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@ Neue Oxaphosphorin-4-thio-alkansulfonsiuren und
deren neutrale Saize der allgemeinen Formel I
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Verfahren zu ihrer Herstellung und diese enthaltende
pharmazeutische Zubereitung. Die Bedeutung der in
Formel I verwendeten Symbole ist im Patentanspruch 1

definiert.

Die Verbindungen (I) eignen sich insbesondere als
Mittel gegen Krebs und zur Immunosuppression.
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PATENTANSPRUCHE

1. Oxazaphosphorin-4-thio-alkansulfonsduren und deren

neutrale Salze der allgemeinen Formel I
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worin

Ri, Rz und Rs, 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-Methansulfonyl-
oxyethyl sind,

Ra Wasserstoff oder Methyl ist,

X ein gerad- oder verzweigtkettiges Cz-s-Alkylen ist, das eine
Mercaptogruppe an dem 1-, 2-, 3-, 4- oder 5sténdigen Koh-
lenstoffatom der Alkylenkette haben kann, und

Y? das Wasserstoffkation, ein Alkali- oder Erdalkalikation,
das Guanidinium-, Morpholinium- oder Cyclohexylammo-
niumkation oder das Kation, welches sich von einem Amin

der Formel NRsR¢R7 ableitet, worin die Reste Rs bis Rz gleich
oder verschieden sind und Wasserstoff, Ci-Cz-Alkylgruppen
oder Oxyethylgruppen bedeuten, oder worin Y® das Ethylen-

diammoniumkation HiN®~-CHCH: -N®Hj3 oder das Pipera-

zoniumkation 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.

2. Verbindungen gemiss Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass in Formel I Y® ein Kalium- oder Erdalkalika-
tion ist.

3. Verbindungen gemiss Anspruch i, dadurch gekenn-
zeichnet, dass in Formel I Y® das Cyclohexylammoniumka-
tion ist.

4, Verbindungen gemiss Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass in Formel I Y® das Guanidiniumkation ist.

5. 2-[2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-

1,3,2-oxazaphosphorin-4-ylj-thioethansulfonsdure cis-Natri-

umsalz geméss Anspruch 1.
6. 2-[2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-

1,3,2-oxazaphosphorin-4-yl}-thioethansulfonséure Ammoni-

umsalz gemiss Anspruch 1.

7. 2-[2-(Bis-(2-chlorethyl-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-
1,3,2-oxazaphosphorin-4-yl}-thioethansulfonsiure Cyclohe-
xylammoniumsalz geméass Anspruch 1.

8. 2-[2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-
1,3,2-oxazaphosphorin-4-yl}-thioethansulfonsdure Kalium-
salz geméss Anspruch 1. )

9. Verfahren zur Herstellung der Oxazaphosphorin-4-
thio-alkansulfonsduren und deren neutralen Salze der
Formel I gemiss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass

man ein 4-Hydroxy- oder 4-Ci-s-Alkoxyoxazaphosphorin der

aligemeinen Formel II
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worin Ri, R2, R3und Radie gleiche Bedeutung wie in Formel I

I habenund Z Wasserstoff oder Ci4-Alkyl ist, mit einer Ver-

bindung der aligemeinen Formel III

15
HS-X-SO:°Y® 11
worin X und Y# die gleiche Bedeutung wie in Formel I
haben, umsetzt und gegebenenfalls, falls Y® Wasserstoffist,

20 die erhaltene Oxazaphosphorin-4-thio-alkansulfonséure mit
einer der den anderen Bedeutungen von Y® entsprechenden
Base neutralisiert.

10. Verfahren zur Herstellung von Oxazaphosphorin-4-
thio-alkansulfonsiuren und deren neutralen Salzen der

25 Formel I gemiss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
man eine Verbindung der Formel I1, definiert im Anspruch 9,
worin R1, Rz, Rsund R4 die gleiche Bedeutung wie in Formel I
haben und Z Wasserstoff oder Cis-Alkyl ist, mit einer Ver-
bindung der allgemeinen Formel III, definiert im Anspruch

30 9, umsetzt, worin Y® sich von einer optisch aktiven Base
ableitet, die nicht der im Anspruch 1 angegebenen Definition
von Y entspricht, und nach der Umsetzung diese andere
optische aktive Base gegen Wasserstoff oder eine Base
gemiss der im Anspruch 1 angegebenen Definition von Y

35 austauscht.

11. Verfahren gemiss Anspruch 9 oder 10, dadurch
gekennzeichnet, dass man das Kation Y? eines Oxazaphos-
phorin-4-thio-alkansulfonats an einem Ionenaustauscher
gegen ein anderes Kation Y® austauscht.

4 12. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend als Wirk-
stoff eine Verbindung gemiss Anspruch 1 neben physiolo-
gisch vertriglichen Tragerstoffen und/oder Verdiinnungs-
mitteln.

45
Die vorliegende Erfindung betrifft die neuen Oxazapho-

sphorin-4-thio-alkansulfonsiuren und deren neutrale Salze
der allgemeinen Formel I
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worin

Ry, R2und Rs, die gleich oder verschieden voneinander sein
65 konnen, Wasserstoff, Methyl, Ethyl, 2-Chlorethyl oder

2-Methansulfonyloxyethyl darstellen und dabei mindestens

zwei dieser Reste 2-Chlorethyl und/oder 2-Methansulfonyl-

oxyethyl sind,
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R4 Wasserstoff oder Methyl ist, worin Ri, R2 Rs und R4 die gleiche Bedeutung wie in Formel I
X ein gerad- oder verzweigtkettiges C2-c-Alkylen ist, daseine  haben und Z Wasserstoff oder Cis-Alkyl ist, mit einer Ver-
Mercaptogruppe an dem 1-, 2-, 3-, 4- oder 5stindigen Koh- bindung der allgemeinen Formel I11

lenstoffatom der Alkylkette haben kann, und

Y® das Wasserstoffkation, ein Alkali- oder Erdalkalikation, 5 HS-X-SOs °Y® 11
das Guanidinium-, Morpholinium- oder Cyclohexylammo-
niumkation oder das Kation, welches sich von einem Amin worin X und Y® die gleiche Bedeutung wie in Formel I

der Formel NRsReR7 ableitet, worin die Reste Rsbis R7gleich  haben, umsetzt und, falls Y® Wasserstoff ist, die erhaltene
oder verschieden sind und Wasserstoff, C1-Cz-Alkylgruppen ~ Oxazaphosphorin-4-thio-alkansulfonsiure gegebenenfalls
oder Oxyethylgruppen bedeuten, oder worin Y® das Ethylen- 10 mit einer der der anderen Bedeutung von Y® entsprechenden
diammoniumkation HsN®-CH:CH: -N®H; oder das Pipera- ~ Base neutralisiert.

zoniumkation ist und z 1 ist, wenn Y® ein einbasisches Kation Als geeignete Losungsmittel kommen Wasser, Alkohole,

ist, oder 2 ist, wenn Y# ein zweibasisches Kation oder das insbesondere Alkanole mit 1-6 C-Atomen wie Methanol,

Kation einer Verbindung mit zwei einbasischen Kationenist. ~ Ethanol, Propanol oder Isobutanol, Alkylketone mit jeweils
Aufgrund ihrer guten Zugénglichkeit und guten Eigen- 15 1-4 C-Atomen wie insbesondere Aceton, Methylethylketon,

schaften sind dabei diejenigen Verbindungen der Formel I Dimethylformamid (DMF), Hexamethylphosphorsiure-
bevorzugt, in der Y* das Guanidinium-, Morpholinium- oder  triamid, halogenierte Kohlenwasserstoffe mit 1-3 C-Atomen
Cyclohexylammoniumkation oder das Kation, welches sich wie Chloroform, Ethylendichlorid, Tetrahydrofuran, Diethyl-
von einem Amin der Formel NRsReR7 ableitet, worin die ether oder dhnliche Losungsmittel bzw. Gemische aus meh-
Reste Rsbis R gleich oder verschieden sind und Wasserstoff, 20 reren solcher Losungsmittel in Betracht. Die Reaktion wird
C1-Cz-Alkylgruppen oder Oxyethylgruppen bedeuten, oder bei Temperaturen im Bereich von —60°C und +80°C, vor-
worin Y* das Ethylendiammoniumkation HiN®~CH2CH2 zugsweise —30°C bis +60°C, insbesondere bei —30°C bis
-N#H;s oder das Piperazoniumkation istund z 1 ist, wenn Y2  +40°C durchgefiihrt, d.h. gegebenenfalls unter Kiihlen, bei

ein einbasisches Kation ist, oder 2 ist, wenn Y¥ ¢in zweibasi- ~ Raumtemperatur oder unter Erwdrmen. Die Umsetzung
sches Kation oder das Kation einer Verbindung mit zwei ein- 25 kann in Anwesenheit eines sauren Katalysators wie einer
basischen Kationen ist. anorganischen oder organischen Saure, wie insbesondere
Andere giinstige Eigenschaften haben auch die Kalium- Trichloressigsdure oder einer Lewissdure wie AICls, ZnCl
und Erdalkalisalze der Sduren der Formel I und sind daher oder TiCls durchgefiihrt werden.
bevorzugt. Das Kation Y® eines Sulfonats gemidss Formel I kann
Unter den mit Stickstoffbasen neutralisierten Siuren der 30 gegen ein anderes Kation ausgetauscht werden, z.B. an einem
Formel I sind ganz besonders bevorzugt die Ammonium- entsprechend beladenen Ionenaustauscher. Dieser Austausch
salze, in denen Y* das NH+%-Kation ist, die Cyclohexylam- empfiehlt sich in solchen Fillen, wo ein Salz mit einem
moniumsalze, in denen Y# das CoHi1NH3®-Kation ist, bzw. bestimmten Kation Y®sich schlecht nach dem erfindungsge-
die Guanidiniumsalze, in denen Y# das N*H:=C(NH:)2- miéssen Verfahren herstellen ldsst. Das gewiinschte Salz kann
Kation ist. 35 so aus einem anderen gut herstellbaren Salz mit hoher Aus-
Unter den erfindungsgemaéssen Salzen ist besonders leicht  beute gewonnen werden.
zugénglich und daher bevorzugt das cis-Natrium-2-2- Die neuen Verbindungen der Formel I kénnen durch

(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-0xaza-  {ibliche Aufarbeitungsverfahren fiir derartige Produkte, ins-
phosphorin-4-yl]-thioethansulfonat und das entsprechende besondere durch Kristallisation, Fillung oder chromatogra-
Ammonium-, Cyclohexylammonium- und Kaliumsalz. 40 phische Reinigung wie insbesondere an Sephadex isoliert
Zihlung der Stellung der Mercaptogruppe in der Alkylen-  werden. Die Struktursicherung erfolgt z.B. durch Schmelz-
gruppe X beginnt mit dem die Sulfonsduregruppe tragenden punkt, Diinnschichtchromatographie, Elementaranalyse

C-Atom. oder IR- und NMR-Spektralanalyse.

Von besonderer Bedeutung sind diejenigen Verbindungen Die im erfindungsgemissen Verfahren als Ausgangsmate-
der Formel I, in denen Ri und R: die 2-Chlorethylgruppe, Rs 45 rial verwendeten Verbindungen sind bekannt, konnen kri-
und R: Wasserstoff darstellen, X die Ethylengruppe und stallin oder als Rohprodukt eingesetzt werden und lassen sich

. . ’ wie folgt in bekannter Weise synthetisieren:
dabeiz = 1und Y* = NH+, N*H; —@ 4-Hydroxy-oxazaphosphorine werden durch Reduktion

] der 4-Hydroperoxy-Derivate erhalten (z.B. A. Takamizawa
oder N*H2=C(NH:)2 oder X = (CHz)3,z= 1,und dabei Y = s u.a., J. Amer. Chem. SO. 95, 589 (1973) und DE-

N*Ha=C(NH2):ist. 0S 2317 178). 4-Alkoxy-oxazaphosphorin bilden sich unter
Die erfindungsgeméssen Oxazaphosphorin-4-thio-alkan- saurer Katalyse aus den Hydroxyderivaten in dem entspre-
sulfonsduren und deren neutrale Salze der allgemeinen chenden Alkohol. Die Thiole werden durch die Umsetzung
Formel! I werden erfindungsgemiss dadurch erhalten, dass des entsprechenden Natriumbromalkansulfonats mit Thio-
man ein 4-Hydroxy- oder 4-Ci-4-Alkoxy-oxazaphosphorin 55 harnstoff zum Thiuroniumsalz und dessen Spaltung mit
der allgemeinen Formel I1 Ammoniak und Uberfithrung in das gewiinschte Salz des
Mercaptoalkansulfonats gewonnen.
0-7 Falls Y® ein Alkalikation ist, handelt es sich insbesondere
R R um das Natrium- oder Kaliumsalz; falls Y® ein Erdalkalika-
1 \ | 3 R 60 tion ist, handelt es sich insbesondere um das neutrale Kal-
N N 4 zium- oder Magnesiumsalz; falls Y® ein Cyclohexylammoni-
% N H II  umkation ist, handelt es sich um das folgende Kation:
R P
2 CsHiNH;9;
0 / \ o) R4 65
R falls Y® das Kation
R 4

4 , RsReR7N®
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ist, leitet sich dieses insbesondere von folgenden Aminen ab:  setzt werden. In diesem Fall ist anschliessend diese optisch

Methylamin, Ethylamin, Dimethylamin, Diethylamin, Tri- aktive Base in {iblicher Weise gegen Wasserstoff oder eine
methylamin, Triethylamin, Methylethylamin, Dimethylethyl- ~ andere Base Y entsprechend der bereits angegebenen Defini-
amin, Diethylmethylamin, 2-Hydroxy-ethylamin, Bis-(2- tion von Y auszutauschen.

hydroxy-ethyl)-amin, Tris-(2-hydroxy-ethyl)-amin, Ein weiteres Verfahren zur Herstellung von Oxazaphos-
(2-Hydroxy-ethyl)-methylamin, (2-Hydroxy-ethyl)-dimethyl-  phorin-4-thio-alkansulfonséuren und deren neutrale Salze ist
amin, Bis-(2-hydroxy-ethyl)-methylamin, (2-Hydroxy-ethyl)-  dadurch gekennzeichnet, dass man eine Verbindung der
ethylamin, (2-Hydroxy-ethyl)-diethylamin, Bis-(2-hydroxy- Formel II, worin Ri, R2, R3 und R4 die gleiche Bedeutung wie
ethyl)-ethylamin, (2-Hydroxy-ethyl)-methyl-ethylamin. in Formel I haben und Z Wasserstoff oder Ci-Alkyl ist, mit
Unter den erfindungsgemissen Oxazaphosphorin-Deri- 10 einer Verbindung der Formel IIT umsetzt, worin Y® sich von
vaten der Formel I werden alle vier mdglichen Stereoisomere  einer optisch aktiven Base ableitet, die nicht der bereits ange-
d.h. die beiden racemischen cis-Isomere (2rs, 4rs) und die gebenen Definition von Y entspricht und nach der Umset-
beiden racemischen trans-Isomere (2rs, 4rs), und die vier zung diese andere optisch aktive Base gegen Wasserstoff oder
getrennten optisch aktiven cis-Isomere (2r, 4sund 25, 4r)und  eine Base gemiss der bereits angegebenen Definition von Y

W

die trans-Isomere (2r, 4r und 2s, 4s) und Mischungen davon 15 austauscht.
verstanden. Die cis/trans-Gemische kdnnen in bekannter Die erfindungsgemissen Verbindungen konnen bei der
Weise vorzugsweise durch fraktionierte Kristallisation Bekidmpfung von Krebs und zur Inmunsuppression ver-

getrennt werden. Optisch aktive Verbindungen konnennach ~ wendet werden. Sie besitzen eine starke Antitumor-Wirksam-
den iiblichen Methoden der Racematspaltung beispielsweise  keit. Sie zeichnen sich durch eine hohe Aktivitit bei parente-
durch fraktionierte Kristallisation der diastereomeren Salze 2o raler und bei oraler Applikation sowie durch geringe allge-

der racemischen Sulfonsdure der Formel I mit optisch mein toxische Erscheinungen aus. Sie besitzen in vivo eine

aktiven Basen oder gegebenenfalls durch Verwendung hohe karzinotoxische Selektivitit und in vitro eine hohe zyto-

optisch aktiver Ausgangsprodukte nach Formel II bei der toxische Spezifitét.

Synthese erhalten werden. Zur Feststellung der karzinotoxischen Wirkung wurden
Im allgemeinen entstehen bei der Synthese cis/trans- 25 die Substanzen tierexperimentell an einer Reihe von

Gemische. Daraus erhilt man bei gut kristallisierenden Ver- Tumoren unterschiedlicher Chemoresistenz gepriift. Zur

bindungen die cis- bzw. die trans-Form, insbesondere die cis-  Auswertung wurden mit Hilfe der Probit-Analyse aus der
Form, kristallisiert. Fiihrt man jedoch die Umsetzung in was-  Beziehung zwischen den Logarithmen der Dosen und den

serfreien Losungsmitteln oder in Losungsmitteln mit Hiufigkeiten geheilter und iiberlebender Versuchtstiere die
geringem Wasseranteil durch, erhélt man ausschliesslich oder 39 mittleren kurativ wirksamen Dosen [DL 50 (mg/kg)]

ganz iiberwiegend eine einzige Form, insbesondere die cis- bestimmt. Als Vergleichssubstanz, welche den erfindungsge-
Form. So kann man die reine cis-Form einer nicht oder miéssen Produkten in der chemischen Konstitution nahesteht,
schlecht kristallisierenden Verbindung nach Formel I bei- diente die handelsiibliche Verbindung Cyclophosphamid.
spielsweise herstellen, indem eine acetonische Losung der Im Falle der Ilymphatischen Leukamie L5222 der Ratte

Verbindung nach Formel II zu einer wéssrigen Losung der 35 (Stamm: BD IX) lag diese mittlere kurative Dosis - bei
Verbindung nach Formel I1I bei Temperaturen zwischen —30  einmaliger intravendser Applikation am 5. Tag nach Inoku-

und +20°C gegeben wird und nach beendeter Umsetzung lation der Leukémie - fiir die erfindungsgeméssen Produkte
mehrmals umgefallt wird. ebenso wie fiir Cyclophosphamid bei 1,5 mg/kg.

Die Ausgangsverbindungen nach Formel II kénnen als Beim chemosensitiven Yoshida-Aszites-Karzinosarkom
racemische cis- und trans-Isomere (Darstellung siche oben) 40 (Linie AH 13) der Ratte (Stamm: Sprague-Dawley) lag diese
als optisch aktive cis- und trans-Form und als Mischungen DC 50 fiir die erfindungsgemassen Produkte ebenso wie fiir
davon eingesetzt werden. Optisch aktive Verbindungen nach  die Vergleichssubstanz Cyclophosphamid bei | mg/kg.
Formel II erhilt man beispielsweise aus den Salzen der In analoger Weise wurde die toxische Wirkung gepriift,
optisch aktiven Sulfonsduren (Darstellung siehe oben), wobei aus der Beziehung der Logarithmen der Dosen und der

indem sie zu den entsprechenden optisch aktiven 4-Hydro- 45 Todeshéufigkeit die mittlere letale Dosis [DL 50 (mg/kg)]
xyoxazaphosphorinen der Formel II hydrolysiert (in Wasser ~ bestimmt wurde.

beispielsweise zwischen 0 und 50°C, insbesondere 5 bis 30°C) Fiir die erfindungsgeméissen Produkte liegt diese DL 50 bei
und das frei werdende Thiol der Formel III zu Disulfiden einmaliger intravendser Applikation um 300 mg/kg. Die ver-
oxidiert (beispielsweise mittels Jod oder Wasserstoffperoxid gleichend bestimmte mittlere letale Dosis von Cyclophos-

in Wasser) werden. Ein weiteres Verfahren geht beispiels- s0 phamid bei einmaliger intravendser Gabe liegt bei

weise von einem getrennten optisch aktiven Cyclopho- 244 mg/kg. Die erfindungsgemissen Produkte besitzen dem-
sphamid-Derivat nach Beispiel Nr. 16 bzw. 33 der GB- gemdss eine um rund 20% geringere akute Toxizitdt bzw. bei
OS 8 029 222 aus und hydrolisiert diese Verbindung zu gleicher kurativer Wirksamkeit eine entsprechend héhere the-

optisch aktivem 4-Hydroxy-cyclophosphamid. In einem wei-  rapeutische Breite.

teren Verfahren wird beispielsweise optisch aktives Cyclo-  ss  Fiir die Untersuchung der zytotoxischen Spezifitéit in vitro
phosphamid (DE-OS 2 944 106) in einem beschriebenen Ver-  wurden jeweils ca. 3+ 107 steril gewonnene Zellen des chemo-
fahren [Peter et al., Cancer Treatment Reports 60, 429 (1976)]  resistenten Yoshida-Aszites-Karzinosarkoms (Linie AH13,

zu optisch aktivem 4-Hydroxycyclophosphamid umgesetzt. Stamm ASTA) mit steigenden Konzentrationen der erfin-
Zur Racematspaltung kommen beispielsweise als optisch dungsgemissen Produkte fiir zwei Stunden bei 37°C inku-
aktive Basen zum Beispiel 1-Phenylethylamin, Brucin, 6 biert und nach mehrmaligem Auswaschen in die Bauchhdhle
Chinidin, Strychin und Cinchonin sowie weitere Basen und unbehandelter Wirtstiere implantiert. Aus der Beziehung zwi-
Methoden in Frage, die in «Optical Resolution Procedures schen den Logarithmen der Konzentrationen und den Héu-
for Chemicals Compounds», Vol. 2, Paul Newman, 1981, figkeiten sich entwickelnder Tumore wurden mit Hilfe der

Vorlage Optical Resolution Information Center in Riverdale,  Probit-Analyse die mittleren zytotoxischen Dosen [CE50
USA, beschrieben sind. Diese optisch aktiven Basen kénnen 65 (ug/ml)] bestimmt. Unter diesen Versuchsbedingungen liegt
auch bei der Synthese gemiss der Umsetzung einer Verbin- die CE50 der erfindungsgeméssen Produkte zwischen 3 und
dung der Formel II mit einer Verbindung der Formel I11 5 pg/ml.

anstelle der bereits angegebenen Bedeutungen von Y einge- Da Cyclophosphamid als zun4chst inaktive Transport-
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form-Verbindung keine zytotoxische Aktivitit aufweist, lidon, Sorbitanfettsdureester wie Sorbitantrioleat, Lecithin,
wurde in diesen Untersuchungen als Vergleichssubstanz der Acacia, Tragacanth, polyoxyithyliertes Sorbitanmonooleat,
aktive Primér-Metabolit 4-Hydroxy-Cyclophosphamid ein- polyoxydthylierte Fette, polyoxyithylierte Oleotriglyceride,
gesetzt, der im Kdrper durch enzymatische Aktivierung, vor-  linolisierte Oleotriglyceride, Polyithylenoxyd-Kondensa-
wiegend in der Leber, gebildet wird. Fiir diese Vergleichssub- 5 tionsprodukte von Fettalkoholen, Alkylphenolen oder Fett-
stanz liegt die mittlere zytotoxische Konzentration gleichfalls  sduren oder auch 1-Methyl-3-(2-hydroxyithyl)-imidazo-

bei 5 pg/ml. lidon-(2). Polyoxyéthyliert bedeutet hierbei, dass die betref-
Die erfindungsgemissen Verbindungen sind zur Herstel- fenden Stoffe Polyoxyithylenketten enthalten, deren

lung pharmazeutischer Zusammensetzungen und Zuberei- Polymerisationsgrad im allgemeinen zwischen 2 bis 40 und

tungen geeignet. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen 10 insbesondere zwischen 10 bis 20 liegt.

beziehungsweise Arzneimittel enthalten als Wirkstoff einen Solche polyoxyéthylierten Stoffe kdnnen beispielsweise

oder mehrere der erfindungsgemaéssen Verbindungen, gege- durch Umsetzung von hydroxylgruppenhaltigen Verbin-

benenfalls in Mischung mit anderen pharmakologisch bezie-  dungen (beispielsweise Mono- oder Diglyceride oder unge-

hungsweise pharmazeutisch wirksamen Stoffen. Die Herstel-  siittigte Verbindungen wie zum Beispiel solchen die Olsdure-

lung der Arzneimittel erfolgt in bekannter Weise, wobei die 15 reste enthalten) mit Athylenoxyd erhalten werden (zum Bei-
bekannten und iiblichen pharmazeutischen Hilfsstoffe sowie  spiel 40 Mol Athylenoxyd pro Mol Glycerid).

sonstige libliche Trager- und Verdiinnungsmittel verwendet Beispiele fiir Oleotriglyceride sind Olivendl, Erdnussél,
werden kénnen. Rhizinusél, Sesamél, Baumwollsaatdl, Maisél (siehe auch
Als derartige Tréger- und Hilfsstoffe kommen zum Bei- Dr. H. P. Fiedler «Lexikon der Hilfsstoffe fiir Pharmazie,
spiel solche Stoffe in Frage, die in folgenden Literaturstellen 20 Kosmetik und angrenzende Gebiete» 1971, Seite 191 bis 195).
als Hilfsstoffe fiir Pharmazie, Kosmetik und angrenzende Dariiberhinaus ist der Zusatz von Konservierungsmitteln,
Gebiete empfohlen beziehungsweise angegeben sind: Ull- Stabilisatoren, Puffersubstanzen, zum Beispiel Calciumhy-
manns Encyklopddie der technischen Chemie, Band 4 (1953),  drogenphosphat, kolloidales Aluminiumhydroxyd,
Seite 1 bis 39; Journal of Pharmaceutical Sciences, Band 52 Geschmackskorrigentien, Antioxydantien und Komplexbild-

(1963), Seite 918 u.ff., H. v. Czetsch-Lindenwald, Hilfsstoffe 25 nern (zum Beispiel Athylendiaminotetraessigséiure) und der-
fir Pharmazie und angrenzende Gebiete; pharm. Ind., Heft2,  gleichen moglich. Gegebenenfalls ist zur Stabilisierung des
1961, Seite 72 u.ff.; Dr. H. P. Fiedler, Lexikon der Hilfsstoffe ~ Wirkstoffmolekiils mit physiologisch vertrdglichen Sduren

fiir Pharmazie, Kosmetik und angrenzende Gebiete oder Puffern auf einen pH-Bereich von ca. 3 bis 7 einzu-
Cantor KG. Aulendorf in Wiirttemberg 1971. stellen. Im allgemeinen wird ein moglichst neutraler bis
Beispiele hierfiir sind Gelatine, natiirliche Zucker wie 30 schwach saurer (bis pH 5) pH-Wert bevorzugt.
Rohrzucker oder Milchzucker, Lecithin, Pektin, Stirke (zum Als Antioxydantien kommen beispielsweise Natriummeta-
Beispiel Maisstirke), Alginsédure, Tylose, Talkum, Lycopo- bisulfit, Ascorbinsdure, Gallussdure, Gallussiurealkylester,
dium, Kieselsdure (zum Beispiel kolloidale), Cellulose, Cel- Butylhydroxyanisol, Nordihydroguajaretsiure, Tocopherole
lulosederivate (zum Beispiel Celluloseither, bei denen die sowie Tocopherole + Synergisten (Stoffe die Schwermetalle
Cellulose-Hydroxygruppen teilweise mit niederen gesttigten 3s durch Komplexbildung binden, beispielsweise Lecithin,
aliphatischen Alkoholen und/oder niederen gesittigten ali- Ascorbinséure, Phosphorsiure) zur Anwendung. Der Zusatz
phatischen Oxyalkoholen verithert sind, zum Beispiel der Synergisten steigert die antioxygene Wirkung der Toco-
Methyloxypropylcellulose), Stearate, Magnesium- und Cal-  pherole erheblich.
ciumsalze von Fettsduren mit 12 bis 22 C-Atomen, insbeson- Als Konservierungsmittel kommen beispielsweise Sorbin-
dere der gesittigten (zum Beispiel Stearate), Emulgatoren, 40 sdure, p-Hydroxybenzoesiureester (zum Beispiel Niederal-
Ole und Fette, insbesondere pflanzliche (zum Beispiel Erd- kylester), Benzoesdure, Natriumbenzoat, Trichlorisobutyl-
nussdl, Rhizinusél, Olivendl, Sesamél, Baumwollsaatél, alkohol, Phenol, Kresol, Benzethoniumchlorid und Forma-
Maisol, Weizenkeimél, Sonnenblumensamendl, Kabeljau- linderivate in Betracht.
Leberdl, Mono-, Di- und Triglyceride von gesttigten Fett- Die pharmazeutische und galenische Handhabung der
sduren Ci2H2:0: bis C1sH36O2 und deren Gemische), pharma- s erfindungsgemissen Verbindungen erfolgt nach den iiblichen
zeutisch vertragliche ein- oder mehrwertige Alkohole und Standardmethoden. Beispielsweise werden Wirkstoff(e) und
Polyglykole wie Polyithylenglykole sowie Derivate hiervon,  Hilfs- beziehungsweise Trégerstoffe durch Riihren oder
Ester von aliphatischen geséttigten oder ungesittigten Fett- Homogenisieren (zum Beispiel mittels iiblicher Mischgerite)

séuren (2 bis 22 C-Atome, insbesondere 10 bis 18 C-Atome) gut vermischt, wobei im allgemeinen bei Temperaturen zwi-
mit einwertigen aliphatischen Alkoholen (1 bis 20 C-Atome) so schen 20 und 80°C, vorzugsweise 20 bis 50°C, insbesondere

oder mehrwertigen Alkoholen wie Glykolen, Glycerin, Di- bei Raumtemperatur gearbeitet wird. Im iibrigen wird auf das
dthylenglykol, Pentaerythrit, Sorbit, Mannit und so weiter, folgende Standardwerk verwiesen: Sucker, Fuchs, Speiser,
die gegebenenfalls auch verdthert sein konnen, Benzylben- Pharmazeutische Technologie, Thieme-Verlag Stuttgart,
zoat, Dioxolane, Glyzerinformale, Tetrahydrofurfurylal- 1978.
kohol, Polyglycolédther mit Ci-Ciz-Alkoholen, Dimethylacet- 55 Die Applikation der Wirkstoffe beziehungsweise der Arz-
amid, Lactamide, Lactate, Athylcarbonate, Silicone (insbe- neimittel kann auf die Haut oder Schleimhaut oder in das
sondere mittelviskose Dimethylpolysiloxane) Magnesium- Kdrperinnere erfolgen, beispielsweise oral, enteral, pul-
carbonat und dhnliche. monal, rectal, nasal, vaginal, lingual, intravends, intraarte-
Zur Herstellung von Losungen kommen beispielsweise riell, intrakardial, intramuskuldr, intraperitoneal, intracutan,
Wasser oder physiologisch vertrégliche organische Losungs- 60 subcutan, intrapleural, intrathekal, intracavitir.
mittel in Frage, wie zum Beispiel Athanol, 1,2-Propylen- Insbesondere ist auch der Zusatz anderer Arzneimittel-

glykol, Polyglykole und deren Derivate, Dimethylsulfoxyd, wirkstoffe, vor allem von Uroprotektoren wie das Natrium-
Fettalkohole, Triglyceride, Partialester des Glycerins, Paraf-  salzder 2-Mercaptoethansulfonséure oder das Dinatriumsalz

fine und dhnliche. des entsprechenden Disulfids der Formel HO3S-CH2CH:
Bei der Herstellung der Zubereitungen kénnen bekannte s SSCH2CH2-SOsH, aber auch anderer systemisch oder

und iibliche Losungsvermittler, bezichungsweise Emulga- regional detoxifizierender Wirkstoffe méglich beziehungs-

toren, verwendet werden. Als Lésungsvermittler und Emul- weise giinstig.

gatoren kommen beispielsweise in Frage: Polyvinylpyrro- Die erfindungsgeméssen Verbindungen zeigen bei intrave-



648 852 6

néser, intraperitonealer oder oraler Applikation bei verschie-  (Hrsg). Verhandlungen der Deutschen Krebsgesellschaft

denen Experimentaltumoren der Ratte und der Maus eine Band 1, pp. 15-42, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1978].
gute zytostatische und kurative Wirksamkeit. Diese curative und zytostatische Wirkung ist mit der Wir-
Beispiele fiir derartige Indikationen sind: kung der bekannten Arzneimittel Cyclophosphamid
s (Endoxan®) und Ifosfamid (Holoxan®) vergleichbar. Die nie-
Leukimien, Lymphogranulomatose, Lymphosarkom, drigste, bereits curativ oder zytostatisch wirksame Dosis in

Retikulosarkom, Plasmozytom, M. Waldenstrém; Tumoren  den oben angegebenen Tierversuchen ist beispielsweise
mit ausgestreutem Wachstum, besonders Ovarial-, Mamma-,

Bronchialkarzinom, Neuroblastom, Hodentumore, Nieren- 0,01 mg/kg oral

karzinome, Pankreaskarzinome, Seminom, Ewing-Sarkom; 10 0,01 mg/kg intraperitoneal

Postoperative Zusatzbehandlung, besonders bei chemosen- 0,01 mg/kg intravends

siblen Tumoren, die vermutlich die lokalen Grenzen bereits

iiberschritten und trotz radikaler Operation eine schlechte Als allgemeiner Dosisbereich fiir die curative und zytosta-

Prognose haben. tische Wirkung (Tierversuche wie oben) kommt beispiels-
Weiterhin kommen die erfindungsgeméssen Verbin- 15 weise in Frage:

dungen im Gegensatz zu den bekannten Mitteln «Cyclo-
phosphamid» und «Ifosfamid» insbesondere auch fiir fol- 0,01-100 mg/kg oral, insbesondere 0,1-10,0 mg/kg
gende Anwendungen in Frage: 0,01-100 mg/kg intraperitoneal, insbesondere
0,1-10,0 mg/kg
1) fiir eine regionale Perfusion, in die Extremititenund 20 0,01-100 mg/kg intravends, insbesondere 0,1-10,0 mg/kg
die grossen Korperhdhlen,

2) fiir eine in vitro-Behandlung des Knochenmarks bei der Indikationen fiir die die erfindungsgeméssen Verbin-
extracorporalen Behandlung des Knochenmarks von Leu- dungen in Betracht kommen koénnen: Maligne Erkrankungen
kdmie-Patienten; : von Mensch und Tieren.

3) fiir pritherapeutische Sensibilitétstestungen von 35 Die pharmazeutischen Zubereitungen enthalten im allge-
Tumoren in vitro. meinen zwischen 1 mg bis 1 g vorzugsweise 10 bis 300 mg der

erfindungsgemissen aktiven Komponente(n).

Beispielsweise werden die erfindungsgemassen Verbin- Die Verabreichung kann beispielsweise in Form von

dungen an der Ratte 5 Tage nach intraperitonealer Implanta-  Tabletten, Kapseln, Pillen, Dragees, Zipfchen, Salben,
tion von 105 Zellen der Leukimie L5222 mit verschiedenen 30 Gelees, Cremes oder in fliissiger Form erfolgen. Als fliissige
Dosen intravends, intraperitoneal oder oral appliziert und in Anwendungsformen kommen zum Beispiel in Frage:

Abhingigkeit von der Dosis eine kurative Wirkung erzielt. Olige oder alkoholische beziehungsweise wissrige Losungen
Als Heilung wird das Rezidiv- und Metastasen-freie Uber- sowie Suspensionen und Emulsionen.
leben der tumortragenden Tiere nach 90 Tagen definiert. Aus Bevorzugte Anwendungsformen sind Tabletten, die zwi-

der mit den verschiedenen Dosen erhaltenen Haufigkeit von 35 schen 10 und 200 mg, oder Losungen, die zwischen 0,1 bis 5%
Heilungen wird mittels Probitanalyse nach R. Fisher als mitt-  an aktiver Substanz enthalten.
lere kurative Dosis (DC50) diejenige Dosis berechnet, mit der Die Einzeldosis der erfindungsgemaissen aktiven Kompo-
50% der tumortragenden Tiere geheilt werden konnen. nenten kann beispielsweise liegen

Beispielsweise werden die erfindungsgemassen Verbin-
dungen auch einen Tag nach intraperitonealer Implantation 4 a) beioralen Arzneiformen zwischen 1-100 mg/kg
von 106 Zellen des Yoshida-Ascites-Sarkoms AH13 mit ver- vorzugsweise 10-60 mg/kg

schiedenen Dosen intravends, intraperitoneal oder oral ver- b) bei parenteralen Arzneiformen (zum Beispiel intra-
abfolgt und in Abhéngigkeit von der Dosis eine kurative Wir- vends, intramuskuldr) zwischen 1-100 mg/kg
kung erzielt. vorzugsweise 10-60 mg/kg
Auch hier wird die kurative Wirkung als Rezidiv- und &5 c) bei Arzneiformen zur rektalen oder vaginalen Applika-
Metastasen-freies Uberleben der tumortragenden Tiere iiber ~ tion zwischen 1-100 mg/kg
90 Tage definiert. vorzugsweise 10-60 mg/kg
In entsprechender Weise wird mittels Probitanalyse nach d) bei Arzneiformen zur lokalen Applikation auf die Haut
R. Fisher als mittlere kurative Dosis (DC50) diejenige Dosis und Schieimhiute (zum Beispiel in Form von Losungen,
berechnet, bei der 50% der tumortragenden Tiere geheilt 50 Lotionen, Emulsionen, Salben usw.) zwischen 1-100 mg/kg
werden konnen. vorzugsweise 10-60 mg/kg
Weiterhin werden beispielsweise die erfindungsgeméssen
Verbindungen einmalig oder mehrmalig (4%) an aufeinan- - (Die Dosen sind jeweils bezogen auf die freie Base) -
derfolgenden Tagen nach intraperitonealer Implantation von
10 Zellen der Mauseleukiimie L1210 mit verschiedenen ss  Beispiclsweise kdnnen 1-3mal téglich 1 bis 10 Tabletten
Dosen intravends, intraperitoneal oder oral verabfolgt und mit einem Gehalt von 10 bis 300 mg wirksamer Substanz oder
eine zytostatische Wirkung erzielt. zum Beispiel bei intravendser Injektion 1 bis 2mal tiglich
Die zytostatische Wirksamkeit ist als Verlingerung der eine oder mehrere Ampullen von 1 bis 10 ml Inhalt mit 10 bis
medianen Uberlebenszeit der Tumortiere zu erfassen und 250 mg Substanz empfohlen werden. Bei oraler Verabrei-
wird als dosisabhingige prozentuale Verlingerung der Uber- 60 chung ist die minimale tigliche Dosis beispielsweise 200; die
lebenszeit gegeniiber einer unbehandelten Kontrollgruppe maximale tégliche Dosis bei oraler Verabreichung soll nicht
ausgedriickt. iiber 5000 liegen. Auch eine Dauer-Infusion entsprechender
Die mittlere kurative Dosis liegt bei den Rattentumoren Dosen iiber 12 und mehr Stunden kann in Einzelféllen emp-
unabhingig von der Darreichungsform im Bereich von 0,1 fohlen werden.
bis 10 mg/kg. Mit den gleichen Dosen lésst sich eine Verldn- 6 Fiir die Behandlung von Hunden und Katzen liegt die
gerung der medianen Uberlebenszeit von 100% bei der Miu-  orale Einzeldosis im allgemeinen zwischen ungeféhr 10 und
seleukimie L1210 erzielen [siehe N. Block: Pharmakolo- 60 mg/kg Korpergewicht; die parenterale Dosis ungeféhr

gische Grundlagen der Krebs-Chemotherapie In: A.Georgii  zwischen 10 und 60 mg/kg Kdrpergewicht.



Fiir die Behandlung von Pferden und Vieh liegt die orale
Einzeldosis im allgemeinen zwischen ungefihr 10 und
60 mg/kg; die parenterale Einzeldosis ungefihr zwischen 10
und 60 mg/kg Kdrpergewicht.
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Beispiel 4
2-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-
oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonséure Natriumsalz
2,5 g (5 mmol) Cyclohexylammonium-2-[2-Bis-(2-chlor-

Die auf dieser Seite und den vorangegangenen Seiten ange- 5 ethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-

gebenen Dosierungen beziehen sich auch auf die Verwen-
dung der erfindungsgemaéssen Verbindungen zur Immun-
suppression.

Die akute Toxizitét der erfindungsgeméssen 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 Applikation zwi-
schen 100 und 1000 mg/kg beziehungsweise oberhalb

1000 mg/kg.

Die Arzneimittel konnen in der Humanmedizin, der Vete-
rindrmedizin sowie in der Landwirtschaft allein oder im
Gemisch mit anderen pharmakologisch aktiven Stoffen ver-
wendet werden.

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erliuterung
der vorliegenden Erfindung, ohne sie hierauf zu
beschrinken.

Beispiel 1

2-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-
oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsiure Cyclohexyl-
ammoniumsalz

5,6 g (20 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid (d.h. 2-(Bis-
(2-chlorethyl)-amino-4-hydroxy-tetraydro-2H-1,3,2-oxaza-
phosphorin-2-oxid) und 4,8 g (20 mmol) Cyclohexylammo-
nium-2-mercaptoethansulfonat wurden in 100 m} destil-
liertem Wasser gelGst, 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-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-
oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsiure Cyclohexyl-
ammoniumsalz

2,9 g (10 mmol) 2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino-4-methoxy-
tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-2-oxidund 2,4 g
(10 mmol) Cyclohexylammonium-2-mercaptoethansulfonat
wurden zusammen mit etwas Trichloressigsdure in 10 ml
Dimethylformamid gelst und 20 Std. bei —25°C aufbewahrt.
Nach weiterem 3stiindigem Stehen bei 0°C wurde mit Ether
bis zur beginnenden Triibung versetzt, angerieben, das Kri-
stallisat nach 20stiindigem Stehen bei 0°C abgesaugt, gewa-
schen und getrocknet.
Ausbeute: 4,7 g (94% d.Th.), Fp.: 145°C (Zers.), Umkristalli-
sation aus Alkohol/Ether, Fp.: 149-151°C (cis-Form).

Beispiel 3

2-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-
oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsdure Cyclohexyl-
ammoniumsalz

1,4 g (5 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 1,2 g
(5 mmol) Cyclohexylammonium-2-mercaptoethansulfonat
wurden zusammen mit einer Spur Trichloressigsdure in 25 mi
Methanol gelost und iiber Nacht bei —25°C im Kiihlschrank
stehengelassen. Anschliessend wurde die Reaktionslésung
auf etwa 5 ml eingeengt, Ether bis zur beginnenden Triibung
zugesetzt und angerieben. Das Kristallisat wurde nach
20stiindigem Stehen bei 0°C abgesaugt, gewaschen und
getrocknet.
Ausbeute: 2,1 g (84% d.Th.), Fp.: 143-145°C (cis-Form).

4-yl]-thio-ethansulfonat wurden in 25 ml sauerstofffreiem
Wasser gel6st und iiber eine mit Natriumionen beladene
Kationenaustauschersiule der Fa. Merck gegeben. Das Eluat
wurde iiber Stickstoff aufgefangen, gefriergetrocknet und der
10 feste Riickstand iiber Phosphorpent-oxid im Vakuum
getrocknet.
Ausbeute: 1,9 (91%d.Th.), Fp.: 78-83°C (Zers.), Rf-Wert: 0,61
[Laufmittel:Essigester/iso-Propanol/1n Essigsdure (5:3:2)].
15 Beispiel 5
2-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-
oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsdure Ammonium-
salz
2,8 g (10 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 1,6 g
20 (10 mmol) Ammonium-2-mercaptoethansulfonat wurden
zusammen mit einer katalytischen Menge Trichloressigsiure
in 50 m1 Wasser gel6st und 3 Tage bei 0°C im Kiihlschrank
stehengelassen. Danach wurde das Wasser im Hochvakuum
abdestilliert, der Riickstand zweimal in Aceton aufge-
25 nommen und im Vakuum eingeengt. Umkristallisation aus
Aceton/Ether.
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 Ammonium-
salz
2,8 g (10 mmol) 4-Hydrocyclophosphamid und 1,6 g
(10 mmol) Ammonium-2-mercaptoethansulfonat wurden mit
35 einer katalytischen Menge Trichloressigsidure in 10 ml Di-
methylformamid 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 ange-
rieben. Das Kristallisat wurde nach 1 Tag bei 0°C abgesaugt,
40 gewaschen, getrocknet und aus n-Propanol umkristallisiert.
Ausbeute: 3,2 g (77% d.Th.) der cis-Form, Fp.: 132°C.

30

Beispiel 7
3-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-
45 oxazaphosphorin-4-yl-thio}-propansulfonsiure Natriumsalz
5,4 g (20 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 5,2 g
(20 mmol) Cyclohexylammonium-3-mercaptopropansul-
fonat wurden in 100 ml Wasser geldst, mit etwas Trichlor-
essigsdure versetzt und | Tag bei 0°C stehengelassen. Danach
50 wurde das Reaktionsgemisch im Vakuum eingeengt, der kon-
zentrierte Riickstand iiber eine mit Natriumionen beladene
Kationenaustauschersiule gegeben, das Eluat im Vakuum
eingeengt, der Riickstand in trockenem Ethanol gelost, fil-
triert und mit Ether gefallt.
55 Ausbeute: 5,5 g (63% d.Th.), Fp.: 75-79°C, Rf-Wert: 0,64
[Laufmittel: Essigester/iso-Propanol/ In Essigsdure (5:3:2)].

Beispiel 8
2-2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-
60 oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsdure Natriumsalz
1,6 g (5 mmol) 2-(Bis~(2-chlorethyl)-amino)-4-ethoxytetra-
hydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-2-oxid und 0,8 g (5 mmol)
Natrium-2-mercaptoethansulfonat in 10 ml Dimethylform-
amid wurden mit einer Spur Trichloressigsaure versetzt und
65 iiber Nacht bei —25°C aufbewahrt. Anschliessend wurde zur
Reaktionslosung 20 m1 Ether gegeben. Der Riickstand wurde
nach 20stiindigem Stehen bei 0°C abgesaugt, gewaschen und
getrocknet.
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Ausbeute: 1,5 g (71% d.Th.), Fp.: 145-150°C (Zers.), Rf-Wert: Beispiel 14
0,56. Neutrales
2-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-
Beispiel 9 oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsdure Calciumsalz
2-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2- 5 1,4 g(5 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 800 mg
oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonséure (2,5 mmol) Calcium-di-2-mercaptoethansulfonat wurden
0,8 g (3,0 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid in 3 ml zusammen mit etwas Trichloressigsdure in 15 m1 Wasser
Wasser wurden unter Eiswasserkithlung mit 420 mg geldst, nach 3 Tagen bei 0°C im Vakuum eingeengt, zweimal
(3,0 mmol) 2-Mercaptoethansulfonséure versetzt. Nach 1 mit Ethanol versetzt, eingeengt, in Ethanol geldst und mit
Stunde wurde im Hochvakuum eingeengt und kristallisiert. o Ether gefallt, abgesaugt, gewaschen und getrocknet.
Ausbeute: 1,1 g(92% d.Th.), Fp.: 75-78°C. Ausbeute: 1,3 (62% d.Th.), Fp.: 110-115°C (Zers.), Rf-Wert:
0,56.
Beispiel 10
2-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2- Beispiel 15
oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsdure 15 2-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-6-methyl-2-oxo-tetrahydro-

2,0 g (4 mmol) Cyclohexylammonium-2-{2-(Bis-(2-chlor- 2H-1,3,2-oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonsdure
ethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-  Cyclohexylammoniumsalz :
4-yl]-thioethansulfonat wurden in wenig Wasser geldst und 1,45 g (5 mmol) 2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-4-hydroxy-6-
iiber eine mit Wasserstoffionen beladene Kationenaustau- methyl-tetrahydro-2H-1,3,2-0xazaphosphorin-2-oxid und
scherséule unter Kiithlung auf 4°C gegeben. Das Eluat wurde 9 1,2 g (5 mmol) Cyclohexylammonium-2-mercaptoethansul-
anschliessend gefriergetrocknet und aus Dimethylformamid/  fonat wurden in 5 ml Wasser und 5 ml Aceton geldst, mit

Chloroform umkristallisiert. Trichloressigsdure angesduert und 20 Stunden bei 0°C ste-
Ausbeute: 1,2 g (76% d.Th.), Fp.: 75-78°C, Rf-Wert: 0,58 hengelassen. Anschliessend wurde filtriert, das Filtrat im
[Laufmittel: Essigester/iso-Propanol/1n Essigsdure (5:3:2)]. Vakuum schonend eingeengt, der Riickstand zweimal in

25 Aceton aufgenommen und eingeengt. Nun wurde der Riick-
stand in Aceton gel6st, mit Ether geféllt, mit Ether gewaschen

Beispiel 11 und getrocknet.
2-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-  Ausbeute: 1,4 (56% d.Th.), Fp.: 120-125°C (Zers.), Rf-Wert:
oxazaphosphorin-4-yl-thio}-ethansulfonséure Ammonium- 0,61
salz 30
720 mg (1,8 mmol) 2-[2-(Bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo- Beispiel 16

tetrahydro-2H-1,3,2-0xazaphosphorin-4-yl]-thioethansulfon- 3-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-
sdure wurden in wenig Wasser geldst, mit Ammoniak neutra- oxazaphosphorin-4-yl-thio}-2-methyl-propansulfonsdure

lisiert und mit 4 m! Aceton versetzt. Die Reaktionsldsung Natriumsalz

stand iiber Nacht bei —25°C. Das Kristallisat wurde abge- 35 277 mg (1 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 192 mg
saugt und aus Methanol/Aceton umkristallisiert. (1 mmol) Natrium-3-mercapto-2-methyl-propansulfonat
Ausbeute: 530 mg (71%d.Th.), Fp.: 133-134°C (cis-Form). wurden in 4 m] Wasser geldst, mit einer Spur Trichloressig-

sdure versetzt und 20 Stunden bei 0°C stehengelassen. Nach
dem Einengen im Vakuum wurde der Riickstand zweimal in
Beispiel 12 4 trockenem Ethanol geldst und wieder eingeengt und in
2-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-  Alkohol/Ether gefillt.
oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonséure Lithiumsalz Ausbeute: 420 mg (86% d.Th.), Rf-Wert: 0,61.
540 mg (2 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 300 mg

(2 mmol) Lithium-2-mercaptoethansulfonat wurden Beispiel 17
zusammen mit einer Spur Trichloressigsdure in 7 ml Wasser 45 6-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-
geldst und 20 Stunden bei 0°C stehengelassen. Das Reak- oxazaphosphorin-4-yl-thio]-hexansulfonsiure Natriumsalz
tionsgemisch wurde im Vakuum eingeengt, der Riickstand in 277 mg (1 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 220 mg
Aceton aufgenommen und filtriert. Anschliessend wurdedie (1 mmol) Natrium-6-mercaptohexansulfonat wurden
Losung eingeengt, der Riickstand in Ethanol geldst, ein- zusammen mit einer Spur Trichloressigsdure in 4 m! Wasser
geengt, erneut in Ethanol aufgenommen, mit Ether gefllt 5o geldst und 20 Stunden bei 0°C stehengelassen. Anschliessend
und die Fillung abgesaugt, gewaschen und getrocknet. wurde die Reaktionsmischung im Vakuum schonend ein-
Ausbeute: 500 mg (61% d.Th.), Rf-Wert: 0,56 [Laufmittel: geengt, der Riickstand zweimal in trockenem Ethanol geldst
Essigester/iso-Propanol/1n Essigsdure (5:3:2)]. und wieder eingeengt. Der Riickstand wurde in Alkohol auf-
genommen und mit Ether geféllt.
Beispiel 13 ss Ausbeute: 350 mg (70% d.Th.), Rf-Wert: 0,58.

Neutrales

2-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2- Beispiel 18
oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfonséure Magnesium- 2-[3-(2-Chlorethyl)-2-(2-chlorethylamino)-2-oxo-tetra-
salz hydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansulfon-

1,4 g (5 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 750 mg e séure Cyclohexylammoniumsalz
(2,5 mmol) Magnesium-di-2-mercaptoethansuifonat wurden 277 mg (1 mmol) 3-(2-Chlorethyl)-2-(2-chlorethylamino)-

zusammen mit etwas Trichloressigsdure in 15 ml Wasser hydroxy-tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-2-oxid und
geldst und nach 3 Tagen bei 0°C im Vakuum eingeengt. Der 240 mg (1 mmol) Cyclohexylammonium-2-mercaptoethan-
Riickstand wurde in Ethanol gelost, eingeengt, erneut in sulfonat wurden in 4 ml Wasser gelost, mit einer Spur Tri-
Ethanol aufgenommen, mit Ether geféllt, abgesaugt, gewa- 65 chloressigsdure versetzt und 20 Stunden bei 0°C aufbewahrt.
schen und getrocknet. Die im Vakuum eingeengte Reaktionslosung wurde zweimal

Ausbeute: 1,3 (63% d.Th.), Fp.: 110-115°C (Zers.), Rf-Wert: in Ethanol geldst und wieder eingeengt. Anschliessend wurde
0,56. in Ethanol aufgenommen und mit Ether geféllt.



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

Beispiel 19
2-[3-(2-Chlorethyl)-2-(bis-(2-chlorethyl)-amino)-2-oxo-
tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-4-yl-thio]-ethansul-
fonsdure Cyclohexylammoniumsalz
340 mg (1 mmol) 3-(2-Chlorethyl)-2-(bis-(2-chlorethyl)-
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oxid und 240 mg (1 mmol) Cyclohexylammonium-2-mercap-
toethansulfonat in 2 ml Dimethylformamid wurden mit einer
Spur Trichloressigsdure versetzt und 2 Tage bei —25°C aufbe-
wahrt. Anschliessend wurde die Reaktionsmischung mit der

5 20fachen Menge Ether gefillt. Der Riickstand wurde gewa-
schen und getrocknet.
Ausbeute: 400 mg (71% d.Th.), Fp.: 102-107°C (Zers.), Rf-
Wert: 0,63.

Entsprechend den vorstehenden Beispielen wurden noch

amino)-4-hydroxy-tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorin-2- 10 die folgenden Verbindungen hergestellt:

Beispiele 20-30
Oxazaphosphorin-4-thio-alkansulfonate der allgemeinen Formel

3
1 R

o)

6,0
S-CI-I2-CH2-SO3 Y

Beispiel Nr. R! R2 R? Y® Schmelzpunkt bzw. Rf-Wert"
20 Cl-CH:-CH: CH; CI-CH.~-CH: N°¢H. 121-125°C (Zers.)
21 Cil-CH.-CH> CH:-CH3s CI-CH.-CH2 N®H. 95-97°C (Zers.)
]
22 CH:-S03;-CH-CH: CH; CI-CH:-CH: @"NH3 0,64
23 Cl-CH:~-CH: CI-CH:-CH: H K® 120-123°C (Zers.)
@
24 Cl-CH:-CH: Cl-CH:-CH: H 6 :NHZ 70-75°C (Zers.)
25 Cl-CH2-CH: Cl-CH-CH: H (CH3-CH:2):N°H> 0,61
26 Cl-CH:~-CH: CI-CH:-CH. H HO-CH:-CH:-N°H: 0,59
27 CI-CH:-CH: Cl-CH:-CH: H (HO-CH:-CH2):N°H: 0,59
28 Cl-CH:-CH: Cl-CH:-CH: H NH:-C=NH® 132-134°C
|
NH:
29 Cl-CH.-CH2 Cl-CH:-CH: H (HsN°-CH:-CH2-N®Hs)i2 0,62
30 Cl-CH:-CH CI-CH:-CH: H };9 ?IH 0,61
-CH:~-CH: -CH:-CHa> N X
NS 22

I Laufmittel: Essigester/iso-Propanol/in Essigsdure (5:3:2); Anfarbung: u.a. mit Jod.

Beispiel 31

3-[2-(Bis(2-chlorethyl)-amino-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-
oxazaphosphorin-4-yl-thio]-2-mercaptopropansulfonsdure
Cyclohexylaminsalz

1,39 g (5 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 1,44
(5 mmol) 2,3-Dimercaptopropansulfonsdure-Cyclohexyl-
aminsalz wurden in 10 ml Ethanol geldst, mit Trichloressig-
sdure angesduert und 2 Tage bei 0° stehengelassen. Danach
wurde mit Ether gefillt, nach 20 Stunden dekantiert und das
zuriickbleibende Ol im Hochvakuum getrocknet. Das Ol
erstarrte.

Ausbeute: 1,8 g (77% d.Th.), Fp.: ab 70°C (Zers.).

Beispiel 32

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

oxazaphosphorin-4-yl-thiolethansulfonséure cis-Natrium-
salz
2,8 g (10 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid in 10 ml

Aceton wurden mit 1,3 g (8 mmol) Natrium-2-mercaptoethan-

50 sulfonat in 2 ml Wasser versetzt und 3 Stunden bei 0°C aufbe-
wahrt. Anschliessend wurde das Reaktionsgemisch im
Vakuum bei 25°C eingeengt, der Riickstand in trockenem
Aceton aufgenommen und in der Kélte mit trockenem Ether
bis zur beginnenden Triibung versetzt. Beim Einengen der

55 Losung im Vakuum bildete sich ein Niederschlag.

Ausbeute: 1,5 g (44% d.Th.) des cis-Isomeren, Fp.: 83-85°C.
Durch Umkristallisation in Aceton erhielt man ein in
Aceton schwerlosliches Produkt.

Beispiel 33
3-[2-(bis(2-chlorethyl)-amino-2-oxo-tetrahydro-2H-1,3,2-
oxazaphosphorin-4-yl-thio}-propansulfonsdure Guanidini-
umsalz

65 14 g (50 mmol) 4-Hydroxycyclophosphamid und 11 g

(50 mmol) 3-Mercaptopropansulfonsdure Guanidinsalz
wurden in 100 ml Ethanol geldst, mit Trichloressigsdure
angesduert und bei 0°C aufbewahrt. Nach 20 Stunden setzte
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man 50 ml Ether zu. Das Kristallisat wurde nach weiteren 20
Stunden abgesaugt, gewaschen und getrocknet.
Ausbeute: 18,5 g (78% d.Th.), Fp.: 128-132°C (Zers.).

Beispiel 34
Priparate, die als Wirkstoff 50 mg bzw. 200 mg Substanz
23 gemiss folgender Ubersicht enthalten:

Substanz Beispiel 23 50 mg 200 mg
Mannit 230mg 380 mg
Wasser f. Injektionszwecke ad 2ml ad 4ml

Die Substanz Beispiel 23 und Mannit werden jeweils unter
Begasung mit Stickstoff und Lichtschutz in soviel Wasser
gelost, dass eine Losung von 2 ml bzw. 4 m! Volumen ent-
steht. Bei der Herstellung und Weiterverarbeitung wird so
verfahren, dass die Temperatur der Losung 5°C nicht iiber-
steigt. Die Losungen werden in bekannter Weise einer Steril-
filtration unterzogen, unter aseptischen Bedingungen in
braune 10 ml Injektionsflaschen zu 2 ml bzw. 4 ml dosiert,
mit Gefriertrocknungsstopfen versehen und in einer Gefrier-
trocknungsanlage lyophilisiert. Anschliessend wird die
Anlage mit trockenem Stickstoff beliiftet und die Ampullen-
flaschen in der Anlage verschlossen.

Der Restwassergehalt des Flascheninhalts darf 0,5% nicht
iiberschreiten.

Zur Herstellung der applizierbaren Injektionsldsung wird
der Inhalt der Flaschen mit 50 mg Wirkstoff in 5 ml, mit

10

200 mg Wirkstoff in 10 ml Wasser fiir Injektionszwecke auf-
geldst.

Beispiel 35
5 Priparate, dieals Wirkstoff 50 mg bzw. 200 mg Substanz
33 gemiiss folgender Ubersicht enthalten:

Substanz Beispiel 33 50 mg 200 mg
Mannit 245mg 430 mg
10 Wasser f. Injektionszwecke ad 2ml ad 4ml

Die Substanz Beispiel 33 und Mannit werden jeweils unter
Begasung mit Stickstoff und Lichtschutz in soviel Wasser
geldst, dass eine Losung von 2 ml bzw. 4 ml Volumen ent-

15 steht. Bei der Herstellung und Weiterverarbeitung wird so
verfahren, dass die Temperatur der Losung 5°C nicht iiber-
steigt. Die Losungen werden in bekannter Weise einer Steril-
filtration unterzogen, unter aseptischen Bedingungen in
braune 10 ml Injektionsflaschen zu 2 ml bzw. 4 ml dosiert,

20 mit Gefriertrocknungsstopfen versehen und in einer GefTier-
trocknungsanlage lyophilisiert. Anschliessend wird die
Anlage mit trockenem Stickstoff beliiftet und die Ampullen-
flaschen in der Anlage verschlossen.

Der Restwassergehalt des Flascheninhalts darf 0,5% nicht

25 iiberschreiten.

Zur Herstellung der applizierbaren Injektionslosung wird
der Inhalt der Flaschen mit 50 mg Wirkstoff in 5 ml, mit
200 mg Wirkstoff in 10 ml Wasser fiir Injektionszwecke auf-
gelost.
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