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Abstract—Hydrolytic cleavage of the esteramidring of endoxan* 0, N’-propylene-
phosphordiamide’ yields 0-(3-aminopropyl)-phosphoromonoamidic acid (A2). In
contrast with endoxan this compound A2 (Fig. 1) is characterized by a marked anti-
tumor activity in vitro.

The same biochemical effects which have been produced by alkylating agents could be
demonstrated with A2. A2 inhibits glycolysis in tumor cells by lowering the NAD
concentration. Oxygen consumption of the tumor cells is not influenced by A2. In-
hibition of glycolysis and decrease in NAD concentration can only be observed in a
weakly acid medium (pH 6-0). At pH 7-4 glycolysis remains unchanged.

A structural similarity between A2 and the active antitumor compound present in the
serum of endoxan-treated animals is discussed.

ENDOXANT (propylenphosphorsidureesterdiamid) zeigt in vitro bei der Inkubationm it
Tumorzellen keine cytostatische Wirksamkeit. Nach in vivo Applikation an Ratten 146t
sich jedoch im Serum dieser Tiere eine cytostatisch aktive Verbindung nachweisen.!
Uber den Mechanismus dieser Aktivierung liegen verschiedene Untersuchungen
vor.2: 2 Die tatsichliche Reaktionsfolge, die zur Bildung der Wirkform fiihrt, ist
jedoch noch unklar.

In vitro 1Bt sich unter physiologischen Bedingungen eine hydrolytische Spaltung
des Endoxans in Bis-(2-chloridthyl)amin und die entsprechend phosphamid ester
sdure nachweisen.2 Nach den Untersuchungen von Brock and Hohorst3 handelt es sich
bei der, nach in vivo Applikation im Serum nachweisbaren, cytostatisch aktiven
Verbindungen jedoch nicht um das freie NH-Lost. Moglichkeiten zur Aktivierung
des Endoxans unter Erhaltung der Bindung zwischen Lost-N und Phosphorylrest
ergeben sich durch Spaltung des Esteramidringes. Die im Falle einer Spaltung der
Esterbildung entstehende Diamidophosphorsiure ist sehr unbestindig. Ausreichende
Stabilitdt besitzt jedoch der durch Offnung der Amidbindung entstehende N,N-Bis-
(B8 chlorithyl)-O-(3-aminopropyl)-phosphorsidureamidoester. (Abb. 1)4 Im Gegensatz
zu Endoxan wirkt diese Verbindung in vitro cytostatisch.3 Als Ursache der cytostati-
schen Wirkung sind Alkylierungsreaktionen der N-Lostgruppe anzunehmen. Wie
Roitt® und Holzer? zeigen konnten, bewirken alkylierende Cytostatica durch eine
Senkung des NAD-Spiegels eine Hemmung der Glycolyse von Tumorzellen. Im
Folgenden soll gepriift werden, ob die durch Spaltung des Esteramidringes aus

* N,N-bis-(2-chloroethyl)-

1 N,N-Bis-(2-chlorithyl)-N'O-
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Endoxan entstehende Amidoestersiure, die als mogliches Aktivierungsproduckt des
Endoxans in Frage konnt, die von alkylierenden Cytostatica bekannten Effekte auf
Glycolyse und NAD-Gehalt von Ehrlich Ascites Tumorzellen aufweist.

MATERIAL UND METHODEN
Endoxan: Propylenphosphorsidureesterdiamid, Firmenbezeichnung ‘“Endoxan”,
sowie phosphorsdureamidoester, im Folgenden “A2” benannt, wurden uns von den
Asta-Werken, Brackwede, iiberlassen. Trenimon : 2,3,5-Trisiithyleniminobenzochi-
nonl,4 verdanken wir der Firma Bayer, Leverkusen.

=] ®

ClCH,-CH NH —— CH, ClL CH,~CH 0 HyN-CH

2 2\ / 2 vl 2\ / 3 2

N—P=0 CHy — N—P=0 /CH2
Ct CHy-CH, / 0 ——CH, cl CHZ—CHZ/ 0 ——CH,
Endoxan A2
Ass. 1. Strukturformel von Endoxan und N,N-Bis-(2-chlorithy!)-0-(3-aminopropyl)- phosphorsiure-
amidoester (A2).

Gewinnung der Ascites-Tumorzellen: Die Asciteszellen wurden 9-10 Tage nach der
Inokulation entnommen, in einem gleichen Volumen 0,9% NaCl (ImM an EDTA)
aufgenommen, durch kurzes Zentrifugieren von Serum und Erythrocyten getrennt
und anschlieBend in Krebs-Ringer-Bicarbonat- oder Krebs-Ringer-Phosphat-Puffer
suspendiert,

Manometrie: (a) Glycolyse bei pH 6:0: Im Hauptraum 0,1 ml. Zellen in Krebs-
Ringer-Bicarbonat-Puffer. In der Birne 0,06 ml. 409, Glucose und 0,1 bis 0,2 ml.
wissriger Losung der einzelnen Cytostatica. Gesamtvolumen des Ansatzes 3,0 ml.
Gasphase 1009, COg2; T 37°. Start durch Einkippen von Glucose und Cytostatica.
Ablesezeit 90 Min.

(b) Glycolyse bei pH 7-4: Wie Glycolyse bei pH 6-0, im Hautpraum jedoch 0,05 ml.
Zellen. Gasphase 959, N3/5% COa..

(c) Atmung:Im Hauptraum 0,2 ml. Zellen in Krebs-Ringer-Phosphat-Puffer
pH 6:0. Im Einsatz 0,15 ml. 1 N NaOH. In der Birne 0,06 ml. 409, Glucose und
0,2 ml. 0,15 M wissriger Losung von A2. Gesamtvolumen des Ansatzes 3,0 ml.
Gasphase Luft; T 37°. Start durch Einkippen von Glucose und A2.

NAD-Bestimmung: Die Priifung des Einflusses der einzelnen Cytostatica auf den
NAD-Gehalt der Zellen erfolgte unter den gleichen Bedingungen, wie sie zur Messung
der Glycolyse bei pH 6:0 beschrieben wurden; jedoch wurden statt 0,1 ml. 0,4 ml.
Zellen eingesetzt. Die Inkubation wurde nach 50 Min gestoppt durch Zusatz von
0,3 ml. 50% HC104, das gefiillte Protein abzentrifugiert und der klare Uberstand zum
optischen Test nach Warburg?® eingesetzt.

RESULTATE
Tab. 1 zeigt die Wirkung von Endoxan sowie verschiedener Konzentrationen von
A2 auf die anaerobe Glycolyse von Ehrlich-Ascites-Tumorzellen bei pH 6:0. Zum

* N,N-Bis-(2-chlorithyl)-N'O-
T N,N-Bis-(2-chlorithyl)-0-(3-aminopropyl)-
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TABELLE 1. WIRKUNG VON ENDOXAN UND ‘““A2” AUF DIE ANAEROBE
GLYCOLYSE VON EHRLICH-ASCITES-TUMORZELLEN BEI pH 6,0.
ZUM VERGLEICH DIE WIRKUNG VON TRENIMON

(Einzelheiten siehe unter “‘Material und Methoden™)

Glycolyse Hemmung in

Cytostaticum (ul COy/hjul. Zellen) %

2,68 0

A2 10-t M 0,70 74
A2 102 M 1,20 55
A2 104 M 2,51 7
Endoxan 102 M 2,68 0
Trenimon 104+ M <0,10 96

Vergleich ist die Wirkung des Trisdthyleniminobenzochinons “Trenimon”aufgefiihrt.
Wiihrend Endoxan bei einer Konzentration von 10-2M noch keinen mefibaren Effekt
auf die Glycolyse ausiibt, verursacht A2 bereits bei einer 10-fach schwécheren Konzen-
tration eine Hemmung der Glycolyse um 55 9. Vergleicht man die Wirkungen von A2
und Trenimon, so zeigt sich, dafl 10-4M Trenimon noch einen stirkeren Hemmeffekt
ausiibt als 102M A2,

In zahlreichen Untersuchungen, besonders von Holzer ef al. (zusammenfassende
Darstellung?) konnte gezeigt werden, daB die Hemmung der Glycolyse durch alky-
lierende Cytostatica auf einer Erniedrigung des NAD-Gehaltes der Zellen beruht.
Wie Tab. 1I zeigt, ist fiir A2 der gleiche Wirkungsmechanismus anzunehmen,

TABELLE 2. EINFLUSS YON ENDOXAN, “A2” UND TRENIMON AUF DEN
NAD-GEHALT VON ERHLICH-ASCITES-TUMORZELLEN

(Einzelheiten siehe unter **Material und Methoden™).

Cytostaticum NAD in uMol/ml NAD in %, der Kon-
llen trolle ohne Cytostaticum

0,259 100
A2 102 M 0056 22
A2 103 M 0,160 62
A2 104 M 0,222 86
Endoxan 102 M 0,262 101
Trenimon 10 M 0,030 12

Durch Zusatz von Nicotinsdureamid, welches den Abfall des NAD durch alkyl-
ierende Cytostatica infolge einer Inhibierung der NAD-Glycohydrolase verhindert,10
kann die Glycolysehemmung durch A2 vollkommen aufgehoben werden (vgl. Abb. 2).

Den Einfluss des pH auf die Wirksamkeit von A2 zeigt Abb. 3. Dargestellt ist der
Einfluss von 10-2M A2 auf die anaerobe Glycolyse von Asciteszellen bei pH 60
und bei pH 7-4. Ein Effekt auf die Glycolyse ist nur bei pH 6:0 nachweisbar.

Eine Hemmung der Atmung durch A2 lieB sich nicht beobachten (vgl. Abb. 4).
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ABB.2, Schutzeffekt von Nikotinsdureamid (Nam) vor der Glycolysehemmung durch A2. Anaerobe
Glycolyse bei pH 6-0. Konzentration von Nikotinsdureamid 2 < 10-2 M, von A2 10-3 M. Die
Glycolysehemmung durch 1073 M A2 ist in diesem Versuch stirker als bei dem in Tab. 1 dargestellten.
Die Ursache ist darin zu sehen, daB die Substanz in diesem Falle ca. 3 h in wissriger Losung vor
Versuchsbeginn stehen blieb. Die Wirkung war in solchen Fillen regelmiBig stirker als bei frisch
bereiteten Losungen.
(Einzelheiten siche unter ‘““Material und Methoden™).
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Ass. 3. EinfluB von A2 auf die Glycolyse von Ehrlich-Ascites-Tumorzellen bei pH 60 und pH 7-4.
Konzentration von A2 jeweils 10-2 M.
(Einzetheiten siehe unter ‘‘Material und Methoden™).

DISKUSSION

Durch hydrolytische Spaltung der N-p-Bindung des Esteramidringes entsteht aus
Endoxan die entsprechende Amidestersiure “A2”. Diese Verbindung, in der die
Lostgruppe noch in N-phosphorylierter Form vorliegt (s. Abb. 1), zeigt im Gegensatz
zu Endoxan in vitro deutliche cytostatische Wirksamkeit. Biochemisch zeigt diese
Substanz die bekannten Effekte alkylierender Cytostatica. Sie verursacht eine Hem-
mung der Glycolyse durch Senkung des NAD-Gehaltes der Zellen. Glycolysehem-
mung und NAD-Senkung durch A2 lassen sich durch Nicotinsdureamid aufheben.
Wie von Kun ef a/.10 nachgewiesen werden konnte, ist die Ursache der Schutzwirkung
des Nicotinsdureamids vor der NAD-Senkung durch alkylierende Substanzen eine
Hemmung der NAD-Glycohydrolase. Es ist deshalb anzunehmen, dafl der NAD-
Abfall unter A2, ebenso wie der durch andere alkylierende Cytostatica verursachte,
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iiber die NAD-Glycohydrolase verliuft. In Ubereinstimmung mit dem Verhalten
von Athyleniminverbindungen!! zeigt A2 trotz der Senkung des NAD-Gehaltes
lediglich eine Hemmung der Glycolyse, nicht jedoch der Atmung. Dieser Effekt
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Asg. 4. EinfluB von A2 auf die Atmung von Ehrlich-Ascites-Tumorzellen. Konzentration an A2
02

(Einzelheiten siehe unter “Material und Methoden™)

findet seine Erklirung in dem Befund von Borst, Grimberg und Holzer,!> wonach
Trisithyleniminobenzochinon nur eine Erniedrigung des cytoplasmatischen, nicht
jedoch des mitochondrialen NAD bewirkt.

Die weitgehende Ubereinstimmung der Wirkungen von A2 mit denjenigen anderer
alkylierender Cytostatica ldsst den Schluf zu, daB die Ursache der cytostatischen
Wirkung dieser Verbindung seine Fihigkeit zur Alkylierung ist. Die alkylierende
Eigenschaft von A2 in vitro ldBt sich durch die Alkylierung von p-Nitrobenzyl-
pyridin zur quartiren Pyridiniumverbindung nachweisen.!3 Die Reaktionsge
schwindigkeit der Alkylierung wird wahrscheinlich durch die Geschwindigkeit der
Dephosphorylierung des Lost-N bestimmt. Diese Eigenschaft ist moglicherweise die
Ursache fiir die starken quantitativen Wirkunterschiede von A2 und Trenimon
(vgl. Tab. I). Die Reaktionsgeschwindigkeit ist jedoch kein direktes MaB fiir die
cytostatische Aktivitit. Weitere Untersuchungen werden zeigen miissen, ob die nach
in vivo Applikation von Endoxan im Serum nachweisbare, cytostatisch aktive
Verbindung dem A2 gleicht. Nach Brock und Hohorst? erfolgt die Aktivierung des
Endoxans durch enzymatische Prozesse unter Beteiligung' der Lebermikrosomen.
Erste Hinweise sprechen dafiir, dal A2 einer Aktivierung durch die Lebermikrosomen
nicht mehr bedarf.14

ZUSAMMENFASSUNG

Aus Endoxan, N,0,propylenphosphorsidureesterdiamid) entsteht durch hydro-
lytische Spaltung des Esteramidringes* N-0-(3 aminopropyl)- phosphorsduremido-
ester. Diese Verbindung (Bezeichnung A2) besitzt im Gegensatz zu Endoxan in vitro
deutliche cytostatische Aktivitit. Biochemisch finden sich die gleichen Effekte, wie sie
von alkylierenden Cytostatica bekannt sind: ndmlich eine Hemmung der Glycolyse
von Tumorzellen durch Senkung des NAD-Spiegels. Die Atmung der Zellen wird
durch A2 nicht beeinflusst. Glycolysehemmung und NAD-Senkung lieBen sich nur

* N, N-Bis-(2-chlorathyl)-
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im schwach sauren Bereich bei pH 6,0 nachweisen. Bei pH 7.4 blieb die Glycolyse
unbeeinflusst.

Ein strukturelle Ahnlichkeit von A2 mit dem im Serum nach in vivo Applikation
nachweisbaren “‘aktivierten Endoxan wird diskutiert.
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