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Vergleichende Untersuchungen zur Ringspaltung
von Athyleniminochinonen durch Hydrolyse

. HORN

Institut fur Mikrobiologie und experimentelle Therapie, Jena,
Deutsche Akademie der Wissenschaften zu Berlin

Es wurde die Hydrolyse einiger Athyleniminochinonen in Abhéngigkeit
von dem pH-Wert untersucht. Der Wirkungsmechanismus dieser Cytosta-
tika wird diskutiert.

In der Chemotherapie haben die Athyleniminochinonen ein groBes Interesse
gefunden. Besonders das Bayer E 39 (2,5-Bisdthylenimino-3,6-propoxy-
-benzochinon-1,4), welches auch klinisch zur Anwendung kommt. Im letzten
Jahr wurde mit dem Trenimon (2,3,5-Trisdthylenimino-benzochinon-1,4)
ebenfalls von der Firma Bayer gute Erfolge erzielt. Dieser Substanzgruppe
liegt folgende Struktur zu Grunde:
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R, bis R, = Athyleniminogruppen.

Bei dem Einsatz dieser Athyleniminoverbindungen taucht immer wieder
die Frage nach dem Wirkungsmechanismus auf. Im allgemeinen werden zwei
Moglichkeiten [1, 2] diskutiert:
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1. Aufspaltung der Athyleniminoringe und gleichzeitige Blockierung funktio-
neller Gruppen.

2. Bildung von Wasserstoffsuperoxid auas dem in der Zelle entstandenen
Hyvdrochinon.

Es schien daher angebracht, diesen Reaktionsmechanismus der vier Athy-
leniminoverbindungen zu untersuchen. Schon an dem Bayer E 39 wurde
in Jena [3, 4] oszillopolarographisch die elektrolytische, hydrolytische und
photolytische Folgereaktion im neutralen und alkalischen Gebiet studiert und
Reaktionsschema 1 aufgestellt.

Experimenteller Teil

Resultate

Nun soll die hydrolytische Spaltung der vier Athyleniminoderivate untersucht und
die Geschwindigkeit dieser Reaktionen miteinander verglichen werden. In neutralem
und schwach saurem Gebiet wurde mit der klassischen Polarographie gearbeitet und
ein LP 60 zur Registrierung bznutzt. Im Sauren dagegen verlaufen die Reaktionen
schneller und daher konnte die oszillopolarographische Methode angewandt werden.
Verwendet wurde das Polaroskop Kriizik P 576 mit einer strémenden Quecksilber-
elektrode.

Wie bereits erwéhnt, ist das Bayer E 39 [5] untersucht worden. Diese ermittelten die
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Hydrolyse des Bayer E 39 bei pH 7 mit k, = 0,46
. 107* min~!. Dieser pH-Wert entspricht dem Milieu der Normalzelle. Fiir pH 6,5 fanden
sie k;, = 1,9 10~* min—!. Der pH-Wert entspricht dem Wert der Krebszelle. Daraus ist
ersichtlich, daBl Bayer E 39 im Krebsgewebe etwa viermal schneller hydrolysiert als im
neutralen Medium.

Die folgenden Messungen wurden mit dem LP 60 und Standardazetatpuffer pH 4,6
durchgefithrt. Die Aufspaltung der ersten Stufe ist in Abbildung 1 deutlich zu sehen.
Beim Trenimon (untere Kurve) folgt aus der ersten Stufe durch Hydrolyse eine Stufe
nach etwa 90 Minuten, wiahrend die erste dann bereits verschwunden ist. Die Hydrolyse-
geschwindigkeit fiir die einzelnen Darivate in Azetatpuffer und bei 20 °C sind in folgen-
der Tabelle zusammengefalt. Die Berechnung g3schah aus der Hydrolyse in der ersten
Stufe.

1.2,60 10-2min™},
. 0,77 102 min™!,
. 0,11 102 min™,
. 0,013 . 102 min—1.
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Aus dieser Tabelle 1iBt sich erkennen, daf die Hydrolyszgeschwindigkeit mit abneh-
mender Zahl der Athyleniminogruppen ansteigt. In dieser Richtung nimmt auch die
klinische Wirkung ab. Loider ist aber das Derivat mit vier Athyleniminogruppen sehr
wenig l6slich, so daB aus diesem Grund eine klinische Anwendung nicht moglich ist.

Im stark sauren Gebiet verlduft diese Hydrolyse, wie bereits oben erwihnt, bedeutend
schneller, so da die oszillopolarographische Methode angewandt werden muBte. Ver-
wendet wurde fir diese Untersuchung:n ein Britton—Robinson-Puffer pH 2,6. Im
Oszillogramm dE/dt = f(E) duBern sich die Athyleniminochinone durch Redulktions-
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und Oxydationseinschnitte, wie aus den Abbildungen 2, 3 und 4 ersichtlich ist. Die
Hydrolysegsschwindigkeit nimmt im Sauren ebenfalls mit héherer Athyleniminoring-
zahl ab, wie es bereits mit der klassischen Polarographie gezeigt werden konnte. Im
Oszillopolarogramm der Verbindung mit vier Athyleniminogruppen ist auf Grund der
geringen Loslichkeit kein deutlicher Einschnitt zu erkennen.

Zur Verfolgung der Hydrolyse in stark saurem Gebiet kann ebenfalls strémende
Quecksilberelektrode in Verbindung mit dem Polaroskop verwendet werden. Die Re-
gistrierung muf3 dann aber mit einer Filmkamera erfolgen. Fiir das Bayer E 39 wurden
diese Versuche von H. Berg und E. Bauer [6] durchgefiihrt.

ol | RREnr

GHy

Abb. 1. Stromspannungskurven von 2-Athylenimino-benzochinon-1,4. 2 . 10-4 m;
Azetatpuffer pH 4,6; ab + 100 mV; 100 mV/em.
8§ =1 30; n-KCl-Elektrode. Die Aufnahme erfolgte nach 5, 10 Min. und jede weitere
nach 10 Min.
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Abb. 2. Stromspannungskurven von Trenimon (2,3,5-Tridthylenimino-benzochinon-1,4).
2 10~* M; Azetatpuffer; ab + 100 mV; 100 mV/em.
8§ = 1: 30; N-KCl-Elektrode. Die Aufnahme erfolgte nach 5, 10 Min. und jede weitere
nach 10 Min.
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Abb. 3. Die Kurven dE/dt = f(E) (Ausschnitt vom positiven Potentialbereich) des
2-Athylenimino-benzochinons-1,4 (oben), aufgenommen nach den Reaktionszeiten: 45,
60, 105, 150, 180, 220, 250 s und des Bayer E 39 (unten), aufgenommen nach den Re-
aktionszeiten: 30, 75, 120, 165, 205, 250 s.
Stromende Quecksilberelektrode; Britton—Robinson-Puffer pH 2,6.
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Abb. 4. Stromspannungskurven von Trenimon.
2 10~ »1; Phosphatpuffer pH. 6,8; 20 95 C.H,O0H; 200 mV/em; S =1 300;
~N-KCl-Elektrode; ab 0 Volt.
a) normale Stromspannungskurven. Entliftet mit Wasserstoff; b) Reduktion mit Pd-Sol:
¢) Oxydation mit Luft und wieder entliiftet mit Stickstoff; d) Katalasezusatz.
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Diskussion

Wie bereits eingangs erwihnt, werden zum Wirkungsmechanismus der
Athyleniminoverbindungen zwei Méglichkeiten diskutiert: Erstens die Hydro-
lyse und zweitens die Bildung von Wasserstoffperoxid. Es lag auch hier nahe,
mit der Polarographie die evtl. Bildung von Wasserstoffperoxid zu untersu-
chen. Im Organismus wird das Chinon reduziert zum Hydrochinon und dieses
bildet wihrend der Oxydation Wasserstoffperoxid. Leider weisen die Athylen-
iminochinone bei dem Halbstufenpotential des Wasserstoffperoxides eine
Welle auf, so daBl die Stufe des Peroxides sehr schlecht zu erkennen ist. Trotz-
dem gelang es nach der Reduktion mit Wasserstoff und Palladiumsol, anschlie-
Bender Oxydation mit Luftsauerstoff und nochmaligen Entliiften mit Stick-
stoff eine ErhShung der negativen Welle festzustellen [7]. Diese Zunahme
konnte auf die Bildung von Wasserstoffperoxid zuriickzufiihren sein. Ein
Zusatz von Katalase (0,05 ml) erniedrigte die Stufenhshe dieser Welle, wie aus
der Abbildung 5 zu erkennen ist. Ein EinfluB der Katalase auf die normale
Welle der Athyleniminoverbindung konnte nicht festgestellt werden. Auch
scheint es, daBl vom Trenimon mehr Wasserstoffperoxid gebildet wird als vom

Abb. Die Kurven dE/dt = f(EF) (Ausschnitt vom positiven Potentialbereich) des
Trenimons (oben), Aufgenommen nach den Reaktionszeiten: 45, 105, 150, 300, 480 s
und des 2,3.5,6-Tetradithylenimino-benzochinon-1,4 (unten), nach folgenden Reaktions-
zeiten aufgenommen: 15, 30, 45, 60 s.
Stromende Quecksilberelektrode; Britton—Robinson-Puffer pH 2,6.
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Bayer E 39. Jedoch miilten quantitative Untersuchungen hieriiber durchge-
fithrt werden.

Aus diesen Versuchen kann gefolgert werden, dafl eine erhohte Wirksamkeit
bei den Athyleniminochinonen dann auftritt, wenn die Krebszelle wesentlich
saurer ist, als die Normalzelle und das Angebot an Luftsauerstoff erh6ht wird,
so daB eine groBe Menge von Wasserstoffperoxid gebildet werden kann. Die
Bildung des Wasserstoffperoxides selbst ist unabhéingig von der Konzentration
des Chinons, da der Vorgang ideal reversibel verlaufen kann. Nach unseren
Versuchen werden die beiden Forderungen des Wirkungsmechanismus vom
Trenimon besser erfiillt als vom Bayer E 39.

POLAROGRAFICKE A OSCILOPOLAROGRAFICKE
POROVNAVACIE STUDIUM
STIEPENIA KRUHU ETYLENIMINOCHINONOV PRI ICH HYDROLYZE

G. Horn

Ustav mikrobiolégie a experimentdlnej terapie, Jena,
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Pomocou oscilopolarografie a polarografie sa sledovala hydrolyza niektorych etylénimi-
nochinénov v zévislosti od pH. Diskutuje sa o mechanizme uéinku tychto litok ako
kancerostatik.

CPABHIITEJBHBIE UCCJIEIOBAHHNA
KR PACHIEIICIEHIIIO KOJEL 3THIEHUMIHOXMNHOHOB T'lIOPOJIII30M

I' Topm

1IHCTHTYT MIIKPOGHOJIOTHH M SKCIEpEMEHTaJLHON Tepamuu, Hena,
Fepmanckan axajmemua Hayk, Bepinn

HeeareoBasicst THPOINI3 HEKOTOPBHIX TH/IGHMMUHOXMHOHOB B 3aBHcHMOCTH oT pH . Kpome
TOTO. 00r YHTACTC st MEXaHM3M [[elicTBUs STHX BEILCCTB B KayecTBe KAHLCPOCTATHKOB.

Prelozil I. Smoler
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