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Teratologische Priifung der Hydrolysenprodukte des Thalidomids

Thalidomid ist in wissriger Losung nicht stabil; schon
unter physiologischen Reaktionsbedingungen entstehen
die 12 theoretisch méglichen Hydrolysenproduktel. Ana-
log verlduft die spontane Hydrolyse im menschlichen und
tierischen Organismus-3.

Der bevorzugte Abbauweg des Thalidomid-Molekiils
(I) wird durch Aufspaltung einer der identischen Phthal-
imid-Bindungen eingeleitet. Hierbei entsteht N-{o-Carb-
oxybenzoyl)-pL-glutaminsdureimid (II), das zu den
quantitativ dominierenden Metaboliten zdhlt3: 4. 11 kann
weiter zu Phthalsdure (II1) und pr-Glutaminsdureimid
(IV) zerfallen.
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Zur Kliarung der Frage, inwieweit der intakte Glutar-
imid-Ring zur teratogenen Aktivitdt des Thalidomids
beitrigt, sollen in vorliegender Mitteilung IT und IV
unter gleichartigen Versuchsbedingungen wie die anderen
Hydrolysenprodukte-? teratologisch getestet werden.

Material und Methode. 1 wurde aus N-Phthalyl-pL-
glutaminsdureanhydrid** analog 1. c.! dargestelit: Smp.
276-278° (Dimethylformamid/Wasser?). II liess sich
durch alkalische Partialhydrolyse von 1 gewinnen?s,
Farblose Kristallchen, die nach Erweichen bei 200° und
Wiedererstarren um 210° bei 276-278° schmelzen.
CusH,,N,O; (276,3): Ber. C 56,53, H 4,38, N 10,149%;
Gef. C 56,37, H 4,69, N 10,17%,. Hydrazinolyse von I

ergab IV in Form des Hydrochlorides . Farblose Kristalle
aus Wasser/n-Propanol, die zwischen 250 und 290° unter
Violettfairbung schmelzen (vgl. Lit.%%). C,;HN,O, - HCI
(164,6): Ber. C 36,49, H 5,51, N 17,02, Cl 21,549, ; Gef.
C 36,63, H 5,54, N 17,19, Cl 21,649,.

Die teratologische Priifung wurde an Miusen des
Swiss-Inzuchtstammes SWS 53/65 vorgenommen. Expe-
rimentelle Einzelheiten iiber Tierhaltung, kiinstliche
Besamung, Schnittentbindung und Inspektion der Wiirfe
auf Missbildungen finden sich unter 1. c.®.

Alle Verabreichungen erfolgten am Tag 9 p.c. als ein-
malige i.p. Injektion (Tabelle I). Losungsmittel war fiir
beide Verbindungen eine Mischung aus physiologischer
Kochsalzlésung und Tween 20 im Verhdltnis 3 :1. Von der
besonders schwer loslichen Substanz II erhielten die
Tiere je 50 bzw. 100 mg/kg als 0,5%ige Losung entspre-
chend einer maximalen Belastung mit 20 ml Ldsungs-
mittel/kg; IV kam in Form des Hydrochlorides als
4%ige Losung zur Anwendung (Dosis: je 400 bzw.
800 mg/kg). Die Losungen wurden innerhalb einer
Stunde nach der Zubereitung appliziert. Zur Kontrolle
injizierte man 10 graviden M&usen je 40 ml/kg des
Losungsmittelgemisches.

Resultate und Diskussion. An den am Tag 18/, p.c.
schnittentbundenen lebenden Feten liessen sich keine
dusserlich sichtbaren Missbildungen feststellen. Auch die
Untersuchung der Skelette ergab, dass die Substanzen
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Tabelle I. Teratologische Priifung von N-(¢o-Carboxybenzoyl)-pL-glutaminsiureimid und pi-Glutaminsiureimid-HCl in Kombination mit

Tween 20 (SWS-Maus)

Verabreichte Substanz Dosis Mutter- Implan- Resorptionen  Feten
tiere tationen Gesamt Missgebildet Gewicht [g]¢
I R R/I(%) F M

N-(o-Carboxybenzoyl}-pL- 50 mg/kg 5 62 3 4,8 59 0 1,27 40,07
glutaminsiureimid s 100 mgfkg 5 55 10 18,2 45 0 0,95 4 0,05
pr-Glutaminsdureimid 400 mg/kg 5 55 3 5,5 52 0 1,21 4+ 0,07
‘HCl® - 800 mg/kg 5 55 7 12,7 48 0 1,19 4 0,09
Physiolog. NaCl-Ldsung + Tween 20 40 mljkg 10 129 6 4,7 123 0 1,29 - 0,07
(Normaltiere) — 10 134 4 3,0 130 0 1,29 40,05

2 (,59%ig bzw. » 4%ig in einer Mischung aus physiologischer Kochsalzlssung und Tween 20 (3:1). Alle Verabreichungen erfolgten am Tag
9 p.c. als einmalige i.p. Injektion. ¢ Mittelwerte 4 Standardabweichung der Gewichte aller Feten.
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Tabelle II. Hydrolysenprodukte des Thalidomids: Embryotoxische und teratogene Wirkung nach i,p. Applikation in Kombination mit

Tween 20 (SWS-Maus)

Verabreichte Substanz Dosis Mutter-  Implan- Resorptionen  Feten

(mg/kg) tiere tationen Gesamt Missgebildet

1 R R/I(%) F M M/F (%)

N-Phthalyl-pL-glutamina 200 5 70 10 14,3 60 10 16,7
N-Phthalyl-pr-isoglutamin» 200 5 67 29 433 38 4 10,5
N-Phthalyl-pr-glutaminsiure® 400 5 65 32 49,2 33 16 48,5
N-(o-Carboxybenzoyl)-pL-glutamin® 400 5 52 6 11,5 46 0 0
N-(o-Carboxybenzoyl)-pL-isoglutamine 400 5 59 5 85 54 0 0
N-(0-Carboxybenzoyl)-pL-glutaminsdure ¢ 400 5 64 5 178 59 0 0
pL-Glutamind 400 5 68 7 10,3 61 0 0
pL-Isoglutamin ¢ 400 5 64 5 78 59 0 0
L-Glutaminsiure© 400 5 79 5 6,3 74 0 0
p-Glutaminsiure ¢ 400 5 73 7 9,6 66 0 0
Phthalsdure? 400 5 64 5 7,8 59 0 0
N-(o-Carboxybenzoyl)-pL-glutaminsdureimid ¢ 100 5 55 10 18,2 45 0 0

400 5 55 3 55 52 0 0

pL-Glutaminsiureimid-HCle

1,02 ¢4, d8bzw. ¢0,5%ig in einer Mischung aus physiologischer Kochsalzlésung und Tween 20 (3:1). Alle Verabreichungen erfolgten i.p.

am Tag 9 p.c. als einmalige Dosis.

IT und IV in der angewandten Dosierung keine teratogene
‘Wirksamkeit besitzen.

Die Resorptionsrate steigt allerdings im Falle der
Substanz II bereits nach Gabe von 100 mg/kg auf 18,29,
(Vierfelder-y%, P << 0,05). Bei Substanz IV sind die
Resorptionen erst nach 800 mg/kg gegeniiber den Kon-
trolltieren auffallig erhoht (R/I = 12,7%,; P > 0,05).
Die hohere embryotoxische Wirksamkeit von IT kommt
auch in der ausgeprigteren Erniedrigung der Fetenge-
wichte zum Ausdruck.

Diese Untersuchung stellt den Abschluss einer Ver-
suchsreihe5-? dar: Samtliche Hydrolysenprodukte des
Thalidomids wurden synthetisiert und in Kombination
mit Tween 20 an der SWS-Maus teratologisch gepriift.
Um einen Vergleich der Ergebnisse unter einheitlichen
Bedingungen zu erméglichen, haben wir die Experimente
mit N-Phthalyl-pr-glutamin, -isoglutamin und -gluta-
minsdure fiir die Dosis 400 mg/kg erginzt. Hierbei traten
folgende Schwierigkeiten auf: Von 3 mit 400 mg/kg N-
Phthalyl-pL-glutamin behandelten Mé&usen abortierte
eine am Tag 10 p.c.; bei der zweiten betrug die Resorp-
tionsrate 1009%,, widhrend das dritte Muttertier bei 12
Implantationen 10 Resorptionen und 2 fetale Missbildun-
gen aufwies. Die Verabreichung von 400 mg/kg N-
Phthalyl-pr-isoglutamin fiihrte bei allen Versuchstieren
innerhalb 24 h nach Applikation zum Abort.

Reprisentative Befunde der teratologischen Priifung
aller Hydrolysenprodukte sind in Tabelle II zusammen-
gestellt: . N-Phthalyl-pr-glutamin, N-Phthalyl-pr-iso-
glutamin und N-Phthalyl-pr-glutaminsdure erwiesen
sich als teratogen®-?. Nach Verabreichung der drei
N-(o-Carboxybenzoyl)-Derivate, die aus diesen N-Phtha-
lyl-Aminosiuren durch partielle Hydrolyse entstehen,
fanden sich dagegen keine missgebildeten Feten mehr®:9,
Auch die nach vollstindiger Abspaltung der Phthalyl-
Gruppe resultierenden f{reien Aminosduren (Glutamin,
Isoglutamin bzw. Glutaminsidure) sowie die jeweils als

zweites Spaltprodukt auftretende Phthalsdure zeigten .

unter den gleichen Testbedingungen keinen teratogenen
Effekt®-8. Die neu gepriiften Hydrolysenprodukte mit
intaktem Glutarimid-Ring erzeugten ebenfalls keine
Missbildungen.

Beziiglich der embryotoxischen Wirksamkeit sind die
Ergebnisse weniger einheitlich. Die drei teratogenen
Substanzen bewirken gleichzeitig eine signifikante Er-

hohung der Resorptionsrate, doch zeigen auch einige der
anderen Produkte einen mehr oder weniger deutlich aus-
geprigten embryotoxischen Effekt. Da die Thalidomid-
Embryopathie jedoch vornehmlich durch schwere Ske-
lett-Missbildungen auffillt!®, muss bei der abschliessen-
den Interpretation unserer Ergebnisse die Beziechung
zwischen chemischer Struktur und Terafogenitdt im Vor-
dergrund stehen.

Von den 12 Hydrolysenprodukten besitzen nur 3 ebenso
wie Thalidomid selbst die intakte Phthalimid-Struktur;
nur diese N-Phthalyl-Derivate sind teratogen. Bei der
hydrolytischen Aufspaltung der Phthalimid-Gruppierung
oder bei der vollstindigen Abspaltung des Phthalsdure-
Teiles geht die teratogene Aktivitit verloren. Hierbei ist
es ohne Bedeutung, ob der Glutaminsiure-Teil des
Molekiils in einer gedffneten Form oder als Glutarimid-
Ring vorliegt. Das Phthalimid-System stellt somit bei den
untersuchten Verbindungen das chemische Aquivalent
der Teratogenitit dar??.

Summary. N-(o-Carboxybenzoyl)-pL-glutamic acid im-
ide and pr-glutamic acid imide - HCI did not lead to fetal
malformations after i.p. administration to pregnant mice;
the injected solutions contained 25% Tween 20. Thus,
of the 12 hydrolysis products of thalidomide only those
3 which contain the phthalimide moiety show teratogenic
activity, i.e. 2-phthalimido-pL-glutaramic acid, 4-phthal-
imido-Dr-glutaramic acid and 2-phthalimido-pr-glutaric
acid. :
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