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T e r a t o l o g i s c h e  P r i i f u n g  der  H y d r o l y s e n p r o d u k t e  

Thal idomid  ist  in w~Lssriger L6sung n ich t  s tabi l ;  schon 
unter  physiologischen Reak t ionsbed ingungen  en t s t ehen  
die 12 theoref i sch  m6gl ichen H y d r o l y s e n p r o d u k t e  ~. Ana- 
log verl/ iuft  die spon tane  Hydro lyse  im menschl ichen  und  
t ier ischen Organismus  v-3 

Der bevorzug te  Abbauweg  des Thalidomid-Molekfi ls  
(I) wird durch  Aufspa l tung  einer  der  iden t i schen  Ph tha l -  
imid -Bindungen  eingeleitet .  Hierbei  e n t s t e h t  N-(o-Carb- 
oxybenzoyl)-DL-glutamins/ iureimid (II), das zu den 
q u a n t i t a t i v  domin ie renden  Metabol i ten  z~hlt 3,4. I I  kann  
wel te r  zu Phthals/~ure (III) und DL-Glutaminsgureimid 
(IV) zerfallen. 
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Zur Kl~irung der Frage,  inwiewei t  der  i n t ak t e  Glutar-  
imid-Ring  zur t e r a togenen  Akt iv i tg t  des Thal idomids  
beitr~tgt, sollen in vor l iegender  Mit te i lung I I  und IV 
un te r  gleichart igen Versuchsbed ingungen  wie die anderen  
H y d r o l y s e n p r o d u k t e  5-9 tera to logisch  ge tes te t  werden.  

Material und Methode. I wurde  aus N-Phthalyl-DL- 
glutamins~tureanhydridX~ analog 1. c. n dargeste l l t :  Smp. 
276-278 ~ (Dimethylformamid/Wasser12) .  I I  liess sich 
durch  alkalische Pa r t i a lhydro lyse  yon I gewinnen la. 
Farblose  Krisfii l lchen, die nach  Erwe ichen  bei 200 ~ und 
Wiedere r s t a r ren  m n  210 ~ bei 276-278 ~ schmelzen.  
ClaHI~N205 (276,3): Ber. C 56,53, H 4,38, N 10,14%; 
Gel. C 56,37, H 4,69, N 10,17~ . Hydraz ino lyse  von  I 

d es  T h a l i d o m i d s  

ergab IV in Fo rm des Hydroch lor ides  14. Farblose  Kris ta l le  
aus Wasse r /n -Propano l ,  die zwischen 250 und  290 ~ un te r  
Viole t t f / i rbung schmelzen (vgl. Lit.  15). CsHsN202 �9 HC1 
(164,6): Ber. C 36,49, H 5,51, N 17,02, C1 21,54%; Gel. 
C 36,63, H 5,54, N 17,19, C1 21,64%. 

Die tera to logische Prf i fung wurde  an M~iusen des 
Swis s - Inzuch t s t ammes  SWS 53/65 vorgenommen .  Expe -  
r imentel le  E inze lhe i ten  fiber Tierhal tung,  kfinstl iche 
Besamung,  S c h n i t t e n t b i n d u n g  und  Inspek t ion  der  Wfirfe 
auf Missbi ldungen f inden sich un te r  1. c. 5. 

Alle Verabre ichungen  erfolgten am Tag 9 p.c. als ein- 
malige i.p. In jek t ion  (Tabelle I). L6sungsmi t t e l  war  ffir 
beide Verb indungen  eine Mischung aus physiologischer  
Kochsalz l6sung und Tween 20 im Verh/i l tnis  3:1. Von  der  
besonders  schwer 16slichen Subs tanz  I I  erhie l ten  die 
Tiere je 50 bzw. 100 mg/kg  als 0,5%ige L6sung en tspre-  
chend  einer max ima len  Belas tung  mi t  20 ml L6sungs-  
mi t te l /kg ;  IV kam in F o r m  des Hydroch tor ides  als 
4%ige  L6sung zur A n w e n d u n g  (Dosis: je 400 bzw. 
800 mg/kg).  Die L6sungen wurden  innerha lb  einer 
S tunde  nach  der  Zubere i tung  applizier t .  Zur Kontro l le  
inj izierte m a n  10 graviden MS.usen ]e 40 ml /kg  des 
L6sungsmi t te lgemisches .  

Resultate und Diskussion. An den  am Tag 18!/2 p.C. 
s c h n i t t e n t b u n d e n e n  lebenden  Fe ten  liessen sich keine 
~iusserlich s i ch tba ren  Missbi ldungen .feststellen. Auch  die 
Un te r suchung  der Skelet te  ergab, dass die Subs tanzen  
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Tabelle I. Teratologische Priifung yon N-(o-Carboxybenzoyl)-DL-glutamins/iureimid und DL-Glutaminsfiureimid.HCl in Kombination mit 
Tween 20 (SWS-Maus) 

Verabreichte Substanz Dosis Mutter- Implan- Resorptionen Feten 
tiere tationen Gesamt Missgebildet Gewieht [g] c 

I R R/I (%) F M 

N-(o-Carboxybenzoyl)-wL- 50 mg/kg 5 62 3 4,8 59 0 1,27 -4- 0,07 
glutamins/iureimid ~ 100 mg/kg 5 55 10 18,2 45 0 0,95 :j= 0,05 
DL-Glutamins~tureimid 400 mg/kg 5 55 3 5,5 52 0 1,21 4- 0,07 
�9 HC1 b - 800 mg/kg 5 55 7 12,7 48 0 1,19 ~= 0,09 
Physiolog. NaCi-L6sung + Tween 20 40 ml/kg 10 129 6 4,7 123 0 1,29 i 0,07 
(Normaltiere) -- 10 134 4 3,0 130 0 1,29 -[: 0,05 

0,5%ig bzw. b 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. o Mittelwerte 4- Standardabweichung der Gewichte aller Feten. 
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Tabelle II. Hydrolysenprodukte des Thalidomids: Embryotoxische und teratogene Wirkung naeh i~p. Applikation in Kombination Init 
Tween 20 (SWS-Maus) 

Verabreichte Substanz Dosis Mutter- Implan- Res0rptionen Feteu 
(mg/kg) tiere tationen Gesamt Missgebildet 

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

N- Phthalyl- D L-glut amin ~ 200 5 70 
N- Phthalyl- DL-isoglutamin ~ 200 5 67 
N- Pht halyl- nL-glut amins~ture b 400 5 65 
N-(o-Carboxybenzoyl)-DL-glutamin b 400 5 52 
N-(o-Carboxybenzoyl)-DL-isoglutamino 400 5 59 
N- (o-Carboxybenzoyl)-DL-glutamins/iure o 400 5 64 
nL-Glutamin a 400 5 68 
I)L-Isoglutamin o 400 5 64 
L-Glutamins~iure o 400 5 79 
D-Glutamins~iure ~ 400 5 73 
Phthals~iure b 400 5 64 
N- (o-Carboxybenzoyl)-DL-glut amins~iureimid ~ 100 5 55 
DL- Glut aminsfiureimid �9 HC1 ~ 400 5 55 

10 14,3 60 10 16,7 
29 43,3 38 4 10,5 
32 49,2 33 16 48,5 
6 11,5 46 0 0 
5 8,5 54 0 0 
5 7,8 59 0 0 
7 10,3 61 0 0 
5 7,8 59 0 0 
5 6,3 74 0 0 
7 9,6 66 0 0 
5 7,8 59 0 0 

10 18,2 45 0 0 
3 5,5 52 0 0 

1, b 2, ~ 4, a 8 bzw. e 0,5%ig in einer Mischung aus physiologischer Kochsalzl6sung und Tween 20 (3:1). Alle Verabreichungen erfolgten i.p. 
am Tag 9 p.e. als einmalige Dosis. 

I I  und  IV in der a n g e w a n d t e n  Dosierung keine te ra togene  
Wi rksamke i t  besi tzen.  

Die Resorp t ions ra te  s te igt  al lerdings im Falle der 
Subs tanz  I I  berei ts  nach  Gabe yon  100 mg/kg  auf 18,2% 
(VierfeIder-z~, P < 0,05). Bei Subs tanz  IV sind die 
1Resorptionen erst  nach  800 mg/kg  gegeniiber den Kon-  
t rol l t ieren auffAllig e rh6ht  (R/I = 12,7%; P > 0,05). 
Die h6here  embryo tox i sche  Wi rksamke i t  yon  I I  k o m m t  
such  in der ausgepr~gteren  Ern iedr igung  der  Fetenge-  
wich te  zum Ausdruck.  

Diese U n t e r s u c h u n g  stel l t  den Abschluss  einer Ver- 
suchsreihe 5-9 dar :  S~mtt iche H y d r o l y s e n p r o d u k t e  des 
Thal idomids  wurden  syn the t i s i e r t  und  in K o m b i n a t i o n  
mi t  Tween 20 an der  SWS-Maus  tera to logisch  gepriift .  
U m  einen Vergleich der  Ergebnisse  un te r  e inhei t l ichen 
Bedingungen  zu erm6glichen,  haben  wir die E x p e r i m e n t e  
mi t  N-Phthalyl -DL-glutamin,  - i soglutamin und  -gluta- 
mins/iure fiir die Dosis 400 mg/kg  erg~tnzt. Hierbei  t r a t en  
folgende Schwier igkei ten auf:  Von 3 mi t  400 mg/kg  N- 
Phtha ly l -DL-glu tamin  behande l t en  M~usen abor t ie r te  
eine am Tag 10 p.c. ; bei  der  zweiten be t rug  die Resorp-  
t ionsra te  100%, w~thrend das d r i t t e  Mut te r t i e r  bei  12 
I m p l a n t a t i o n e n  10 Resorp t ionen  und  2 fetale Missbildun- 
gen aufwies. Die Verabre ichung  yon  400 mg/kg  N- 
Phthalyl -DL-isoglutamin f i ihrte bei  allen Versuchs t ie ren  
innerha lb  24 h nach  Appl ika t ion  zum Abort .  

Rep re sen t a t i ve  Befunde  der te ra to logischen Pri i fung 
aller H y d r o l y s e n p r o d u k t e  s ind ill Tabelle I I  zusanlmen-  
gestel l t  : N-Phthaly l -DL-glutamin,  N-Phthalyl-DL-iso-  
g lu tamin  und  N-Phtha ly l -DL-glu tamins~ure  erwiesen 
sich als tera togen57 L Nach  Verabre ichung  der  drei  
N-(o-Carboxybenzoyl) -Der ivate ,  die aus diesen N - P h t h a -  
lyl-Aminos/ iuren durch  par t ie l le  Hydro lyse  en ts tehen ,  
f anden  sich dagegen keine missgebi lde ten  F e t e n  mehr  s, 9. 
Auch die nach  vollst~Lndiger Abspa l tung  der  Ph tha ly l -  
Gruppe  resul t ie renden freien Aminos~uren  (Glutamin, 
I sog lu tamin  bzw. Glutamins~ure)  sowie die jeweils als 
zweites S p a l t p r o d u k t  au f t re tende  PhthalsSmre zeigten 
un te r  den gleichen Tes tbed ingungen  keinen t e ra togenen  
Ef fek t  6-s. Die neu gepr i i f ten H y d r o l y s e n p r o d u k t e  mi t  
i n t a k t e m  Glu ta r imid-Ring  erzeugten  ebenfalls  keine 
Missbi ldungen.  

Beziiglich der embryo tox i schen  Wi rksamke i t  s ind die 
Ergebnisse  weniger  einheit l ich.  Die drei  t e ra togenen  
Subs tanzen  bewirken  gleichzeitig eine s ignif ikante Er-  

h6hung  der  Resorp t ionsra te ,  doch zeigen auch einige der  
anderen  P r o d u k t e  einen m e h r  oder  Welliger deutl ich aus- 
gepr/~gten, embryo tox i schen  Effekt .  Da die Thal idomid-  
E m b r y o p a t h i e  jedoch vornehml ich  durch  schwere Ske- 
le t t -Missbi ldungen auff/illt .6, muss  bei  der abschliessen-  
den  I n t e r p r e t a t i o n  unserer  Ergebnisse  die Beziehung 
zwischen chemischer  S t ruk tu r  und  Teratogenitiit im Vor-  
de rg rund  s tehen.  

Von den 12 HydrolysenprodukteI1  besi tzen nur  3 ebenso 
wie Tha l idomid  selbst  die in t ak te  P h t h a l i m i d - S t r u k t u r ;  
nur  diese N-Ph tha ly l -De r iva t e  sind te ra togen.  Bei der 
hydro ly t i schen  Aufspa l tung  der Ph tha l imid -Grupp ie rung  
oder  bei der  vollst / indigen Abspa l tung  des Phtha l s~ure-  
Teiles geht  die t e ra togene  Aktivit~Lt verloren.  Hierbei  ist 
es ohne Bedeutung,  ob der  Glutamins~ure-Tei l  des 
Molekiils in einer ge6fflleten F o r m  oder  als Glutar imid-  
Ring  vorliegt.  Das P h t h a l i m i d - S y s t e m  stel l t  somit  bei den 
un t e r such t en  Verb indungen  das chemische  ~_quivalent 
der  Tera togeni t~ t  dar*~. 

Summary. N-(o-Carboxybenzoyl)-DL-glutamic acid im- 
ide and DL-glutamic acid imide �9 HC1 did no t  lead to fetal  
ma l io rmat ions  af ter  i.p. admin i s t r a t ion  to  p r eg n an t  mice ; 
t he  in jec ted  solutions conta ined  25% Tween 20. Thus, 
of t he  12 hydrolys is  p roduc t s  of tha l idomide  only those  
3 which conta in  the  ph tha l imide  moie ty  show tera togenic  
act ivi ty ,  i.e. 2-phthal imido-DL-glutaramic acid, 4-phthal-  
imido-DL-glutaramic acid and 2-phthalimido-DL-glutaric 
acid. 
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