasserstoffperoxids durch den Katalase-Zusatz ein
sofortiges Aufhéren des Viskosititsabfalles erreicht wird. Diese Versuche zeigen, dass
die Viskositdat der Losung nur solange abnimmt, als Wasserstoffperoxid vorhanden

1) Auszugsweise vorgetragen an der Frithjahrstagung der Schweiz. Gescllschaft fiir Biochemie in
Basel am 4. Mai 1963. ‘

2) K. BerNES, M. KorFLER, W. BoLLAG, A. Ka1sEr & A. LANGEMANN, Experientia 79, 132 (1963}.

3) Zur Stabilisierung gegen Dcnaturierung enthielt dic Natrium-desoxyribonucleinat-Losung
109% Kochsalz. Vgl. R. S1GNER & H. SCHWANDER, Helv. 32, 853 (1948).

1) Geliefert von BoEHRINGER, Mannheim.
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Fig. 1. Wirkung von 0,0005 Mol|l 1-Methyl-2-  Fig. 2. Wirkung von 0,0005 Mol[l Wasserstoff-
(p-isopropylcarbamoyi-benzyl)-hydvazin-hydvo-  pevoxid auf die spezifische Vishositit einer
chlovid auf die spezifische Viskositit einer  Desoxyrvibonucleinsduve-Losung, und das Auf-
Desoxyribonucleinsdure-Lisung, und das Auf-  halten des Viskosititsabfalles durch Katalase.
halten des Viskositdtsabfalles duvch Katalase.
(1) ohne Katalase-Zusatz

(1) ohne Katalase-Zusatz
(2) nach 20 Std. Zusatz von Katalase.

(2) nach 20 Std. Zusatz von Katalase.

ist. Das Abfallen der Viskositdt kann somit direkt als ein Indikator fiir das Vor-
handensein von Wasserstoffperoxid im System angesehen werden.

2. Der Einfluss von Peroxidase auf den Abbau von Desoxyribonucleinsdure durch
Methylhydrazin-Verbindungen und durch Wasserstoffperoxid. In unserer fritheren
Notiz?) wurde erwdhnt, dass eine Hemmung des Nucleinsiureabbaues ausser durch
Katalase auch durch Peroxidase-Zusatz4) erzielt werden kann. In den Figuren 3 und 4
sind die Ergebnisse von Versuchen wiedergegeben, welche den Einfluss der Peroxidase-
Dosis auf das Ausmass der Hemmung zeigen. Die in Figur 3 aufgefiithrten Versuchs-
ergebnisse wurden unter Verwendung von 0,0005 Mol/l 1-Methyl-2-(p-isopropyl-
carbamoyl-benzyl)-hydrazin-hydrochlorid erhalten, wihrend in Figur 4 die entspre-
chenden Ergebnisse mit 0,0005 Mol/l Wasserstoffperoxid wiedergegeben sind.

In beiden Figuren gibt die Kurve 1 die spezifische Viskositit der Lisung beim
Kontrollversuch ohne Peroxidase-Zusatz wieder, wihrend die Kurven 2 und 3 die
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Tiig. 3. Einfluss von Pervoxidase auf den Abban  Fig. 4. Einfluss von Pevoxidase auf den Abbau

von Desoxyribonucleinsdure duvch 0,0005 Molll  von Desoxyvibonucleinsiure durch 0,0005 Mol[l

1-Methyl-2-(p-isopropylecarbamoyl-benzyl) - Wasserstoffperoxid.
hydvazin-hydrochlovid.

(1) ohnec Peroxidase-Zusatz

(2) Zusatz von 0,0002%, Peroxidase

(3) Zusatz von 0,00109, Peroxidase

(1) ohne Peroxidase-Zusatz
(2) Zusatz von 0,00029, Peroxidase
(3) Zusatz von 0,0010%, Peroxidase
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Hemmung des Viskositdtsabfalles durch 0,00029, bzw. 0,00109%, Peroxidase zeigen.
Sowohl bei der Methylhydrazin-Verbindung als auch beim Wasserstoffperoxid ist
vermehrte Hemmung mit zunehmender Peroxidase-Konzentration festzustellen. Der
Effekt von Wasserstoffperoxid wird aber offensichtlich starker gehemmt als derjenige
der Methylhydrazin-Verbindung.

3. Der Einfluss von Cystern und Cysteamin auf den Abbau von Desoxyribonucletnsiure
durch Methylhydrazin-Verbindungen und durch Wasserstoffperoxid. Den Figuren 5 und
6 ist zu entnehmen, welchen Einfluss Cystein und Cysteamin auf den Abbau von Des-
oxyribonucleinsdure durch die Methylhydrazin-Verbindung und durch Wasserstoff-
peroxid ausiiben. Die Messpunkte der Kurven 1 von Figur 5 und 6 wurden bei den
Kontrollversuchen ohne Zusatz von Cystein oder Cysteamin erhalten und die Kurven
2 und 3 bei den Ansitzen mit Zusatz von je 0,19, Cystein bzw. Cysteamin.
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Fig. 5. Einfluss von Cystein und Cysteamin auf  Fig.6. Einfluss von Cystein und Cysteamin auf
den Abbau von Desoxyribonucleinsiure durch  den Abbau von Desoxyrvibonucleinsdure duvch

0,0005 Moljl 1-Methyl-2-(p-isopropylcarba- 0,0005 Mol[l Wasserstoffperoxid.
moyl-benzyl)-hydvazin-hydrochlovid.
(1) ohne Zusatz (1) ohne Zusatz

2) Zusatz von 0,19, L-Cystein-hydrochlorid 2) Zusatz von 0,19, r-Cystein-hydrochlorid
Y y y y
3) Zusatz von 0,1%, Cysteamin-hydrochlorid 3) Zusatz von 0,19, Cysteamin-hydrochlorid
‘

Die Kurven 3 der beiden Figuren zeigen, dass Cysteamin den Abbau bei beiden
Versuchen stark hemmt, wobei aber beim Versuch mit Wasserstoffperoxid der Hemm-
effekt wiederum etwas grosser ist als bei Verwendung der Methylhydrazin-Verbin-
dung. Ein sehr ausgeprigter Unterschied im Viskosititsverlauf der beiden Lisungen
ist hingegen bei Zusatz von Cystein festzustellen. Dies zeigen die durch die Kurven 2
wiedergegebenen Versuchsergebnisse. Der Versuch mit der Methylhydrazin-Verbin-
dung wird durch Cystein nur sehr wenig beeinflusst, wiahrend die Wirkung von Wasser-
stoffperoxid durch dieselbe Menge Cystein zum gréssten Teil aufgehoben wird.

Die Unterschiede in der Beeinflussbarkeit des Nucleinsdureabbaues durch Wasser-
stoffperoxid einerseits und durch Methylhydrazin-Verbindungen andererseits sind
wahrscheinlich auf den Radikal-Mechanismus der Autoxydation dieser Verbindungen
zuriickzufithren (vgl. Abschnitt 11, 3).

4. Die Stabilitit der Doppelhelixstruktur von Desoxyribonucleinsdure beim Abbau
durch Methylhydrazin-Verbindungen. Beim Abbau der Desoxyribonucleinsiure durch
Methylhydrazin-Verbindungen dndert sich das Absorptionsspektrum der Desoxyribo-
nucleinsiure im ultravioletten Gebiet nur geringfiigig (s. Fig. 7).
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Tig. 7. Absorptionsspekiven im wltvavioletien Gebiet von Desoxyribonucleinsdure vor und nach dem
Abbaw durch 0,0005 Mol|l T-Methyl-2-(p-isopropylcarbamoyl-benzyl)-hydrazin-hydrochlovid.

Ausgezogene Kurve: vor dem Abbau

gestrichelte Kurve: nach dem Abbau

punktierte Kurve: nicht-abgebaunte DNS mit Sdurezusatz
punktiert/gestrichelte Kurve: abgebaute DNS mit Sidurezusatz

Als Vergleichslosung diente die Wirkstofildsung ohne Desoxyribonucleinsiure.
Fiir diese Versuche wurde wiederum die 0,07-proz. wisserige Lésung von Natrium-
desoxyribonucleinat verwendet. Der Abbau der Desoxyribonucleinsdure erfolgte
durch Zusatz von 0,0005 Mol/l 1-Methyl-2-(p-isopropylcarbamoyl-benzyl)-hydrazin-
hydrochlorid. Die ausgezogene Kurve zeigt das Absorptionsspektrum der Desoxyribo-
nucleinsiure vor und die gestrichelte Kurve nach dem Abbau durch die Methyl-
hydrazin-Verbindung. Die grosse Ahnlichkeit der Absorptionsspektren vor und nach
dem Abbau weist darauf hin, dass die Doppelhelixstruktur der Desoxyribonuclein-
siure bei der Einwirkung der Methylhydrazin-Verbindung trotz Spaltung der Molekel
in kleinere Bruchstiicke im wesentlichen erhalten bleibt.

Erst wenn die Desoxyribonucleinsiure-Lésung auf einen pH-Wert von ungefihr 2
angesduert und erwirmt wird, findet ein Anstieg der optischen Dichte im Extink-
tionsmaximum um rund 509, statt, wobei sich gleichzeitig das Extinktionsmaximum
um 7 myu zum sichtbaren Bereich hin verschiebt. Diese Verdnderungen im Absorp-
tionsspektrum beim Ansduern werden sowohl mit der unbehandelten als auch mit der
durch die Methylhydrazin-Verbindung abgebauten Desoxyribonucleinsiure-Lésung
erhalten. In Figur 7 ist das entsprechende Absorptionsspektrum fiir die unbehandelte
Desoxyribonucleinsdure durch die punktierte Kurve und fiir die abgebaute Desoxy-
ribonucleinsidure durch die punktiert-gestrichelte Kurve wiedergegeben. Diese Ver-
anderungen im Absorptionsspektrum sind bekanntlich eine Folge der Ldésung von
Wasserstoffbriicken zwischen gegeniiberliegenden Purin- und Pyrimidin-Basen, wobei
die Doppelhelixstruktur der Desoxyribonucleinsdure zerstort wird. In der Tabelle
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sind die Viskositdtswerte und die optischen Daten dieser Ldésungen zusammen-
gestellt. Ausserdem sind die entsprechenden Messwerte aufgefiithrt, welche beim
Abbau der Desoxyribonucleinsdure durch Wasserstoffperoxid anstelle von 1-Methyl-
2-(p-isopropylcarbamoyl-benzyl)-hydrazin-hydrochlorid erhalten wurden. Der Ta-
belle ist zu entnehmen, dass Wasserstoffperoxid denselben Einfluss auf das Absorp-
tionsspektrum der Desoxyribonucleinsiure hat wie die 4quimolare Menge der Methyl-
hydrazin-Verbindung.

Lésung$) nspez. A, (mu) log (I, Anstieg
log (Io/1) 010 %

Desoxyribonucleinsiure, unbehandelt 0,63 258 0,340 —

O/I)max

Desoxyribonucleinsiure + 1-Methyl-2-
(p-isopropylcarbamoyl-benzyl)-hydrazin-
hydrochlorid 0,08 258 0,360 6

Desoxyribonucleinsiure + Wasserstoff-
peroxid 0,08 258 0,360 6

Desoxyribonucleinsiure unbehandelt,
nach Denaturierung mit HCI - 265 0,525 54

Desoxyribonucleinsidure + 1-Methyl-2-

(p-isopropylcarbamoyl-benzyl)-hydrazin-

hydrochlorid, nach Denaturierung mit

HC) - 265 0,510 50

Desoxyribonucleinsiure + Wasserstofi-
peroxid, nach Denaturierung mit HCl - 265 0,510 50

II. Die Wasserstoffperoxid-Bildung durch Methylhydrazin-Verbindungen
in Gegenwart von molekularem Sauerstoff

Die im folgenden wiedergegebenen Versuchsergebnisse zeigen den Einfluss ver-
schiedener Faktoren auf die Bildungsgeschwindigkeit und die Ausbeute an Wasser-
stoffperoxid aus den tumorhemmenden Hydrazinderivaten. Diese Versuche wurden
bei Abwesenheit von Desoxyribonucleinsiure durchgefiihrt, die Wasserstoffperox1d—
Bestimmung erfolgte nach der Titansulfat-Methode®).

1. Die Abhdngigkeit der Wasserstoffperoxid-Ausbeute bei der Autoxydation der
Methylhydrazin-Verbindungen von der Phosphat-Tonen-Konzentration. Der zeitliche
Verlauf der Wasserstoffperoxid-Bildung in 0,01M wisserigen Losungen von 1-Methyl-
2-(p-isopropylcarbamoyl-benzyl)-hydrazin-hydrochlorid bei Gegenwart von mole-
kularem Sauerstoff ist der Figur 8 zu entnehmen. Die wiedergegebenen Versuchs-
ergebnisse wurden mit drei Lésungen von wechselndem Gehalt an Phosphat-Ionen
erhalten.

Bei Verwendung von 1/15m Phosphatpuffer?) mit dem pH-Wert 7 wurde eine
wesentlich h6here Wasserstoffperoxid-Ausbeute erhalten als in einer Lésung mit vier-
mal geringerem Gehalt an Phosphatpuffer, und bei volliger Abwesenheit von Phos-
%) Fir die Absorptionsmessungen wurden die Losungen 1:25 mit Wasser verdiinnt.

8) A.C. EGErTON, A. J. EVERETT, G. J. MINKOFF, S. RUDRAKANCHANA & K. C. SALvOJaA, Analyt.

chim. Acta 70, 422 (1954).
7 System Na,HPO,~KH,PO,.

136



2162 HELVETICA CHIMICA ACTA

phat-Tonen konnte nach 140 Stunden nur ein geringer Bruchteil des in 1/15M Phos-
phatpuffer gebildeten H,0, nachgewiesen werden. Diese Resultate sind wohl dadurch
zu erkldren, dass das Wasserstoffperoxid bei Abwesenheit von Phosphatpuffer durch
die in der Loésung anwesenden Hydrazinderivate zersetzt wird. Andererseits ist
bekannt, dass Phosphat-Ionen Wasserstoffperoxid in wisseriger Losung stabili-
sieren®)9).
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5 0 L~ g Fig. 8. Wasserstoffperoxid- Bildung duvch 1-Methyl-2-
§ / (p-isopropylcarbamoyl-benzyl) - hydrazin - hydvochlovid
g 20 S S I bei Gegenwart von molekulavem Sauevstoff.

3 \

§ L 3 (1) in 1/15m Phosphatpuffer mit pH 7

W % 10 10 10  (2) in 1/60M Phosphatputfer mit pH 7
Zett Stunden (3) in Wasser ohne Zusatz.

2. Die pH-Abhdngigkeit dev Autoxydatronsgeschwindigkeit. Die in der Figur 9
wiedergegebenen Versuchsergebnisse wurden unter Verwendung 0,01M Losungen von
1-Methyl-2-benzyl-hydrazin-phosphat in 0,1M Phosphatpufferi®) bei drei pH-Werten
der Losung erhalten.

Die Geschwindigkeit der Autoxydation der erwihnten Methylhydrazin-Verbin-
dung hingt vom pH-Wert der Losung ab. Am raschesten verlauft die Wasserstoff-
peroxid-Bildung in neutralem oder in schwach alkalischem Milieu, wihrend in saurer
Losung eine Induktionsperiode festzustellen ist, deren Linge mit steigender Aciditit
der Lésung zunimmt. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass die freie Hydrazin-
Verbindung sich leichter als ihr Salz autoxydiert.
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'§ 7 o i Fig. 9. Wasserstoffperoxid-Bildung durch
N v / 1- Methyl-2-benzyl - hydvazin - phosphat bei
E » / J Gegenwart von wmolekulavem Sauerstoff.
S
% / // (1) pH-Wert der Losung = 7,0
x E o b e (2) pH-Wert der Losung = 6,5
0 w00 150 200 250 300 50 400

(3) pH-Wert der Lésung = 4,5
Zeit Standen

3. Der Einfluss exnes Radikal-Akzeptors auf den Ablauf der Autoxydation. Figur 10
zeigt die verzogernde Wirkung von 0,05%, Propylgallat auf die Wasserstoffperoxid-
Bildung in einer 0,01M wisserigen Losung!) von 1-Methyl-2-benzyl-hydrazin-

8 W. C. ScHUMB, C. N. SarTeErRrIELD & R. L. WENTWORTH, Hydrogen Peroxide, Recinhold
Publishing Corp., New York 1954, S. 540; siche dort weitere Literaturangaben.

9 S.Husain & R. J. ParTinGgTON, Trans. Faraday Soc. §3, 235 (1928). Zitlert in W. MacrU, Das

Wasserstoffperoxid und die Perverbindungen, Springer-Verlag, Wien 1951, S. 330.

System Na,HPO,-NaH,PO,.

Zur Stabilisierung des bei der Autoxydation gebildeten Wasserstoffperoxids waren alle

[.osungen 1/15m™ hinsichtlich Phosphatpuffer mit pH 7.

10
11

£ .=
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phosphat (Kurve 3). Dieser Effekt scheint iiberraschend, weil Propylgallat allein in
wisseriger Losung durch Autoxydation ebenfalls Wasserstoffperoxid liefert (Kurve

2)12),
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Fig. 10. Einfluss von Propylgallat auf die Fig. 11. Einfluss von Propylgallat auf die
Wasserstoffpevoxid- Bildung duvch 1-Methyl-2-  Wasserstoffperoxid-Bildung duvch 1-Methyl-2-

benzyl-hydrazin-phosphat. (p -isopropylearbamoyl-benzyl)-hydvazin-hydro-
(1) 0,01 Mol/l 1-Methyl-2-benzyl-hydrazin- chloyid.
phosphat allein (1) 0,01 Mol/l 1-Methyl-2-(p-isopropylcarba-
(2) 0,059%, Propylgallat allein moyl-benzyl)-hydrazin-hydrochlorid
(3) 0,01 Mol/l 1-Methyl-2-benzyl-hydrazin- allein
phosphat und 0,059, Propylgallat zu- (2) 0,01 Mol/l 1-Methyl-2-(p-isopropylcarba-
sammen. moyl-benzyl)-hydrazin-hydrochlorid und

0,05%, Propylgallat.

Den in der Figur 11 dargestellten Versuchsergebnissen ist zu entnehmen, dass auch
die Autoxydation von 0,01 Mol/l 1-Methyl-2-(p-isopropylcarbamoyl-benzyl)-hydrazin-
hydrochlorid durch 0,05%, Propylgallat verlangsamt wird. Die Wasserstoffperoxid-
Bildung beim Versuch ohne Propylgallat-Zusatz ist nach 240 Stunden beendigt; bei
Gegenwart von Propylgallat hingegen kann eine Zunahme des Wasserstoffperoxid-
Gehaltes der Losung wihrend 400 Stunden beobachtet werden. Ausserdem zeigt die
Tigur 11, dass die Losung mi¢ Propylgallat nach 400 Stunden ungefdhr 20%, mehr
Wasserstoffperoxid enthilt als diejenige ohne diesen Zusatz. Propylgallat-Zusatz hat
somit in diesem System ausser der Verzégerung der Autoxydation noch eine Steige-
rung der Wasserstoffperoxid-Ausbeute zur Folge.

Die Beeinflussbarkeit des Reaktionsablaufes durch Zusatz eines Radikal-Accep-
tors weist darauf hin, dass die Autoxydation der erwdhnten Methylhydrazin-Verbin-
dungen tiber die intermedidre Bildung freier Radikale erfolgt.

III. Methylhydrazin als weiteres Reaktionsprodukt der Autoxydation von
Methylhydrazin-Verbindungen

Bei der Autoxydation der Methylhydrazin-Verbindungen entsteht neben Wasser-
stoffperoxid die entsprechende Azo-Verbindung:

R-CH; N-N-CH, + O, ——» R-CHy-N=N-CH, + 1,0, )

|
HH

12y Bezogen auf die theoretische Wasserstoffperoxid-Ausbeute aus 0,01 Mol/l der Methylhydrazin-
Verbindung.
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Diese Azo-Verbindungen lagern sich in neutraler Losung relativ rasch zum ent-
sprechenden Hydrazon um. Bei der Autoxydation von 1-Methyl-2-benzyl-hydrazin-
phosphat entsteht somit zundchst Benzylazomethan, welches sich dann zu 1-Benzyli-
den-2-methyl-hydrazin umlagert:

CeH;—CH)-N=N-CH; ——» CH,-CH=N-NH-CH, (2)
1-Benzyliden-2-methyl-hydrazin wird in wisseriger Losung zu Benzaldehyd und
Methylhydrazin hydrolysiert:
H,O 0
C¢H,-CH=N-NH-CHy; ——» C(gH;~C-H + H,N-NH-CH, (3)

Der Figur 12 ist zu entnehmen, dass bei der Autoxydation von 1-Methyl-2-benzyl-
hydrazin-phosphat die Bildung von Wasserstoffperoxid und von Benzaldehyd!3)
parallel geht. Als Mass fiir die Wasserstoffperoxid-Bildung diente der durch den
Abbau der Desoxyribonucleinsiure hervorgerufene Viskosititsabfall der Losung. Wie
die Figur 12 zeigt, konnten nach 250 Stunden ungefahr 859, der theoretischen Menge
Benzaldehyd nachgewiesen werden. Der Benzaldehyd kann als ein Indikator fiir die
Bildung von Methylhydrazin angesehen werden.

100 - "/ _—~————-A—--————T-—.——T-—@ \ ]"00
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Fig. 12. Viskosititsabfall und Benzaldehyd-  Yig. 13. Viskositdtsabfall und Bewzaldehyd-
Bildung in einer Nucleinsdure-Losung mit  Bildung in einer Nucleinsdure-Lisung mit Zu-
Zusatz von 0,0005 Molfl 1-Methyl-2-benzyl-  satz von 0,0005 Molll 1-Benzyliden-2-methyl-

hydvazin-phosphat. hydvazin, und Einfluss von Katalase auf den
. Viskositdtsabfall.
(1) spezifische Viskositdt (1) spezifische Viskositit
(2) Benzaldehyd-Gehalt. (2) spezifische Viskositdt bei Gegenwart von

0,0019%, Katalase
(3) Benzaldehyd-Gehalt.

Gemiss Gleichung (2) entsteht aus 1-Methyl-2-benzyl-hydrazin nach der Autoxy-
dation zur Azo-Verbindung durch Umlagerung 1-Benzyliden-2-methyl-hydrazin.
Dieses Hydrazon wird dann zu Benzaldehyd und Methylhydrazin hydrolysiert. Daher
sollte auch bei Zusatz des Hydrazons zur Natrium-desoxyribonucleinat-Lésung die
Bildung von Benzaldehyd nachgewiesen werden koénnen. Der Figur 13 ist zu ent-
nehmen, dass schon nach 40 Stunden 979, der theoretischen Menge an Benzaldehyd
entstanden ist (Kurve 3).

13} Der Benzaldehyd-Gehalt wurde durch Messung der optischen Dichte bei 248 mu der 1:10 ver-
diinnten Losung bestimmt. Dabei wurde Natrium-desoxyribonucleinat-Lésung ohne Zusatz
des Hydrazin-Derivates als Vergleichslésung verwendet.
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Ausserdem entsteht bei der Hydrolyse des Hydrazons Methylhydrazin. Auf die
Bildung von Methylhydrazin ist der durch Kurve 1 wiedergegebene Viskositdtsabfall
der Desoxyribonucleinsiure-Losung zuriickzufithren. Bei der Autoxydation von
Methylhydrazin entsteht ndmlich ebenfalls Wasserstoffperoxid, welches dann den
Abbau der Desoxyribonucleinsiure bewirkt. Durch Zusatz von 0,0019%; Katalase kann
daher auch hier der Viskositdtsabfall nahezu vollstindig unterdriickt werden (Kur-
ve 2).

1V. Methylhydrazin als Aktivator von Wasserstoffperoxid

Methylhydrazin reduziert in neutraler oder schwach saurer Losung Eisen(III)- zu
Eisen(II)-Tonen. Andererseits ist bekannt, dass sich Wasserstoffperoxid mit Eisen(II)-
Ionen unter Bildung von HO.Radikalen umsetzt!4). Daher ist anzunehmen, dass
Methylhydrazin bei Anwesenheit von Eisen!%) Wasserstoffperoxid aktivieren kann.
Es ist bekannt, dass der Abbau von Desoxyribonucleinsiure in Lésung nicht durch
Wasserstoffperoxid, sondern erst durch die aus diesem durch Reduktion gebildeten
OH-Radikale erfolgt16). :

Diskussion. - In unserer fritheren Mitteilung?) wurde auf die Analogie zwischen
dem Effekt der Methylhydrazin-Verbindungen bei Gegenwart von Luftsauerstoff und
dem indirekten Effekt von Roéntgenstrahlen hingewiesen. In beiden Féllen sind HO-
Radikale fiir die Wirkung verantwortlich. Die hier mitgeteilte Feststellung, dass der
Abbau von Desoxyribonucleinsdure durch Methylhydrazin-Verbindungen ohne we-
sentliche Zerstérung der Doppelhelices erfolgt, entspricht den Beobachtungen von
MorosoN & ALEXANDER'Y) iiber die Wirkung von HO-Radikalen auf Desoxyribo-
nucleinsdure i1 vitro. Eine weitere Analogie in diesem Sinne stellt die Hemmung des
Effekts der Methylhydrazin-Verbindungen auf Desoxyribonucleinsdure durch Cy-
steamin dar. Auch gegeniiber dem indirekten Effekt von Roéntgenstrahlen ist Cyste-
amin bedeutend wirksamer als Cystein!8).

RN-NHR’ + O ——» HOO:+ RN=NR’ )
‘(\ .......
HOO-+ RNH-NHR’ ——> H,0, + RN-NHR’ {2)

Die experimentellen Befunde legen den Schluss nahe, dass es sich bei der Autoxy-
dation der Methylhydrazin-Verbindungen um eine Kettenreaktion handelt, bei
welcher freie Radikale als Zwischenprodukte auftreten. Die Reduktion des moleku-
laren Sauerstoffs zu Wasserstoffperoxid erfolgt in zwei Stufen, wobei HOO - Radikale

%) F. HaBErR & ]J. WEiss, Proc. Roy. Soc. 4 747, 332 (1934); siehe auch H. J. KAUFFMANN,
J. Amer. chem. Soc. 73, 4311 (1951).

15) Das bei den hier beschriebenen Versuchen verwendete Na-desoxyribonucleinat ist eisenhaltig;
siehe exper. Teil.

16) J. A. V. BUuTLER & B. E. Conway, J. chem. Soc. 7950, 3418; J. A. V. ButLER & K. A. SmITH,
Nature 765, 847 (1950).

7). H. MorosoN & P. ALEXANDER, Radiation Res. 74, 29 (1961); vgl. auch F. WEGMULLER,
Dissertation, Bern 1942, S, 33 und 74.

18) Vgl. Z. M. Bacg & P. ALEXANDER, Fundamentals of Radiobiology, Pergamon Press, London
1961, S. 460.
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als Zwischenprodukte gebildet werden. Der Reaktionsablauf kann schematisch durch
das im folgenden wiedergegebene Gleichungssystem beschrieben werden. Dabei wird
die Anwesenheit der «Startradikale» RN-NHR' vorausgesetzt.

In der ersten Stufe (1) erfolgt die Bildung eines HOO - Radikals durch Reaktion
von molekularem Sauerstoff mit einem Radikal des Hydrazinderivates. In der Stufe
(2) reagiert das HOO - Radikal mit einer Molekel des Hydrazinderivates unter Bildung
von Wasserstoffperoxid. Dabei entsteht wieder ein fiir den Ablauf der ersten Stufe
erforderliches Radikal des Hydrazinderivates. Die Erhchung der Wasserstoffperoxid-
Ausbeute bei Zusatz von Propylgallat ist wohl dadurch zu erkliren, dass dieses als
Wasserstoffdonator fungieren kann, indem es HOO: Radikale zu Wasserstoffperoxid
reduziert oder an das Radikal der Methylhydrazin-Verbindung ein Wasserstoffatom
abgibt. Ganz analog kénnen auch andere Wasserstoffdonatoren die Bildung von
Wasserstoffperoxid férdern und auf diese Weise den pro-oxydativen Effekt verstir-
ken. Auf diese Reaktionsmoglichkeiten der bei der Autoxydation der Methylhydrazin-
Verbindungen gebildeten radikalischen Zwischenprodukte sind wahrscheinlich die
weiter vorn gezeigten Unterschiede zwischen den Methylhydrazin-Verbindungen und
Wasserstoffperoxid hinsichtlich der Beeinflussbarkeit ihrer Wirkung auf Desoxy-
ribonucleinsaure zuriickzufithren.

Die experimentellen Ergebnisse zeigen, dass es sich bei den erwdhnten Methyl-
hydrazin-Verbindungen um typische «Pro-Oxydantien»!?) handelt. Die Desoxyribo-
nucleinsdure war in unserem System in erster Linie ein Indikator fiir HO- Radikale.
Hingegen kénnen die Versuche keinen Aufschluss dariiber geben, ob der cytostatische
Effekt auf eine Schidigung der Desoxyribonucleinsiure oder auf andere Reaktionen
der HO- Radikale oder des Wasserstoffperoxids in der Zelle zuriickzufithren ist.

Experimentelles. - Dic Versuche zur Bestimmung des Einflusses der Methylhydrazin-Ver-
bindungen und von Wasserstoffperoxid auf die Viskositit einer I.osung von Natrium-desoxyribo-
nucleinat crfolgten unter den bercits frither mitgeteilten Bedingungen??). Bei allen Versuchen
wurden 0,07-proz. L.ésungen des Nucleinsaurepraparates verwendet. Samtliche Versuche wurden
bei 37°C ausgefiihrt. Die gefundenen Viskositaten wurden geméiss STAUDINGER & HEUER?Y) in
«Spezifische Viskositdten» umgerechnet. Dic den Abbau ausldsenden Substanzen — 1-Methyl-2-
(p-isopropylcarbamoyl-benzyl)-hydrazin-hydrochlorid, 1-Methyl-2-benzyl-hydrazin-phosphat so-
wic 30-proz. Wasserstoffperoxid — wurden wicderum zu 0,001M in 1/15m Phosphatpuffer MErRCK
vom pH 7 mit Zusatz von 109, Kochsalz geldst. Die im Text erwdhnten Zusitze ??) — Peroxidase,
Cystein und Cysteamin — wurden zusammen mit den oben erwiéhnten Verbindungen ebenfalls im
Phosphatpuffer gelost. Unmittelbar nachher erfolgte dic Zugabe der Desoxyribonucleinsiure-
Losung. Um die Wasscrstoffperoxid-Bildung aus den Methylhydrazin-Verbindungen zu verfolgen,
wurden diese zu 0,01m in den im Text erwdhnten Phosphatpuffern gel6st, deren Bereitung unter
Verwendung von aus Quarzapparaturen bidestilliertem Wasser erfolgte. Spektralanalytisch
konnten in diesem Wasser keine Schwermectallionen nachgewiesen werden. Der Zusatz??) des im
Text erwidhnten Antioxydans Propylgallat wurde bei den entsprechenden Versuchen gleichzeitig
mit der Zugabe der Hydrazinderivate zum Phosphatpuffer vorgenommen. Von den Lésungen
wurden je 20 ml in Messkolben mit einem Totalvolumen von ungefahr 55 ml gefiillt, mit Sauerstoff
itberschichtet und bei 37° verschlossen gelagert. In bestimmten Zeitintervallen, welche den in den
Figuren wiedergegebenen Messpnnkten entsprechen, wurden 1 bis 2 ml der I.gsung entnommen,

19 Vgl. D. L. GILBERT sowic F. BERNHEIM in «Radiation Research», Supplement 3, 1963, S. 44
und S. 17 (Academic Press, New York 1963).

20) K. BernEis, Helv. 46, 59 (1963).

2y H. STAUDINGER & W. HEUER, Ber. deutsch. chem. Ges. 63, 222 (1930).

22 Bei den Prozentangaben handelt es sich um Gewichts-Prozente, bezogen auf das Gewicht der
T.osung.
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filtriert und zur Wasserstoffperoxid-Bestimmung verwendet. Nach jeder Probcentnahme wurden
die Lésungen wieder mit Sauerstoff iiberschichtet. Fiir die colorimetrische Wasserstoffperoxid-
Bestimmung nach der Titansulfat-Methode®) wurde cin Beckman-Spektralphotometer verwendet.
Dasselbe Gerit diente auch zur Bestimmung des Benzaldehydgehaltes durch Messung der op-
tischen Dichte der Losungen bei 248 my, sowie zur Aufnahme des Absorptionsspektrums der
Desoxyribonucleinsdurc im ultravioletten Gebiet. Zur Denaturierung der letzteren wurden zu 1 ml
der 0,07-proz. Natrium-desoxyribonucleinat-Losung 2,5 ml 0,1n Salzsdure gefiigt, die Mischung
iiber Nacht bei 37° stehengelassen und nachher fiir die Absorptionsmessungen mit Wasser auf
25 ml aufgefillt.
SUMMARY

Tumour inhibiting methylhydrazino compounds such as I-methyl-2-benzyl-
hydrazine phosphate and 1-methyl-2-(p-isopropylcarbamoyl-benzyl)-hydrazine hydro-
chloride in aqueous solution in the presence of molecular oxygen cause a degradation
of deoxyribonucleic acid (DNA), whereby the DNA molecule is split into smaller
fragments without substantial destruction of its double helix structure. This de-
gradation is inhibited by catalase, by peroxydase and by cysteamine, whereas cysteine
has only a minor influence. The degrading action on DNA of the methylhydrazino
compounds is due to the formation of hydrogen peroxide during their autoxidation.
From experimental evidence it is concluded that hydrogen peroxide is formed by a
chain reaction with free radicals as intermediates. In the course of autoxidation of the
methylhydrazino compounds, strong reducing agents are formed which can cause the
formation of OH radicals from hydrogen peroxide. As is known, the latter radicals are
very reactive and can cause the degradation of DNA. DNA can be used as a reagent
for indicating the presence of OH radicals. It cannot be claimed at present that an
attack on DNA is the deciding factor for the cytotoxic effect of the methylhydrazino
compounds.

Chemische Forschungsabteilung der
F. Horrmann-LA RocHE & Co. AG., Basel

244. Uber Dithiyliumcyanine (III)!) und Oxathiyliumcyanine (I)
von R. Wizinger und D. Dirr?)
Herrn Prof. THEODORE PosTERNAK zum 60. Geburtstag zugecignet
(21. VIII. 63)

In den beiden ersten Mitteilungen iiber Benzdithiyliumfarbstoffe!) berichteten
SoDER & WIZINGER iiber neuartige Cyanine folgenden Aufbaus:

H"L\/ \ /S\/\ /(’H3
H C~(CH=CH),~CH=C H j Clo,- n=01
N N g / \S/ N
\ (w / \+ n=20,1,2
~-(CH=CH) R ClO,~ R = Phenylgruppc mit oder
NN ohne Auxochrom

1 I &II:L.SopEr & R. WIzINGER, Helv. 42, 1479, 1732 (1959) ; siche auch : vorlaufige Mitteilung
Chimia 72, 99 (1958).
2) D. Dirr, Diss. Basel 1961.





