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Eingegangen am 25. Juli 1958 [A 893]

Synthese und Abbau cytostatisch wirksamer cyclischer
N-Phosphamidester des Bis-(¢-chlorcithyl)-amins

Von Dr. habil. H. ARNOLD und Dr. F BOURSEAUX
Chemisches Forschungslaboratorium der Asta-Werke A.-G., Chemische Fabrik, Brackwede/Westf.

Es wird iber die Synthese sowie iiber hydrolytische und enzymatische Abbauuntersuchungen von

neuartigen, cytostatisch wirksamen Diamidophosphors&ure-monoestern mit cyclischer Struktur be-

richtet. Als gemeinsames Merkmal enthalten sie den N,N-Bis-(B-chloréthyl)-amin-Rest in phosphami-

discher Bindung. Mit Hilfe verschiedener Methoden und Versuchsanordnungen wird nachgewiesen,

daB diese Cytostatica der N-Lost-Reihe im wéBrigen Milieu in ganz bestimmter Weise aufgespalten
werden.

Einleitung

Die cytostatische Wirkung chlorierter Alkylamine vom
Typ des N-Lostes (I) beruht im wesentlichen auf der leich-
ten Beweglichkeit der zum Stickstoff 8-stindigen Chlor-
Atome. Es wird nach W. C. J. Ross!) angenommen, daB
bei der Ionisation dieser Chlor-Atome die Restmolekel eine
biologisch aktive Radikalform darstellt. Allgemein wird
die Ansicht vertreten, dafl sich die Lost-Amine im biologi-
schen Milieu wie alkylierende Agentien verhalten, in-
dem sie mit aktiven Wasserstoff-Atomen, z. B. SH-Grup-
pen der am Zellaufbau beteiligten Proteine oder Enzyme,
reagieren und so eine Wachstumshemmung oder Vernich-
tung der malignen Zelle verursachen. Der Verwendung der

Lost-Amine in der Therapie sind jedoch enge Grenzen ge-

7;) 1V C. j Ross, Advances Cancer Res. 7, 397 [1953].
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setzt, da sie auch normale Zellen angreifen und infolge-
dessen schon im Bereich wirksamer Dosen eine erhebliche
Toxizitdt aufweisen. Man hat daher durch Variationen der
N-Lost-Molekel versucht, zu Pridparaten mit einem giin-
stigen Verhdltnis der curativen und der toxischen Effekte
zu gelangen. In dieser Richtung waren M. Ishidate und
Mitarbeiter?) erfolgreich, indem sie tierexperimentell nach-
weisen konnten, daB die cytostatische Aktivitit von ter-
tidren Lost-Aminen (1) bei der N-Oxydation im Sinne der
Formel II erhalten bleibt, die Allgemeinvertraglichkeit
aber wesentlich gebessert wird. Dies 146t sich iiber die
durch semipolare Sauerstoff-Bindung hervorgerufene Ein-
schrinkung der basischen Funktion des Lost-Stickstoffes

2) M. Ishidate, K. Kabayashi,
Japan Acad. 27, 493 [1951].

Y. Sakuray u. T. Yoshida, Proc.
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und der damit bedingten Herabsetzung des Reaktionsver-
mogens der Chlor-Atome in B-Stellung erklaren. Die cyto-
statische Wirkung von 11 muB demzufolge darauf zuriick-
gehen, daB dieses Lost-Derivat unter physiologischen Be-
dingungen wieder zu einem Produkt mit reaktionsfahigeren
B-Chlor-Atomen oder in andere cytostatisch aktive Pro-
dukte umgewandelt wird. Diese Vorstellung wird gestiitzt
durch Ergebnisse von H. Druckrey und D. Schmdhl?®), wo-
nach isolierte Krebszellen in N-Oxyd-Lost-haltiger waB-
riger Losung bei 5 °C nur wenig, bei 37 °C dagegen erheblich
unter weitgehendem Verlust ihrer Cancerogenitat gescha-
digt werden. Chemische Voraussetzungen fiir eine derartige
,,Giftung® von N-Oxyd-Lost in vivo sind gegeben, da diese
Verbindung schon in Gegenwart geringster Schwermetall-
spuren, z. B. von Eisenionen in physiologischer Konzen-
tration, unter Bildung von Formaldehyd zerfallt*) und
in schwermetallfreier Losung in Abhangigkeit von pg
und Temperatur einen in der Endphase eine Umlagerung
zu einem Hydroxylaminather einschlieBenden Abbau
durchmacht3. ¢), Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
daB man durch geeignete Beeinflussung der Ladungsver-
haltnisse am Lost-Stickstoff die Reaktionsfahigkeit™ der
B-Chlor-Atome im einen oder anderen Sinne steuern:und
hierdurch auch die biologische Wirkung dndern kann.

O. M. Friedman und A. M. Seligman’- 8) stellten u. a.
N-Phosphorylierungsprodukte der Art IV und V des Bis-
(B-chlorathyl)-amins (111) dar, bei denen das basische
Zentrum durch Acylierung aufgehoben ist. Diese Verbin-
dungen waren demzufolge untoxischer als I11, zeigten aber
keine chemotherapeutische Wirksamkeit mehr?®).

CICH,CH, 8) CICH,CH, “P) CICHCHy  ®)
N—CH, N—CH, NH
CICH,CH, CICH,CH, é’) CICH,CH,
I 1 I
ClCHZCHz\ NH,  CICH,CH, ~ NH,
N—PLO N—P\TO
CICH,CH, NH, CICH,CH, OR
v \Y

8) Als Hydrochlorid.

b) Mitomen®, Asta-Werke A.-G., Chem. Fabrik, Brackwede/Westf.

3y D, Schmdhl u. H. Druckrey, Naturwissenschaften 43, 199 [1956].
4) H. Arnold u. J. Venjakob, Arzneimittel-Forsch. 5, 722 [1955].
5) M. Ishidate u. Y. Sakuray, 15. Internat. Pharmaceutical Ass.,

Herstellung cyclischer N.N-Bis(3-chloréthyl)-
phosphoamidester

Unser Ziel waren N-Phosphorylierungsprodukte des Bis-
(B-chlordthyl)-amins (I11), die sich auf Grund der Phos-
phat-Gruppierung unter physiologischen Bedingungen ver-
dndern konnen. Geeignete Voraussetzungen hierfiir bieten
(s. unten) cyclische N.N-Bis-(g-chiordthyl)-phos-
phoamidester (VII1). Wir erhielten diese neuartigen Ver-
bindungen glatt auf dem Wege A aus N.N-Bis-(3-chlor-
athyl)-phosphamid-dichlorid (VI) und «,w-Alkanolaminen
(VII).

CICH,CH,, cl
NP0+ H;N—(CHy)p—OH = 2 N__(CZH;)S .
CICH,CH, \Cl . Dioxan 20—
VI VII
A
H
CICH,CHy N CICH,CH,  NH-CH,yCH,OH
N—P=0 (CH,)y N—-P=0
CICH,CH, o) CICH,CH, NH-CH, CH,OH
VIII 1X

Wir haben in den bisherigen Synthesen «,w-Alkanolamine
mit 2 bis 6 Methylen-Gruppen in gerader und verzweigter
Kette verwendet, wobei stets ausschlieBlich die cyclischen
Phosphamidester VIII mit fiinf bis neun Ringgliedern
(n = 2 bis 6) erhalten wurden. Es gelang uns nicht, bei An-
wendung der Alkanolamine im UberschuB ringoffene Pro-
dukte (z. B. der hypothetischen Formel 1X) zu erhalten.
Die Phosphorsiure ist danach in besonderem MaBe zur
Bildung stabiler Hetero-Ringe auch mit hoherer Glieder-
zahl beféhigt.

Die ausgepragte Tendenz zur Bildung cyclischer Ester-
amide kommt auch in der Unbestandigkeit des ringoffenen
Phenylesters der N,N-Bis-(g-chlorathyl)-N’'-(B-oxyéathyl)-
diamido-phosphorsaure (X) zum Ausdruck. Diese Verbin-
dung erleidet schon beim Stehen eine intramolekulare Um-
esterung im Sinne des Schemas B unter Abspaltung von
Phenol zum pentacyclischen Phosphamidester VIII (n=2),
den wir auch nach Synthese A bei Verwendung von Atha-
nolamin als Alkanol-Komponente (n = 2) erhielten. Dem-
zufolge bestitigt Gleichung B den cyclischen Verlauf der
Synthese A.

Paris 1953, H
) H. Arnold, N. Brock u. H. J. Hohorst, Arzneimittel-Forsch. 7 CICH,CH NHCH,CH,0H CICH,CH N
135 [1957]. J ' TN z o : 2\N P o\cHz
) O. M. Friedman u. A. M. Seligman, J. Amer. chem. Soc. 76, 655 N—P=0 —> PN éH + C¢H;OH
{1954]. CICH,CH o CICH,CH No7tHe
8) Dieselben, ebenda 76, 658 [1954]. 2-ile CsH; 2otz
®) N. Brock, Arzneimittel-Forsch. 8, 1 [1958]. X B VII1 (n=2)
Name Formel Fp °C Loslichk.
N,N-Bis-(3-chlordthyl)-N’,0- CI'CH,CH, NH-CH, Wasser: 50 g/l. — Alkohol:s. 1. —
" ; y Ny_pZe Benzol: s. 1. — HCCly: s. 1 —
dthylen-phosphorsiure-ester- N-P=0 99,4 oS 4 s+ 5. L.
diamid B 485 Ve AN i Dioxan: s. . — Glykol: s. L. —
CI-CH,CH, O0—-CH, Ather: w. I. — Aceton: w. L.
N,N-Bis-(B-chlordthyl)-N’,0- CI-:CH, CH, NH-CH, ‘ 01 Wasser: 40 g/l. — Alkohol:s. 1. —
h Ny & N 41-45 | Benzol: s. 1. — HCCly: s. 1. —
propylen-phosphorsiaure-ester- ) N—-P=0 CH, o o
diamid B 518 / AN Va (Monohy- | Dioxan: s. 1. — Glykol: s. 1. —
| CI-:CH,CH, O0——CH, drat) Ather: w. 1. — Aceton: w. 1.
N,N-Bis-(g-chlorathy!)-N’,0- ! Cl-CHz-CHz\ /NH7CH27CH2 Wasser: 30 g/l. — Alkohot:s. . —
butylen-phosphorsaure-ester- N—P=0 ‘ 76—77 Benzol: s. L. — HCCly: s. 1. —
diamid B 610 V4 N I Dioxan: s. I. — Glykol: s. 1. —
CI'CH, CH, O—CH,—CH, Ather: w. I. — Aceton: w. I.
N,N-Bis-(8-chlordthyl)-N’,0- Cl-CH2~CH2\ NH-CH,—CH, Wasser: w. I. — Alkohol: s. 1. —
amylen-phosphorsiure-ester- N—P=0 CH, 01 Benzol: s. . — HCClg: s. L —
diamid B 749 / . Ve Dioxan: s. l. — Glykol: s. I. —
CI-CH,-CH, O - CH,-—CH, ' ‘; Ather: w. 1. — Aceton: w. L.
N,N-Bis-(8-chlorathy!)-N’,0- Cl~CH2-CHz\ NH—-CH,—CH,-CH, ‘ Wasser: w. I. — Alkohol: s. I. —
hexylen-phosphorsiure-ester- N—P/:O o1 ; Benzol: s. I. — HCCly: 5. L. —
diamid B 644 [ J AN , ; Dioxan: s. . — Glykol: s. I. —
CI'CH,CH, O---CH, CH,—CH, : Ather: w. I. — Aceton: w. L.
Tabelle 1. Substanzen der allgem. Formel VI1I mit n = 2 bis 6
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N. Brock?-1°) hat die cytostatische Wirkung dieser neuen
Lost-Derivate an verschiedenen experimentellen Tiertu-
moren eingehend gepriift. Besonders interessante Ergeb-
nisse lieferten hierbei die Verbindungen mit den fiinf- und
sechsgliedrigen Phosphamidester-Ringen: VIII (n = 2,
B 485) und VII1I (n = 3, B 518)1!). Beide Priparate sind im
Vergleich zu I und bis zu einem gewissen Grade auch ge-
geniiber I1 wesentlich besser vertriglich. Im Gegensatz zu
den von O. M. Friedman und A. M. Seligman’- 8) u. a. be-
schriebenen Phosphorylierungsprodukten 1V und V ver-
mogen die neuen cyclischen Phosphor-Verbindungen einige
Tiertumoren nicht nur im Wachstum zu hemmen, sondern
auch zu beseitigen. Die herabgesetzte Toxizitat spricht
dafiir, daBl diese cyclischen N-Lost-Phosphamidester als
solche weitgehend biologisch inaktiv sind und erst im Or-
ganismus in die cytostatisch aktiven Wirkformen iiber-
gehen. Auf Grund der nachfolgend beschriebenen Unter-
suchungsergebnisse kénnen sich die Umwandlungen durch
schrittweise Spaltungen der Phophamid-Bindungen in
VII1 vollziehen.

Zur Hydrolysierbarkeit der cyclischen Phosphamid- ClCHZCHZ\N P{gl | HO CH.CH.N(CH N(C:Hy)s

bzw. Phosphorsdureester-Bindungen RN + CHN(CH), Dioxan
CICH,CH, cl 4045 °
Wir lieen wafirige Losungen gleicher Molaritat von B 485

(VII1, n = 2) und B 518 (VI11, n = 3) mit und ohne Koch- CICH.CH, ~—  « + H,0

salz-Zusatz lingere Zeit bei 4°C, 20 °C und 37°C stehen N-FJ0 —

und untersuchten Einzelproben der frischen und verschie- CICH.CH, OCH,CH,N(CH,), b

den lange gestandenen Lsungen. Der pentacyclische Phos- ClCHZCHZ\ /OH OH

phamidester liefertel?) stets Phosphorsdure-colaminester, N—-P=0 HO—-P=0 XII1

'der bei der Versuchstemperatur von 37°C nach 17 Tagen  CICH,CH, \OCHzCHzN(Cﬂs)z, HCl \OCchﬂzN(CHa)z

in optimaler Ausbeute von 73,59, erhalten wurde. Als XI11

zweites Produkt lieB sich aus den Versuchsldsungen in
Rohausbeute 28,59, N,N-Bis-(8-chlordthyl)-amin-hydro-
chlorid isolieren.

Der erste Vorgang benotigt 17 Tage. Die entstehenden
Spaltprodukte (Phosphorsdurecolaminester und Bis-(B-
chlordthyl)-amin) zeigen, daB bei der Hydrolyse unter
schonenden Bedingungen sowohl die cyclische als auch die
extracyclische Phosphamid-Bindung geldst wird, wahrend
die in der Ausgangsmolekel als Ringbindeglied vorliegende
Phosphorsdureester-Gruppe erhalten bleibt.

Um Anhaltspunkte iiber die Spaltbarkeit der Phosphor-
sdureester-Bindung unter maglichst schonenden Bedingun-
gen zu erhalten, haben wir zundchst in einigen biochemi-
schen Ansitzen B 485 mit mehreren nicht cyclischen Phos-
phorsédureestern des Colamins als Substrate der Phosphatase
verglichen. Zur letztgenannten Gruppe gehdrte die be-
stdndige und entsprechend Schema D hergestellte Verbin-
dung XI1 der hypothetischen und infolge ihrer leichten Zer-
setzlichkeit synthetisch nicht zuginglichen Phosphamid-
estersdure XI (siehe C), weiterhin der dieser zugrunde lie-
gende N-Dimethyl-phosphorsdure-colaminester (XI111) und
schlieBlich der als Endprodukt der Hydrolyse von B 485
nachgewiesene Phosphorsdure-colaminester,

Die Ergebnisse der Phosphatase-Spaltungen von B 485
und von Phosphorsiaurecolaminester sind aus Abb. 5 und 6,
diejenigen der anderen Vergleichssubstrate XII und XIII

H . ich
CICH,CH, N 4 H,0 CICH,CH, 00 aus den Kurven von Abb. 1 ersichtlich.
N, / “CH, - —
. —-P=0 17 Tage N—-P=0 70ﬁ
CICH,CH N CHe 37°C cicH,cH ©
2-Ha [0} 4proz. [AEE O0-CH,—CH,—NH,; 604
VIII (n = 2, B 485) X1 <504 X7
3 -
o/ .‘+ Phosphatase (H,0) | 5 L0 X
44 % Spaltg |2 Taee, 37°C, b Ry 0 330
¢
CICH,CH, 20+
NH 70+
ClCH H TTTTT71 T T T T T T T
als Hyfi(ioc;]ori d 20 L0 60 720 780 240 300 360 420 480
28,5 9, min
Fp 210-211 °C Abb. 1
HO-CH,CH,—NH, + Phosphatase (H,0) 0® Substrat: 0,5 p Mol XII, Enzym: Phosphatase, 300 y. —
oH P LT | Ho—rlo 0,5 u Mol XIII. — Inkubation: 10 min —480 min. —
/ 8h,37°C, pr=35 AN ® Acetal-Citrat-Puffer: pa 5
+ HO—P=0 O0—CH,—CH,—NH,
Non Phosphorsaure-colaminester Vergleicht man zeitlich die in Prozenten ausgedriickten

73,5 % Fp 235 °C
Schema C. Hydrolytische und phosphatatische Spaltung von B 485

Fiir die enzymatischen Ansatze haben wir saure Phos-
phatase aus menschlicher Prostata angewandt, weil dieses
Enzym weitgehend rein zugédnglich ist12 13) und sich zur
Testung der Stabilitat der Phosphorsaureester-Bindung als
besonders geeignet erwies. '

Man muf bei den im Formelschema C gezeigten Unter-
suchungen grundsatzlich unterscheiden zwischen der iiber
die hypothetische Zwischenstufe X1 zum Phosphorsiure-
colaminester fithrenden reinen Hydrolyse und der Frei-
setzung von Phosphorsdure unter Beteiligung der Phos-
phatase.

1) H. Arnold, F. Bourseaux u. N. Brock, Naturwissenschaften 45,

64 [1958].
11y Endoxan®, Asta-Werke A.-G., Chem. Fabrik, Brackwede /Westf.
12) W. Kutscher u. H. Wolbergs, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem,

236, 237 [1953].
13) H. Arnold u. H. Klose, Arzneimittel-Forsch. 7, 471 [1957].
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Phosphatase-Spaltungen dieser Ansitze, so ist zu erkennen,
daB der cyclische Phosphamidester B 485 zur 40 bis 50 proz.
Phosphorsaure-Freisetzung zwei Tage, das synthetische N-
dimethylierte erste Ring6ffnungsprodukt XII dagegen nur
2 h und XIII sowie Phosphorsaure-colaminester ebenfalls
nur Stunden bendtigen (Bild 1, 5 und 6).

Die Sechserring-Verbindung B 518 (VII1, n = 3) ist bei
guter Vertriglichkeit ein wesentlich wirksameres Cyto-
staticum als das pentacyclische B 485 (VIII, n = 2)?).
Es lieB sich papierchromatographisch (Abb. 2, 3 und 4)
nachweisen, daB B 518 in waBriger Losung grundsitzlich
den gleichen strukturellen Abbau erleidet wie B 485 und
hierbei Bis-(8-chlordthyl)-amin und der Phosphorséure-
ester des Propanolamins-(1.3) als Spaltstiicke entstehen.
Ein extrem verschiedenes Verhalten ergab sich aus ver-
gleichenden Phosphatase-Spaltungen, in denen einerseits
das intakte Sechsring-Produkt (B 518) und andererseits
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CICH,CH NH-C ©
«CHy y H,\ + H,0 ClCHZCHz\ o
N—P=0 CH, —37%c N—P=0
CICH,CH N 4 cIc N ®
2CH, 0—-CH, 32 Tage CICH,CH, O—CH,CH,CH,—NH,
B 518 X1v
+ Phosphatase (H,0). l
40 9%, Spaltung!22 Tage, 37 °C.

1PH=5.

!

HO-~CH,CH,CH,—NH,
OH
S
+ HO—P=0

(CICH,CH,),—~NH +
als Hydrochlorid

0®

+ Phosphatase (H,0) HO-P=0

OH

8 h, 37°C, pg = 5.

O—CH,CH,CH,—NH,

76 % Spaltung.

Phosphorsaure-propanolamin-
ester-(1.3)

Schema E. Hydrolytische und phosphatatische Spaitung von B 518

das Endprodukt des hydrolytischen Abbaus, der Phos-
phorsdure-propanolaminester, als Substrate fungieren. Das
erstere wird erst innerhalb 22 Tagen zu 409, das letztere

100
30+
80+
704

in 8 h zu 76%, gespalten. Formelschema E gibt eine Uber-
sicht. Der Vergleich mit den analogen Versuchen mit B 485

laBt die wesentlich gr6Bere Stabilitat des Phosph-
amidester-Sechsringes gegeniiber dem Fiinfring-Ho-

mologen erkennen.

Zur papierchromatographischen Untersuchung wurde
das Prdparat B 518 in wéBriger und in physiologischer
Kochsalz-Losung auf Papier aufgetragen. Es wurden hierzu
Proben der frisch hergesteliten sowie der 6 und 32 Tage
bei 37 °C gestandenen Losungen verwendet. Die beschick-
ten Papierstreifen wurden getrocknet und die Chromato-
gramme mit einem Loésungsmittelgemisch n-Butanol-

n-Propanol-Aceton-809

Ameisensiure

im Verhiltnis

8:4:5:5 entwickelt. Die Wanderzonen wurden unter Zu-
hilfenahme von Molybdat- bzw. Ninhydrin-Reagenz sicht-
bar gemacht. Zum direkten Vergleich wurden in Lauf-
strecke 1 synthetischer Phosphorsiure-propanolaminester-
(1.3)14) sowie in Laufstrecke 4 Bis-(g-chlordthyl)-amin-
hydrochlorid verwendet. Abb.2 zeigt das aus den frischen
B 518-Lgsungen hergestellte Chromatogramm. Die fiir
B 518 typischen Positionen liegen an den Ldsungsmittel-
fronten der Laufstrecken 2 und 3. Im Chromatogramm der
sechs Tage alten Losung (Abb. 3) sieht man in den Lauf-
strecken 2 und 3 neben dem unverdnderten B 518 schon die
zu erwartenden Bruchstiicke, die auf den Strecken 1 und 4
parallel ‘laufen. Nach 32 Tagen (Abb. 4) ist der Abbau
vollstindig, indem nunmehr auf den Strecken 2 und 3

altung

Q.

% S,

60
50+
40+

30+
204
704

nur noch die Flecken der Spaltprodukte
vorhanden sind, wihrend an der Lo-
sungsmittelfront die Flecken von B 518
fehlen.

Wir erweiterten die Phosphatasever-
suche auch auf die h6éheren cyclischen
N-Lost-phosphamidester VIH, n = 4,
5 und 6, wobei entsprechend Abb. 5
mit zunehmender Ringgliederzahl eine
Abnahme der Spaltbarkeit festzustel-
len war.

Die nicht cyclischen Phosphor-
sdure-alkanolaminester,vondenen

BL85 "

T T ¥

34

910
Tage
Abb. 5

5678

Phosphatatische Spaltung von B 485, B 518 und héherer Ringhomo-
loge. Enzym: Phosphatase, 300 y. — Bebriitung: 37 °C, Entnahme der
Proben alle 24 h. — Inkubation: 3 h, 37 °C. — Acetat-Citrat-Puffer:

100
. 90

pg = 5,0.

W60 720 180 240 300 360 L20 480

mn
Abb. 6

Phosphatatische Spaltung von Phosphorsaure-alkanolaminester.

Substrat: je 0,5 Mol

OH
HO—-P=0
0—(CH,),—NH,

Enzym: Phosphatase, 300 y. Inkubation: 10 min bis 480 min.

Acetat-Citrat-Puffer: pg 5.

die ersten beiden als nachgewie-
sene, die folgenden zunéchst noch
als hypothetische Endprodukte
anzusehen sind, verhalten sich
gegeniiber Phosphatase umge-
kehrt wie ihre cyclischen Aus-
gangsprodukte. Ihre enzymati-
sche Spaltbarkeit steigt mit der
Kettenlange der Alkanolamin-
Komponente (Abb. 6). Man be-
achte, daB die Abszisse in Abb. 5
in Tagen, in Abb. 6 dagegen in
Minuten angegeben ist.

Bei Priparat B 485 mit dem
Fiinfringsystem lieB sich die im

@
8 &
] z 2 3 A 7 2 3 & 1 2 3 b
[ABEL2)
Abb. 2 bis 4 homologen verhdltnismiBig
(2 nach einem Tag, 3 nach 6 Tagen, 4 nach 32 Tagen). a = Startlinie, 8
b = Losungsmittelfront. 1. Phosphorsdure-y-aminopropylester; offnung auch
2. B 518 in physiolog. NaCl-Ldsg.; 3. B 518 in H,0; 4. Bis-(§-

Vergleich zu den héheren Ring-

712 13 76 7516 77 18 192001 22

chloriathyl)-amino-HCI.

18) E. Cherbuliez u. J. Rabinowitz, Helv. chim. Acta 39, 1455 [1956].
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rasche hydrolytische Ring-
IR-spektrophotometrisch verfolgen.

Es wurden der frischen sowie in verschiedenen Zeitabstinden
der bei 37 °C bebriiteten Lésung von B 485 in Wasser Proben ent-
nommen und gefriergetrocknet. Die jeweiligen Trockensubstanzen
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wurden in KBr-Einbettung gemessen. Als Vergleichsgrundlage
wurden die im Bereiche zwischen 3 und 7 u liegenden Absorp-
tionen herangezogen, und zwar: ’

+
1. v NH (Ammoniumvalenz-Schwingung) bei 3,5 u

Phosphorsdureesteramide mit anderen Substituenten

Die Stabilitatsunterschiede zwischen den fiinfgliedrigen
und den sechsgliedrigen Esteramid-Ringen waren Veran-
lassung, Substanzen, in denen an Stelle der N,N-Bis-(3-

+ . .
2. vNH (Zwitterionenschwingung) bei 4,74 u chlorathyl)-amin-Gruppe ester-artig gebundene Gruppen
3. 3 NH (Ammonium-Deformationsschwingung) bei 6,09 u. 6,44 u stehen, zu priifen.
4, v NH (Amidvalenzschwingung) bei 3,11 u . .. . e .
5.y CH (Valenzschwingung) bei 3,39 und 3,50 Wir synthetisierten die Iiunfrmg-esteramlde von Phenol
100 XVI, Chlordthanol XVII, Athanol XVIII, n-Octanol XIX
und 3-Chlor-n-butanol XX (vgl. Tabelle 2). Die beiden
E ersteren, XVI und XVII, gingen bei Beriihrung mit Wasser
2 spontan exotherm unter Ringdffnung in die B-Aminoédthyl-
§ 50 phosphorsaure-diester XVI’ und XVII’ iiber. Etwas lang-
§ ? samer, aber ohne erkennbare Erwirmung hydrolysierten
S die anderen Cyclo-phosphamidester zu den offenen Di-
) 0 estern XVIII’, XIX’' und XX’. Sie lieferten IR-Spektren,
f1 die im Spektralbereich von 3-8 p die fiir die Zwitterionen-

1 1 1 1 L I 1 1 1 1 1 1 . . . . . . .
7 3 & b5 6 7 & 9 10 11 12 13 Zhpis 'schw.mgungu charakterlstischen Absqrptlonen zeigen, wu? sie
100 in Bild 7 fiir Phosphorsaure-colaminester dargestellt sind.
¢ Eine entsprechende spontane Ringspaltung konnte bei

~ den hexacyclischen Analoga XXI, XXII und XXIII nicht

<L } beobachtet werden

% 50Fp 7 .

3 bt

2 7 3 b NH-CH,,

g | C H,0—F=0 CH,

S Of /

° ) XXI 0—CH
o~ 1 2 2
| ?3, \ A NH-CH, "o
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 = + 3 bei qumaltemperatur
2 3 4 65 6 7 8 9 10 17 12 13 fpis CCHLHO-P=0 CHz 0 —=> " keine spontane
[A88L7] Wellenlinge XXII 0—CH, pattung
Abb. 7 NH-CH,
Inf.rarotspektren ] C,H;,0—P=0 \CH2
A: B 485 unverdandert aus frischer Losung. — B: B 485-Lésung nach
einem Tag. — C: B 485-Losung nach fiinf Tagen. — D: Phosphorsdure- XXIT11 O0—CH,
colaminester
Beim intakten B 485 Phosphamidester-Ring sind erwartungs- Es Wl,"de eingangs ‘erwa‘hnt, da8 dje c.ytostatlsche Wir-
gemil lediglich die Amid-Valenzschwingung (3,11 1) als Kriterium kung mit der Beweglichkeit der -stédndigen Chlor-Atome
fiir die als Ringglied vorliegende phosphamidische NH-Gruppe und  der Lost-Amine in Zusammenhang steht. In den vorliegen-
die beiden CHAvale}lzschl"l"h}g“ngen: 3,39dunﬁ"3,50 w, erkennbar  den cyclo-phosphamidierten Lost-Derivaten sind die
(IR-Spektrum A). Die nach einem Tag aus der Losung entnommene o0 Atome wesentlich fester gebunden als bei N-Lost-
Probe lieferte das IR-Spektrum B. Die Amid-Valenzschwingung X . X .
der Ring-NH-Gruppe ist bereits stark reduziert und die Doppel- Amin (I) und N-Oxyd-Lost (I1). Wir haben die beiden
bande der CH-Valenz durch die stark hervortretende Am- wirksamsten Verbindungen B 485 und B 5I8 in unge-
monium-Valenzschwingung bei 3,50 p. iiberdeckt. Weiterhin wer- pufferter Losung bei 37°C 19 Tage auf die Zunahme von
den als Kriterien der beginnenden Ringéffnung die fiir die watf,er— Chlor-lonen gepriift. Die schematische Darstellung der
ionen typische Schwingung bei 4,74 u sowie die beiden 3-NH-  Ergebnisse in Abb. 8 zeigt, daf die Fiinfring-Verbindung
Deformationsschwingungen bei 6,09 und 6,44 u sichtbar. Wesent- oo hmiich in den ersten sieben Tagen rascher Chlor-Ionen
lich ausgeprigter sind die letztgenannten Absorptionen im IR- N A . N . i
Spektrum C. Mit C weitgehend ahnlich ist das IR-Spektrum D des abgibt als die Sechsring-Verbindung. Mit der Zeit holt aber
synthetischen Phosphorsiure-colaminesters. das letztere auf.
Nr. Name i Formel 1 Nr. Name Formel Fp °C

XVI | O-Phenyl-N,0'-dthy- | - NH-CH, |01, sehr iXVI’ | O-Phenyl-0’- /Oe | 251
len-phosphorsdure- < N_0-—P=0 ‘ ' unbestand. (8-aminoédthyl)-phos- | 7 >70_p:o
diesteramid = AN | phorsiure-diester Nees @

O0—CH, O-CH,CH,"NH,

XVII | O-(B-Chlordthyl)- | NH-CH, | 01, farblos, 'XVII’ | O-(B-Chlordthyl)-0O’- /09 190
N,O’-dathylen-phos- ]Cl'CHz«C}-{z—O—P=o leicht bewegl. (B-aminodthyl)-phos- -CI-CH,-CH, 0O—P=0 191
phorsédure-diester- 1 ) phorsédure-diester ! S
amid ‘ O0—CH, O-CH,CHyNH;

XVIII | O-Athyl-N,0’-4thy- ‘ " NH-CH, 01, farblos, |XVIII’| O-Athyl-0’- /Oe 223—
len-phosphorsdure- C,H;—0—P=0 { leicht bewegl. (B-aminodthyl)-phos- C,H,—0—-P=0 225
diesteramid AN i phorsaure-diester N ® |

0—CH, O-CH, CH,NH, !

XIX | 0-n-Octyl-N,0%-athy- | NH-CH, 01, dickfliiss, | XIX’ | O-n-Octyl-0’- 0® 227
len-phosphorsdure- | C4H,;—0—P=0 | (B-aminodthyl)-phos- . C;H,,—0O—P=0
diesteramid : AN | phorsdure-diester AN @

O— CH, O-CH,CH, NH,
XX O-(5-Chlorbutyl)- NH—CH, 01, leicht XX’ | O-(Chlorbutyl)-0’- /Oe | 205
N,0O’-4thylen-phos- Ct-C,H,0-P=0 bewegl. (B-aminodthyl)-phos- Cl-C,H;—0—-P=0
' phorsdure-diester- AN ' phorsaure-diester D
" amid 0. --CH, i O-CH,CHyNH,
Tabelle 2
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Dieser Versuch deutet an, dal auch zwischen der Haft-
festigkeit der B-Chlor-Atome und der RinggriBe Beziehun-
gen zu bestehen scheinen; systematische Vergleichsunter-
suchungen in dieser Richtung wiéren daher interessant. Man

g
©
S

-Abspaltun
0y
o

%!
N
<

Tage

ABBLE)

Abb. 8
Chlor-Abspaltung in waBriger Losung von B 485 und B 5i8;

schraffiert = 0,05 molare (1,23 %)-Loésung von B 485, wei: 0,05
molare (1,39 %)-Losung von B 518. Chlor-Bestimmung: Mercuro-
metrisch nach Clarke.

kann annehmen, daB die Geschwindigkeit der Ringéffnung
den Zeitpunkt maBgebend bestimmt, in welchem sich die
cytostatische Wirkform bildet.

Unter Zugrundelegung der in Schema C und D dargestellten
Abbauwege Lkonnen zunichst die N.N-Bis-(B-chlorithyl)-0-
(aminoalkanol)-phosphamidestersduren XI und XIV als ecyto-
statisch aktive Umwandlungsprodukte diskutiert werden. Sie sind
unbestiandig und vermégen daher sehr leicht mit Bausteinen der
Zelle zu reagieren. Als cytostatisches Agens kommt auch das N.N-
Bis-(B-chlorathyl)-amin in Frage. Es besitzt bei der Freisetzung
in der Zelle noch beide Chlor-Atome, die durch N-Positivierung
reaktionsfihig geworden sind!®). Da der erste Abbauschritt in der
Losung der cyclischen Phosphamid-Bindung gemifi Formeln XI
und XIV bestehen diirfte, kann daran gedacht werden, daB er
durch die bei malignen Tumoren in erhohter Konzentration vor-
liegenden Phosphamidasen!® 17) erheblich beschleunigt wird.
Eine Tumorspezifitit der cyclischen N-Lost-phosphamidester
wiirde hierdurch eine plausible Erklirung finden.

Wir danken: Frau M. Meyer z. Bexten fiir die papier-
chromatographischen Untersuchungen, Frau H. Klose fiir
die biochemischen Spaltversuche mit Phosphatase, Herrn M.
Meyer z. Bexten fiir priparative Arbeiten sowie fiir die Auf-
nahme und Interpretation von IR-Spektren, Herrn O. Niepel
fiir die wertvolle Mitarbeit bei den Synthesen.

Eingegangen am 28, Mirz 1958 [A 884]

18) R. Preussmann, Arzneimittel-Forsch. 8, 9 [1958].
18) M. Ichihara, J. Biochemistry [Tokyo] 78, 87 [1933].
17) G. Gomori, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 69, 407 [1948].

Antimikrobiell wirksame Substanzen in Kulturpflanzen
Von Prof. Dr. ARTTURII. VIRTANENY)

Biochemisches Institut, Helsinki/Finnland

Das Vorkommen von Antibiotica in hsheren Pflanzen erkldrt ihre seit alters bekannte Heilwirkung.
Vorkommen, lsolierung, Struktur, Eigenschaften und Wirksamkeit antimikrobiell wirksamer Sub-
stanzen aus Nutzpflanzen werden beschrieben.

Vor der Entwicklung der modernen Medizin waren ver-
schiedene Krauter die wichtigsten Arzneimittel, und man
schrieb einigen Pflanzen einfach wundersame Wirkungen
zu. Seit Anfang der 1940er Jahre haben Antibiotica im
Kampf gegen die von Mikroorganismen erregten Krank-
heiten eine entscheidende Bedeutung erlangt, jedoch han-
delt es sich dabei ausschlieBlich um Produkte von Mikro-
organismen. Aus hdheren Pflanzen ist bisher keine einzige
antibiotisch wirksame Substanz isoliert worden, die von
praktischer Bedeutung fiir die therapeutische Medizin
wire, wenn auch schon lange vor dem heutigen Zeitalter
der Antibiotica festgestellt wurde, daB einige Pflanzen das
Wachstum von Mikroorganismen hemmen kénnen.

Die schonen Erfolge der Pflanzenveredelung und -kulti-
vierung bei der Entwicklung neuer, bestandigerer und zu-
gleich ertragreicherer Pflanzensorten haben die Frage im-
mer mehr in den Vordergrund treten lassen, worauf die Be-
standigkeit von Pflanzen gegen pathogene Mikroorganis-
men eigentlich beruht. Auf diese Frage hat man bisher
keine befriedigende Antwort geben konnen. Die Genetiker
haben in einigen Fallen festgestellt, daf die Bestandigkeit
einer Pflanzensorte gegen irgendeinen pathogenen Pilz von
einem oder mehreren Genen bestimmt wird, aber es ist un-
bekannt geblieben, welchen Mechanismus die Gene beein-
flussen.

Pflanzenpathologen scheinen der Annahme, dafi das
Resistenzvermdgen von Pflanzen auf der Produktion anti-
mikrobiell wirksamer Stoffe beruhen koénnte, nicht viel
Glauben zu schenken. Das ist verstandlich, wenn man be-
denkt, daB man bis vor einigen Jahren in den wichtigsten

*) Nach einem Vortrag auf der dritten Tagung der Nobelpreistrager
der Chemie in Lindau (29. 6.—4. 7. 1958). Das Thema wurde
auch auf dem deutschen ErndhrungskongreB in Mainz (9. 4. 1958)
und auf dem KongreB der Schweizerischen Gesellschaft fiir Mi-
krobiologie in Rheinfelden (28. 6. 1958) behandelt.
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Kulturpflanzen, wie z. B. in Getreidepflanzen, noch keine
gegen pathogene Krankheitserreger aktiven Substanzen
gefunden hatte. Einige Pflanzenpathologen haben die Mog-
lichkeit in Betracht gezogen, daB eine Infektion in den
Pflanzen die Bildung von Antistoffen hervorrufen kdnnte,
die das Wachstum der infizierenden Mikroorganismen hem-
men. Eine solche Hypothese ist jedoch nicht sehr wahr-
scheinlich, wenn sie im Sinne einer allgemeinen Immuni-
sierung der Pflanze in Analogie zu Erscheinungen im tieri-
schen Organismus gedacht ist. Wie wir sehen werden, gibt
es aber mehrere Beweise dafiir, daB die ortliche Bescha-
digung pflanzlicher Zellen durch mechanische Verletzung
oder vielleicht auch durch Infektionen zu schnellen en-
zymatischen Reaktionen fithren kann, die antimikrobiell
wirksame Substanzen aus inaktiven Mutterverbindungen
entstehen lassen.-Die Moglichkeit, daB Pflanzen iiber meh-
rere, zum Teil prinzipiell neuartige Mechanismen verfiigen,
um von Mikroben verursachte Infektionen abzuwehren,
muB ernstlich in Erwigung gezogen werden.

In den letzten Jahren sind verschiedene Kulturpflanzen
in unserem Laboratorium untersucht worden, um das Vor-
handensein von Stoffen aufzudecken, die gegen Pilzkrank-
heiten antimikrobiell wirksam sind. Diese Arbeit hat ge-
zeigt, daB in all den zahlreichen von uns untersuchten Kul-
turpflanzen, auch in Getreidepflanzen, solche Substanzen
oder deren Vorstufen angetroffen werden. Einige davon
lieBen sich bereits in reiner Form isolieren und chemisch
charakterisieren. Die antimikrobielle Aktivitat pflanz-
licher Verbindungen ist meistens gering verglichen mit
der enormen Aktivitat vieler Antibiotica, die von Mikro-
organismen gebildet werden. Die einzige Gruppe von
Substanzen, deren Aktivitdt der gebrauchlicher Antibio-
tica nahekommt, ist die der Senféle, die beim Zer-
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