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Synthese sowie Antitumorwirksamkeit und
Vertraglichkeit im Tierexperiment von
elementhomologen Phospholipiden **

Jurij Stekar*, Gerhard No6finer, Bernhard Kutscher,
Jirgen Engel und Peter Hilgard

Edelfosin  (2-O-Methyl-1-O-octadecyl-rac-glyceryl-3-phos-
phocholin) 2-N und Miltefosin (Hexadecylphosphocholin) sind
Prototypen von neuen, bereits klinisch ¢ingesetzten, krebshem-
menden Phospholipiden.
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Die orale Behandlung der krebskranken Patienten fiihrte zu
Nebenwirkungen seitens des Verdauungstrakts (Ubelkeit, Er-
brechen, Durchfall, Kérpergewichtsverlust)!*). Entsprechende
Befunde aus Tierexperimenten lieBen vermuten, daB im Laufe
der Metabolisierung der verabreichten Phospholipide nieder-
molekulare, parasympathikomimetisch aktive (d.h. die Wir-
kungen des parasympathischen Nervensystems imitierende)
Cholinester entstehen; derartige Verbindungen kénnten fir die
Darmtoxizitit zumindest mitverantwortlich sein. Diese Vermu-
tung wurde gestiitzt durch den Nachweis der besseren gastroin-
testinalen Vertréiglichkeit eines heterocyclischen Phospholipids,
in dem Cholin durch N-(2-Hydroxyethyl)-N-methylpiperidin
ersetzt wurde!?],

Bei der Suche nach geeigneten neuen Phospholipiden mit ei-
ner besseren Vertrdglichkeit und einer héheren cytostatischen
Wirksamkeit war von Bedeutung, daBB Phosphonium- und Ar-
soniumhomologe von Cholinestern, z.B. von Acetylcholin, eine
wesentlich schwichere parasympathikomimetische Wirkung
haben als die Cholinester selbst®®!. AuBerdem wurde in den letz-
ten Jahren erkannt, daB viele als Nahrungsmittel fiir Menschen
dienende marine Organismen wie Fische, Hummer und Mu-
scheln reichlich Arsoniumverbindungen enthalten (bis zu
80 ppm; der As-Gehalt von Mecrwasser betrdgt nur
0.003 ppm!). Dabei handelt es sich vor allem um die wenig
toxischen Verbindungen Arsoniumbetain und Arsoniumcho-
lin!* 5], Aufgrund dieser Befunde war anzunehmen, daB ein
Austausch des Stickstoffatoms in Cholinen gegen Arsen- oder
Phosphoratome zu besser vertriglichen Phospholipiden fiihren
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konnte. Zur Priifung dieser Arbeitshypothese synthetisierte ele-
menthomologe Verbindungen (Schema 1) sollten in bezug auf
biologische Wirkungen mit 1-N (Octadecylphosphocholin) und
2-N verglichen werden, von denen sie sich durch Austausch des
Zentralatoms des Oniumkomplexes unter Beibehaltung des Oc-
tadecyl- bzw. Octadecylglyceryl-Rests ableiten. Im folgenden
berichten wir iiber die Synthese und die ersten Ergebnisse des
biologischen Testens dieser neuartigen Substanzen.
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Schema 1. Allgemeine Formulierung und Kurzbezeichnungen der elementhomolo-
gen Phospholipide.

Die Stammverbindungen 1-N und 2-N wurden nach bereits
beschriebenen Methoden hergestellt!®: 7). Zur Synthese von [2-
(Trimethylarsonio)ethyl]-n-octadecylphosphat 1-As (Schema 1)
wurde Phosphoroxychlorid mit n-Octadecanol umgesetzt und
das gebildete n-Octadecylphosphorsduredichlorid ohne Isolie-
rung mit 2-Hydroxyethyltrimethylarsoniumbromid (hergestelit
nach Irgolic et al. aus Trimethylarsan und Bromethanol®l) zur
Reaktion gebracht. Die Hydrolyse des entstandenen Phosphor-
sdurediesterchlorids lieferte 1-As als inneres Salz (Schema 2).
Das zu 1-As und I-N elementhomologe 1-P wurde auf analoge
Weise aus n-Octadecanol, POCI, und 2-Hydroxyethyltrimethyl-
phosphoniumbromid hergestellt (Ausbeute 24 %).
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Schema 2. Synthese von 1-As. a) CHCl,/Pyridin/0°C; b) HO(CH,),As"-
(CH,);Br ™ /Pyridin/0°C —» 20°C; ¢) 10% HCI/Reinigung mit Ionenaustauscher
Amberlite MB3 in Ethanol/Digerieren mit Aceton; Gesamtausbeute 43 %.

Die Synthese von 2-O-Methyl-1-O-octadecyl-rac-glyceryl-3-
phosphoarsoniumcholin 2-As ging von 1,3-Benzylidenglycerin
aus, das mit Dimethylsulfat und nach Abspaltung des Benzyli-
denrests mit Octadecylsulfonsiduremethylester zu 2-O-Methyl-
1-0-octadecyl-rac-glycerin  alkyliert wurde. AnschlieBende
Phosphorylierung mit POCl;, Umsetzung des Zwischenpro-
dukts mit Arsoniumcholinbromid und Hydrolyse des entstan-
denen Diesters fithrte zu 2-As (Schema 3).
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Schema 3. Synthese von 2-As. a) Toluol/p-H,CC¢H,SO,H/RiickfluB/—H,0, Aus-
beute 60% ; b) KOrBu/Dimethylsulfat/Toluol/60 °C, Ausbeute 83%; ¢} CH,OH/
H,0/H,S0,/70°C, Ausbeute 84%; d) H;C(CH,),,0S0,CH./KO¢Bu/tert-Amyl-
alkohol/90°C, Ausbeute 81%; e) 1. POCI;/Pyridin/CHCL,/0°C, 2. HO(CH,),-
As*(CH,);Br~ /Pyridin/0°C — 20°C, 3. HCI/H,O, Reinigung mit Ionenaustau-
scher Amberlite MB3 in Ethanol/Digerieren mit Aceton, Ausbeute 33%; Gesamt-
ausbeute 11 %.

Analog wurde 2-P, das Phosphonium-Homologe von 2-As
(Ausbeute 26 %), synthetisiert.

Die NMR-spektroskopischen Daten der neuen Phospholipi-
de sind in Tabelle 1 zusammengefaft.

(o]
a b c d o] il h i j
H3C - (CHa}y4- CHa~-CHa - CH, - O - f|° - O - CHj - CHp -Z¥CHa)a 1-Z
o
k
OCHa 0
a b ¢ d ) | £ g ] h i i
HaC - (CHy)y5- CHp - CHz- O -CH,y -CH-CH, - O - T -0 -CHy-CHy -Z*CHg)y 2-Z

o-

Tabelle 1. Chemische Verschiebungen & der Verbindungen 1-N, 1-P, 1-As, 2-N, 2-P
und 2-As im 'H-NMR-Spektrum (CD,0D) [a].

1-N 1-P 1-As 2-N 2-P 2-As
a 097 0.99 0.98 0.97 0.97 0.98
t(3H) t (3H) t (3H) t (3H) t 3H) t (3H)
b 1.34 1.37 1.38 1.34 1.38 1.39
mQ28H) m@8H) m@28H) m@OH) m@G0OH) m(30H)
c 167 1.67 1.48 1.63 1.65 1.66
quin 2H) quin 2H) quin 2H) quin (2H) quin (2H) quin 2H)
d 1.7 1.7 1.73 3.54 3.55 3.55
quin 2H) quin (2H) quin (2H) m (2H) m (2H) m (2H)
e - - - 3.65 3.65 3.63
m (2H) m (2H) m (2H)
f - - - 3.56 3.58 3.59
m (1H) m (1H) m (1H)
g 394 3.93 3.95 3.94;4.03 3.97;4.05 3.96;4.05
q (H) qH) q 2H) m@2x1H) m@2x1H) m2x1H)
h 433 427 4.30 4.31 4.31 4.32
m (2H) m (2H) q (2H) m 2H) m (2H) q (2H)
i 3.70 2.65 2.81 3.70 2.67 2.81
m (2H) m (2H) t (2H) m (2H) m (2H) t (2H)
j 3.30 2.01 2.05 3.27 2.02 2.04
s (9H) d (9H) s (9H) s (9H) d (9H) s (9H)
k - - - 3.5 3.55 3.55
s (3H) s 3H) s 3H)

fa} Die chemischen Verschiebungen beziehen sich auf Tetramethylsilan (TMS) ex-
tern. Alle Spektren wurden bei 500 MHz mit einem Bruker-AMX-500-Spektrome-
ter bei 25 °C aufgenommen. Abkiirzungen: s, Singulett; d, Dublett; t, Triplett, q,
Quartett; quin, Quintett. Anzah! der zugeordneten Protonen in Klammern; durch
Integration der Signale bestimmt. Korrekte Elementaranalysen.
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Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, daB die neu synthetisierten ele-
menthomologen Verbindungen fiir Mause weniger toxisch sind
als die beiden Cholinphospholipide 1-N und 2-N. Demnach ist
bei gleicher Struktur des hydrophoben Molekiilteils die Toxizi-
tit eines Phospholipids einzig und allein vom Element der fiinf-
ten Hauptgruppe bestimmt, das als Zentralatom im hydrophilen
Oniumkomplex enthalten ist; im Hinblick auf die bekannte Gif-
tigkeit anderer arsenhaltiger Substanzen ist die relativ geringe
Toxizitédt der beiden Arsoniumphospholipide besonders beach-
tenswert.

Tabelle 2. Akute orale Toxizitit (LD, orale Behandlung [a], mmolkg ™) von I-N,
2-N und den entsprechenden Phosphonium- und Arsoniumphospholipiden an
Maiusen.

hydrophober Onium-Gruppe

Molekiilteil Me,N LDy, Me,P LDy, Me;As LD,

Octadecyl 1-N 0.8 1-P  1.8]b] 1-As  2.0]¢]
2-0-Methyl-1-0- 2-N 0.8 2P 18]b) 2-As  1.7]b]
octadecylglyceryl

{a] Ein akuter oraler LD,,-Wert ist die auf ein Kilogramm Korpergewicht bezogene
Dosis, die nach einmaliger Gabe der Substanz (Losungen oder Suspensionen wer-
den durch eine Magensonde in das Magenlumen gespritzt) 50 % der Tiere totet, und
erist somit ein MaB fiir die Giftigkeit der gepriiften Verbindung; ein vergleichsweise
héherer LD go-Wert signalisiert somit eine geringere Toxizitdt. Zur Ermittlung des
LD,-Werts wurden vier dquidistant logarithmische Dosen an je zehn Médusen ver-
abreicht und die Ergebnisse mit Logitanalyse ausgewertet. [b] P < 0.05 vs. LD,
vom entsprechenden N-haltigen Phospholipid. [c] P = 0.001 vs. LD, von 1-N.

Die vergleichsweise geringere Toxizitit des Phosphonium-
und des Arsoniumalkylphospholipids fiir die Versuchstiere geht
keineswegs mit einer Verminderung der abtdtenden Wirkung
auf die auBerhalb des Organismus wachsenden Krebszellen (Cy-
totoxizitit in vitro, quantifiziert durch ECg,-Werte) einher.
Obwohl die EC,,-Werte eine stirkere antineoplastische Aktivi-
tit der elementhomologen Verbindungen andeuten, sind die
Unterschiede zu 1-N statistisch nicht signifikant (Tabelle 3).
Ahnlich war auch das Ergebnis der vergleichenden Priifung der
cytotoxischen Wirkung von zwei Glycerophospholipiden an
DS-Krebszellen (2-N: ECy, = 5.5 umolL™!; 2-As: EC,, =
4.8 pmolL™1).

Tabelle 3. Cytotoxizitit von drei gruppenhomologen Phospholipiden an der
L1210-, KB- und DS-Zellinie (Weichager Stammzellassay nach Salmon et al. [11]).

Phospholipid EC,, [2] [pmol L. 7'}

L-1210-Zellen KB-Zellen DS-Zellen
I-N 73416 6.4 +3.1 73419
1-P 6.6+ 2.9 6.2+ 3.1 [b]
1-As 5.8 +0.6 6.4 + 0.9 6.2+ 21

{a] Der ECgq-Wert ist die Konzentration, die 90% der damit behandelten Zellen
totet, d.h. es liberleben nur 10% der ohne Zusatz von Phospholipid kultivierten
Zellen; angegeben sind Mittelwerte + s (n = 6). Je niedriger die EC,,-Werte, desto
stirker die cytotoxische Wirkung. Kein statistisch signifikanter Unterschied zu den
entsprechenden EC,,-Werten von I-N. AEC,, zwischen 1-N und 1-As an L-1210-
Zellen ist lediglich grenzwertig signifikant (0.10 > P > 0.05; zweiseitiger t-Test).
[b] Nicht untersucht.

Die Versuche an Ratten mit DMBA-Karzinom? zeigten,
daB Phosphonium- und Arsoniumphospholipide deutlich besser
vertrdglich sind als die entsprechenden Cholinverbindungen.
Dies soll anhand eines Vergleichs mit dem bereits klinisch einge-
setzten Miltefosin und 1-As demonstriert werden (1-N ist wegen
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seiner Toxizitdt fiir die Klinik ungeeignet). Aus Abbildung 1a
ist ersichtlich, daB nach viermaliger oraler Gabe von 68.1 mg
Miltefosin pro kg Korpergewicht (4 x 167 umolkg™?!) am
Tag 14 des Versuches eine deutliche Riickbildung der Tumoren
(auf etwa 56% des am Tag O registrierten Gewichts) zu be-
obachten war. Jedoch hat sich der Allgemeinzustand der Tiere
dabei deutlich verschlechtert (3% Nettokorpergewichtsverlust,
d.h. Tiergewicht-Tumorgewicht, am Tag 14, Abb. 1b). Nach
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Abb. 1. a) Gewichtsabnahme von DMBA-Tumoren als Folge der viermaligen Be-
handlung (Tag 0, 3, 7, 10) der Versuchstiere mit Miltefosin oder 1-As sowie unge-
hemmtes Tumorwachstum bei den Kontrolltieren. Unterschiede in der Intensitit der
Tumorriickbildung zwischen den Miltefosin- und 1-As-behandeiten Gruppen sind
statistisch nicht signifikant (multivariater Rangtest nach Koziol). Jede der drei
Versuchsgruppen wurde mit sieben Ratten belegt. Auf der Ordinate sind die Zen-
tralwerte des Tumorgewichts in Gramm aufgetragen. Die mit gefillten Vierecken
gekennzeichnete Kurve entspricht der oralen Behandlung mit 4 x 68.1 mg Miltefo-
sin pro kg Koérpergewicht, die mit gefilllten Dreiecken gekennzeichnete der mit
4 % 68.1 mg 1-As pro kg Kdrpergewicht. Die mit gepunkteten Kreisen gekennzeich-
nete Kurve bezieht sich auf die Kontrolltiere. b) Vergleich der Vertriglichkeit von
Miltefosin und 1-As anhand der behandlungsbedingten Anderung des mittleren
Nettokdrpergewichts in den entsprechenden Gruppen. Die beobachteten Unter-
schiede zwischen den Mittelwerten sind am Tag 14 statistisch signifikant (P < 0.05;
zweiseitiger t-Test). Abnahme des Nettokdrpergewichts in der Kontroligruppe ist
durch die toxische Einwirkung des Tumors auf den Wirtsorganismus bedingt. Jede
der drei Versuchsgruppen wurde mit sieben Ratten belegt. Auf der Ordinate ist das
arithmetische Mittel der Anderung des Nettokdrpergewichts in % aufgetragen.
Zuordnung der Kurven siehe Abb. 1a.

viermaliger Behandlung mit 68.1 mg 1-As pro kg Korperge-
wicht (4 x 137 pmolkg™!) war am Tag 14 eine etwas stirkere
Verkleinerung der Tumoren (auf etwa 45% des Ausgangsge-
wichts, Abb. 1a; Unterschied zum Mittefosin statistisch nicht
signifikant) feststellbar, obwohl die Dosis of molarer Basis nur
82 % der Miltefosin-Dosis betrug. Dabei nahmen die Tiere an
Gewicht zu (3% am Tag 14, Abb.1b). Selbst nach 4 x
100 mgkg™! (4 x 201.4 umolkg™!) 1-As war ein Zuwachs des
Nettokorpergewichts (1% am Tag 14) zu beobachten und die
Tumoren schrumpften auf 20 % des am Tag O festgestellten Ge-
wichts (Ergebnisse nicht graphisch dargestellt); der Unterschied
zu der entsprechenden Verdnderung des Koérpergewichts und
der Riickbildung der Tumoren bei den mit 68.1 mgkg ™' Milte-
fosin behandelten Ratten war statistisch signifikant (Wahr-
scheinlichkeit P < 0.05). Die bessere Vertriglichkeit von 1-As
ermoglichte somit eine hohere Dosierung, was zu einer Verbes-
serung der antitumoralen Wirkung fithrte, d.h. die therapeuti-
sche Breite wurde im Vergleich zu Miltefosin vergroBert. Ahnli-
che Resultate erhielten wir mit anderen hier erwéhnten ele-
menthomologen Verbindungen.

In den vorliegenden Experimenten wurden sowohl in vitro als
auch am DMBA-Tumor eine den Ausgangsverbindungen ent-
sprechende antitumorale Aktivitdt von elementhomologen
Phospholipiden nachgewiesen. Fiir eire definitive Beurteilung
der krebshemmenden Wirkung an tumortragenden Tieren wer-
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den jedoch weitere Vergleichsversuche mit unterschiedlichen
Versuchsanordnungen und Dosis-Wirkungs-Kurven vonndten
sein. Ferner haben wir gezeigt, daB 1-As von Ratten mit
DMBA-Tumor besser vertragen wird als Miltefosin. Dieser Be-
fund stiitzt die eingangs dargelegte Hypothese; in der VergroBe-
rung der therapeutischen Breite liegt der Vorteil der Arsonium-
phospholipide gegeniiber den stickstoffhaltigen Ausgangsver-
bindungen Miltefosin und Edelfosin. Somit koénnen durch Ver-
anderungen des Molekiils die Nebenwirkungen, z.B. der Kor-
pergewichtsverlust, von Phospholipiden unabhéngig von deren
antitumoraler Aktivitit beeinflulit werden; dies deutet darauf
hin, daB sich der noch unbekannte Mechanismus der krebshem-
menden Wirkung dieser Verbindungsklasse von dem fiir den
Gewichtsverlust verantwortlichen unterscheidet.

Die im Vergleich mit Acetylcholin schwéchere parasympathi-
komimetische Wirkung seines Phosphor- und Arsen-Homolo-
gen'® wird der Tatsache zugeschrieben, dal P- und As-Atome
lingere Kovalenzradien aufweisen als N-Atome; infolgedessen
werden die Dimensionen des Oniumkomplexes vergrofert™.
Die gleiche Erkliarung kénnte méglicherweise auch fiir die bes-
sere Vertréiglichkeit der Phosphonium- und Arsoniumphospho-
lipide zutreffen. Unseres Wissens sind bislang keine krebshem-
menden Arsoniumderivate hergestellt worden; einige Arsen(Irr)-
Verbindungen sind antineoplastisch wirksam!® *°! jedoch we-
sentlich toxischer als die hier beschriebenen, vierbindiges Arsen
enthaltenden Phospholipide. Uber Fortschritte in der Synthese
von weiteren biologisch aktiven elementhomologen Phospholi-
piden wird demnéchst berichtet werden.

Eingegangen am 21. Mai,
verdnderte Fassung am 28. Juli 1994 [Z 6958]
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