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Such a conclusion is supported by the recently pub-
lished findings of Gorman and NEruss that dihydro-
catharanthine or coronaridine in acetic acid do not de-
carboxylate, but are each converted to a mixture of the
two bases; the isomerization again proceeding via a tetra-
cyclic immonium salt intermediate?. Such a cleavage does
not occur during methiodide salt formation in acefo-
nitrile solution, hence the observed differences between
RMT and pK, values of iboga bases.

The experimental conditions for running the rates on
3 mg of each of the bases in 10 ml of acetonitrile and 1 ml
of methyl iodide at 25° have already been described in
detail®. 10,

Cytostatischer Wirkungsmechanismus
der Methylhydrazine

ZELLER, BorrLaG et al.®-? fanden, dass Derivate des
Methylhydrazins tumorhemmend wirken. Aus einer
grossen Zahl gepriifter Verbindungen wihlten sie die hoch-
wirksamen Benzylderivate I und II fiir klinische Ver-

suche aus?,
CH, - NH -NH-CH~ V-

1: R=-CONH-CH(CH,), - HCl
II: R=-CONH-CO-NH, - HBr

Diese Methylhydrazinderivate autoxydieren leicht un-
ter Bildung von H,0,!. Die Autoren!-4 vermuten daher,
dass der cytostatische Effekt auf der Freisetzung von
H,0, beruht, welches direkt oder indirekt DNS-Schidi-
gungen herbeifiihrt. Dass Methylhydrazine in die Mitose-
Vorginge eingreifen, Chromatidbriiche ausldsen und die
Viscositdt wissriger Losungen von Desoxyribonuclein-
siure vermindern, liess sich nachweisen® 4.

Bei der Untersuchung der Methylhydrazine I und II5
in verschiedenen Testsystemen (ausfithrliche Publikation
siehe®) kamen wir zu folgender Deutung des Wirkungs-
mechanismus dev Methylhydrazine: Durch die Bildung von
H,0, entsteht als primires Oxydationsprodukt der Me-
thylhydrazine I und II der Azokorper III, der infolge
seiner bekannten Neigung zur Isomerisierung? u.a. in das
Hydrazon 1V iibergehen kann. Ein derartiges Hydrazon
{Azomethin) steht in wissriger Losung im Gleichgewicht
mit seiner hydratisierten Form, der N-Hydroxymethyl-
Verbindung V. Es ist bekannt, dass N-Methylolverbin-
dungen nach Art von V in wissriger Losung labil sind und
einer partiellen Spaltung in Formaldehyd und Amin- bzw,
Hydrazinderivat unterliegen (VI).

III H,C-N=N-CH, - CH, : R
IV H,C=N-NH-CH,-C,H, - R

V HO - CH,-NH-NH-CH,-C;H, - R
VI OH,C+H,N-NH-CH,-C,H, - R

Zur Erklidrung des cytostatischen Wirkungsmechanis-
mus der Methylhydrazine konnen die Reaktionsstufen
IV, V und VI herangezogen werden. Denn Azomethine IV
und die in Wasser aus ihnen entstehenden N-Hydroxy-
methyl-Verbindungen V besitzen tumorhemmende Eigen-
schaften auf Grund ihrer Fihigkeit zur 4Aminomethylie-
yung, einer speziellen, cytostatisch wirksamen Alkylie-
rungsreaktion®?® Aunch der nach VI entstehende Form-
aldehyd, dessen mutagene Wirkung schon linger bekannt

ExpErIENTIA XX/1

Résumé. 1] est demontré que la vitesse de réaction pour
la quaternisation des alcaloides du type iboga est une
fonction de la stéréochimie du groupe éthyle.
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ist1®, wirkt im Tierversuch tumorhemmend?®. Zudem er-
scheint es méglich, dass der gebildete Formaldehyd (VI)
mit dem primir entstandenen H,0, iiber Hydroxymethyl-
hydroperoxyd zu Bis-hydroxymethyl-peroxyd VII (HO-
CH, - OO0 » CH,OH) zusammentritt. Damit kdme es zur
Bildung eines organischen Peroxyds, dessen hohe tumor-
hemmende Wirksamkeit ebenfalls bewiesen istl,

Eine solche, auf den Reaktionsstufen IV-VT beruhende
Hypothese des cytostatischen Wirkungsmechanismus
verlangt den Nachweis, dass Methylhydrazinderivate
unter milden Bedingungen Formaldehyd abspalten kén-
nen. Gelingt dieser Nachweis, so ist damit zugleich das
Vorhandensein der Muttersubstanzen des Formaldehyds,
der N-Hydroxymethyl-Verbindung V und des Azomethins
IV bewiesen.

Wir unterwarfen die Methylhydrazine I und II einer
beschleunigten Dehydrierung mit Kaliumhexacyano-
ferrat (iquimolar, schwach sauer, 25°) und gabennach 1 h
wiissrige 0,4prozentige Dimedonlésung hinzu. Der ent-
standene Niederschlag lieferte nach fraktionierter Ex-
traktion mit 96prozentigem Athanol die kristalline Form-
aldehyd-Dimedon-Verbindung, Schmp. 188-189°, Misch-
Schmp. 189°.

CyH,,0, (292,4) Ber. C 69,83 H 8,27. Gef. C 69,69
H 8,08 (Methylhydrazin I). Gef. C 69,67 H 8,14 (Methyl-
hydrazin I1). Die so erhaltenen Formaldehydmengen ent-
sprechen 15-25%, der theoretischen Ausbeute. Im Paral-
lelversuch okne Methylhydrazin trat mit Dimedon kein
Niederschlag aunf.
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Neben der Bildung von Hydrogenperoxyd diirften
Somit an der cytostatischen Wirksamkeit der Methyl-
hydrazine Aminomethylievungen durch die gebildeten
Azomethin- und N-Hydroxymethylderivate sowie Hy-
d’?xymethyliemngen durch freigesetzten Formaldehyd be-
teiligt sein. Als tumorhemmende Verbindungsklasse
Nehmen die Methylhydrazine daher insofern eine Sonder-
stellung ein, als sie im Zellstoffwechsel zugleich oxydie-
fend und iiber verschiedene Reaktionswege alkylierend
wirken kénnen. Nach ZELLER, BoLrLaG et al.%? wirken
Dur die Derivate des Methyl-hydrazins tumorhemmend.
D_leser Befund stiitzt die oben vorgelegte Hypothese; denn
dfe cytostatisch aktiven Reaktionsprodukte IV-VII

Onnen nur aus methyl-substituierten Hydrazinen ent-
stehen.

Uber Peptidsynthesen. Synthese von
Methionyl-Lysyl-Bradykinin, einem
Kinin aus Rinderblut?

Kiirzlich berichteten ELLIoTT, LEWIS und SmyTH ? iiber
die Bildung einer die glatte Muskulatur stimulierenden
Substanz durch Inkubation der siurebehandelten Pseu-
doglobulinfraktion aus Rinderblut bei pH 7,5 in Abwesen-
h'eit von Trypsin. Abbaustudien fiihrten zur Struktur
€ines Methionyl-lysyl-arginyl-prolyl-prolyl-glycyl-phenyl-
alanyl-seryl-prolyl-phenylalanyl-arginin (I, Methionyl-
Lysyl-Bradykinin). Eine von uns durchgefiihrte Synthese
des Undekapeptids nahm folgenden Verlauf: Durch Kon-
densation von tert.-Butyloxycarbonyl(BOC)-L-methionin-
hydrazid® mit Ne¢-BOC-L-lysin-methylestert wurde mit
71%, Ausbeute BOC-L-methionyl-Ne-BOC-L-lysinmethyl-
ester [C,,H,;N,;0,S; (491,63), F. 93-94° (Nadeln aus
Essigester/Petrolither), [«]i = —17,3° (c = 1, Methanol);
Ber. C 53,73 H 8,41 N 8,55 — Gef. C 53,64 H 8,55 N 8,62]
und aus diesem durch 72 h Behandlung mit Hydrazin-
hydrat in Methanol bei 25°C BOC-L-methionyl-Ne-BOC-
L-lysinhydrazid (II) erhalten (98%) [C,H,N;04S,
(491,64); F. 123-124° (Nadeln aus Essigester/Petrolither),
[a]f = —21,8° (c=0,5, Dimethylformamid); Ber. C51,31
H 8,40 N 14,25 — Gef. C 50,99 H 8,45 N 13,96].

Reaktion von II in 2,2# salzsaurem Tetrahydrofuran
mit tert.-Butylnitrit bei —20°, Neutralisation mit Tri-
dthylamin und Zugabe von Bradykinin-dihydrochlorid in
Dimethyliformamid lieferte nach 2tagigem Stehen bei 0°,
Einengen und Verreiben mit Essigester mit 85%iger
Ausbeute BOC-L-methionyl-Ne-BOC-L-lysyl-bradykinin
(IIT) Monohydrochlorid Trihydrat [C,;H;;eN150165,Cly
(1593,3); F. 170-174° (Zers.), [a]¥=—49,9° (c=0,5, Di-
methylformamid); Ber. C 53,52 H 7,34 Cl12,22 N 15,83
019,08 = Gef. € 52,33 H 7,36 Cl 2,44 N.15,74 O 18,84]
als elektrophoretisch praktisch einheitliche Substanz.
Eine vollstindige Reinigung gelang durch priparative
trigerfreie Elektrophorese® in Pyridiniumacetatpuffer
PH 5,5. Zur Abspaltung der beiden BOC-Gruppen aus
dem rohen III wurde 1 h bei Raumtemperatur mit Tri-
fluoressigsiure behandelt und das Undekapeptid durch
Praparative Elektrophorese (pH 5,5) in einheitlicher Form
Isoliert (75% bezogen auf III) [a]¥=—86,5° (c=0,5,
Wasser). Cq,HN140,3S, + 2CH,COOH - 6 H,0 (1547,8).
Ber. C 50,44 H 7,42 N 16,29 CH,CO 5,56 H,0 6,99 = Gef.
€ 49,61 H 7,35 N 15,84 CH,CO 5,99 H,O 7,21. Methionyl-
Lysyl-Bradykinin zcigt bei pH 5 (0,1 mol Pyridinium-
dcetat+ 109, Propylenglykol) eine -elektrophoretische

anderungsgeschwindigkeit, die zwischen Bradykinin
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Summary. Cytostatic active methylhydrazine deriva-
tives split off formaldehyde after mild dehydrogenation
with potassium hexacyanoferrate (III). It is suggested
that the primary formed azomethines and N-hydvoxymethyl-
devivatives participate in cytostatic efficacy by their
alkylating ability (aminomethylation). Formaldehyde
alone and its condensation products with hydrogen
peroxide especially bis-hydroxymethylperoxide may ex-
ert cytostatic effects too,

G. WEITZEL, F. SCHNEIDER
und ANNA-MARIA FRETZDORFF

Physiologisch-chemisches Institut dev Universitit
Tiibingen (Deutschland), 17. Sepiember 1963.

und Kallidin liegt (Ornithin=1; Bradykinin=0,55;
Met-Lys-Bradykinin = 0,65; Kallidin=0,68).

Durch Einwirkung von Leucinaminopeptidase (Fer-
ment-Substrat-Verhdltnis 1:10000; 15 h; pH 8,6; 37°)
wird Methionyl-Lysyl-Bradykinin quantitativ in Me-
thionin, Lysin und Bradykinin aufgespalten. Mit Trypsin
(Ferment-Substrat-Verhiiltnis 1:100; 15 h; pH 8,6; 37°)
wird das Undekapeptid zu Methionyl-Lysin und Brady-
kinin hydrolysiert.

Methionyl-Lysyl-Bradykinin besitzt folgende biologi-
sche Eigenschaften {Schwellendosen): Meerschweinchen-
ileum: 3 ng/ml; Rattenuterus: 0,3 ng/ml; Kaninchen-
blutdruck: 2-5 ng/kg; (Bradykinin®7?: 1 ng/ml; 0,1 ng/ml
bzw. 50 ng/kg). Ein quantitativer Vergleich von Me-
thionyl-Lysyl-Bradykinin mit Bradykinin am Kaninchen-
blutdruck bei Dosen von 10, 20, 50, 100, 200, 500 ng, 1
und 2 y ergab, dass das Undekapeptid doppelt so wirksam
ist wie Bradykinin. Fiir BOC-Methionyl-Ne-BOC-Lysyl-
Bradykinin wurden als Schwellendosen ermittelt: Meer-
schweinchenileum: > 150 ng/ml; Rattenuterus: 15 ng/ml;
Kaninchenblutdruck: 5-10 y8,

Summary. The synthesis and the pharmacological ac-
tions of methionyl-lysyl-bradykinin, a new kinin from ox
blood, are described.
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