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Patentanspriche:

1. Verfahren zur Herstellung von acylierten Epipodophyllotoxin-Derivaten der allgemeinen Formel:

v,

worin
R%ein Wasserstoffatom bedeutet und
R ausgewshitist unter einem (Cy_1o)-Alkyl-, (C;-20)-Alkenyl-, (Cs_¢)-Cycloalkyl-, 2-Furyl-, 2-Thienyl-,
(Ce-10)-Aryl- und (C;_4)-Aralkylrest; oder R' und R? jeweils eine (C_10)-Alkylgruppe bedeuten;
oder

* zusammen mit dem Kohlenstoffatom, an das sie gebunden sind, eine (Csg)-Cycloalkylgruppe
bedeuten;
einer der Reste R® und R* ein Wasserstoffatom bedeutet und der andere Rest eine (C,_s)-Alkanoyl-
oder Benzoylgruppe bedeutet; oder
R? und R* gleich oder verschieden sind und ausgewahlt sind unter einem (C,_s)-Alkanoyl- und
Benzoylrest; und R°® ein Wasserstoffatom oder ein Phosphatgruppe bedeutet, dadurch
gekennzeichnet, da® man
a) eine Phenolschutzgruppe in eine Verbindung der allgemeinen Formel IXb einfiihrt, wobei man

eine Verbindung der aligemeinen Formel IX a erhélt

Rl
RSJ‘ 0
TN
. HO

cu,o'@ocna
oY
IXa: Y = Schutzgruppe
IXb: Y =H

b) die 4'-phenolgeschiitzte Verbindung der allgemeinen Formel 1Xa mit einer geeigneten
Carbonséure oder einem acylierenden Derivat davon umsetzt, wobei man ein acyliertes Derivat
der Verbindung der aligemeinen Formel IX a erhélt;

c) die Schutzgruppe aus dem in Stufe b) erhaltenen Produkt entfernt, wobei man eine Verbindung
der aligemeinen Formel Vill erhilt, worin R® ein Wasserstoffatom bedeutst; und gegebenenfalls

d) das in Stufe c) erzeugte Produkt in das entsprechende 4’-Phosphat tiberfiihrt.

* 2, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Verbindung erhélt, worin R?
ein Wasserstoffatom bedeutet und R' ausgewdhit ist unter einem Methyl-, 2-Thienyl- und einem

Phenylrest.
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3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daR man sine Verbindung erhilt, worin R

. eine Methylgruppe bedeutet,

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daR man eine Verbindung erhilt, worin R®
und R* jeweils eine (Cyg)-Alkonoylgruppe bedeuten,

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man eine Verbindung erhélt, worin
einer der Reste R® und R* ein Wasserstoffatom bedeutet und der andere Rest aine (Cy_s)-Alkanoyl-
oder Benzoylgruppe bedeutet.

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daR man eine Vervindung erhilt, worin R?

ein Wasserstoffatom bedeutet und R ausgewahltist unter einem Methy!l- und einem 2-Thienylrest.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daR man sine Verbindung erhélt, worin R!

eine Methylgruppe bedeutet, R®* und R* jeweils eine Formylgruppe bedeuten und R® ein

Wasserstoffatom bedeutet, ,

8. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daR man eine Verbindung erhilt, worin R?

ein Methylgruppe bedeutet, R? und R* jeweils eine Acetylgruppe bedeuten und R® ein

Wasserstoffatom bedeutet.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzelchnet, daR man eine Verbindung erhilt, worin R3

und R*jeweils eine Benzoylgruppe bedeuten und R® ein Wasserstoffatom bedeutet.

10. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzelchnet, dal man eine Verbindung erhilt, worin R®
ein Wasserstoffatom bedeutet, einer der Reste R® und R* ein Wasserstoffatom bedeutet und der
andere Rest eine (C,_5)-Alkanoylgruppe bedsutet,

11. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da man eine Verbindung erhélt, worin R®
ein Wasserstoffatom bedeutet, einer der Reste R® und R* ein Wasserstoffatom bedeutet und der
andere Rest eine Benzoylgruppe bedeutet,

12. Verfahren zur Herstellung eines pharmazeutischen Mittels, dadurch gekennzeichnet, daR man
eine antitumorwirksame Menge einer Verbindung gemaR der Definition in Anspruch 1 und einem
pharmazeutisch vertraglichen Triger miteinander kombiniert.

~

©

Anwendungsgablet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von acylierten Epipodophyllotoxin-Derivaten sowie pharmazeutische Mittel,
welche diese Verbindungen enthalten. Disse Verbindungen sind als Antitumormittel anwendbar, Die erfindungsgemiR
hergestellten Vsrbindungen sind insbesonderae Acylderivate von 4'-Demethylepipodophyllotoxinglucosiden.

Charekteristik dos bekennten Standes der Technik

Etoposid und Teniposid sind klinisch einsetzbare Antitumormittel, welche von natrlich vorkommendem Lignan, dem
Pudophyllotoxin, abgeleitet sind. Derzeit wird Etoposidin den Vereinigten Staaten unter der Handelsbezeichnung , Vepesid* zur
Behandlung von klelnzelliyem Lungenkarzinom und Hodenkrebs vertrieben. Die vorteilhaften pharmakologischen
Eigenschaften von Etopsid und Teniposid waren AnlaR zu weiteren Aktivititon bei der Suche nach anderen aktiven Analoga
innerhalb der gleicher Vorbindungsklasse,

4'-0-Dumethylepipodophyllotoxinglucoside, in denen die Hydroxylgruppen des Zuckerrestes acyliert sind, werden in der
Literatur als Zwischenstufen zur Herstellung der entsprechenden 4’-Demethylepipodophyllotoxinglucoside genannt; die
Phenolgruppen dieser Verbindunyen sind jedoch ebenfalls geschiitzt.

Das kanadische Patent 956939 begchreibt Verbindungen der allgameinen Formel (1) )

Rl,/\;o/’AEX//,O
O

b

HyO Y OCHy
G'ﬁ‘OCHz’R

worin R’ fiir einen C..s-Alkylrest steht; R? fir einen Acetyl- oder Formylrest steht; und R® eine Phenyl- oder substitulerte
Phenylgruppe bedeutet. Als magliche substitulerte Phenylreste erwihnt, jedoch nicht durch Beisplele belegt, sind der
p-Nitrophenyl- und der p-Methoxyphenyirest.



-3~ 294 947
Das US-Patent 4664875 beschreibt Verbindungen der allgemeinen Formel {lf)

0
AT
R OR

'm{% . m,

0 — R

worin R flir —-C{O)CH,X steht und und X ein Halogenatom bedeutet,
Die europliische Patentanmeldung 162701 beschreibt Verbindungen der allgemeinen Formel {lil)

an,

HqC 0CH,
R
worin R' und R? gleich oder verschieden sind und jeweils filr —C{O)CHX, oder ~C{O)CX, stehen, worin X ein Halogenatom
bedeutet.

Diejapanischen Kokal 58/225096 (Derwent Abst. No. 84-034268/06) und 58/219 196 {Dersent Abs. No. 84-027495/05) baschreiben
Verbindungen der aligameinen Formeln (V) bw. (V).

CH
HaCO 0CH, H4CO 0CH,
3 [ 0A ,

worin A filr -CO~CHz-C(H)m(X)n steht, worin X ein Halogenatom bedeutet und m fiir 0 bis 2 steht und n fiir 1 bis 3 steht, die
Summe aus m + n gleich 3 ist und Ac filr einen Acylrest steht.
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Die européische Patentanmeldung 226202 beschrelbt Zwischenprodukte zur Etopsidsynthese, welche die allgemeine Formel
(VI) aufwelsen

CHy 0

vi) f

H,C 0CH,

worin A eine Acetylgruppe bedeutet.

Mono-hemisuccinatderivate von Etopsid der aligemeinen Formel (VII) werden In J. Pharm. Biomed. Anal., 1987, 5(1): 11-20
beschrieben:

c”5"§g::€§t:::%§x/,o

( g v,

H3CO . 0CH,

worineiner der Reste R' und R? ein Wasserstoffatom bedeutet und der andere Rest fiir—CO(CH,),CO;H steht. Diese Verbindungen
verwendet man, um Etopsid an Rinderserumalbumin anzubinden.

4'-Phosphate von Etopsid und die Dinatriumsalze davon werden in der japanischen Kokal 63/192793 beschrieben:

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung Ist die Bereitstellung von acylierten Epipodophyllotoxinderivaten, welche als Antitumormitiel therapsutisch
anwendbar sind.
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemsinen Formel (Vill)
bereitzustellen:

WAD] |

CH, 0CH4
RS

worin R? ein Wasserstoffatom bedsutet und R' ausgewdhltist unter einem Cy_1o-Alkyl-, C,_1o-Alkenyl-, Cg.q-Cycloalkyl-, 2-Furyl-,
2-Thienyl-, C.1o-Aryl- und einem Cy._y4-Aralkylrest; oder R' und R? jeweils einen Ci-10-Alkylrest bedeuten; oder R', R? und das
Kohlenstoffatom, an das sie gebunden sind, zusammen einen Cs_¢-Cycloalkylrest bilden; einer der Reste R® und R* ein
Wasserstoffatom bedeutet und der andere ausgewd#hit ist unter 2inem Cy-s-Alkanoyl- oder Benzoylrest; oder R® und R* gleich
oder verschieden sind und ausgew#hit sind unter einem C,.s-Alkanoyl- oder Benzoylrest; R® ein Wasserstoffatom oder eine
Phosphatgruppe bedeutet,

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auBerdem pharmazeutische Mittel, welche eine tumorirhibierende Menge einer
Verbindung der allgemeinen Formel (VHll) und einen pharmazeutisch vertriglichen Tréger enthalten.

Diese Mittel werden erfindungsgemB in einem Verfahren zur Inhibition des Tumorwachstums in einem tumortragenden Wirt
(SHugetier) eingesetzt, wobei man dem Wirt eine Antitumormenge einer Verbindung der aligemeinen Formel (VHI) verabreicht.
Eine bevorzugte Ausfilhrungsform betrifft Verbindungen der allgemeinen Formel {VIIl), worin R? eln Wasserstoffatom bedeutet
und R! ausgewidhli ist unter einem Methyl-, 2-Thienyl- und einem Phenylrest, wobei der Methylrest der am meisten bevorzugte
Substituent ist.

Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform betrifft Verbindungen der allgemeinen Formel (VIIf), worin R? und R* jewelils
unabh#ngig voneinander eine Ci-s-Alkanoylgruppe bedeuten; besonders bevorzugt ist die Ausfihrungsform, in der
Verbindungen der allgemeinen Formel (VIIl) bereitgestelit werden, worin R® und R* jeweils eine Formylgruppe bedeuten.
GeméR einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform werden Verbindungen der allgemeinen Formel (VIII) bereitgestellt, worin
einer der Reste R* und R* ein Wasserstoffatom und der andere Rost elne Cy-s-Alkanoyl- oder Benzoylgruppe bedeutet.

Der hierin verwendete Ausdruck .Phosphat” umfaBt die Gruppe —-PO;H, sowle die pharmazeutisch vertréglichen Salze davon.
Pharmazeutisch vertriigliche Salze sind sowohl monobasische als auch dibasische Salze, worin die Kationen Alkalimetalle, z.B.
Natrium, Kalium und Lithium, Erdalkalimetalle, wie z. B. Magnesium, Calclum und Barium, oder organische Aminsalze, wie z.B.
Ammonium, sind. Die Salze sind jedoch nicht auf die erwlihnten Belspiele beschrinkt.

Die neuen Verbindungen werden hergestellt durch Umsetzung eines 4'-Pnenol-geschiitzten
4'-Demethylepipodophyllotoxinglucosids der allgemeinen Formel (IXa) mit der gewiinschten Carbons#ure oder einem
acylierenden Aquivalent davon, gefolgt von der Entfernung der Phenolschutzgruppe:

i’t
1A 0
NI
H
HO
( 0
3 0
CH3°@°cH3
(1)}
IXa: Y = Schutzgruppe
IXb: Y =H

Die Phenolschutzgruppe Ist nicht auf bestimmte Typen beschréinkt. Es kann jegliche Art verwendet werden, die mit geringem
oder keinem negativen Effekt auf andere Teile des Molekills eingefiigt und wieder entfernt werden kann. Insbesondere solite die
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Phenolschutzgruppe mit Hilfe solcher Verfahren entfernt werden kénnen, welche die funktionellen Acyloxygruppen am
Zuckerrest des Endproduktes nicht beeinflussen. Verfahren zum Schutz einer Phenolgruppe sind im Stand der Technik wohl
bekanntund als Beispiele fir allgemeine Kiassen von Phenolschutzgrippen kénnen Ether, Acetale, Ester und Carbonate gennant
werden. Fir den erfindungsgeméBen Zweck werden Gblicherweise Benzyloxycarbonylreste verwendet. Somit erhéit man durch
Umsetzung eines 4'-Demethylepipodophyliotoxinglucosids der allgemeinen Formel {IXb) mit Benzylchlorformiat bei niedriger
Temperatur, beispielsweise —15°C, in einem inerten organischen Lésungsmittel, wie Methylenchlorid, und in Gegenwart einer
tertidren organischen Base, wie Pyridin, das entsprechende 4'-0-Benzyloxycarbonyl-4'-demethylepipodophylliotoxinglucosid.
Verbindungen der allgemeinen Formel (IXb) und deren Synthese sind in dem US-Patent 3624844 beschrieben.

Die Acylierung der Hydroxylgruppen am Zuckerrest von Verbindungen der aligemeinen Formel {1Xa) kann unter Verwendung
der gewilnschten Carbons#ure oder eines davon abgeleiteten acylierenden Mittels, beispielsweise eines S#urehalogenids, wie
einem S#urechlorid, eines aktiven Esters, abgeleitet von N-Hydroxysuccinimid oder 1-Hydroxytriazol, und symmetrischen oder
gemischten Anhydriden, erfolgen. Wird eine Carbonséure als Acylierungsmittel verwendet, so erfolgt die Umsetzung
vorzugsweise in Kombination mit einem Kondensierungsmittel, 2.B. einem Carbodiimid, wie z. B, Dicyclohexylcarbodiimid
{DCC). Acylierungsmittel sind Cy.s-Alkancarbons#iuren und Benzoesture sowie die oben beschriebenen acylierenden Derivate
davon, Alkancarbonséuren sind beispielsweise Ameisens#ure, Essigsiure, Propionséure, Buttersiure, Pentancarbonséure und
verzweigte Alkancarbons#uren, wie z.B. 2-Methylpropionséure und 3-Methylbutterséure.

Die Acylierungsreaktion kann in einem inerten organischen L8sungsmittel, wie 2. B, Pyridin, durchgefiihrt werden. Vorzugsweise
ist im Reaktionsgemisch ein Siureakzeptor enthalten, wenn als Nebenprodukt eine Séure erwartet wird. Gesignete
S#ureakzeptoren sind beispielsweise tertiire Aminbasen, wie z. B, Pyridin, Triethylamin, Diisopropylethylamin usw. oder
anorganische Basen, wie Natrium- und Kaliumcarbonat. Die Reaktion wird bel Temperaturen durchgefiihrt, die zur Bildung des
gewdlinschten Produktes dienlich sind und liegen im Bereich von etwa —15°C bis etwa 50°C. Die Reaktion kann in Abhéngigkeit
von der Natur der Reaktanden und der Wahl der Renktionsbedingungen, wie 2.B. der Temperatur, bis zur Beendigung mehrere
Minuten bis mehrere Tage dauern.

Die Acylierungsreaktion ist nicht regioselektiv und kann zu einem Gemisch aus 2”-monoacyliertem Produkt, 3”-monoacyliertem
Produkt und 2",3"-bisacyliertem Produkt filhren. Wenn jedoch wenigstens zwet Aquivalente des Acylierungsmittels je
Aquivalent des Epipodophyllotoxinreaktanden verwendet werden, so iberwiegt das bisacylierte Derivat. Der Anteil an
monoacyliertem Produkt und bisacyliertem Produkt kann in gewissem Umfang durch Veréinderung der Reaktionsparameter
kontrolliert werden. Gem#B allgemein bekannter Prinzipien kbnnen z.B. die reaktiven Mengen der Reaktanden oder die
Reaktionsbedingungen, wie 2.B. die Temperatur und die Dauer der Reaktion verdndert werden. Werden iquimolare Mengen der
Reaktanden eingesetzt, so wird im allgemeinen durch eine verringerte Reaktionstemperatur und eine kilrzere Reaktionszeit die
Menge des gebildeten monoacylierten Produktes erhht. Monoacylierte Produkte kénnen auch dadurch erhalten werden, da
man zuniichst eine der Hydroxylgruppen am Zuckerrest des 4'-phenolgeschiitzten Epipodophyllotoxinglucosid-
Ausgangsmaterials schiitzt. Die Schutzgruppe fiir den Zucker-Hydroxylrest ist vorzugsweise eine sperrige Schutzgruppe, wie
2.B. eine t-Butyldimethylsilylgruppe, um eine Derivatisierung beider Hydroxylgruppen zu minimieren. Der Schutz der Zucker-
Hydroxylgruppen ist wiederum nicht regioselektiv. Gewilnschtenfalls kdnnen jedoch die 2”-geschiitzen oder 3”-geschiitzten
Verbindungen in einfacher Weise auf chromatographischem Weg getrennt werden. Es wurden Formylierungsreaktionen mit
Etoposid durchgefiihrt, Hierbei konnte jedoch keines der erwarteten Monoformylderivate von Etoposid isoliert werden.

Das Prod'ktgemisch aus phenolgeschiitzten, acylierten Derivaten kann mit Hilfe herkdmmlicher Trennverfahren, wie 2.B. der
S#ulenchi 'matographie, in die einzelnen Komponenten zerlegt werden, Durch Abspaitung der Schutzgruppen von den
phenolischen Hydroxylresten und gegebenenfalls von den Zucker-Hydroxylresten erhélt man die erfindungsgem#éBen
Verbindungen, Die Abspaltung der Schutzgruppen kann vor oder nach der Isolierung der einzelnen Komponenten erfolgen. Die
Reihenfolge ist nicht ausschlaggebend. Die Schutzgruppe wird mit Hilfe geeigneter, fir die jeweilige Schutzgruppe ausgewdahiter
Methoden, welche im allgemeinen aus dem Stand der Technik bekannt sind, entfernt. Wird beispielsweise Benzyloxycarbonyl|
als Schutzgruppe verwendet, so kann diese durch katalytische Hydrierung unter Atmosph#rendruck mit Hilfe von Palladium-auf-
Kohle als Katalysator entfernt werden. Die t-Butyldimethylsilylgruppe kann durch Erwéirmen in einer wéBrigen alkoholischen
Lésung oder durch Behandlung mit einem Fluoranion oder mit wiBriger Essigsiure entfernt werden.

Im AnschluB an die Entfernung der Phenolschutzgruppe kann die 4'-Phenolgruppe zusétzlich derivatisiert werden, wobei man
die 4'-Phosphate der allgemeinen Formel (VIll) erhiiit. Die Phosphorylierung des 4'-Phenols kann unter Verwendung
herkémmlicher Verfahren durchgefiihrt werden. Beispielswelse kann eine Verbindung der allgemeinen Formel (VHI), worin R®
ein Wasserstoffatom bedeutet, mit einem Phosphorylierungsmittel, wie z.B. Phosphoroxychlorid, umgesetzt werden, Das
Phosphorylchlorid-Zwischenprodukt wird in situ hydrolysiert, wobei man das 4’-Phosphat erhélt. Nach Hydrolyse In Gegenwart
einer Base, wie 2, B, Natriumbicarbonat, erhilt man das entsprechende Salz. Dieses Verfahren sowle andere potentiell
einsetzbare Phosphorylierungsverfahren sind in der Patentanmeldung GB 2207674 beschrieben, auf welche hiermit bezug
genommen wird,

Die Synthese der erfindungsgem#B beschriebenen Verbindungen ist nicht auf die hierin beschriebenen Verfahren und
Reagentien beschrénkt, sondern kann mit Hilfe anderer Verfahren erfolgen, welche eine Acylierung der Hydroxylgruppen am
Zuckerrest von 4'-Demethylepipodophyllotoxinglucosiden ermé&glichen, Die Reaktionsbedingungen kdnnen in Abhéingigkeit
von der Auswahl der Ausgangsmaterialien ohne iberm#Rigen experimentellen Aufwand vom Durchschnittsfachmann variiert
werden,

Biologische Aktivitét:

Repriisentative Verbindungen der vorliegenden Erfindung wurden auf ihre Antitumoraktivitét gegeniber transplantierbarer
Méuse-P388-Leukéimie getestet. Weibliche COF,-Miuse wurden mit 0,4ml einer verdiinnten Ascitesflissigkait, die 10°
lymphozytische Leukémie-P388-Zellen enthielten, intraperitoneal inokuliert, Die Testverbindungen wurder; intraperitoneal als
Einzeldosis am Tag 1 verabreicht und die Tiere wurden 50 Tage beobachtet. Die prozentuale Steigerung der mittleren
Uberlebenszeit (MST) der behandelten Tiere im Vergteich zu unbehandelten Kontrolltieren wurde bestimmt und in % T/C-Werten
ausgedrilckt, Verbindungen mit % T/C-Werten von 125 oder dariiber werden als Yerbindungen mit signifikanter
Antitumoraktivitat eingestuft, Tabelle | zeigt die Ergebnisse von In-vivo-Untersuchungen. Es sind jeweils die maximalen %
T/C-Werte und die Dosen angegeben, welche maximale Effekte bewirkten.
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Tabellel: Antitumoraktivitit gegeniiber P388-Leukémie

Verbindung Dosis {mg/kg/Tag) %T/CMST
Beispiel 1 30 165
Beispiel 3 30 240
Beispiel 4 30 210
Etoposid 30 182
Belspiel 8 120 > 6500(3/4)*
Beispiei 8 120 145
Beispiel9 60 420(1/4)
Beispiel 10 120 126
Etoposid 120 > 390(6/12)

* Anzahl der iberlebenden Tiere/getesteten Tiere am Tag 50

Die In-vitro-Zytotoxizitéit der erfindungsgem#Ben Verbindungen wurde fiir B 16-F10-M&userelanom- und Moser-
Humancolankarzinom-Zellinien bestimmt. Im exponentiellen Stadium wachsende B16-F10- und Moserzellen werden geerntet,
gezéhlt und im Kulturmedium in Konzentrationen von 1,6 x 10* bzw. 3 x 10* Zellen/m| suspendiert, 24 Stunden nach
Uberfiihrung der Zellsuspension (180pl) in die Népfchen einer Mikrotiterplatte (96 Népfchen) wurden die Testverbindungen
(2011) zu den N&pfchen hinzugegeben. Die Platten wurden 72h inkublert. Die 2ytotoxischen Aktivitéiten gegeniiber Tumorzellen
wurden bei 540nm nach Abfirbung der lebensfahigen Zellen mit einer Neutralrot-Lésung kolorimetrisch bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle Il zusammengefafit:

Tabelle ll: In-vitro-Zytotoxizitdt gegeniber Miuse- und Humantumorzellen

IC60 (pg/mi)
Verbindung B16-F10 Moser
Belspiel 3 1,6 11
Beispiel 4 14 ND*
Beispiel 1 13 <08
Beispiel 8 0,92 ND
Beispiel 9 0,17 0,83
Beispiel 10 44 ND
Belsplel 6 2,0 0,84
Etoposid 0,45 ND

* ND: nicht bestimmt

Die vorliegende Erfindung stellt somit ein Verfahren zur Inhibition von Siugetiertumoren bereit, weiches die Verabreichung
einer wirksamen Tumor-inhibierenden Dosis einer Antitumorverbindung der allgemeinen Formel (Vill) an den tumortragenden
Wirt umfaBt. Hierzu kann der Wirkstoff auf konventionellen Wegen, wie beispielsweise intravends, intramuskuldr, intratumoral,
intraarteriall, intralymphatisch oder oral verabreicht werden.

Die Erfindung betrifft auRerdem pharmazeutische Mittel, welche eine Verbindung der allgemeinen Formel (VIli) und einen
pharmazeutisch vertréglichen Tréger umfassen. Die Antitumormittel kdnnen in jeder pharmazeutischen Form hergestslit
werden, die fidr den gewiinschten Verabreichungsweg geeignet ist. Belspiele filr derartige Mittel sind feste Mittel zur oralen
Verabreichung, wie z.B. Tabletten, Kapseln, Pillen, Zulver und Granula, fliissige Mittel zur oralen Verabreichung, wie z.B.
Lésungen, Suspensionen, Sirups oder Elixiere und Préparationen zur parenteralen Verabreichung, wie sterile Lésungen,
Suspensionen oder Emulsionen. Sie kénnen auch in Form steriler fester Mittel hergestellt werden, die man in sterilem Wasser,
physiologischer Saling oder einem anderen sterilen, injizierbaren Medium unmittelbar vor deren Verwendung auflést,
Optimale Dosierungsn und Kuren filr einen bestimmten Stugetier-Wirt knnen in einfacher Weise vom Fachmann bestimmt
werden. Die tatséchliche Dosis ist natiirlich abhéingig von dem jeweiligen formulierten Mitte, der jeweils verwendsten
Verbindung, der Verabreichungsart und der jeweiligen Verabreichungsstelle, dem Wirt und der zu behandelnden Erkrankung.
Eine Vielzah! von Faktoren, welche die Wirkung des Wirkstoffes modifizieren, wie z.B. Alter, Gewicht, Geschlecht,
Ernéhrungszustand, Verabreichungszeit, Verabreichungsweg, Exkretionsrate, Zustand des Patienten, Wirkstoffkombinationen,
Reaktionsempfindlichkeiten und Schwere der Erkrankung sind hierbel zu bericksichtigen.

Die folgenden Beispiele dienen ausschlieBlich der Veranschaulichung der vorliegenden Erfindung und beschrénken nicht den
Schutzumfang der Erfindung.

Ausfihrungsbelspiele

Herstellung von 4'-0-Benzyloxycarbonyl-etoposid (4’-CBZ-Etoposid)

Benzylchlorformiat (1,98 ml, 15mMol) g »t man innerhalb von 30min zu einem Gemisch aus Etoposid (6,88 g, 10mMol) und
Pyridin (10mi) in Methylenchlorid (1001w, “ei ~15°C hinzu. Das Gemisch rithrt man bel —15°C eine weitere Stunde, wischt
nacheinander mit 6%iger Salzsiure, wiBrigem Natriumbicarbonat und Wasser und trocknet anschlieBend Uber wasserfrelem
Natriumsulfat. Das Lésungsmittel dampft man ab, wobei man 8,069 des Rohproduktes erhtiit, das man (ber eine Silikagelsaule
(6% Methanol-Methylenchlorid) reinigt, wobei man 6,93 {96%) 4'-0-Benzyloxycarbonyl-etoposid als farblosen Halbfeststoff
erhiit. SMP 162-165°C,

IR Qm.x {Nujol) cm™"; 3200-3600 (OH), 1760 {Lacton und 4'-0-Benzyloxycarbonyl), 1600 (aromatisch).
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'H NMR (60MHz, CDCl3) & 7,36 (5H, s, 0C0,CH;Ph), 6,81 (1H, s, 5-H), 8,60 (1H, s, 8-H), 6,25 (2H, 5, 2'- und 6'-H), 5,94 (2H, br. s,
0-CHz-0), 6,23 (2H, 5, ~OCO,CH,Ph), 4,89 (1H, d, J = 4Hz, 4-H), 3,66 (6H, s, 3',56"-OCH;), 2,8-3,0 (2H, m, 2",3"-OH, D,0
ausgetauscht), 1,38 (3H, d, J = 6Hz, 7"-CH,).

Belsplel 1

Herstellung von 2*,3"-Di-O-acetyletoposid {Vill, R' = CHs, R? = H, R? = R* = CH,CO-)

(a) Hersteilung von 4'-0-Benzyloxycarbonyl-etoposid-2~,3"-di-O-acetat

Essigs8ureanhydrid (1ml) gibt man zu einer L8sung von 4'-CBZ-etoposid {500 mg, 0,69mMol} in Pyridin {10 mi) und rithrt das
Gemisch 4h bei Zimmertemperatur, Das Reaktionsgemisch wird mit Methanol {2ml) gequencht mit Dichlormethan verdiinnt
und nacheinander mit Wasser, 5%iger HCl und Wasser gewaschen. Die organische Schicht trocknet man iiber Natriumsulfat,
filtriertund konzentriert das Filtratim Vakuum, wobei man einen farblosen Feststoff (551 mg, 99%) erhéit. Nach Umkristallisation
des ungereinigten Feststoffes in Methanol erh4it man 4-0O-Benzyloxycarbonyl-etoposid-2",3"-di-O-ucetat in Form von farblosen
Kristallen (1.; 395mg, 2.; 60mg).

SMP 236-238°C.
IRV (KPr)  cm™'3500(br), 1770,1610
UV Anex (MeOH) nm (€) 290 (3950)

Analyse berechnet fir C41Hy0¢7: €61,04;  H5,26
Gefunden: C6064; Hb5,36

(b} Herstellung von 2*,3"-Di-O-acetyl-etoposid

Eine geriihrte Ldsung des Produktes aus Schritt {a) (405mg, 0,5mMal) in Ethanol/Aceton (4:1, 16 ml) wird 1,5 h in Gegenwartvon
10% Pd-C {400mg) bei 1atm hydriert. AnschlieBend filtriert man den Katalysator ab, Das Filtrat konzentriert man im Vakuum auf,
wobei man einen farblosen Feststoff (360mg, ca. 100%) erhiilt, den man Ethylacetat-Methanol umkristallisiert, wobei man die
Titelverbindung (204 mg) in Form farbloser Kristalle erhilt, Geschitzte Reinheit: 90% {(durch HPLC).

SMP 287-289°C
IRV (KBr)  cm~'3600(br), 1760,1610
UV Anex (MeOH) nm {€) 240 {sh, 12780), 285 (4 060)

Analyse berechnet fiir C33H3s046: C58,93; H6,39
Gefunden: C58,66; H5,41

Beisplel 2

Herstellung von 4'-0-Benzyloxycarbonyl-etoposid-2”-O-acetat und -3"-0O-acetat

Essigsfiureanhydrid (20pl, 0,18mMol) und 4-Dimethylaminopyridin {(Smg) gibt man zu einer 1.8sung von 4'-CBZ-etoposid
(142mg, 0,2mMol} in Pyridin (8ml) bei —10°C. Das Gemisch rilhrt man 30 min bei —10°C und gibt anschlieBend eine weitere
Portion Essigsiureanhydrid (20, 0,18 mMol) hinzu. Das Reaktionsgemisch riihrt man weitere 30min bei —10°C und verdiinnt
anschlieBend mit Dichlormethan, wéscht nacheinander mit Wasser, 5%iger HCl, wiBrigem Natriumbicarbonat und Wasser. Die
organische Phase trocknet man (iber Na;SO,, filtriert und konzentriert das Filtrat im Vakuum, wobei man ein farbloses Pulver
(117 mg) erhlt, das vier Komponenten enth4tt (Silikagel, TLC: Rf 0,56, 0,46, 0,34 und 0,24; Hexan/Aceton = 1/1). Das Gemisch
trennt man durch Silikagelséulenchromatographie (2,5% Methanol-Dichiormethan). Fraktionen, die einen Peak bei Rf 0,56
zeigen, werden versinigt und im Vakuum eingedamipft, wobel man 1 mg (1%) 2,3"-Di-O-acetyl-4'-O-benzyloxycarbonyl-
etoposid (4) erhilt, In #hnlicher Weise liefern Fraktionen mit Rf 0,46, 0,34 und 0,24 die Verbindungen 3”-0-Acetyl-4'-
benzyloxycarbonyl-etoposid (3), 2"-0-Acetyl-4'-O-benzyloxycarbonyl-stoposid (2) und 4'-CBZ-etoposid (1, 80mg, 42%) in Form
farbloser Pulver. Gemische von 3 und 4 (18mg), 2 und 3 {16 mg) und 1 ur.d 2 (6mg) erhiit man auBerdem aus den
Zwischenfraktionen.

2"-0-Acetyl-4'-0-benzyloxycarbonyl-etoposid
SMP 224-227°C
IRVmax (KBr)  cm™'3400(br), 1740, 1600
UV Amax (MeOH) nm (€) 291 {4 200)

Analyse berechnstfilr CyHypOye - /2 H,0:  €61,25; HB5,27
Gefunden: C60,84; H5,26

3".0-Acetyl-4"-0-benzyloxycarbony!l-stoposid
SMP 139-145°C
IR¥nex (KBr)  cm™"3500(br), 1770,1600
UV Amex (MeOH) nm () 291 (3920)

Analyse berechnet filr C3gHyOys « /1 H;0:  €60,64; HS5,34
Gefunden: C60,27; H 5,26

Beispiel 3

Herstellung von 2"-0-Acetyl-etoposid (VHll, R' = (;H,, R? = H, R? = CH,CO—, R* = H)

Man befolgt das Verfahren gem#B Beispiel 1, Schritt (b), wobel man 2-0-Acetyl-4'-0-benzyloxycarbonyl-etoposid (25 mg,
0,03mMol) verwandet, um zur Titelverbindung (21 mg, etwa 100%) in Form ein4s farblosen Pulvers zu gelangen. Geschiitzte
Reinheit 90% (durch HPLC),
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SMP 144-147°C
IRVou (KBr)  cm™'3450(br), 1770,1740,1610
UV Amax (MeOH) nm (€) 240 {sh 12 900), 284 {4 030)

Analyse berechnet filr C3;H3,044: C69,04; H6E,43
Gefunden: C68,65; H546

Beispiel 4

Herstellung von 3”-0-Acetyl-etoposid (VIll, R* = CH;, R? = H, R® = H, R* = CH;CO)

Man béfolgt das Verfahren gem#B Beispiel 1, Schritt (b) unter Verwendung von 3"-O-Acetyl-4'-0-benzyloxycarbonyl-etoposid
{10mg, 0,01 mMol), wobei man die Titelverbindung (9mg, etwa 100%) in Form eines farblosen Pulvers erhélt. Geschitzte
Reinheit: 85% {(durch HPLC).

SMP 226-228°C
IR¥mex (KBr)  em~'3450(br), 1760,1610
UV Amex (MeOH) nm (€) 240 {sh, 12810}, 285 (3 960)

Analyse berechnet fir C3)Hs Oy« V2 H,0:  C68,21;  H5,52
Gefunden: C58,22; H§,42

Belsplel 5
Herstellung von 2"-0-Acetyl-etoposid und 3"-0O-Acetyl-etoposid aus einem Gemisch aus2und 3
Eine geriihrte L8sung eines Gemisches aus 2 und 3 (60mg, 0,08 mMol} in Ethanol/Aceton {4:1, 5ml) hydriert man 1,5h in
Gegenwartvon 10% Pd-C (30 mg) bei 1 atm und filtriert anschlieBend den Katalysator ab. Das Filtrat konzentriert man auf, wobei
man ein Gemisch der regio-isomeren Verbindungen (50mg, etwa 100%) erhilt, welches man mit Hilfe einer Silikagelsiule

. trennt, wobei man 2"-0-Acetyl-etoposid (10mg, 20%), 3"-0-Acetyl-etoposid (4 mg, 8%) und ein Gemisch davon {30mg, 61%) in
Form ejnes farblosen Pulvers erhiit.

Beisplel 8

Herstellung von 2”,3"-Di-O-formyl-stoposid (VIIl; R' = CH;, F.2 = H, R® = R* = HCC-)

(a) Herstellung von 4'-0-Benzyloxycarbonyl-etoposid-2”,3" -di-O-formiat

Zu einer L8sung von 4'-CBZ-etoposid (100mg, 0,144mMol) in Pyridin (0,7 ml) gibt man tropfenweise ein Gemisch aus 99%iger
Ameisensiure (1,4ml) und Essigs#ureanhydrid (0,56 ml) bei 0°C hinzu. Das Reaktionsgemisch riihrt man 4 h bei
Zimmertemperatur und verdiinnt anschlieBend mit Dichlormethan und wiischt mit Wasser. Die organische Phase trocknet man
tiber Na,SO,, filtriert anschlieBend ab und konzentriert das Filtrat im Vakuum auf, wobei man einen farblosen Feststoff (122mg)
erhilt, den man miteiner Silikagelséule (MeOH:CH,Cl, = 1:50) reinigt, wobei man 4'-O-Benzyloxycarbonyl-etoposid-2",3"-di-O-
formiat (91 mg, 84%) in Form eines amorphen Pulvers erhélt.

'H NMR (CDCl,) 5 8,04 8 7,80 (jewslls 1H, s, CHO), 7,38 (6H, 8, PhCH,CO), 6,72 (1H, s, H-5), 8,63 (1H, &, H-8), 6,23 (2H, s,
2',6"-H), 6,97 (2H, 5, OCH,0), 6,23 (2H, s, PhCH,CO), 6,4-4,0 (SH, m), 3,66 (6H, 5, 3',5’-OCHj), 3,6-2,6 (6H, m), 1,35 (3H, d,
J = 65Hz, 8"-CH,).

(b) Herstellung von 2*,3"-Di-O-formyl-etoposid

Eine geriihrte Lésung des Produktes aus Stufe (a) {71 mg, 0,009mMol) in Ethanol/Aceton (4:1, 2,5 ml} hydriert man 1,6hin
Gegenwart von 10% Pd-C (60 mg) bei 1atm. Den Katalysator filtriert man ab und konzentriert das Filtrat im Vakuum auf, wobel
man die Titelverbindung in Form eines farblosen Pulvers (59 mg, etwa 100%) erhélt. Geschétzte Reinheit 80% (durch HPLC).

SMP 278-280°C
IR 9,,..,‘ {KBr) cm~'3400, 1760,1740,1610
UV Amax (MeOH) nm () 236 (sh, 14,000), 285 (4,230)

'H NMR (CDCl;) 3 8,04 & 7,83 (jewells 1H, 8, CHO), 6,72 (1H, s, H-5), 8,53 (1H, s, H-8), 6,23 (2H, 8, 2',68-H), 6,98 (2H, s,
OCH,0), 6,6-4,1 (9H, m), 3,76 (6H, 8, 3',6'-OCH;), 3,7-2,6 (6H, m), 1,35 (3H, d, J = 6Hz, 8"-CH,).

Analyse berechnet fiir C3)H3;045: €57,26;  H5,00
Gefunden: C57,09; H5,00

Beisplel 7

Herstellung von 4'-Benzyloxycarbonyl-etoposid-2*-0O-benzoat, -3"-benzoat und -2",3"-di-O-benzoat

Benzoylchlorid (100, 0,86 mMol) gibt man zu einer Lésung von 4'-0-CBZ-etoposid (6500mg, 0,7 mMol) in Pyridin {6 ml). Das
Reaktionsgemisch rihrt man 3 Tage bei Zimmertemperatur, verdiinnt mit Dichlormethan und wiischt nacheinander mit Wasser,
6%Iger HCl und Wasser. Die organische Phase trocknet man Qiber Na,SO,, filtriert und konzentriert das Filtrat im Vakuum, wobei
man ein blaBgelbes Ol erhilt, welches drei neue Komponenten enthilt (Silikage!-TLC: Rf 0,50, 0,38 und 0,21; Dichlormethan/
Methanol = 100/1). Das Gemisch wird durch Silikagel-Séulenchromatographie (40% Hexan-Aceton) aufgetrennt, wobel man
2",3"-Di-O-benzoat 7 (Rf 0,60, 30 mg, 5%), 3"-0-Benzoat 6 (Rf 0,38, 227 mg, 40%), 2*-0-Benzoat 5 (Rf 0,21, 70mg, 12%) und
verbleibendes 4'-CBZ-etoposid 1 (216mg, 43%) erhéit,
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4'-Benzyloxycarbonyl-atoposld-Z'-O -benzoat (5)
IRV (KBr)  cm="3400{br), 1700, 1720,1600
uv Amnx {MeOH) nm (8) 281 (4 050)
. 'H NMR (CDCly) 5 7,3-7,9 (10H, m, 2x CgHg), 5,17 (1H, t, J = 8Hz, 2"-HO), 5,01 (1H, d, J = 8Hz, 1"-H), 4,77 (1H, q,

J = 6Hz, 7"-13), 3,2-3,8 (1H, m, 3"-H), 2,76 (1H, br, 3"-0OH), 1,31 (3H, d, J = §Hz, 7"-CH,).

Analyse berechnetfiir C4He016: C63,92;  H5,12
Ge\unden: C63,80; H5,17

4'-0-Benzyloxycarbonyl-eteposid-3*-O-benzoat (6}
: IR¥mu (KBr)  cm™'360G (br), 1770, 1600
UV Amax (MeOH) nm {€) 225 (sh, 30,890), 281 {4,300)

'H NMR (CDCl;) 5 7,4-8,0 (10H, m, 2x CgHg), 6,34 (1H, 1, J = 9Hz, 3"-H), 4,74 (1H,d, J = 8Hz, 1"-H),4,68(1H,q,J = 5Hz,
7"-H), 3,60 (1H, m, 2"-H), 1,28 (3H, d, J = 6Hz, 7"-CH;).

- Analyse berechnet fur Cq4Hy2016: €92,55; H5,26
Gefunden: C62,73; H5,29

4'-0-Benzyloxycarbonyl-etoposid-2~,3*-ul-O-benzoat (7}
IRVmax (KBr)  cm™1770,1730,1600
~ UV Amex (MeOH) nm (€) 227 {sh, 40,270), 282 (4,650)

'H NMR (CDCl3) 87,3-7,9 (10H, m, 2x CgHe), 5,55 (1H, t,J = 8Hz, 3"-H), 5,32 (1H, 1, J = 8Hz, 2"-H), 4,93 (1H d,J = 8Hz,
1"-H), 4,50 (1H, q, 7"-H), 1,31 (3H, d, J = 5Hz, 7"-CH,). _

Analyse berechnetfiir Cg,H,s0,7: C65,80; H4,55
Gefunden: C66,28; H4,98

Belsplel 8

Herstellung von 2”-O-Benzoyl-etoposid (VIll, R = CH;, R? = H, R® = PhCO-~, R* - H)

Eine gerithrte Lésung von 4'-Benzyloxycarbonyl-etoposid-2”-0-benzoat (64 mg, 0,07 mMol) in Ethanol/Aceton {2:1, 3mil) hydriert
man 2hin Gegenwart von 10% Palladium-auf-Kohle (50 mg) bei 1 atm. Den Katalysator filtriert man ab und konzentriert das Filtrat
auf, wobei man die Titelverbindung {40mg, 88%) in Form eines farblosen Pulvers erh#lt. Geschitzte Reinheit: 95% (durch HPLC).

SMP 289-292°C,
IRVUnex (KBr)  cm~'3450,1760,1730
UV Aqux (MeOH) nm () 283 {4,470)

'H NMR (CDCl3) 5 7,4-7,8 (6H, m, COCqeHs), 6,07 (1H, dd, J = 7,7 &9,2Hz, 2"-H), 4,89 (1H, d, J = 7,7Hz, 1"-H), 4,80 (1H,
q,J =5,1Hz,7"-H), 4,23 (1H, dd, J = 4,8 & 10,3Hz, 6"-Heq), 3,98 (1H, dt, J = 3,3 &9,2Hz, 3"-H), 3,64 (1H,t,J = 10,3Hz, .

_ 6"-Hax), 3,47 (1H, t, J = 9,2Hz, 4"-H), 3,40 (1H, dt, J = 4,8 & 10Hz, 5"-H), 2,74 (1H, d, J = 3,3Hz, 3"=0H), 1,41 (3H, d,
J = 5,1Hz, 7"-CH,).

Analyse berechnet fiir C3gH5014 « H;0: C60,84; H51
Gefunden: C61,10; H5,40

Belsplel 8

Herstellung von 3"-0-Benzoyl-etoposid (VHll, R' = CHy, R? = H, R® = H, R* = PhCO)

Gem#R dem Verfahren von Beispiel 8 werden 34 mg (0,04mMol) 4’-0-Benzyloxycarbonyl-etoposid-3"-0-benzoat hydrisrt,
wobei man die Titelverbindung (27 mg, 95%) in Form eines farblosen Feststoffes erhélt, den man durch S&ulenchromatographie
reinigt, wobei man farblose Kristalle erh#lt, Geschétzte Reinheit 95% (durch HPLC).

SMP 188-191°C,
IRVmax (KBr)  cm~'3400(br),1730
UV Amex (MeOH) nm (£) 223 (35,900), 280 (4,030)

'H NMR (CDCl,) & 7,4-7,8 (6H, m, COPh), 6,38 (1H, §, J = 9,2Hz, 3"-H), 4,79 (1H, d, J = 7,7Hz, 1*-H), 4,72 (1H, q,
J =5,1Hz, 7"-H), 4,22 (1H, dd, J = 5 & 10Hz, 8"-Heq), 3,67 (1H, brt, J = 8Hz, 2"-H), 3,61 (1H, t, J = 10Hz, 6"-Hax), 3,59
(1H,t,J = 9,4Hz, 47-H), 3,47 {(1H, m, 6"-H), 2,68 (1H, br, 2"-0H), 1,31 (3H, d, J = 5,1 Hz, 7"-CH,).

Anilyse berechnetfiir C3gH3014 - 2H,0: C59,31, H4,98
Gefunden: . €59,14; Hb,10
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Belisplel 10

Herstellung von 2”,3"-0-Di-benzoyl-etoposid (VHIl, R = CHy, R? = H, R® = R* = PhCO-)

Eine gerlihrte Lésung von 4'-0-Benzyloxycarbonyl-etoposid-2”,3"-di-O-benzoat {(130mg, 0,14 mMol) in Ethylacetat/Ethanol/

Aceton (4:4:1; 4,5ml) wird gem#8 dem Verfahren von Beispiel 8 hydriert, wobel man die Titelverbinduig (112mg, etwa 100%)
h In Form eines farblosen Pulvers erhit. Geschitzte Reinheit: 90% (durch HPLC).

SMP > 295°C
IRV (KBr)  cm™'1770,1730
UV Amax (MeOH) nm (€) 226 (sh, 24,200), 281, (3,470)

'H NMR (CDCly) 5 7,3-8,0 {10H, m, 2x COCqHs), 5,67 (1H, t, J = 9,5Hz, 3"-H), 6,35 (1H, dd, J = 8,1 & 9,7Hz, 2"-H), 498
{1H,d,J = 8,1Hz, 1*-H), 4,73 {1H, q,J = 4,8Hz,7"-H), 4,28 (1H, dd, J = 4,4 & 10,3Hz, 6"-Heq), 3,68 (1H, ,J = 9,5Hz,
4"-H), 3,67 (1H,1,J = 10Hz, 6"-Hax), 3,66 (1H, dt,J = 9,5 & 10Hz, 5"-H), 1,33 (3H, d, J = 4,8Hz, 7"-CH,).

Analyse berechnet fiir C43HOys « H20: €63,39; H6,20
Gefunden: €62,99; H4,99

Belsple! 11
Unter Befolgung des in Beispiel 1 angegebenen allgemeinen Verfahrens und bei Verwendung von 4'-CBZ-teniposid anstelle von
4'-CBZ-etoposid erhilt man 2”,3"-Di-O-acetyl-teniposid.

Beisplel 12
Bei Wiederholung der allgemeinen Verfahren gem#® den Belspielen 2 bis 4 und Verwendung von 4'-CBZ-teniposid anstelle von
4'-CBZ-etoposlid erhiit man 2"-0-Acetyl-teniposid und 3"-O-Acetyl-teniposid.

Beisplel 13 )
Bei Befolgung des allgemeinen Verfahrens gem3B Beispie! 6 und Verwendung von 4'-CBZ-teniposid anstelle von 4'-CBZ-
etoposid erhilt man 2”,3"-Di-O-formyl-teniposid.

Beisplel 14
Bei Befolgung der aligemeinen Verfahren gemiB den Beispielen 7 bis 10 und Verwendung von 4'-CBZ-teniposid anstelle von
4'-CBZ-etoposid erh&lt man 2"-0-Benzoyl-teniposid, 3"-0-Benzoyl-teniposid und 2",3"-Di-0-benzoyl-teniposid.
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