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En fremgangsmide til fremstilling af etoposid ved
hvilken man omsatter et 4'-halog tyl-4'-d hyl-
epipodophyllotoxin-8-D~2 ,3-di-0-halogenacetyl-4, 6-0~
ethylidenglucosid med den almene formel:

hvori Ry og Rz som kan vare ens eller forskellige, hver

betegner -COCHX2 eller ~COCX3, 'hvori X betegner et halo-
genatom, med en alkochol, en amin og/eller ammoniak til
fjernelse af halogenacetylgrupp + kan udfg i et
trin og giver etoposid med et meget 1lille indhold af
urenheder.
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En fremgangsmade til fremstilling af etoposid,

der har formlen :

CH (o]
3T o 0
0

HO

omfattende de fglgende trin 1 og 2 kendes allerede (se
canadisk patentskrift nr. 956939):

0
CHB/Y o .0
0

AT o
(1) fjernelse af A I

0 -

< 0 (2) f£jernelse af B

o (

:; 0
CH3 (8] OCH3

OB

II
hvor A betegner formyl eller acetyl, og B betegner ben-
zyloxycarbonyl.

Den ovennavnte fremgangsmdde har imidlertid de
ulemper, at der kraves to trin, nemlig et trin til fjer-
nelse af A og et efterfglgende trin til fjernelse af B,
at fjernelsen af A er tidsforbrugende (reaktionenen kan
f.eks. ikke afsluttes selv pd 20 til 30 timer), og at
kvaliteten af det fremstillede etoposid er dirlig pa
grund af den store mengde dannede biprodukter, sdsom
farvede produkter, og ubyttet er lavt.

Som et resultat af en rzkke forskellige undersg-

gelser vedrgrende en hidtil ukendt fremgangsmdde til
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fremstilling af etoposid, har det nu vist sig, at neden-
nevnte R; og R, kan fjernes samtidig til opndelse af
etoposid med lavt indhold af urenheder, sdledes at det
let kan renses, ved en fremgangsmdde, der ifglge opfin-
delsen er ejendommelig ved, at man omsatter et 4'halo-
genacetyl-4'-demethylepipodophyllotoxn-g-D-2,3-di-0O-

halogenacetyl-4,6-0-ethylidenglucosid med den almene

formel:

3\ \\
o)
TN
R,0 0
!
0
< 0 “ III

‘hvori R; og R,, som kan vare ens eller forskellige, hver

betegner -COCHX, eller -COCX3, hvori X betegner et
chloratom, med en cl—c4—alkohol med 1-3 hydroxylgrupper
i tilstedevarelse af et ammoniumsalt af en organisk
carboxylsyre ved en temperatur pd -10 til 100°C til
fjernelse af halogenacetylgrupperne.

opfindelsen er blevet til pa basis af den oven-
stdende erkendelse.

Opfindelsen vil i det fslgende blive beskrevet
mere detaljeret. Som eksempler pd R; og R, kan dichlor-
acetyl og trichloracetyl nzvnes.

Som eksempler pd de alkoholer, som anvendes ifgl-
ge opfindelsen, kan der nevnes C;-C,-alkoholer med 1 til
3 hydroxylgrupper, iser lavere monovalente alkoholer,
sdsom methanol, ethanol, propanol og butanol, lavere
polyvalente alkoholer, sasom ethylénglycol og glycerol,
blandt hvilke lavere monovalente alkoholer, s&dsom metha-
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nol og ethanol er gnskelige. Det er enskeligt at anvende
disse alkoholer som oplesningsmidler ved reaktioen ifgl-
ge opfindelsen, men andre alkoholer end disse kan anven-
des. I dette tilfazlde er det hensigtsmessigt, at alkoho-
len sedvanligvis anvendes i en mengde, der mindst er li-
gesd stor som mengden af forbindelsen III.

Ifslge opfindelsen kan de nzvnte alkoholer an-
vendes alene eller som en blanding af mindst to af dis-
se. Nar de anvendes i form af en blanding, er det hen-
sigtsmessigt, at en alkohol anvendes som oplgsningsmid-
del.

Anvendelsen af andre forbindelser end alkoholer-
ne som oplgsningsmiddel er ikke begranset specielt, for
sdvidt de ikke pavirker reaktionen ugunstigt. Som eks-
empler pd andre forbindelser kan chloroform, ether, 1,2-
dichlorethylen, dimethylformamid og pyridin navnes.

Reaktionen ifglge opfindelsen forlegber glat, nar
et ammoniumsalt af en organisk carboxylsyre tilszttes
som katalysator til reaktionssystemet. Som sédanne car-
boxylsyresalte kan der nsvnes (1) ammoniumsalte af
mindst monovalente alifatiske carboxylsyrer, f.eks. am-
moniumformiat, -acetat, -malonat og -succinat og alkyl-
lammonioumacetat, (2) ammoniumsalte af aromatiske car-
boxylsyrer, f.eks. ammoniumisonicotinat, ammoniumben-
zoat, ammoniumanthranilat og alkylammoniumbenzoat og
(3) svagt sure kationbytterharpikser med carboxylgrupper
som aktive grupper og pd ammoniumsaltform. Blandt disse
foretrazkkes ammoniumsalte af mattede fede syrer med 1
til 3 C-atomer, is®@r ammoniumacetat og ammoniumformiat,
og mengder af disse forbindelser er ca. 5-100 vegt%,
fortrinsvis 30-50 vagt%, baseret pd forbindelsen med den
almene formel III.

Temperaturen for reaktionen ifglge opfindelsen
varierer med hvilket oplesningsmiddel, der anvendes,
og hvilken katalysator, der anvendes, men er fra -10 til
100°C, hensigtsmessigt fra 0 til 90°C, is@r 20 til 70°C,
og reaktionen afsluttes indenfor 0,1 til 7 timer.
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En fremgangsmadde, der er beslagtet med fremgangs-
m&den ifslge opfindelsen kendes fra dansk patentanseg-
ning nr. 4255/83. Ved denne kendte fremgangsméde frem-
stilles etoposid ved omsztning af monohalogenacetylde-
rivatet af etoposid med en amin, sdkaldt ammonolyse,
eller med en alkohol i tilstedevarelse af et metalsalt,
sakaldt alkoholyse, mens etoposid ifslge opfindelsen
fremstilles ved omsa@tning af di- eller trihalogenacetyl-
derivatet med formlen III med en lavere C;-C,-alkohol i
tilstedevarelse af et ammoniumsalt af en carboxylsyre,
dvs. ved alkoholyse. 7

Det har uventet vist sig, at etoposid kan frem-
stilles i hojere udbytte og med hgjere renhed ved frem-

‘gangsmdden ifeslge opfindelsen end ved den kendte frem-

gangsmade.

Sdledes er udbyttet af isoleret etoposid ved
fremgangsmdden ifglge eksempel 2-10 i ansegning 4255/83,
ved hvilken monohalogenacetylderivatet omsazttes med en
alkohol i tilstedevarelse af calciumacetat kun 67, 3%.

Ifglge eksempel 2-1 i navnte ansegning fremstil-
les etoposid i et udbytte pd& 83,1% i tilstedevarelse af
zinkchlorid. Ved sammenligningsforseg nr. 2, der fglger
senere i beskrivelsen var udbyttet ved en sédan frem-
gangsmade imidlertid kun 66,5% ved den fegrste og 11,2%
ved den anden opsamling at etoposid, dvs. ialt kun
77,7%. Desuden var renheden darlig, 95,7% efter forste
og 94,5% efter anden opsamling.

Fremgangsmadden ifglge DK-ansggning nr. 4255/83,
ved hvilken der anvendes en amin (en sdkaldt ammonoly-
se), er en helt anden end fremgangsmaden ifglge opfin-
delsen, der er en alkoholyse. Udbyttet ved anvendelse af
ethylamin er i eksempel 1-1 i navnte ansggning angivet
til 83,1%. Ved sammenligningsforseg nr. 3, der felger
senere i beskrivelsen og angdr samme fremgangsmade,
var udbyttet imidlertid kun 55,2% efter ferste og 9,1%
efter anden opsamling, dvs. ialt 64,3%.
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Som det fremgdr af sammenligningsforseg nr. 1,
opndedes etoposid ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen
i et hojere udbytﬁe. Udbyttet efter forste opsamling af
etoposid var 86,6% og efter anden 11,0%, dvs. ialt sa
hejt som 97,6%. Endvidere var renheden ved denne frem-
gangsmade 99%, 99,2% efter forste og 99,1% efter anden
opsamling af etoposid.

Udbyttet baseret pd den dannede m@ngde etoposid i
reaktionsblandingen var 87,8% ved sammenligningsforseg
nr. 2, 76,7% ved forseg nr. 3 og 97,8% ved forseg nr. 1
ifelge opfindelsen.

Af de ovenfor refererede resultater ses det, at
etoposid fremstilles i udbytter pd kun 77,7% og 66,5%,
inkl. udbyttet ved den anden opsamling, ifglge DK-an-
segning nr. 4255/83, mens det fremstilles i et udbytte
pd 97,6% ifslge opfindelsen. Fglgelig kan etoposidud-
byttet @ges med mere end 20% ved fremgangsmaden ifglge
opfindelsen. Selv hvis etoposid kunne opnads i et udbyt-
te p& 83,1% ifelge den kendte metode, ville udbyttet
stadig blive gget med mere end 14%.

Som det fremgdr af sammenligningsforseg nr. 4
bliver udbyttet, ndr monochloracetylderivatet behandles
under de samme betingelser som i eksempel 1, kun 3,7%.
Dette viser, at det heje etoposidudbytte ifglge opfin-
delsen er uventet og kan tilskrives anvendelsen af spe-
cifikke reaktionsbetingelser og di- eller trichlorace-
tylderivatet som udgangsmateriale.

Forbindelsen med formlen III, som anvendes som
udgangsmateriale ifslge opfindelsen er en hidtil ukendt
forbindelse, der ikke er beskrevet i litteraturen, og
den kan fremstilles ved anvendelse af det velkendte
4'-demethylepipodophyllotoxin (IV) (se US-patentskrift
nr. 3524844) som udgangsmateriale og omsztning heraf
f.eks. ved de folgende reaktioner:
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i hvilke formler R; og R, er som defineret ovenfor. For-
bindelsen I kan sdaledes opnds ved omsztning af 4'-de-
methylepipodophyllotoxin (IV) med et dihalogen- eller
trihalogenacetylchlorid (R,Cl) i et inert oplgsningsmid-
del og kondensation af det opndede 4'-halogenacetyl-4'-
demethylepipodophyllotoxin (V) med en 4,6-O-ethyliden-
2,3-di-0-halogenacetyl-pg-D-glycopyranose (VI) ved en
temperatur, der er lavere end 0°C,i et inert oplesnings-
middel i tilstedevarelse af bortrifluorethyletherat. Det
er hensigtsmessigt, at glucopyranosen med almene formel
IV anvendes i en mengde pd mindst ét axkvivalent pr.
gkvivalent af forbindelsen med den almene formel V.
Forbindelsen VI er hidtil ukendt og kan frem-
stilles ved anvendelse af en velkendt 4,6-O-ethyliden-
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1-0-benzyloxycarbonyl-p-D-glucopyranose (VII) som ud-
gangsmateriale, f.eks. ved den fslgede reaktionsvej:

CH o)
3’?{‘0*4\ _
o} I R,Cl
B g
|

HO o
(VII) H
cI. o 0 hvcérceoerncl
3 §O 0 P /_7§ vercgenolyse.
,/'—/\;\ 0~ o5, \ = Vi
Ri0™ 5
Ry
VII

i hvilke formler R; er som defineret ovenfor. Forbindel-
sen VI kan sdledes opnds ved omsetning af 4,6-0O-ethyli-
den-1-0-benzyloxycarbonyl-f-D-glucopyranose (VII) med et
dihalogen- eller trihalogenacetylchlorid i et inert op-
losningsmiddel og ved at udsztte den opndede 4,6-0-ethy-
liden-1-0-benzyloxycarbonyl-2,3~di-O-halogenacetyl-p-D-
glucopyranose (VIII) for hydrogenolyse. Skent dannelsen
af en lille m@&ngde af a-isomeren ikke kan undgas under
hydrogenolysen, har forbindelsen VI s&danne egenskaber,
at adskillelsen af a-isomeren fra p-isomeren er let,
idet kun p-isomeren udkrystalliserer selektivt fra reak-
tionsoplgsningen. Endvidere har p-isomeren af forbin-
delsen VI god stabilitet, og den undergdr i det vasent-
lige ingen isomerisation til a-isomeren, hvorfor den kan
opbevares i lang tid.

Ifpslge opfindelsen kan fjernelsen af halogenace-
tylgrupperne udfgres under milde betingelser, f.eks. ved
25°C eller stuetemperatur, indenfor et kort tidsrum,
sdledes at dannelsen af biprodukter, sdsom farvede pro-
dukter, er lille, og det er muligt at opnd etoposid ud
fra forbindelsen III i hgjt udbytte. Derfor er rensnin-
gen efter reaktionen, f.eks. fjernelse af farvede pro-
dukter, let, og rent etoposid kan f.eks. opnads ved til-
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setning af et hydrofobt oplesningsmiddel, sdsom chloro-
form, til reaktionsoplgsningen, vaskning af oplgsningen
med vand, afdrivning af oplesningsmidlet og omkrystalli-
sation af remanensen i et oplesningsmiddel. Det opndede
etoposid har et s& usadvanligt lavt indhold af uorganisk
materiale, at dets forbrandingsrest (en rest, der bliver
tilbage efter forbraznding af etoposidet) er 0,1 vagt%
eller mindre. Nir en alkohol omsattes i tilstedeverelse
af et ammoniumsalt af en lavere fed syre, sdsom ammo-
niumacetat, ved fremgangsmadden ifglge opfindelsen, af-
sluttes reaktionen endvidere indenfor et kort tidsrum
ved stuetemperatur, og etoposidet kan udvindes blot ved
opkoncentrering af reaktionsoplgsningen, s&ledes at ud-
forelsen af reaktionen og efterbehandlingen efter reak-
tionen er let, og fremgangsmdden er overordentligt for-
delagtig som en industriel produktionsproces.

opfindelsen vil i det folgende blive beskrevet i
detaljer ved hjelp af eksempler.

Eksempel 1

1 g af 4'-dichloracetyl-4'-demethylepipodophyllo-
toxin-B-D-2,3-di-0O-dichloracetyl-4,6-0-ethylidenglucosid
(III) (Ry, Ry = -COCHCl,) og 1 g ammoniumacetat blev
oplgst i 20 ml methanol, og oplgsningen blev omrgrt ved
25°C i 1,5 timer. Efter afslutning af reaktionen blev
methanolen opkoncentreret til 10 ml, og den opndede op-
losning blev afkglet til opndelse af 0,55 g (udbytte:
86,1%) etoposid.

Ry-Verdien ved TLC (silicagel, fremkalder chloro-
form:methanol (1:1)), IR, NMR og optisk rotation for det
opndede krystal var identisk med data for forbindelsen
opndet ved fremgangsmadden ifslge canadisk patentskrift
nr. 956939.

Smp.: 259-269°C, R¢ = 0,44.
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Eksemplerne 2-9
1 g af forbindelsen III (R;, Ry = -COCHCl,) blev
omsat under de bewtingelser, der er vist i den felgende
tabel, og reaktionsblandingen blev behandlet pa samme
madde som i eksempel 1 til opndelse af etoposid.



DK 1542208B

10

% T'es I8ty g " Tw og ' L
"unCod
% 8'1s ToUTY P " 1w oz "un®o N 9
b2
3 s'is TUITY § " W oz H ool@ S
CuN~
s pizs T8UTY P " 1 og vE,HmouvA/uw,W v
VanCooo®u |
3 8'LL TRUTT " 1w oz - ﬂm €
uno000%H
$ clog IUT} £ DoGZ 1w oz Yunoon 4
(r) PTsodojs ﬁMWMMMMWMNMM spbu=w < Tad
Je o33&gpn —suor3esy | ~IOUBUISM . Io3zesiTeleYy —wesyH




DK 1542208B

11

‘P31 ‘SOTAISNPUI TeOoTWSYD TYSTANSITW =xF 3ynpoad 39 : ('H N) g 02—MM
+
99'gL  |aswrz g, Tw 0z | B T gsyrdieyiszaiq
. -UOT 3ans j3beas 6
gz’08 IBWEFF T  D,ST Tw 0¢ b1 8
vEZNDUNEU
PTasuoTesyd
(1) prsodoa® anjexadwal apbuzu
Je 933&qpn -SUOT3INedd Toueylon aojesiTejey Todwes3H




10

15

20

25

30

35

DK 154220B

12

Eksempel 10
Fremstilling af 4'dichloracetyl-4'-demethylepipodophyl-
lotoxin-g-D-2,3-di-0O-dichloracetyl-4,6-0-ethylidengluco-
sid (III) (R;, Ry = -COCHCI,).
(a) 4'-dichloracetyl-4'demethylepipodophyllotoxin (V)
(R, = —-COCHCI1,).

8 g 4'-demethylepipodophyllotoxin (IV) blev
oplgst i 160 ml acetone, og oplgsningen blev efter til-
setning af 3,2 g pyridin afkelet til -5 til -10°C. Til
denne oplgsning tilsattes 4,1 g dichloracetylchlorid
drdbevist over et tidsrum pd 1,5 timer, og opl@sningen
blev omrgrt i yderligere 0,5 time. Acetonen blev afdre-
vet i vakuum, og det opndede faste stof blev oplest i
160 ml 1,2-dichlorethan og vasket med vand. 1,2-Dichlor-
ethanoplgsningen blev tgrret over vandfrit magnesiumsul-
fat og dernast opkoncentreret i vakuum til opndelse af
9,5 g (udbytte: 93,4%) af forbindelsen V (Ry =
-COCHC1,) .

Smp.: 207-208°C.
IR v§§§3540, 1775, 1600, 1485, 1235, 1130 cm™!

(b) 4,6-0-ethyliden-1-0-benzyloxycarbonyl-2,3-di-0-di-
chloracetyl-p-D-glucopyranose (VIII) (Rq =
-COCHC1,) .

34.0 g 4,6-0-ethyliden-1-0O-benzyloxycarbonyl-g-D-
glucopyranose (VII) blev suspenderet i 340 ml 1,2-di-
chlorethan, og efter tilsatning af 23,7 g pyridin blev
suspensionen afkglet til 0-5°C. Til denne suspension
tilsattes 32,4 g dichloracetylchlorid drdbevist i lgbet
af et tidsrum pad ca. 1 time, og der blev omrgrt i yder-
ligere 0,5 time. Reaktionsoplgsningen blev vasket med
ﬁand, og den organiske fase blev torret over vandfrit
magnesiumsulfat og opkoncentreret i vakuum til opndelse
af 51,0 g (udbytte: 90%) af forbindelsen (VIII) (R; =
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~COCHC1,) -

Smp. 150-151°C.

IR viDr 1770, 1255, 1100, 820 em™t

(c) 4,6—O~ethyliden—2,3—di—O—dichloracetyl-B—D—glucopy—
ranose (VI) (R; = -COCHCl,).

10,0 g af forbindelsen VIII (R; = -COCHCl,) blev
oplest i 50 ml acetone, og oplgsningen blev efter til-
setning af 1,0 g palladium-sort underkastet hydrogeno-
lyse ved -5 til -10°C og ved forhgjet tryk. Efter af-
slutning af reaktionen blev katalysatoren filtreret fra,
og oplesningsmidlet blev afdrevet i vakuum. 17 ml diiso-
propylether blev tilsat til remanensen, og blandingen
blev afkelet til 0°C og filtreret ved sugning til op-
ndelse af 7,3 g (udbytte: 95,9%) af forbindelsen IV
(R; = -COCHCL,).

Smp. 133-135°C.

IR VAEY 3445, 1775, 1305, 1165, 1095, 1005, 815 cm '

(d) 4'-Dichloracetyl-4'-demethylepipodophyllotoxin-g-D-
2,3-di-0-dichloracetyl-4,6-0-ethylidenglucosid (III)
(Ry, Ry = -COCHCl,).

3,0 g af forbindelsen V (R, = -COCHCl,) blev op-
lgst i 60 ml 1,2-dichlorethan, og oplgsningen blev efter
tilsatning af 2,5 g af forbindelsen VI (R; = -COCHCl,)
afkglet til -10°C. 1,1 g bortrifluoridethyletherat blev
tilsat drdbevist i lebet af et tidsrum pa ca. 1,5 time,
og reaktionsblandingen blev efter afslutning af tilsest-
ningen omrgrt i yderligere 0,5 time. 0,8 g pyridin blev
tilsat drdbevist, mens den indre temperatur blev holdt
p& mellem -5 og -10°C, og reaktionsblandingen blev vas-
ket med vand. Den organiske fase blev tgrret over vand-
frit magnesiumsulfat og opkoncentreret i vakuum, og re-
manensen blev omkrystalliseret i methanol til opndelse
af 4,4 g (udbytte: 81,4%) af forbindelsen III (R;, Ry =
-COCHC15) «
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Smp. 207-208°C.
IR viBT 1880, 1610, 1490, 1240, 1130, 935, 820 cm 't
Forbindelsen III blev endvidere opndet ud fra 1,5
g af forbindelsen V og 5,0 g af forbindelsen VI ved
samme reaktion og behandling som beskrevet ovenfor.

Eksempel 11
4'-Dichloracetyl-4'-demethylepipodophyllotoxin-p-D-2, 3- '
di-O-trichloracetyl-4,6-0O-ethylidenglucosid (III) (R; =
-COCCl,, Ry = —-COCHCI,).

(a) 4,6-0-Ethyliden-1-0-benzyloxycarbonyl-2,3-di-O-tri-
chloracetyl-p-D-glucopyranose (VIII) (R, = ~COCCl4) .
25 ml 1,2-dichlorethanoplgsning af forbindelsen
VIII (R; = -COCClz) blev opndet ved den samme reaktion
som i eksempel 10, bortset fra at dichloracetylchlorid
var erstattet af triacetylchlorid.

(b) 4,6-0-Ethyliden-2,3-di-O-trichloracetyl-p-D-glucopy-
ranose (VI) (R; = -COCCl,).

25 ml af en 1,2-dichlorethanoplesning af forbin-
delsen VI (R; = -COCCly) blev opndet ved den samme reak-
tion som i eksempel 10 ved anvendelse af 25 ml af oples-
ningen opndet i (a).

(c) 4'-Dichloracetyl-4'demethylepipodophyllotoxin-g-D-
2,3-di-0O-trichloracetyl-4,6-0O-ethylidenglucosid
(III) (R, = -COCClz, R, = -COCHCl,).

Forbindelse IIT (R, = -COCCls, R, = -COCHCl,)
blev opndet ved omsaztnig af 20 ml af oplesningen opndet
i (b) med 50 ml 1,2-dichlorethanoplesning indeholden-
de forbindelsen V (R, = QCOCHClz) opndet i eksempel 10
(2) pd samme m&de som i eksempel 10 .
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Sammenligningsforseg

Eksempel 1 og eksemplerne 2-1 og 1-1 beskrevet i
dansk patentanseggning nr. 4255/83 blev gentaget. Endvi-
dere udfortes et'forswg, ved hvilket monochloracetyl-
derivatet angivet i ansegning nr. 4255/83 behandledes
under samme betingelser som i ekempel 1 i den nerverende
beskrivelse. Udbyttet af den fgrste opsamling af etopo-
sid og den anden opsamling af etoposid, baseret pa meng-
den af dannet etoposid i reaktionsblandingen, og renhe-
den af det opndede etoposid ved de respektive forseg
sammenlignedes med hinanden.

Fremgangsmade til udferelse af forsggene.

Forsegene nr. 1, 2 og 3 wudfertes i overensstem-
mese med henholdsvis eksempel 1 ifelge opfindelsen, eks-
empel 2-1 og 1-1 ifglge ansggning nr. 4255/83. Forseg
nr. 4 udfertes ved behandling af monochloracetylderiva-
tet beskrevet i DK-ansggning nr. 4255/83 under de samme
reaktionsbetingelser som i ekempel 1 ifslge opfindelsen.

Den anden opsamlede portion af etoposid opndedes
fra moderluden ved omkrystallisation, idet fremgangsma-
den til opn&else af den anden portion hverken er angivet
i eksemplerne ved nerverende opfindelse eller i DK-
ansegning nr. 4255/83.

De detaljerede fremgangsméder var som fglger.

Forseg nr. 1 (eksempel 1 ifplge opfindelsen)

5,53 g 4'-dichloracetyl-4'-demethylepipodophyllo-
toxin-p-D-2,3-dichloracetyl-4,6-0-ethylidenglucosid og
5,53 g ammoniumacetat oplestes i 110 ml methanol, og
oplesningen omrgrtes ved stuetemperatur (25°C) i 1,5 ti-
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mer. Efter mdling af reaktionsblandingens vagt og udta-
gelse af en prove pd 15 ml af reaktionsblandingen til
kvantitativ analyse af dannet etoposid, koncentreredes
reaktionsblandingen til 55 ml, og den resulferende,
koncentrerede oplesning afkeledes til 5°C. De faldede
krystaller filtreredes fra, vaskedes med 10 ml methanol
og vakuumtgrredes ved 50°C i 5 timer til opndelse af
3,02 g (omregnet pad terstofbasis) etoposid som den for-
ste, opsamlede portion (85,6% udbytte).

opndede krystaller: 3,07 g
indhold: 98, 3%
renhed madlt ved HPLC: 99,2%.

Filtratet fra den forste omkrystallisation ind-
dampedes til terhed, og 50 ml chloroform og 30 ml vand
tilsattes. Den flydende blanding omrgrtes, henstod og
den organiske fase skiltes fra blandingen. Den organiske
fase vaskedes med 30 ml vand, koncetreredes til 10 ml og
afkgledes til 5°C. De udfzldede krystaller filtreredes
fra, vaskedes med 5 ml chloroform, vaskuumterredes ved
50°C i 5 timer til opnédelse af 0,42 g (omregnet til teor-
stofbasis) etoposid som den anden opsamlede portion (12%

udbytte).
opndede krystaller: 0,48 g
indhold: 88,0%
renhed mdlt ved HPLC 99,1%.

Forsgg nr. 2 (eksempel 2-1 ifglge DK-ansggning nr.
4255/83). )

8,2 g 4'-chloracetyl-4'-demethylepipodophyllo-
toxin-p-D-2,3-di-O-chloroacetyl-4,6-0-ethylidenglucosid
og 1,6 g vandfrit zinkchlorid oplestes i 300 ml metha-
nol, og oplgsningen opvarmedes under tilbagesvaling i en
time. Efter maling af reaktionsblandingens vagt og ud-
tagelse af en prgve pd 15 ml af reaktionsblandingen til
kvantitativ analyse af dannet etoposid, destilleredes
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methanol af reaktionsblandingen. Efter tils®tning af 200
ml chloroform til remanensen vaskedes blandingen med
vand og terredes over vandfrit natriumsulfat. Efter af-
destillilation af oplesningsmidlet under reduceret tryk
sattes 50 ml methanol til remanensen, og blandingen af-
keledes til 5°C. 'De udfazldede krystaller filtreredes
fra, vaskedes med 10 ml methanol og vakuumtgrredes ved
50°C i 5 timer til opn&else af 3,92 g (omregnet til ter-
stofbasis) etoposid som den forst opsamlede portion
(66,5% udbytte).

opnadede krystaller: 4,42 g
indhold: 93,0%
renhed mdlt ved HPLC 95,7%.

Filtratet fra den forste omkrystallisation ind-
dampedes til terhed, og 10 ml chloroform sattes til re-
manensen. Efter afkgling af oplesningen til 5°C filtre-
redes de udfzldede krystaller fra, de vaskedes med 5 ml
chloroform og vakuumtgrredes ved 50°C i 5 timer til op-
ndelse af 0,66 g (omregnet til terstofbasis) af etopo-
sid som den anden opsamlede portion (11,2% udbytte).

opndede krystaller: , 0,75 g
indhold: 88,2%

renhed malt ved HPLC: 94,5%.

Forsgg nr. 3 (eksempel 1-1 ifslge DK-ansggning nr.
4255/83).

8,2 g 4'-chloracetyl-4'-demethylepipodophyllo-
toxin-B-D-2,3-di-O-ethylidenglucosid oplestes i 50 ml
pyridin, og den resulterende oplesning afkgledes til
0°C. 4,5 g 70% vandig ethylamin sattes drabevist
dertil, og blandingen omrgrtes i 1 time ved 0°C. Dernast
sattes 200 ml chloroform til reaktionsblandingen, som
neutraliseredes med 2N saltsyre. Den organiske fase
skiltes fra blandingen og vaskedes med to portioner af
100 ml vand. Efter mdling af den organiske fases vagt
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og udtagelse af en prove pd 15 ml af den organiske fase
til kvantitativ analyse af dannet etoposid, terredes
den organiske fase over vandfrit natriumsulfat. Den
torrede organiske oplesning koncentreredes til 50 ml un-
der reduceret tryk og afkeledes til 5°C. De fazldede
krystaller filtreredes fra, vaskedes med 10 ml chloro-
form og vakuumtgrredes ved 50°C i 5 timer til opnédelse
af 3,26 g (omregnet til terstofbasis) etoposid som den
forst opsamlede portion (55,2%'s udbytte).

opndede krystaller: 3,39 g
indhold: 96,2%
renhed mdlt ved HPLC 99, 3%.

Filtratet fra den ferste omkrystallisation kon-
centreredes til 10 ml under reduceret tryk og afkeledes
til 5°C. De fzldede krystaller filtreredes fra, vaskedes
med 5 ml chloroform og vakuumtgrredes ved 50°C i 5 timer
til opndelse af 0,54 g (omregnet til terstofbasis) eto-
posid som den anden, opsamlede portion (9,1%'s udbytte).

opnaede krystaller: 0,62 g
indhold: 87,4%
renhed mdlt ved HPLC 97,6%.

FOI’SQQ’ nr. 4

1,0 g 4'-chloracetyl-4'-demethylepipodiphyllo-
toxin-p-D-2,3-di-O-chloracetyl-4,6-0-ethylidenglucosid
og 1,0 g ammoniumacetat oplgstes i 20 ml methanol, og
oplgsningen omrgrtes ved stuetemperatur (25°C) i 1,5 ti-
mer. Efter mdling af reaktionsblandingens vegt blev en
preve pad 15 ml udtaget fra reaktionsblandingen til kvan-
titativ analyse af dannet etoposid.
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3. Forsggsresultater.

Resultaterne ved hvert forsgg er vist i det fgl-

gende.

Forseg| Udgangsmateriale i Katalysator Oplesningsmiddel [Betingelser |Udbytte af
nr. (g) (9) (ml) etoposid i
: . Temp Tid |reaktions-—
("C) |(time){blandingen
(g) | (®)
1 Dichlor- 5,53 | ACONH, 5,53 |MeCH 110 25 1,5 |3,45197,8
2 Chlor- 8,20 | ZnCl, 1,60 {MeCH 300 65 1,0 15,18 |87,8
3 Chlor- 8,20 | 70%ELNH, 4,50 Pyridin 50 0 1,0 14,52 |76,6
Z Chior- 7,00 | ACONE, 1,00 MeOH 20 {25 | 1,5 [0,03] 3,8
Udbytte af isoleret etoposid
Forseg nr.
1. opsamling 2. opsamling
(g) (%) Renhed (g) (%) Renhed
(%) (%)
1 3,06 | 86,6 99,2 0,39 11,0 99,1
2 3,92 |66,5 93,7 0,66 11,2 94,5
3 3,26 |55,2 99,3 0,54 9,1 97,6
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Etoposid i reaktionsblandingen og de isolerede
krystaller analyseredes ved HPLC. I forseg nr. 1, 2 og 4 '
anvendtes r.eaktionsblandingerne direkte til kvantitativ
analyse af etoposid. I forseg nr. 3 anvendtes chloro-
formekstraktet af reaktionsblandingen til kvantitativ
analyse af etoposid, idet pyridin, der ger HPLC-analysen
ubrugelig, anvendtes som oplgsningsmiddel ved reaktio-
nen. I forseg nr. 4 isoleredes etoposid ikke, idet ud-
byttet i reaktionsblandingen kun var 3,8%.
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PATENTEKRAV
1. Fremgangsmdde til fremstilling af etoposid med

formlen I:

YO o s
0
HO

0
H
0
( [, 2
-0 = Illl/ I
= 0
/
l
H,CO OCH,4
, 0
B

kendetegnet ved at man omsatter et 4'-halo-
genacetyl—4'-demethylepipodophyl1otoxin—B-D—z,3—di—o—
halogenacetyl-4,6-0-ethylidenglucosid med den almene
formel:

3/Y/0/_§//‘>/

0
< 0
o < «%r/
= 0 III
H3C0 OCH3
(o]
Ry

hvori R; og Ry, som kan vere ens eller forskellige, hver
betegner -COCHXp eller -COCX3, hvori X betegner et
chloratom, med en Cj-Cg-alkohol med 1-3 hydroxylgrupper
i tilstedevarelse af et ammoniumsalt af en organisk
carboxylsyre ved en temperatur pa -10 til 100°C til

fjernelse af halogenacetylgrupperne.
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2. Fremgangsmdde ifelge krav 1, kendeteg -
net ved, at ammoniumsaltet af den organiske carboxyl-
syre er et ammoniumsalt af en mattet fed syre med 1-3 c-
atomer.

3. Fremgangsmdde ifglge krav 1, kende teg -
n et ved, at alkoholen er methanol eller ethanol.

4. Fremgangsmade ifelge krav 1, k ende teg -
net ved, at man anvender mindst 1 &kvivalent af
alkoholen pr. &kvivalent af forbindelsen III.

5. Fremgangsmade ifelge krav 1, kende teg -
net ved, at mengden af ammoniumsaltet af den organis-
ke carboxylsyre er 5 til 100 vegt% pa basis af forbin-
delsen med den almene formel III.

6. Fremgangsmade ifglge krav 1, kende -
tegnet ved, at omseztningen udfores med en mengde
methanol eller ethanol, der mindst er &kvivalent med
mengden af forbindelsen med formlen ITII, i tilstedevea-
relse af ammoniumacetat eller -formiat i en mengde pa
5-100 vegt% pad basis af forbindelsen med formlen III.
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