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Brevet N¢ @ i\

du 24 mars 1982
Titre délivré: ™ 83{?3.‘1 2982

Monsijeur le Ministre
de I'Economie et des Classes Movennes
Service de la Propriété Intellectuelle

LUXEMBOURG

Demande de Brevet d’Invention

I. Requéte

La_société dite: ASTA-WERKE AKTIENGESELLSCHAFT CEEMISCHE )

Allemagne Fédérale, représentée par Monsieur Jacques de Muysergp,
agissant en qualité de mandataire

dépose(nt) ce .. Vingt-quatre mars 19co quatre-vingt-deux (3)
4 .15 heures. au Ministére de PEconomie et des Classes Moyennes, & Luxembourg :

1. la présente reguéte pour Vobtention d’un brevet d'invention concernant :
"Oxazaphosphorin-4-thio-alkansulfonsduren, ihre neutralen )

2. la délégation de pouvoir, datée de BIELEFELD =~ 1o 26 février 1982
3. la description en langue ....2llemande de linvention en deux exemplaires;
4. . // planches de dessin, en deux exemplaires;

5. la quittance des taxes versées au Bureau de I'Enregistrement a Luxembourg,
le .24 mars 1982
déclare(nt) en assumant la responsabilité de cette déclaration, que I'(es) inventeur(s) est (sont) :
voir au verso (5)

revendigue(nt) pour la susdite demande de brevet la priorité d'une (des) demande(s) de

(6) brevet déposée(s) en (7) Allemagne Fédérale e

le .24 . maxrs 1981  (No. P 31.11 428.8) 8)

au nom de ... ;{ic]é_%i_g_g_g.g.s.a.n,te : ®

élit(€lisent) pour lui (elle) et, si désigné, pour son mandataire, & Luxembourg

35,.bld. Royal (10)
y sollicite(nt) la délivrance d'un brevet d’invention pour P'objet décrit et représenté dans les
\anneét: sustientionnées, = avec ajournement de cette délivrance 2 // mois. (11)
\Le .mandabaizel .0\ 1

N f’; h ! ; \ Y !’- )

o AN

II. Procés-verbal de Dépdt

La susdite demande de brevet d’invention a été déposée au Ministére de ’Economie et des
Classes Moyennes, Service de la Propriété Intellectuelle & Luxembourg, en date du:

24 maxs 1982

Pr. le yinistre

a 15 ... heures de I'Economie et dgs,Classes Moyennes,
o8
A 83007

(i) Nom, prénom, firme, adresse — (2) s'il a lieu «repré%m’.:.» agissant en qualité de mand%ﬁfire — (3) date du dépbt
en toutes lettres - (4) titre de I’invention — (5) noms et adresses — (§) brevet, certificat d’additién, modéle d’'utiiité — l©)]
pays — (8) date — (9) déposant originaire — (10) adresse — (11) 6, 12 ou 18 mois.



Gerhard SCHEFFLER, Sonnentauweg 38, & 4800 BIELEFELD 12,
Allemagne Fédérale

Ulf NIEMEYER, An den Gehren 30a, & 4800 BIELEFELD 1,
Allemagne Fédérale

Norbert BROCK, Am Rehhagen lo, 3 48oco BIELEFELD 1,
Allemagne Fédérale

Jérg POHL, Eisweg 30, & 4802 HALLE, Allemagne Fé&dérale
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D.

BEANSPRUCHUNG DER PRIORITAT

der Patent/&Bw/ - Anmeldung

In: DER BUNDESREPUBLIK DEUTSCHELAND

Vom: 24. Marz 1981

PATENTANMELDUNG

in

Luxemburg

Anmelder: ASTA WERKE AKTIENGESELLSCHAFT CHEMISCHE FABRIK

Betr. : "Oxazaphosphorin-4-thio-alkansulfonsiuren, ihre
Salze, Verfahren zur Herstellung derselben und
enthaltenden pharmaZzeutischen Praparate".

51.735

neutralen
diese



Die vorliegende Erfindung betrifft die neuen Oxazaphospho-
rin~4~thio~alkansulfonsduren und deren neutrale Salze der
allgemeinen Formel I
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worin

R1, R2 und R3, die gleich oder verschieden voneinander
sein kOnnen, Wasserstoff, Methyl, Ethyl, 2-Chlorethyl
oder 2-Methansulfonyloxyethyl darstellen und dabei
mindestens zwei dieser Reste 2~Chlorethyl und/oder
2-Methansulfonyloxyethyl sind,

R4 Wasserstoff oder Methyl ist,

X ein gerad- oder verzweigtkettiges C ~Alkylen ist, das

eine Mercaptogruppe an dem 1-, 2~, 3-? 2- oder 5-std&ndigen
Kohlenstoffatom der Alkylenkette haben kann,

und

Y G)das Wasserstoffkation, ein Alkali- oder Erdalkali-
kation, das Guanidinium-, Morpholinium=- oder Cyclohexyl-~
ammoniumkation oder das Kation, welches sich von einem
Amin der Formel NR.R,_R. ableitet, worin die Reste R. bis

57677 5

R7 gleich oder verschieden sind und Wasserstoff, C1~C2—

Alkylgruppen oder Oxyethylgruppen bedeuten, oder



P e o s

—3.-

o . . . . ©
worin ¥ das Ethylendiammoniumkation H3N-CH2CH2—NH3 oder
das Piperazoniumkation ist und z 1 ist, wenn
YQ ein einbasisches Kation ist, oder 2 ist, wenn Y@
ein zweibasisches Kation oder das Kation einer Verbindung

mit zwel einbasischen Kationen ist.

Aufgrund ihrer guten Zugdnglichkeit und guten Eigenschaften
sind dabei diejenigen Verbindungen der Formel I bevor-
zugt, in der Y® 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-Alkylgruppen oder Oxyethylgruppen@bedeutené oder

worin Y® das Ethylendiammoniumkation H N—CHZCHz—NH3 oder das

3

Piperazoniumkation ist und z 1 ist, wenn Y ein einbasisches
. . - . e . . . .

Kation ist, oder 2 ist, wenn Y ein zweibasisches Kation oder

das Kation einer Verbindung mit zweil einbasischen Kationen

ist.

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

Unter den mit Stickstoffbasen neutralisierten Sduren der
Formel I sind ganz besonders bevorzugt die Ammomiumsalze, in
denen Y@ das NH4®-Kation ist, die Cyclohexylammoniumsalze,

. @ . . . A

in denen Y® das C_H NH3 -Kation ist, bzw. die Guanidinium-

11
salze, in denen Y das §H2=C(NH2)-Kation ist.

Unter den erfindungsgemé@Ben Salzen ist besonders leicht zu-
gdnglich und daher bevorzugt das cis-Natrium-2-/2-(bis-(2-
chlorethyl)~amino)~2~oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-
4-yl7-thioethansulfonat und das entsprechende Ammonium~,

Cyclohexylammonium~ und Kaliumsalz,

zdhlung 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 R1 und R, die 2-Chlorethylgruppe, R3
und R. Wasserstoff darstellen, X die Ethylengruppe und

4
. e &
dabei z = 1t und ¥ = NH4 ' §H3-<:> oder §H2=C(NH2)2 oder

X = (CH2)3,z = 1, und dabei Y = ﬁH2=C(NH2)2 ist,

Die erfindungsgemdfen Oxazaphosphorin-4-thio-alkansulfon-
siuren und deren neutrale Salze der allgemeinen Formel I
werden erfindungsgemdf dadurch erhalten, daB man ein
4~Hydroxy- oder 4—C1_4—Alkoxy-oxazaphosphorin der allge-

meinen Formel II

R, Ry 0-Z
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worin R1, RZ' R3 und R4 die gleiche Bedeutung wie in
Formel I haben und % Wasserstoff oder C1_4—Alkyl ist,

mit einer Verbindung der allgemeinen Formel III

HS-X—SO3»GY® IIT

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

Base neutralisiert,
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Als geeignete LOsungsmittel kommen Wasser, Alkohole,
insbesondere Alkanole mit 1-6 C=—-Atomen wie Methanol,
Ethanol, Propanol oder Isobutanol, Alkylketone mit
jeweils 1-4 C-Atomen wie insbesondere Aceton, Methyl-

‘ ethylketon, Dimethylformamid (DMF), Hexamethylphosphor-
sduretriamid, halogenierte Kohlenwasserstoffe mit 1-3
C-Atomen wie Chloroform, Bthylendichlorid, Tetrahydro-
furan, Diethylether oder #&hnliche LOsungsmittel bzw.
Gemische aus mehreren solcher LOsungsmittel in Betracht.
Die Reaktion wird bei Temperaturen im Bereich von

?600C und +800C, vorzugsweise -30°C bis +6OOC, insbesondere
bei -30° bis +40°% durchgefiihrt, d.h. gegebenenfalls
unter Kiihlen, bei Raumtemperatur oder unter Erwdrmen. Die
Umsetzung kann in Anwesenheit eines sauren Katalysators
wie einer anorganischen oder organischen S&ure, wie ins-
besondere Trichloressigs&ure oder einer Lewissdure wie
'AlClB, znCl, oder TiCl, durchgefiibrt werden.

Das Kation,Y@ eines Sulfonats-gemd&B Formel I kann gegen
ein anderes Kation ausgetauscht werden, z.B. an einem
entsprechend beladenen Ionenaustauscher, Dieser Austausch
empfiehlt sich in solchen Fdllen, wo ein Salz mit einem
bestimmten Kation Y® sich schlecht nach dem erfindungsge-
mdBen Verfahren herstellen ldB8t. Das gewiinschte Salz
kann so aus einem anderen gut herstellbaren Salz mit

hoher Ausbeute gewonnen werden,

Die neuen Verbindungen der Formel I werden durch iibliche
Aufarbeitungsverfahren fiir derartige Produkte, insbe-
sondere durch Kristallisation, F&llung oder chromato-
graphische Reinigung wie insbesondere an Sephadex

isoliert. Die Struktursicherung erfolgt durch Schmelzpunkt,
Dliinnschichtchromatographie, Elementaranalyse oder IR~

und NMR~Spektralanalyse,



Die im erfindungsgeméBen Verfahren als Ausgangsmaterial

verwendeten Verbindungen sind bekannt, kSnnen kristallin
oder als Rohprodukt eingesetzt werden und lassen sich wie

folgt in bekannter Weise synthetisieren:

4-Hydroxy-oxazaphosphorine werden durch Reduktion der
4-Hydroperoxy-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 Uberfiihrung in
das gewiinschte Salz des Mercaptoalkansulfonats gewonnen,

Falls Ye ein Alkalikation ist, handelt es sich insbesondere
* um das Natrium- oder Kaliumsalz; falls YQ ein Erdalkalika-
tion ist, handelt es sich insbesondere um das neutrale
Kalzium- oder Magnesiumsalz; falls Y® ein Cyclohexyl-
ammoniumkation ist, handelt es sich um das folgende Kation:
<
C6H11NH3 H
(& .
falls Y das Kation

@
R5R6R7N

ist, leite{: 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-(2-hydroxy-ethyl)-
amin, - (2-Hydroxy-ethyl)-methylamin, (2-Hvdroxy-ethyl)-
dimethylamin, Bis-(2-~hydroxzy-ethyl)-methylamin, (2-
Hydroxy-ethyl)-ethylamin, (2-Hydroxy-ethyl)-diethylamin,



Bis=(2~hydroxy=-ethyl)=~ethylamin, (2-Hydroxy-ethyl)~methyl=-
ethylamin.

Unter den erfindungsgeméBen Oxazaphosphorin-Derivaten der
Formel I werden alle vier m8glichen 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 iiblichen Methoden der Racematspaltung beispielsweise
durch fraktionierte Kristallisation der diastereomeren
Salze der racemischen Sulfons#ure der Formel I mit optisch
aktiven Basen oder gegebenenfalls durch Verwendung optisch
aktiver Ausgangsprodukte nach Formel II 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 trans~Form, insbesondere die
cis-Form, kristallisiert, Fiihrt man jedoch die Umsetzung
in wasserfreien LOsungsmitteln oder in Ldsungsmitteln

mit geringem Wasseranteil durch, erh&lt man ausschlie8lich
oder ganz iiberwiegend eine einzige Form, insbesondere die
cis-Form. S0 kann man die reine cis=Form einer nicht oder
schlecht kristallisierenden Verbindung nach Formel I
beispielsweise herstellen, indem eine acetonische LOsung
der Verbindung nach Formel II zu einer wissrigen LOsung
der Verbindung nach Formel III bei Temperaturen zwischen
~30 und +2OOC gegeben wird und nach beendeter Umsetzung
mehrmals umgef&llt wird.

Die Ausgangsverbindungen nach Formel II k&nnen als race-
mische cis- und trans-Isomere (Darstellung siehe oben) als

optisch aktive cis- und trans-Form und als Mischungen



davon eingesetzt werden. Optisch aktive Verbindungen nach
Formel II erh&lt man beispielsweise aus den Salzen der
optisch aktiven Sulfonsiuren (Darstellung siehe oben), in-
dem sie zu den entsprechenden optisch aktiven 4-Hydroxy-
-oxazaphosphorinen der Formel II hydrolysiert (in Wasser
beispielsweise zwischen O und SOOC, insbesondere 5 bis
30°C)und das frei werdende Thiol der Formel IIT 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 «des
luxemburgischen Patentes Nr. 83.613 aus und hydrolysiert
diese Verbindung zu optisch aktivem 4-Hydroxy-cyclophospha-
mid. In einem weiteren Verfahren wird beispielsweise op-
tisch aktives Cyclophosphamid (DE-0S 29 44 106) in einem
beséhriebenen Verfahren (Peter et al, Cancer Treatment
Reports 60, 429 (1976)) zu optlsch 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 Optical Resolution Information Cénter in River-
dale, USA, beschrieben sind. Diese optisch aktiven Basen
konnen auch bei der Synthese gem#B 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 iiblicher 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, da8 man eine Verbindung der Formel II,



. . . ie in For-

worin h1, R2, R3 und R4 die gleiche Bedeutung ?18 1n.
~Alkyl ist, mit

. 1-4 . @ ]

- einer Verbindung der Formel III umsetzt, worin sich

mel I haben und 72 Wasserstoff oder C

| - von einer optisch aktiven Base ableitet, die nicht der

. bereits angegebenen Definition von Y entspricht und nach
der Umuetzung diese andere optisch aktive Base gegen Was-
serstoff oder eine Base gemdB der bereits angegebenen
Definition von Y austauscht.

Die eyfindﬁngsgeméﬁen Verbindungen kdnnen bei der Be-
kdmpfung von Krebs und zur Immunsuppression verwendet
werden. Sie besitzen eine starke Antitumor-Wirksamkeit,
Sie zcichnen sich durch eine hohe Aktivitsit bei ?aren-
teraler und bei oraler Applikation sowie Gurch geringe
allgenein toxische Erscheinungen aus. Sie besitzen in
vivo ¢ine hohe karzinotoxische Selektivitdt und in vitro
eine “ohe zytotoxische Spezifitit.

=~

Zur Foeststellung der karzinotoxischen Wirkung wurden die

Substanzen tierexperimentell an einer Reihe von Tumoren

terschiedlicher Chemoresistenz gepriift. Zur Auswertun
un

wurde» mit Hilfe der Probit-Analyse aus der Beziehung
zwiscren den Logarithmen der Dosen und den Hdufigkeiten
gehei.ter und liberlebender Versuchstiere die mittleren
kurat:v wirksamen Dosen (DC 50 [mg/kg7) bestimmt. Als
Vergleichssubstanz, welche den erfindungsgemifien Produkten
in dey chemischen Konstitution nahesteht, diente die
hande:siibliche Verbindung Cyclophosphamid.

Im Fa.'e der lymphatischen Leukimie L5222 der Ratie
(Stamr: BD IX) lag diese mittlere kurative Dosis - bei

einmasiger intravendser Applikation am 5. Tag nach Inoku-

latior der Leukimie - fiir die erfindungsgemifen Produkte
ebensc wie fir Cyclophosphamid bei 1,5 mg/kg.
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Beim chemosensitiven Yoshida-Aszites-Karzinosarkom (Linie
AH 13) der Ratte (Stamm: Sprague-Dawley) lag diese DC 50
fiir die erfindungsgem&dBen Produkte ebenso wie fiir die
Vergleichssubstanz Cyclophosphamid bei 1 ng/kg.

In analoger Weise wurde die toxische Wirkung gepriift, wo-
bei aus der Beziehung der Logarithmen der Dosen und der
Todeshiufigkeit die mittlere letale Dosis (DL 50 /mg/kg/)
bestimmt wurde.

- Fir die erfindungégeméﬁen Produkte liegt diese DL 50 bei
einmaiiger intraventser Applikation um 300 mg/kg. Die
vergleichend bestimmte mittlere letale Dosis von Cyclo-
phosphamid bei einmaliger intraventser Gabe liegt bei
24L mg/kg. Die erfindungsgem&Ben Produkte besitzen dem-
gemiB eine um rund 20 % geringere akute Toxizitat bzw.
bei gleicher kurativer Wirksamkeit eine entsprechend

hohere therapeutische Breite.

Fiir die Untersuchung der zytofoxischen Spezifitdt in vitro
wurden jeweils ca. 3 - 10’ steril gewonnene Zellen des
chemoresistenten Yoshida-Aszites-Karzinosarkoms (Linie
AB13, Stamm ASTA) mit steigenden Konzenirationen der
erfindungsgem&fBen Produkte flir zwei Stunden beil 3700
inkubiert und nach mehrmaligem:Auswaschen in die Bauch-
hohle unbehandelter Wirtstiere implantiert. Aus der Be-
ziehung zwischen den Logarithmen der Konzentrationen und
den Hiufigkeiten sich entwickelnder Tumoren wurde mit
Hilfe der Probit-Analyse die mittleren zytotoxischen Dosen
(CESO /[ng/ml]) bestimmt. Unter diesen Versuchsbedingungen
. liegt die CE50 der erfindungsgemZfen Produkte zwischen 3
und 5 pg/ml.

Da Cyclophosphamid als zundchst inaktive Transportform-
Verbindung keine zytotoxische Aktivitdt aufweist, wurde

in diesen Untersuchungen als Vergleichssubstanz der aktive
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Prim3dr-Metabolit 4-Hydroxy-Cyclophosphamid eingesetzt,

der im KOrper durch enzymatische Aktivierung, vorwiegend
in der Leber, gebildet wird. Fiir diese Vergleichssubstanz
liegt die mittlere zytotoxische Konzentration gleichfalls

bei 5 jug/ml.

Die erfindungsgem&B8en Verbinduncgen sind zur Herstellung
pharmazeutischer Zusammensetzungen und Zubereitungen ge-
eignet. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen bezie-
hungsweise Arzneimittel enthalten als Wirkstofs einen
oder mehrere der erfindungsgemifen Verbindungen, gege-
.benenfalls in Mischung mit anderen pharmakologisch be-
ziehungsweise pharmazeutisch wirksamen Stcffen. Die.
Herstellung der Arzneimittel errolgt in bekannter Weise,
wobei die bekannten ung iiblichen pharmazeutischen Hilfs-
stoffe sowie sonstige ibliche Triger- und Verdlinnungs-
mittel verwendet werden k&nnen.
Als derartige Trdger- und Hilfsstoffe kommen zum Bei-
spiel solche Stoffe in Frage, die in folgenden Litera-
turstellen als Hilfsstoffe flir Pharmazie; Kosmetik ungd
angrenzende Gebiete empfohlen beziehungsweise angegeben
sind: Ullmanns Encyklopédie der technischen Chemie,
Band 4 (1953), Seite 1 bis 39; Journal. of Pharmaceutical
Sciences, Band 52 (1963), Seite 918 u.ff.,
‘H.v.Czetsch—Lindenwald, Hilfsstoife fiir Pharmazie ung
angrenzende Gebiete; Pharm. Ind.} Heft 2, 1961,
Seite 72 u.ff.; Dr. H. p. Fiedler, Lexikon der Hilfs-
stoffe fiir Pharmazie, Kosmetik ungd angrenzende Gebiete
Cantor KG. Aulendorf in Wirttemberg 1971.
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Beispiele hierfilir sind Gelatine, natiirliche Zucker wie
Rohrzucker oder Milchzucker, Lecithin, Pektin, Stirke
(zum Beispiel Maisstirke), Alginsdure, Tylose, Talkum,
Lycopodium, Kiesels&ure (zum Beispiel kolloidale), Cel--
lulose, Cellulosederivate (zum Beispiel Cellulosedther,
bei denen die Cellulose-Hydroxygruppen teilweise mit
niederen gesdttigten aliphatischen Alkoholen und/oder
niederen gesdttigten aliphatischen Oxyalkoholen ver-

dthert sind, zum Beispiel Methyloxypropylcellulose),

Stearate, Magnesium- und Calciumsalze von Fettsduren mit
12 bis 22 C-Atomen, insbesondere der geséttigten (zum
Beispiel Stearate), Emulgatoren, Ole und Fette, insbeson-~

dere piflanzliche (zum Beispiel Erédnuss6l, Rhizinusdl,

- 0livendl, Sesamdl, Baumwollszatdl, Maisdl, Weizenkeimdl,

Sonnenblumensamendl, Kabeljau-Lebersl, Mono-, Di- und

1240, bis

C18H3602 und deren Gemische), pharmazeutisch vertrag-

Triglyceride von gesittigten Fettsiuren C

liche ein- oder mehrwertige Alkohole und Polyglykole wie
Polydthylenglykole sowie Derivate hiervon, Ester von ali-
phatischen gesittigten ocer ungeséttigten Fettsiduren

(2 bis 22 C-Atome, insbesondere 10 bis 18 C-Atome) mit
einwertigen aliphatischen Alkcholen (1 bis 20 C-Atome)
oder mehrwertigen Alkoholen wie Glykolen, Glycerin, Di-
dthylenglykol, Pentaerythrit, Sorbit, Mannit und so
weiter, die gegebenenfalls auch verZthert sein kénnen,
Benzylbenzoat, Dioxoléne, Glvzerinformale, Tetrahydro-
furfu;ylalkohol, Polyglycol&ther mit C1*C12—Alkoholen,
Dimethylacetamid, Lactamige, Lactate, Athylcarbonate,
Silicone (insbesondere mittelviskose Dimethylpolysiloxane)

Magnesiumcarbonat und éghnliche.

Zur Herstellung von L®sungen kommen beispielsweise Wasser
oder phyéiologisch vertrigliche organische LOsungsmittel
in Frage, wie zum Beispiel Kthanol, 1,2-Propylenglykol,
Polyglykole und deren Derivate, Dimethylsulfoxyd, Fett-
alkohole, Triglyceride, Partialester des Glycerins,
Paraffine und Zhnliche.
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Bei der Herstellung der Zubereitungen k®nnen bekannte
und iibliche Lésungsvermittler,_beziehungsweisg Emul-
gatoren, verwendet werden. Als L®sungsvermittler und
Emulgatoren kommen beiépielsweise in Frage: Poly-
vinylpyrrolidon, Sorbitanfettsdureester wie Sorbitan-

trioleat, Lecithin, Acacia, Tragacanth, polyoxy&thylier-

tes Sorbitanmonooleat, polyoxy&thylierte Fette, pely-
oxydthylierte Oleotriglyceride, linolisierte Oleotri-
glyceride, Poly&thylenoxyd-Kondensation sprodukte von
Fettalkoholen, -Alkylphenolen oder Fettsiuren oder

auch 1—Methyl—3—(2-hydroxyéthyl)—;midazolidon-(Z). Poly-
‘oxydthyliert bedeutet hierbei, daB die betreffenden
Stoffe Polyoxy&thylenketten enthalten, deren Polymeri-
sationsgrad im allgemeinen zwischen 2 bis 40 und ins<

- besondere zwischen 10 bis 20 liegt.

Solche polybxyathylierten Stoffe kbnnen beispielsweise
durch Umseizung von hydroxylgruppenhaltigen Verbindungen
(beispielsweise Mono- oder Diglyceride oder ungesittigte
Verbindungen wie zum Beispiel solchen die Hlsiurereste
enthalten) mit Xthylenoxyd erhalten werden (zum Beispiel
40 Mol Athylenoxyd pfo Mol Glycerid).

Beispiele fiir Oleotriglyéeride sind Olivendl, Erdnussdl,
Rhizinus8l, Sesamdl, Baumwollsaat6l, Mais&l (siehe auch
Dr. H.P. Fiedler "Lexikon der Hilfsstoffe fiir Pharmazie,
"Kosmetik und angrenzende Gebiete 1371, Seite 191 bis 195).

Dariiberhinaus ist der Zusatz von Konservierungsmitteln,
. Stabilisatoren, Puffersubstanzen, zum Beispiel Calcium-
hydrogenphosphat, kolloidales Aluminiumhydroxyd, Ge-
schmackskorrigentien, Antioxydantien und Komplexbilénern
(zum Beispiel ﬁthylendiaminotetraessigséure) und der-
gleichen,mbgiiqh. Gegebenenfalls ist zur Stabilisierung
.des Wirkstoffmolekiils mit physiologisch vertr&glichen
Séuren oder Puffern auf einen pH-Bereich von ca. 3 bis 7
einzustellen. Im allgemeinen wird ein moglichst neu-

traler bis schwach saurer (bis pH 5) pH-Wert bevorzugt.



Als Antioxydantien kommen beiépielsweise Natriummetabi-
sulfit, Ascbrbinséure, Gallusséure, Gallusséure-alkyl-
ester, Butylhydroxyanisol, N rdihydroguajaretsiure,

. Tocopherole sowie Tocophercle + Synergisten (Stoffe

die Schwermetalle durch Komplexbildung binden, bei-

spielsweise Lecithin, Ascorbinsiure, Phosphorsidure) zur
Anwendung. Der Zusatz der Synergisten steigert die anti-
oxygene Wirkung der Tocopherole erheblich.

Als Konservierungsmittel kommen beispielsweise Sorbin-
sdure, p-Hydroxybenzoesiureester (zum Beispiel Nieder-
alkylester), Benzoesiure, Natriumbenzoat, Trichloriso-
butylalkohol, Phenol, Xresol, Benzethon;ﬁmchlorid und

Formalinderivate in Betracht.

Die pharmazeutische und galenische Handhabung der er-
findungsgem&Ben Verbindungen erfolgt nach den {iblichen"
Standardmethoden. Beispielsweise werden Wirkstoff(e) und
Hilfs- beziehungsweise Trigerstoffe durch Rithren oder
Homogenisieren (zum Beispiel rittels {iblicher Mischgeridte)
gutrvermischt, wobei im allgezeinen bei Temperaturen
zwischen 20 und 80° C, vorzugsweise 20 bis 50° C, ins-
besondere bei Raumtemperatur gearbeitet wird. Im ubrlgen
wird auf das folgende Standaréwerk verwiesen: Sucker,
Fuchs, Speiser, Pharmazeutische Technologie, Thieme-
Verlag Stuttgart, 1978.

" Die Applikation der Wirkstoffe beziehungsweise der
Arzneimittel kann auf die Haut oder Schleimhaut oder in
das KOrperinnere erfolgen, beispielsweise oral, enteral,
pulmonal, rectal, nasal, vaginal, lingual, intravend®s,

intraarteriell, intrakardial, intramuskulidr, intra-

peritoneal, intracutan, subcutan., intrapleursl, intrathekszl
intracavitir.



W e

CPEE S U

_13_

Insbesondere ist auch der Zusatz anderer Arzneimittel-
wirkstoffe, vor allem von Uroprotektoren wie das Natriumsalz
der 2-Mercaptoethansulfonsdure oder das Dinatriumsalz

des entsprechenden Disulfids der Formel
HO3S—CH2CHZSSCH2CH2-SO3H, aber auch anderer systemisch

oder regional detoxifizierender Wirkstoffe mdglich
beziehungsweise giinstig,

Die erfindungsgemdBen Verbindungen zeigen bei intravendser,
intraperitonealer oder oraler Applikation bei verschiedenen
Experimentaltumoren der Ratte und der Maus eine gute
zytostatische und kurative Wirksamkeit.

Beispiele fiir derartige Indikationen sind:

Leukdmien, Lymphogranulomatose, Lymphosarkom, Retikulosarkom,
Plasmozytom, M. Waldenstrdm; Tumoren mit ausgestreuten
Wachstum, besonders Ovarial-, Mamma~, Bronchialkarzinom,
Neuroblastom, Hodentumore, Nierenkarzinome, Pankreas-
karzinome, Seminom, Ewing-Sarkom; Postoperative Zusatz-
behandlung, besonders bei chemosensiblen Tumoren, die
vermutlich die lokalen Grenzen bereits iiberschritten

und trotz radikaler Operation eine schlechte Prognose

haben.

Weiterhin kommen die erfindungsgemdBen Verbindungen im
Gegensatz zu den bekannten Mitteln "Cyclophosphamid"
und "Ifosfamid" insbesondere auch fiir folgende An-

wendungen in Frage:

1) flir eine regionale Perfusion in die Extremititen

und ‘die groB8en Kdrperhohlen,
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2) fir eine in vitro-Behandlung des Knochenmarks bei
der extracorporalen Behandlung des Knochenmarks
von Leukdmie-Patienten;

3) fir pritherapeutische Sensibilitdtstestungen von
Tumoren in vitro,

Beispielsweise werden die erfindungsgemé@Ben Verbindungen
an der Ratte 5 Tage nach intraperitonealer Implantation
von 105 Zellen der Leukdmie L5222 mit verschiedenen Dosen
intravends, intraperitoneal oder oral appliiiert und in
Abhdngigkeit von der Dosis eine kurative Wirkung erzielt.
Als Heilung wird das Rezidiv- und Metastasen-freie
Uberleben der tumortragenden Tiere nach 90 Tagen definiert.
Aus_der mit den verschiedeneﬂ Dosen erhaltenen Hiufigkeit
von Heilungen wird mittels Probitanalyse nach R. FISHER als
mittlere kurative Dosis (DC50) diejenige Dosis berechnet,
mit der 50% der tumortragenden Tiere geheilt werden

kdnnen.

Beispielsweise werden die erfinduncgsgemdBen Verbindungen
auch einen Tag nach intraperitonealer Implantation von
106 Zellen des Yoshida-Ascites-Sarkoms AH13 mit ver-
schiedenen Dosen intraven®s, intraperitoneal oder oral
verabfolgt und in Abh&ngigkeit von der Dosis eine
kurative Wirkung erzielt.

Auch hier wird die kurative Wirkung als Rezidiv- und
Metastasen-freies Uberleben der tumortragenden Tiere

tiber 90 Tage definiert.

In entsprechender Weise wird mittels Probitanalyse nach
R, FISHER als mittlere kurative Dosis (DC50) diejenige
Dosis berechnet, bei der 50 % der tumortragenden Tiere

geheilt werden k&nnen.
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Weiterhin werden beispielsweise die erfindungsgemifen Ver-
bindungen einmalig oder mehrmalig (4 X) an aufeinander-
folgenden Tagen nach intraperitonealer Implantation von

6
10
intravends, intraperitoneal oder oral verabfolgt und eine

Jellen der Miuseleukimie L1210 mit verschiedenen Dosen
zytostatische Wirkung erzielt.

Die zytostatische Wirksamkeit ist als Verldngerung der
medianen Uberlebenszeit der Tumortiere zu erfassen und
wird als dosisabhingige prozentuale Verldngerung der Uber-
lebenszeit gegeniiber einer unbehandelten Kontrollgruppe
ausgedriickt.

Die mittlefe kurative Dosis liegt bei den Rattentumoren
unabhdngig von der Darreichungsform im Bereich von 0,1
bis- 10 mg/kg. Mit den gleichen Dosen 1&8t sich eine '
Verlangerung der medianen Uberlebenszeit von 100 % bei
der Miuseleukdmie L1210 erzielen (siehe N. Brock:
Pharmakologische Grundlagen der Krebs—-Chemotherapie

In: A, GEORGI1I (Hrsg), Verhandlungen der Deutschen
Krebsgesellschaft Band 1, pp. 15 - 42, Gustav Fischer
Verlag, Stuttgart (1978)).

Diese curative und zytoOstatische Wirkung ist mit der
Wirkung der bekannten Arzneimittel Cyclophosphamid
(EndoxanR ) und Ifosfamid (HoloxanR } vergleichbar.

Die niedrigste, bereits curativ oder zytostatisch
wirkﬁame Dosis in den oben angegebenen Tierversuchen

ist beispielsweise

0,01 mg/kg oral
0,01 mg/kg intraperitoneal

0,01 mg/kg intravenss
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Als allgemeiner Dosisbereich fiir die curative und-
zytostatische Wirkung (Tierversuche wie oben) kommt

beispielsweise in Frage:

0,01 = 100 mg/kg oral, insbesondere 0,1-10,0 mg/kg
0,01 - 100 mg/kg intraperitoneal, insbesondere
0,1-10,0 mg kg
0,01 - 100 mg/kg intravends, insbesondere 0,1-10,0 mg/kg

Indikationen fir die die erfindungsgemdBen Verbindungen
in Betracht kommen k®Snnen: Maligne Erkrankungen von

Mensch und Tieren.,

Die pharmazeutischen Zubereitungen enthalten im allge-
meinen zwischen 1 mg bis 1 g vorzugsweise 10 bis 300 mg

der erfindungsgemdfen aktiven Komponente(n).

Die Verabreichung kann beispielsweise in Form von Tablet-
ten, Képseln, Pillen, Dragees, Z&pfchen, Salben, Gelees,

Cremes oder in fliissiger Form erfolgen. Als fliissige An-

wendungsformen kommen zum Beispiel in Frage:

Olige oder alkoholische beziehungsweise widssrige LOsunaen
sowie Suspensionen und Emulsionen.

Bevorzugte Anwendungsformen sind Tabletten, die zwischen

10 und 200 mg oder LOsungen, die zwischen 0,1 bis 5 % an

aktiver Substanz enthalten.’

Die Einzeldosis der erfindungsgemdBen aktiven Kom-

ponenten kann beispielsweise liegen

a) bei oralen Arzneiformen zwischen 1-100 mg/kg
vorzugsweise 10-60 mg/kg
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b) bei parenteralen Arzneiformen (zum Beispiel intra-
vends, intramuskuldr) zwischen 1-100 mg/kg

vorzugsweise 10-60 mg/kg

¢) bei Arzneiformen zur rektalen oder vaginalen Appli-
kation zwischen 1-100 mg/kg
vorzugsweise 10-60 mg/kg

d) bei Arzneiformen zur lokalen Applikation auf die
Haut und Schleimh&dute (zum Beispiel in Form von
LOsungen, Lotionen, Emulsionen, Salben usw.)
zwischen 1-100 mg/kg
vorzugsweise 10-60 mg/kg

= (Die Dosen sind jeweils bezogen auf die freie Base)=-
Beispielsweise kOnnen 1-3 mal t&glich 1 bis 10 Tabletten

mit einem Gehalt von 10 bis 300 mg wirksamer Substanz

oder zum Beispiel bei intravenOser Injektion 1 bis 2 mal

tdglich eine oder mehrere Ampullen von 1 bis 10 ml Inhalt

mit 10 bis 250 mg Substanz empfohlen werden. Bei oraler
Verabreichung ist die minimale t&dgliche Dosis beispiels-
weise 200; die maximale tdgliche Dosis bei oraler
Verabreichung soll nicht {iber 5000 liegen. Auch eine
Dauer-Infusion entsprechender Dosen tiber 12 und mehr

Stunden kann in Einzelf&llen empfohlen werden.

Fiir die Behandlung von Hunden und Katzen liegt die orale

Einzeldosis im allgemeinen zwischen ungefzZhr 10 und 60 mg/kg

KOrpergewicht; die parenterale Dosis ungefZhr zwischen

10 und 60 mg/kg Kdrpergewicht,
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Fir die Behandlung von Pferden und Vieh liegt die orale
Einzeldosis im allgemeinen zwischen ungefdhr 10 und

60 mg/kg; die parenterale Einzeldosis ungefdhr zwischen
10 und 60 mg/kg KOrpergewicht.

Die auf dieser Seite und den vorangegandgenen Seiten
angegebenen Dosierungen beziehen sich auch auf die Ver-
wendung der erfindungsgemdfen Verbindungen zur

Immunsuppression.

Die akute Toxizitdt der erfindungsgem&Ben Verbindungen
an der Maus (ausgedriickt durch die LD 50 mg/kg; Methode
nach Miller und Tainter: Proc. Soc. Exper, Biol., a. Med.
57 (1944) 261) liegt beispielsweise bei oraler Appli-
kation zwischen 100 und 1000 mg/kg beziehungsweise
oberhalb 1000 mg/kg.

Die Arzneimittel kOnnen in der Humanmedizin, der Veteri-
nidrmedizin sowie in der Landwirtschaft allein oder im
Gemisch mit anderen pharmakologisch aktiven Stoffen ver-
wendet werden,

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlduterung
der -vorliegenden Erfindung, ohne sie hierauf zu be-

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

oxazaphosphorin-4-yl-thig/-ethansulfonséure Cyclohexyl—

ammoniumsalz

5,6 g (20 mmol) L4-Hydroxycyclophosphamid (a.h. 2-(Bis-(2-
chlorethyl)-amino )-4-hydroxy~tetrahydro-2H-1,3,2-0xaza=
phosphorin-2-oxid) und 4,8 g (20 mmol) Cyclohexylammonium-
2-mercaptoethansulfonat wurden in 100 ml destilliertem
Vasser geldst, mit etwa:Trichloressigséure versetzt und

3 Tage beil 0°C im Kiihlschrank stehengelassen. Danach wurde
das Losungsmittel im Hochvakuum entfernt, der Ruckstand

in Aceton aufgenommen, erneut eingeengt, aus bceton

'  krlsialllulerb und Isopropanol umkristallisiert.

husbeute: 7,2 g (72% d.Th.), Fp.: 148 = 151 °c. (c1s-Form)

Beispiel 2
2~[§~(Bis~(2~chlorethyl)-amino)—2—oxo—tetrahydr0*2H~1,3,2-

oxazaphosphorin—4~yl—thiq]~ethansulfonséure cyclohexyl-~

ammoniumsalz

2,9 g (10 mmol) 2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-4-methoxy-te=

trahydro-2H~1,3, 2-oxazaphosphorin-2-oxid und 2,4 g ( 10
mmol) Cycloheleammonluma2-mer0apuoeihansu]fon9u wurden
zusammen mit eivasTrlchlore531gsaure in 10 ml Dimethyl=
formamid gelost und 20 Std., bei -25 °¢ aufbewahrt. Nach
veiterem 3-stiindigem Stehen beil 0°¢ wurde mit Ather bis

. zur beginnenden Tribung versetzt, angerieben, das

Kristallisat nach 20-stiindigem Stehen bel 0°C abgesaugt,

- gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 4,7 g (94% d.Th.), Fp.: 145°C (Zers.)

- Umkrlstalllsatlon aus Alkohol/E ther, Fp.: 149 —_15100.

(cis-Form) Lt
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Beispiel 3

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

" oxazaphosphorin-4-yl-thig/-ethansulfonsdure Cyclohexylammoniumsal

1,4 g (5 mmel) L-Hydroxycyclophosphamid wnd 1,2 g (5 mmol)
Cyclohexylammonium—2—mercaptoethansu1fonat wvurden zusammen
mit einer Spur Trichloressigs#dure in 25 ml Methanol geldst
und iiber Nacht bei ~-25°C im Kihlschrank stehengelassen,
AnschlieBend wurde die Reaktionsldsung auf etwa 5 ml ein-
geengt, Ether bis zur beginnenden Tribung zugesetzt und

- angerieben, Das Kristallisat wurde nach 20-stindigen Stehoh
. bei 0°C abgesaugt, gewaschen und getrocknet.

 Kusbeute: 2,1 g (B4% d.Th.), Fp.: 143 - 145°C, (cis-Form).

N Beispiel 4

2~[§~(éis—(2-0h10rethyl)~amino)-2—oxo—tetrahydro 211

. 1,3,2- oxavaﬂhosphorln ~L-yl-thig/-ethansulfonsdure Natriumsalz

“:1 2,5 g (5 mmol) Cyclohexylammonium~2-[§—(Bis-(Z»chlorethyl)—

amino )-2-oxo-tetrahydro-2H-1 1 35 2-0xazaphosphorin-4- -y17-
thio-~ethansuilfonat wurden in 25 ml sauerstofffreiem Wasser

. gelsst und diber eine mit Natriumionen beladene Kationen-
| 'austauséherséule der Fa. Merck gegeben. Das Eluat wurde
_iiber Stickstoff aufgefangen, gefriergetrocknet und der feste
' >:7Rﬁckstand iiser Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.
- Ausbeute: 1 9 g (91% 4.Th,), Fp.: 78 - 83°C (Zers.),
. . Rf-VWert: 0,51 (Laufmittel: E551gestcv/1so Propanol/in Essig-
Z:Sdure (5 3'7)) | |
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Beispiel 5§

2-[2—{Bis—(2—chlorethyl)—amino)—2—oxo—tetrahydro-2H—1,3,2—

oxazaphosphorin—4—yl-thiq74ethansulfonsaure Zmmoniumsalz

2,8 g (10 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 1,6 g (10
mmol) Ammonium-2-mercaptoethansulfonat wurden zusammen mit
einer katalytischen Menge Trichloressigsiure in 50 ml

-~ Wasser gelost und 3 Tage bei OOC im Kihlschrank stehenge-

lassen, Danach wurde das Wasser im Hcchvakuum abdestilliert,
der Rilickstand zweimal in Aceton aufgenommen und im Vakuum

- eingeengt. Umkristallisation aus Aceton/Ether.

husbeute: 3,9 g (93% d.Th.), Fp.: 131 - 133°C, (cis-Form).

2-/2-(Bis~(2-chlorethyl) —amino) -2~oxo-tetrahydro-26-1,3,2~

;if-oxazaphosphorin-4—yl-thiq7~ethansulfonsaure Ammoniumsalz

2,8 g (10 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 1,6 g

(10, mmol) Ammonium~Z-mercaptoéthansﬁlfonat wurden mit einer
:’1 katalytischen Menge Trichloressigsiure in 10 ml Dimethyl=
f'f“formamld geldst und 20 Stunden im Kiihlschrank bei -25°C
“. " . aufbewahrt. Nach weiteren 5 Stunden bei 0°C wurde mit

~ Ether bis zur beginnenden Triibung versetzt und angerieben.

' Das Kristallisat wurde nach 1 Tag bei 0°C-abgesaugt, ge-
5éciwaschen, getrocknet und aus n—Propanol umkristallisiert,

. .-‘Aunbeute' 3 2 g (77 d.Th.) der cis-Form, Fp.: 132°¢.

2t

34[§~(Bisé(24chlorethy1)—amino)-2—oxo—tetrahydro—zn—1,3,2—

‘oxazaphosphorin-4-yl—thiq7~prdpansulfonsaure.Ratridmsalz

A < L. PR S, - -
~ o . T . et " - I's .
. . . L . ~ A -e
- . o~ . R - L L e

) ”:'5,4 g (20 mmol) 4~Hydroxycyclophosphamid wmd 5,2 g (20
- *.- mmol) Cyclohexylammonium-3-mercaptopropansulfonat wurden

.-
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4n 100 ml Vasser geldst, mit etws Trichloressigsiure ver-

setzt und 1 Tag bei 0°C stehengelassen. Danach wurde das

‘Reaktionsgemisch im Vakuum eingeengt, der konzentrierte

Rlickstand iiber eine mit Natriumionen beladene Xationen-

- austauschersiule gegeben; das Eluat im Vakuum eingeengt,

der Rickstand in trockenem Ethanol geltst, filtriert und

nit Ether gefdllt,

_(5 :13:2)).

'F Beispiel g

'";J'Beigpiel 9 Q

~

© husbeute: 5,5 g (63% d.Th, ), Fp.: 75 - 79°C, Rf- Werb. 0,64

(Laufmittel: E551gester/1so Propan07)1n Essigsiure

-

2-/3=(Bis- (2~chlorethyl) ~amino) -2-oxo-tetrahydro-24,1,3 2=

oxazaphosphorin-4-yl~thig/-ethansulfonsdure Natriumsalz

_ :f}71,6 g (5 mmol) 2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-4-ethoxy-

B f:tetrahydro 2H-1,3, 2-oxazaphosphorin-2-oxid und 0,8 g

ai’ﬁﬁ'() mmol) Natrium-2-mercaptoethansulfonat in 10 ml Dimethyls=

- formemid wurden mit einer upur Trichloressigsdure verselzt

; i'v_und iber Nacht bei -25°C aufbewahrt, AnschlieBend wurde
. zur ReaktionslSsung 20 ml Ether gegeben. Der Riickstand

~wurde nach 20—siund1gem Stehen bei 0°C abgesahgt ge-~

o waschen und getrocknet

- 2«/D-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3, 2-

oxazaphosphorin-4~yl-thig/-ethansulfonsiure

-"{ 0,8 g (3,0 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid in 3 ml Wasser

wurden unter Elswasserkuhlung mlt 420 mg (3,0 mmol)
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2-Mercaptoethansulfonsiure versetzt. Nach 1 Stunde wurde
' * im Hochvakuum eingeengt und kristallisiert.

Ausbeute: 1,1 g (92% d.Th.), Fp.: 75 - 78°C.

Beispiel 10

241*-(Bis—(2~chlorethy1)—amino)«2~oxo~teﬁrahydro—2H—1;3,2—

oxazaphosphorin-4-yl-thig/-ethansulfonsiure

’ 2,0 g (4 mmol) Cyclohexylammonium-2-/2-(bis-(2-chlorethyl)-
amino)~2—oxo—tetrahydra—2H—1,3,2—oxazaphosphorin-4—yl7-
thioethansulfonat wurden in wenig Wasser geldst und iliber

'f eine mit Wasserstoffionen beladene Kationenaustauscher-
‘gHule unter Kihlung auf 4°C gegeben. Das Eluat wurde
'1»; anschliefiend gefriergetrocknet und aus Dlmethyllormamla/
Chloroform umkristallisiert.

P husbeute: 1,2 g (75% 4.Th.), Fp.: 75 - 78°C, Rf-Wert: 0,58
Lo ;u ?3 (Laufmlttel. Essigester/iso-Propanol/1n Essigsiure (5:3:2)).

B B . . cot
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Beispiel 11 =~ .. ilioanl i Ll

£+’ 7 g-[3={Bis-(2-chlorethyl) -amino) =2-oxo-tetrahydro~2H-1,3,2-

tt'oxazaphosphorin—4-yl—thig7—ethahsulfonsaure Ammoniumsalz

. ;{*::720 mg" (1,8 mmol) 2-/2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-

é”'?;-tetrahydro«2H~1,3,2~oxazaphosphorin—4-y17—thioethanz
iizin’rsulfonséure wurden in wenig Vasser geldst, mit Ammoniak

neutrallslert und mit 4 ml Aceton versetzt. Die Reak-
tlonulosunﬁ stand Uber -Nacht bei —25 C. Das Kristallisat

- 4 wurde abgesaugt und aus.Methanol/Aceton umkristallisiert.
'. NS ~: - '.."_' -'- . o . ) . .
) ;.-;;,“pv Au beute 30 mg (71 d.Th.), Fp.: 133 - 134°C, (cis-Form).
Lo '. 3 -—. ”“\_. TVl ;‘ Wi SR ‘ a8 .,' 1 T N
e e el
“Lon v f-"',. .f LA ’ : ¥ -
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-Belspiel 12

2~ LZ (Bis—(2~chlorethyl)-amino)-2-oxo- Letrahydro -2H-1,3,2~-

éxazaphosphorin&4—yl—thi§7~ethansulfonsaure Lithiumsalz

.Beispiel 13
:*. Neutrales

540 mg (2 mmol ) L-Hydroxycyclophosphamid und 700 mg (2 mmol)
Lithium-2-mercaptoethansulfonat wurden zusammen mit einer
Spur Trichloressigsdure in 7 ml Wasser geldst und 20 Stunden
bei 0°C stehengelassen, Das Reaktionsgemisch wurde im

Vakuum eingeengt, der Rickstand in Aceton'aufgenommen und
filtriert. AnschlieBend wurde die L8sung eingeengt, der
Ruckstand in Ethanol gelodst, eingecngt, erneut in Ethanol

1aufgenommen, mit Ether gefdllt und die Fallung abgeSngt
:-g;:gewaschen und gctrocknei ' ‘ '
___;2lAusboute' 500 mg (61% d.Th.), RE-Wert: 0,56 (Laufmittél:
' 'J;fE331gester/lso—Propanol/1n Essigssure (5:3:2)).

2. .y

2~[2—(Bis—(2—ch15;éthyi)vémino)—z-oxqftetrahydro—2H—1,3,2—

~rescAT

““oxazaphosphorin~4-yl-thig/~ethansulfonsgure Nagnesiumsalz

| 2-1,4 g (5 mmol) 4~Hy&roxycycléphosphamid und 750 mg
:f;(2,5 @mol) Magnesium~di-2-mercaptoethansulfonat wurden
. zusammen mit etwésTriohloressig sdure in 15 ml Vasser ge-
 18st und nach 3

Tagen bei 0°C im Vakuum eingeengt. Der

J::Ruckstand wurde in Ethanol geldst, eingeengt, erneut in

Ethanol aufgenommen, mit Eiher gefath abgesauvt ge-

':ff}~ vaschen und getrocknet.

- hisbeute: 1,3 g (63% d.Th. ), Fp.. 110 - 115 ¢ (Zer.,.),
-, Rf-Vert: 0,56, o ‘
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Beispiel 14 '

‘Neutrales |
2-/2-(Bis~-(2-chlorethyl) -amino) -2-oxo~tetrahydro-28-1,3, 2~

'-bxazaphosphorih—4-yl—thiq7¥etﬁansulfons3ufe Calciumsalz ™

54 g (5 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 800 mg

(2,5 mmol) Calcium-di-2-mercaptoethansulfonat wurden
zusammen mit etwaéTrichloressigséure in 15 ml Vasser ge-
16st, nach 3 Tagen beil 0°C im Vakuum ecingeengt, zweimal
nit Ethanol versetzt, eingeengt, in Ethanol geldst und
it Ether gefdllt, abgesaugt, gewaschen und getrocknet.

‘Q%' " husbeute: 1,3 g (62% 4.Th.), Fp.: 110 - 115°C (Zers.),
- - Rf-Vert: 0,56, T , :

.”Tiereispiéi 15

[T N

2—[2-(Bis~(2—chlorethyl)—amino)—6—methyl—Z—oxo—tetrahydro—

2H-1,3,2-oxazaphosphorin~4=-yl-thig/—-ethansulfonsiure

-

;'“{_Cyclohexylammonlumsalz z"";~“

?'1 45 g (5 mmol) 2-(Bis- (2~chloreuhyl) amwno) 4-hydroxy-6-
SEXLS methyl-tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin- 2 oxid uwnd
N "1,2 g (5 mmol) Cyclohexylammonium-2- mercaptoemhaﬁsulionat
.77 -wurden in 5 ml VWasser und 5 ml Aceton geldst, mit Trichlors
' essigs&uré angesduert und 20 Stunden bei 0°C stehengelassen.
* - knschlieBend wurde filtriert, das Filtrat im Vakuum schonend
-'1:_eingeengt, der Rickstand zweimal in Aceton aufgenommen und
" eingeengt, Nun wurde der Riickstand in Aceton geldst, mit
. Ether gefdllt, mit Ether gewaschen und getroclnet.

2. husbeute: 1,4 g (56% d.Th.), Fp.: 120 - 125°C (Zers.),
S REWert: 0,61, . .o s
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Beispiel 16

3:[?—(Bis—(2—chlorethyl)-aminoz—2~oxo—tetrahydro—2H—1,3,2—

. bxézaphdéphorin~4—yl~thiq7—2—methyl—propansulfonsaure Natrium-

@

LA

" husbeute: 420 mg (86% d.Th.), Rf-Wert: 0,61,

salz

277 ng (j mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid wnd 192 mg

(1 mmol) Natrium-3-mercapto-2-methyl-propansulfonat wurden
in 4 ml Wasser gelost, mit einer Spur Trichloressigsdure
versetzt und 20 Stunden bel 0°C stehengelassen. Nach dem
Einengen im Vakuum wurde der Riickstand zweimal in

- trockenem Ethanol geldst und wieder eingeengt und in

A1kohol/Ether gefdllt.

-iBﬂﬁMﬁi17‘

§

. §=/3-(Big-(2-chlorethyl) —amino)—2-oxo-tetrahydre-28-1,3,2-

" 0{"." oxazaphosphorin—4-yl-thig/-hexansulfonsdure Natriumsalz

: 277 mg (1 mmol) 4~Hydroxycyclophoéﬁhamid und 220 ng

7 (1 mmol) Netrium-6-mercaptohexansulfonat wurden zusammen

- mit einer Spur Trichloressigsdure in 4 ml VWasser geldst

- und 20 Stunden bei 0°C stehengelassen. AnschlieSend wurde

. @die Reaktionsmischung im Vakuum schonend eingeengt, der
. - () pal $

Riickstand zweimal in trockenem Ethanol geldst und wieder

' eingeengt. Der Riickstand wurde in Alkohol aufgenommen und

.. mit Ether gefsllt.

\ -

“Ausbeute: 350 mg (70% d.Th.), Rf-Vert: 0,58,



Beispiel 18

' | 2-/3-(2-Chlofethyl) -2~ (2-chlorethylamino) ~2-oxo-tetrahydro-

'2H—1,3;2-oxazaphosphorin~4-yl-thiq7—ethqnsulfonsaure

CyclohexylammoOniumsalz

: ' 277 mg (1 mmol) 3-(2-Chlorethyl)-2-(2-chlorethylamino)-

; o hydroxy-tetrahydro-2H-1,3,2-0xazaphosphorin-2-oxid und

o 240 mg (1 mmol) Cyclohexylammonium-2-percaptoethansulfonat
wvurden in 4 ml VWasser geldst, mit einer Spur Trichlor-
1"essigséure versetzt und 20 Stunden bei 0°C aufbewahrt. Die
"im Vakuum eingeengte Reaktionslésung wurde zweimal in

i 7 Ethanol geldst und wiedex eingeengt., Anschliefend wurde
h. %? . _:.in Ethenol aufgenommen und mit Ether ge¢§llt

- husbeute: 340 mg (68% d.Th.), Fp.. 115 - 120°C (Zers. ),
- Rf-Wert: 0,56. T

SRS

i.}fifﬁ;:i  :.Béispie1'1§

R S - . - - . . .
B D : .

- . g-/3%(2-Chlorethyl)-2-(bis-(2=chlor= - - '~ _ ..~

ethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1, 3, 2~oxazaphosphorin-~

:;:4 yl~th1g/—ethansulfon59ure Cyclohex ]lammon1umsalz

";340 mg (1 mmol) 3~(2~Chlorethy1)~2—(bis~(2—chlorethy1)—
.a.:amino)»4~hydroyy—tetrahydro 2H-1,3, 2-oxazaphosphorin-2-
”=i_ox1d und 240 mg (1 mmol) Cyclohexylemmonium-2-mercapto=
i{l};ethansulfonai in 2 ml Dlmethylformamld vurden mit einer
;;f Spur Trichloressigsédure versetzt und 2 Tage bei ~25°¢C
fii;&ﬁfbcﬁéhrt AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung mit
\";;der 20-fdchen Menge Ether gefdllt. Der Ruc)stand wurde
:'gevauchen und getrocknet. C

g .~i;;j;;fg;4"hnsboute. 400 mg (71% d.Th. ), Fp.. 102 - 107 c (Zers )y
R ;Rf—Wert O 63 SRS

. -_'_’ S

-

et 3 Entsprechend den vorstéhenden Beispielen wurden noch die
gf“,: .‘7, S folgenden Verbindungen hergestellt:
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- Beispiel 31

' Beispiel 52

3—[2—(Bls—(2-chlorcthyl)-am1n0—2~oxo~tetrahydro—2H~1 3, 2—oma‘aphes—
pher1n~h—yl thio]-2-mercapteprepansul fensiure

Cyclohexylaminsalz - *

1,39 g (5 mmol) h4-Hydroxycyclophosphemid und 1,4%% (5 mmol) 2,3

Dimercaptopropansulfonsiure-Cyclohexyleminsalz wurden in 10 ml Eihenol
gelﬁéf; mit TrichloressigsBure angesiuert und 2 Tage bei 0° C stehen-
gelassen. Denach wurde mit Ether gefdllt, nach 20 Stunden dekantiert
und das zuriickbleibende 01 im Hochvakuum getrocknet. Das U1 erstarric.

husbeute: 1,8 £ (77 % 4. Th.), Fp.: ab 70° C (Zers.)

i3
S

. 2~{2-(B15~(2-chlo*euhyl) amlno) 2-0x0- tet*ah;dro—ZP-l 3,2~
oxazaphosphor1n-h~}l~th10]ethan5ulfonsaure cis-Natriumsalz

] 2,8 g (10 mmol) k-Eydroxycyclophosphamid in 10 ml Acton wurder mit

1,3 g (8:mmol) Natrium~2-merceptoethansulfonat in 2 ml VYasser

versetzt und 3 Stunden bel 0° C aufbewahrt. Anschliefend wurde

-_ das Reaktionsgemisch im Vakuum bei 25o C eingecngt, der Rickstand

. C‘*w s

. in trockenem Aceton aufgenommen und in der K#lte mit trockenenm

" Ether bis zur'beginnenden Iriibung versetzt. Beim Einengen der L3-

sung im Vakuum bildete sich ein Niederschlag.

Ausbente: 1, 5 g (44 & d. Th.) des cis~Isomeren, Fp.: 83 - 85 C.
Durch Umkristallisation in Aceton erhielt man ein in Aceton schwer-
18sliches Produkt.
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Beispiel 33
3—[2-(bis—(2-chlorethyl)-amino—2~oxo~tetrahydro~ZH-l,3,2—oxazaphocw
phorin-l-yl-thiol-propansulfonsdure Guanidiniumsalz

14 g (50 mmol) h-Hydroxycyclophosphamid und 11 g (50 mmoi)
3-Nercaptopropansulfonsiure Guanidinsalz wurden in 100 ml Etharol
geldst, mit TrichloressigsZure angeséuert und bei 0° C aufbewahrt.
Hach.ZO Stunden setzte man 50 ml Ether zu. Das Kristallisat wurde

nach weiteren 20 Stunden abgesaugt, gewaschen und getrockaet.

Ausbeute: 18,5 g (78 & d. Th.), Fp.: 128 - 132° C (Zers.)

Beispiel 34

Praparate,-die als Wirkstoff 50 mg bzw. 200 mg Substanz
23 gemdf folgender Ubersicht enthalten:

Substanz Beispiel 23 50 mg ' 200 mg
Mannit 230 mg 380 mg
¥asser f. Injektionszwecke ad 2 ml ad b4 ml

Die Substanz Beispiel 23 und Mannit werden jeweils unter
Begasung mit Stickstoff und Lichtschutz in soviel VWasser
geldst, deR eine L&sung von 2 ml bzw. 4 ml Volumen ent-
steht. Bei der Berstellung und Veiterverarbeitung wird
50 %crfahren, daf die Temperatur der Losung 5° C nicht
iibersteigt. Die LOsungen werden ££ bekannter Weise einer

Sterilfiltration unterzogen, unter aseptischen Bedingun-

. gen in braune 10 ml Injektionsflaschen zu 2 ml bzw. 4 ml

- dosiert, mit Gefriertrocknungsstopfen versehenrn und in

einer Gefriertrocknungsanlage lyophilisiert. AmschliefBend

"wird die Anlage mit trockenem Stickstoff beliiftet und

die Ampullenflaschen in der Anlage verschlossen,

Der Restwassergehalt des Flascheninhalis darf 0,5% nicht

iiberschreiten.

Zur Herstellung der applizierbaren InjektionslOsung wird

" der Inhalt der Flaschen mit 50 ng Wirkstoif in 5 ml, mit

200 mg Wirkstoff in 10 ml VWasser fiir Injektionszwecke auf-
gelost.
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Beispiel 35

Préparite, die als Wirkstoff 50 mg bzw. 200 mg Substanz
33 gemdB folgender Ubersicht enthalten:

Substanz Beispiel 33 50 mg 200 mg
Mannit - 245 mg k30 ng
VWasser f, Injektionszwecke ad 2 ml ad 4 ml

-«

Die Substanz Beispiel 33 und Marnit werden jeweils unter
Begasung mit Stickstoff ungd Lichtschutz in soviel Wasser
geldst, daB eine Ldsung von 2 ml bzw. & ml Volumen ent-

steht. Bei der Herstellung und Weiterverarbeitung wird

50 Verfahren, daB die Temperatur der Losung 5° C nicht

iibersteigt. Die L3sungen werden in bekannter Weise einer
Sterilfiltraticn unterzogen, unter eseptischen Bedingungen
in braune 10 ml Injektionsflaschen zu 2 ml bzw. 4 ml do-

siert, mit Gefriertrocknungsstopfen versehen und in eciner

- Gefriertrocknungsenlage lyophilisiert. AnschlieBend wird

die'Anlége mit trockenem Stickstoff beliftet und die

Ampullenflaschen in der Anlage verschlossen.

Der Restwassergehalt des Flascheninhslts darf 0,5 % nicht

Uberschreiten.

Zur Herstellung der applizierbaren Injektionslésung wirg

- der Inhalt der Flaschen mit o0 mg Wirkstoff in 5 ml, mit

200 mg Wirkstoff in 10 ml Wasser fiir Injektiornszwecke auf-
gelost,



Patentanspriche

1. Oxazaphosphorin-4-thio-alkansulfonsduren und deren

neutrale Salze der allgemeinen Formel I

| s-x-50.91 v°®
| R1 R3 3
AN l I Ry
R2/ Np > ‘ I
v \o-—l/\ 4
| 0 R
5,
i 4 z
worin

R1, R2 und R3, die gleich oder verschieden voneinander
sein kOnnen, Wasserstoff, Methyl, Ethyl, 2-Chlorethvl
oder 2-Methansulfonyloxyethyl darstellen und dabei
mindestens zwei dieser Reste 2-~Chlorethyl und/oder
2-Methansulfonyloxyethyl sind,

R4 Wasserstoff oder Methyl ist,

X ein gerad~ oder verzweigtkettiges C, _-Alkylen ist,

das eine Mercaptogruppe an dem 1-, 2—? g—, 4= oder 5-
stdndigen Kohlenstoffatom der Alkylenkette haben kann,
und

YQ das 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 Rg
bis.R7 gleich oder verschieden sind und Wasserstoff,

C1—Cz—Alkylgruppen oder Oxyethylgruppen bedeuten, oder



worin YQ das Ethylendiammoniumkation H3§-CH2CH2-§H3 oder
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 zwei einbasischen Kationen ist.

Verbindungen gemdf Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daf in Formel I Y@ das Wasserstoffkation, das Guani-
dinium-, Morpholinium~ oder Cyclohexylammoniumkation
oder das Kation, welches sich von einem Amin der
Formel NRSR R, ableitet, worin die Kette R. bis R

gleich odersv;rschieden sind und Wasserstogf, C1—gz—
Alkylgruppen oder Oxyethylgruppen bedeuten, oder worin
Y@ das Ethylendiammoniumkation H3§-CH2CH2-§H3 oder das
Piperazoniumkation ist und z 1 ist, wenn Y@ ein ein-
basisches Kation ist, oder 2 ist, wenn Y® ein zwei-
basisches Kation oder das Kation einer Verbindung mit

zwei einbasischen Kationen ist.

Verbindungen gemd8 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB8 in Formel I Y® ein Kalium- oder Erdalkalikation ist.

Verbindungen gem#d8 Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dag8 in Formel I Yg das Cyclohexylammonium-—
kation ist.

Verbindungen gemd8 Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-

zéichnet, daB in Formel I Y9 das Guanidiniumkation ist.

2-/2-(Bis~(2~chlorethyl) ~amino) -2-oxo~
tetrahydro-2H-1,3,2~-0xazaphosphorin—-4-yl/~thioethan~
sulfonsdure cis-Natriumsalz.

2-/2-(Bis~(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetra-
hydro-2H-1,3,2-0oxazaphosphorin-4-yl/-thioethansulfon-

sdure Ammoniumsalz.



8. 2-/2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-
i i oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-4-yl/-thio-
: « ethansulfonsiure Cyclohexylammoniumsalz.

% - 9. 2-/2-(Bis=-(2~chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetra=~

} hydro-2H-1,3,2-0oxazaphosphorin-4-yl/-thioethansulfon~
sdure Kaliumsalz, '

10. Verfahren zur Herstellung der Oxazaphosphorin-4-thio-
alkansulfonsduren und deren neutrale Salze gemiB einem
oder mehreren der Amspriiche 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, daB man ein 4-Hydroxy- oder 4—C1_4-Alkoxy~

d oxazaphosphorin der allgemeinen Formel IX

i

|

1

¥ R, R, 0=z
N ! 4
: N N
. N H
| Rz/ /P\ 1T
| G 0 Ry
? R
R, 4

worin R1, RZ’ R3 und R4 die gleiche Bedeutung wie in
Formel I haben und Z Wasserstoff oder C1_4-Alkyl ist,

mit einer Verbindung der allgemeinen Formel III

HS-X-50 eY@ Iit

worin X und Ye die gleiche Bedeutung wie in Formel I
haben, umsetzt und, falls Y@ Wasserstoff ist, die
erhaltene Oxazaphosphorin-4-thio-alkansulfonsiure mit

einer der der anderen Bedeutung von Y@ entsprechenden
Base neutralisiert,

71




11. Verfahren zur Herstellung von Oxazaphosphorin-4-thio-

12,

13,

. t .

alkansulfonsduren und deren neutrale Salze gemdB einem
oder mehreren der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekenn-
zeichnet, daB man eine Verbindung der Formel II, worin
R1, R2, 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 umsetzt,
worin f$ sich von einer optisch aktiven Base ableitet,
die nicht der bereits angegebenen Definition von ¥
entspricht und nach der Umsetzung diese andere optisch
aktive Base gegen Wasserstoff oder eine Base gemdB der

bereits angegebenen Definition von Y austauscht,

Verfahren gemd@B Anspruch 10 und/odef 11, dadurch ge-
kennzeichnet, daB man das Kation fg eines Oxazaphos=-
phorin—4-~thio-alkansulfonats an einem Ionenaustauscher

@D

gegen ein anderes Kation Y~ austauscht.

Pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend als Wirk-
stoff eine Verbindung gem&B8 Patentanspriichen 1 bis 9
neben iiblichen physiologisch vertr&dglichen Tréger-
stoffen und/oder Verdiinnungsmitteln.
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