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73. Autoxydation NZ.substituierter Methylhydrazine;
Beeinflussung der Cu- & Fe-Katalyse durch Proteine,
Desoxyribonucleinsiure (DNS) und EDTAY)

von H. Aebi, Beatrice Dewald und Hedi Suter
(5. II1. 65)

Die Autoxydation zahlreicher Hydrazinverbindungen und Amine wird durch
Schwermetalle, besonders Cu und Fe, katalysiert. Dies ist z.B. bei Hydrazin [1],
Phenylhydrazin [2], f-Phenyl-isopropylhydrazin [3], o-Phenylendiamin [4] und «-
Aminoketonen [5] der Fall. Wie aus den Untersuchungen von BERNEIS ¢f al. [6] und
ERLENMEYER ¢t al. [5] [7] hervorgeht, trifft dies auch fiir verschiedene Methylhydrazin-
Derivate mit cytostatischer Wirkung zu. Die Stabilitit der Methylhydrazine sowie
auch deren Einfluss auf die Viscositdtsabnahme wisseriger DNS-Ldsungen werden
durch Schwermetallspuren und Zusitze von Chelaten stark beeinflusst (BERNEIS el
al.[8]). Im Verlauf der Autoxydation von Hydrazinverbindungen werden — wie dies
bereits 1901 im Falle des Hydrazobenzols von MancHOT & HERZ0G [9] gezeigt worden
ist — peroxidiquivalente Produkte gebildet. Diese lassen sich im Falle der Methyl-
hydrazine teilweise direkt als Wasserstoffperoxid fassen (ERLENMEYER ef al. [5],
AEBI et al. [10]); teils diirfte es sich auf Grund der Beobachtungen von BERNEIS et
al. [8] um Radikale, z. B. OH., handeln.

Da sich auch andere Klassen cytostatisch wirkender Substanzen, wie z. B. Chinone
[11], durch Peroxidbildung auszeichnen, stellt sich die Frage, ob und inwiefern eine
eventuelle protrahierte Freisetzung peroxiddquivalenter Produkte in den Geweben
mit der biologischen Wirkung dieser Stoffe in Zusammenhang steht. Bevor in dieser
Hinsicht irgendwelche Aussagen gemacht werden kénnen, muss untersucht werdemn,
wie diese Methylhydrazinderivate im Organismus bzw. in iiberlebenden Geweben
umgesetzt werden. Wie RAAFLAUB & ScHWARTZ [12] kiirzlich gezeigt haben, darf auf
Grund der in Blut und Harn aufgefundenen Metaboliten von 1-Methyl-2-[ p-(isopropyl-
carbamoyl)-benzyl]-hydrazin-hydrochlorid angenommen werden, dass es auch ¢» vivo
vorerst zu einer Dehydrierung des Methylhydrazin-Restes unter Bildung der ent-
sprechenden Azoverbindung kommt:

R-NH-NH-CH, + O, » R-N=N-CH, + H,0,

H,0, ——» H,0 + 1/20,

Dabei bleibt zunichst offen, inwieweit es sich um eine enzymatische Umsetzung
oder um eine durch Schwermetall-Verbindungen katalysierte Autoxydation handelt.
Mit den hier beschriebenen Versuchen soll ein Beitrag zur Frage geleistet werden,
ob und in welchem Ausmass nach Verabreichung von am N2 substituierten Methyl-
hydrazinen (im folgenden kurz Methylhydrazine genannt) auch in der lebenden Zelle
eine katalytische Autoxydation erfolgt. Mit dieser Moglichkeit muss jedenfalls auf

1) Uber die hier mitgeteilten Experimente ist in einem am 6. Dezember 1963 vor der Berner
Chemischen Geselischaft gehaltenen Vortrag berichtet worden.
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Grund verschiedener Befunde gerechnet werden. Dafiir sprechen z.B. die Beobach-
tungen von UDENFRIEND et al. [13] bei der Oxydation aromatischer Verbindungen
durch Eisen + EDTA - Ascorbat, und diejenigen von FLESCH ef al. [14] bei der
Oxydation von Adrenalin, Linolsdure und Ascorbat. In beiden Fillen liess sich die
Eisen-katalysierte Autoxydation durch EDTA-Zusatz stark beschleunigen. Nach
BRINTZINGER ef al. [7] sind auch bei der Autoxydation von Methylhydrazinen ausge-
prigte Ligand-Effekte zu beobachten. Die vorliegenden Experimente beschrinken
sich im Wesentlichen auf die beiden Oligoelemente Eisen und Kupfer, Dabei ist einer-
seits die Wirkung der entsprechenden Fe- und Cu-Metalloproteide (Siderophilin,
Ferritin, Himine bzw. Coeruloplasmin), andererseits diejenige von Eisen- und Kupfer-
Salzen in Gegenwart komplexbildender Zellbestandteile, wie z.B. Albumin und
Desoxyribonucleinsiure, auf die Oxydationsgeschwindigkeit von Methylhydrazinen
gepriift worden. Dabei hat sich ergeben, dass die Kupfer-katalysierte Autoxydation
von Methylhydrazinen durch verschiedene Komplexbildner, wie z.B. EDTA, prak-
tisch vollstindig unterdriickt werden kann. Fiir den Biologen ist dabei von Interesse,
dass Desoxyribonucleinsdure in diesem System als Chelat etwa 30mal wirksamer ist
als Serumalbumin, sofern gleiche Mengen verglichen werden. Bei der Eisen-katalysier-
ten Methylhydrazin-Oxydation besteht ein entgegengesetztes Verhalten, indem
Eisen(II)- oder Eisen(III)-Salze in freier Form kaum, als EDTA-Komplex dagegen
stark reaktionsbeschleunigend wirken. Das «Hydroxylase-Modell» Eisen(II)-EDTA
von UDENFRIEND et al. [13] gilt somit auch fiir die Oxydation von Methylhydrazinen.
Waihrend sich andere Eisenkomplexe als wirkungslos erwiesen haben, sind Myoglobin
und Transferrin gute Katalysatoren der Autoxydation von Methylhydrazinen. Eine
mogliche Extrapolation dieser im Modellversuch erhobenen Befunde auf die lebende
Zelle wird dadurch wesentlich kompliziert und erschwert, dass ein jedes der hiefiir in
Frage kommenden Oligoelemente gesondert betrachtet werden muss.

Experimenteller Teil

1. Methodisches. - a) Manometrische Bestimmung des O,-Verbrauches. Es wurde zur fort-
laufenden Verfolgung des Gasumsatzes ausschliesslich die’direkte Methode nach WARBURG ver-
wendet. Inkubierungsbedingungen der Ansitze in der WARBURG-Apparatur: Temperatur 30°;
Gasphase: Luft; Schiittelfrequenz 90-100 Oszillationen pro min. Es wurden konische ein- oder
zweiarmige Gefdsse benutzt, wobei die Methylhydrazinlésung nach einer Temperaturausgleichs-
periode von 15 min aus dem bzw. einem der Seitenarm(e) zugekippt wurde. In den Hauptraum
wurden Puffer, Salzlésung (Metall-Tonen) und ev. Effektoren und Chelate pipettiert, wobei das
Gesamtfliissigkeitsvolumen konstant (2,3 ml) gehalten wurde. Der Seitenarm enthielt 0,4 ml
Losung des Methylhydrazinderivates. Die Konzentration wurde im Standard-Experiment derart
gewihlt (27 uMol/0,4 ml), dass nach Zukippen dieser Lésung zum Reaktionsgemisch (total 2,7 ml)
die Endkonzentration 10 mm war. Die Manometerablesungen erfolgten in der Regel alle 15 min*
wihrend ciner Versuchsdauer von 2-4 Std.

b) Chemikalien. — Pufferlosungen: Phosphatpuffer 0,067mM, nach SORENSEN, pH 7,0 und
pH 7,5; Tris-Puffer 0,05m, pH 7,5 (TRIS puriss. « FLUKA»); Pyrophosphat-Puffer 0,05m, pH 7,0;
Imidazol-Puffer 0,05M, pH 7,0.

Am N? substituierte Methylhydvazine (s. Tabelle 4): Der Grossteil der Versuche wurde mit
1-Methyl-2-[ p-(isopropyl-carbamoyl)-benzyl]-hydrazin-HCl (= Methylhydrazin I ; interne Bezeich-
nung Ro 4-6467(1) ausgefiihrt?). Diese Substanz (Mol.-Gew = 257,76} ist ein weisses, bitter
schmeckendes, zu ca. 109, in Wasser losliches Pulver, das sich bei verschiedenen Versuchsanord-
nungen als starkes Cytostaticum erwiesen hat [15]. In wisseriger Losung ist Methylhydrazin 1
bei neutraler und alkalischer Reaktion Jeicht oxydabel und wirkt als Reduktionsmittel.
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Metallsalze: CuSQ,,5H,0; FeSO,, 7TH,0; NH,Fe(SO,),,12H,0; MnSO,, H,0; ZnS0,, 5H,0;
CdS0,,8/3H,0; KC1(S0,),,12H,0; Na,Mo0,,2H,0: alle «<MERCK» pro analysi. VCly purum
«FLUKAD.

Chelatbildner: EDTA-Na, (Komplexon 1I1) «SIEGFRIED»; o- Phenanthrolin p.a. «<MERCK».

Zur Herstellung der Losungen wurde ausschliesslich doppelt-quarzdestilliertes Wasser ver-

wendet.
c) Biologische Pripavate. — Albumin: Dried Bovine Albumine, Povier PropucTEN N. V.,
Amsterdam. — Desoxyribonucleinsiure, isoliert aus Kalbsthymus, entweder nach SiGNER &

ScHWANDER [16] oder nach Kavy et al. [17]. — Coeruloplasmin, BEHRINGWERKE AG., Marburg3)
(Op. 2492/94); Stammlésung enthaltend 9,8%, Protein. — Transferrin, SRK Bern (Frakt. 1 21, 11,
62), Eisenbindungsvermdgen ca. 809, der Theorie. ~ Ferritin « PENTEX» (Kankakee/Ill. USA), auns
Pferdemilz; Stammlésung enthaltend 3,2 mg Eisen und 7,2 mg Protein-N pro 1 ml Losung. —
Cyanocobalamin krist. USP (MERCK, SHArRP & DonME H 69305). — Katalase krist. aus Rinder-
leber, « BOEHRINGER». — Hdmoglobin (Mensch) und Myoglobin (Wal}, dargestellt von K. ScaHMID 9)
[18].

2. Abhingigkeit der Oxydationsgeschwindigkeit von der Kupfer(II)-Ionen-Kon-
zentration. — Arbeitet man in einem Puffersystem, dessen Komponenten keine ausgesprochene
Chelatwirkung auf die Kupfer(1I)-Ionen ausiiben, bewirken bereits kleinste Konzentrationen von
Cu?+ eine starke Beschleunigung der Autoxydation von Methylhydrazin I. In 0,05 Phosphat
(pH = 7,0 ist z. B. bereits bei 3 - 10~7M [Cu?*], eine signifikante Op-Aufnahme (ca. 10 mm3fh)
zu beobachten. Entsprechende Kontrollansitze ohne Kupfer, jedoch mit 0,001 EDTA, zeigen
demgegeniiber selbst nach 240 min nur einen knapp messbaren O,-Verbrauch (— O, ~ 2 mm?3/h).
Wird die Konzentration des zugesetzten Kupfersulfats unter den oben angegebenen Standard-
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Fig. 1. Oxydation von Methylhydvazin I in Abhdngigkeit von der Cu*t-Konzentration
Ordinate: Op-Verbrauch in mm3/Ansatz; Abszisse: Zeit in Minuten. Die Horizontale bei 302 mm3
‘0, entspricht einem O,-Verbrauch von 1/, Mol O, pro Mol Methylhydrazin I (27,0 uMol/Ansatz).
Die Zahlen bei den Zeit-Umsatzknrven bedeuten molare Endkonzentration beziiglich [Cu2+),.
~~~~~~~ = Kontrolle chne Zusatz von CuSQ,, jedoch mit 10-*m EDTA. Pufferung der Ansitze

mit 0,05 Phosphat, pH 7,0

2) Markenname «Natulan» Fa. F. Horrmann-La Rocae & Co. — Den Herren Prof. A. PLET-
scHER und Dr. K. F. GEv (Medizinische Forschungs-Abteilung der Fa. HorFMaNN-LA ROCHE,
Basel) sei fiir die Uberlassung der Versuchsmengen von Natulan und der in Tabelle 4 angefiihr-
ten Methylhydrazine bestens gedankt,

8) Herrn Prof. H. ScHuLTzE, Marburg, sei fiir die Uberlassung der Proben von Coeruloplasmin,
Herrn Prof. K. Scumip, Boston, fiir die Proben von krist. Myoglobin und Himoglobin bestens
gedankt.
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Versuchsbedingungen systematisch variiert, ergibt sich die in Fig. 1 dargestellte Kurvenschar. Es
lasst sich daraus entnehmen, dass iiber einen Konzentrationsbereich von ca. 1078-10~%m [Cu®*],
angendherte Proportionalitit zwischen Oxydationsgeschwindigkeit und zugesetzter Menge be-
steht. In Gegenwart eines Cull-Uberschusses (Cu > 10-%m) erfolgt die Oxydation sehr rasch, so
dass eine manometrische Messung infolge Limitierung des Gasaustausches durch Diffusion nicht
mehr moglich ist. Es stellt sich dabei innert 30—40 min ein Gleichgewicht ein, entsprechend einem
stéchiometrischen Verhaltnis von 1 Mol Methylhydrazin I: 1/, Mol O,. Sind im Ansatz total
27,0 uMol Methylhydrazin I vorhanden, entspricht dies einem Gesamt-O,-Verbrauch von total
302 mm?/Ansatz.

Als Mass fiir die Oxydationsgeschwindigkeit kann z. B. der reziproke Wert des Zeitintervalles
zwischen Start und hilftiger Oxydation (— O, = 151 mm®/Ansatz} genommen werden. Bei Aus-
wertung der in Fig. 1 dargestellten Kurvenschar ergibt sich eine S-Kurve, wenn v bzw. 1/f als
Funktion von log [Cu2t]i, und eine Gerade, wenn 1/v als Funktion von 1/[Cu] aufgetragen werden.
Halbe Maximalgeschwindigkeit resultiert bei einer Cu-Konzentration von ca. 2 -10-%M. Aus Fig. 1
geht ferner hervor, dass in einem mittleren Konzentrationsbereich von 10-% — 3 - 10-3m [Cu2t]
schon nach ca. 1 Std. Gasumsidtze resultieren, welche den oben angegebenen Grenzwert von
302 mm?® O,/Ansatz iiberschreiten. Dics decutet darauf hin, dass sich entweder die Autoxydation
unter diesen Bedingungzn nicht auf den ersten Reaktionsschritt (Methylhydrazin - Azoderivat)
beschrankt, oder dass das im Verlauf dieser Dehydrierung anfallende Hy0, trotz Gegenwart von
Cu?* nicht vollstindig in HyO und O, zerlegt wird. Wie in der folgenden Arbeit gezeigt wird [10],
lassen sich diese Abweichungen vom theoretischen Wert zwanglos durch das in den Ansatzen an-
gehdufte HyO, erkliren. Es trifft somit die zweiterwdhnte Alternative zu.

Ein Vergleich der katalytischen Wirkung verschiedener Schwermetall-Tonen auf die Autoxy-
dation von Methylhydrazin I zeigt, dass Cull-Tonen mit Abstand am wirksamsten sind (Tab. 1).
Bei der hohen Katalysatorkonzentration von 10—2m, wie sie hier aus Griinden der Vergleichbarkeit
gewdhlt werden musste, wird im Falle von Cu?+ ein Endwert — entsprechend ca. !/; Mol O, pro Mol
oxydiertes Methylhydrazinderivat ~ bereits innert 30 min errcicht. Demgegeniiber beginnt der
O,-Verbranch in allen andern Ansétzen nach diesem Zeitpunkt eben erst gut messbar zu werden.
Wihrend sich die Oxydation bei Zusatz von Co?+, V3+ und Mn?+ im WaRBURG-Versuch verfolgen
lasst, ist cin reaktionsbeschleunigender Effekt im Falle von Zn?+, Fe?+, Fe3t oder Cd?*+ innert
3 Std. bei 30° und pH 7,5 in TRIS-Puffer nicht zu beobachten.

Die in Tabelle 1 angegebenen Werte geben die Verhiltnisse insofern unvollstindig wieder, als
die einzelnen Schwermetall-Effekte auf die Autoxydation von Methylhydrazin I durch Chelat-
zusitze und Puffer-Ionen ganz verschieden beeinflusst werden. So verhilt sich z. B. Co?* gleich

Tabelle 1. Wirkung verschiedener Schwermetallsalze auf die Oxydationsgeschwindigheit
von Methylhydrazin I
Manometrische Bestimmung des O,-Verbrauchs mit der WARBURG-Apparatur. Ansétze enthaltend:
13,5 uMol Methylhydrazin I; Pufferung durch 0,05m TRIS-Puffer, pH = 7,5. Endkonzentration
aller Salzzusitze 103m

Art des Zusatzes O,-Verbrauch in mm?® O,/Ansatz

30 min 60 min 120 min 180 min
Kupfer(IT) (CuSQ,) 133 135 134 136
Kobalt(IT) (CoCl,) 12 27 54 91
Vanadium(IIT) (VCL,) 14 22 39 92
Mangan(II) (MnSO,) 3 8 17 33
Molybdin(VI) (Na,MoO,) <1 <1 2 9
Chrom(ITT) (KCr(SO,),) <1 1 2 5
Zink(IT) (ZnSO,)
Eisen(1I) (FeSO,) I
Eisen(ITI) (NH,Fe(SO,),) I <1 <1 <1 <1
Cadmium(I1) (CASO,)

Kontrolle (+0,001 M EDTA) <1 <1 <1 <1
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wie Cu?*, indem ein Zusatz von 0,001m EDTA geniigt, um die katalytische Wirkung dieser a-
tionen praktisch vollstindig zu unterdriicken. Andererseits bewirkt derselbe Zusatz von 10-3m
EDTA im Falle von Eisen(II) oder Eisen(III) cine betrichtliche Stcigerung des katalytischen
Effektes. Die Beobachtung, wonach andere Chelatbildner wie z. B. o-Phenanthrolin, die Kupfer-
katalyse steigern, diejenige von Eisen dagegen hemmen (vgl. Abschnitt 6), diirfte mit hinreichen-
der Deutlichkeit zeigen, dass eine allgemeingiiltige Rangordnung unter den gepriiften Schwer-
metallen hinsichtlich katalytischer Wirkung nicht gegeben werden kann.

3. Wirkung von Eisen(1II)- Athylendiamintetraacetat auf die Oxydation von Methyl-
hydrazin I. - Wahrend Eisen(II)- oder Eisen(II1)-Salze fiir sich allein praktisch wirkungslos sind,
tiben sie in Gegenwart von EDTA cine starke katalytische Wirkung auf die Oxydation der Methyl-
hydrazinc aus. Die von UDENFRIEND ¢f al. [13] am «Hydroxylasemodell» (Fe+ EDTA + Ascorbat)
gemachten Beobachtungen scheinen somit auch fiir die katalytische Dehydrierung von Methyl-
hydrazinen zuzutreffen. Wie aus den Daten in Tabelle 2 hervorgeht, wird der Effekt bei unabhin-
giger Variation des Fe-Salz- und EDTA-Zusatzes im wesentlichen durch die in geringerer Konzen-
tration vorhandene Komponente bestimmt. Vergleicht man die mit [Fe] = [EDTA] erhaltenen
Zeit-Umsatzkurven mit denjenigen in Fig. 1 (Cu?*t-Katalyse), ergibt sich ein Unterschied beziig-
lich katalytischer Wirksamkeit von 1:25 bis 1:30, sofern adquimolare Konzentrationen von Cu-
und Fe-Salz einander gegeniibergestellt werden. So verlduft z. B. die Autoxydation in Gegenwart
von 107%m Fe-EDTA (Tabelle 2; drittunterste Zeile) etwa gleich rasch wie mit 3 - 10~8m Cu2+
(Fig. 1; Kurve 3).

Tabelle 2. Oxydation von Methylhydrazin I in Gegenwart von Eisen(II)- bzw. Eisen(III)-Salzen
und Athylendiamintetvaacetat
Manometrische Bestimmung des O,-Verbrauchs. Ansdtze enthaltend: 27,0 pMol Methylhydrazin I;
Pufferung durch 0,05M Phosphat, pH = 7,0. Fe?t = FeS0,; Fe’+ = NH Fe(S0,),

Zusatze (molare Endkonzentration) 0O,-Verbrauch in mm? O,/Ansatz

Fe?t Fed3+ EDTA 60 min 120 min 180 min
Kontrollen — — 10—+ <1 1 3

10-3 — — 10 11 11

— 10-3 — 9 12 16
[Fe] > [EDTA] — 102 104 110 171 215

— 3-10 10— 93 158 205
[EDTA] > [Fe] - 10-5 10-3 18 34 53

— 3-10°5 10-3 39 75 116

— 10-4 10-3 94 171 235

— 3-10 10-3 170 279 343
[Fe] = [EDTA] - 3-10-¢ 12 20 26

— 10-5 25 42 53

— 3-10-8 49 84 111

— 10— 115 178 221

- 3-10¢ 219 300 340

— 108 330 377 391

4. Einfluss der Puffer-Ionen. — Um Aufschluss iiber Chelat-Effektc von seiten des verwen-
deten Puffers zu erhalten, wurde die Autoxydation von Methylhydrazin I in vier Puffersystemen
vergleichend untersucht. Wie aus Fig. 2 ersichtlich, hingt dic Oxydationsgeschwindigkeit bei
gegebener Cull-Konzentration stark von der Art des Puffers ab. Wahrend Phosphat- und Imida-
zol-Puffer ein dhnliches Verhalten zeigen, ist in TRIS- und Pyrophosphat-Puffer bei gleichblei-
bender total-Cu-Konzentration eine starke Verzégerung der Oxydation festzustellen. Auf Grund
der Parameter der in Fig. 2 dargestellten Konzentrations-Wirkungskurven sind zur Erzielung des-
selben Effektes in den 4 verglichenen Systemen folgende relative Kupferkonzentrationen erfor-
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derlich: Phosphat: Imidazol: TRIS: Pyrophosphat = 1:1:6:60. Diese Unterschiede, die auf un-
gleiche Komplexbindung der Puffer-Ionen zuriickzufiihren sind, haben uns veranlasst die Autoxy-
dation von Methylhydrazin 1 durchwegs in mehreren Puffcersystemen gleichzeitig zu untersuchen.

mm3
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300|s - mmmm e R R
2000
100}
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4
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oL e /
10 3106 105 3105M log [Cu?*]

Fig. 2. Einfluss des Puffersystems auf die Cut-katalysierte Oxydation von Methylhydrazin I
Ordinate: O,-Verbrauch in mm?/Ansatz/Stunde. Abszisse: Konzentration von CuSO, bzw. |Cu2+];

—(p- Pyrophosphat, pH 7,0 —~(O~ Phosphat, pH 7,0
——[J-- TRIS-Puffer, pH 7,5 —A— Imidazol, pH 7,0
— - — Phosphat, pH 7,5 (alle Puiffer 0,04 M)

Alle Ansitze enthalten 27,0 uMol Methylhydrazin I

Die Katalyse mit Fe-EDTA zeigt auch in dieser Hinsicht ein gegensitzliches Verhalten, indem
die Oxydation von Methylhydrazin I in Gegenwart von 10-3m NH,Fe(SO,), und 10—4m EDTA
in TRIS-, Phosphat- und Imidazol-Puffer (je 0,05M; pH = 7,5) mit praktisch gleicher Geschwin-
digkeit verlauft. In Pyrophosphatpuffer, der die Kupfer-katalysierte Autoxydation stark hemmt,
ist im Falle von (Fe-EDTA) lediglich eine Herabsetzung der Oxydationsrate um ca. 20%, zu be-
obachten. Die katalytische Wirkung weiterer Schwermetalle, wie sie sich in verschiedenen Puffer-
systemen ergibt, 1dsst sich aus Tabelle 3 crsehen. Aus diesen Daten geht hervor, dass auch fiir dic
Wirkung der Puffer-Ionen keine allgemeingiiltige Regel gegeben werden kann. Es verhilt sich z. B.
die Katalyse durch Kobalt(IT)-Ionen im Vergleich zu derjenigen durch Kupfer(II)-Ionen gerade
entgegengesetzt: Wihrend 10-4m Co?+ in TRIS einen sehr wirksamen Katalysator der Oxydation
von Methylhydrazin I darstellt, ist dersclbe Zusatz in Phosphatpuffer ohne jeden Effekt. Ein
weiteres Beispiel: Wiahrend Pyrophosphatpuffer die Katalyse durch Cull-Salze stark hemmt, hat
ein Zusatz von 10-4M Vanadium(III}-chlorid gerade in diesem Puffer den gréssten Effekt.

5. Kupfer—und Eisen-Katalyse bei verschiedenen Methylhydrazinderivaten, — Das E1-
gebnis eines an 8 Derivaten durchgefithrten Vergleiches zwischen der Wirkung von Cu?+ und von
Felll.EDTA ist in Tabelle 4 zusammengestellt. Auf Grund der oben mitgeteilten Beobachtungen
ist dabei durchwegs mit phosphatgepufferten Ansitzen gearbeitet worden. Es geht aus diesem
Vergleich hervor, dass sich - mit einer Ausnahme — alle untersuchten Derivate gegeniiber beiden
Katalysatoren grundsitzlich dhnlich verhalten. Einzig im Falle von Methylhydrazin IV, welches
als Oxalat vorlag, besteht eine Diskrepanz zwischen Fe-EDTA- und Cu-Katalyse. Diese diirfte
darauf zuriickzufithren sein, dass die Aktivitit des Komplexes Fe-EDTA durch Oxalat-Ionen
kaum beeintrichtigt wird, wogegen es im zweiten System zu einer Bindung der katalytisch ak-
tiven Cull-ITonen an das Oxalat kommt. Diejenigen Verbindungen, die 2 Methylhydrazingruppen
in der Molekel enthalten, weisen unter sonst gleichbleibenden Versuchsbedingungen einen doppelt
so hohen O,-Verbrauch auf wie die entsprechenden einfach substituierten Methylhydrazinderivate.
Man vergleiche in Tabelle 4 die Daten fiir die Substanzen I-V mit denen fiir VI und VII. Auch
innerhalb der beiden Gruppen bestehen Unterschiede, und zwar sowohl beziiglich Anfangs-
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geschwindigkeit (~ O,-Verbrauch nach 30 min) als auch der asymptotisch erreichten Endwerte
(~ Gesamt-O,-Verbrauch nach 2 Std.). Die katalytische Wirksamkeit von Cu2+- bzw. (Fe-EDTA)
auf die Dehydrierung des Methylhydrazinrestes ist in allen vergleichbaren Fallen von dhnlicher
Grossenordnung. Es scheint jedoch das Verhiltnis zwischen Peroxidbildung (bestimmt durch die
Dehydrierungsgeschwindigkeit des Methylhydrazinrestes) und Peroxidspaltung (bestimmt durch
die «Katalase»-Wirkung des Katalysators) je nach Substanz verschieden zu sein. Fiir die Inter-
pretation dieser Modellversuche ist schliesslich der Befund von Interesse, dass sich die biologisch
aktive Substanz I (methylsubstituiert!) und die voéllig unwirksame Substanz III (ithylsubsti-
tuiert!) in bezug auf beide der oben erwihnten Kriterien etwas verschieden verhalten.

6. Reversibilitiit der Katalysatorwirkung von Cu?+ und Fe-EDTA auf die Oxydation
von Methylhydrazinen. — Durch entsprechende Versuchsanordnung lésst sich die Reversibilitat
der oben beschriebenen Effekte demonstrieren. Bei Verwendung zweiarmiger WARBURG-Gefédsse
kann die auf iibliche Weise durch Zukippen der Methylhydrazinlgsung bei ¢ = 0 ausgeloste Reaktion
zu cinem beliebigen Zeitpunkt z.B. durch Zukippen von EDTA-L3sung unterbrochen werden. Wird
andcrerseits die Katalysatorlosung erst spédter zugegeben und die Reaktion dadurch ausgelost,
kann die Vorinkubierung ohne Katalysator gleichsam als Kontrollversuch betrachtet werden.
Beide Arten des Vorgehens erlauben eine orientierende Beantwortung der Frage, wie rasch es
unter den gewdhlten Versuchsbedingungen zu einer Neueinstellung der Gleichgewichte im Ansatz
kommt, und inwiefern die Reihenfolge der Zusitze fiir die Geschwindigkeit der Autoxydation von
Belang ist.

Wie aus Fig. 3 ersichtlich ist, kann die durch 10~5m Cu?+ katalysierte Oxydation von Methyl-
hydrazin mittels Zugabe eines EDTA-Uberschusses (10-3m EDTA Endkonzentration) vollstindig
gehemmt werden (= Kurve 3). Ferner geht aus dem Vergleich zwischen den Kurven 2 und 4 in
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Fig. 3. Reversibilitit dev Cu®*-katalysievten Oxydation von Methylhydrazin I
Ordinate: O,-Verbrauch in mm3/Ansatz cnthaltend 27,0 uMol Methylhydrazin I. Abszisse: Zeit
in Minuten. Pufferung der Ansdtze durch 0,05M Phosphat, pH 7,0
1 = Ansatz ohne Cu?+; 2 = Ansatz mit 10~%m Cu?+; 3 = wie 2, jedoch nach 30 min Zugabe von
EDTA (10—3m Endkonz.); 4 = wie 1, jedoch nach 30 min Zugabe von CuSO, (10-5M Endkonz:)

Fig. 4. Reversibilitit dev Fe-ED T A-kalalysievien Oxydation von Methylhydrazin I
Ordinate: O,-Verbrauch in mm?3/Ansatz enthaltend 27,0 uMol Methylhydrazin I. Abszisse: Zeit
in Minuten. Pufferung der Ansitze mit 0,04 M TRIS-Puffer, pH 7,5
1 = Ansatz mit 10~3m NH,;Fe(SO,), allcin; 2 = Ansatz mit 10~*m EDTA und 10-3m NH,Fe
(80,),; 3 = wie 2, jedoch nach 40 min Zugabe von 3 - 10~3m o-Phenanthrolin; 4 = wie 1, jedoch
nach 30 min Zugabe von 10~4m EDTA
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Fig. 3 hervor, dass der Zeitpunkt der Cu?+-Zugabe auf das Ausmass der Wirkung ohne Einfluss
ist. Das System FFe-EDTA (vgl. I'ig. 4) zeigt ein anderes Verhalten: Durch Zugabe einer geeigneten
chelatbildenden Verbindung, wie z. B. o-Phenanthrolin, gelingt es zwar, die Autoxydation vor-
iibergehend zu unterbrechen; nach kurzer Zeit (~ 30 min) setzt jedoch eine O,-Aufnahme wieder
ein. In Ansitzen, enthaltend Eisen(II)- oder Eisen(I1I)-Salze, Methylhydrazin und Puffer, lisst
sich die Autoxydation durch EDTA-Zusatz auslosen (vgl. Kurve 4 in Fig. 4). Ein O,-Verbrauch,
entsprechend demjenigen des — von Anfang an — vollstindigen Ansatzes (Kurve 2 in Fig. 4) ist
indessen erst ca. 10 min nach erfolgter Zugabe zu beobachten. Diese Latenzzeit weist darauf hin,
dass die Neueinstellung der Gleichgewichte zwischen den um das Metall konkurrierenden Chelaten
relativ langsam zu erfolgen scheint. Dafiir spricht auch der Befund, dass dic Anfangsgeschwindig-
keit der Methylhydrazinoxydation im System Fe-EDTA von der Reihenfolge der gemachten Zu-
sdtze abhingt. So ist z. B. Eisen(I1I)-sulfat wirksamer, wenn dieses zuerst mit EDTA gemischt
und dann zur Pufferldsung (TRIS- oder Phosphat-Puffer) zugesetzt wird, als wenn dieses zuerst
mit dem Puffer vereinigt und erst am Schluss mit EDTA versetzt wird. Auf den Befund, dass sich
mit Eisen(II}-und Eisen(III}-Salzen dhnliche Effekte erzielen lassen, wird zuriickzukommen sein,
wenn die Frage nach der Wirkungswecise dieser Fe-Komplexe diskutiert wird.

7. Wirkung von Metallo-Proteiden auf die Autoxydation von Methylhydrazinen. —
Im Rahmen dieser Untersuchungen iiber die mégliche biologische Rolle der Schwermetallkatalyse
sind auch einige Kupfer- und Eisen-haltige Proteide auf ihre Aktivitit gepriift worden. Vom
Coeruloplasmin (der Cu-haltigen Globulinfraktion des Serums) ist bekannt, dass ihm verschiedenc
Katalysatoreigenschaften zukommen, so z. B. bei der O,-Ubertragung auf p-Phenylendiamin oder
Ascorbat [19]. Die Wirkung dieses Kupferproteids ist hier mit derjenigen von Kupfer(II)-Toncn
in freier Form und gebunden an unspezifische Proteintriger verglichen worden. In Tabelle 5 ist
das Ergebnis eines derartigen Vergleichs wiedergegeben. Diese Daten zeigen, dass auch Coerulo-
plasmin die Oxydation von Methylhydrazin katalysiert. Wird der Kupfergehalt als Vergleichs-
basis genommen, ergibt sich auf Grund dieser Werte ein Aktivitdtsverhiltnis von (Cu2+): Coerulo-
plasmin-Cu ~ 100:1. Ferner geht aus Tabelle 5 hervor, dass sich die rund hundertmal geringere
Aktivitdt des Coeruloplasmin-gebundenen Kupfers durch inerte Proteine, wic Serumalbumin —
sofern im Uberschuss zugesetzt — weitgehend unterdriicken lisst.

Tabelle 5. Vergleich der Katalysatorwivkung von Coevuloplasmin und Cu?*

Zusammensetzung der Ansédtze: 0,01 Methylhydrazin 1 (= 27,0 uMol/Ansatz); Phosphatpuffer
0,05M, pH = 7,5. Die Konzentrationsangaben beim Coeruloplasmin beziehen sich auf das darin
cnthaltene Kupfer (Cu-Gehalt = 0,329, ; Mol.-Gew. 159000; 8 Cu/Mol)

Zusitze O,-Verbrauch in mm?3/Ansatz nach:
60 min 120 min 180 min
Coeruloplasmin ~ 10-5%m <1 <1 <1
10—4M 3 17 37
10-3m 112 208 272
Coeruloplasmin 2 - 10-4m 40 94 —
desgl. + 2%, Albumin <1 2 —
CuSO, 10—%m 8 24 37
10-5m 125 246 314
10—4m 326 331 333

Von der grossen Zahl eisenhaltiger Proteide, die im Siuger-Organismus vorkommen, sind die
in Tabelle 6 angefiihrten Verbindungen gepriift worden. Wihrend sich z. B. Ferritin als praktisch
unwirksam erwiesen hat, ist Myoglobin als Katalysator fiir die Oxydation von Methylhydrazinen
von bemerkenswerter Aktivitdt. Dass es sich dabei nicht einfach um eine unspezifische Hamin-
katalyse handelt, geht aus der ungleichen Wirkung von Myoglobin und Hamoglobin hervor. Der
Befund, dass auch Transferrin (= Siderophilin}, das Eisen(III}-bindende Protein des Blutplasmas,
im Gegensatz zu Ferritin wirksam ist, spricht im selben Sinne.
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Von anderen Schwermetallverbindungen von biologischem Interesse ist einzig noch Cyanoco-
balamin (Vitamin B,,) gepriift worden, welches 4,3%, Co enthilt. Vergleicht man (in TRIS-Puffer)
die Wirkung von freicm Co?* mit derjenigen von Cyanocobalamin (z. B. 10~4m oder 3 - 10-4m Co),
zeigt letzteres — im Gegensatz zu den freien Kobalt(II)-Toncn — keine messbare Aktivitit.

8. Wirkung von Serumalbumin und Desoxyribonucleinsiure auf die Cu- und Fe-
Katalyse. — Da Protcinc und Nucleinsiuren gegeniiber vielen Metall-Ionen cin ausgeprigtes
Komplexbindungsvermogen aufweisen, ist deren Einfluss auf dic katalytische Oxydation von
Methylhydrazinen gepriift worden. Aus Versuchen mit variierten Zusitzen von reinem Scrum-
albumin geht hervor, dass es im System Methylhydrazin I+ Cu2* bereits bei ciner Konzentration
von 1,00/, die Oxydationsgeschwindigkeit auf den halben Betrag herabsetzt. In Fig. 5 ist das Er-
gebnis eines derartigen Versuches mit konstanter Kupfer(11)-Konzentration ([Cu?t]y = 10~4m) und
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Fig. 5. Einfluss von Sevumalbumin auf die Cu+- bzw. Fe-ED TA-katalysievte Oxydation von
Methylhydrazin I '
Ansitze 1-5 enthaltend 27,0 uMol Methythydrazin I/Ansatz, 10~*m CuSO, und 0,05M Phosphat-
puffer, pH 7,5
1 = Kontrolle (kompletter Ansatz ohne Albumin) bzw. mit Zusatz von 0,06 mg/ml Serumalbumin.
2 = desgl. mit 0,2 mg/ml. 3 = desgl. mit 0,6 mg/ml. 4 = desgl. mit 2,0 mg/ml. 5 = desgl. mit
6,0 mg/ml. 6 = Ansitze enthaltend 10-*m EDTA wund 10-4m NH,Fe(SO,), als Katalysator;
bei Variation des Albuminzusatzes zwischen 0 und 60 mg/ml resultiert derselbe Kurvenverlauf.
7 = Kontrollen ohne Cu?+ bzw. mit Fe3t allein

cinem Albuminzusatz von 0,2 bis 6 mg/ml dargestellt. Durch graduelle Erhdhung der Protein-
konzentration kann die Kupfer-katalysierte Autoxydation von Mcthylhydrazin I nach Belieben
gebremst werden. Bei einer Konzentration von 29, Albumin ist die Hemmung praktisch voll-
standig. Von Interesse ist ferner der Befund, dass die asymptotisch erreichten Werte fiir den Total-
O,-Verbrauch in Gegenwart geringer Albuminmengen (0,2-0,6 mgjml) um 10-159%, hoher licgen
als beim Fehlen eines Proteinzusatzes. Das Vorhandensein von Serumalbumin beeinflusst somit
nicht nur die Anfangsgeschwindigkeit der durch Cu2t katalysierten Autoxydation von Methyl-
hydrazin I, sondern offenbar auch das Gleichgewicht, das sich im Verlauf der Inkubierung zwischen
H,0,-Bildung und H,0,-Spaltung einstellt. Dic Hemmwirkung von Serumalbumin im System
Cu?t 4 Methylhydrazin T ldsst sich iibrigens auch in Konkurrenzversuchen mit Coeruloplasmin
und Albumin (vgl. Tabelle 5) demonstrieren. Im Gegensatz dazu wird die Katalyse mit Fe-EDTA
sclbst durch hochste Albuminkonzentrationen (bis 100 mg/ml) nicht messbar beeinflusst.

Die Wirkung von Desoxyribonucleinsiure (isoliert aus Kalbsthymus) auf die Cu2t-kataly-
sierte Oxydation von Methylhydrazin I ist in Fig. 6 wiedergcgcben. Es geht aus dieser Versuchs-
rcihe hervor, dass es bereits bei einer DN S-Endkonzentration von ca. 90,0169y, zu einer Verzoge-
rung der Reaktionsgeschwindigkeit auf dic Halfte kommt. Das Komplexbindungsvermogen von
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DNSS gegeniiber Cu?+ ist demnach rund 30mal grosser als dasjenige von Serumalbumin. Im Gegen-
satz zu den Experimenten mit Albumin ist bei héheren DNS-Konzentrationen eine anféngliche
Verzogerung («lag») zu beobachten. Vergleicht man die Kurven in Fig. 6 mit denen in Fig. 1,
lasst sich trotz der unterschiedlichen Kurvengestalt ersehen, dass 3+ 1075y CuSO,+0,5%,, DNS
ungefihr gleich wirksam sind wie 10-8m CuSO, bzw. Cu?+t. Die durch Eisen-EDTA katalysierte
Oxydation von Methylhydrazin wird auch in diesem Falle durch DNS-Zusatz (bis 2°/y) kaum
beeinflusst. Es kommt zwar bei hoher DNS-Konzentration (49/,,) zu einer méissigen Verringerung
der Anfangsgeschwindigkeit (ca. 20%). Dieser Hemmeffekt kénnte als Konkurrenz zwischen DNS
und EDTA um das im Ansatz vorhandene Eisen(III) gedeutet werden; er ist aber moglicherweise
auch auf die betréchtliche Viscositidt der Ansitze zuriickzufithren.
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Fig. 6

Wirkung von Desoxyribonucleinsdure auf die Cu?*-katalysievie Oxydation von Methylhydrazin I

Ansitze enthaltend 0,01 M Methylhydrazin I (= 27,0 g Mol/Ansatz),
3-10-5m CuSO, und 0,05m Phosphatpuffer, pH 7,5

—(-  Kompletter Ansatz ohne DNS.
~-@-~- Kontrollansitze ohne Cu?t bzw. mit 10-3m EDTA.

Die Zahlcnangaben 0,01-4,0 geben die DN'S Konzentration (mg/ml) im betreffenden Anastz an.

Der starke Hemmeffekt geringer DNS-Konzentrationen auf die Kupferkatalyse ist bei allen
hier untersuchten Methylhydrazinderivaten zu beobachten, allerdings in unterschiedlichem Aus-
mass (vgl. Fig. 7). Sehr ungleich verhalten sich z. B. die mit 2 Methylhydrazingruppen substi-
tuierten Derivate VI und VII. Die Autoxydation von VII (Gruppen in ortho-Stellung) wird z. B. im
Gegensatz zu derjenigen von VI (Gruppen in para-Stellung) durch einen Zusatz von 0,1%/,, DNS
praktisch nicht gehemmt. Dieser Unterschied diirfte darauf zuriickzufiihren sein, dass die Struk-
tur von VII viel bessere Voraussetzungen fiir die Bildung eines stabilen Cull-Komplexes bietet, als
dies bei V1 sowie auch bei allen einfach substituierten Derivaten der Fall ist. Dies ist ein Hinweis,
dass die Geschwindigkeit der Autoxydation nicht zuletzt auch vom Komplexbildungsvermdgen
der betreffenden Methylhydrazinverbindung fiir Cu?+ abhéngt.

Neben diesen definierten Priparaten von Naturstoffen ist schliesslich auch der Einfluss
von Rattenleber-Totalhomogenat in variierter Konzentration auf Kupfer- und Eisen-Katalyse
untersucht worden. Wie Tabelle 7 zeigt, ist in beiden Systemen bereits bei sehr kleiner Homogenat-
konzentration eine deutliche Verzégerung der Oxydation von Methylhydrazin I festzustellen. Der
Hemmeffekt auf die Kupferkatalyse ist auch hier wesentlich stirker, indem bereits bei ca. 0,02%
Homogenat die Oxydationsgeschwindigkeit auf den halben Betrag sinkt, was im Falle von Fe-
EDTA erst bei einer Homogenatkonzentration von ca. 0,1%, der Fall ist.
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Fig. 7. Wirkung eines Zusatzes von 0,1y, Desoxyribonucleinsauve auf die Geschwindigkeit dey Cu®*-
katalysievien Autoxydation verschiedener Methylhydrazinderivate. Die Bezeichnungen I-111,
VI-VIIT bezichen sich auf die in Tabelle 4 aufgefiihrien Verbindungen
Ordinate: O,-Verbrauch in mm?/Ansatz; Abszisse: Zeit in Minuten
= Ansatz mit 0,1%/,, DNS
— — — = entsprechender Kontrollansatz ohne DNS
Pufferung der Ansitze mit 0,05m Phosphat (pH 7,0); CuSO, 3 - 107%m; Methylhydrazinkonzen-
tration 10—2Mm

Tabclle 7. Wirkung eines Totalhomogenates von Ratlenleber auf die Cu- und die Fe-katalysieter
Oxydation von Methylhydvazin I
Ansitze enthaltend 0,01m Methylhydrazin 1 (= 27 uMol/Ansatz), gepuffert mit 0,05 Phosphat,
PH 7.0. Zusidtze: 3 - 10-5m CuSO, bzw. 10~#m EDTA und 10-3m NH,Fe(SO,),

Zusitze [Cu2+] [Fe-EDTA]

O,-Verbrauch in mm? O,/Ansatz nach

30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min
Kontrolle ohne Homogenat 224 314 333 35 104 168
+0,025%, Homogenat 73 176 306 48 95 158
+0,1% Homogenat 8 25 47 28 67 130
+0,4% Homogenat 4 6 7 18 47 102
+1,0% Homogenat 3 2 2 13 31 68

Diskussion

Die Geschwindigkeit, mit welcher ein Methylhydrazinderivat zur entsprechenden
Azoverbindung oxydiert wird, hingt von folgenden Faktoren ab: 1. Art und Menge
des im System vorhandenen Katalysators; 2. Konzentrationsverhiltnis, welches



670 HELVLTICA CHIMICA ACTA

zwischen den verschiedenen Zusitzen mit chelatbildenden Eigenschaften besteht;
3. Versuchsbedingungen, speziell pH, Temperatur und Konzentration der Reaktions-
partner. Die katalytische Wirkung eines bestimmten Schwermetall-Zusatzes stellt
demnach eine Resultante dar. Diese ist gegeben durch das Gleichgewicht, das sich
zwischen den verschiedenen Liganden, die um das Metall konkurrieren, einstellt, so-
wie durch die Aktivitit der verschiedenen im System vorhandenen Metall-Chelate.

Bei der Kupferkatalyse konkurrieren folgende Verbindungen um dic im Unter-
schuss zugesetzten Kupfer(II)-Ionen: 1. Puffer-Ionen, 2. Chelatbildende Zusitze
(EDTA, Penicillamin, Albumin, DNS}, und 3. das Substrat — Methylhydrazin — selbst.
Da in formaler Hinsicht ein Parallelismus zu den Beobachtungen von WiTHrICH &
FALLAB [4] [20] am System o-Phenylendiamin 4+ Cu?t + O, besteht, scheint die An-
nahme berechtigt, dass ein analoger Reaktionsmechanismus auch der Cu?+-katalysier-
ten Oxydation von Methylhydrazinen zugrunde liegt. Danach kommt es zunichst zur
Bildung cines terniaren Komplexes, bestehend aus 2 Substratmolekeln, 1 Cu2+ und O,.
Die Bildung dieses O,-Adduktes, die den Gesamtumsatz begrenzt, wird gefolgt vom
cigentlichen Oxydationsvorgang, wobei als Zwischenprodukt Substrat-Radikale
nachgewiesen werden konnten [4]. Die Annahme cines derartigen Reaktionsmechanis-
mus fiir die Methylhydrazinoxydation in Gegenwart von Cu?+ wiirde jedenfalls die
beobachteten Hemmeffekte von Puffern und anderen Zusitzen mit Chelateigenschaften
zwanglos erkldren. Dazu passt auch der Befund, dass Methylhydrazine, die zur Bil-
dung eines 1:2 Cu™-Komplexes besonders giinstige Voraussetzungen bieten (z.B.
Methylhydrazin VII), am raschesten oxydiert werden und die Geschwindigkeit dieses
Vorganges durch Zusidtze mit chelatbildenden Eigenschaften (DNS!) nur relativ
wenig beeinflusst werden kann.

Der sich bei der Katalyse durch Eisen(II)- und Eisen(III)-Verbindungen abspiclende
Reaktionsmechanismus ist kiirzlich von BERNEIs et al. [21] diskutiert worden. Wenn
auch ein direkter Nachweis der postulierten Radikale noch nicht gelungen ist, darf der
Ablauf der Redox-Reaktionen zwischen Radikalen bzw. Peroxiden und Eisen(II)-
bzw. Eisen(I[1}-Ionen im Sinne einer FENTON-Reaktionskette als sehr wahrscheinlich
angesehen werden. Dazu passt der Befund, dass im System Methylhydrazin-Fe-EDTA
Zusétze von Eisen(II)- und Eisen(I1I}-Salzen gleich wirksam sind, offenbar weil es in
Gegenwart von O, und Methylhydrazin rasch zur Einstellung eines stationiren Zu-
standes zwischen Fe' und Fe!! kommt. Die mit verschiedenen Fe-Verbindungen
ausgefiihrten Versuche haben gezeigt, dass nicht nur der Komplex Fe-EDTA kataly-
tisch wirksam ist, sondern dass dies z. B. auch fiir Myoglobin und Transferrin zutrifft.

Diese Modellversuche sind in erster Linie ausgefithrt worden, um die chemische
Stabilitdt der Methylhydrazine in einem «biologischen Milieu» zu untersuchen und
um die Frage einer eventuellen Beteiligung katalytischer Oxydationsvorginge bei der
Umsetzung von Methylhydrazinen in vivo abzuklidren. Zwischen der Situation in vitro
und derjenigen im Organismus bestehen insofern vergleichbare Verhiltnisse, als es in
beiden Fillen zuerst durch Dehydrierung des betr. Methylhydrazins zur Bildung des
entsprechenden Azoderivates kommt. Ein derartiger Vergleich muss ohnehin auf diesen
ersten Schritt beschrinkt werden, weil die weitere Umsetzung i vivo und in vitro ver-
schieden ist (vgl. [12] [22] [23] [24]) und weil sich nur die Bildung der Azoverbindung,
nicht aber die darauffolgende Umlagerung und Hydrolyse, direkt manometrisch ver-
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folgen ldsst. Eine Vergleichbarkeit besteht streng genommen nur dann, wenn das
Ausmass der H,0,-Bildung mitberiicksichtigt wird (vgl. [10]).

Ob und inwieweit in einem bestimmten Organ Methylhydrazine nicht-enzyma-
tisch, d.h. katalytisch zur entsprechenden Azoverbindung umgesetzt werden, hingt
nach den im ersten Abschnitt der Diskussion gemachten Feststellungen vom Gehalt
des betreffenden Organs an Spurelementen («Oligoelement-Muster») und an Chelat-
bildnern («Chelatmuster») ab. Wihrend iiber die Gesamtkonzentration von Spur-
elementen in Serum, Leber und Muskulatur einige Angaben vorliegen, lassen sich
iiber die Bindungsverhéltnisse derselben nur wenige Aussagen machen. Aus Tab. 8
geht immerhin hervor, dass mehrere Spurelemente im Organismus in einer Konzentra-
tion vorkommen, wie sie bei der Autoxydation von Methylhydrazinen im Modellver-
such als wirksam befunden worden sind. Eine Ubertragung der ¢» vitro gemessenen
Oxydationsgeschwindigkeit auf die Situation beim Lebenden ist nicht méglich, weil
iiber die Natur der zugehdrigen Liganden bzw. die katalytische Aktivitit der resul-
tierenden Metallkomplexe nur vereinzelte Informationen vorliegen. Von praktischer
Bedeutung diirfte vor allem die katalytische Aktivitdt von Myoglobin sein, weil dieses
Hamoprotein in praktisch allen Zellen, hauptsichlich aber in der quergestreiften
Muskulatur zu finden ist. BIORCK [26] ermittelte bei der Extremititenmuskulatur des
Menschen einen Myoglobingehalt von 6 mg/g Frischgewebe, entsprechend einer Kon-
zentration von 18 ug Fe/g Muskel. AKESON ef al. [27] fanden bei der Ratte niedrigere
Werte (0,7-1,2 mg/g Frischgewebe), was auf das Bestehen betrichtlicher Spezies-
unterschiede hinweist. Auf Eisen bezogen entspricht dieser letztere Wert einer Kon-
zentration von 4-8 - 10-5M. Im ¢n-vitro-Experiment bewirkt ein derartiger Myoglobin-
Zusatz einen O,-Verbrauch von 80-120 mm? O,/Ansatz & 2,7 ml/Stunde, was einer
Oxydationsrate von 3—4 uMol Methylhydrazin/ml Lésung/Stunde (bei einer Versuchs-
temperatur von 30°) entspricht. Das fiir diesen Vergleich beniitzte Myoglobinpriparat
stammt vom Wal [18]. Beziiglich katalytischer Aktivitit muss indessen auch hier mit
Speziesunterschieden gerechnet werden.

Die Versuche, die bisher iiber den Stoffwechsel von Methylhydrazinen beim Siu-
ger ausgefiihrt worden sind, stimmen darin iiberein, dass die Dehydrierung von Me-
thylhydrazin I zur Azoverbindung mit relativ hoher Geschwindigkeit abliuft. Auf
Grund der von RaAFLAUB & ScHWARTZ [12] publizierten Angaben iiber die Halb-
wertszeit von 1C-Natulan (= Methylhydrazin I) im Blut nach einmaliger Belastung,
lassen sich Umsatzraten von ca. 0,1 uMol/g Gewebe/Std. (Mensch) bzw. ca. 1 uMol/g
Gewebe/Std. (Ratte) errechnen; dies unter der Annahme, dass die Geschwindigkeit
der Konzentrationsabnahme im Blut weniger durch Einstellung eines Verteilungs-
gleichgewichtes zwischen Blut und Geweben, als vielmehr durch die Dehydrierung des
Substrates im Zellinnern bestimmt wird. Diese Annahme wird durch die Beobachtung
gestiitzt, dass Methylhydrazin I von inkubierten Gewebsschnitten nur wenig akku-
muliert wird [28] und dass die Konzentration des entsprechenden Azoderivates im
Blut mit etwa gleicher Geschwindigkeit ansteigt [12]. Es darf als feststehend ange-
sehen werden, dass die Demethylierung von [1-14C]-Natulan zum iiberwiegenden Teil
in der Leber erfolgt [24]. Hingegen ist unbekannt, in welchem Ausmass die einzelnen
Organe an der Dehydrierung von Methylhydrazinen beteiligt sind. Die vorliegenden
Modellversuche mit Myoglobin haben ergeben, dass die in vitro gemessenen Oxyda-
tionsraten etwa von derselben Grossenordnung sind, wie die é# vivo beobachteten Um-
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sitze. Sie stiitzen die zunidchst unbewiesene Vermutung, dass die Dehydrierung von
Methylhydrazinen im Sdugerorganismus nicht ausschliesslich enzymatischer Natur zu
sein braucht, sondern dass es sich wenigstens teilweise um eine Schwermetall-Katalyse
handeln konnte.

Ausgefithrt mit Unterstiitzung durch den Scuwriz. NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER
WISSENSCHAFTLICHEN ForscHUNG (Projekt Nr, 2879).

SUMMARY

1. Autoxidation of natulan and other methylhydrazine derivatives has been
investigated by WAaARBURG's direct manometric method. These compounds are
relatively stable in a heavy-metal-free environment at pH 7.0, but are rapidly oxi-
dised if a suitable catalyst is added.

2. Catalytic activity of Cu?+ has been found highest, Co?+, V3+, and Mn?+ beeing far
less efficient catalysts. Fe complexes or compounds such as Fe-EDTA, siderophilin
and myoglobin also stimulate oxidation of methylhydrazines in contrast to free
Fe?+ Fe3t, haemoglobin and other haemoproteins.

3. Compounds with chelating activity, such as albumine, deoxyribonucleic acid
EDTA and certain buffer ions (e.g. pyrophosphate, TRIS) compete for the metal ions
and, therefore, strongly inhibit Cu?t-catalysed autoxidation of methylhydrazine

d s o s . . .
compounds Medizinisch-chemisches Institut

der Universitit Bern
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74. Das massenspektrometrische Verhalten quartirer
Stickstoffverbindungen
1. Mitteilung

von M. Hesse, W. Vetter und H. Schmid
(8. ITI. 65)

Zur Aufnahme von Massenspektren organischer Verbindungen ist es notwendig,
die Molekeln in der Gasphase einem Elektronenbeschuss auszusetzen. Im Falle von
Substanzen, die in einem Molekelgitter kristallisieren, kénnen die Molekeln als solche
durch Zufuhr thermischer Energie an den Kristall in die Gasphase iibergefiithrt wer-
den, wobei vorausgesetzt wird, dass die zur Spaltung der Bindungen in einer Molekel
erforderliche Energie weit tiber der zur Herauslésung aus dem Kristall nétigen Energie
liegt. Bei solchen Verbindungen kann daher das Molekulargewicht massenspektro-
metrisch bestimmt werden.

Im Falle von Salzen, die im Kristallzustand ein Ionengitter bilden, ist eine Ver-
dampfung von einzelnen Teilchen erst nach thermischer Umwandlung der Ionen in
Neutralpartikel moglich. Hydrohalogenide organischer Basen zum Beispiel werden
durch eine Protonenwanderung in die freie Base und Halogenwasserstoff zerlegt.
Unabhingig voneinander gehen beide Teile in die Gasphase und geben die ihnen zu-
kommenden Massenspektren, die sich nattirlich iiberlagern. Das «Molekulargewicht»
des Salzes, wenn man von einem solchen sprechen will, erhilt man durch Addition
der Massen der gefundenen Molekel-Ionen unter Beriicksichtigung der Stéchiometrie.

Bei Quartirsalzen der Teilstruktur

Rl

Rz-IlI@)—CHa Xo,

R3
die auch in vielen natfirlichen quartiren Alkaloiden enthalten ist, kénnen verdampf-
bare Molekeln nicht auf diese einfache Weise erhalten werden. In solchen Fillen ist
eine tiefer greifende Verinderung des Molekelskeletts nétig, die zu einem tertidren
Amin unter gleichzeitiger Neutralisierung des Anions fithren muss. Dies bedeutet
jedoch, dass es unméglich ist, das Massenspektrum einer quartiren Stickstoffverbin-
dung zu erhalten. Was im glinstigsten Falle zu erwarten ist, sind die Massenspektren
definierter thermischer Umwandlungsprodukte.





