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Anwendungsgebiet der Erfindung:

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung neuer
Oxazaphosphorin-4~-thio-alkansulfonssduren und-ihrer neutralen
Salze mit guter Antitumorwirkung.

Charakteristik der bekannten technischen LOsungen:

Von den bekannten Verbindungen sind die 4-Hydroxy- sowie die
4~Hydroperoxy—-oxazaphosphorine nicht als Arzneimittelwirkstoffe
geeignet, wdhrend bekannte Oxazaphosphorinwirkstoffe wie Cyclo-
phosphamid oder Trofosfamid erst nach einer metabolischen Akti-
vierung in der Leber wirksam sind. Demgegeniiber bendtigen die

- exfindungsgemdBfen Verbindungen keine dérartige metabolische
Aktivierung und sind daher beispielsweise genauer dosierbar.

Ziel der Erfindung:

Ziel der Erfindung ist die Schaffung neuer Oxazaphosphorin-Deri-
vate mit hoher Antitumorwirksamkeit und einer verbesserten Ver-
triglichkeit. ’ ' '

Daflegung des Wesens der Erfindung:

 Q3URL1982%HUSBTC



Die vorliegende Erfindung betrifft die neuen Oxazaphospho-
‘rin-4-thic-alkansulfons&duren und deren neutrale Salze der
allgemeinen Formel I

Y

worin
'R1) Rz und R3, die gleiéh oder verschieden voneinander
sein k&nnen, Wasserstoff, Methyl, Ethyl, 2-Chlorethyl
oder 2-Methansulfonyloxyethyl darstellen und dabei
mindestens zwei_diese: Reste 2-Chlérethyl und/odet
2-Methansulfonyloxyethyl sind,

R4 Wasserstoff oder Methyl ist,

X gin gerad- oder verzwelgtkettiges C2_6-Alky1en ist, das
eine Mercaptogruppe an dem 1-, 2-, 3~, 4= oder S5-stdndigen
Kohlenstoffatom der Alkylenkette haben kann,

und

Y eadas Wasserstoffkation, ein Alkali- oder Erdalkali-
“kation, das Guanidinium-, Morpholinium- oder Cyclohexyl-
ammoniumkation oder das Kation, welches sich von einem
Amin der Formel NR5R6R7 ableitet, worin die Reste RS bis
Ry gleich oder verschieden sind und Wasserstoff, C1-C2~
Alkylgruppen oder Oxyethylgruppen bedeuten, oder

-
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worin Yg das Ethylendiammoniumkation H3N-CH2CH2-—NH3 oder
das Piperazoniumkation ist und z 1 ist, wenn

Y® ein einbasisches Kation ist, oder 2 ist, wenn v® ‘
ein zweibasisches Kation oder das Kation einer Verbindung

"mit zwei einbasischen Kationen ist.

"Aufgrund ihrer guten Zugénglichkeit und guten Eigenschaften
sind dabei diejenigen Verbindungen der Formel I bevor-
'zugt, in der Ye das Guanidinium~, Morpholinium=- oder
Cyclohexylammoniumkation oder das Kation, welches sich von
einem Amin der Formel NR5R6R7-ableitet, worin die. Kette

R5 bis R7 gleich oder verschieden sind und Wasserstoff,
C1-C2-Aékylgruppen oder Oxyethylgruppen@bedeutené oder
worin Y das Ethylendiammoniumkation H3N~CH20H2-NH3 ode; das
Piperazoniumkation ist und z 1 ist, wenn Y ein einbasisches
‘Kation ist, oder 2 ist, wenn Y@ ein zweibasisches Kation oder
das Kation einer Verbindung mit zwel einbasischen Kationen

ist.

Andere gilinstige Eigenschaften haben auch die Kalium-
und Erdalkalisalze der Sduren der Formel I und sind daher
-bevorzugt,

Unter den mit Stickstoffbasen neutralisierten S&uren der
Formél I sind ganz besonders bevorzugt die Ammomiumsalze, in

" denen Y® das NH4®-Kation ist, die Cyclohexylammoniumsalze,
in denen ¥° das C H ,NH,®-Kation ist, bzw. die Guanidinium-
salze, ‘in denen ¥ das ﬁH2=C(NH2)-Kation ist,

-Unter den erfindungsgemdfen Salzen ist besonders leicht zu-
gdnglich und daher bevorzugt das cis-Natrium-2~[§—(bis—(Z-
chlorethyl)-amino) -2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2~oxazaphosphorin-

- 4-yl7~thioethansulfonat und das entsprechende Ammonium-,
Cyclohexylammonium- und Kaliumsalz,

Zshlung der Stellung der Mercaptogruppe in der Alkylengruppe
X beginnt mit dem die Sulfonsduregruppe tragenden C-Atom.
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von besonderer Bedeutung sind diejenigen Verbindungen der

Formel I, in denen Ry und R2 die 2-Chlorethylgruppe, R3
und R, Wasserstoff darstellen, X die Ethylengruppe und

dabel z = 1 und Y® NH4@ %H <:> oder gH -C(NHZ) oder

X = {CHpj3, %=1, und dabel ¥ = NH,=C(NH,), ist.

Die erfindungsgemédBen Oxazaphosphorin-4-thio-alkansulfon-
siuren und deren neutrale Salze der allgemeinen Formel I
werden erfindungsgemdBf dadurch erhalten, daB man ein
4~-Hydroxy= odex 4—C1_4-Alkoxy—oxazaphosphorin der allge-
meinen Formel II

< o
Ry 13 | - -
: \ Ry : :
] N . ‘
| Rz/ N d o ‘11
R LR,
- Ry

worin R1, Ry R3 und R4 die gleiche Bedeutung wie in
Formel I haben und 2 Wasserstoff oder C1;4~Alkyl ist,
mit einer Verbindung der allgemeinen Formel III

0,0 A o ’
3 ¥ I

* H8-X~80
worin X und Y@ die gleiche Bedeutung wie in Formel I
haben, umsetzt und, falls v® Wasserstoff ist, die
erhaltene Oxazaphosphorin—-4~thio—-alkansulfonsdure mit

¢
einer der der anderen Bedeuuung von Y entsprechcnden
Base neutralisiert.
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Als geeignete Lﬁsungsmittel kommen Wasser, Alkohole,
insbesondere Alkanole mit 1-6 C-Atomen wie Methanol,
Fthanol, Propanol oder Isobutanol, Alkylketone mit
jeweils 1-4 C-Atomen wie insbesondere Aceton, Methyl-

. ethylketon, Dimethylformamid (DMF), Hexamethylphosphor-
sduretriamid, halogenierte Kohlenwasserstoffe mit 1-3
Cc-Atomen wie Chloroform, Ethylendichlorid, Tetrahydro-

: furan, Diethylether oder &hnliche Losungsmittel bzw,
Gemische aus mehreren solcher Ldsungsmittel in Betracht.

'Die Reaktion wird bei Temperaturen im Bereich von
-60°C und +800C, vorzugsweise -30°C bis +60°C, insbesondere
bei -30°C bis +40°C durchgefiihrt, d.h. gegebenenfalls
ﬁnter Kiihlen, bei Raumtemperatur oder unter Erwdrmen. Die
Umsetzung kann in Anwesenheit eines sauren Katalysators
wie einer anorganischen oder organischen Sdure, wie ins-
besondere Trichloressigsdure oder einer Lewissdure wie
'A1C13, znCl, odex TiCl, durchgefihrt werden.

Das Kation v® cines sulfonats gem#8 Formel I kann gegen
ein anderes Kation ausgetauscht werden, z.B. an einem
entsprechend beladenen Ionenaustauscher., Dieser Austausch
empfiehlt sich in solchen Féllen, wo ein Salz mit einem
bestimmten Kation Xg sich schlecht nach dem erfindungsge-
maBen Verfahren herstellen 148t., Das gewiinschte Salz
kann so‘aus einem anderen gut herstellbaren Salz mit
hoher Ausbeute gewonnen werden,

Die- neuen Verbindungen der Formel I werden durch Ubliche

Aufarbeitungsverfahren'fﬁr derartige Produkte, insbe-

sondere durch Kristallisation, Fdllung oder chromato-

graphische Reinigung wie insbesondere an Sephadex

jsoliert. Die Struktursicherung erfolgt durch Schmelzpunkt,
- Dlinnschichtchromatographie, Elementaranalyse oder IR-

und NMR-Spektralanalyse. '
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Die im erfindungsgem&Ben Verfahren als Ausgan§smaterial
verwendeten Verbindungen sind bekannf konnen Kristallin
oder als Rohprodukt eingesetzt werden und lassen sich wie
folgt in bekannter Weise synthetisieren:

~ 4-Hydroxy-oxazaphosphorine werden durch Reduktion der
4-Hydr0peroxy~Derivate erhalten (z.B, A, Takamizawa u.a,,
J. Amer, Chem. So. 95, 589 (1973) und DE-0S 2 317 178) .
4-Alkoxy-oxazaphosphorin bilden sich unter saurer Katalyse
aus. den Hydroxyderivaten in dem entsprechenden Alkohol.

Die Thiole werden durch die Umsetzung des entsprechenden

. Natriumbromalkansulfonats mit Thioharnstoff zum Thiuroni-
umsalz und dessen Spaltung mit Ammoniak und Uberfihrung in
das gewlinschte Salz des Mercaptoalkansulfonats gewonnen,

Falls Y@ ein Alkalikation ist, handelt es sich insbhesondere
" um das Natrium- oder Kaliumsalz; falls Y® ein Erdalkalika-
tion ist, handelt es sich insbesondere um das neutrale
Ralzium- oder Magnesiumsalz; falls Y@ ein Cyclohexyl-
ammoniumkation ist, handelt es sich um das folgende Kation:

o .8
. C6H11NH3 ;

falls Y® das Kation

R5R6R7N

ist, 1eite£ sich 'dieses insbesondere von folgenden Aminen ab;
Methylamin, Ethylamin, Dimethylamin, Diethylamin, '
Trimethylamin, Triethylamin, Methylethylamin, Di-
methylethylamin, Diethylmethylamin, 2—Hydroxy—ethyl~

amin, Bis=-(2-hydroxy-ethyl)-amin, Tris—(z—hydroxy-ethyl)-
.amin,5(2—Hydroxy—ethyl)~methylamin, (2~Hydroxy-ethyl)—
dimethylamin, Bis=-(2-hydroxy=-ethyl)-methylamin, (2-
Hydroxy-ethyl)-ethylamin, (2-Hydroxy-ethyl)-diethylamin,
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Bis¥(2~hydroxy—ethyl)—ethylamin, (2-Hydroxy-ethyl) -methyl~
‘ethylamin, ' '

Unter den erfindungsgem&Ben Oxazaphosphorid~Derivaten der
Formel I werden alle vier mdglichen Stereoisomere, d.h. die
beiden racemischen cis-Isomere (2rs, 4rs) und die beiden
racemischen trans-Isomere (2rs, 4rs), und die vier getrenn-
ten optisch aktiven cis~Isomere (2r, 4s und 2s, 4r) und

die trans-Isomere (2r,4r und 2s, 4s) und Mischungen davon
verstanden. Die cis/trans-Gemische k®nnen in bekannter

. Weise vorzugsweise durch fraktionierte Kristallisation
getrennt werden. Optisch aktive Verbindungen k&nnen nach
den liblichen Methoden der Racematspaltung beispielsweise
durch fraktionierte Kristallisation der diastereomeren
Salze der racemischen Sulfonsiure der Formel I mit optisch
aktiven Basen oder gegebenenfalls durch Verwendung optisch
aktiver Ausgangsprodukte nach Formel ITI bei der Synthese

- erhalten werden. '

Im allgemeinen entstehen bei der Synthese cis/trans-Ge-
mische., Daraus erh&lt man bei gut kristallisierenden Ver-
‘bindungen die cis~ bzw., die tfans—Form, insbesondere die
cis-Form, kristallisiert. Fithrt man jedoch die Umsetzung
in wasserfreien LOsungsmitteln oder in Losungsmitteln

mit geringem Wasseranteil durch, erhdlt man ausschlieBlich
oder ganz ﬁberwiégend eine einzige Form, insbesondere die
cis-Form. So kann man die reine cis-Form einer nicht oder
schlecht kristallisierenden Verbindung nach Formel I
beispielsweise herstellen, indem eine acetonische Ldsung
der Verbindung nach Formel II zu einer wdssrigen LOsung
der Verbindung nach Formel III bei Temperaturen zwischen
~30 und +20°C gegeben wird und nach beendeter Umsetzung

. mehrmals uﬁgefallt wird,

Die Ausgangsverbindungen nach Formel II kénnen als race-
mische cis- und trans-Isomere (Darstellung siehe oben) als
optisch aktive cis- und trans~Form und als Mischungen '
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davon eingesetzt werden, Optisch aktive Verbindungen nach
Formel II erh&lt man beispielsWeise aus den Salzen der
optisch aktiven Sulfonséduren (Darstellung siehe oben), in-
dem sie zu den entsprechenden optisch aktiven 4-Hydroxy-
~oxazaphosphorinen der Formel II hydrolysiert (in Wasser‘
beispielsweise.zwischen 0 und SOOC, insbesondere 5 bis
30°C)und das frei werdende Thiol der Formel III zu Disul-
fiden oxidiert (beispielsweise mittels Jod oder Wasser-
stoffperoxid in Wasser) werden., Ein weiteres Verfahren
geht beispielsweise von einem getrennten optisch aktiven
Cyclophosphamid-Derivat nach Beispiel Nr. 16 bzw. 33 der
DDR-Patentanmeldung AP CO 7D/233132/5 aus und hydrolysiert
diese Verbindung zu optisch aktivem 4-~Hydroxy-cyclophospha-
mid. In einem weiteren Verfahren wird beispielsweise op-
tisch aktives Cyclophosphamid (DE-O0S 29 44 106) in einem
'beséhriebenen Verfahren (Peter et al, Cancer Treatment

~ Reports 60, 429 (1976)) zu optisch aktivem 4~Hydroxy-
cyclophosphamid umgesetzt, ’

}Zur Racematspaltung kommen beispielsweise als optisch
aktive Basen zum Beispiel 1-Phenylethylamin, Brucin,
Chinidin, Strychnin und Cinchonin sowie weitere Basen

und Methoden in Frage, die in "Optical Resolution Proce-
cures for Chemicals Compounds", Vol, 2, Paul Newman, 1981,
Verlage OpticalvReéolutiOn Information Center in River-
dale, USA, beschrieben sind. Diese optisch aktiven Bdsen
ktnnen auch bei der Synthese gemiBf der Umsetzung einer
Verbindung der Formel II mit einer Verbindung der Formel

" III anstelle der bereits angegebenen Bedeutungen von Y
eingesetzt werden. In diesem Fall ist anschlieBend diese

- optisch aktive Base in {iblicher Weise gegen Wasserstoff
-oder eine andere Base Y entsprechend der bereits angegebe-
nen Definition von Y auszutauschen. ' '

Ein weiteres Verfahren zur Herstellung von Oxazaphosphorin-
4-thio-alkansulfonsduren und deren neutrale Salze ist da-
durch gekennzeichnet, daB man eine Verbindung der Formel II,
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worin RT' R2, R3 und R4 die gleiche Bedeutung wie in For-
mel I haben und 2% Wasserstoff oder C1;4-Alkyl ist, mit
einer Verbindung der Formel ITI umsetzt, worin éj sich
yon einer optisch aktiven Base ableitet, die nicht der
bereits angegebenen Definition von Y entspricht und nach
der Umseﬁzung diese andere optisch aktive Base gegen Was- -
serstoff oder eine Base gemiB der bereits angegebenen

- pefinition von Y austauscht. .

Die erfindﬁngsgeméBen Verbindungen kOnnen bei der Be-
k&mpfung von Krebs und zur Immunsuppfession verwendet
werden, Sie besitzen eine starke Antitumor-Wirksamkeit,
Sie zeichnen sich durch eine hohe Aktivité&t bei baren-
teraler und bei oraler Applikation sowie durch geringe
allgemein toxische Erscheinungeﬁ aus, Sie besitzen in
vivD eine hohe karzinotoxische Selektivitit und in vitro
 eine hohe zytotoxische Spezifitit, |

Zur Feststellung der karzinotoxischen Wirkung wurden die
Substanzen tierexperimentell an einer Reihe von Tumoren
unterschiedlicher Chemoresistenz gepriift., Zur Auswertung
wurden mit Hilfe der Probit-Analyse aus der Beziehung
zwischen den Logarithmen der Dosen und den Hiufigkeiten
geheilter und Uberlebender Versuchstiere die mittleren
kurativ wirksamen Dosen (DC 50 /mg/kg/) bestimmt, Als
Vergleichssubstanz; welche den erfindungsgeméBen Produkten
in der chemischen Konstitution nahesteht, diente die
handelsilibliche Verbindung Cyclophosphamid.

Im Falle der lymphatischen Leuk#mie L5222 der Ratte
(Stamm: BD IX) lag diese mittlere kurative Dosis - bei
 _einmaliger"intravenéser Applikation am 5. Tag nach Inoku-
- lation der Leukimie - fiir die erfindungsgemdBen Produkte

ebenso wie fiir Cyclophosphamid bei 1,5 mg/kg,A



Beim chemosensitiven Yoshida-Aszites-Karzinosarkom (Linie
AH 13) der Ratte (Stamm: Sprague-Dawley) lag diese DC 50
fiir die erfindungsgem@Ben Produkte ebenso wie fiir die
Vergleichssubstanz Cyclophosphamid bei 1 mg/kg.

In anal&ger Weise wurde die toxische Wirkung geprift, wo-
bei aus der Beziehung der Logarithmen der Dosen und der
Todesnaufigkelt die mittlere letale Dosis (DL 50 [mg/ke/)
bestimmt wurde. '

Fir die erfindungégeméﬁen Pﬁodukte liegt diese DL 50 bel
einmaiiger intravensser Applikation um 300 mg/kg. Die
vergleichend bestimmte mittlere letale Dosis von Cyclo-
phosphamid bel einmaliger intravendser Gabe 1legt bel
24ty mg/kg. Die erfindungsgemdfen Produkte besitzen dem-
_gem#dfB eine um rund 20 % geringere skute Toxizitit bzw.
bei gleicher kurativer Wirksamkeit eine entsprechend
hohere therapeutische Breite. |

Fir die Untersuchung der zytofoxischen Spezifit&dt in vitro
‘wurden Jjeweils ca. 3 - 107 steril gewonnene Zellen des
chemoresistenten Yoshida-Aszites-Karzinosarkoms (Linie
AH13, Stamm ASTA) mit steigenden Konzentrationen der
erfindungsgemédfen Produkte flir zwel Stunden bei 37°C
inkubiert und nach mehrmaligem-Auswaschen in die Bauch-
hﬁhlefunbehandelter Wirtstiere implantiert. Aus der Be-
ziehung zwischen den Logarithmen der Konzentrationen und
den Héufigkeitenisich entwickelnder Tumoren wurde mit
Hilfe der Probit~Ana1yse die mittleren zytotoxischen Dosen
(CE50 [ag/ml]) bestimmt. Unter diesen Versuchsbedingungen
. liegt die CE50 der erflndungsgemaﬁen Produkte zwischen 3

"~ und 5‘pg/ml.

Da Cyclobhosphamid als zundchst inaktive Transportform-
Verbindung keine zytotoxische Aktivitdt aufweist, wurde
In diesen Untersuchungen als Vergleichssubstanz der aktive
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Primdr-Metabolit A-Hydroxy-Cycl6phosphamid eingesetzt,
der im Kérper durch enzymatische Aktivierung, vorwiegend
in der Leber, geblildet wird. Fiir diese Vergleichssuhstanz
liegt die mittlere zytotoxische Konzentration gleichfalls
bei 5 pg/ml. |

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erliuterung |
der vorliegenden Erfindung, ohne sie hierauf zu beschrin-
ken. '
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Belsplel 1 ‘
2-[2-( Bls—(2—chlorethy1) amino-2-o0xo- tetrahydro—2H—1 3,2~

oxazaphosphorin~4-yl-thio 7-ethansulfonsiure Cyclohexyl-

ammeniumsalz

5,6 g (20 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid (d.h. 2-(Bis-(2~
chlorethyl)-amino)-4-hydroxy~-tetrahydro-2H-1, 3, 2-oxaza=
phosphorin-2-oxid) und 4,8 g (20 mmol) Cyclohexylammonium—
2-mercaptoethansulfonat wurden in 100 ml destilliertem
Wasser geldst, mit etwas Trichloressigsiure versetzt und
3 Tage bei 0°C im Kiihlschrank stehengelassen. Danach wurde
das- Losungsmittel im Hochvakuum entfernt, der Riickstand
in Aceton aufgenommen, erneut eingeengt, aus Aceton
kristallisiert und Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute: 7,2 g (72% d.Th.), Fp.: 149 - 151°C (cis-Form).

Beispiel 2
2—[§~(Bis-(2-chlorethy1)~amino)—2-oxo—tetrahydrom2H-1 3,2

oxazaphosphorln-h—yl-thlq7uethansulfonsaure Cyclohexyl-

ammonlumsalz

2,9 g (10 mmol) 2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-4~-methoxy-
tetrahydro-2H-1,3,2~oxazaphosphorin-2-oxid und 2,4 g

( 10 mmol) Cyc1ohexylammonium—Z—mercaptoethansulfonat
wurden zusammen mit etwas Trichloressigs&ure in 10 ml
Dimethylformamid geldst und 20 Std. bei -25°C aufbewahrt.
Nach weiterem 3-stiindigem Stehen bei 0°C wurde mit Ether
bis zur beginnenden Triibung versetzt, angerieben, das
Kristallisat nach 20-stiindigem Stehen bel 0% abgesaugt
gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 4,7 g (94% d.Th.), Fp.: 145°C (Zers.)
Unkristallisation aus Alkohol/Ether, Fp.: 149 - 151°¢
(cis~Form).

~LMAMIRZ*00TEHT
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Beispiel 3
2-/2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2~oxo-tetrahydro-2H-1,3, 2~

oxazaphosphorin-4-yl-thio/-ethansulfonsiure Cyclohexyl-

amnoniumsalz

1,4 g ( 5 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 1,2 g (5 mmol)
Cyclohexylammonium-2-mercaptoethansulfonat wurden zusammen
mit einer Spur Trichloressigsdure in 25 ml Methanol geldst
und liber Nacht bei -25°C im Kihlschrank stehengelassen,
AnschlieBend wurde die Reaktionsldsung auf etwa 5 ml ein- -
geengt, Ether bis zur beginnenden Triibung zugesetzt und
angerieben, Das Kristallisat wurde nach 20-st&ndigem Stehen
bei 0% abgesaugt, gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 2,71 g (84% d.Th.), Fp.: 143 - 145°C (cis-Form).

Beispiel &4 ‘
2-/2~(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo~tetrahydro-2H-1, 3,2~

oxazaphosphorin44~yl—thiq]-ethansulfonséure Natriumsalz

2,5 g ( 5 mmol) Cyclohexylammonium-2-/2-(Bis-(2-chlorethyl)-
amino)~-2-oxo-tetrahydro-2H-1, 3, 2-oxazaphosphorin-4-yl/-thio-
ethansulfonat wurden in 25 ml sauerstofffreiem Wasser ge-
15st und {iber eine mit Natriumionen beladene Kationen-
austauschersiule der Fa.Merck gegeben. Das Eluat wurde

tiber Stickstoff aufgefangen, gefriergetrocknet und der

feste Riickstand iiber Phosphorpent—oxid im Vakuum ge- |
trocknet. : '

Ausbeute: 1,9 (91% d.Th.), Fp.: 78 - 83°C (Zers.),

Rf-Wert: 0,61 (Laufmittel:Essigester/iso-Propanol/in
Essigsdure (5:3:2) ).

I~
==
e
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Beispiel 5 :
2-[@-(Bis—(2—chlorethyl)-amino)—2—oxowtetrahydro—2H-1,3,2—

oxazaphosphorin-4-yl-thio/-ethansulfonsiure Ammoniumsalz

2,8 g (10 mmol) 4—Hydroxycyclophosphamld und 1,6 g (10
mmol) Ammonlum-2—mercaptoethansulfonat wurden zZusammen

mit einer katalytischen Menge Trichloressigsiure in 50 ml
Wasser geldst und 3 Tage bei 0°C im Kiihlschrank stehenge-
lassen, Danach wurde das Wasser im Hochvakuum abdestilliert,
der Riickstand zweimal in Aceton aufgenommen und im Vakuum
eingeengt. Umkristallisation aus Aceton/Bther.

Ausbeute: 3,9 (93% d.Th.), Fp.: 131 =133°C (cis~Form).

Beispiel 6
2-[2~(Bis-(2-chlorethyl)—amino)—2-oxo—tetrahydro-2H—1,3,2—

oxazaphosphorin-4-yl-thio/-ethansulfonsiure Ammoniumsalz

2,8 g (10 mmol) 4-Hydrocyclophosphamid und 1,6 g (10 mmol)
‘Ammonium-2-mercaptoethansulfonat wurden mit einer
katalytischen Menge Trichloressigsdure in 10 ml Dimethyl—
formamid geldst und 20 Stunden im Kihlschrank bei -25° C
aufbewahrt. Nach weiteren 5 Stunden bei 0°C wurde mit
Ether bis zur beglnnenden Triibung versetzt und angerieben.
Das Kristallisat wurde nach 1 Tag bei 0°¢ abgesaugt,
gewaschen, getrocknet und aus n-Propanol umkristallisiert.
Ausbeute: 3,2 g (77% d.Th.) der cis-Form, Fp.: 132°C.

Beispiel 7 ‘ - _ :
3—[2-(Bis—(2-chlorethyl)—amino)—2-oxo—tetrahydro—2H-1,3,2—

oxazaphosphorin—h—yl-thiq]—propansulfonséure Natriumsalz

5,4 g (20 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 5,2 g (20
nmol) Cyclohexylammonium-3-mercaptopropansulfonat wurden

L ML4085% 007699
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in 100 ml Wasser gelost, mit.etwés Trichloressigsiure ver-
setzt und 1 Tag bei 0°¢c stehengelassen. Danach wurde des
Reaktionsgemisch im Vakuum eingeengt, der konzentrierte
Rlickstand Uber eine mit Natriumionen beladene Kationen-
austauschersidule gegeben, das Eluat im Vakuum eingeengt,
der Riickstand in trockenem Ethanol-gelﬁst, filtriert und
mit Ether gefallt. ‘

Ausbeute: 5,5 g (63% d.Th.), Fp.: 75 - 79°C, Rf-Wert:0,64
(Laufmittel: Essigester/iso-Propanol)in Essigsiure

(5:3:2) ).

Beispie1'8 o
2~ /2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1, 3, 2-

oxazaphosphorin-4-yl-thio/-ethansulfonsiure Natriumsalz

1,6 g ( 5 mmol) 2-(Bis-{2-chlorethyl)-amino)-4-ethoxy-
tetrahydro-2H-1, 3, 2-oxazaphosphorin~2-oxid und 0,8 g

(5 mmol) Nafrium«Z—mercaptoethansulfonat in 10 ml Di-
methylformamid wurden mit einer Spur Trichloressigséure
versetzt und iber Nacht bei -25°C aufbewahrt. AnschlieBend
wurde zur Reaktionsldsung 20 ml Ether gegeben. Der Riick-
stand wurde nach 20-stiindigem Stehen bei O?C abgesaugt,
gewaschen und getrocknet, _ ' '
Ausbeute: 1,5 g (71% d.Th.), Fp.: 145- 150°C (Zers.),
Rf-Wert: 0,56.

Beispiel 9
2- [2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2E-1,3, 2~

oxazaphosphorin—h—yl-thiq7—ethansulfonséure

0,8 g (3,0 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid in 3 ml Wasser
wurden unter Eiswasserkithlung mit 420 ng ( 3,0 mmol)

L O N S I N e O A O R T e N
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2-Mercaptoethansulfonséure versetzt. Nach 1 Stunde wurde
im Hochvekuum eingeengt und kristallisiert.
Ausbeute: 1,1 g (92% d.Th.), Fp.: 75 - 78°C.

Beispiel 10
2~ [2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo~tetrahydro-2H-1, 3, 2~

oxazaphosphoriﬂ—h—yl-tﬁiq]—ethansulfonséure

2,0 g ( 4 mmol) Cyclohexylammonium-2-/2-(Bis-(2-chlorethyl)-
amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1, 3, 2-oxazaphosphorin-4-yl/- |
thiocethansulfonat wurden in wenig Wasser geldst und iiber
eine mit Wasserstoffionen beladene Kationenaustauscher-
siule unter Kithlung auf 4°C gegeben. Das Eluat wurde
anschlieflend gefriergetrocknet und aus Dimethylformamid/
Chloroform umkristallisiert.

Ausbeute: 1,2 g (75% d.Th.), Fp.: 75 - 78°C, Rf-Wert:0,58
(Laufmittel: Essigester/iso-Propanol/in E=ssgsiure (5:3:2)).

Beispiel 11 _
2—[2—(Bis-(Z—Chlorethyl)—amino)-2—oxo-tetrahydro—2H—1,3,2—

oxazaphosphorin~4—~yl-thiq/-ethansulfonsdure Ammoniumsalz

720 wg (1,8 mmol) 2-/2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-
tetrahydro-2H-1, 3, 2~-oxazaphosphorin-4-yl/-thioethansufon-
s#ure wurden in wenlg Wasser geldst, mit Ammoniak neu-
tralisiert und mit 4 ml Aceton versetzt. Die Reaktions-
15sung stand {iber Nacht bei -25°C. Das Kristallisat

wurde abgesaugt und aus Methanol/Aceton umkristallisiert.
Ausbeute: 530 mg (71% d.Th.), Fp.: 133 - 134°C. (cis-Form).

~LMAHAR 9=y T e e
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Beispiel 12 :
2—[?n(Bis—(2—ch10rethy1)-amino)—2—oxo—tetrahydro-2H—1,3,2—

oxazaphosphorin-4-yl-thio/-ethansulfonsdure Lithiumsalz

540 mg ( 2 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 300 mg
(2 mmol) Lithium-2-mercaptoethansulfonat wurden zusammen
mit einer Spur Trichloressigssure in 7 ml Wasser geldst
und 20 Stunden beil 0°C stehengelassen. Das Reaktionsge-
misch wurde im Vakuum eingeengt, der Riickstand in Aceton
aufgenoumen und filtriert. AnschlieBend wurde die Ldsung
eingeengt, der Riickstand in Ethanol geldst, eingeengt,
erneut in Ethanol aufgenommen, mit Ether geféllt und die
Fillung abgesaugt, gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 500 mg (671% d.Th.), Rf-Wert: 0,56 (Laufmittel:
Essigester/iso~Propanol/in Essigsdure (5:3:2) ).

Beispiel 13-

Neutrales
'2- /2~ (Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo~tetrahydro-2H-1,3, 2~

oxazaphosphorih—h-yl-thiq]-ethansulfonséure Magnesiumsalz

1,4 g ( 5 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 750 ug
(2,5 mmol) Magnesium-di-2-mercaptoethansulfonat wurden
zusammen mit etwas Trichloressigs8ure in 15 ml Wasser
geldst und nach 3 Tagen bei 0°C im Vakuum eingeengt.
Der Riickstand wurde in Ethanol geldst, eingeengt, er-
neut in Ethanol aufgenommen, mit Ether gef&llt, abge-
saugt, gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 1,3 (63% d.Th.), Fp.: 110 = 115°C (Zers.),
Rf-Wert: 0,56. » |
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Beispiel 14
Neutrales
2-/2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1, 3, 2-

5 4

oxazaphosphorin-4-yl-thio/-ethansulfonsiure Calciumsalz

1,4 g ( 5 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 800 ng

(2,5 mmol) Calcium-di-2-mercaptoethansulfonat wurden
zusammen mit etwas Trichloressigsiure in 15 ml Wasser ge~
16st, nach 3 Tagen bei OOC»im Vakuum eingeengt, zweimal
‘mit Ethanol verset;t, éinéeengt, in Ethanol geldst und
mit Ether gefdllt, abgesaugt, gewaschen und getrocknet.
Ausbeute: 1,3 (62% d.Th.), Fp.: 110 - 115°C ( Zers.),
Rf-Wert: 0,56. '

Beispiel 15 :
2-/2-(Bis-(2-chlorethyl)- am1no)-6~methyl -2-0xo0-tetrahydro-

2H—1,3,2—oxazaphosphorin—h—yl—thiq7—ethansulfons§ure

Cyclohexylammoniumsalz

1,45 g ( 5 mmol) 2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-4-hydroxy-6-
methyl—tetrahydroé2H-1,3,2eoxazaph05phorin—2—oxid und 1,2 g
(5 mmol) Cyclohexylammonium-2-mercaptoethansulfonat wurden
in 5 ml Wasser und 5 ml Aceton geldst, mit Trichloressig-
sdure anges#uert und 20 Stunden bei 0°C stehengelassen.
AnschlieBend wurde filtriert, das Filtrat im Vakuum
schonend eingeengt, der Riickstand zweimal in Aceton aufge~
nommen und eingeengt. Nun wurde der Riickstand in Aceton ge-
1ost, mit Ether gefdllt, mit Bther gewaschen und ge-
trocknet.

husbeute: 1,4 (56% d.Th. ), Fp.: 120 - 125°c (Zers.),
Rf—Wert' 0,61
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Beispiel 16 .
3-/2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3, 2~

oxaiaphosphorin—h—yl—thiq]—2-methyl—propansulfonséure

Natriumsalz

277 mg ( 1 mmol) 4—Hydroxycyclopho$§hamid und 192 mg

( 1 mmol) Natrium-3-mercapto-2-methyl-propansulfonat
wurden in 4 ml Wasser geldst, mit einer Spur Trichlor-
essigsdure versetzt und 20 Stunden bei 0°C stehengelassen.
‘Nach dem Einengen im Vakuum wurde der Rilickstand zweimal
in trockenem Ethanol geldst und wieder eingeengt und in
Alkohol/Ether gef&llt.

Ausbeute: 420 wg (86% d.Th.), Rf-Wert: 0,61.

Beispiel 17

6—[2—(Bisf(2-chlorethy1)-amiho)—2—oxo-tetrahydro-2H—1,3,2—

oxazaphosphorin-4-yl-thio/-hexansulfonsiure Natriumsalz

277 mg ( 1 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 220 ng

( 1 mmol) Natrium-6-mercaptohexansulfonat wurden zusammen
~mit einer Spur Trichloressigsdure in 4 ml Wasser ge-

16st und 20 Stunden bei 0°C stehengelassen., AnschlieBend
wurde die Reaktionsmischung im Vakuum schonend eingeengt,
der Riickstand zweimal in trockenem Ethanol geltst und
wieder eingeengt. Der Rlickstand wurde in Alkohol aufge-
nommen und mit Ether gefdllt.

Ausbeute: 350 mg (70% d4.Th.), Rf-Wert: 0,58.
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Beispiel 18 ' ‘
2—[3—(2—Chlorethy1)~2—(2-chlorethylamino)—2-oxo—tetrahydro~

2H—1,3,2-oxazéphosphorin—A—yl-thig7—ethénsulfonséure

Cyclohexylammoniumsalz

277 wg ( 1 mmol) 3-(2-Chlorethyl)-2-(2-chlorethylamino)-
hydroxy-tetrahydro-2H-1, 3, 2~oxazaphosphorin-2-oxid und

240 mg ( 1 mmol) Cyclohexylammonium-2-mercaptoethansulfonat
wurden in 4 ml Wasser gelsst, mit einer Spur Trichlor-
essigsiure versetzt und 20 Stunden bei 0°C aufbewahrt.

Die im Vakuum eingeengte Reaktionslosung wurde zweimal in
Ethanol geldst und wieder eingeengt. AnschlieBend wurde

in Ethanol aufgenommen und mit Ether geféllt.A 7
Ausbeute: 340 mg (68% d.Th.), Fp.: 115 - 120°C (Zers.),
Rf-Wert: -0,56. v

Beispiel 19
2-/3-(2-Chlorethyl)-2-(bis-{2-chlor=

ethyl)—amino)-2—oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-oxa2aphosphorin— :

L-yl-thio/-ethansulfonsiure Cyclohexylammoniumsalz

340 mg( 1 mmol) 3-(2-Chlorethyl)-2-(bis-(2~chlorethyl)-
amino)-h-hydroxy—tetrahydro—ZH-1,3,2—oxazaphosphorin~2-
oxid und 240 mg ( 1 mmol) Cyclohexylammonium-2-mercapto=
ethansulfonat in 2 ml Dimethylformamid wurden mit einer
Spur Trichloressigsdure versetzt und 2 Tage bel -25°C
aufbewahrt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung mit
der 20—féchen Menge Ether gefdllt. Der Riickstand wurde ge-
waschen und getrocknet. |

Ausbeute: 400 mg (71% d.Th.), Fp.: 102 - 107°C (Zers.),
Rf-Wert: 0,63.

Entsprechend den vorstehenden Beispielen wurden noch die
folgenden Verbindungen hergestellt:



o

238374 6

2
HY

Dol = ecl o CHN=0-7HN H ZHo-CHo~TD CHo~CHo-T0 8z

660 NEWN (®HO-CHO-OH) H CHo~CHO~TD °Ho~%HO-TD Lz

65°0 SHN-CHO-CHO-OH H o~CHo-TD %io~CHo~T0 92

e
t9’o mmwwﬁmmo..mmov H ®1o-%H0-10 - %io-Cuo-1o ¢z
(*s38Z) D.GL~ OL | Nmz“ W 2n 2 2n 2
o : ® " HO~%HO-TD HO~CHO-TD 2
(*sasz) 9 g2L- Ozl ot H CHo~CHD~T0 °Ho-%HD-10 ¢z
) 0
| mE-@ 2y 2 ¢ 20 i1 Eer .
%90 ® HO~CHO-TD HO Ho-%H0-%05-%HD 22
#
) _ HN Zirm Sy

(*sx0Z) D,L6-G6 P HO-CHO-TD €110-Zho Zh10-CHo-To -

("sa07) D GEL~ LZL Ty ®Ho-HD~T0 “Ho H0-SHO-T0 02
7 AIeR—F0 g TR
"nzq undpzTeuyos o’ ¢ 24 L™ |terdsteg

a
/m\o \Nm
X. £05-SHD-CHO-S W
8o ] L4
. B

TomIO UsUTsWSFT[R ISP ©FBUOFTNSUBNTB-OTYL~h~-uTaoydsoydezexo

0% — O¢ °T9tTdsTsy

-4 A9 2



238374 §

(23¢:6)

/N

z/i

]

“pPopL 3TW C*wrasdunqagruy

sangsdyssy u) /Tousdoxg-osT/x935e3Tssy “ﬁovpﬁswanﬁr.

z 2
190 1 ‘nn N°H
) @ H - “uo-%Ho-10 | %Ho-%mHo-T0. o¢
é y ) w .

€90 2/ (Cun~Cro~Cro-NCH) H ®uo~%uo-10 | “Ho-%HD-TD 62
. 9 @ -
ZTSR=TY _ T cu A " ean
. . . Toetdsteg

‘mzq xundzTamyog




LI VI I = Y

Beis ie] 1,

3—[2-(815-(2—chlorethyl)—amlno-z-oxo—tetrahydre-ZH-l 3,2-oxazaphos-
pherwn~h- l-thiol-2~-mercaptepropansulfonsiure

_ Cyclohexylaminsalz ot

1,39 g (5 nmol) 4—Hydroxycyclo§hosphamid und 1,44 (5 mmol) 2,3~
Dimercaptopropansulfonsiure-Cyclohexylaminsalz wurden in 10 ml Ethanol
gelﬁéig mit Trichloressigséuré'angeséuert und 2 Tage bel 0° C stehen-
gelassen. Danach wurde mit Ether gefH#llt, nach 20 Stunden dekantiert
und das zuriickbleibende 0L im Hochvakuum getrocknet. Das U1 erstarrte.
kusbeute: 1,8 g (77 % d. Th.), Fp.: ab 70° C (Zers.)
Beispiel 32 .. o S .
2el2-(Bis~(2~chlorethyl)~amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1, 3, 2~
".oxazaphosphorln-h—yl~thlo]ethansulfonsaure cis-Natriumsalz

) 2,8 g (10 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid in 10 ml Acﬁon wurden mit

1,38 (8:mmol) Natrium-2-mercaptoethansulfonat in 2 ml Wasser

versetzt und 3 Stunden dbei 0° ¢ aufbewahrt. AnschlieRend wurde

~ das Resktionsgemisch im Vakuum bei 25° C eingeengt, der Rickstand
~in trockenem Aceton aufgenomﬁen und in dexr K&lte mit trockenen

Ether bis zur.beginnenden Tridbung versetzt. Beim Einengen der LZ-

sung im Vaekuum bildete sich ein Niederschlag.

Ausbeute: 1,5 g (44 % d. Th.) des cis-Isomeren, Fp.: 83 - 85° c.
Durch Unmkristallisation in Aceton erhielt man ein in Aceton schwer-

1%sliches Produkt.
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Beiopiel 39
'3—[2—(bis-(Z—chlorethyl)—émino—2-oxo—tetrahydro—2H~l,3,2~oxazaphos—
phorin~h-yl-thiol-propansulfonsiure Guanidinigmsali

14 g (50 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 11 g (50 mmoi)
2-Mercaptopropansulfionséure Guanidinsalz wurden in 100 ml Etharol
gelost, mit Trichloressigséure angeséuert und bei 0% ¢ aufbewahrt.
Nach '20 Stunden setzte man 50 ml Ether zu. Das Kristallisat wfde

nach weiteren 20 Stunden abgesaugi, gewaschen und getrockzet.

Ausbeﬁte: 18,5 g (78 % d. Th.), Fp.: 128 - 1320 C (Zers.)
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Erfindungsanspriiche

1, Verfahren zur Herstellung von
Oxazaphosphorin~4~thio—alkansulfohs§uren und deren
neutrale Salze der allgemeinen Formel I

Y@

worin
1, R2 und R3,
seln kGnnen, Wasserstoff Methyl Ethyl, 2-Chlorethyl

die gleich oder verschieden voneinander

oder 2—Methansul£onyloxyethyl darstellen und dabei
mindestens zwei dieser Reste 2-Chlorethyl und/oder
2-Methansulfonyloxyethyl sind,
R4 Wasserstoff oder Methyl ist,
X ein gerad- oder verzweigtkettiges C2_6-Alkylen ist, das
eine Mercaptogruppe an dem 1=, 2-, 3=, 4~ oder 5-stédndigen
Kohlenstoffatom der Alkylenkette haben kann,
- und _ '
Y9 das Waéserstoffkation, ein Alkali- oder Erdalkali-
kation, das Guanidinium= Morphollnlum~ oder Cyclohexyl-
'ammonlumkatlon oder das Katlon, welches sich von einem
Anin der Formel NR.R_.R. ableitet, worin die Reste R5

57677

' bz.s‘R7 gleich oder verschieden sind und Wasserstoff,

C1~C2—Alkylgruppen oder Oxyethvlgruppen bedeuten, oder



»

® o

-worin Yg das Ethylendiammoniumkation H3N-CH CH.,-NH, od

2772 3
das Piperazoniumkation ist and z 1 ist, wenn
. . . . . &
Ye ein einbasisches Kation ist, oder 2 ist, wenn Y

ein zweibasisches Kation cder das Kation einer Verbind

‘mit zwei einbasischen Kationen ist, gekennzeich-

net dadurch - , das man ein 4-Hydroxy—~ oder 4—C1_4~Alk
oxazaphosphorin der allgemeinen Formel II

R, 'R3 0-%
\ | R,
N N .
R{/ N I
o” No Ry
. R,
R, 4

worin R1, sz R3 und R4 die gleiche Bedeutung wie in
Formel I haben und 2 Wasserstoff oder C1~4—Alkyl ist,
mit einer Verbindung der allgemeinen Formel III

HS-%-50, ¢® o III

worin X und Yg die gleiche Bedeutung wie in Formel I
haben, umsetzt und, falls Yg'Wasserstoff ist, die
erhaltene Oxazaphosphorin-4-thio~alkansulfonsdure mit
einer der der anderen Bedeutung von Yg entsprechenden

- Base neutralisiert,

Verfahren gem&B Punkt - -~ 1, gekennzeichnet -dadurch,b dg
man, falls Yg Wasserstoff ist, mit solchen Basen der
Formel Y neutralisiert, da8 in Formel I Y@ das Guani-
dinium~, Morpholinium- oder Cyclohexylammoniumkation
oder das Kation, wélches sich von einem'Amin der |
Formel NR5R6R7 ableitet, worin die Kette R5 bis R7
gleich oder verschieden sind und Wasserstoff, C1*C2~
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7.

'Alkylgruppen oder Oxyethylgruppen@bedeutené oder worin

Y das Ethylendiammoniumkation HBN-CHZCHZ--NH3 oder das
(&)
[~

in ain-

-l

Piperazoniumkation ist und z 1 ist, wenn ¥
s '3 2 @ . ¥

basisches Kation ist, oder 2 ist, wenn Y ein zwel-

basisches Kation oder das Kation einer Verbindung mit

2wei einbasischen Kationen ist.

Verfahren gemiB8 Punkt - 1, gekennzeichnet dadurch, da8
man, falls Y® Wasserstoff ist, mit solchen Baéeﬂ der
Formel Y neutralisiert, da8 in Formel I Ye ein Kalium-
oder Erdalkalikation ist.

Verfahren gem&dB Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
daB man,. falls Y® Wasserstoff ist, mit solchen Basen der
Formel Y neutrallslert daB in Formel I Y das Cyclo-
hexylammoniumkation ist. '

Verfahren gemd8 Punkt -~ 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
das8 man, falls Y® Wasserstoff ist, mit Guanidin neutra-

lisiert.

Verfahren zur Herstellung von Oxazaphosphorin-4-thio-
alkansulfonsduren und deren neutrale Salze gemd8 einem
oder mehreren der Punkte = 1 bis 35, gekennzeichnet
‘dadurch, da8 man eine Verbindung der Formel'II, worin
1, Ry Ry und Ry die gleiche Bedeutung wie in Formel
I haben und Z Wasserstoff oder C1 -4 -Alkyl 1st, mit
einer Verbindung der allgemeinen Formel III umsetzt,
'worln fg sich von einer optisch aktiven Base ableitet,
die nicht der bereits angegebenen Definition von ¥
:entsprlcht und nach der Umsetzung diese andere optisch
;aktive Base gegen Wasserstoff oder eine Base gemd8 der
‘bereits angegebenen DeflnltLOn von Y austauscht.

Verfahren gemdB einem der puynkte - 1-6, gekennzeichnet
da@urch, daB8 man das Kation Yg eines Oxazaphosphorin-
4-thio-alkansulfonats an einem Ionenaustauscher gegen

ein andgres Kation Y@ austéuscht.
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