(19)

(10)

(12)
(21)
(51)

SUOMI - FINLAND

Fl

(FI) 2
PATENTTI- JA REKISTERIHALLITUS (23)
PATENT- OCH REGISTERSTYRELSEN (41)

FINNISH PATENT AND REGISTRATION OFFICE  (43)
(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet - Priority

"

(72)

(74

(54

F1 895087 A7

JULKISEKSI TULLUT PATENTTIHAKEMUS
PATENTANSOKAN SOM BLIVIT OFFENTLIG
PATENT APPLICATION MADE AVAILABLE TO THE
PUBLIC

Patenttihakemus - Patentansékan - Patent application 895087

Kansainvélinen patenttiluokitus - Internationell patentklassifikation -
International patent classification

CO7H 17/04

Tekemispéivéa - Ingivningsdag - Filing date 26.10.1989
Saapumispaiva - Ankomstdag - Reception date 26.10.1989
Tullut julkiseksi - Blivit offentlig - Available to the public 01.05.1990
Julkaisupdivéa - Publiceringsdag - Publication date 12.06.2019

31.10.1988 US 264940

Hakija - S6kande - Applicant

1 *Bristol-Myers Squibb Company, 345 Park Avenue, New York, NY 10154, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

Keksija - Uppfinnare - Inventor

1+0Ohnuma, Takeshi, Japan, JAPANI, (JP)
2 «Yamasaki, Tetsuro, Japan, JAPANI, (JP)
3 *Kamei, Hideo, Japan, JAPANI, (JP)

4 +Naito, Takayuki, Japan, JAPANI, (JP)

§ «Saulnier, Mark, USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

Asiamies - Ombud - Agent

Kolster Oy Ab, Salmisaarenaukio 1, 00180 Helsinki

Keksinndn nimitys - Uppfinningens benédmning - Title of the invention
Epipodofyllotoksiiniglukosidien sokerifosfaatteja ja -sulfonaatteja

Sockerfosfater och -sulfonater av epipodofyllotoxinglukosider



10

15

20

30

Epipodofyllotoksiiniclukosidien sokerifosfaatteja ja

-sulfonaatteja

Tdmd keksintd koskee 4'-demetyyliepipodofyllotoksii~

niglukosideja, joiden sokeriosassa on erilaisia substi-
tuentteja, niiden k&yttdd kasvainten vastaisina aineina
ja niitd sisdltdvii farmseuttisia koostumuksia.

Kaavan I mukaiset 4'-dimetyyliepipodofyllotoksiini-

oglukosidit ovat kasvainten vastaisia aineita, jotka ovat

luonnossa esiintyvan lignaanin, podofyllotoksiinin (II)

johdannaisia.

H
CH, 0CH,y

atRi=zH; RZ=CHy ('

p:Rl=H; REs2- fenyyli

Menetelmdd niiden syntesitoimiéeksi kuvataan US-patentti-
julkaisussa 3 524 844 (Keller-Juslen et al.). Kaavan I
mukaisten yhdisteiden joukosta etoposidi (Ia) ja tenipo-
sidi (Ib) on todettu kliinisesti kidyttdkelpoisiksi eri-
laisia kasvaimia vastaan, mukaan luettuina pienisoluinen
keuhkosydpd, munasarja-, kives-, rinta-, virtsarakko-~
ja aivokasvaimet, ei-lymfosyyttinen leukemia ja Hodgkinin
tauti.

US-patenttijulkaisuissa 4 547 567 ja 4 716 221 esite-

tddn yhdisteitd, joilla on kaava III
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jossa toinen ryhmistd X1 ja X2 on OH ja toinen on amino-,
monoalkyyliamino- tai dialkyyliaminoryhmid. Ndiden johdan-
naisten sanotaan olevan hyvin vesiliukoisia.

Seligman et al., /Cancer Chemotherapy Reports Part I,
59 (1975) 233 - 24g7ovat kuvanneet Podofyllotoksiini-
fosfaatin dinatriumsuolan (IV) valmistusta. Fosfaatti ei
kuitenkaan hydrolysoitunut happaman eturauhasfosfataasin
vaikutuksesta, eikd sen toksisuus ollut alhaisempi kuin

podofyllotoksiinikantayhdisteelld.

]
OP (ONa),

Tdmd keksintd tarjoaa kdyttd6n kasvainten vastai-

sia yhdisteita, joilla on kaava V
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jossa ryhmd R2 on H ja ryhmid r! on C _qy-alkyyli,
-alkenyyli-, C5_6—sykloalkyyli~, 2-furyyli-,

C2-10
—aralkyyli tai C8-14_

2-tienyyli-, C6_10—aryy11~, C7_14

aralkenyyliryhmd, jolloin kukin aromaattisista renkaista

voi olla substituoimaton tai substitucitu vhdelld tai
useammalla ryhmdlld, joita ovat halogeeniatomit ja
C1_8-alkyyli—, C1_8~alkoksyyli—, hydrok?yyli—, nitro-

ja aminoryhmdt; tai kumpikin ryhmistd R ja R” on Cig~
alkyyliryhmd; tai ryhmat R1 ja R ja hiiliatomi, johon

ne ovat liittyneet, muodcstavat yhdessi C5_6—Sykloa1kyyli~
ryhmén; ryhmdt R3 ja R4 ovat ryhmid -OH, 0SO,R" tai nii-
den farmaseuttisesti hyvédksyttdvid suoloja, —OP(X)(OH)2
tai sen farmaseuttisesti hyvidksyttdvid suoloja tai
-O(X)(OR7)2, jolloin R® on vetyatomi tai ¢, .-alkyyli-,
fenyyli-, C1_5—alkyylisubstituoitu fenyyli- tai fenyyli-
C1_5~alkyyliryhmé; R7 on fosfaattiryhmédn suojausryhmd:

X on happi- tai rikkiatomi silld edellytykselld, etteivit
molemmat ryhmistd R3 ja R4 ole OH-ryhmiid; ja R5 on H tai
fenoliryhmdn suojausryhma.

Erds edullinen suoritusmuoto tarjoaa kdyttddn kaa-
van V mukaisia yhdisteit#, joissa R4 on OH ja R°> edelli
mddritelty ryhmd.

Erdédnd puolenaan keksintd tarjoaa kdyttdén yhdistei-

td, joilla on kaava VI
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0ssa R1, R2 ja RY ovat edelli midriteltyijid ryhmid ja
R8 on H tai sen suola tai ryhmi R7; seki niiden yhdistei-
den farmaseuttisesti hyvédksyttdvid suoloja.

Ellei toisin mainita, kuuluvat tédssd kdytettyjen
termien "fosfaatti", "fosforylaatio" ja niiden kaltais-
ten termien piiriin "tiofosfaatti", "tiofosforylaatio"
jne: "hal", "halogenidi" ja "halogeeni" tarkoittavat
klooria, bromia ja jodia; "alkyyli" viittaa lineaarisiin
ja haaroittuneisiin hiiliketjuihin; ja merkintad "-L" tar-
koittaa poistuvaaryhmdd, kuten kloridia, joka esiintyy
vleisesti esterdintireaktioissa.

Ldhttaineita, 4'-demetyyliepipodofyllotoksiinigluko-
sideja (I), voidaan valmistaa menettelyin, joita kuva-
taan US-patenttijulkaisussa 3 524 844, joka tdten mai-
nitaan viitteend. Johdannaisten valmistamiseksi tehok-
kaasti sokeriosan hydroksyylirvhmistd on wilttdmdtdnta
ensin suojata reaktiivinen fenoliryhmd. Yhdisteen 4'-
fenoliryhmd voidaan suojata kayttdm#dllid tunnettuja me-
nettelyjd, joihin kuuluvat esimerkiksi eetterien, ase-
taalien tai estereiden muodostus. Fenoliryhmdn suojaus-
ryhmdn valinnalle ei ole erityisid rajoituksia, ja ryh-
md voil ollamikd tahansa alalla tunnettu tavanomainen
suojausryhmd. Suojausryhmdn valintaa ja menetelmid

fenoliryhmédn suojaamiseksi ja suojauksen poistamiseksi
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kuvataan kirjallisuudessa, kuten teoksessa "Brotective
Groups in Organic Chemistrv", toim. J.F.C. McOmie, Ple-
num Press 1973. Esimerkkeihin soveltuvista fenoliryhmén
suojausryhmistd kuuluvat mainittuihin kuitenkaan rajoit-
tumatta t-butyyli-, bentsyyli-, 2-tetrahydropyranyyli-,
3,3,3-trikloorietoksikarbonyyli- ja bentsyloksikarbonyy-
liryhmidt, joista viimeksi mainittu on edullinen.

Siten suojatun 4'-demetyyliepipodofyllotoksiinigluko-
sidin (I) sokerihydroksyyliryhmdt voidaan sitten muuttaa
tdmdn keksinndn mukaisiksi fosfaateiksi, sulfaateiksi
tai sulfonaateiksi kirjallisuudesta tunnetuin tavanomai-
sin menetelmin. Reaktiot eivét yleensd ole regiospesi-
fisid ja johtavat 2"-, 3"-, ja 2",3"-bisjohdannaisten
seokseen sekd fosfolylaation ollessa kyseessd myos kaa-
van VI mukaiseen fosfaattidimeeriin., Tuoteseos voidaan
sitten jakaa yksittdisiksi komponenteiksi kdytt&dmlli
alalla tunnettuja menetelmid, kuten pylvdskromatoarafiaa.
Ei ole ratkaisevaa, missd reaktiosarjanvaiheessa reaktio-
tuoteseos jaetaan komponenteiksi.

Fosforylaatio voidaan tehdi saattamalla suojattu
4'~fenoli (I) reagoimaan fsoforyylihalogenidin, P (X)
(hal) 3, kanssa inertissd orgaanisessa liuottimessa, esi-
merkiksi metyleenikloridissa tai asetonitriilissd, happo-
akseptorin, edullisesti tertiaarisen amiiniemdksen, kuten
pyridiinin tai di-isopropyylietyyliamiinin, lisnd ollessa.
Tuloksena oleva dikloorifosfaattividlituotteiden seos voi-
daan hydrolysoida in situ, jolloin saadaan fosfaattimono-
estereitd, ja jos hydrolyysi tehdiidn sellaisen emidksen
kuin natriumvetykarbonaatin tms. lisni ollessa, vastaava
fosfaattimonoesterisuola. Sitten poistetaan 4'-fenoliryh-
md&d suojaava ryhm#, jolloin saadaan timidn keksinndn mukai-
sia fosfaatteja.

Dikloorifosfaattivdlituottet voidaan my®ds muuttaa
fosfaattitriestereiksi kdsittelemdlld alkoholilla, jolla

7 .
on kaava R'OH, jossa R’ on fosfaattiryhmdn suojausryhmg.
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Fosfaattiryhmdd suojaaviin ryhmiin kuuluvat, mainittuihin
kuitenkaan rajoittumatta, C1_5—alkyyliryhmé, joka on mah-
dollisesti substituoitu yhdelld tai useammalla halogeeni-
atomilla; fenyylirvhm&, joka on mahdolligesti substitu-
oitu vhdelld tai useammalla ryhmdlld, joita ovat C1_5-
alkyyliryhmidt, halogeeniatomit ja nitroryhmidt sekd fenyy-
li—C1_5—alkyyliryhmét, jolloin fenvylirengas on mahdolli-
sesti substituoitu edelld kuvatulla tavalla. Fosfaatti-
esteri voidaan muodostaa myds kdsittelemdlld suojattu
4'-fenoli (I) yhdisteelld, jolla on kaava (R7O)2P(X)—L,
inertissd orgaanisessa liuottimessa happoakseptrorin l&s-
nd ollessa., Fosfaattitriesterin ryhmd R’ voidaan mahdol-
lisesti poistaa, jolloin saadaan fosfaattimonoesteri, jo-
ka on helppo muuttaa farmaseuttisesti hyvdksyttdvdksi
suolaksi kdsittelemdlld se emdkselld, kuten natriumvety-
karbonaatilla. Niinpd fosfaattitriesterin R7—ryhma vOol-
daan valita silld tavalla, ettd se voidaan poistaa sa-
manaikaisesti fenoliryhmdd suojaavan ryhmdn kanssa, tai
siten, ettd voidaan poistaa selektiivisesti toinen ryhmd
vaikuttamatta toiseen.

Sulfaatteja voidaan valmistaa kdsittelemdll& suojat-
tu 4'-fenoli (I) rikkitrioksidilla tai sen kompleksilla,
kuten rikkitrioksidi-pyridiinikompleksilla, inertissd
orgaanisessa liuottimessa huoneen l8mpdtilassa. Fenoli-
ryhmd& poistetaan kdyttdmdllid alalla hyvin tunnettuja ta-
vanomaisia menetelmid, jolloin saadaan tuote. Sulfaatti-
johdannainen voidaan helposti muuttaa farmaseuttisesti
hyvidksyttaviksi suoloikseen saattamalla se kosketukseen
halutun kationin l&hteen kanssa.

Tdmdn keksinntn nukaisia sulfonaatteja voidaan
vastaavasti muodostaa saattamalla suojattu 4'-fenoli
(I) reagoimaan kaavan R6502-L mukaisen yhdisteen kanssa.
Reaktio toteutetaan inertissd orgaanisessa liuottimessa
happoakseptorin l&snd ollessa lampotila-alueella huoneen
lémpostilasta suunnilleen ldmp&tilaan -20°C., Poistamalla

fenoliryhmdd suojaava ryhméd saadaan lopputuote.
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On ymmdrrettdvd, ettd t&min keksinndn mukaisten
vhdisteiden synteesi ei rajoitu edell& kuvattuihin me-
nettelyihin eikd reagensseihin, vaan sen piiriin voi
kuulua muita menetelmid, joilla pystytddn tuomaan fos-
faatti- tai sulfonaattiryhmd 4t‘demetyyliepipodofyllotok=-
siiniglukosidien sokeriosaan. Reaktio-olosuhteet vaihte-
levat luonnollisesti ld&htdaineiden valinnan mukaan, mut-
ta ovat alan ammattimiehen md&rdttdvissd ilman tarpeetto-
mia kokeita.

Timin keksinndn mukaisia yhdisteitd voidaan kdyttaa
pahanlaatuisten kasvainten kasvun estdmiseen nisdkkdissd,
ihminen mukaan luettuna. Joitakin yhdisteistd, erityi-
sesti fosfaatteja ja sulfaatteja, voidaan pitd& 4-demetyy-
liepipodofyllotoksiiniclukosidien esiasteléddkkeind, ja
sellaisina ne muuttuvat aktiiviseksi kantayhdistelddk-
keeksi in vivo joko isdnnédlle endogeenisten tai ulkoa
pdin tuotujen tekij&iden vaikutuksesta. Nitd esiaste-
ld&kkeitd voidaan antaa yksinddn tai yhdistettyind ai-
neeseen, jolla on kyky vapauttaa aktiivinen muoto in vi-
vo, esimerkiksi entsyvymeihin, joilla on kyky lohkaista
fosfaatti- tai sulfaattiryhmd. Esimerkkeihin soveltuvis-
ta entsyymeistd kuuluvat fosfataasit, kuten alkalinen
fosfaatti, ja sulfataasit kuten aryylisulfataasi. Entsyy-
mi voidaan kytked kasvainsgspesifiseen vasta-aineegeen, jol-
loin muodostuu entsyymi-vasta-ainekonjugaatti, jota voi-
daan sitten antaa isdnndlle, jolla on kasvain, ennen
esiastelddkkeen antoa, samanaikaisesti sen kanssa tai
sen jdlkeen. Esiastelddke ynnd vasta-aine-entsyymikonju-
gaatti onedulinen ldhestymistapa tdmdn keksinnén mukais-
ten sulfaattiesiasteladkkeiden annossa. Vasta-aine-entsyy=-
mikonjugaatteja,; menetelmid niiden valmistamiseksi ja
menetelmid niiden kdyttdmiseksi esitetddn vyksityiskoh-
taisesti samanaikaisesti avoinna olevassa patenttihake-
muksessamme nro 211 301, joka on jdtetty 29. kesdkuuta
1988, ja sen kantahakemuksessa ja t&dmin kantahakemuksessa



161 068, joka on jitetty. 26, helmikuuta 1988, ja vastaa-
vasti 081 382, joka on jétetty 4. elokuuta 1987. Némd
hakemukset mainitaan tdten viitteind.
Tutkittiin tdmdn keksinndn mukaisten tyypillisten

5 yhdisteiden kasvainten vastaista aktiivisuutta siirret-
tdvissd olevaa hiiren P388-leukemiaa vastaan. Viiden
viikon ikdiset CDF1—naaraShiiret inokuloitiin vatsakal-
vonsisdisesti laimennetulla vesivatsanesteelld (0,4 ml),
joka sisdlsi 106 lymfosyyttileukemia P388~-solua. Tutkit-

10 tavia yhdisteitd annettiin vatsakalvonsisdisesti yhtend
annoksena pdivdnd 1 ja eldimid tarkkailtiin 45 vuorokaut-
ta., Hoidettujen eldinten keskivertoelinajan (MST, median
survival time) piteneminen hoitamattomiin vertailueldi-
miin ndhden mddritettiin ja ilmoitetaan prosentteina

15 (3T/C). Yhdisteilld, joiden %T/C-arvot ovat vidhintdin
125, katsotaan olevan merkittidvd kasvainten vastainan
aktiivisuus. Taulukossa I esitetddn in vivo-tutkimuksen
tulokset: vain korkein %T/C ja maksimivaikutuksen aikaan-

saava annos ilmoitetaan.

20
Taulukko 1
P388-leukemian vastainen kasvaimen kasvua estidvi vaikutus
) Yhdiste Annos (mg/kg/pv Keskivertoelinajan
et T S e piteneminen (%)
1:5 Etopisidi 120 250
25 XI © 120 185
i XI1 30 120
i X111 30 125
::;'; XVII 60 195
XVII1I 30 115
. 30 X1X 30 100
XX111 120 175
e XX1IV 60 130
e XXVI 30 130
A XXV1I 120 105

S 35 XXVIIIX 10 . 105

2
.....
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Tédmdn keksinndn mukaisten yhdisteiden sytotoksi -

suutta tutkittiin kdyttdmilli Bl6-menanoomasoluja. Bl16-

menanoomasnoluja kasvatettiin logaritmiseen vaiheeseen

rikastetussa Eagle-minimialustassa, jota oli tdydennetty
naudan sikidseerumilla (10 %) ja kanamysiinilld (60/ugﬂﬂj.

Kasvainsolut otettiin talteen ja siirrostettiin 9%96-sy-

vennyksisen mikromddritysmaljan syvennvksiin, joissa

oli tutkittavia materiaaleja,

inokulaatin koon ollessa

3,0 x 10% soluas/ml. Maljoja inkuboitiin l&dmpdtilassa

37°C kostutetussa atmosfddrissd, joka sisdlsi 5 % COp:a

ja 95 % ilmaa,

72 tuntia.

Sytotoksinen aktiivisuus edellid

mainittua solulinjaa vastaan midritettiin kolorimetrises-

ti aallonpituudella 540 nm, kun eldvidt solut oli varjat-

ty neutraalipunaisella,

joka estdd 50 solukasvusta (ICSO). ICSO—arvoja, jotka

ja ne ilmoitetaan pitoisuutena,

ovat suurempia kuin 100/ug/ml, pidetddn yleensd osoi-

tuksena sytotoksisen aktiivisuuden puuttumisesta.

Taulukko II

Sytotoksisuus in vitro B16 melanoomasoluja vastaan

Yhdiste

Etoposidi

XI
XII
XIII
XV1I
XVIII
XIX
XXIII
XXIV
XXVI

ICc, (ng/ml)

0,21
242
20
37
0,07
5,4
30
0,32
29
8,0
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Tadmi keksintd tarjoaa menetelmin nisdkkdiden kas-
vainten est3miseksi, jossa annetaan kasvainta inhiboi-
vasti vaikuttaa annos kaavan V tai VI mukaista kasvain-
ten vastaista vhdistettd isidnnidlle, jolla on kasvain.
Tdhdn tarkoitukseen voidaan lddkettd antaa tavanomaisia
teitd mukaan luettuina, mainittuihin kuitenkaan rajoittu-
matta, laskimon-, lihaksen-, kasvaimen-, valtion- ja
imukudoksensisdinen anto ja anto suun kautta. Tietyissa
tapauksissa lddkettd voidaan antaa vyhdess& vasta-ai-
ne-entsyymi-konjugaatin kanssa, Jjolla on kyky aktivoida
lddke in vivo.

Tdmd keksintd tarjoaa erddnd lisidpuolenaan kayttddn
farmaseuttisen koostumuksen, joka sisdltdd kaavan V tai
VI mukaista yhdistettd ja farmaseuttisesti hyvdksvttavasid
kantajaa. Kasvainten vastailnen koostumus voi olla missé&
tahansa farmaseuttisessa muodossa, joka on sopiva halu-
tun antotavan kannalta. Esimerkkeihin t&llaisista koostu-
muksista kuuluvat oraaliseen antoon tarkoitetut kiintedt
koostumukset, kuten tabletit, kapselit, pillerit, nulve-
rit ja rakeet, suun kautta annettaviksi tarkoitetut nes-
temdiset koostumukset, kuten liuokset, suspensiot, siira-
pit tai eliksiirit, ja parenteraaliseen antoon tarkoite-
tut valmisteet, kuten steriilit liuokset, suspensiot tai
emulsiot. Ne voidaan valmistaa my®ds steriilien kiintei-
den koostumusten muotoon, jotka voidaan liuottaa sterii-
liin veteen, fysiologiseen suolaliuokseen tai johonkin
muuhun steriiliin injektoitavissa olevaan viliaineeseen
vdlittdmdsti ennen kAvttoi.

Optimaaliset annostukset ja hoito-ohjelmat pystyvit
alan ammattimiehet helposti mddrddmddn kvseessd olevan
nisdkédsisanndn kohdalla. ymmArrettdneen tietenkin, ettid
kulloinkin kdytettdvd annos vaihtelee kyseessi olevan
formuloidun koostumuksen, kulloinkin k#yvtettivin yhdis-
teen, kdvtt&tavan ja kulloinkin hoidettavan kohdan, isin-

ndn ja sairauden mukaan. Monet tekijdt, jotka muuttavat
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lddkkeen toimintaa, mukaan luettuina ikd, paino, suku-
puoli, ruokavalio, antocaika, antotapa, eritvsnopeus,
potilaan tila, lddkeyhdistelmdt, reaqgointiherkkyydet ja
sairauden vakavuus otettaneen huomioon.

Seuraavat esimerkit annetaan ainoastaan asian valai-
semiseksi eikd niitid tulisi pit833 keksinndn suoja-alaa,
jonka m#drddvit yksinomaan timdn keksinntn liitteend
olevat patenttivaatimukset, rajoittavina.

Esimerkki 1
a. 4'-0-bentsyloksikarbonvylietoposidin (VII) valmistus

Vebtyyliklooriformiaatti (1,98 ml, 15 mmol) lis&dt-

tiin 30 min:n aikana seokseen, joka sigdlsi etopvosidia

(5,88 g, 10 mmol) ja pyridiiniid (10 ml) metyleeniklori-
dissa (100 ml) ja joka pidettiin limp&tilassa -15°C.
Seosta sekoitettiin ldmpstilassa -15°C vield tunti, pes-
tiin perdkkdin 5-%:isella HCl-liuoksella, natriumvety-
karbonaatin vesiliuoksella ja vedelld ja kuivattiin sit-
ten vedetttmd&lld natriumsulfaatilla. Liuotin haihdutet-
tiin, jolloin saatiin 8,05 ¢ raakatuotetta, joka puhdis-
tettiin silikageelipylvddlld (5 % metanolia metyleeniklo-
ridissa), jolloin saatiin 6,93 g (96 %) 4'~0-bentsyloksi-
karbonyylietoposidia vdrittémidnd puolikiintednd aineena.

Sp. 152 - 1559,

IR v (Nujol) cm-l: 3200-3600 (OH), 1760 ( laktoni ja
4'-0- bentsyloksikarbonyyli), 1600 (aromaattinen).

' nMR (60 MHz, CDCl,) & 7,36 (5H, s, OCO,CH,Ph), 6,81 (1H,
s, 5-H), 6,50 (1H, s, B-H), 6,25 (2H, s, 2'- ja 6'-H), 5,94
(2B,leved s, 0-CH,-0), 5,23 (2H, s, -0OCO,CH,Ph), 4,89 (1H, d,

j=4 Hz, 4-H), 3,66 (6H, s, 3',5'-0CHy), 2,8-3,0 (2. ™

= ".CH,) .
2", 3"-0H,vaihtuu D,0:n }ﬁnssgleB (31, d, J=5 Hz, 7 1)
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b. 4'-0-bentsyloksikarbonyylietoposidin fosforylaatio
Fosforioksikloridi (280/u1 ;, 3 mmol) lisdttiin

hitaasti kylmdidn (OOC) liuokseen, joka sisdlsi 4-0-

bentsvloksikarbonyylietoposidia (1,511 o, 2,1 mmol) kui-
vassa metyleenikloridissa (10 ml) ja pnyridiinissda
(10 ml), ja seosta sekoitettiin limpstilassa 0°C
45 minuuttia. Sitten lisdttiin bentsyylialkoholia
(620/ul, 6 mmol) Jja reaktioseoksen annettiin l&mmetd
huoneen ldmpdtilaan ja sekoitettiin kaksi tuntia, minkd
jidlkeen se laimennettiin metylemnikloridilla (50 ml),
pestiin vedelld ja kuivattiin natriumsulfaatilla. Liuo-
tin haihdutettiin alipaineessa, jolloin saatiin 2,40 g
puolikiintedtid raakatuotetta, joka sisidlsi kolmea kompo-
nenttia (silikageeli-TILC: Rf 0,66, 0,54 ja 0,46), jotka
erotettiin silikageelikromatografialla (1 % metanolia
metyleenikloridissa). Fraktiot, jotka antoivat t&plén
Reg-arvolla 0,66, yhdistettiin ja haihdutettiin alipai-
neessa, jolloin saatiin 435 ma (21 %) 4'~“bentsyloksikar-
bonyylietoposidi-3"-fosfaattidibentsyyliesterid (VIII).
Frakticista, joiden Rg-arvot olivat 0,54 ja 0,46, saa-
tiin samalla tavalla 352 mg (21 %) bis(4'-bentsyloksi-
karbonyylietoposidi-3"~0)-fosfaattibentsyyliesterid (IX)
ja vastaavasti 262 mg (13 %) 4'-bentsyloksikarbonyyli-
etoposidi-2"-fosfaattidibentsyyliesterid (X).

IR v (Nujol) —

max :

VIII: 3300 (br), 1760, 1600.

IX: 3300 (br), 1760, 1600.

X: 3350, 1760, 1600.

c. Pinatrium-3"- ja 2"-etiposidifosfaattien ja natrium-

bis(etoposidyyli-3")-fosfaatin valmistus

Liuvosta, joka sisdlsi 4'-bentsyloksikarbonyylietopo-

sidi-3"-fosfaattidibentsyyliesterid (270 mg) metanolissa
(20 ml) ja etyyliasetaatissa (20 ml) sekd 10-%:ista
palladiumhiilelld -katalysaattoria (50 mg), hydrattiin
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paineessa 1 atm 1 tunti. Katalysaattori poistettiin
suodattamalla ja suodos vékevditiin alipaineessa, jol-
loin saatiin 188 mg puolikiinte#d ainetta, joka trituroi-
tiin etyyliasetaatin kanssa, jolloin saatiin 145 mg
(79 %) etoposidi~3"-divetyfosfaattia vaaleanruskeana
jauheena. 135 mg edelld mainittua tuotetta liuotettiin
natriumvetykarbonaatin vesiliuokseen (33,6 mg 2 ml:ssa
vettd) ja kylmdkuivattiin, jolloin saatiin 140 mg
dinatriumetoposidi-3"-fosfaattia (yhdiste XI) harmaana
jauheena; HPLC:114d arvioitu (LiChrosorb RP-18, 70 %
MeOH:a H,0O:ssa) puhtausaste 95 %, sp. 262 - 263°¢

(hajoaa) .
IR v .y (Nujol) em™ L. 3377 (br), 1762, 1615.
uv 1 (MeOH) nm (e): 238 (sh, 13,000), 285 (4,010).

max +
SIMS m/z: 713 (M+H) .

Noudattamalla edelld kuvattua menettelyd hydrat-
tiin 97 mg 4'-bentsyloksikarbonyylietoposidi-2"-fosfaat-
tidibentsyyliesterid, jolloin saatiin 70 mg (noin 100 %)
dinatriumetoposidi-2"-~fosfaattia (yhdiste XIT) harmaana

jauheena. HPLC:113 arvioitu puhtausaste 95 $%.

Sp. 255-257°C (hajoaa)
IR v (KBr) — 3460, 1772, 1615.

max

Uv X . nm (c): 240 (sh, 12,600), 284 (3,740).

SIMS m/z: 713 (M+H) , 735 (M+Na)®.

Vastaavalla tavalla hydrattiin 135 mg (4'-bentsy-
loksikarbonyylietoposidi-3")~fosfaattibentsyyliesterid,
jolloin saatiin 60 mg (58 %) natrium-bis(etoposidi-3")-
fosfaattia (yhdiste XIII) vaaleanharmaana jauheena.
HPLC:114 arvioitu puhtausaste 95 %.

Sp. 265-266°C (hajoaa)

IR v .. (KBr) cm™Y: 3460, 1772, 1620.

uv A (MeOH) nm (sl: 240 (sh, 24,6?0), 285 (7,730).
SIMS m/z: 1262 (M+H) , 1285 (M+Na+l) .
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Esimerkki 2

a. 4'~-bentsyloksikarbonyylietoposidin tosylaatio
4-dimetyyliaminopyridiini (200 mg) ja tosyylikloridi
(870 mg, 4,6 mmol) lisdttiin liuokseen, joka sisdlsi

4'-bentsyloksikarbonyylietoposidia (esimerkin 1 vaiheen
a tuote, 2,2 g 3 mmol) kuivassa pyridiinisd (50 ml),
ldmpdtilassa 0°c ja sekoitettiin sta 3 vrk huoneen
ldmpbtilassa. Lisdttiin molekyyliseuloja (4 A) ja lisdad
tosyylikloridia (870 mg, 4,6 mmol) seokseen ja jatkettiin
sekoitusta 1 viikko huoneen ldmpdtilassa. Tadmd jakson lo-
pussa sakka erotettiin suodattamalla; suodos laimennet-
tiin CH2C12:lla, pestiin vedelld, 5~%:isella HCl:1lla,
NaHCO,:n vesiliuoksella ja vedelld, kuivattiin vedetto-
médlld natriumsulfaatilla ja vdkevditiin sitten alipainees-
sa, jolloin saatiin epédpuhdas kiinted tuote (2,35 ¢g), jo-
ka sisdlsi kolme komponenttia (silikageeli-TLC: R¢ 0,8,
0,6 ja 0,4) ja joka jaettiin osiin silikageelipylvidskro-
matografialla (2 % MeOH:a CH,Clj:ssa). Fraktiot, jotka
antoivat tdplén Rg-arvolla 0,8, yhdistettiin ja haihdu-
tettiin alipaineessa, jolloin saatiin 602 mg (19 %) 4'-
bentsyloksikarbonyylietoposidi-2",3"-ditosylaattia (XIV)
vdrittdmdnd jauheena. Fraktioista, joiden Rf oli 0,6 ja
0,4, saatiin samalla tavalla 690 mg (26 %) 4'-bentsylok-
sikarbonyylietoposidi-3"-tosylaattia (XV) ja vastaavasti
156 mg (6 %) 4'-bentsyloksikarbonyylietoposidia -2"-tosy-
laattia (XVI) hydroskooppisena vidritt8mini jauheena.
4'-bentsyloksikarbonyylietopogidi-3"~tosylaatti (XV)

sp. 145 - 148°¢

Alkuaineanalyysi yhdisteelle C44H44017S'3H20:

Laskettu: c, 56,77; H, 5,42; s, 3,44

Mitattu: C, 56,84; H, 4,91:; s, 3,90
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4'-bentsyloksikarbonvylietoposidi-2"~-tosylaatti (XVI)

sp. 135 - 139°%C

Alkuaine-analyysi yhdisteelle C44H44O17S'3H20:
Laskettu: C 56,77; H, 5,41; &, 3,44

Mitattu: (C,56,84; H, 4,89; s, 3,70

4'~-bentsyloksikarbonyylietoposidi-2",3"~ditosylaatti (XIV)
Sp. 149 = 152°C

b. Etoposidin 3"~ ja 2"-tosylaattlen_ ja 2",3"-ditosy-
laatin valmistus

Liuosta, joka sisdlsi 4'-bentsvloksikarbonyylietopo-
sidi-3"~tosylaattia :>(47 mg, 0,05 mmol) etanolin ja ase-
tonin seoksessa (4:1), 2,5 ml), hydrattiin sekoittaen
praineessa 1 atm 1 tunti 10 % palladiumia hiilell§
~katalytaattorin (40 mg) ldsnd ollessa. Katalysaattori
erotettiin suodattamalla ja suodos vikevditiin alipai-
neessa, jolloin saatiin epotosodi-3"-tosylaattia (yhdiste
XVII) (42 mg, noin 100 %) varittdmdnd jauheena, joka sit-
ten uudelleenkiteytettiin etanolista, jolloin saatiin
tuote vd3rittomind kiteind. HPLC:113 arvioitu puhtausas-
te 90 %.

sp. 175 - 178°%C _,

IR vmaX(KBr) (cm "): 3500 (leve#d, 1780, 1600

uv AmaX(MeOH) /nm (t)/: 245 (sh, 10260), 284 (3900)

Alkuaineanalyysi yhdisteelle C36H3801SS:

Laskettu: C 58,21; H, 5,16; S, 4,32

Mitattu: C 5/,80; H, 5,14; s, 4,43

Noudattamalla edelld kuvattua menettelyd hydrattiin
100 mg (0,09 mmol) 4‘%*bentsyvloksikarbonyylietonosidi-2"-
tosylaattia, jolloin saatiin 114 mg (noin 100 %) eto-
posidi-2"-tosylaattia (yhdiste XVIII) varittfini jauhee-
na, joka uudelleenkiteytettiin metanolista, jolloin
saatiin tuote hydroskooppisina kitein#. HPLC:118 arvi-

oitu puhtausaste 90 %:
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sp. 210 - 212°
1

IRV (KBr) (cm '): 3500 (leved, 1780, 1600
max - -
UV A__(MeOH) (fm (g)7: 243 (sh, 4560), 282 (1450)

Alkuailneanalyysi vhdisteelle C36H3801SS'H20:

Laskettu: C, 56,83; H, 5,30; S, 4,21

Mitattu: c, 56,87; H, 5,37; S, 4,19

Samalla tavalla hvdrattiin 80 mg (0,08 mmol)
4'-bentsyloksikarbonyylietoposidi-2",3"-ditosylaattia,
jolloin saatiin 72 mg (noin 100 %) epotosidi-2",3"-dito-
sylaattia (yhdiste XIX) vdritt&mdnd jauheena, joka uu-
delleenkiteytettiin metanolista, jolloin saatiin tuote
valkeina kiteind. HPLC:11ld arvioitu puhtausaste 90 %.

sp. 169 - 1719

IRV . (KBr) (cm™'): 3400 (leved, 1770, 1600

uv kmax (MeOH) (nm (£)/:245 (sh, 11750), 284 (3840).

Esimerkki 3
a. 4'-entsyloksikarbonyylietoposidin mesylaatio

Mesyvlikloridi (270/ul, 2,8 mmol) lisdttiin liuok-

seen, joka sisdlsi 4'-bentsyloksikarbonyylietoposidia

(1,00 g, 1,4 mol) kuivassa pyridiinissd (50 ml) ja seosta
sekoitettiin y8n yli huoneen lé&mp&tilassa. Reaktioseos
laimennettiin etyyliasetaatilla, pestiin vedelld,
5=-%:isella HCl:1lla, natriumvetykarbonaatin vesiliuoksel-
la ja vedelld, kuivattiin natriumsulfaatilla ja suodatet-
tiin. Suodos vdkevditiin alipaineessa, jolloin saatiin
epdpuhdas kiinted tuote (1,4 g), joka sisdlsi kolme kompo-
nettia (silikageeli-~TLC: R 0,51, 0,44 ja 0,40), jotka
erotettiin toisistaan silikaageelipylviskromatografialla
(1 & metanolia metyleenikloridissa). Fraktiot, jotka an-
toivat tédpldn Rg-arvolla 0,57, yhdistettiin ja haihdu-
tettiin alipaineessa, jolloin saatiin 440 mg (36 %)
4'-bentsyloksidikarbonyylietoposidi-2",3"-dimesylaattia
(XX). Samalla tavalla saatiin fraktioista, joiden Rf—
arvot olivat 0,44 ja 0,40, 314 mo (32 &) 4'-bentsyloksi-



24 sses

e tees qe

-
-

‘e

-

.
asw

LAY
see wes
3

.

e

-

tuss

*n

& see
-

.

X3

CIEE 4 S sam e + ma

10

15

20

25

30

35

17

karbonyylietoposidi-3"—-mesylaattia (XXI) ja 248 mg
(26 %) 4'-bentsyloksikarbonyylietoposidi-2"-mesylaattia
vastaavasti (XXII) varittdmind jauheina.

4'-bensyloksikarbovylietoposidi-3"~-mesylaatti (XXI)

sp. 167 - 170°C
Alkuaineanalyysi yhdisteelle C38H40017S°%H20:
Laskettu: C, 56,36; H, 4,98; S, 3,96
Mitattu: C, 56,23; H, 5,06; S, 4,14
4'-bentsyloksikarbonyylietoposidi-2"-mesylaatti (XXITI)
Sp. 159 - 161°9C, hygroskooppinen
Alkuaineanalyysi yhdisteelle C38H40017S-3H20:
Laskettu: C, 55,13; H, 5,11; §, 3,87
Mitattu: C, 55,29; H, 5,00; s, 4,00
4'-bentsyloksikarbonyylietoposidi-2",3"-dimesylaatti
Sp. 226 - 228°C
Alkuaineanalyysi yhdisteelle C39H42O1982-%H20:
Laskettu: €, 52,76; H, 4,77; S, 7,22
Mitattu: c, 52,78; H, 4,77; 8, 7,31
b. Etoposidin 3"- ja 2"-mesylaattien valmistus

Liuosta, Joka sisdlsi 4'-bentsyloksikarbon-rylietono-
sidi-3"-mesylaattia (60 mg, 0,07 mmol) etanolin ja aseto-
ni geoksessa (4:1, 2,5 ml) hydraattiin sekoittaen pai-
neessa 1 atm 1 tunti 10 % palladiumia hiilelld -kataly-
saattorin (30 mg) ldsnd ollessa. Kun katalysaattori oli
erotettu suodattamalla, suodos vidkevditiin alipaineessa,
jolloin saatiin etoposidi-3"-mesylaattia (yhdiste XXIII)
vadrittomdnd jauheena. HPLC:114 arvioitu puhtausaste 90 %.

sp. 226 - 229°C

IR v . (KBr) (em™'): 3500 (leved), 1770, 1610

uv Amax (MeOH) /nm (£)/: 740 (sh, 12900), 286 (3950)

Samalla tavalla hydrattiin 30 mg (0,04 mg) 4'-
bentsyloksikarbonyylietoposidi-2"-mesylaattia, jolloin
saatiin 23 mg (95 %) etoposidi-2"-mesylaattia (vhdiste
XX1IV) vdrittdmdnd jauheena. HPLC:113 arvioitu puhtaus-

aste 95 %.
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sp. 179 - 181°C
IR v (KBT) (cm_1): 3500 (leved), 1770, 1620
Uv A . (MeOH) /nm (9/: 240 (sh, 12200), 285 (3950).

5 Esimerkki 4
4'-bentsyloksikarbonyylietoposidin (350 mg, 0,5 mmol)

ja difenyylifosfonyylikloridin (322 mg, 1,2 mmol) seosta
sekoitettiin huoneen ldmpdtilassa 2 vrk, laimennettiin
metyleenikloridilla (50 ml), pestiin vedelld, 10-%:isella

10 HCl:1la ja natriumvetyvkarbonaatin vesiliuoksella ja kui-
vattiin sitten vedettdm&lls natriumsulfaatilla. Liuotin
haihdutettiin alipaineessa, jolloin saatiin 4'-bentsy-
loksikarbonyylietoposidi-3"-difenyylifosfaattia (XXV)
epédpuhtaana puolikiinte&nd aineena (290 mg). Tdmdn

15 puoiikilnteén aineen (190 mg) liuosta hydrattiin sekoit-
taen paineessa 1 atm kdyttdmdlld katalysaattorina 10 %
palladiumia hiilelld. Kun katalysaattori oli erotettu
suodattamalla, suodos vikevditiin alipaineessa, jolloin
saatiin 131 mg epdpuhdasta vpuolikiintedd ainetta, joka

20 kdsiteltiin sitten kromatografisesti silikageelipylvddl-
18 (1 % metanolia metyleenikloridissa), jolloin saatiin
59 mg (20 %) etoposidi-3"-difenyylifosfaattia (yhdiste

XXVI). HPLC:11ld arvioitu puhtausasta 80 %.
sp. 126 - 130°C
o 25 IRV __ (Nujol) (cm:1): 3350, 1770, 1600
FAB-MS: m/z 820 (M ).
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Natrium-3"- ja -2"etoposidisulfaattien valmistus
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XXVII: Sp. 223-225°C. Arvioitu puhtausaste (HPLC) 90 %
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1,59 mmol) ja sekoitettiin huoneenlémpétilassa 15 tuntia.
Seos vidkeviitiin alipaineessa ldmpotilassa alle 4OOC,
jolloin saatiin epdpuhdasta ©ljyd (1,2 g), joka kidsi-
teltiin kromatografisesti silikgeelipylvddlld (2 %

MeOH:a CH,Cl,:sea), jolleoin saatiin 2"- ja 3"-sulfaattien
5€0Ss (411 mg). TE&midn seoksen (400 mg, 0,49 mmol) liuos
EtOH:n ja asetoninseoksessa (4:1, 15 ml) hydrattiin se-
koittaen kdyttamdlld katalysaattorina 10 % palladiumia
hiilelld (400 mg) paineessa 1 atm. Katalysaattori pois-
tettiin suodattamalla ja suodos vdkevditiin alipainees-~
sa, jolloin saatiin 370 mg regioisomeeriseosta, joka
jaettiin yksittdisiksi isomeereiksi C18—kéénteisfaasi~
kolonnikromatografialla, jolloin saatiin 52 mg (16 %)
3"-sulfaattia (XXVII), 107 mg (32 %) 2"-sulfaattia
(XXVIII) Jja 138 mg niiden seosta. 3"-sulfaatti johdettiin
Dowex 50W (Na')-hartsikolonnin 14pi kiyttadmilli eluentti-
na vettd ja vesiliukoiset fraktiot kylmdkuivattiin, jol-
loin saatiin yhdisteen XXVII natriumsuolaa viritt&mani
jauheena. Samalla tavalla valmistettiin yhdisteen XXVIII

natriumsuolaa vdrittdmdnid jauheena.

2

-1
IR v .y (KBr) cm * 3440, 1770, 1620. UV X __

(MeOH) nm (&) 240 (sh, 11,600), 284 (3,670). SIMS
m/z 691 (M+H)', 713 (M+Na)®.

XXVIII: Sp. 246-247°Cc. Arvioitu puhtausaste (HPLC) 95 %

-1
IR v . (KBr) cm™™ 3450, 1770, 1620. UV ) __

(MeOH) nm (c¢) 240 (sh, 11,200), 285 (3,650). SIMS
m/z 691 (M+H)', 713 (M+Na)'.

Esimerkeissd 1 ~ 5 valmistettujen yhdisteiden ra-

kenteet esitetddn seuraavassa.



R /Y:O
0
R
(V)
Esi-  Yhdiste R' R>
merkki
la VII CH, -OH -OH cpz (¥
1b VIII  CH; (BzO) ,PO,- ~OH CBZ
1b X CH, OH (Bz0) ,PO - CBZ
1lc XI CH3 (NaO)ZPOZ— -0H H
lc XIT Cii, -OH (NaO) ,PO - i1
2a XIV CHy pCH3=C(H,-80,~ pCH4-C H,~SO4-  CBZ
2a XV CHy pCli4~C H,-S0,-  OH CB7Z
2a XVI CH, -OH pCH4-C H, -804~ CBZ
2b XVIL  CHy pCH4=C.H,~50,- OH H
2b XVIII CH, oH pCH,~C H =50, H
2b XTX CHy pCHy=C H,=S0,~ pCHy~CH,~50,- H
3a XX CH, CH4S0,- CH,S04- CBZ
3a XXT CH, CH,S0,- OH CBZ
3a XXV CH, OH CH,S0,- CBZ
3b XXIII CH, CHBSOB-' OH H
3b XKLV CH, OH CH,S0,~ H
4 XXV CH, (PhO) ,PO,, OH CBZ
4 XXVI  ClH, (Pho) ,PO,, oH H
5 XXVII  CH, NaS04— oH H
5 XXVIII CH, OH NaSo0 - H
*)CBZ = bentsyloksikarbonyyli; Bz = bentsyyli
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Esimerkki 6

i
ROgR
Esgi-
merkki Yhdiste rY
1b IX CH3
lc XIIY CH

VI

Toistetaan esimerkeissi 1
menettelyt kdytt&mdlld teniposidia etoposidin sijasta,
jolloin saadaan yhdisteiden VII ~ XXVIII kanssa analogi-

sia teniposidiyhdisteitd (ts. R

CH,

1

e

CB2

o]

Bz

- 5 kuvatut yleiset

on 2-tienyvyliryhmd)
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd yhdisteen valmistamiseksi, jolla

on kaava V

jossa ryhmd R2 on H ja ryhmd R1 on C,_qoalkyyli,
C2_10—alkenyyli-, C5_6—Sykloalkyyli—, 2-furyyli-,
2~tienyyli-, C6_1O—aryyli-, C7_14—aralkyyli— tai C8*14_
aralkenyyliryhm&, jolloin kukin aromaattisista renkais-
ta voi olla substituoimaton tai substituoitua yvhdell&
tai useammalla ryhm&lld, joita ovat halogeeniatomit

~alkyyli-, C1_8-alkoksyyli—, hydroksyyli~, nitro-

ja C,_
1-8 2

ja aminoryhmdt; tai kumpikin ryhmisti R ja R
alkyyliryhm&; tai ryhmit R! ja R? ja hiiliatomi, Jjohon

on C1_8—

ne ovat liittyneet, muodostavat yhdessd C5_6~sykloalkyy*
liryhmén; ryhmét R3 ja rRY ovat ryhmid -OH, 0502R6 tai
~OSO3H tai niiden farmaseuttisesti hyviksytt &id suoloja,
—OP(X)(OHE tai ien farmaseuttisesti hyvdksyttidvid suolo-
ja tai -O(X) (OR )5, jolloin r® onwetyaotmi tai C1_5—
alkyyli-, fenyyli-, C1_5—alkyylisubstituoitu fenyyli-

tai fenyyli—C1_S—alkyyliryhmé; R’ on fosfonaattiryhmin
suojausryhmd; X on happi- tai rikkiatomi s£ill3d edellytyk-
selld, etteivdt molemmat ryhmisti R3 ja R4 ole OH-ryhmid;
ja R® on H tai fenoliryhmén suojausryhmd, t un n e t -

t u siitd, etti
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(a) suojataan yhdisteen, jolla on kaava

jossa R1  ja R? ovat edelli midriteltyjd ryhmid,

4'—~fenoliryhmé;

(b) saatetaan vaiheesta
reagoimaan yhdisteen kanssa, joka
7 ja X

(a) saatu tuote, jonka 4'-feno-

liryhmd on suojattu,
on 50,, R%50,Cl tai (R'0)P(X)Cl, jolloin RS, R
ovat edelld mddriteltyvjid ryhmid;
(c) poistetaan mahdollisesti fosfaattiryhmdid suojaava
ryhmé R7;
(d) poistetaan mahdollisesti 4'-fenoliryhmdd suojaava
ryhmid; ja
(e) erotetaan isomeerit.

2. Menetelmd yhdisteen valmistamiseksi, jolla on

kaava
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on H tai sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvd suo-

jossa R
1 2 5 . 7 . -
;, R, R ja R ovat patenttivaati

la tai ryhmid R’ ja R
muksessa 1 mddriteltyjd ryhmid; ta%_patenttivaatimukf
sen 1 mukaisen yhdisteen valmistgaiséﬁsi,'jdlla on kaa-
bé'Y;.jbssé.R3 ja r? ovat ryhmid -0OH tai ~OP(X)(OH)2

tai niiden farmaseuttisesti hyvaksyttédvid suoloja tai
—OP(X)(OR7)2, jolloin X ja R7 ovat patenttivaatimuksessa
1 mddriteltyjd ryhmid, silld edellytykselld, etteivit

R3 ja R4 o0le molemmat OH-ryhmid, t unne t t u siitd,
ettd

(a) suojataan yhdisteen, jolla on kaava

jossa R Jja r? ovat patenttivaatimuksessa 1 mddriteltyjd

ryhmid; 4'-fenoliryhmd;
(b) saatetaan vaiheesta (a) saatu tuote, jonka 4'-fenoli-
ryhmd on suojattu, reagoimaan PC13:n kanssa ja kdsitel-

ld8n muodostuneet vilituotteet in situ alkoholilla R7OH;

(c) poistetaan mahdollisesti 4'-fenoliryhmdi suojaava
ryhmd; ja
(e) erotetaan isomeerit.
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