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jorna R® on vety ja k' on alkyyli, alkenyyli, sykloalkyyli, 2-
furyyli, 2-tienyyli, Cé_lo—aryyli, C7_14-aralkyyli tai C8-l4_
aralkenyyli, joissa aromaattiset renkaat voivat olla halogeeni-,
alkyyli-, alkoksi-, hydroksi-, nitro- ja/tai aminosubstituoituija,
tai R1 ja R6 merkitsevdt kumpikin alkyylid tai muodostavat yhdes-
sd niiden vdlill¥ olevan hiiliatomin kanssa sykloalkyyliryhmédn;

X on happi tai rikki; ja R7 ja RB merkitsevdt vetyd, aralkyyli-,
alkyyliaryyli- tai alkyyliaralkyyliryhmi38 tai mahdollisesti hyd-
roksilla, alkoksilla, alkanoyylioksilla, syaanilla, aminolla,
alkyyliaminolla, dialkyyliaminolla, karboksilla, alkyylitiolla,
merkaptolla, merkaptotiolla, nitropyridyylidisulfidilla, alkano-
yyliaminolla, alkanoyylilld, karbamoyylilld, nitrolla ja/tai
halogeenilla substituoitua alkyyli-, sykloalkyyli-, aryyli- tai
aralkyyliryhmdd, sekd uuden farmaseuttisesti hyviksyttdvien suo-
lojen valmistamiseksi. Lisdksi keksinté koskee vastaavia, vili-

tuotteina kdyttdkelpoisia fosforodiklorideja.



Upptinningen avser ctt fSrfarande f8r framstillningen av tumdr-
himmande fosfatderivat av 4'-demetylepipodofyllotoxinglukosider
med formeln (V) cller (VIT)

vari R6 dr vidte och Rl dr alkyl, alkenyl, cykloalkyl, 2-furyl,
2-tienyl, Cg_1073rYLl., C,;_,,-aralkyl eller Cg.q4-2ralkenyl, vari
de aromatiska ringarna kan vara substituerade med halogen, alkyl,
alkoxi, hydroxi, nitro och/eller amino, eller r! och R6 beteck-
nar vardera alkyl eller de bildar en cykloalkylgrupp med kol-
atomen mellan dem; X dr syre eller svavel; och R7 och R8 beteck-
nar védte eller en aralkyl-, alkylaryl- eller alkylaralkylgrupp
eller eventuellt med hydroxi, alkoxi, alkanoyloxi, cyan, amino,
alkylamino, dialkylamino, karboxi, alkyltiom merkaptotio, nitro-
pyridyldisulfid, alkanoylamino, alkanoyl, karbamoyl, nitro och/~-
eller halogen substituerad alkyl, cykloalkyl, aryl eller aralkyl,
samt av farmaceutiskt godtagbara salt ddrav. Uppfinningen avser
dven motsvarande fosforodiklorider, anviéndbara som mellanproduk-
ter.
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Menetelms kasvainten vastaisten epipodofyllotoksiinigluko-

sidi-4'-fosfaattijohdannaisten valmistamiseksi

Tadmd keksint® koskee kasvainten vastaisten epipodo-
fyllotoksiiniglukosidien 4'-fosfaattijohdannaisten valmis-
tusta ja niiden valmistuksessa k#yttokelpoisia vdlituot-
teita.

Etoposidi (VP-16, I) ja teniposidi (VM-26, II)
ovat kliinisesti kdyttokelpoisia sydvdn vastaisia aineita,
jotka ovat luonnossa esiintyvén lignaanin, podofyllotok-
siini (III):n johdannaisia; yhdisteiden luokasta, joihin
sisdltyvit etoposidi ja teniposidi, on joskus kdytetty ni-
mitystd 4'-demetyyliepipodofyllotoksiiniglukosidit. Eto-
posidi ja teniposidi ovat aktiivisia aineita hoidettaessa
erilaisia sy®pid, mukaan lukien kives-, piensolukeuhko-,
munasarja-, rinta-, kilpirauhas-, rakko- ja aivosyOpda,
ei-lymfosyyttistd leukemiaa ja Hodgkin'in tautia.

Yhdisteitd (I) ja (II) ja menetelmd& niiden valmis-
tamiseksi on kuvattu US-patentissa 3 408 441, Wartburg et
al., ja US-patentissa 3 524 844, Keller-Juslen et al.
Niissi kuvattuja yhdisteitd, erityisesti etoposidia ja te-
niposidia, k&dytet#sn ldhtdaineina keksinndn mukaisten epi-
podofyllotoksiiniglukosidi-4'-fosfaattijohdannaisten val-
mistamiseksi.

Yy

|
C ]: I @»

HqC 7 0CH, CH,y OCH,
H CHy
1_
(I) R —CH3

(11) Rl=2-tienyyli (IT1)

Hydroksyyliryhmdn sisdltdvien terapeuttisten ainei-

den fosforylointia on kdytetty keinona l&dkkeen tekemisek-
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si latentiksi; fosforyloidut johdannaiset voidaan sitten
lohkaista in vivo fosfataasin avulla aktiivisen kantamole-
kyylin vapauttamiseksi. Lyhyt esitys fosfaateista mahdol-
lisina esilddkkeind sis#dltyy yleiskatsausartikkeliin, jon-
ka otsikkona on "Rational for Design of Biologically
Reversible Drug Derivatives: Prodrugs" (Sinkula and
Yalkowsky, J. Pharm. Sci., 1975, 64:181-210, 189-191).
Esimerkkejd fosfaateista, jotka ovat tunnettuja kasvainten
vastaisia aineita, ovat kamptosiini (Japan Kokai 21-95,
394 ja 21-95, 393, Derwent Abst. Nro 87-281016 ja
87-281015, vastaavasti) ja daurorubisiini (US-patentti

4 185 111).

Podofyllotoksiinifosfaatti-dinatriumsuolaa (IV)
valmistivat Seligman et al. Kuitenkaan fosfaatti ei hydro-
lysoitunut eturauhashappo-fosfataasin vaikutuksesta eika
sen toksisuus osoittautunut alhaisemmaksi kuin kanta-podo-
fyllotoksiinin (Cancer Chemotherapy Reports Part I, 1975,
59:233-242).

]
0PO,Na,

0 (1IV)

Tdma keksintd antaa kayttddn 4'-demetyyliepipodo-
fyllotoksiiniglukosidien fosfaattiestereitd, jotka ovat
aktiivisia kasvainten vastaisia aineita. Erityisesti 4'-
demetyyliepipodofyllotoksiiniglukosidien divetyfosfaatti
ja sen suolat ovat hyvin vesiliukoisia merkiten ylivoi-
maista farmaseuttista etua nykyisiin t&m&n luokan tera-
peuttisiin aineisiin, etoposidiin ja teniposidiin verrat-
tuna, joiden vesiliukoisuus on minimaalinen.

Keksinndn kohteena on menetelm# kaavan (V) mukais-

ten, kasvainten vastaisten epipodofyllotoksiiniglykosidi-
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4'-fosfaattijohdannaisten ja niiden farmaseuttisesti hy-

vaksyttdvien suolojen valmistamiseksi

ré
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jossa R® on H ja R' on valittu ryhmdstd, jonka muodostavat
(C,..0)-alkyyli, (C, ,,-alkenyyli, (C,)-sykloalkyyli, 2-fu-
ryyli, 2-tienyyli, (C,,,)-aryyli, (C,,,)-aralkyyli ja
(Cg.14)—aralkenyyli, jolloin jokainen aromaattisista ren-
kaista voi olla substituoimaton tai niiss& voi olla sub-
stituenttina yksi tai useampia ryhmi& sarjasta halogeeni,
(C,.¢)-alkyyli, (C, )-alkoksi, hydroksi, nitro ja amino; tai
R' ja R® ovat kumpikin (C,,)-alkyyli; tai R' ja R® ja hiili-
atomi, johon ne ovat sitoutuneet, muodostavat (C,_,)-syklo-
alkyyliryhmdn; X on happi tai rikki; R’ ja R® on itsen&di-
sesti valittu ryhm#std, jonka muodostavat H, (C,;)-alkyyli,
A-substituoitu (C,_)-alkyyli, (C, 4 )-sykloalkyyli, A-substi-
tuoitu (C,)-sykloalkyyli, (C,,,)-aryyli, A-substituoitu
aryyli, alkyyli-substituoitu aryyli, (C,_,)-aralkyyli, A-
substituoitu aralkyyli ja alkyyli-substituoitu aralkyyli,
jolloin mainittuina A-substituentteina on yksi tai useam-
pia ryhmid sarjasta hydroksi, alkoksi, alkanoyylioksi,
syaano, amino, alkyyliamino, dialkyyliamino, karboksi, al-
kyylitio, merkapto, merkaptotio, nitropyridyylidisulfidi,
alkanoyyliamino, alkanoyyli, karbamoyyli, nitro ja halo-
geeni.

Yhdisteen (V) suoloja ovat sekd monoanioni- etta
dianionisuolat. Kationi voi olla metalli-ioni, kuten alka-

limetalli- tai maa-alkalimetalli-ioni, tai muu tavallinen
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metalli-ioni tai orgaaninen typpipitoinen ryhm&, kuten
ammonium, mono-, di- tai trialkyyliammonium tai pyridi-
nium. Kationi on ensisijaisesti natrium, kalium, litium,
cesium, magnesium, kalsium, aluminium, ammonium tai mo-
no-, di- tai trialkyyliammonium. Ensisijaisena kohteena
ovat kaavan (V) mukaiset yhdisteet, joissa R’ ja R® ovat
kumpikin H, ja niiden farmaseuttisesti hyvaksyttdvit suo-
lat. Ensisijaisimpana kohteena ovat etoposidi-4'-divety-
fosfaatti ja ~tiofosfaatti ja niiden vastaavat dinatrium-
suolat (VIa) ja (VIb).

0
H

OH

A g V1)

H Q
H4C OCH,
i
X
a: X =0
b: X = §

Ensisijaisena kohteena ovat edelleen kaavan (V) mu-
kaiset yhdisteet, joissa R’ ja R® ovat samoja ja ne on va-
littu ryhm8std, jonka muodostavat 2,2,2-trihalogeenietyy-
1li, 2-syaanoetyyli, (C, )-alkyyli, fenyyli ja fenyylialkyy-
li, jolloin fenyylirenkaassa on mahdollisesti substituent-
tina alkyyli, halogeeni tai nitro.

Keksinndn kohteena on myds menetelmi8 kaavan (VII)
mukaisten, kasvainten vastaisten fosforoamidaattijohdan-
naisten ja niiden farmaseuttisesti hyv&ksyttdvien suolojen
valmistamiseksi,
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H
OH
< %«0 (VII)
= g
HyC 0CH,

N 7~
P
Y« "N \r2R3

jossa R® on H ja R! on valittu ryhmédstd, jonka muodostavat
(C,..0)-alkyyli, (C, ,-alkenyyli, (C,,)-sykloalkyyli, 2-fu-
ryyli, 2-tienyyli, (C,,,)-aryyli, (C,.,,)-aralkyyli ja
(Cq.,4)-aralkenyyli, jolloin jokainen aromaattisista ren-
kaista voi olla substituoimaton tai niissd voi olla sub-
stituenttina yksi tai useampia ryhmi& sarjasta halogeeni,
(C,.g)-alkyyli, (C, g)-alkoksi, hydroksi, nitro ja amino; tai
R!' ja R® ovat kumpikin (C, ,)-alkyyli; tai R' ja R® ja hiili-
atomi, johon ne ovat sitoutuneet, muodostavat (C, )-syklo-
alkyyliryhm&n; X on happi tai rikki:; Y on Cl, OH tai NR‘R’;
R?}, R}, R' ja R’ on kukin itsendisesti valittu ryhméstd,
jonka muodostavat H, (C,.s)-alkyyli, (C,.s)-alkenyyli,
(C,.¢)-sykloalkyyli, A-substituoitu (C,  )-alkyyli, A-sub-
stituoitu (C, ;)-alkenyyli, A-substituoitu (C, ()-sykloalkyy-
1i; tai RZ,I? ja typpi, johon ne ovat sitoutuneet, merkit-
sevdt yhdessd 3-6 jasenist4d rengasta; tai R', R® ja typpi,
johon ne ovat sitoutuneet, merkitsevdt yhdessa 3-6-jase-
nistd rengasta; jolloin mainittuina A-substituentteina on
yksi tai useampia ryhmi sarjasta hydroksi, alkoksi, alka-
noyylioksi, syaano, amino, alkyyliamino, dialkyyliamino,
karboksi, alkyylitio, merkapto, merkaptotio, nitropyridyy-
lidisulfidi, alkanoyyliamino, alkanoyyli, karbamoyyli,
nitro ja halogeeni.

Keksinn®n kohteena ovat lisdksi kaavan (VIII) mu-

kaiset dikloorifosfaattivilituotteet, joissa R, R® ja X
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ovat edelld mddriteltyj4; ndmd aineet ovat kayttokelpoisia
valmistettaessa kaavan V mukaisia yhdisteiti.

(VIII)

Kaavan (V) mukaisia yhdisteitd valmistetaan keksin-
nén mukaisesti siten, etti
(I) (a) yhdisteen, jonka kaava (1) on

R®

mm

H

OH

<:@é:o )

§

CHy 0CH,
H

jossa R! ja R® ovat edell# mddriteltyj8, annetaan reagoida
vyhdisteen kanssa, jonka kaava on P(X)Cl,, jossa X on edelld
mddritelty, ja vetyakseptorin lésn#ollessa, jolloin muo-
dostuu kaavan (2) mukainen v&liyhdiste;

R6

R

OH (2)

( 0

mwg

CH, OCH,
-P(X)Cl,
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(b) hydrolysoidaan kaavan (2) mukainen yhdiste
mahdollisesti emdksen 1ldsnd ollessa, jolloin muodostuu
kaavan (3) mukainen yhdiste tai sen farmaseuttisesti hy-

viksyttdvd suola;

(3)

tai

(c) kaavan (2) mukaisen yhdisteen annetaan reagoi-
da ainakin yhden ekvivalentin kanssa sekd R'OH:ta etta
R°OH:ta, jossa R’ ja R® merkitsevédt samaa kuin edells, edel-
lytt8en, etta R’ ja R® eivdt molemmat ole H, ja vetyaksep-
torin l&snd ollessa; ja kun toinen R’:st4d tai R®:sta on H,
yhdiste muutetaan mahdollisesti farmaseuttisesti hyvéksyt-
tdviksi suolaksi kdsittelemdlld emdkselld, tai

(II) yhdisteen valmistamiseksi, jonka kaava on

R6
1/l§ 0
R g%é/o
H
oH
( 0
iy /
= \
: \o
HaC 0CH,
0P (OH),
1
X
jossa R', R" ja X ovat edelld mddriteltyjd, tai sen farma-

seuttisesti hyvidksyttdvdn suolan valmistamisecksi
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(a) muutetaan kaavan (IX) mukainen yadiste

(IX)

( ) (X)

My CHy
0Pe0-6),

jossa R', R® ja X ovat edells miiriteltyj&, ja G on fos-
faattisuojaryhmi;

(b) poistetaan fosfaattisuojaryhmi; ja

(c) wvaiheen (b) tuote muutetaan mahdollisesti far-
maseuttisesti hyvdksyttdvdksi suolaksi.

Fosfaattisuojaryhmi& ovat, n#ihin kuitenkaan ra-
joittumatta, R’:n m#iritelm#n yhteydess# edelld mainitut
ryhmdt, H:ta lukuunottamatta.

Kaavan (VII) mukaisia yhdisteitid valmistetaan kek-
sinndn mukaisesti siten, etti

(a) kaavan (2) mukaisen v#liyhdisteen

R‘
Rk/k; 0
H ¢ (2)
OH
( 0
lln,\g
CHy OCH,

-P(X)Cl,
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annetaan reagoida amiinin kanssa, jonka kaava on HNR’R’,
jossa R? ja R® ovat edells masriteltyjd, tai sen happcaddi-
tiosuolan kanssa, jolloih muodostuu kag§an (4) mukainen
yhdiste;

(4)

Ja )

(b) kaavan (4) mukaisen yhdisteen annetaan mahdol -
lisesti reagoida toisen amiinin kanssa, jonka kaava on
HNR'R®, jossa R' ja R® ovat edelld m#driteltyjd, tai sen
happoadditiosuolan kanssa, jolloin muodostuu kaavan (5)
mukainen yhdiste;

R‘
R} 0

CHy CHy
—pAHRIR®
' rtR?
tai
(c) hydrolysoidaan kaavan (4) mukainen yhdiste
mahdollisesti em#ksen 1l1l4snid ollessa, jolloin muodostuu
kaavan (6) mukainen yhdiste tai sen farmaseuttisesti hy-
vdksyttdvd suola.
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€ 0 (6)
s

CHy e,
—p :0“
¥ WRR?

Tdssad kdytettynd, ellei toisin ole erityisesti mai-
nittu, termi "alkyyli" merkitsee suorasivuketjuisia tai
haaroittuneita hiiliketjuja; "halogeeni" on bromi, kloori,
fluori ja jodi; "etopofos" on yhdiste etoposidi-4'-fos-
faattidinatriumsuola (s.o. yhdiste VIa).

4-demetyyliepipodofyllotoksiiniglukosidien fenoli-
ryhm8 voi olla fosforyloitu fosforioksikloridilla ja tio-
fosforyylikloridilla, jolloin saadaan vastaavaa dikloori-
fosfaattia ja vastaavastl diklooritiofosfaattia (kaava
VIII). Fosforylointireaktio suoritetaan sopivassa vedet-
tbmdssa orgaanisessa liuottimessa, esimerkiksi asetonit-
riilissd ja ensisijaisesti tertiddrisen amiini-em&ksen,
esimerkiksi N,N-di-isopropyylietyyliamiinin l&sndollessa.
Reaktion kulkua voidaan valvoa ohkokromatografian avulla
(TLC), jolloin optimireaktiocaika voidaan pddtelld tuot-
teen ilmaantumisen tai ldhtdaineen katoamisen tai kumman-
kin perusteella. Reaktioaika voi olla noin 4 tuntia - noin
72 tuntia. Tarvittavan reaktioajan pituus ndyttdd riippu-
van kdytetyn fosfori-reagenssin laadusta.

Kaavan VIII mukaiset 4'-dikloorifosfaatit ovat mo-
nikdyttdisia vidliyhdisteitd, jotka voivat myOhemmin rea-
goida nukleofiilisten aineiden kanssa, jolloin saadaan
erilaisia fosfaatti- ja tiofosfaattijohdannaisia. Tdten
vdlituotteet voidaan hydrolysoida, jolloin saadaan fos-
faatteja, ja emdksenlésnd ollessa saadaan fosfaattisuolo-
ja. Esimerkiksi, yhdisteestd VIII kédsittelemdlld ylimddrin
kdytetyn natriumvetykarbonaatin vesiliuoksen kanssa saa-

’. 4 i 4
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daan vastaavia 4'-fosfaattidinatrium- ja 4'-tiofosfaatti-
dinatriumsuoloja, my®skin muiden kationien, kuten kaliumin
ja ammoniumin vetykarbonaatteja voidaan kdyttaa kyseisten
suolojen saamiseksi. Dikloorifosfaattivdliyhdisteen VIII
voidaan antaa reagoida amiinien kanssa, jolloin saadaan
joko vastaavaa fosforodiamidaattia tai kloorifosforomono-
amidaattia. Esimerkkej3 sopivista amiineista ovat, nadihin
kuitenkaan rajoittumatta, ammoniakin, primddriset amiinit
kuten etyyliamiini, kloorietyyliamiini, allyyliamiini,
dimetyyliaminopropyyliamiini, hydroksietyyliamiini, syk-
loheksyyliamiini ja aminosykloheksanoli ja sekundddriset
amiinit, kuten dietyyliamiini, piperidiini, etyylimetyyli-
amiini, metyyliaminoetanoli, etyylibutyyliamiini, ja n&di-
den kaltaiset amiinit. K#dytett#dvdn amiinin m8&rdd epipo-
dofyllotoksiinidikloorifosfaatin md&rd&n ndhden voidaan
sdddelld jomman kumman reaktiotuotteen suosimiseksi. Esi-
merkiksi k#dytettiessd suurta ylim8&r&d amiinia suhteessa
epipodofyllotoksiinin m#&r#dsn, saadaan symmetristd fosfo-
rodiamidaattia, s.o. kaavan VII mukaisia yhdisteitd, jois-
sa Y on sama kuin NR’R®; kloorifosforomonoamidaattia, s.o.
kaavan VII mukaisia yhdisteitd, joissa Y on kloori, voi-
daan valmistaa kdytett#essd kontrolloidumpaa mddrdd amii-
nia. Kloorifosforomonoamidaatti voidaan hydrolysoida, jol-

loin saadaan kaavan VII mukaisia yhdisteitd, joissa Y on
OH, tai sen suoloja, tai sen voidaan antaa reagoida edel-
leen toisen amiinin kanssa, jolloin saadaan epdsymmetrista
fosforodiamidaattia, s.o. kaavan VII mukaisia yhdisteita,

joissa Y on NR'R® ja on erilainen kuin NR’R’.
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Edelld selostettu menetelmi on kuvattu seuraavassa
reaktiokaaviossa.

5
R®
Rl/& 0
0
H
OH
10
< ””'((0
H ]
cuanjiP\ocma
H
15
Ylimddra "
20 s 203 H , H
RERYNH Hydrolyysi
C OCH
HaC 0CH HyC OCH, Hy 3
? PCX) P(X)C1, PCX)COH),
RZRIN “NRZR?
25
-~
- ~y- ;
g RSR*NH A Hydrolyysi
PP IEE————— ————————
HaC OCH H4aC 0CH,
"t 0CHa ? POX) PCX)
AW c1’ “NR2R3 HO' “NRZR?
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Fosfaattitriesterit ovat kaavan V mukaisia yhdis-
teitd, joissa R’ ja R? eivdt ole H ja niitd voidaan val-
mistaa Kkiasittelemdlld 4'-demetyyliepipodofyllotoksiini-
glukosidia halogeenifosfaattidiesterin [esim.
Hal-P(X)(OR’)(OR®?)] kanssa. On keksitty, ettd t&mi reaktio
on suoritettavissa tehokkaimmin asetonitriiliss8 orgaani-
sen trialkyyliamiiniemdksen l&snd8 ollessa; ensisijainen
emds on di-isopropyylietyyliamiini. Halogeenifosfaattia ja
amiiniemdstd k&dytetddn ainakin yksi ekvivalentti, mutta
molempia reagensseja kdytet#dn ensisijaisesti mooliekviva-
lentteina hieman ylimd&rin epipodofyllotoksiiniglukosidi-
reagenssiin n&hden. Reaktio voidaan suorittaa missd tahan-
sa tuotteen muodostumiseen johtavassa l&mpdtilassa; kui-
tenkin lievdsti kohotetut l&mpdtilat, esim. 30-40 °C, ndyt-
tidvdt helpottavan reaktiota, joka voi kest&8& useita pdivia
tapahtuakseen loppuun. Symmetrisid halogeenifosfaattidies-
tereitd (s.o. R’=R®) voidaan valmistaa tarkoituksenmukai-
sesti alkoholista ja esim. fosforyylikloridista ja epdsym-
metrisii sellaisia (esim. R’=R%) voidaan valmistaa alkoho-
lista ja dihalogeenifosfaattiesteristd. Fosfaattitrieste-
reitd on mahdollista valmistaa myds muita teitd, esimer-
kiksi muuttamalla ensin fenoli fosfiittiesteriksi, esim.
antamalla reaktion tapahtua sellaisen reagenssin Kkuten
(PhCH,0),PN(i-pr),:n kanssa ja hapettamalla sen jdlkeen fos-
faatti fosfaattiesteriksi kdyttdmdlld esim. m-kloori-per-
bentsoehappoa.

Fosfaattitriesterit voivat lis8ksi toimia wvaliyh-
disteind valmistettaessa kaavan V mukaisia yhdisteitd ja
niiden suoloja. T&ten, esimerkiksi, dihydroksifosfaattia
(V, R’=R®=H) saadaan suorittamalla difenyyliesterin (V,
R’=R®=fenyyli) katalyyttinen hydraus. Muita sopivia fos-
faattisuojaryhmi& ovat, n&ihin kuitenkaan rajoittumatta,
2,2,2-trikloorietyyli, bentsyyli, syaanoetyyli, p-nitro-
substituoitu fenyyli, bentsyyli, fenetyyli ja p-bromife-
nyyli. Dihydroksifosfaatti (V, R’=R®-H) muutetaan em#ssuo-
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loiksi antamalla reaktion tapahtua sopivan ehaksen, esim.
natriumvetykarbonaatin, ammoniumvetykarbonaatin tai orgaa-
nisten amiinien kanssa. Vaihtoehtoisesti, suoloja voidaan
mySs muodostaa eluoimalla dihydroksifosfaatti kolonnin
lapi, jossa on haluttua kationia sis#ltdvids ioninvaihto-
hartsia.

Vaikkakin té@mdn keksinndn yhteydess# kiytet#sn fos-
forylointireagenssina fosforioksikloridia, halogeenifos-
faattidiestereitd ja niiden vastaavia rikkianalogeja, on
selvdd, ettd voidaan kdyttdi my®s muita fosforireagensse-
ja, jotka pystyvdt fosforyloimaan fenoleja, ja sopivat
reaktio-olosuhteet ja vdliaine voidaan valita valitun fos-
forylointiaineen mukaisesti. Yleiskatsausartikkeli, jonka
otsikkona on "Current Methods of Phosphorylation of Biolo-
gical Molecules" (Synthesis, 1977, 737-52) sis#lt#8 lisi-
esimerkkejd fosforylointiaineista, ja liitet&&n t&hin
viitteend.

Biologisia ominaisuuksia

Tyypillisten t&m&n keksinn®én yhdisteiden kasvaimen
vastainen vaikutus arvioitiin hiiren P388-leukemiasiir-
teeseen. Kaikissa kokeissa kdytettiin naaras-CDF,-hiirii,
joihin oli istutettu kasvainistutteena 10° hiiren P388-leu-
kemian vesivatsasolua. Kokeissa, joissa kdytettiin etopo-
sidi-4'-fosfaattia, sen natriumsuolaa ja etoposidi-4'-tio-
fosfaattidinatriumsuolaa, kasvaimen isuttaminen ja laske-
kdsittely tapahtuivat molemmat iv-tietd. Kaikissa muissa
kokeissa kasvaimen istutus ja l#d#kek#dsittely tapahtuivat
ip-tietd. Kaikissa tapauksissa, kuitenkin, positiivinen
kontrolli, etoposidi, annettiin ip-tietsd. Kokeet kestivit
28-46 p#ivas, jonka ajan kuluttua laskettiin eloon jéaénei-
den lukum&8&drd. Kasvaimen vastainen vaikutus on ilmoitettu
%¥:na T/C, joka on l##kkeelld k#sitellyn ryhmin keskimii-
rdisen eloonjéd&misajan (MST) suhde suolalla k#sitellyn
kontrolliryhmén MST:hen. Yhdisteelld, jonka T/C-%-arvo on

125 tai suurempi, katsotaan yleensd olevan merkittdvia kas-
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vaimen vastainen vaikutus P388-kokeessa. Taulukko I esit-
t44 tulokset edelld selostetusta arvioinnista; siind on
ilmoitettu suurimmat T/C-%-arvot ja annokset, jotka anta-
vat tuon vaikutuksen
Taulukko I
Kasvaimen vastainen vaikutus hiiren
P388~-leukemiaan

Yhdiste (mz/%xz/ini.) Antotie M8T(d) /0%

Kasvainsolut istutettu laskimonsisdisesti

Zsimerkki 1 140 v 29,0 253
(Etovosidi) 50 TP 20,5 256
Zsimerkki 4 200 P 18,0 225
{Ztoposidi) 1C0 IP 21,5 269
Zsimerkki 8 125 Iv 24,5 306
(Etoposidi) 100 IP 29,5 369

Hasvainsolut istutettu vatsaontelonsisdisesti

Esimerkki 2 240 Ip 16,5 165
(Etoposidi) 60 ipP 25,0 250
Esimerkki 3 200 IP 15,5 155
(Etoposidi) 100 1P 27,0 270
Esimerkki 7 240 I? 25,0 Anggg*
(EZtoposidi) 100 Ie 26,0 260
Esimerkki 9 150 ir 19,5 219
(Etovosidi) 100 IP 24,0 267

* Lidkkeet annettiin p&ivdnd 5 ja 8 ellei toisin ole erik-
seen mainittu (pdivin 1 ollessa kasvaimen istutuspdivd).
T4m3n keksinndn kasvaimen vastaisten yhdisteiden on
osoitettu olevan aktiivisia istutettuja kasvaimia vastaan
koe-eldimissd. Erityisesti kaavan VIa ("etopofos") mukai-
sella yhdisteelld osoittautui olevan merkittdvdsti suurem-
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pi kasvaimen vastainen vaikutus kuin etoposidilla P388-
kokeessa. Tdmd selektiivinen aine edustaa eritt#din vesi-
liuokoista etoposidin esil&&kettsd, jolla on v&haisempi
kasvaimen vastainen vaikutus in vitro ja joka lohkeaa no-
peasti alkaalisen fosfataasin ansiosta, minkd seurauksena
etoposidi wvapautuu. Vapautuva etoposidi omaa identtisen
sytotoksisuuden kantalididkkeen kanssa.

Kasvainterapiassa annetaan tehokas m&&ri kasvainta
ehkdisevdd kasvaimen vastaista kaavan V tai VII mukaista
yhdistettd kasvaimesta k#&rsividlle potilaalle. T&hin tar-
koitukseen ld8kettd voidaan antaa tavanomaisia teitsd, mu-
kaan lukien, niihin rajoittumatta, laskimonsis&disesti,
lihaksensisdisesti, kasvaimensisdisesti, valtimonsisai-
sesti, imukudoksensisdisesti ja suun kautta.

Kasvainten vastainen farmaseuttinen koostumus voi-
daan tehdd mihin tahansa farmaseuttiseen muotoon, joka
soveltuu haluttua tietd annettavaksi. Esimerkkej4a sellai-
sista koostumuksista ovat kiinte#t suun kautta annettavat
koostumukset, kuten tabletit, kapselit, pillerit, jauheet
ja rakeet, nestekoostumukset suun kautta annettavaksi,
kuten liuokset, suspensiot, siirapit tai eliksiirit ja
parenteraalisesti annettavat valmisteet, kuten steriilit
liuokset, suspensiot tai emulsiot. Ne voidaan valmistaa
my6s steriilien kiinteiden koostumusten muotoon, jotka
voidaan liuottaa steriiliin veteen, fysiologiseen suola-
liuokseen tai muuhun steriiliin injektoitavaan vidliainee-
seen vdlittdmdsti ennen kiyttoi.

Tietylle nisdkdspotilaalle annettavat optimiannok-
set ja ohjeet ovat alan asiantuntijan helposti todetta-
vissa. Tdysin ymmidrrettdvdi on tietenkin, ettad kiytettavi
annos vaihtelee riippuen tietysti formuloidusta koostumuk-
sesta, tietystéd kaytettdvdstd yhdisteestd, antotavasta ja
tietystd kdsiteltdvdstd kohdasta, potilaasta ja sairaudes-
ta. Monet tekijdt, jotka modifioivat ldidkkeen vaikutusta,

on otettava huomioon, mukaan lukien ik#, paino, sukupuoli,
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ruokavalio, antoaika, antotie, eritysnopeus,'potilaan ti-
la, ladkeyhdistelmdt, reaktioherkkyydet ja sairauden vaka-
vuus.

Seuraavat esimerkit ovat ainoastaan kuvaamistarkoi-
tuksessa esitettyjd eikd niit8 pidd katsoa keksinndn pii-
rida rajoittaviksi.

Seuraavissa esimerkeissd protoni- ja hiili-ydin-
magneettiset resonanssi (NMR)-spektrit (kdytt&mdlld si-
sdisend vertailuna CDCl,:a tai D,0:ta) ja fosfori NMR-spek-
trit (kdyttdm#dlld sisdisend vertailuna 85-prosenttista
H,PO,:n vesiliuosta) mddritettiin Bruker WM360-spektromet-
rilld. Infrapuna-spektrit (IR) m&&ritettiin Perkin-Elmer
1800 Fourier Transform Infrared Spectrophotometer'illa.
"Flash-kromatografia"” viittaa menetelm#&n, jota on selos-
tanut Still (Still, W. C.; Kahn, M.; Mitra, A.; J. Org.
Chem., 1978, 43, 2923) ja suoritettiin kdyttamdlla
E. Merck'in silikageelid (230-400 mesh). Kddnteisfaasi-
kromatografiointi suoritettiin positiivisessa typpipai-
neessa k#dyttdm#ll3 silikageeliin sidottua valmistetta C 18
(oktadekyylisilaani) (40 - pm l&8pimitta, toimittaja J. T.
Baker).

Esimerkki 1
Etoposidi-4'-fosfaattidinatriumsuola (yhdiste VIa)

Magneettisesti sekoitettua suspensiota, jossa oli
etoposidia (2,30 g, 3,91 mmoolia) kuivassa asetonitrii-
lissd (210 ml), li&mmitettiin kunnes liukeneminen oli ta-
pahtunut l&hes t#dydellisesti. Liuoksen annettiin j&&htya
huoneen l&mp&dtilaan, ja lisdttiin N,N-di-isopropyylietyy-
liamiinia (2,36 ml, 13,5 mmoolia). Seos jdahdytettiin sit-
ten 0 °C:seen ja 30 sekunnin aikana lisdttiin ruiskun avul-
la POCl,:a (666 mg, 4,34 mmoolia). Seoksen annettiin kohota
hitaasti 2-3 tunnin aikana huoneen l&mp&tilaan ja sekoit-
tamista jatkettiin huoneen l&mpdtilassa 63 tuntia. Taman
ajan kuluttua seoksesta poistettiin 20 tilavuusprosenttia

ja kédsiteltiin dietyyliamiinin kanssa esimerkissd 2 selos-
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tetulla tavalla. J8ljells olevaa osaa k#siteltiin natrium-
vetykarbonaatin liuoksen (6,0 g, 71,4 mmoolia) kanssa
deionoidussa H,0:ssa (100 ml), seosta sekoitettiin huoneen
lamp&tilassa 80 minuuttia, ja jaettiin sitten kyllastetyl-
14 natriumvetykarbonaatin vesiliuoksella (20 ml) deioni-
soituun H,0:hon (125 ml) ja etyyliasetaattiin (350 ml) 1liu-
keneviin osiin. Orgaaninen kerros uutettiin edelleen deio-
nisoidulla H,0:1la (1 x 50 ml) ja yhdistetyt vesikerrokset
pestiin etyyliasetaatilla (250 ml) ja k&siteltiin sitten
0,5 mm:n vakuumissa huoneen l&mp&tilassa tunnin ajan
livenneiden 1liuottimien poistamiseksi. Vesiosa pantiin
sitten 4 cm:n l&pimittaiseen kolonniin, jossa o0li 15 cm
oktadekyylisilaanilla sidottua silikageelid, joka oli pa-
kattu metanolissa ja tasapainoitettu H,0:1la. Koko vesi-
osan lis&&misen jdlkeen kolonni eluoitiin H,0:1la (175 ml)
epdorgaanisten suolojen poistamiseksi ja sitten tuote
eluoitiin H,0:n ja CH,0H:n seoksella 4:1. Haihduttamalla
liuvotin pois 0,5 torrin vakuumissa saatiin 744 mg (36 %)
puhdasta otskikon yhdistettd varittSminid kiintedni ainee-
na. Vaihtoehtoisesti lyofilisoimalla saadaan puhdasta ot-
sikon yhdistettd hyvin kuohkeana pienitiheyksiseni kiin-
te&nd aineena.

IR (KBr) 3426, 1775, 1593, 1505, 1486, 1337, 1239,
1191, 1122, 1078, 1034, 983, 927, 888, 876, 851, 840, 697,
684, 664, 547 cm™.
360 MHz 1H NMR (DZO) § 6,93 (s,1H), 6,59 (s,1H), 6,27
(s,2H), 5,93 (4,2H), 5,09 (d,lH,J=218Hz), 4,83
(q,lH,J=5rOHz), 4,68 (d,lH,J=7;9Hz), 4,62 (d, 1H,J=5,7Hz),
4,47-4,35 (m,2H), 4,24 (dd,1H,J=4,4 ja 10,4Hz), 3,64
(s.6H), 3,68-3,52 (m,3H), 3,44-3,30 (m,3H), 3,17-3107
(m,1H), 1,31 (d,3H,J=5,0Hz).

90 Miz 13 NMR (D,0) & 178,5, 151,8, 148,1, 146.1,
135,0, 132,6, 130,09, 127,4, 109,9, 109,5, 107,4, 101,3,
100.4, 99,58, 79,2, 73,7, 72,7, 72,2, 69,1, 67,1, 65,4, 55.86,
42,8, 40,3, 37,5, 18,8.
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146 MHz °'P NMR (D,0) £ 3,79

Massaspektri (FAB), m/e, 713 (M’ + H), C,H;Na,O P
edellyttds M', 712

Analyysi:

Laskettu yhdisteelle C,/H,;Na,0,.P:
C 48,89; H 4,39; Na 6,45
Saatu* C 48,72; H 4,56; Na 6,56

* Sdddetty 8,16 %:ille H,0:ta, mddritettyna Karl
Fischer'in analyysimenetelm&ll&.

Esimerkki 2
Etoposidi-4'-(bis[N,N-dietyyli]fosfoniamidi) (VII, X=0O,
R'=metyyli, R®=H, Y=N(Et),, R’=R’=Et)

Esimerkissd 1 mainitulla tavalla 20 tilavuus-% eto-

posidin ja POCl,;:n reaktiotuoteseosta lisdttiin dietyyli-
amiiniin (4 ml) ja sekoitettiin huoneen l&mpdtilassa 3
tuntia. Liuotin haihdutettiin pois vakuumissa ja vaalean-
punakeltainen ja&nn®s puhdistettiin flashkromatografioi-
malla silikageelillsd. Eluoimalla seoksella 4 % metanolia
metyleenikloridissa saatiin 271,3 mg (46,9 %) puhdasta
otsikon yhdistettd vaaleankeltaisena kiinte&n# aineena.

IR (KBr) 3408, 2974, 2936, 2877, 1774, 1598, 1508,
1486, 1467, 1421, 1383, 1339, 1234, 1191, 1162, 1130,
1098, 1079, 1037, 902, 858, 795, 713, 700, 544 cm™™

360 MHz lH NMR (CDCl,) & 6,79, (s,1H), 6,50 (s,1H),

6,20 (s,2H), 5,96 (ABq,2H), 4,87 (d,1H,J=3,2Hz), 4,71
(q,1H,J=5.1Hz), 4,61 (d,1H,J=7,6Hz), 4,57 (d,1H,J=5,2Hz),
4,39 (dd,1H,J=9,1 and 10,2Hz), 4,22-4,13 (m,2H), 3,74
(m,1H), 3,65 (s,6H), 3,55 (m, 1H), 3,40 (m,1H), 3,32-3,10
(m,11H), 2,94-2,83 (m,(1H), 1,37 (d,3H,J=5 1Hz), 1,10
(m,12H).

/

146 MHz S1p NMR (CDC1;) & 16,49.
+

Massaspektri (FAB), m/e, 779 (M+ + H), 573 (M -
. coe ot
sokeri) . C37H51N2014P edellyttda M , 778
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Esimerkki 3
Etoposidi-4'-(N,N-[2-kloorietyyli]fosforyylikloridi)
(VII, Rl'=metyyli, R°=H, X=0, Y¥=Cl, R?=R%=CH,CH,Cl)

Magneettisesti sekoitettua etoposidin (2,00 g, 3,40

mmoolia) suspensiota kuivassa asetonitriilissd (220 ml)
ldmmitettiin kunnes liukeneminen o0li tapahtunut l8hes t&dy-
dellisesti. Seos jd8hdytettiin huoneen l8mpttilaan ja k&-
siteltiin N,N-di-isopropyylietyyliamiinin (2,05 ml, 11,8
mmoolia) kanssa. Seos jd#hdytettiin sitten O °C:seen N,:n
suojaamana ja ruiskun avulla lisdttiin 30 sekunnin kulues-
sa fosforioksikloridia (624 mg, 4,07 mmoolia). Seosta se-
koitettiin magneettisesti O °C:ssa 2,5 tuntia ja sitten
huoneen l&mpdtilassa vield 1,5 tuntia. Sitten lis&dttiin
nopeasti bis-(2-kloorietyyliamiini)hydrokloridia (1,82 g,
10,2 mmoolia) ja sen jdlkeen heti lisdd& N,N-di-isopropyy-
lietyyliamiinia (2,10 ml, 12,0 mmoolia). Seosta sekoitet-
tiin huoneen 1l&mp®dtilassa 85 minuuttia, konsentroitiin
vakuumissa noin 5 ml:n tilavuiseksi, ja liuotettiin etyy-
liasetaattiin (400 ml) ja metanoliin (5 ml). Saatu liuos
pestiin pH 5-puskurilla (2 x 200 ml), vedelld (150 ml) ja
suolaliuoksella (150 ml1) ja kuivattiin Na,SO,/MgSO,-seoksel-
la. Haihduttamalla liuotin pois saatiin keltaista-orans-
sinvdristd kiintedtd ainetta, joka puhdistettiin flash-
kromatografioimalla silikageelilld 3-4 % metanolia sis&dl-
tdvdlld metyleenikloridilla, jolloin saatiin 1,25 g

(45,4 %) puhdasta otsikon yhdistettd vdrittém#ni kiintedni
aineena.

360 MHz 1H NMR (CDC1,) & 6,82 (s,1H), 6,52 (s,1H), 6

(s.2H), 5,99 (d4,2H), 4,90 (d,1H,J=3,4Hz), 4,73
(q,lH,J=S,OHz), 4,65-4,60 (m,2H), 4,41 (m,1H), 4f25-4;15
(m, 2H), 3175-3r65 (m,5H), 3,72 (s,6H), 3,60-3,23 (m,SH),
2,91-2,80 (m,1H), 1,38 (d,3H,J=5,0Hz).

127

146 MHz *P NMR (CDCl,) & 11,16 ja 10,96 (kaksi
piikkid kiertdvédstd fosforista johtuen).



10

15

20

25

30

35

21 87790

Massaspektri (FAB), m/e, 812, 810, 808.
C,,H,,C1,NO, ,P edellyttds M’ (°°Cl) 809.

Esimerkki 4
Etoposidi-4'-tiofosfaattidinatriumsuola (yhdiste VIb)

Magneettisesti sekoitettua etoposidin (2,04 g, 3,47

mmoolia) suspensiota Kkuivassa asetonitriilissd (175 ml)
ldmmitettiin kunnes liukeneminen oli tapahtunut l18hes tay-
dellisesti. Liuoksen annettiin j&&hty& huoneen la&mpdtilaan
ja sitten siihen lisdttiin N,N-di-isopropyylietyyliamiinia
(2,00 ml, 11,5 mmoolia). Seos j&ahdytettiin sitten

0 °C:seen ja ruiskun avulla lis8ttiin 30 sekunnin aikana
tiofosforyylikloridia (0,720 g, 4,17 mmoolia). Seoksen an-
nettiin l&mmet# hitaasti huoneen la&mp®&tilaan 2-3 tunnin
kuluessa ja sekoittamista jatkettiin huoneen lampotilassa
16 tuntia. Seos ldmmitettiin sitten 30-35 °C:seen ja pidet-
tiin tuossa l&mpdtilassa vield 4 tuntia. TLC:ssd (5 %
CH,OH:ta CH,Cl,:ssa) havaittiin suurehko uusi t&dpld, jonka
R,~arvo oli suurempi kuin etoposidin. Reaktioseosta kési-
teltiin kiinte#n natriumvetykarbonaatin (7,4 g) kanssa ja
sitten lis#ttiin deionisoitua H,0:ta (100 ml). Seosta se-
koitettiin 28-25 °C:ssa 1,5 tuntia ja huoneen ldmpdtilassa
1,5 tuntia. Seos jaettiin kyll&stetylld natriumvetykarbo-
naatin vesiliuoksella (30 ml) deionisoituun H,0:hon

(200 ml) ja etyyliasetaattiin (300 ml) liukeneviin osiin.
Jatkokidsittely ja kdidnteisfaasi-kromatograafinen kKasittely
suoritettiin esimerkissd 1 kuvatun menetelm&n mukaisesti,
jolloin saatiin 1,03 g (40,8 %) puhdasta otsikon yhdis-
tettd vdrittOménsd kiintednd aineena.

1
360 MHz “H NMR (D20) s 6,93 (s,1H), 6f60 (s,1B), 6,27

(s,2H), 5,93 (d,2H), 5,09 (d,1H,J=2,8Hz), 4,83
(q.1H,J=5,0Hz), 4,68 (d,1H,J=7,8Hz), 4,63 (d,1H,J=5, 7Hz),
4,47-4,35 (m,2H), 4,24 (dd,1H,J=4,3 ja 10,5Hz), 3,664
(s.6H). 3,67-3,52 (m,3H), 3,47-3,29 (m,3H), 3,17-3,07
(m,1H), 1,31 (d,3H,J=5 0Hz).

Massaspektri (FAB), m/e 728 (M+), 706 (M+ + H - Na)

, e ot
C,oH; Na,0, PS edellyttad M', 728
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Esimerkki 5
Etoposidi-4'-[[N,N-bis(2-kloorietyyli)amino]-[N-3-hydrok-
sipropyyli)amino]]fosfaatti (VII, X=0, R'=metyyli, R°®=H,
R’=R’=2-kloorietyyli, Y=-NH(CH,),0H

Magneettisesti sekoitettua liuosta, jossa oli esi-
merkin 3 yhdistettd (280 mg, 0,346 mmoolia) CH,Cl,:ssa
(3 ml), k8siteltiin liuoksen kanssa, jossa oli 3-amino-1-

propanolia (33,5 mg, 0,446 mmoolia) CH,Cl,:ssa (1 ml).

5 minuutin kuluttua lis&ttiin vield 3-amino-1l-propanolia
(31,0 mg, 0,413 mmoolia) absoluuttisessa metanolissa

(0,5 ml). Reaktioseos puhdistettiin panemalla suoraan
4:1le preparatiiviselle TLC-levylle (1 mm, E. Merck silica
gel), jotka kehitettiin k#ytt&m#ll4 5-8 % CH,OH:a sis#lti-
vad CH,Cl,:a. Eluoimalla haluttu tuotevybhyke Kkdyttam&lli
5 % CH,0H:a sis8lt8v88 etyyliasetaattia ja haihduttamalla
sen jdlkeen kuiviin vakuumissa ja kuivaamalla sitten edel-
leen 0,1 torrin vakuumissa saatiin 185 mg (63 %) puhdasta
otsikon yhdistettd virittém#nd kiintednd aineena (diaste-

reomeerien seosta, fosforin kohdalla).

360 MHz 'H NMR (CDC1;) § 7,20 (br s, 1H), 6,80 (s, 1H),

6,50 ja 6,48 (2s, 1H), 6,26 ja 6,25 (2s, 2H), 5,97 (d,
2H), 4,88 (m, 1H), 4,73 (q, 1H), 4,64-4,57 (m, 2H), 4,40 (m
1H), 4,21-4,13 (m, 2H), 3,71, 3,70 (2s, 6H), 3,71-3,06 (m,
18H), 2,90-2.80 (m, 1H), 1,37 (d, 3H).
Massaspektri (FAB), m/e, 849, 851 (M' + H,
P edellyttis M’ 848 (3°c1) ja 850

’

35Cl,

3Z$l)' C36H47C1201
(T 'Cl).

Esimerkki 6
Etoposidi
4'-[[N,N-bis(2~kloorietyyli)amino]-[N-[2-[(3-nitropyridyl-
2-yyli)disulfidi]etyyli)]amino] fosfaatti (VII, X=0,
R'=metyyli, R®=H, R’*=R’=2-kloorietyyli, Y=NH(CH,),-SS-(3-nit-
ropyridyl-2-yyli) i

5

Seosta, jossa oli esimerkin 3 yhdistettd (248 mg,
0,306 mmoolia) ja 2-(3-nitropyridyyli)-1-(2-aminoetyyli)-
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disulfidihydrokloridia (105 mg, 0,393 mmoolia), kédsitel-
tiin CH,Cl,:n (7 ml) kanssa, mink& jdlkeen lisdttiin di-
isopropyylietyyliamiinia (100 pl, 0,570 mmoolia) ja kui-
vaa metanolia (0,5 ml). Saatua liuosta sekoitettiin huo-
neen ldmpdtilassa 1,5 tuntia ja sen jélkeen puhdistettiin
panemalla tuote suoraan neljdlle preparatiiviselle TLC-
levylle (1 mm, E. Merck silica gel), jotka kehitettiin
kayttamalla 4-5 % CH,OH:ta sisiltdvasd etyyliasetaattia.
Eluoimalla haluttu tuotevybhyke k&ytt&m&lld 4-5 % CH,0H:a
sisdltivii etyyliasetaattia ja haihduttamalla sen jé&lkeen
kuiviin vakuumissa ja kuivaamalla sitten edelleen 0,1 tor-
rin vakuumissa, saatiin 231,7 mg (75,3 %) puhdasta otsikon
yhdistettd keltaisen-ruskeana kiintednd aineena (diaste-
reomeerin seosta, fosforin kohdalla).

IR (KBr) 1774, 1598, 1584, 1559, 1509, 1486, 1456,
1421, 1397, 1342, 1236, 1160, 1128, 1096, 1038, 1004, 920,
857, 747, 699 cm™.

360 MHz ‘H NMR (cDCl,) 6 8,81 ja 8,77 (2m, 1H), 8,48

(m, 1H), 7,33 (m, 1H), 6,81 (s, 1H), 6,51 ja 6,50 (2s, 1H)
6,26 (br s, 2H), 5,97 (d, 2H), 4,89 (m, 1H), 4,73 (g, 1H),

4’65-4r52 (m, 3H), 4,41 (m, 1H), 4,24-4,14 (m, 2H), 3;71,

3,70 (2s, 6H), 3,71-2,85 (m, 19 H), 2,68 (br s, 1H, OH),

2,37 (br s, 1H, OH), 1,37 (d, 3H).

-~

Massaspektri (FAB), m/e, 1005, 1007 (M’ + H, CIl,
¥c1), C,.H,,C1,N,0,,PS, edellyttaa M', 1004 (°°Cl) ja
1006 (*’cl).
Esimerkki 7
Etoposidi
4'-difenyylifosfaatti (R'=CH,, R°=H, R’=R°=fenyyli
Magneettisesti sekoitettua suspensiota, jossa oli

etoposidia (10,50 g, 17,84 mmoolia, kuivattu P,05:11la

80 °C:ssa/0,5 torria) kuivassa asetonitriilissd (450 ml),
kdsiteltiin di-isopropyylietyyliamiinin (4,20 ml, 24,1
mmoolia) kanssa ja sitten lis&dttiin huolellisesti ruiskun
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avulla difenyylikloorifosfaattia (2,00 ml, 9,65 mmoolia).
Seosta sekoitettiin N,:n suojaamana kaksi tuntia 50 °C:ssa,
jolla kohdalla kaikki etoposidi oli liuennut. Lis&ttiin
vield difenyylikloorifosfaattia (1,80 ml, 8,68 mmoolia) ja
reaktioseosta pidettiin 45 °C:ssa 72 tuntia. Sen jalkeen
kun oli lisdtty enemmdén amiiniem&sta (0,75 ml, 4,3 mmoo-
lia) ja difenyylikloorifosfaattia (0,80 ml, 3,86 mmoolia),
seosta sekoitettiin 40-45 °C:ssa 27 tuntia, k3siteltiin
lisdtyn difenyylikloorifosfaatin (0,40 ml, 1,93 mmoolia)
kanssa, ja pidettiin 40-45 °C:ssa 22 tuntia. Sitten lis&t-
tiin isopropanolia (20 ml), 1liuotin haihdutettiin pois
vakuumissa ja kiinted j&#nnds liuotettiin CH,Cl,:iin
(500 m1), ja erotettiin H,0:n (400 ml) kanssa. Vesikerrosta
uutettiin edelleen CH,Cl,:n (100 ml) kanssa ja yhdistetyt
orgaaniset uutteet pestiin suolaliuoksella (250 ml) ja
kuivattiin (Na,SO,/MgSO,). Haihduttamalla py®rivdssd haih-
duttimessa ja suorittamalla sen jdlkeen flash-kromatogra-
fiointi silikageelilld k#ytt&m&l1l8 2-3 % CH,OH:a sisdltiviis
CH,Cl,:a, saatiin 12,50 g (85 %) puhdasta otsikon yhdistet-
td vidrittOmdnd kiintednd ainecna.
FAB M5 m/e (suhteellinen intensiteetti) 820 (M+H)'
IR (KBr) 3460, 2925, 1775, 1601, 1490 em™ L.
1y MR (CDC13) & 7,28 (m,8H), 7,15 (m,2H), 6,78 (s, 1H),
6,47 (s,1H), 5,95 (m,2H), 4,85 (d,J=3,5Hz,1H), 4,71 (m,1H),
4,60 (d,J=7.6Hz,1H), 4,56 (d,J=S,1Hz,1H), 4,38 (m,1H),
4,22-4,13 (m,2H), 3,72-3,60 (m,1H), 3,48 (s,6H), 3,54-3,28
(m,3H), 3,23 (dd,J=14,2,5,3Hz,1H), 2,78 m,1H), 1,35
(d,J=S,1Hz,3H).
Analyysi:
Laskettu yhdisteelle C,H,,0,,P:
C 60,00, H 5,04;
Saatu: C 60, 20, H 5,16
Esimerkki 8
Etoposidi 4'-fosfaatti (V; R'=CH,; R°=H, R’=R°=H
Platinaoksidia (0,198 g, 0,87 mmoolia) lis&dttiin
vasta avatusta pullosta (Aldrich Chemical Co.) liuokseen,
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jossa oli etoposidi-4'-difenyylifosfaattia (esimerkin 7
tuotetta; 0,79 g, 0,962 mmoolia) 95 ml:ssa absoluuttista
etanolia. Liuosta hydrattiin Parr'in laitteessa 45-50
psi:n (n. 310-340 kPa:n) paineessa 4 tuntia huoneen lampo-
tilassa. Reaktioseos suodatettiin Celite-patjan l&pi kayt-
t4am#l14 eluenttina etanolia. Konsentroimalla vakuumissa ja
kuivaamalla P,0.:n p&&ll8 14 tuntia vakuumissa saatiin ha-
luttua tuotetta valkeana kiinte&nad aineena (0,627, 94 %):
FAB MS m/e (suhteellinen intensiteetti) 669 (MiH)’
IR (KBr) 3440, 2930, 1778, 1604, 1498 cm 1.
1y nmRr (DMSO-d,) & 6,93 (s,1H), 6,46 (s,1H), 6,12
(s.,2H), 5,94 (m,2H), 5,17 (bs,1H), 4,86 (d,J=3,93Hz, 1H),
4,64 (g.J=7,5,5,8Hz, 1H), 4,51-4,42 (m,2H), 4,20
(d,J=10,7Hz,1H), 4,01 (dd,J=12,1,5,3Hz,1H), 3,51 (s,6H),
3r51'2f75 (m,7H), 2,83 (m,1H), 1,16 (d,J=5,1Hz, 3H).
3c nur (DMSO-d,) & 174,5, 151,2, 151,1, 147,7, 146,2,
126,1, 132,3, 128,8, 109,8, 109,7, 107,9, 101,5, 101,z,
98,5, 80,0, 74,3, 72,7, 71,7, 67,6, 67,2, 65,7, 55,8, 43,0,
37,1, 20,2, 18,5.
Analyysi:
Laskettu yhdisteelle: C,H,,0,,P. 0,85 % H,0:
C 50,95; H 5,11;
Saatu: C 51,42; H 4,97
Esimerkki 9
Etoposidi-4'-bis(2,2,2-trikloorietyyli)fosfaatti (VIII;
R®=CH,, R'=H, R’=R°=CH,CCl,)
Toistettiin esimerkissid 7 selostettu menettely
kdyttamalla bis(2,2,2-trikloorietyyli)kloorifosfaattia,
jolloin saatiin otsikon yhdistettd 100 %:n saannoin varit-

téménd kiinte&nd aineena silikageelilld flash-kromatogra-

fioinnin jdlkeen.
IR (KBr) 1780, 1610, 1490, 1415, 1345, 1240, 1040,

960, 725 cm™.
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3,43 (d4,1H), 3,34-3,24 (m,3H), 2,91-2,82 (m,1H), 1,38
(d,3H,J=4,9Hz).

Massaspektri (FAB, m/e = 928,9848 (M'+H).
C,3H,,C1,0,,P edellyttdd 928,9872.

Esimerkki 10
Etoposidi-4'-fosfaattidinatriumsuola etoposidi-4'-fos-
faatista

Menetelmd A

Vetymuodossa olevaa kaupan olevaa Dowex 50 x 8-100
kationinvaihtajahartsia (20 g, Aldrich Chemical Co.) ka-
siteltiin ylim88rin kdytetyn l-norm. NaOH:n kanssa. Muo-
dostunut Na' -muodossa oleva hartsi pakattiin 2 cm:n ko-
lonniin ja tasapainotettiin vedelld. Pakatun kolonnin yléa-
paddhdn pantiin etoposidi-4'-fosfaattia (esimerkin 8 tuo-
tetta, 1,25 g, 1,87 mmoolia) liuotettuna 25 ml:aan deioni-
soitua vettd ja kolonni eluoitiin vedelld. Otsikon yhdis-
tettd sisdltdvdt fraktiot yhdistettiin, suodatettiin ja
lyofilisoitiin, jolloin saatiin 1,15 g otsikon yhdistetta
valkeana ja kuohkeana aineena.

Menetelmd B

2,90 g:aan (4,34 mmoolia) raakaa etoposidi-4'-fos-
faattia (esimerkin 8 tuotetta) lisdttiin deionisoitua vet-
td (50 ml) ja natriumvetykarbonaattia (3,00 g, 35,7 mmoo-
lia). Seosta sekoitettiin huoneen l&mpdtilassa 30 minuut-
tia, jonka ajan kuluessa CO,:n kehittyminen lakkasi. Seos
kromatografioitiin sitten esimerkissd 1 selostetulla ta-
valla. Eluoimalla deionisoidulla vedelld (300 ml) ja
sitten H,0/CH,OH-seoksella 4:1, saatiin 1,90 g (61 %)
puhdasta otsikon yhdistettd kuohkeana, valkeana kiinte&na
aineena lyofilisoinnin j&lkeen.

Esimerkki 11

Toistetaan esimerkissd 2 selostettu yleinen mene-

telmd paitsi, ettd siind kéytetty dietyyliamiini korva-
taan alla luetelluilla amiineilla, jolloin saadaan vas-
taavia etoposidi-4'-fosforodiamidaatteja.
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Amiini Yhdiste VII (X=0, R'=metyyli,
R°=H, Y=NR°R?)

R’ R’
propyyliamiini H CH,CH,CH,
etanoliamiini H CH,CH,0H
metoksietyyliamiini H CH,CH,0CH,
N-asetyylietyleenidiamiini H CH,CHNC(0O)CH,
2-metyyliallyyliamiini H CH,CH(CH,)=CH,
allyyliamiini H CH,CH=CH,
dimetyyliaminopropyyliamiini H (CH,)N(CH,),
N-metyylietyleenidiamiini H CH,CH,NCH,
trifluorietyyliamiini H CH,CF,
2-aminoetaanitioli H CH,CH,SH
sykloheksyyliamiini H sykloheksyyli
2-amino-l-metoksipropaani H CH(CH, )CH,0CH,
2-(etyylitio)-etyyliamiini H CH,CH,SCH,CH,
kloorietyyliamiini H CH,CH,C1
4-aminosykloheksanoli H 4-0OH-sykloheksyyli
oltyylimotyyl famiinl CH, CHCH
etyylibutyyliamiini CH,CH, (CH,),CH,
metyyliaminoetanoli CH, CH,CH,0H

bis(2-kloorietyyli)amiini CH,CH,C1 CH,CH,C1

2-propyyliaminoetanoli CH,CH,CH,; CH,CH,0H
3-metyyliaminopropio-

nitriili CH, CH,CH,CN
piperidiini R?+R’= -(CH,),-

Esimerkki 12

Toistetaan esimerkissd 3 selostettu yleinen mene-
telmd paitsi, ettd siind kdytetty bis(2-kloorietyyli)-
amiini korvataan alla luetelluilla amiineilla, jolloin

saadaan vastaavia etoposidikloroforoamidaatteja.
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Amiini Yhdiste VII (X=0, R'=metyyli,
R°=H, Y=Cl)

R? R’
propyyliamiini H CH,CH,CH,
etanoliamiini H CH,CH,0H
metoksietyyliamiini H CH,CH,0CH,
N-asetyylietyleenidiamiini H CH,CHNC(O)CH,
2-metyyliallyyliamiini H CH,CH(CH, )=CH,
allyyliamiini H CH,CH=CH,
dimetyyliaminopropyyliamiini H (CH,)N(CH,),
N-metyylietyleenidiamiini H CH,CH,NCH,
trifluorietyyliamiini H CH,CF,
2-aminoetaanitioli H CH,CH,SH
sykloheksyyliamiini H sykloheksyyli
2-amino-l-metoksipropaani H CH(CH, )CH,0OCH,
2-(etyylitio)-etyyliamiini H CH,CH,SCH,CH,
kloorietyyliamiini H CH,CH,C1
4-aminosykloheksanoli H 4-OH-sykloheksyyli
etyylimetyyliamiini CH, CH,CH,
etyylibutyyliamiini CH,CH; (CH,),CH,
metyyliaminoetanoli CH, CH,CH,COH
dietyyliamiini CH,CH, CH,CH,
2-propyyliaminoetanoli CH,CH,CH, CH,CH,0H
3-metyyliaminopropioni-
nitriili CH, CH,CH,CN
piperidiini R°+R’= -(CH,),-

Esimerkki 13

Toistetaan esimerkin 5 yleinen menetelm& paitsi,

siind kdytetty 3-aminopropanoli korvataan seuraavilla

amiineilla, jolloin saadaan vastaavia ep#dsymmetrisii eto-

posidifosforodiamidaatteja.
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Amiini Yhdiste VII (X=0, R'=metyyli,
R®=H, Y=NR'R°, R?*=R’=CH,CH,Cl)
R R’
propyyliamiini H CH,CH,CH,
etanoliamiini H CH,CH,OH
metoksietyyliamiini H CH,CH,0CH,
N-asetyylietyleenidiamiini H CH,CHNC(O)CH,
2-metyyliallyyliamiini H CH,CH(CH,)=CH,
allyyliamiini H CH,CH=CH,
dimetyyliaminopropyyliamiini H (CH,)N(CH,),
N-metyylietyleenidiamiini H CH,CH,NCH,
trifluorietyyliamiini H CH,CF,
2-aminoetaanitioli H CH,CH,SH
sykloheksyyliamiini H sykloheksyyli
2-amino-1l-metoksipropaani H CH(CH, )CH,OCH,
2-(etyylitio)-etyyliamiini H CH,CH,SCH,CH,
kloorietyyliamiini H CH,CH,C1
4-aminosykloheksanoli H 4-0H-sykloheksyyli
etyylimetyyliamiini CH, CH,CH,
etyylibutyyliamiini CH,CH, (CH,);CH,
metyyliaminoetanoli CH, CH,CH,OH
bis(2-kloorietyyli)amiini CH,CH,Cl CH,CH,C1
2-propyyliaminoetanoli CH,CH,CH; CH,CH,0H
3-metyyliaminopropio-
nitriili CH, CH,CH,CN
piperidiini R*+R’= -(CH,)4-

Esimerkki 14

Toistetaan esimerkissd 7 selostettu yleinen mene-

telmd paitsi, ettd siind kdytetty difenyylikloorifosfaat-
ti korvataan alla luetelluilla kloorifosfaateilla, jol-
loin saadaan vastaavia etoposide-4'-fosfaattidiestereita
(X=0, R'=metyyli, R®=H, R’=R°=R, alla esitetty).
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Kloorifosfaatit [(RO),P(0)C1]
R = metyyli

etyyli
bentsyyli
p-nitrobentsyyli
p-nitrofenyyli
p-bromibentsyyli
p-nitrofenetyyli
syaanoetyyli
o-(t-butyyli)fenyyli
Esimerkki 15
Toistetaan esimerkeissd 1-16 selostetut yleiset
menetelmdt paitsi, ettd niissd k#dytetyt etoposide-1&hts-
aineet korvataan vastaavilla teniposideyhdisteill&, jol-

loin saadaan vastaavia teniposidetuotteita.
Esimerkki 16
Teniposidi-4'-fosfaattidinatriumsuola

Magneettisesti sekoitettua suspensiota, jossa oli

teniposidia (4,00 g, 6,10 mmol) kuivassa asetonitriilissi
(340 ml), kuumennettiin, kunnes saatiin t#ydellinen
liuos. Sen jalkeen liuos j&dhdytettiin 0°C:seen ja lisat-
tiin N,N-di-isopropyylietyyliamiinia (3,72 ml, 21,34
mmol). Fosforioksikloridia (1,04 g, 6,77 mmol) lis&ttiin
seokseen ruiskun avulla yli minuutin aikana. Seoksen an-
nettiin hitaasti palautua huoneen l&mp&tilaan yli 2-3
tunnin aikana, ja sekoitusta jatkettiin huoneen 1l&mp&ti-
lassa 24 tuntia. Sen jdlkeen lisdttiin 30 ml deionisoitua
vettd, ja kokonaistilavuus konsentroitiin 50 ml:ksi va-
kuumissa. Konsentroitua seosta k#siteltiin natriumbikar-
bonaattiliuoksella (9,36 g, 111,38 mmol) deionisoidussa
vedessd (200 ml), seosta sekoitettiin huoneen ldmpdtilas-
sa 2 tuntia ja k#dsiteltiin sitten etyyliasetaatilla (3 x
100 ml). Vesipitoinen kerros saatettiin sitten 0,5 mm:n
vakuumiin huoneen l&mp®tilassa liuenneiden liuottimien

poistamiseksi. Sen jdlkeen vesipitoinen osa johdettiin
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halkaisijaltaan 4 cm:n pylvédseen, joka sis#dlsi 15 cm si-
likageeliin sidottua oktadekyylisilaania, joka oli pakat-
tu metanoliin ja tasapainotettu vedelld. Sen jdlkeen Kkun
vesipitoinen osa kokonaisuudessaan oli kaadettu pylvaad-
seen, pylvds eluoitiin vedelld (300 ml) ep8orgaanisten
suolojen poistamiseksi ja sen jdlkeen H,0/CH,OH-seoksella
(4:1) tuotteen eluoimiseksi. Tuotefraktiot konsentroitiin

vakuumissa 300 ml:ksi ja sen jalkeen ne jaadytettiin ja

lyofilisoitiin, jolloin saatiin 1,09 g (23 %) puhdasta
otsikon mukaista yhdistett& nukkamaisena valkoisena kiin-
tednd aineena.

IR (KBr) 3421, 2981, 2896, 1773, 1593, 1507, 1485, 1466,
1422, 1384, 1335, 1287, 1236, 1101, 1075, 1040, 988, 927,
853, 809, 768, 711, 552 cm™

360 MHz ' H NMR (D,0) & 7,44 (4, 1H, J= 3,6 Hz), 7,22 (4,
1H, J=3,6 Hz), 7,03 (t, 1H, J=3,6 Hz), 6,94 (s, 1H), 6,58
(s, 1lH), 6,28 (s, 2H), 5,95 (4, 2H, J=7,2 Hz), 5,91 (s,
1H), 5,1 (4, 1H, J=2,5 Hz), 4,41 (m, 4H), 3,86 (t, 1lH, J=
9,4 Hz), 3,64 (s, 6H), 3,60-3,36 (m, 5H), 3,35 (t, 1H, 7,2
Hz), 3,13 (m, 1H)

Massaspektri (FAB), m/e, 781 (M'+H).C,,H,,0,,SPNa, vaatii M’,
780

Korkean resoluution massaspektri C,,H,,0,,SPNa,

laskettu: 781,0944

1lbydetty: 781,0947.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelm8 kaavan (V) mukaisten, kasvainten vas-
taisten epipodofyllotoksiiniglykosidi-4'-fosfaattijohdan-
naisten ja niiden farmaseuttisesti hyvé8ksyttdvien suolo-
jen valmistamiseksi

4

R ]
H
oM
( o
(V)

HyC My
x
0\;?

0~ ot

jossa R® on H ja R! on valittu ryhmdstd, jonka muodostavat
(C,.;0)-alkyyli, (C,,,-alkenyyli, (C,)-sykloalkyyli, 2-fu-
ryyli, 2-tienyyli, (C.,,)-aryyli, (C,,,)-aralkyyli ja
(Cg.14)~aralkenyyli, jolloin jokainen aromaattisista ren-
kaista voi olla substituoimaton tai niissd voi olla sub-
stituenttina yksi tai useampia ryhmid sarjasta halogeeni,
(C,.g)-alkyyli, (C,q)-alkoksi, hydroksi, nitro ja amino; tai
R' ja R® ovat kumpikin (C, )-alkyyli; tai R' ja R® ja hiili-
atomi, johon ne ovat sitoutuneet, muodostavat (C;_)-syklo-
alkyyliryhmin; X on happi tai rikki; R’ ja R® on itsen&i-
sesti valittu ryhmists, jonka muodostavat H, (C,_;)-alkyyli,
A-substituoitu (C,  )-alkyyll, (C,,)-sykloalkyyli, A-sub-
stituoitu (C,_)-sykloalkyyli, (C, ,,)-aryyli, A-substituoitu
aryyli, alkyyli-substituoitu aryyli, (C, ,)-aralkyyli, A-
substituoitu aralkyyli ja alkyyli-substituoitu aralkyyli,
jolloin mainittuina A-substituentteina on yksi tai useam-
pia ryhmia sarjasta hydroksi, alkoksi, alkanoyylioksi,
syaano, amino, alkyyliamino, dialkyyliamino, karboksi,
alkyylitio, merkapto, merkaptotio, nitropyridyylidisulfi-
di, alkanoyyliamino, alkanoyyli, karbamoyyli, nitro ja
halogeeni, t unne t t u siitd, ettd
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(I) (a) yhdisteen, jonka kaava (1) on

R‘
H
oM (1)
( 0
i
'
CH,y CHy

H

jossa R! ja R® ovat edelld madriteltyjd, annetaan reagoi-
da yhdisteen kanssa, jonka kaava on P(X)Cl,, jossa X on
edelld mé&ritelty, ja vetyakseptorin l&sndollessa, jol-

loin muodostuu kaavan (2) mukainen vdliyhdiste;

R®
Rl/& 0
0
H OH (2)

< 0

"t
i

CH, QCH,

-P(X)Cl,
ja
(b) hydrolysoidaan kaavan (2) mukainen yhdiste
mahdollisesti em8ksen 1l&snd ollessa, jolloin muodostuu
kaavan (3) mukainen yhdiste tai sen farmaseuttisesti hy-
vdksyttdva suola;

(3)
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tai

(c) kaavan (2) mukaisen yhdisteen annetaan rea-
goida ainakin yhden ekvivalentin kanssa sekd8 R’OH:ta ett#
R°OH:ta, jossa R’ ja R® merkitsevat samaa kuin edells,
edellyttden, ettd R’ ja R® eivdt molemmat ole H, ja vety-
akseptorin 14snd ollessa; ja kun toinen R’:std tai R®:sta
on H, yhdiste muutetaan mahdollisesti farmaseuttisesti
hyvdksyttdvidksi suolaksi kdsittelemdlls emdkselld, tai

(II) yhdisteen valmistamiseksi, jonka kaava on

RS

AN

OH

< mw&o

0

LT

H4C 0CH,4
OP(OH),

I
X

jossa R', R® ja X ovat edell# mddriteltyj&, tai sen
farmaseuttisesti hyvédksyttdvin suolan valmistamiseksi

(a) muutetaan kaavan (IX) mukainen yhdiste

(IX)

yhdisteeksi, jonka kaava (X) on
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Ré
al ]

oM

CHy CHy
0P(0-6),

jossa R!', R® ja X ovat aikaisemmin m#&riteltyj&, ja G on

fosfaattisuojaryhmd;
(b) poistetaan fosfaattisuojaryhma; ja

(X)

(c) wvaiheen (b) tuote muutetaan mahdollisesti

farmaseuttisesti hyvdksyttdvdksi suolaksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan etoposidi-4'-

fosfaattidinatriumsuola, jolla on kaava:

H

OH

< uWKO

Q

P(ONa)e

|
g

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,

tunnettu siit3d, ettd valmistetaan etoposidi-4'-

tiofosfaattidinatriumsuola, jolla on kaava:
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4. Patenttivaatimuksen 1 kohdan (II) mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, ettd vaiheessa (a) kaa-
van (IX) mukainen yhdiste saatetaan reagoimaan yhdisteen
kanssa, jonka kaava on Hal-P(X)(0-G),, jossa Hal on halo-
geeni ja X ja G ovat aikaisemmin md&riteltyj&, asetoni-
triilissd tai (C,;)CN:n kanssa ja trialkyyliamiinin l&snéa
ollessa.

5. Menetelmd kaavan (VII) mukaisten, kasvainten
vastaisten fosforoamidaattijohdannaisten ja niiden farma-

seuttisesti hyvdksyttdvien suolojen valmistamiseksi,

R‘
N
H
oM
( ,,,«0 (VII)
g Y
H4C 0CH,
X
0\¥¢;
Y 7 N ngrepd

jossa R® on H ja R! on valittu ryhméstd, jonka muodostavat
(Cy10)-alkyyli, (C,.,,-alkenyyli, (C,)-sykloalkyyli, 2-fu-
ryyli, 2-tienyyli, (C,,,)-aryyli, (C,,,)-aralkyyli ja

(Cq.14)-aralkenyyli, jolloin jokainen aromaattisista ren-
kaista vol olla substituoimaton tai niiss& voi olla sub-
stituenttina yksi tai useampia ryhmi& sarjasta halogeeni,
(C,s)-alkyyli, (C,;)-alkoksi, hydroksi, nitro ja amino; tai
R' ja R® ovat kumpikin (C, ¢)-alkyyli; tai R' ja R® ja hiili-
atomi, johon ne ovat sitoutuneet, muodostavat (C,_)-syklo-
alkyyliryhm#n; X on happi tai rikki; Y on Cl, OH tai NR'R®;
R’°, R, R' ja R® on kukin itsendisesti valittu ryhm&sti,
jonka muodostavat H, (C, ;)-alkyyli, (C, )-alkenyyli,

(Cy.¢)-sykloalkyyli, A-substituoitu (C, ;)-alkyyli, A-substi-
tuoitu (C,  )-alkenyyli, A-substituoitu (C, ,)-sykloalkyyli;

tai R?, R' ja typpi, johon ne ovat sitoutuneet, merkitsevit
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yhdessd 3-6 jésenistd rengasta; tai R*, R® ja typpi, johon
ne ovat sitoutuneet, merkitsevdt yhdessd 3-6-jdsenista
rengasta; jolloin mainittuina A-substituentteina on yksi
tai useampia ryhmi# sarjasta hydroksi, alkoksi, alkanoyy-
lioksi, syaano, amino, alkyyliamino, dialkyyliamino, kar-
boksi, alkyylitio, merkapto, merkaptotio, nitropyridyyli-
disulfidi, alkanoyyliamino, alkanoyyli, karbamoyyli, nitro
ja halogeeni, tunnet tu siitd, ettad
(a) kaavan (2) mukaisen vdliyhdisteen

R‘
Rl/‘? 0
Q
H
OH (2)
< ng
CH, OCH,4
-P(X)Cl,

annetaan reagoida amiinin kanssa, jonka kaava on HNR’R®,
jossa R?® ja R’ ovat edelld md&riteltyjd, tai sen happoad-
ditiosuolan kanssa, jolloin muodostuu kaavan (4) mukainen

yhdiste;

(4)

ja
(b) kaavan (4) mukaisen yhdisteen annetaan mah-

dollisesti reagoida toisen amiinin kanssa, jonka kaava on
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HNR'R’, jossa R' ja R® ovat edell4 m##riteltyja, tai sen
happoadditiosuolan kanssa, jolloin muodostuu kaavan (5)
mukainen yhdiste;

Rl o

(5)

CH, CHy
—pANR'R®
'\ Wrtr?
tai
(c) hydrolysoidaan kaavan (4) mukainen yhdiste
mahdollisesti em#ksen 1l#snid ollessa, jolloin muodostuu
kaavan (6) mukainen yhdiste tai sen farmaseuttisesti hy-

vdksyttdvsd suola.

RS
Rl 0
H
OH
( . (6)

CH,
—p-OH

N
' Wrtp?

6. vVdliyhdiste, jonka kaava on

=

(VIII)
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jossa R® on H ja R' on valittu ryhmistd, jonka muodostavat
(C,.;0)-alkyyli, (C,_,,-alkenyyli, (C,_4)-sykloalkyyli, 2-fu-
ryyli, 2-tienyyli, (C,,,)-aryyli, (C,.,)-aralkyyli ja
(Cg.14)-aralkenyyli, jolloin jokainen aromaattisista ren-
kaista voi olla substituoimaton tai niissd8 voi olla sub-
stituenttina yksi tai useampia ryhmid sarjasta halogeeni,
(C,g)-alkyyli, (C,)-alkoksi, hydroksi, nitro ja amino; tai
R' ja R® ovat kumpikin (C,,)-alkyyli; tai R' ja R® ja hiili-
atomi, johon ne ovat sitoutuneet, muodostavat (C;_)-syklo-
alkyyliryhmdn; X on happi tai rikki.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdiste, t u n-
nettu siit4d, ettd R® on H; R' on metyyli ja X on
happi.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdiste,
tunnettu siit8, ettd R® on H; R' on metyyli ja X

on rikki.
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Patentkrav

1. F6rfarande fdr framstdllning av epipodofyllo-
toxinglukosid-4'-fosfatderivat med antitumdr effekt, wvil-
ka har formeln (V), och farmaceutiskt godtagbara salter
dédrav,

ré
[ 0

( o (V)

X
N 7

no” Sont

ddr R® &r H och R' har valts fran gruppen best&ende av
(Ci.10)-alkyl, (C, ,,)-alkenyl, (C,;,)-cykloalkyl, 2-furyl, 2-
tienyl, (C¢,,)-aryl, (C,_,,)-aralkyl och (C,,,)-aralkenyl,
varvid varje aromatisk ring kan vara osubstituerad eller
de kan innehdlla som substituent en eller flera grupper
fran serien halogen, (C,4)-alkyl, (C,,)-alkoxi, hydroxi,
nitro och amino; eller R' och R® bada betecknar (C,.5)-al-
kyl; eller R!' och R® och kolatomen, vid vilken de &r bund-
na, bildar en (C, )-cykloalkylgrupp; X &r syre eller sva-
vel; R’ och R® sjdlvstdndingt har valts frdn gruppen be-
stdende av H, (C, )-alkyl, en A-substituerad (C, )-alkyl,
(Cs.6)-cykloalkyl, en A-substituerad (C,,)-cykloalkyl,
(Cs.10)-aryl, en A-substituerad aryl, en alkyl-substituerad
aryl, (C,,,)-aralkyl, en A-substituerad aralkyl och en al-
kyl-substituerad aralkyl, varvid n&mnda A-substituenter
utgdrs av en eller flera grupper frdn serien hydroxi, al-
koxi, alkanoyloxi, cyano, amino, alkylamino, dialkylami-
no, karboxi, alkyltio, merkapto, merkaptotio, nitropyri-
dyldisulfid, alkanoylamino, alkanoyl, karbamoyl, nitro och
halogen,
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kd&dnnetecknat dirav, att
(I) (a) en férening med formeln (1)

Rl//k;g:::sit::iékz/o
H

CH
< 0 (1)

£

CH, 0CH,

dar R' och R® 4r ovan definierade, oms&tts med en f&ére-
ning, som har formeln P(X)Cl,, ddr X &r ovan definierad,
och i ndrvaro av en v#dteacceptor, varvid bildas en mel-
lanprodukt med formeln (2):

RS
ﬂz*: 0
0
H OR

(2)

< 0

mwg

CH, OCH4

-P(X)C,

och

(b) féreningen med formeln (2) hydrolyseras, even-
tuellt i ndrvaro av en bas, varvid bildas en fdérening med
formeln (3) eller ett farmaceutiskt godtagbart salt dar-

av;
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(3)

eller

(c) fdreningen med formeln (2) omsitts med Atmins-
tone en ekvivalent av badde R’OH och R°OH, dir R’ och R®
betecknar samma som ovan, f&rutsatt, att R’ och R® ej ba-
da 8r H, och i n#rvaro av en v#dteacceptor; och di den ena
av R’ och R® 4r H, omvandlas f&reningen eventuellt till ett
farmaceutiskt godtagbart salt genom behandling med en bas,

eller

(II) for framstdllning av en fdrening med formeln

3
1//L§ 0
N
H
OH (I1)
0
< ”H/\,(
S 0
H4C 0CH,
0P (OH),

1
X

ddr R', R® och X 4r ovan definierade, eller ett farmaceu-
tiskt godtagbart salt d&rav

(a) omvandlas en fbrening med formeln (IX)
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)‘%e»

cn, 0CH,
oH

till en f6rening med formeln (X)

«¢m,

or<o-s),

dar R', R® och X 4r ovan definierade och G dr en fosfat-
skyddsgrupp:;

(b) fosfatskyddsgruppen avlégsnas; och

(c) produkten fradn steget (b) eventuellt omvandlas
till ett farmaceutiskt godtagbart salt.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nne -
t ecknat dirav, att man framstdller ett etoposid-

4'-fosfatdinatriumsalt med formeln:

H

QH

III{l« 0

g

HqC 0CH,

P(ONa),
I
0
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3. Forfarande enligt patentkravet 1, k 4 n n e -
teaknat darav, att man framstadller el eloporsid

4'-tiofosfatdinatriumsalt med formeln:

H,C OCH,
P(ONal,

"
S
4. Fdrfarande enligt patentkravet 1, punkt (II),
kdnnetecknat dirav, att i steget (a) omsitts
féreningen med formeln (IX) med en f6rening, som har for-
meln Hal-P(X)(0-G),, d4r Hal 4r halogen och X och G &r
ovan definierade, i1 acetonitril eller (C,)CN och i ndr-
varo av trialkylamin.
5. Fo6rfarande f46r framst&llning av fosforoamidat-
derivat med antitumér effekt, vilka har formeln (VII), och
farmaceutiskt godtagbara salter dirav,

(VII)

0
v llm«
- 0

HaC 0CH,
-p=x

¥ “wr2R?

R® 4r H och R' har valts fran gruppen bestaende av (C,_,)-
alkyl, (C, ,,)-alkenyl, (C,,)-cykloalkyl, 2-furyl, 2-tie-
nyl, (Cq,,)-aryl, (C,.,,)-aralkyl och (C,,,)-aralkenyl,
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varvid varje aromatisk ring kan vara osubstituerad eller
de kan innehdlla som substituent en eller flera grupper
fradn serien halogen, (C, g )-alkyl, (C, g)-alkoxi, hydroxi,
nitro och amino; eller R' och R® bdda betecknar (C, ;)-al-
kyl; eller R! och R® och kolatomen, vid vilken de &r
bundna, bildar en (C,_ )-cykloalkylgrupp:; X &r syre eller
svavel; Y 4r Cl, OH eller NR'‘R’; R? R?, R!' och R® var och
en sjdlvstdndigt har valts fran gruppen bestdende av H,
(C,.s)-alkyl, (C,s)-alkenyl, (C,,)-cykloalkyl, en A-sub-
stituerad (C,_;)-alkyl, en A-substituerad (C,  )-alkenyl, en
A-substituerad (C,,)-cykloalkyl; eller R?’, R’ och kvive,
vid vilket de &4r bundna, tillsammans betecknar en
3-6-ledad ring; eller R*, R® och kviave, vid vilket de &r
bundna, tillsammans betecknar en 3-6-ledad ring; varvid
ndamnda A-substituenter utgdrs av en eller flera grupper
frdn serien hydroxi, alkoxi, alkanoyloxi, cyano, amino,
alkylamino, dialkylamino, karboxi, alkyltio, merkapto,
merkaptotio, nitropyridyldisulfid, alkanoylamino, alka-
noyl, karbamoyl, nitro och halogen,

k&8&nnetecknat dirav, att

(a) en mellanprodukt med formeln (2)

R6
RI/& 0
0
H
QH
( a
/m/,rg]
: <
-
CH, 0CH,

-P(X)Cl,

oms#tts med en amin, som har formeln HNR’R’, dar R’ och R’
dr ovan definierade, eller med ett syraadditionssalt dar-

av, varvid bildas en fdrening med formeln (4);
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(4)

och

(b) fdreningen med formeln (4) eventuellt omsatts
med en annan amin, som har formeln HNR'R®, dar R och R® &r
ovan definierade, eller med ett syraaditionssalt dé&rav,
varvid bildas en fdrening med formeln (5);

R‘
1
R ]

(5)

CH, CH,
—pANR'RS
" Wrer?
eller
(c) féreningen med formeln (4) hydrolyseras, even-
tuellt i n3rvaro av en bas, varvid bildas en fdrening med

formeln (6) eller ett farmaceutiskt godtagbart salt dar-

av.
Ré
Rl 0
H
OH
( - (6)

CHy CHy
—p-OH
~
' WrtR3
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6. Mellanprodukt med formeln

dir R® 4r H och R' har valts frdn gruppen bestdende av

(Cy10)-alkyl, (C,,,)-alkenyl, (C;_)-cykloalkyl, 2-furyl, 2-
tienyl, (C,,,)-aryl, (C,,,)-aralkyl och (C,,,)-aralkenyl,
varvid varje aromatisk ring kan vara osubstituerad eller
de kan innehdlla som substituent en eller flera grupper
fradn serien halogen, (C,g)-alkyl, (C,g)-alkoxi, hydroxi,
nitro och amino; eller R!' och R® bdda betecknar (C,g)-al-
kyl; eller R! och R® och kolatomen, vid vilken de &r bund-
na, bildar en (C,_4)-cykloalkylgrupp; och X &r syre eller

svavel.

7. Fbrening enligt patentkravet 6, k d nn e
t ecknad dirav, att R® 4r H; R' 4r metyl och X &r
syre.

8. F6rening enligt patentkravet 6, k & nn e -
t ec knad dirav, att R® & H; R' &r metyl och X &r

svavel.
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