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hvori R, RZ o9 RJ, som kan vare ens eller forskellige, betegner
hydrogen, methyl, ethyl, 2-chlorethy! slier 2-methansulfonyloxyethyl,
og hvor mindst to af disse grupper er 2-chlorethyl og/eller 2-methan-
sulfonyloxyethyl, R‘ betegner hydrogen eller methyl, X betegner en
ligekadet eiler forgrenet Cz_s-olkylcngruppe. som ved stkylenkadens
1-, 2-, 3- 4- eller 5-stillede carbonatom kan indeholde en mercapto-
gruppe, o9 v* betegner hydrogenkationen, en alkalimetal- elier iord-
alkalimetatkation, guanidinium-, morpholinium- eller cyciohexylammo-
niumkationen efler den kation, som afledes af en amin med formel
NRSR5R7, hvori grupperne Rs til R7 er ens eller forskellige og be-
tegner r:ydrogen, C‘_z-alkylgrupper eller oxyelhyiqrupper, e!ier
hvori Y betegner ethylendiammoniumkationen “SN -CHZCHZ-N HJ
eller piperazoniumkationen, og z er 1, ndr v' er en enbasiskation
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eller 2, ndr Y’ er en tobasis-kation elier kationen af en forbindeise
med 2 enbasiske kationer, fremslilles ved, al en 4-hydroxy- eller

4-C -alkoxy-oxazaphosphorin med formien (1)

1-4
0-12
R
R b ]
'\ L Ry
N i
7 N / 11
R3 F R
o/\o 4
R
R, 4

omsattes med en forbindelse med formel (111)
- 4
HS-X-SOa Y ()

Forbindeliserne (1) besidder intersssante karcinogene virkninger.
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Den foreliggende opfindelse angar en analogifremgangsmade til
fremstilling af de hidtil ukendte oxazaphosphorin-4-thioalkansulfonsyrer
og neutrale salte deraf med den almene formel

R v e .o
Q\N £3 ? X 503 Y
——CH
Cl-CHZCH2/ \p/ \CH (I)
VARN 2
&) o——-CH2

hvori R1 0g R3, som er ens eller forskellige, betegner hydrogen eller
C]-CHZ-CHZ-,

X betegner en C2_3-a1ky1engruppe, og

Y betegner hydrogen, cyclohexylammonium, natrium, ammonium eller
guadinium.

Analogifremgangsmaden ifglge opfindelsen er ejendommelig ved det i
krav 1’s kendetegnende del angivne.

Som egnede oplgsningsmidier kommer vand, alkoholer, is®r alkanoler
med 1-6 C-atomer sdsom methanol, ethanol, propanol eller isobutanol,
alkylketoner med hver 1-4 C-atomer, sidsom iszr acetone, methylethyl-
keton, dimethylformamid (DMF), hexamethylphosphorsyretriamid, halogene-
rede carbonhydrider med 1-3 C-atomer, sasom chloroform, ethylendi-
chlorid, tetrahydrofuran, diethylether eller lignende oplgsningsmidler
eller blandinger af flere sidanne oplgsningsmidler i betragtning. Reak-
tionen gennemfgres fortrinsvis ved temperaturer i omradet fra -30°C til
+80°C, fortrinsvis -30°C til +60°C, isa@r ved -30°C til 40°C, dvs. even-
tuelt under afkpling, ved stuetemperatur eller under opvarmning. Omsat-
ningen kan gennemfgres i nerverelse af en sur katalysator, sisom en
uorganisk eller organisk syre, sdsom is@r trichloreddikesyre eller en
Lewissyre, sasom A1C13, ZnC]2 eller T1C14.

Kationen Y' af et sulfonat med formel (I) kan udbyttes mod en anden
kation, f.eks. pd en tilsvarende ladet ionbytter. Denne udbytning er
fordelagtig i de tilfelde, hvor et salt med en bestemt kation Y' vanske-
Tigt lader sig fremstille ved hjelp af fremgangsmiden ifglge opfindel-
sen. Det gnskede salt kan da udvindes af et andet, let fremstilleligt
salt med hgjt udbytte.

De hidtil ukendte forbindelser med formel (I) isoleres ved hjalp af
sedvanlige oparbejdningsmetoder for sadanne produker, iszr ved krystal-
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lisation, feldning eller chromatografisk rensning, sdsom isar pa
Sephadex. Strukturbestemmelse sker ved hjelp af smeltepunkt, tyndtlags-
chromatografi, elementaranalyse eller IR- og NMR-spektroskopi.

De ved den omhandlede fremgangsmide som udgangsmaterialer anvendte
forbindelser er kendte, kan anvendes krystallinsk eller som raprodukter
og kan, som fglger, pa kendt mide syntetiseres:

4-hydroxy-oxazaphosphoriner fas ved reduktion af 4-hydroperoxy-
derivaterne (f.eks. A. Takamizawa o0.a., J.Amer.Chem.S0.95, 589 (1973) og
DE-0S 2 317 178). 4-alkoxy-oxazaphosphorin dannes under sur katalyse fra
hydroxyderivaterne i den tilsvarende alkohol. Thiolerne vindes ved
omsetning af det tilsvarende natriumbromalkansulfonat med thiourinstof
til thiuroniumsaltet og dettes spaltning med ammoniak samt overfpring i
det ¢nskede salt af mercaptoalkansulfonatet.

safremt Y' er en cyclohexylammoniumkation, drejer det sig om
folgende kation:

CeHy NHy*

Blandt de omhandlede oxazaphosphorin-derivater med formel (I) skal
forstds alle fire mulige stereoisomere, d.v.s. de to racemiske cis-
isomere (2rs, 4rs) og de to racemiske trans-isomere (2rs, 4rs) og de
fire adskilte optisk aktive cis-isomere (2 r, 4s og 2s, 4r) samt trans-
isomerene (2r, 4r og 2s, 4s) og blandinger deraf. Cis/trans-blandingerne
kan p& kendt mide, fortrinsvis ved fraktioneret krystallisation,
adskilles. Optisk aktive forbindelser kan opnds ved hjzlp af sadvanlige
metoder til racematspaltning, eksempelvis ved fraktioneret krystallisa-
tion af de diastereomere salte af den racemiske sulfonsyre med formel
(I) med optisk aktive baser eller eventuelt ved anvendelse af optisk
aktive udgangsprodukter med formel (II) ved syntesen.

I almindelighed opstar ved syntesen cis/trans-blandinger. Heraf
opnir man ved godt krystalliserende forbindelser cis- eller trans-
formen, is&r cis-formen, krystalliseret. Gennemfgrer man imidiertid om-
sztningen i vandfrie oplgsningsmidler eller i oplgsningsmidler med ringe
vandindhold, opnar man udelukkende eller ganske overvejende en enkelt
form, isar cis-formen. Saledes kan man eksempelvis fremstille den rene
cis-form af en ikke- eller dirligt-krystalliserende forbindelse med
formel (I) ved, at der sattes en acetone-oplgsning af forbindelsen med
formel (II) til en vandig oplgsning af forbindelsen med formel (III) ved
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temperaturer mellem -30 og + 20°C, og efter endt omsztning omkrystalli-
seres flere gange.

Udgangsforbindelserne med formel (II) kan tilszttes som racemiske
cis- og trans-isomere (fremstilling se ovenfor), som optisk aktiv cis-
og trans-form og som blandinger deraf. Optisk aktive forbindelser med
formel (II) far man eksempelvis fra saltene af de optisk aktive sulfon-
syrer (fremstilling se ovenfor), idet de hydrolyseres til de tilsvarende
optisk aktive 4-hydroxy-oxazaphosphoriner med formel (II) (i vand,
eksempelvis mellem 0 og 50°C, isar 5 til 30°C), og den frigjorte thiol
med formel (III1) oxideres til disulfider (eksempelvis ved hjzlp af iod
eller hydrogenperoxid i vand). En yderligere fremgangsmide gar eksempel-
vis ud fra et isoleret optisk aktivt cyclophosphamid-derivat ifglge
eksempel 16 eller 33 til dansk patentansggning nr. 4004/81 og hydroly-
serer denne forbindelse til optisk aktivt 4-hydroxy-cyclophosphamid. Ved
en yderligere fremgangsmide omszttes eksempelvis optisk aktivt cyclo-
phosphamid (DE-0S 29 44 106) ved en beskrevet fremgangsmide (Peter et
al, Cancer Treatment Reports 60, 429 (1976) til optisk aktivt 4-hydroxy-
cyclophosphamid. '

Til racematspaltningen kommer eksempelvis som optisk aktive baser
f.eks. 1-phenylethylamin, brucin, chinidin, stryknin og cinchonin samt
yderlige baser og metoder pa tale, som er beskrevet i "Optical
Resolution Procedures for Chemical Compounds", Vol. 2, Paul Newman,
1981, Verlage Optical Resolution Information Center i Riverdale, USA.
Disse optisk aktive baser kan ogsd anvendes ved analogifremgangsmaden
ifglge opfindelsen, hvor en forbindelse med formel (IT) omszttes med en
forbindelse med formel (III), hvori Y er den optisk aktive base. I dette
tilfelde skal denne optisk aktive base pa sedvanlig made udbyttes mod
hydrogen eller en anden til basen Y svarende blandt de allerede angivne
definitioner af Y.

Forbindelserne med formlen I kan anvendes til bekampelse af cancer
og til immunsuppression. De besidder en sterk antitumor-virkning. De
udmerker sig ved en hgj aktivitet ved parenteral og ved oral applikation
samt ved ringe almene toxiske virkninger. De besidder in vivo en hej
karcinotoxisk selektivitet og in vitro en hej cytotoxisk specificitet.

Til bestemmelse af den carcinotoxiske virkning afprgvedes forbin-
delserne dyreeksperimentelt over for en rzkke tumorer af forskellig
chemoresistens. Til vurderingen bestemtes de gennemsnitlige kurativt
virksomme doser (DC 50 [mg/kg] ved hjzlp af Probit-analysen af forholdet
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mellem logaritmerne til doserne og hyppigheden af helbredte og over-
levende forsggsdyr. Som sammenligningsstof, der i kemisk struktur star
de omhandlede forbindelser nar, tjente den i handelen forekommende
forbindelse cyclophosphamid.

I tilfelde af den lymfatiske leukemi L5222 hos rotten (stamme: BD
IX) 1a den gennemsnitlige kurative dosis - ved én gang intravengs appli-
kation pa 5. dagen efter inpodning af leukezmien - for forbindelserne med
formlen I ligesom for cyclophosphamid pd 1,5 mg pr. kg.

Ved det chemosensitive Yoshida-Ascites-Karcinosarkom (Linie AH 13)
i rotten (stamme; Sprague-Dawley) 1a denne DC50 for forbindelserne med
formlen I 1ligesom for sammenligningsforbindelsen cyclophosphamid pa 1
mg/kg.

Pi analog made undersggtes den toxiske virkning, hvorved der ud fra
forholdet mellem logaritmerne til doserne og dgdshyppigheden bestemtes
en gennemsnitlig letal dosis (DL 50 [mg/kg].

For forbindelserne med formlen 1 ligger denne DL50 ved en enkelt
gangs intravengs applikation pd 300 mg/kg. Den til sammenligning bestem-
te gennemsnitlige letale dosis for cyclophosphamid ved en enkelt gangs
intravengs indgivelse ligger pd 244 mg/kg. Forbindelserne med formlen I
besidder derfor en stort set 20% ringere akut toxicitet eller ved samme
kurative virkning en tilsvarende stgrre terapeutisk bredde.

Ti1 underspgelse af den cytotoxiske specificitet in vitro inkubere-
des i hvert tilfalde ca. 3 gange 107 sterilt vundne celler af den chemo-
resistente Yoshida-ascites-carcinosarkom (Linie AH 13, stamme ASTA) med
stigende koncentrationer af forbindelserne med formlen I i to timer ved
37°C, og efter flere ganges udvanding implanteret i bughulen pa ubehand-
lede vertsdyr. Af forholdet mellem logaritmerne til koncentrationerne og
hyppigheden af udviklede tumorer bestemtes ved hjelp af Probit-analysen
de gennemsnitlige cytotoxiske doser (CE 50 [ug/m1]. Under disse forsggs-
betingelser ligger CES0 for forbindelsen ifglge eksempel 1 pa ca. 3
ug/ml, ifelge eksempel 4 pa 3-5 pg/ml, ifglge eksempel 5 pa 3-5 pg/ml og
ifglge eksempel 7 pa ca. 10 pg/ml.

Da cyclophosphamid som nzrmest inaktivt transportform-forbindelse
ikke udviser nogen cytotoxisk aktivitet, anvendtes til disse undersggel-
ser som sammenligningsforbindelse den aktive primer-metabolit 4-hydroxy-
cyclophosphamid, der dannes i kroppen under en enzymatisk aktivering,
overvejende i leveren. For denne sammenligningsforbindelse 1ligger den
gennemsnitlige cytotoxiske koncentration pa 5 pg/ml.
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Opfindelsen belyses nermere i de fglgende eksempler.

Eksempel 1
2-[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-oxaza-

phosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre, cyclohexylammoniumsalt

5,6 g (20 mmo1) 4-hydroxycyclophosphamid (d.v.s. 2-(bis-(2-chlor-
ethyl)-amino)-4-hydroxy-tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-2-oxid) og
4,8 g (20 mmol) cyclohexylammonium-2-mercaptoethansulfonat oplgstes i
100 ml destilleret vand, tilsattes noget trichloreddikesyre og henstod
3 dage ved 0°C i keleskab. Derefter fjernedes oplgsningsmidlet i hgj-
vakuum, remanensen optoges i acetone, inddampedes pad ny, udkrystalli-
seredes fra acetone og omkrystalliseredes fra isopropanol.

Udbytte: 7,2 g (72% af det teoretiske), smeltepunkt: 149-151°C
(cis-form).

Eksempel 2
2-[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-0xaza-
phosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre, cyclohexylammoniumsalt

2,9 g (10 mmol) 2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-4-methoxy-tetrahydro-
2H-1,3,2-oxazaphosphorin-2-oxid og 2,4 g (10 mmol) cyclohexylammonium-2-
mercaptoethansulfonat oplgstes sammen med noget trichloreddikesyre i 10
ml dimethylformamid og opbevaredes 20 timer ved -25°C. Efter yderligere
3 timers henstand ved 0°C tilsattes ether til begyndende uklarhed, pro-
duktet blev udrevet, krystallisatet blev efter 20 timers henstand ved
0°c suget fra, udvasket og terret.

Udbytte: 4,7 g (94% af det teoretiske), smeltepunkt 145°¢ (dek.)
Omkrystallisation fra alkohol/ether, smeltepunkt 149-151°C (cisform).

Eksempel 3
2-[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-oxaza-

phosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre, cyclohexylammoniumsalt

1,4 g (5 mmol) 4-hydroxycyclophosphamid og 1,2 g (5 mmol) cyclo-
hexylammonium-2-mercaptoethansulfonat oplgstes sammen med et spor af
trichloreddikesyre i 25 ml methanol og henstod natten over ved -25°C i
keleskab. Dernast inddampedes reaktionsoplgsningen til ca. 5 ml, ether
tilsattes til begyndende uklarhed, og der blev udrevet. Krystallisatet
sugedes fra efter 20 timers henstand ved 0°C, blev udvasket og terret.
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Udbytte: 2,1 g (84% af det teoretiske), smeltepunkt: 143-145°C
(cis-form).

Eksempel 4
2-[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-oxaza-

phosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre, natriumsalt

2,5 g (5 mmol) cyclohexylammonium-2-[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-
2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-4-y1]-thio-ethansulfonat op-
Jgstes i 25 ml oxygenfrit vand og tilsattes over en med natriumioner
Jadet kationbyttersgjle fra fa. Merck. Eluatet blev opsamiet over
nitrogen, fryseterret og den faste remanens terret over phosphorpentoxid
i vakuum.

Udbytte: 1,9 g (91% af det teoretiske), smeltepunkt: 78-83°C
(dek.), rf-vardi: 0,61 (elueringsmiddel: eddikeester/isopropanol/1n
eddikesyre (5:3:2)).

Eksempel 5
2-[12-(bis-{2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-oxaza-

phosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre, ammoniumsalt

2,8 g (10 mmol) 4-hydroxycyclophosphamid og 1,6 g (10 mmol) ammo-
nium-2-mercaptoethansulfonat oplgstes sammen med en katalytisk mengde
trichloreddikesyre i 50 ml vand og henstod 3 dage ved 0°C i keleskab.
Dernest afdestilleredes vandet i hpjvakuum, remanensen opsamledes 2

gange i acetone og inddampedes i vakuum. Omkrystallisation fra acetone/-
ether.

Udbytte: 3,9 g (93% af det teoretiske), smeltepunkt: 131-133%%
(cisform).

Eksempel 6
2-[2-(bis-{2-chlorethyl)-amino)2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-0xaza-
phosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre, ammoniumsalt

2,8 g (10 mmol) 4-hydroxycyclophosphamid og 1,6 g (10 mmol) ammo-

nium-2-mercaptoethansulfonat oplgstes med en katalytisk mengde tri-
chloreddikesyre i 10 ml dimethylformamid og opbevaredes 20 timer i kgle-
skab ved -25°C. Efter yderligere 5 timer ved 0%C tilsattes ether til
begyndende uklarhed og produktet blev udrevet. Krystallisatet sugedes
fra efter 1 dag ved 0°C, udvaskedes, tegrredes og omkrystalliseredes fra
n-propanol.
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Udbytte: 3,2 g (77% af det teoretiske) af cis-formen, smeltepunkt:
132%.

Eksempel 7
3-T2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-0oxaza-

phosphorin-4-y1-thio]-propansulfonsyre, natriumsalt

5,4 g (20 mmol) 4-hydroxycyclophosphamid og 5,2 g (20 mmol) cyclo-
hexylammonium-3-mercaptopropansulfonat oplgstes i 100 m1 vand, til-
sattes noget trichloreddikesyre og henstod 1 dag ved 0°C. Dernast ind-
dampedes reaktionsblandingen i vakuum, den koncentrerede remanens sattes
til en med natriumioner ladet kationbytterspjle, eluatet inddampedes i
vakuum, remanensen oplgstes i tgr ethanol, filtreredes og feldedes med

ether.

Udbytte: 5,5 g (63% af det teoretiske), smeltepunkt: 75-79°C,
rf-verdi: 0,64 (elueringsmiddel: eddikeester/isopropanol)ln eddike-
syre (5:3:2)).

"Eksempel 8
2-[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3.2-0xaza-

phosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre, natriumsalt

1,6 g (5 mmol) 2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-4-ethoxy-tetrahydro-
2H-1,3,2-oxazaphosphorin-2-oxid og 0,8 g (5 mmol) natrium-2-mercapto-
ethansulfonat i 10 ml dimethylformamid tilsattes et spor trichlor-
eddikesyre og opbevaredes natten over ved -25°C. Dernast sattes 20 m]
ether til reaktionsoplgsningen. Remanensen sugedes efter 20 timers
henstand ved 0°C fra, vaskedes og te¢rredes.

Udbytte: 1,5 g (71% af det teoretiske), smeltepunkt: 145-150°C
(dek.), rf-vaerdi: 0,56.

Eksempe] 9
2-[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-oxaza-
phosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre
0,8 g (3,0 mmol) 4-hydroxycyclophosphamid i 3 ml vand tilsattes
under isvandafkeling 420 mg (3,0 mmol) 2-mercaptoethansulfonsyre. Efter
1 time inddampedes i hgjvakuum og krystalliseredes.

Udbytte: 1,1 g (92% af det teoretiske), smeltepunkt: 75-78°C.
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Eksempel 10
2.[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-0xaza-

phosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre

2,0 g (4 mmol) cyclohexylammonium-2-[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino-
2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-4-y1]-thioethansulfonat oplas-
tes i en smule vand og tilsattes over en med hydrogenioner ladet kation-
byttersgjle under afkgling til 4°C. Eluatet frysetgrredes dernast og
omkrystalliseredes fra dimethylformamid/chloroform.

Udbytte: 1,2 g (75% af det teoretiske), smeltepunkt: 75-78°C,
rf-verdi: 0,58 (elueringsmiddel: eddikeester/isopropanol/In eddike-
syre (5:3:2)).

Eksempel 11
2-[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo0-tetrahydro-2H-1,3,2-0xaza-

phosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre, ammoniumsalt

720 mg (1,8 mmol) 2-[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-
2H-1,3,2-oxazaphosphorind-yl]-thioethansulfonsyre oplgstes i en smule
vand, neutraliseredes med ammoniak og tilsattes 4 ml acetone. Reaktions-
oplesningen henstod natten over ved -25°¢. Krystallisatet sugedes fra og
omkrystalliseredes fra methanol/acetone.

Udbytte: 530 mg (71% af det teoretiske), smeltepunkt: 133-134%C
(cis-form).

Eksempel 12
2-[2-(bis-{2-chlorethyl)-amino)-6-methyl-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-

oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre, cyclohexylammoniumsalt

1,45 g (5 mmol) 2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-4-hydroxy-6-methyl-
tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin2-oxid og 1,2 g (5 mmol) cyclohexyl-
ammonium-2-mercaptoethansulfonat oplgstes i 5 ml vand og 5 ml acetone,
gjordes sur med trichloreddikesyre og henstod 20 timer ved 0°C. Dernast
filtreredes, filtratet inddampedes skansomt i vakuum, remanensen opsam-
ledes og inddampedes to gange i acetone. Dernast oplgstes remanensen i
acetone, feldedes med ether, vaskedes med ether og tarredes.

Udbytte: 1,4 g (56% af det teoretiske), smeltepunkt: 120-125°¢C
(dek.), rf-vardi: 0,61.
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Eksempel 13
3-[2-(bis-{2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-0xaza-

phosphorin-4-yl1-thio]-2-methyl-propansulfonsyre, natriumsalt

277 mg (1 mmol) 4-hydroxycyclophosphamid og 192 mg (1 mmol) na-
trium-3-mercapto-2-methyl-propansulfonat oplgstes i 4 ml vand, tilsattes
et spor trichloreddikesyre og henstod 20 timer ved 0°C. Efter inddamp-
ning i vakuum oplgstes remanensen to gange i ter ethanol og inddampedes
pa ny og feldedes i alkohol/ether.

Udbytte: 420 mg (86% af det teoretiske), rf-vaerdi: 0,61.

Eksempel 14
2-[3-(2-chlorethyl)-2-(2-chlorethylamino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-

oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre, cyclohexylammoniumsalt

277 mg (1 mmol) 3-(2-chlorethyl)-2-(2-chlorethylamino)-hydroxy-
tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-2-oxid og 240 mg (1 mmol) cyclo-
hexylammonium-2-mercaptoethansulfonat oplgstes i 4 ml vand, tilsattes et

spor trichloreddikesyre og opbevaredes 20 timer ved 0°C. Den i vakuum
inddampede reaktionsoplgsning oplgstes to gange i ethanol og inddampedes
igen. Dernast opsamledes i ethanol og feldedes med ether.

Udbytte: 340 mg (68% af det teoretiske), smeltepunkt: 115-120°C
(dek.), rf-vardi: 0,56.

Eksempel 15
2-[3-(2-chlorethyl)-2-(bis-(2chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-

1,3,2-oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsyre, cyclohexylammoniumsalt

340 mg (1 mmol) 3-(2-chlorethyl)2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-4-
hydroxytetrahydro-2H-1,3,2-0xazaphosphorin-2-oxid og 240 mg (1 mmol)
cyclohexylammonium-2-mercaptoethansulfonat i 2 m1 dimethylformamid til-
sattes et spor af trichloreddikesyre og opbevaredes 2 dage ved -25%.
Dernast fazldedes reaktionsblandingen med 20 gange mengden af ether.
Remanensen vaskedes og tgrredes.

Udbytte: 400 mg (71% af det teoretiske), smeltepunkt: 102-107°C
(dek.), rf-verdi: 0,63.

Analogt med de foregdende eksempler fremstilledes yderligere fgl-
gende forbindelse
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Eksempel 16

S-CH ,~C¥,~50 oy®

R
\ ! 2 >
,N\P/N::j |

Smeltepunkt

C1-CH,-CH C1-CH,-CH H NH,-C-NH 132-134°C

2 72 2 72

Eksempel 17
2.[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-0xaza-

phosphorin-4-yl-thiolethansulfonsyre, cis-natriumsalt

2,8 g (10 mmol) 4-hydroxycyclophosphamid i 10 ml acetone tilsattes
1,3 g (8 mmol) natrium-2-mercaptoethansulfonat i 2 ml vand og opbevare-
des 3 timer ved 0°C. Dernast inddampedes reaktionsblandingen i vakuum
ved 25°C, remanensen opsamledes i tgr acetone og tilsattes koldt ter
ether til begyndende uklarhed. Ved inddampning af ople@sningen i vakuum
dannedes et bundfald.

Udbytte: 1,5 g (44% af det teoretiske) af cis-isomeren, smelte-
punkt: 83-85°C.

Ved omkrystallisation i acetone fas et i acetone tungt opleseligt
produkt.

Eksempel 18
3-[2-(bis-(2-chlorethyl)-amino-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-0xaza-
phosphorin-4-yl1-thio]-propansulfonsyre, quanidiniumsalt

14 g (50 mmol) 4-hydroxycyclophosphamid og 11 g (50 mmol) 3-mer-
captopropansul fonsyre, guanidinsalt opl@stes i 100 ml ethanol, gjordes

sur med trichloreddikesyre og opbevaredes ved 0°C. Efter 20 timer til-



10

15

20

25

DK 171843 B1

11

sattes 50 m] ether. Krystallisatet sugedes fra efter yderligere 20
timer, udvaskedes og tegrredes.

Udbytte: 18,5 g (78% af det teoretiske), smeltepunkt: 128-132°C
(dek.).

Eksempel 19

Biologisk aktivitet

De ifglge opfindelsen fremstillede forbindelser besidder en stark
antitumor virkning. De udmzrker sig en hgj aktivitet ved parenteral og
ved oral indgivelse sdvel som ved ubetydelige alment toxiske symptomer.
In vivo besidder de en hgj carcinotoxisk selektivitet.

Til bestemmelse af antitumor virkningen blev stofferne dyre-
eksperimentelt afprgvet pa den kemosensitive Yoshida-ascites carcino-
sarkom (linie AH 13) hos rotter af Sprague-Dawley-stammen. Til vurdering
bestemtes som tidligere anfert de gennemsnitlige kurativt virksomme do-
ser (DC50 (mg/kg)) ved hjelp af probit-analyse af forholdet mellem loga-
ritmerne til doser og hyppigheden af helbredte og overlevende forsegs-

dyr. Som sammenligningsforbindelse anvendtes ved afpregvningen forbin-
delsen ifglge eksempel 1 i dansk patentansggning nr. 4004/81.

Ved det kemosensitive Yoshida-ascites-carcinosarkom (Tinie AH 13)
hos rotter af Sprague-Dawley-stammen 13 DC50 for de i eksempel 1, 4, §
og 7 omhandlede og ifglge opfindelsen fremstillede forbindelser pa ca. 1
mg/kg.

For forbindelsen ifglge eksempel 1 i dansk patentansggning nr.
4004/81 1a den tilsvarende DC50-vardi pd ca. 1,5, hvilket viser, at
sammenligningsforbindelsen har en svagere virkning.
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PATENTKRAV

1. Analogifremgangsmade til fremstilling af oxazaphosphorin-4-thio-
alkansulfonsyrer og neutrale salte deraf med den almene formel (I)

e 9

R\]\ 3 ?—X—SO3 Y

AN TN, (1)
C1-CH,CH, P\ A2

o— CH

hvori R1 og R3, som er ens eller forskellige, betegner hydrogen eller
C1-CH2-CH2-
X betegner en C2_3-a1ky1engruppe,
Y betegner hydrogen, cyclohexylammonium, natrium, ammonium eller
guanidinium,
KENDETEGNET ved, at man

a) omsatter en 4-hydroxy- eller 4-C1_4-a1koxyoxazaphosphorin med

den almene formel (II)

R

Z
AN 12
R/N\P/ CH\CH (I1)
2 \\\ 2

O—CH,

hvori Rl’ R2 0g R3 har den samme betydning som i formel (1), og Z
betegner hydrogen eller C1_4-a1ky1, med en forbindelse med den almene
formel (III)

HS-X-S0, Y

3 (I11)

hvori X og Y har samme betydning som i formel (I), eller

b) omsztter en forbindelse med formel (II), hvori Rl’ R2 og R3 har
samme betydning som i formel (I), og Z er hydrogen eller C1_4-a1kyl, med
en forbindelse med den almene formel (III), hvor X har samme betydning
som i formel I, og Y er afledt af en optisk aktiv base, som ikke svarer
til den allerede angivne definition af Y, og efter omsztning udbytter
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denne anden optisk aktive base med hydrogen eller en base ifglge den
allerede angivne definition af Y, hvorefter man om ngdvendigt neutra-
liserer en opnaet forbindelse, hvor Y er hydrogen, med en optisk aktiv
base, som svarer til den allerede angivne definition af Y.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at man, safremt Y
er hydrogen, om gnsket neutraliserer med en siadan ammoniumbase, at Y i
produktet med formel (I) betegner ammonium.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at man, safremt Y
er hydrogen, om gnsket neutraliserer med en sadan natriumbase, at Y i
produktet med formel (I) betegner natrium.

4. Fremgangsmade ifslge krav 1, KENDETEGNET ved, at man, safremt Y
er hydrogen, om gnsket neutraliserer med cyclohexylamin.

5. Fremgangsmade ifplge krav 1, KENDETEGNET ved, at man, safremt Y
er hydrogen, om gnsket neutraliserer med guanidin.

6. Fremgangsmade ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at man udbytter
kationen Y for et oxazaphosphorin 4-thio-alkansulfonat pd en ionbytter
med en anden kation Y?.
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