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N-Methyl-N-/f-chloroethyl-hydrazine-HCI and its benzaldehydhydrazone inhibit growth and multi-
plication of yeast cells. The DNA-synthesis is partially blocked. After removal of the substances
the rate of this synthesis is much more increased than that of RNA and protein. The both sub-
stances we tested are more effective than simple alkylhydrazines.

Einleitung

Kulturen von Einzellern dienen oft als beliebtes
Untersuchungobjekt bei der Priifung auf chemo-
therapeutische, cytostatische oder mutagene Wir-
kung. So finden auch Hefezellen als einfach zu hand-
habender einzelliger Eukaryot Verwendung !~7; oft
unter Zuhilfenahme synchron wachsender Kultu-
ren 8. Nachdem die cytostatische Wirkung von
N,N-Bis-f3-chlordthylhydrazin® und von Methylhy-
drazinen 1% 11 beschrieben wurde, waren bis zur
jiingsten Zeit immer wieder Hydrazin- und Hydra-
zonabkommlinge bzgl. ihrer cytostatischen Wirkung
von Interesse > 16, Die mutagene Wirkung von
Hydrazinderivaten wurde bereits 1964 von F. Lin-
gens und Mitarb. beschrieben - 18, Infolgedessen
interessierten wir uns fiir den biologischen Einflul}
des von H. Bohme und F. Martin !* synthetisierten
N-Methyl-N-f-chlordthylhydrazins auf Hefezellen in
einem von uns beschriebenen synchronisierten Sy-
stem 2°, das es ermoglicht, den Einfluf} auf Wachs-
tum und Zellvermehrung getrennt zu erfassen.

Wir priiften daher den Einflul} dieses S-Chloro-
athylhydrazins und seinem Benzaldehydhydrazon
auf das Wachstumsverhalten sowie auf die Ver-
mehrung von Béackerhefe (Sacch. cerevisiae) und
verglichen ihre Wirkung mit dem einfacher Alkyl-
hydrazine.

Sonderdruckanforderungen an Dr. R. Braun, Instituts-
gruppe Lahnberge, Institut fiir Pharmakologie und Toxi-
kologie, Lahnberge, D-3550 Marburg.

Material
Hefe

Die verwendete Backhefe stammte von der Fa.
Moormann, Werne/Lippe. Sie wird dort von einem
diploiden Stamm geziichtet und vermehrt.

Testsubstanzen

N-Methyl-N-/3-chlorithylhydrazin-HCI *, N'-Methyl-
N’-B-chlorithyl-benzaldehydhydrazon-HCI **,  Pro-
carbazin 2!, Hydrazinsulfat, Athylhydrazin, N,N-Di-
methylhydrazin und N,N’-Dimethylhydrazin der Fa.
Merck, Darmstadt.

Als Nahrlosung diente:

Glucose-Salzlosung nach Williamson und Scopes,
pH 6.8. Glucose 34,00 g; (NH,),S0, 1,98 g; KCI
0,74 g; MgCl,-2 H,0 0,55 g; CaCl,-2 H,0 0,35 g;
Na,HPO,-2H,0 13,50 g; Zitronensdure 5,04 g;
Aqua dest. ad 1000,0 ml. Vitaminzusatz: Vit. B,
10~ % ¢/l; Vit. B; 1076 g/1; Biotin 107 g/I.

Methoden

Synchronisation

Es wurden nach einem von uns beschriebenen
Verfahren?® durch fraktionierte Zentrifugation
kleine Hefezellen mit einem Durchmesser von 3,5 #m
gewonnen.

Versuchsansatz

Die erhaltenen kleinen Hefezellen wurden 0,1-pro-
zentig (ca. 1,5 x 10* Zellen/mm?®) in Glucose-Salz-
l6sung nach Williamson und Scopes bei 30 °C unter

* Im folgenden Text als ,Hydrazin® bezeichnet.
** Im folgenden Text als ,Hydrazon‘ bezeichnet.
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kraftiger Luftdurchperlung bei Vorschaltung einer
Waschflasche gehalten. Nach 3 Stunden wurden als
Vermehrungsfaktoren die Vitamine B;, By und
Biotin zugesetzt. Wie systematische Voruntersuchun-
gen gezeigt haben, reichen diese bei dem hier ver-
wendeten Hefestamm zur Einleitung der Vermeh-
rungsphase aus. In regelmifligen Abstanden (s. Er-
gebnisse) wurden aus dem Ansatz Proben entnom-
men und die Zellen durch Filtration iiber einen
Porenfilter (Fa. Sartorius, Gottingen, Porenweite
3 um) unter Eiskiithlung geerntet. Von ihnen wurde
das Gewicht sowie der Gehalt an DNA, RNA und

Protein bestimmt.

Bestimmung von Gesamt-DNA, -RNA und -Protein

Die geerntete Hefe wurde in ein Glaschen uber-
fiilhrt, mit 5ml 6-prozentiger Perchlorsaure aufge-
schwemmt und 30 min bei Zimmertemperatur ge-
riihrt. AnschlieBend wurde bei 4 °C und 2000 x g
20 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und
das Sediment durch 15 min Verriihren mit einem
Ather-Alkoholgemisch (1+2) entfettet und erneut
20min bei 2000 x g zentrifugiert. Das Sediment
wurde mit 25 ml 6-prozentiger Perchlorsdure auf-
geriihrt und 15 min bei 100 °C hydrolysiert. In
dem zentrifugierten Uberstand wurden DNA nach
Burton, RNA mit der Orcinmethode nach Bar-
rensheen und Peham sowie Protein nach Weichsel-
baum bestimt. Naheres tiber die Methodik s. 1.c.2°.

Tab. I. Gewichtszunahme synchron wachsender Hefe unter v
zin-HCl und N’-Methyl-N’"-f-chlorithylbenzaldehydhydrazon-
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Messung der SproBzahl

Zu bestimmten Zeitpunkten (s. Ergebnisse) nach
Zugabe der Vermehrungsfaktoren wurden kleine
Teile dem Versuchsansatz entnommen und mit Hilfe
einer Neubauer’schen Zahlkammer die Zahl der ge-
sprof3ten Zellen bestimmt.

Ergebnisse

Der Wirkbereich von ,Hydrazin‘ und ,Hydrazon’
beziiglich des Gewichts sowie von DNA-, RNA-
und Proteinentwicklung geht aus den Tabn I—-1V
hervor.

Beide Substanzen iiben wahrend der
Wachstumsphase (0—3 h) nur einen maBigen
Hemmeffekt (bis zu 20%) auf das Wachstum der
Hefezellen aus, der durch Steigerung der Substanz-
konzentration von 107> auf 1073 mol/l nicht deut-
lich beeinflufit wird (Tab. I). Nach Zugabe der Ver-
mehrungsfaktoren nimmt das Gewicht der Kontrolle
allerdings wegen der bald einsetzenden Zellvermeh-
rung erheblich schneller zu. Nun macht sich auch
eine konzentrationsabhingige Hemmung der Ge-
wichtsentwicklung bemerkbar, wobei sich jedoch zwi-
schen ,Hydrazin‘ und ,Hydrazon® kein entscheiden-
der Unterschied ausbildet. Wahrend die Hemmrate
bei einer 1073 M Konzentration bei ca. 25% liegt,
erreicht sie bei der 103 M Konzentration rund 70%.

reinen

erschiedenen Konzentrationen von N-Methyl-N-S-chlordthylhydra-
HCIL. Die Substanzzugabe erfolgte unmittelbar nach Entnahme

des Nullwertes.
Konzentration [M]
Zeit Kontrolle 10—3 5x10—5 2,5x10—4 103
[min] .Hydrazin®* .Hydrazon® ,Hydrazin‘ ,Hydrazon® ,Hydrazin® ,Hydrazon* ,Hydrazin‘* ,Hydrazon‘
0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
30 1,08 1,25 1,15 1,10 1,08 1,12 1,18 1,38
60 1,29 1,31 1,37 1.36 1,19 1,25 1,28 1,34 1,41
90 1,50 1,37 1,52 1,28 1,45 1,40 1,46 1,29
12 1,67 1,34 1,65 1,68 1,43 1,58 1,48 1,51 1,51
150 1,75 1,75 1,75 1,52 1,67 1,56 1,58 1,67
180 2,00 1,78 1,93 1,84 1,61 1,71 1,68 1,58 1,74
Vitaminzugabe
210 2,20 1,96 2.20 1,88 1,79 1,76 1,63 1,58
240 2,29 2,51 2,09 2,43 2,22 1,87 1,84 1,95 1,61
270 2,50 2,78 2,72 2,44 2,00 1,92 2,05 1,80
300 3,51 3,13 3,28 3,18 2,71 237 1,96 2,07 1,96
330 4,16 4,12 3,64 2,80 2,50 2,00 2,23 2,22
360 4,95 4,04 4,59 3,95 3,32 2,62 2,36 2,35 2,25
390 5,45 4,59 4,54 3,73 3,00 2,60 2,46 2,03
420 6,45 5,24 5,71 5,09 4,07 3,12 2,80 2.37 2,58
450 8,12 6,37 5,52 4,47 3,37 3,04 2,53 3,00
480 9,58 7,23 7,00 6,36 5,82 3,45 3,28 2,79 3,25
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Tab. IT. DNA-Synthese in Hefezellen unter dem EinfluB verschiedener Konzentrationen von N-Methyl-N-f-chlorithylhydra-
zin-HCl und N’-Methyl-N"-f-chlordthylbenzaldehydhydrazon-HCI. Die Substanzzugabe erfolgte unmittelbar nach Entnahme
des Nullwertes.

Konzentration [M]

Zeit Kontrolle 5x10—% 25x10~* 10—3
[min] ,Hydrazin® .Hydrazon* .Hydrazin* ,Hydrazon* .Hydrazin* ,Hydrazon*
0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
30 0,98 1,01 1,00 0,98 1,05 1,02 1,00
60 1,02 1,00 0,95 0,95 1,0 1,02 1,00
90 1,00 0,98 1,02 0,94 1,04 1,03 1,00
120 1,02 0,99 1,00 1,02 0,96 1,04 1,00
150 1,02 0,98 1,02 0,98 1,00 1,02 1,04
180 1,04 1,06 1,00 0,98 1,05 0,95 1,03
Vitaminzugabe
210 1,08 1,08 1,08 1,02 1,00 0,99 1.03
240 1,13 1,09 1,10 0,98 1,05 1,1 2.03
270 1,16 1,09 1,20 1,02 1,16 1,09 1.01
300 1,17 1,09 1,20 1,03 1,07 1.1 1,01
330 1,85 1,22 1,4 1,07 1,03 1.1 1,00
360 2.02 1,24 1,77 1,05 135 1,1 0,97
390 2,56 1.44 2,09 1,02 1,10 1,09 0,96
420 2,99 1,57 2,22 1,07 1.05 1,08 0,97
450 3,79 1,66 2,36 1,12 1.13 1,07 1.00
480 4,38 2,00 3.36 1,14 1,10 1,07 1.00

Dal das ,Hydrazon‘ oberhalb der 2,5x107% m
Konzentration keine weitere Wirkungssteigerung
mehr erfahrt, findet seine Ursache in der Hydrolyse
des ,Hydrazon-HCI‘, wobei die Base sich etwa ab
2,5x107*M Konzentration olig abscheidet.

Die RNA- und Proteinsynthese wird in den ersten
3 Stunden des Versuches nachhaltig gebremst; ,Hy-

drazin® bei 1073 M: RNA — 66%, Protein — 39%;
,Hydrazon‘ bei 1073M: RNA — 56%, Protein —
18%. Am Ende des Versuches ist die Hemmung
noch deutlicher ausgebildet; ,Hydrazin‘ bei 1073 M:
RNA — 73%, Protein — 77%; ,Hydrazon‘ bei
1073m: RNA — 45%, Protein — 73% (Tabn III
und IV).

Tab. III. RNA-Synthese in Hefezellen unter dem Einflul verschiedener Konzentrationen von N-Methyl-N-f-chlordthylhydra-
zin-HCl und N’-Methyl-N’-f-chlordthylbenzaldehydhydrazon-HCl. Die Substanzzugabe erfolgte unmittelbar nach Entnahme
des Nullwertes.

Konzentration [M]

Zeit Kontrolle 5%10-=% 2,5%x10—4 103
[min] .Hydrazin* ,Hydrazon* .Hydrazin* ,Hydrazon* .Hydrazin* .Hydrazon*
0 1,00 1.00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
30 1,31 1,12 1.16 1,04 1,14 1,05 1,10
60 1,76 1,22 1,33 1,16 1,33 117 1511
90 2,14 1,31 1,41 1,29 1.39 1,23 1,23
120 2,44 1,47 1,50 1,42 1,43 1,25 1,32
150 3,03 1,66 1,72 1,75 1,57 1,22 1,35
180 3,52 1,76 1,87 1.80 1,70 1,20 1.56
Vitaminzugabe
210 4,13 2,00 2,07 1,96 2,04 1,19 1,50
240 4,55 2,10 2,35 2,00 2,11, 1,68 1.45
270 4,68 2,6 2,70 2,38 2,29 1,71 1,51
300 4,89 2,8 2,80 2,43 2,37 1,77 1,94
330 5,37 33 3,40 2,52 2,41 1.80 1,99
360 5,78 3,7 3,87 2,51 2,45 1.80 2,06
390 5,85 2,3 4,10 2,76 2,52 1,79 2,17
420 6,23 4,9 3,30 2,90 2,59 1,76 2,28
450 6,62 5,2 5,45 2,96 2,70 1,74 2,48
480 7.61 5.5 5,90 3,05 2,89 2,10 2,66







R. Braun u. H. Lange, Uber den biologischen EinfluB von N-Methyl-N-f-chlorithylhydrazin und seinem Benzaldehydhydrazon
auf Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae) (S.292)

Abb. 3 a

Abb. 3. a. Hefezellen nach 24-stiindiger Behand-

lung unter 10—? mol/l N’-Methyl-N’-f-chlorithyl-

benzaldehydhydrazon-HCl; b. Zellen von a. nach
8 weiteren Stunden ohne Substanzeinflufi.

Abb. 3 b

Zeitschrift fiir Naturforschung 31 ¢, Seite 294 b.
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Tab. IV. Protein-Synthese in Hefezellen unter dem Einflul verschiedener Konzentrationen von N-Methyl-N-f-chloriithylhydra-
zin-HCl und N’-Methyl-N’-f-chlorithylbenzaldehydhydrazon-HCl. Die Substanzzugabe erfolgte unmittelbar nach Entnahme
des Nullwertes.

Konzentration [M]

Zeit Kontrolle 5x10—% 2,5x10— 103
[min] .Hydrazin* ,Hydrazon* ,Hydrazin* ,Hydrazon* ,Hydrazin* ,Hydrazon*
0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
30 1,05 1,11 1,05 1,05 152
60 1,20 1,10 1,20 1,15 1,19 1,08 1,2
90 1,35 1,27 1.1 1,20 1,33 1,13 1,3
120 1,45 1,35 1,3 1,25 1,43 1,14 1,4
150 1,50 1,43 1,46 1,35 1,62 1,19 1,45
180 1,95 1,58 1,62 1,40 1,77 1,19 1,62
Vitaminzusatz

210 2,05 1,67 1,88 1,50 1,81 1,22 1,50

240 2,15 1,88 2,22 1,65 1,91 1,47 1,45

270 3,10 2,10 2,73 1,75 1,95 1,55 1,50

300 3,75 2,51 3,11 1,85 2,05 1,75 1,76

330 4,25 3,05 3,80 2,00 2,48 1,77 1,96

360 5,20 3,65 4,68 2,45 2,76 1,80 2,07

390 6,35 4,43 5,2 2,60 2,91 2,02 2,12

420 7,61 5,20 5,28 2,75 3,00 2,08 2,17

450 9,10 5,81 6,51 2,85 3,43 2,16 2,70

480 10,50 6,25 7,3 3.46 3,77 2,38 2,77

Interessant ist der Verlauf der DNA-Synthese 1100 - -

(Tab. II). Bis zum Versetzen mit den Vermehrungs- L 90k ~

faktoren bleibt der DNA-Gehalt erwartungsgemall ieo» .

in der reinen Wachstumsphase konstant. Danach S 701

nimmt der DNA-Gehalt der Kontrolle nach eintre- o0l

tender Sprossung rasch zu, und am Ende des Ver- 250 B
suches haben etwas mehr als zwei DNA-Replika- 4oF

tionen stattgefunden. ,Hydrazin‘ und ,Hydrazon‘ da- §3°L

gegen vermogen die DNA-Entwicklung stark zu §or

unterdriicken. So tritt bereits unter 5 x 1075 mol/l £'9r — L

{ 60 75 90 105 -

.Hydrazin® eine Verzogerung des Beginns der DNA-
Replikation um 90 min ein. Auflerdem ist die Re-
plikationszeit um 30 min gegeniiber der Kontrolle
verlangert. 2,5 < 1074 mol/l ,Hydrazin‘ und ,Hydra-
zon‘ vermogen die DNA-Synthese praktisch vollstén-
dig zu unterdriicken.

Dies macht sich auch in einer fehlenden Sprof-
bildung bemerkbar (Abb. 1). Bei der Kontrolle ist
die erste Sprofbildung 150 min nach Vitaminzugabe
beendet. Dagegen ist das mikroskopische Bild be-
handelter Hefesuspensionen nahezu frei von Spros-
sen. Der Anteil der gesprofiten Zellen betrdgt am
Ende der Versuchszeit etwa 2 —3 Prozent.

Bei der Gewichtsentwicklung (Tab.I) fallt auf,
dall die behandelten Kulturen bei Versuchsende
ohne Sprossung mehr Biomasse gebildet haben als
die Kontrolle zur Zeit beginnender Sprossung. So
nahm das Hefegewicht unter 2,5 107 *mol/l ,Hy-
drazon‘ innerhalb von 8 Stunden um das 3,28-fache,

120 135 150

Abb. 1. SproBbildung bei synchron wachsender Hefe nach
Zugabe von Vermehrungsfaktoren: K, Kontrolle; P, 2,5x1074
mol/l N-Methyl-N-f-chlorithylhydrazin-HCI.

bei der Kontrolle bis zum Beginn der Sprossung
(60 min nach Vitaminzufuhr) nur um das 2,29-
fache des Ausgangsgewichtes zu. Aus dem Quotien-
ten (Qf =1,43) laBt sich ableiten, da ja keine
Zellvermehrung stattgefunden hat, dafl die behan-
delten Zellen einen um ca. 13 Prozent grofleren,
mittleren Durchmesser besitzen miissen als die Kon-
trollen.

Die Wachstumshemmung bleibt iiber einen ldn-
geren Zeitraum erhalten. Bei einer asynchron wach-
senden Hefezellkultur nimmt aber nach 8 Stunden
unter dem Einflufl von 1073 mol/l ,Hydrazon‘ der
DNA-Gehalt langsam zu und hat nach 24 Stunden

das 14-fache des Ausgangswertes erreicht: Die
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RNA- und Proteinsynthese nehmen im Verhailtnis
zur Kontrolle einen entsprechenden Verlauf wie die
DNA-Synthese (Abb. 2).

Entzieht man nach 24 Stunden die Substanz, so
kommt es zu starkem iiberproportionalen DNA-
Anstieg, der den der Kontrolle bei weitem iiber-

trifft (Abb. 2).
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Abb. 2. Synthese von DNA, RNA und Protein in asynchron

wachsenden Hefezellen im Verhiltnis zur Kontrolle. Zunéchst

24 Stunden unter 10—3mol/l, N’-Methyl-N’-3-chlorithyl-

benzaldehydhydrazon-HCI, danach 8 Stunden ohne Substanz-

einflul. Der DNA-, RNA- und Proteingehalt der Kontrolle

wurde zu jedem gemessenen Zeitpunkt gleich 100 Prozent
gesetzt.

Da sich die RNA- und Proteinsynthese jetzt nicht
analog verhalten, erfolgt die DNA-Synthese offen-
sichtlich ohne entsprechende Zellenvermehrung.

Weiterhin vollzieht sich unter der Substanz-
einwirkung eine starkere Verdnderung der Zellwand.
Wie Abb. 3a* zeigt, klumpen die Zellen unter
24-stiindiger Behandlung stark zusammen, wobei
die Zellwinde einen stark gequollenen Eindruck
machen. Nach Entzug der Substanz kommt es zur
Ausbildung zahlreicher degenerierter Formen (Abb.
3b). Auf Grund dieser Klumpenbildung ist eine
Bestimmung der Zellzahl zu diesem Zeitpunkt leider
nicht mehr moglich.

Zu diesem Zeitpunkt lassen sich auch zahlreiche
Zellen durch eine Trypanblau-Vitalfarbung anfar-
ben.

Im Vergleich mit mehreren einfachen Alkylhydra-
zinen hemmen ,Hydrazin‘ und ,Hydrazon‘ am stark-

* Abbn. 3 a und 3 b siehe Tafel auf Seite 294 b.
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Abb. 4. Gewichtsentwicklung synchron wachsender Hefe
unter dem Einfluf von 10—2mol/l N-Methyl-N-j-chloréthyl-
hydrazin-HCl X — X, N’-Methyl-N’-f-chlordthyl-benzaldehyd-
hydrazon-HCl O —(, Hydrazinsulfat @ —@, Athylhydra-
zinacetat X---X, N,N’-Dimethylhydrazin-HCl Q----QO,
N,N-Dimethylhydrazin X—-—+—=X, Kontrolle b

sten das Wachstum von Hefezellen (Abb. 4). Den
néchst stirkeren Effekt iiben das einfache Hydrazin
und Athylhydrazin aus. Das symmetrische und
asymmetrische Dimethylhydrazin bleiben ohne gré-
Beren Einflu. Bei der DNA-, RNA- und Protein-
synthese zeichnet sich ein #@hnliches Verhalten ab
(Abbn.5—7). Keines der zum Vergleich heran-

gezogenen Derivate vermag in Konzentrationen von
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Abb. 5. DNA-Synthese synchron wachsender Hefe (weitere
Erkldarung s. Legende Abb. 4).

h—-)
Abb. 6. RNA-Synthese synchron wachsender Hefe (weitere
Erkldarung s. Legende Abb. 4).
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Abb. 7. Protein-Synthese synchron wachsender Hefe (siehe
Legende Abb. 4).

1073 mol/l die Sprossung zu unterdriicken. Es
kommt lediglich zu unterschiedlich langer Verzoge-
rung.

Diskussion

Durch Ersatz einer Methylgruppe durch eine f-
Chloréthylgruppe im asymmetrischen Dimethyl-
hydrazin konnte seine nur schwache fungistatische
Wirkung erheblich gesteigert werden. Dies ist um so
erstaunlicher, da unter den Alkylhydrazinen ge-
rade die asymmetrisch dialkylierten Produkte den
geringsten Effekt zeigen. Es ist zunachst nahelie-
gend, die Wirkungssteigerung in der alkylierenden
Eigenschaft der p-Chlordthylgruppe zu suchen, ob-
wohl aus Untersuchungen an Lostderivaten bekannt
ist, da} fir einen deutlich wachstumshemmenden
Effekt wenigstens zwei Chlorithylgruppen im Mole-
kil vorhanden sein miissen. Auflerdem nimmt die
alkylierende Eigenschaft mit steigender Nucleophili-
tat des zum Chloratom in f-Stellung sich befinden-

* Der Firma BASF Ludwigshafen/Rhein sind wir fiir die
Uberlassung dieser Substanz zu groflem Dank verpflichtet.
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