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177. Metallionen-Katalyse bei der H,O,- bzw. Radikal-Bildung 
durch autoxydable Cytostatica. 111. Ligand-Effekte 

von H. Brintzinger, R. Zell und H. Erlenmeyer 
(25. VI. 64) 

In fruheren Mitteilungen [I] [Z] l) brachten wir einige Beitrage zu der bekannten 
Frage nach der Hedeutung von Radikalen bzw. H,O, im Bereich der cytostatischen 
Wirkung radiomimetischer, autoxydabler Stoffe. 

Bei dieser Gelegenheit wurde bereits darauf hingewiesen [Z], dass die in vitro 
ermittelte H,O,-Bildung nicht als ein Mass fur die biologische Aktivitat in. vivo 
betrachtet werden darf. Erganzend hierzu ist zu erwahnen, dass beispielsweise die 
Verbindungen I1 und I11 in Autoxydationsversuchen H,O,-Bildung erkennen lassen 2),  

ohne jedoch im biologischen Versuch cytostatisch zu wirken 3). Dieses Ergebnis 
ist unseres Erachtens als weiterer Beleg fur die von uns schon am Beispiel des 4- 
Amino-6-methyl-3-heptanons4) diskutierte Bedeutung des Transportproblems bei 
in vivo-Versuchen zu betrachten. Im vorliegenden Beispiel wird dies unmittelbar 
evident: Die Verbindungen I1 und I11 mussen wegen der hohen pK,-Werte der 
Ammonium- bzw. Guanidinium-Gruppe (9,7 bzw. 10,Z) im physiologischen pH- 
Bereich als Kationcn vorliegen, im Gegensatz zur biologisch wirksamen Verbindung I, 
in der keine vergleichbare basische Gruppe vorhanden ist. Hierdurch ist fur I1 und 
I11 ein vollstandig anderes Verhalten in bezug auf Transport und Verteilung im 
Organismus zu envarten als fur I 5 ) .  Diese Uberlegungen lassen erkennen, dass Trans- 
port und Wirkung in den meisten Testversuchen gekoppelt sind6), und dass aus dem 

Dic Zahlen in eckigen Klammcm verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 1647. 
Siehe Exp. Teil. 
Die uberlassung dieser Verbindungen und ihre biologische Charakterisicrung verdanken wir 
der Firma HOFFMANN-LA ROCHE & C o .  -4G. 
Diese Verbindung wirkt nur bei lokalcr Applikation tumorhemmend [3]. 
A hnliche Verhaltnisse liegen bei der bakteriostatischen Wirkung von Acridin-Derivaten vor 
und sind dort gut untersucht wortlen [4j. 
Eine Verquickung von Strukturbeziehungen zu Rezeptorsystemcn [5] und autoxydativer 
Radikalhildung [6] scheint auch der Monoaminoxidase-Hemmung durch Hydrazin-Derivate 
\vie Phenylisopropyl-hydrazin zugrunde zu liegcn. 
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Ergebnis eines solchen Tests daher keine Aussage uber die molekularbiologische 
Wirksamkeit einer Verbindung abgeleitet werden kann. 

I 

11 

I11 

CH3-NH-NH-CH, n - C O - N H - C H ( C H , ) ,  7-i 
CH,-NH-hTH-CH2-CHz-CH2-CH,-CH-CH, 

I 
KH3G 

Unsere Untersuchungen hatten weiterhin ergeben [Z], dass nicht nur die schadi- 
gende Wirkung von Radikal- bzw. H202-Partikeln, sondern auch deren Bildung 
bei der Autoxydation von Hydrazin-Verbindungen wie I von Metallionen beein- 
flusst wird. Von den untersucliten Metallionen erwies sich vor allem Mn2+ als ausge- 
zeichneter Katalysator der - an der H,O,-Bildung gemessenen - Autoxydation. 

An dieser Wirkung der Mangan-Ionen sind offenbar auch in der Losung vor- 
handene Liganden wie z. B. das HP042--Ion des verwendeten Phosphatpuffers stark 
beteiligt. Fiihrt man namlich die Autoxydationsversuche statt in Phosphatpuffer 
in ungepufferten oder mit y-Picolin oder 2,.6-Lutidin gepufferten Losungen (jeweils 
pH 7,5) durch, so ist durch Mn2+ - auch in hohen Konzentrationen - praktisch keine 
Beschleunigung der an der H202-Bildung gemessenen Autoxydation zu erzielen 
(Fig. 1). In diesem katalytisch inerten Milieu l a s t  sich daher der Einfluss weiterer 
Liganden auf die hln2+-Katalyse der Autoxydation von I ausgezeichnet unter- 
suclien 2 ) .  

Zusatz von Yhosphat zur Reaktionslosung lost die in Fig. 2 wiedergegebene 
Mn2+-Katalyse aus. Die Abhangigkeit der Mn2+-katalysierten Autoxydation von 
der Phosphatkonzentration (Fig. 4) zeigt deutlich, dass das Ionenpaar 7, {Mn2+HP042-} 
die katalytisch aktive Partikel ist : Bei der HP04a--Konzentration (4. 1 0 - 3 ~ ) ,  bei 
der dcr halbe Wert der maximalen katalytischen Aktivitat erreicht ist, lie@ auch 
[Mn2+],,,,, gerade zur Halfte als [(Mn2+HP042-)] vor *) . y-Picolin konkurriert - 
im Gegensatz zum sterisch stark gehinderten 2,6-Lutidin - mit dem relativ schwachen 
Komplexbildner HP042- um die Koordinierung des Mn2+ ; entsprechend wird in 
y-Picolinpuffer die Mnz+-katalysierte Autoxydation erst bei hoheren Phosphat- 
Konzentrationen aktiviert als in 2,6-Lutidin (Fig. 4). Sonst aber storen die Pyridin- 
derivate die Autoxydation nicht ; wenn nur durch Zusatz hinreichend hoher Phos- 
phatkonzentrationen die Ausbildung der Partikel {Mn2+HP042-} annahernd voll- 
standig wird, erreicht auch hier die Autoxydationsgeschwindigkeit ahnliche Werte 
wie in Phosphatpuffer s). 

Weitere Versuche (s. Fig. 3)  ergaben, dass Pyrophosphat-Zusatz eine noch 
starkere Aktivierung der Mil2+-Katalyse als Phosphat bewirkt. Wiederum zeigt die 

') uber die Struktur derartiger Komplexe sol1 demnachst berichtet werden. 

9) Die von BERNEIS, KOFLER, BOLLAG, ZELLER, KAISER & LANCEMANN [8] beschriebene hbhan- 
gigkeit der He02-Bildung bei der Autoxydation von I von dcr Konzentration des verwendeten 
Phosphatpuffers ist cin Hinweis dafiir, dass auch in dem von diesen Autorcn verwendeten 
licaktionsmilieu Spuren von Mn2 + die bcobachtete Autoxydation katalysiercn. 

8 )  I&&,~, = ~ 6 . 1 0 - 3  17:. 
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Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3 

Fig. 1. Katalyse der Autoxydation von I durch 1 0 - 5 ~  MnSO, 
in 0 , 0 6 ~  Phosphatpuffer ( o ) ,  in 0,201 y-Picolinpuffer ( O ) ,  in ungepufferter Losung ( - )  und in 

0 . 0 5 ~  2,G-Lutidinpuffer (0) (jeweils pH 7,5; 37,5" 2))  

10-'M (0), 1 0 - 2 ~  ( o ) ,  1 0 - 3 ~  (V) und 1 0 - 4 ~  ( x ) .  ([Mn2+] = 1 0 - 5 ~ ;  2,6-Lutidinpuffer 0,051~1; 
pH 7,5; 37,5") 

Fig. 2.  Steigevung der Mn2+-T<atalyse der Autoxydation von I durch Zusatz von HP0,2- 

Fig. 3. Steigevung dev Mn2+-Katalyse der Autoxydation von I durch Zusatz von P,0,4- 
1 0 - 1 ~  (0), 10-2~i ( 0 ) .  lOP31ur (V), 1 0 - 4 ~ ~  ( x ) ,  IOp5M (+) und (0) (gleiche Bedingungen 

Konzentrationsabhangigkeit, dass {Mn2+P2074-} die reaktive Partikel ist 7, (Fig. 4). 
Wegen des im Vergleich zum HP0,2- erheblich starkeren Komplexbildungsver- 
mogens des P20,4--Anions liegt schon bei geringer Pyrophosphat-Konzentration10) 
alles Mn2+ als (Mn2+P2074-} vor ; hohere Pyrophosphat-Konzentrationen beein- 
flussen in fjbereinstimmung hiermit die Autoxydationsgeschwindigkeit nicht mehr 
wesentlich. Die aktivierende Wirkung anderer Liganden wie Citratll) oder Adenosin- 
triphosphat ist mit der des Phosphats etwa vergleichbar. Die relativ geringe Wirk- 
samkeit kleinerer Konzentrationen dieser Stoffe beruht moglichenveise auf ihrer 
oxydativen Zerstorung bei der Autoxydation von I. 

Diskussion. - Die in unseren Versuchen zutage getretene Tatsache, dass Mna+ 
erst im Kontakt mit anionischen 0-Liganden wie HP0,2- oder P,074- die Autoxy- 
dation von Verbindungen wie I zu katalysieren vermag, erlaubt ziemlich weit- 
gehende Riickschlusse auf die Mechanismen dieser Reaktion. Von diesen Liganden 
ist namlich bekannt (vgl. z. B. [13]), dass sie die dreiwertige Oxydationsstufe des 

wic in Fig. 2) 

10) Wegen der von ahnlichen Ligandsystemen her bekannten Invarianz der Stabilitaten in der 
Keihe der 3d-Metallionen[9] lasst sich aus in [lo] und [ll] angegebenenDaten 6 < l o g K ~ ~ p , o ,  
< 7 abschatzen. Beim verwcndcten pH von 7,5 ist Pyrophosphat jedoch noch teilweise pro- 
toniert ; deswegen ist dic schcinbarc Stabil i tat  von (Mn2+P,0,4-) urn 1-2 Zehnerpotenzen 
kleiner, als diesem Wert entsprieht. 

ll) ober eine Mnz+-katalysiertc H,O,-Bildung bei dcr hutoxydation von Isonikotinsaurehydrazid 
in Gegenwart von Citrat siehc [12]. 
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Fig. 4. A bhungigkeit der Mn2+-Katalyse der Autoxydation von I von der Konzentration zugesetzter 
Liganden in Lut idinpuf fer  (0) und in y-Pzcolinpuffer ( 0 )  (vgl. Fig. 2 und 3)  

Mangan-Ions energetisch begiinstigen12). Andererseits ist es eine Eigenheit solcher 
Redoxvorgange, dass bei vergleichbaren Reaktionen haufig Energetik und Kinetik 
parallel gehen, d. h. dass die Geschwindigkeit eines Elektronen-Ubertragngs- 
schrittes um so grosser sein wird, j e  griisser der Energiegewinn des Elektrons beim 
Ubergang ist (vgl. z. B. [15]). Ein Charakteristikum der die Mn2+-Katalyse der 
Autoxydation aktivierenden Liganden ist also aller Wahrscheinlichkeit nach, dass 
sie den Reaktionsschritt (1) kinetisch erleichtern. Eine solche Wirkung der akti- 
vierenden Ligandsysteme ist auch in voller ifbereinstimmung mit dem von FALLAB [16] 
angegebenen Orbital-Schema fur solche Elektronen-Ubertragungsreaktionen : 

Liganden mit n-Elektronen-Donatorwirkung - wie dies anionische 0-Liganden 
sind - mussen, energetisch und aus Grunden der ifberlappung, den Elektronen- 

12) Auch im - autoxydationskatalytisch ebenfalls aktiven - Mn-Sulfophtalocyanin sind offenbar 
hohere Wertigkeitsstufen des Mangan-Ions begiinstigt [14]. 



164G HELVETICA CHIMICA ACTA 

ubergang vom &-Orbital eines Metall-Ions in das n*-Antibindungs-Orbital der 
0,-Molekel erleichtern. 

Diese Gegebenheiten wiirden zugleich bedeuten, dass Reaktion (1) der geschwin- 
digkeitsbestimmende Schritt der Autoxydations-Reaktionskette ist, im Gegensatz 
zu vielen anderen Autoxydationskatalysen, I,. B. durch Kupfer-Ionen (vgl. z. B. 
[17]), bei denen der geschwindigkeitsbestimmende Schritt entweder die Oxydation 
des Substrates durch das Metallion ist, gefolgt von der raschen Keoxydation des 
Metallions durch 0,, oder die Elektronenubertragung in einem ternaren Substrat- 
Metallion-0,-Komplex. Die aktivierende Wirkung von o-Phenanthrolin auf die 
Cu-Katalyse der Autoxydation von I [2] lasst sich dahingehend interpretieren, dass 
hier der ubergang 

Cn2+ + CH,-NH-NH-CH,R + Cu+ + CH3-NH-N'-CH,R + H+ 
durch die energetische Begunstigung der CUT-Stufe durch den n-Elektronen-Ac- 
ceptor o-Phenanthrolin kinetisch erleichtert wirdl3). Bei der von uns untersuchten 
Mn2+-Katalyse ist fraglich, ob das Metallion iiberhaupt mit I in Beriihrung kommt 
(Za, 3a) oder ob die Riickreduktion des Mn3+ erst durch ein z. B. nach (2b) ent- 
standenes Oxydationsprodukt von I erfolgt (3 b) : 

Mn2+ 4- 0, + Mn3+ + '0-0- (1) 

(3 a) 

(3b) 

Mn3+ + CH3-NH-NH-CH,R +- Mn2+ + CH,-NH-N'-CH,R + H+ (2a) 
'0-0- + H+ + CH3-NH-N'-CHaR -+ HZO, - 1 -  CH,-N=N-CH,R 

Mn3+ + CH3-NH-N'-CH,R + Mn2+ + CH3-N=N-CH,R + H+ 
'0-0- + H+ + CH3-NH-NH-CH,R + H,O, 4- CHS-NH-N'-CH,R (Zb) 

Bei der Autoxydation von Hydrazinderivaten wie I kommen hohe H,O,-Akku- 
mulationen zustande. Durch das Reduktionsmittel I wird also das Oxydations- 
mittel 0, in das wesentlich starkere Oxydationsmittel H,O, ubergefiihrt, ohne dass 
dieses mit dem zunachst im uberschuss vorhandenen Reduktionsmittel I sich 
weiter umsetzt. Dies hangt offenbar damit zusammen, dass das Mn2+-Katalysator- 
system auf Grund seiner besonderen Eigenschaften keine peroxydatische Aktivitat 
aufweist. 

Den Ursachen und Konsequenzen der Tatsache, dass einmal gebildetes H2Oa 
unter den Bedingungen der Mn,+-katalysierten Autoxydationsreaktion nicht weiter 
reagiert, sol1 in einer spateren Mitteilung nachgegangen werden. 

Wir danken der Fa. HOFFMANN-LA ROCHE fur die Uberlassung von Substanzen. Herrn Dr. 
13. PRIJS sind wir fur Ratschlage bei der Abfassung des Manuskriptes zu Dank verpflichtet. 

Experimentelles. - Die pK,-Werte der Verbindungcn I, I1 und 111 (s. Tab.) wurden 
durch potcntiographische Titration van 10-2M-Losungen unter N, mit 0 , l ~  WaOH bestimmt. 

pKa- Werte (die eingeklammerten Werte beziehen sich auf die Protonierung der Hydrazin- 
Cruppe). pK,: I - (6,7); I1 10,2 (7,l); I11 9,7 (6,4). 

Autoxydntionsverszlche: 0,2 mMol von I, I1 oder I11 wurden in Quarzgefassen in 20 ml Puffer 
gelost; das verwendete Wasser war in Quarzgefasscn bidestilliert. Zusatzc (9. a.-Reagenzien 
(MERCK)) wurden aus so konzentrierter Stammlosung zugegeben, dass Volumenanderungen ver- 
nachlassigbar blieben. Inkubierung der Ansatze bei pH 7,5 im Thermostaten bei 37,5" + 0.1". 

r3) Zusatz van Pyrophosphat in Abwesenhcit von Mn2+ hemmt dic H,O,-Entwicklung. Dies 
konnte als Unterdruckung ciner durch Spurcn von Kupfer- oder Eisen-Ionen ausgelosten 
L4utoxydationskatalyse verstanden werden. 

- 
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Bestimmung der H,O,-Konzentration zu verschiedenen Zeiten wie bisher [2] mit Titanylsulfat. 
Die in Fig. 4 aufgetragene H,Oa-Konzentration nach 20 Std. ist - da deren Zunahmc hier noch 
etwa zeitproportional ist (s. Fig. 2 und 3 )  - ein Majs fur die Geschwiudigkeit der Autoxydations- 
reaktion. 

SUMMARY 

The effect of various ligands on Mn2+-catalysed radical and H,O, formation by 
autoxidation of cytostatic hydrazine derivatives has been investigated. The catalytic 
action is activated by ligands which favour formation of the tervalent state of 
manganese ion. This finding is discussed in terms of possible mechanisms. 

Institut fur anorganische Chemie 
Universitat Basel 
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178. Recherches sur la formation et la transformation des esters LII [l] l) 
Monoesters phosphoreux de divers types d’alcools 

par Emile Cherbuliez, F. Hunkeler, G. Weber et J. Rabinowitz 
(23 V G4) 

Nous avons dCji montrC que de nombreux alcools primaires et secondaires 
pouvaient &tre estkrifiks directement par chauffage avec l’acide phosphoreux, en 
donnant exclusivement - dans nos conditions de travail et d‘isolement - les acides 
monoalcoylphosphoreux correspondants [Z]. Cette rCaction marche particulikrement 
bien dans le cas d’alcools peu volatils comme les amino-alcools, les alcools supkrieurs [3], 
les diols [l], etc., car on peut alors effectuer cette estkrification sous vide et Climiner 
ainsi l’eau qui se forme au cours de la rkaction. 
l) Les chiffres entre crochets renvoient 2 la bibliographic, p. 1653. 


