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The relative stabilities of different ferricinium cations
were studied in buffer or serum-containing solution and in
vivo and compared with their cytostatic effects in cultures
of Yoshida ascites tumor cells.

Although the ferricinium cation itself was the most un-
stable cation compared with the dimethyl-ferricinium ca-
tion and the deuterated ferricinium derivatives it showed
the highest cytostatic effect.

Einleitung

Nach den Untersuchungen von K&pf-Maier et al.
[1—4] sind Metallocen-Derivate wie Titanocen-Di-
chlorid oder Ferricinium-Salze als Cytostatika
wirksam.

Da Titanocen-Dichlorid in Wasser oberhalb von
pH 5.5 sehr schnell hydrolysiert, hilt Déppert [5]
eine direkte cytostatische Wirkung dieser Verbin-
dung fiir ausgeschlossen. Nach Dé6ppert ist mogli-
cherweise das Hydrolyse-Produkt Cyclopentadien
fiir die cytostatische Wirkung verantwortlich. Die
gleiche Vermutung wird hinsichtlich der cytostati-
schen Wirkung des Ferricinium-Kations geduf3ert.
Eine cytostatische Wirkung von Cyclopentadien
(oder seines Dimeren) ist aber nach Kopf-Maier [6]
auszuschlieBen. Um diese Problematik weiter zu stu-
dieren, haben wir die Stabilitdt verschiedener Katio-
nen mit Ferricinium-Struktur in vitro und in vivo
photometrisch untersucht. AuBerdem wurde die
cytostatische Wirkung von Ferricinium (Fc*) und
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von unterschiedlich stabilen Ferricinium-Derivaten
bestimmt.

Material und Methoden
Substanzen
Herstellung von deuteriertem Ferrocen

Analog zur Vorschrift von Fritz et al. [8] wurde
12 g Ferrocen (64,5 mmol) mit 65,1 g D;PO, (85%)
(645 mmol) und 110 ml absolutem Dioxan versetzt.
Danach wurde 5 Std. am Riickfluf3 erhitzt. Anschlie-
Bend wurde unter Eiskiihlung mit NaOH (30%) neu-
tralisiert und waBrige Phase und ausgefallenes Phos-
phat mehrfach mit Ether extrahiert. Der gesammelte
Etherextrakt wurde mit Wasser bis zum neutralen
pH gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet
und am Rotations-Verdampfer eingeengt. Um einen
moglichst hohen Grad der Deuterierung zu erhalten,
wurde das gewonnene Ferrocen noch weitere zwei-
mal der gleichen Prozedur wie oben beschrieben un-
terzogen.

Ausbeute: 90,5%, C\D;oFe (MG =196).

Durch NMR konnte ein Deuterierungsgrad von
96,5% festgestellt werden. Nach Reinigung durch
Sublimation liegt der Schmelzpunkt des deuterierten
Ferrocens bei 137—138 °C. (Schmelzpunkt von nor-
malem Ferrocen 173—175 °C.)

Deuterierung von Dimethyl-Ferrocen

Analog zu dem oben durchgefiihrten Verfahren
zur Deuterierung von Ferrocen wurden die Ringpro-
tonen beim Dimethyl-Ferrocen durch Deuterium er-
setzt.

Ausbeute: 82,4% an C,H¢DgFe (MG =222).

Durch NMR konnte bei den Ringprotonen ein
Deuterierungsgrad von 91% bestimmt werden; die
Methyl-Protonen zeigten keinen Deuterium-Einbau.

Herstellung der Ferricinium-Salze

FcBF, und Di-Methyl-FcBF, wurden nach der Me-
thode von Schumann [7] hergestellt.* Herstellung
der Ferricinium-Chloride: Da die Tetrafluorborat-
Salze fiir die in vivo-Anwendung zu toxisch waren,
wurden die Chlorid-Salze nach folgendem Verfahren
hergestellt. Eine walrige Losung von Ferricinium-
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BF, wurde auf eine Ionenaustauscher-Siaule (Dowex
S0WX8, KorngroBe 200—400, Gegenion H) ge-
bracht und mit 6 N HCI eluiert. Durch Einengen im
Vakuum wurde das gewiinschte dunkelblaue Chlorid
der Ferricinium-Derivate gewonnen. Die Losungen
wurden stets wenige Minuten vor Gebrauch herge-
stellt.

Serum: Nyegaard & Co. AS, Oslo, Norwegen,
c/o Fa. Merck, Darmstadt.

Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten weibliche NMRI-Maiuse
(24—28 g). Fiir die Resorptionsversuche wurden den
Maiusen 0,5 ml einer Losung von 15 mg Ferricinium-
salz/ml (ca. 0,06 mmol/l) i.p. injiziert. Zum Ausspi-
len des Bauchraums der getoteten Tiere nach i.p.
Injektion diente 0,2 N Salzsdure und Phosphat-Puf-
fer, pH 7,3 (0,15 molar). Die Zeitdifferenz zwischen
Toten und Beginn des Ausspiilens betrug maximal
1 Minute.

Photometrie

Die Konzentration der Ferricinium-Kationen wur-
de durch Extinktions-Messung, im Serum teilweise
durch Ableitungsspektroskopie bestimmt. Photome-
ter: SP 8-100 Py Unicam Ltd.

Vermehrung von Tumorzellen in der Suspensions-
kultur

Es wurden Yoshida-Ascites Tumorzellen verwen-
det, die sich in der Suspensions-Kultur mit einer Ver-
doppelungszeit von ca. 12 h vermehrten.

Das benutzte Kulturmedium wurde wie folgt her-
gestellt: Der Grundsubstanz von 51,9 g RPMI 1640
(Firma Seromed; mit L-Glutamin, ohne NaHCO;)
wurden 825 ml HEPES-Pufferlosung (59,4 g gleich-
namige Trockensubstanz der Fa. Seromed in 1650 ml
H,0), Heparin zugefiigt. Nach Auffiillen mit H,O
auf 5 1 wurde das Kulturmedium durch Membranfil-
ter der PorengrofBe 0,2 (Hauptfilter der Fa. Satorius)
steril filtriert und zur Lagerung bei —180 °C tiefge-
froren.

Diesem Basismedium wurde 10% foetales Kilber-
serum zugesetzt. Die Zellziichtung erfolgte durch
Einbringen von ca. 120000 Zellen in 4 ml Kulturme-
dium (3x10* Zellen/ml) pro Kulturrohrchen (Fa.
Falcon). Auf ein Begasen der Zellkulturen konnte
bei Verwendung des hier beschriebenen Kulturme-
diums verzichtet werden. Das optimale Milieu in pH
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Bereich 7,1—7,4 konnte anhand des im Kulturme-
dium enthaltenen pH-Farbindikators zu jeder Zeit
kontrolliert werden.

Zur Inkubation wurden die Zellkulturen iiber
48 Std. bei 37 °C mittels eines Rollers fiir Kultur-
rohrchen konstant bewegt. Nach dieser Zeit wurde
die Zellzahl bestimmt und die Relation der Vermeh-
rung von behandelten Zellen zur Vermehrung von
Kontrollzellen errechnet.

Ergebnisse und Diskussion

Zunichst untersuchten wir die Stabilitdt von Ferri-
cinium- und Dimethyl-Ferricinium-Ionen als Losung
der Tetrafluorborate. Wie Abb. la zeigt, zersetzt
sich das Ferricinium-Kation bei 25 °C und pH 7,3
langsam. Die Halbwertszeit betrdgt ca. 240 Min.
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Abb. 1a/1b. Stabilitat von Ferricinium-Derivaten in Puffer.
a) Ferricinium und Dimethyl-Ferricinium bei pH 7.3 bzw. 8;
b)Ferricinium (H) und Ferricinium-d,, (D)
Losung jeweils 1 mg Substanz/ml Phosphat-Puffer
T=25°C A = 617 nm
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Schneller ist der Zerfall bei pH 8. (In der Abb. nicht
dargestellt.) Die starke pH-Abhéngigkeit des Ferri-
cinium-Zerfalls (zu Fe3"-Ionen) hatten bereits Berg-
mann und Lorenz dargestellt [9]. Wie durch die Do-
nator-Eigenschaft der Methylgruppen zu erwarten,
ist dagegen das Dimethyl-ferricinium sowohl bei pH
7,3 als auch bei pH 8 wesentlich stabiler. Gemal
Abb. 1b kann auch durch Austausch aller H-Atome
gegen Deuterium beim Ferricinium eine Stabilisie-
rung erreicht werden.

Im Serum lieB sich ebenfalls ein Zerfall des Ferri-
cinium-Kations nachweisen, wie Abb. 2 durch Ver-
ringerung der Extinktion bei 617 nm zeigt. Gleich-
zeitig entsteht ein zweites Absorptionsmaximum
(= 535 nm). Es handelt sich dabei moglicherweise
um ein Eisen-Protein-Addukt, da in Phosphat-Puffer
dieses zweite Extinktions-Maximum nicht auftritt.
Eine Reaktion von Ferricinium-Ionen mit Serum-
Proteinen hatten auch Bergmann und Lorenz [9] be-
schrieben.

Bei den Versuchen von Kopf-Maier et al. zur cyto-
statischen Wirkung des Ferriciniums wurden die Fer-
ricinium Salze den Miusen dreimal jeweils in einer
Dosis von 40—200 mg/kg i.p. injiziert (ca. 3—15 mg
pro Maus). Die behandelten Méuse hatten ein soli-
des Ehrlich-Carcinom in der Nacken-Region. Das
i.p. gegebene Ferricinium kann eine cytostatische
Wirkung nur erzielen, wenn es selbst — oder wirksa-
me Metaboliten — aus dem Peritonealraum abtrans-
portiert wird und via Blutbahn den Tumor erreicht.
Wir haben untersucht, wie lange sich nachi.p.-Injek-
tionen die Ferricinium-Ionen im Bauchraum nach-
weisen lassen. Durch Spiilen des Bauchraums mit
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Abb. 2. Extinktion bei der Inkubation von Ferricinium-BF,
mit Serum (Zeitabhangigkeit).
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Puffer-Lésung konnten nach 5 Min. nur noch 6,5%
der applizierten Dosis erfait werden; spiilt man je-
doch mit 0,2 N Salzsdure, so kann ca. 28% der appli-
zierten Dosis wiedergefunden werden. Nach 30 Min.
war weder beim Spiilen mit Puffer noch mit 2 N HCI
das Ferricinium-Kation im Bauchraum nachweisbar.
Eine dhnlich geringe Wiederfindung erhélt man beim
Dimethyl-Ferricinium, obwohl dieses Kation in vitro
deutlich stabiler ist. Vergleiche Abb. 1 und Tab. L.

Tab. 1. Wiederfindung der Kationen Fc™ bzw. Di-Methyl-
Fc* im Bauchraum von Mausen nach i-p. Gabe.
Injektions-Losung: FcCl bzw. Di-Methyl-FcCl (15 mg/ml)
in Puffer;

Dosis: 270 mg/kg (1,45 mmol/kg Fc*; 1,26 mmol/kg Di-
Methyl-Fc*);

Spiil-Lésung: Phosphat-Puffer pH 7,3 (1/15 m) bzw. 0,2 N
HClL.

Nach dem Téten wurde der Bauchraum mit 2 X 1,25 ml
Losung gespiilt. Danach wurde die Spiillésung auf pH 2
eingestellt und fotometriert.

Mittelwerte von 3 Tieren (n.n. = nicht nachweisbar).

Zeit nach Injektion Fc* Di-Methyl-Fc*

[Min.] [Wiederfindung in % der Dosis]
Puffer HCl1 Puffer HCI
0 35,8 i 78,7 78,9
3 16,4 30,5 12,2 41,7
5 6,5 28,1 8.4 32,4
30 n.n. n.n. n.n. n.n.

Im Blutserum der Méuse wurde 5 Min. nach der
i.p.-Injektion von Ferricinium-Chlorid* (siehe
Tab. I) kein Ferricinium-Kation gefunden. Die Er-
fassungsgrenze unserer photometrischen Methode
fiir das Ferricinium liegt bei 0,2 mg Fc/ml Serum.
Damit hitten wir eine Resorption von 5% der inji-
zierten Menge im Blut nachweisen konnen. Wenn im
Bauchraum nach 5 Min. nur 30% der injizierten Do-
sis wiederfindbar und demnach 70% der injizierten
Ferricinium-Menge verschwunden sind, jedoch im
Blut nicht nachweisbar sind, muf3 die Ferricinium-
Verbindung offensichtlich in vivo ebenfalls schnell
zerfallen.

Dies Ergebnis wird auch durch einen Versuch an
Ratten bestatigt: Nach Gabe von 60 mg/kg i.p. von
Ferricinium bzw. Dimethylferriciniumchlorid war

* Fir die in vivo-Versuche wurde bewuf3t das Ferricinium-
Chlorid gewahlt, da dieses Anion am wenigsten die phy-
siologischen Verhiltnisse stort, im Vergleich zu anderen
Ferricinium-Salze wie Tetrachloroferrat, BF,- usw.
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in den verschiedenen Urin-Proben (im Zeitraum
0—48 Std.) keine Ferricinium-Verbindung nachweis-
bar. Das wahrscheinliche Zerfallsprodukt Cyclopen-
tadien (oder sein Dimeres) ist jedoch nicht cytosta-
tisch wirksam [6].

Angesichts der in vitro und in vivo nachgewiese-
nen Unstabilitdt des Ferricinium-Kations ergibt sich
folgende Frage:

Kann man durch erhéhte Stabilitdt bei der Ferrici-
nium-Struktur zu einer verldngerten (und damit er-
hohten) cytostatischen Wirkung kommen? Eine ver-
besserte Stabilitdt der Ferricinium-Struktur erreicht
man beim vollstandig deuterierten Ferricinium und
beim Dimethyl-Ferricinium.

Abb. 3 und Tab. II zeigen entsprechende Verglei-
che zur cytostatischen Wirkung mit den verschiede-
nen Ferricinium-Verbindungen bei Kulturen von
Yoshida-Sarkom-Zellen. Das Ausmaf3 der Hemm-
wirkung des Ferriciniums (als Tetrafluorborat) ent-
spricht den Ergebnissen von Kopf-Maier [3]. Dem-
nach haben die verschiedenen Anionen des Ferrici-
niums keinen Einflu} auf die Hemmwirkung. Diesen
Befund hatte auch schon Kopf-Maier erhoben.

Die unstabilere Ferricinium-Verbindung hat er-
staunlicherweise eine stirkere cytostatische Wirkung
als das Dimethyl-Ferricinium. Dieser Unterschied
zwischen Ferricinium und Dimethyl-Ferricinium
spricht fiir die Uberlegungen von Déppert [5], daB
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Abb. 3. Proliferationsrate von Yoshida-Sarkom-Zellen in
Anwesenheit von Ferricinium-BF, bzw. Dimethyl-Fer-
ricinium-BF,. Mittelwerte von je 4 Kultur-R6hrchen.
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die cytostatische Wirkung nicht von der Ferricinium-
Struktur selbst ausgeht, sondern von einem Zerfalls-
produkt. Gleichzeitig zeigten die — hier nicht aufge-
fiihrten — Versuche, daB in der Kultur Yoshida Asci-
tes-Sarkom-Zellen etwas empfindlicher reagieren als
Ehrlich Ascites-Carcinom-Zellen.

LaBt man die Ferricinium-Stammlésung 24 Std. ste-
hen, bevor man sie den Tumor-Zellen zusetzt, so ist
die biologische Wirkung vermindert, und zwar beim
Ferricinium deutlich starker als bei Dimethyl-Ferrici-
nium. Dieses Ergebnis stimmt in seiner Tendenz mit
der unterschiedlichen Zerfalls-Geschwindigkeit ge-
mal Abb. 1 tiberein. Andererseits beweist dieses Ex-
periment, daf die in vitro entstandenen Zerfallspro-
dukte des Ferriciniums im Vergleich zum Ausgangs-
produkt keine erhohte cytostatische Wirkung haben.
Fiir die SchluB3folgerung, daB3 nicht die Substanzen
selbst, sondern Folgeprodukte fiir die cytostatische
Wirkung verantwortlich sind, sprechen auch die Ver-
suche mit deuterierten Verbindungen.

Tab. II. Hemmwirkung von deuterierten und normalen
Ferricinium-Salzen bei der in vitro-Kultur von Yoshida-
Ascites-Tumorzellen. Dosierung: 10~° mol/l als Tetrafluor-
borate.

Zellproliferationsrate
in % der unbehandelten Kontrolle
H-Verbindung D-Verbindung

Ferricinium 8,9+4,1 545+12,9
(n=4) (n=8)

Dimethyl-Ferricinium 51,0£9,2 57,3+6,4
(n=6) (n=6)

Tab. II zeigt, daBl das instabilere und gleichzeitig
cytostatisch wirksamere Ferricinium durch Deuterie-
rung erheblich an cytostatischer Wirkung einbiif3t.
Hingegen wird die cytostatische Wirkung des von
vornherein stabileren Dimethyl-Ferricinium durch
Deuterierung nur wenig verindert. Dies entspricht
den Verhiltnissen beim Zerfall des Ferricinium-Ka-
tions gemaf Abb. 1b, danach ist die deuterierte Fer-
ricinium-Verbindung stabiler als das Ferricinium
selbst.
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