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Keksint& koskee yhdisteitd, jotka koostu- uppfinningen avser f6reningar, bestdende
vat podofyllotoksiinista ja sen johdan- av podofyllotoxin och dess derivat med
naisista, joilla on kaava formeln
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jossa R1 on H tai OH ja R2 on H tai CH3: vari R1ér H eller OH och R, dr H eller
tiettyjen sairauksien hoitoon ja mene- CHS’ till behandling av vissa sjukdoms-
telmdd niiden valmistamiseksi. Keksintd tillstidnd samt ett forfarande for fram-
koskee lisdksi yhdisteiden kdyttsd mai- stillning av dessa, dvensom anvdndning
nittujen sairauksien hoitoon, samoinkuin av némnda féreningar till framstillning
mainittujen yhdisteiden kdytt84 mainittu- av farmakologiska beredningar for be-
jen sairauksien hoitoon tarkoitettujen handling av ndmnda sjukdomstillsténd.

farmakologisten koostumusten valmistami-

seen.
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Menetelmd8 podofyllotoksiinin ja sen johdannaisten valmista-

miseksi

Tamd keksint® koskee menetelmdd farmaseuttisesti aktiivisten
yvhdisteiden valmistamiseksi. Ndm38 yhdisteet muodostuvat

podofyllotoksiinista ja sen johdannaisista, joilla on kaava
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jossa Ry on H tai OH ja Ry on H tai CHg.

Podofyllotoksiinilla ja sen johdannaisilla on todettu olevan
useita erinomaisia farmakologisia vaikutuksia. Niinpd ne va-
hentédvédt lymfaattisten T-solujen ("tappajasolujen") aktiivi-
suutta, joten niitd voidaan k3yttdd vdhentdm&@dn immuuni- ja
hylkimisreaktioita elinten siirrossa. Lisdksi ne inhiboivat
solujen jakautumista metafaasissa, joten niit4d voidaan kdyt-
t88 psoriasis-sairauksien hoitoon. Yhdisteill& on my&s bio-
sidinen ja biostaattinen vaikutus sellaisia mikro-organisme-
ja kuin plasmodiaa, sienid ja viruksia vastaan, ja niita
voidaan tdstd syystd kdyttda parasiittisairauksien, kuten
malarian ja virustautien hoidossa. Yhdisteet vaikuttavat

lis8ksi madonpoistoaineina.

Yhdiste podofyllotoksiini on ennestd&n tunnettu ja se on
uutettu kasveista, jotka paddasiassa ovat Podophyllum-sukua.
Yhdistettd ei kuitenkaan ole aikaisemmin kaytetty keksinndn

mukaisessa erittdin puhtaassa muodossa, joka on mahdollista-
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nut gsen kdytdn uusilla indikaatiocaloilla. Aikaisemmin on
useimmiten kdytetty Podophyllum-lajeista saatua epapuhdasta
uutetta, nk. "podofylliinid", joka on sisdltanyt vain 20-

40 % podofyllotoksiinia. Lisdksi uutteet sisdltavat koko
joukon muita komponentteja, kuten desoksipodofyllotoksiinia,
dehydropodofyllotoksiinia, - ja f-peltatiinia jne., riip-
puen siitd, mistd lajista uute on saatu. Useiden nadista
muista komponenteista on todettu olevan huomattavan mutagee-
nisia.

Keksinndn mukaiselle menetelmalle puhtaan podofyllotoksiinin
ja sen johdannaisten valmistamiseksi on tunnusomaista, ettd
Podophyllum-lajien kasvinosia uutetaan etyyliasetaatilla ja
uute vidkevditetadadn ja suodatetaan piigeelin 1ldpi, minkd jal-
keen se kromatografoidaan happamalla alumiinioksidilla ja
pddjae kromatografoidaan piigeelilld, ja haluttu tuote ki-
teytetddn tdmdn jdlkeen uudelleen.

Yhdisteelld podofyllotoksiini on puhtaana seuraavat fysikaa-
liset ominaisuudet:

Sulamispiste: 183-184°C (yhdiste vapaa liuottimesta)

Optinen kierto: [a]2%;: - 132,5 (C 0,2 CHCl,)

Liukoisuus veteen: 120 mg/l.

Podofyllotoksiinia ja sen johdannaisia voidaan uuttaa kasvi-
en osista, etenkin juurista tai juurakoista, Podophyllum-
suvun eri lajeista, kuten P. emodi Wall'ista ja P. peltatum
L:sta. Yhdiste esiintyy myds muissa kasvilajeissa, esimer-
kiksi Juniperus-suvussa, kuten J. virginiana L:ssa.

Valmistettaessa keksinndn mukaan erittdin puhdasta podo-
fyllotoksiinia tai sen johdannaisia uutetaan esimerkiksi
Podophyllum emodin tai Podophyllum peltatumin kuivattuja
ja hienoksi jauhettuja juurakkoja etyyliasetaatilla ja uu-
te vidkevditetddn ja suodatetaan piigeelin 1lapi. Podofyllo-
toksiinin ja sen johdannaisten haluttu fraktio kromatogra-
foidaan tdmdn jdlkeen happamalla alumiinioksidilla, jol-
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loin saadaan fraktio, joka sisdlt88 p#d8dasiassa viitta lig-
naania desoksipodofyllotoksiinia, podofyllotoksonia, iso-
pikropodofylliinid, podofyllotoksiinia ja 4'-demetyylipodo-
fyllotoksiinia. Podofyllotoksiini tai muu haluttu johdannai-
nen eristetdsdn tdstd seoksesta huolellisella kromatografial-
la piigeelilld, mink& j&lkeen haluttu fraktio kiteytetdin

uudelleen.

Keksinndén mukaisesti valmistetulla erittdin puhtaalla podo-
fyllotoksiinilla ja sen johdannaisilla on todettu olevan
useita erinomaisia farmakologisia vaikutuksia ja niitéd
voidaan kédyttdad useiden sairauksien hoitoon. Voidaan muodos-
taa farmakologisia koostumuksia, jotka sis8ltdvdt podofyllo-
toksiinia ja/tai sen johdannaisia yhdessd yhden tai useamman
farmakologisesti hyvéksyttdvédn kantaja-aineen kanssa.

Kantaja-aineina voidaan kd8yttd# kaikkia niit& aineita,
joiden tiedet&d3n olevan k3yttdkelpoisia farmakologisissa
koostumuksissa, edellyttden, ettd ne eivdt reagoi epdedulli-
sesti aktiivisen yhdisteen kanssa eivdtk& aiheuta jotakin
hajitallista vaikutusta yhdessd sen kanssa. Farmakologisia
koostumuksia voidaan valmistaa enteraalista, parenteraa-
lista tai iholle antamista varten ja ne voivat esimerkiksi
olla kiinteind koostumuksina, kuten tabletteina, jauheina,
kapseleina, perdpuikkoina tai emdtinpuikkoina, enemm&n tai
vdhemmdn puolinestem8isind koostumuksina, kuten voiteina,
geeleind tai salvoina, tai nestemdisind koostumuksina, kuten
liuoksina, suspensioina tai emulsioina. Ne voivat myds si-
sd1t88 lis8ksi tavanomaisia lisdaineita ja myds muita tera-
peuttisesti aktiivisia aineita. Lankeaa ammatillisen taita-
misen puitteisiin valmistaa sopiva koostumus kun tiedet&dian

antotapa ja annon muut edellytykset.

Kédytettdvdn annoksen voi ammattimies m&drdt4d ldhtien tavan-
omaisista kriteerioista, kuten sairauden vakavuudesta, anto-

tavasta, potilaan idstd ja kunnosta jne.
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Keksinndn mukaisesti valmistettuna podofyllotcksiinia ja
sen johdannaisia voidaan kayttd8 useiden erilaisten sairauk-

sien hoitoon, jotka voidaan tiivist&88 seuraaviksi ryhmiksi.

1. Trooppiset sairaudet, kuten malaria ja skitsotomiasis.

2. TIhosairaudet, kuten psoriasis, sienitartunnat ja alope-
cia areata.

3. Hylkimisreaktiot elinten siirrossa.

4. Kollagenoosit (sidekudossairaudet), kuten reumaattinen
niveltulehdus, systeeminen lupus erythematosus disseminatur,
sklerodermia, polyarthemitis nodosa ja sarkoidoosi.

5. Mielisairaus (viruksen aiheuttama), kuten demens ja
psykoosit.

6. Neurologiset sairaudet, kuten multippeli sklerosis ja

myasthenia gravis.

Terapeuttiset vaikutukset edelld mainittuihin sairauksiin
perustuvat podofyllotoksiinin ja sen johdannaisten useihin
vaikutusmekanismeihin. Ensiksi yhdiste inhiboi lymfaattisten
T-solujen (nk. "tappajasolujen") aktiivisuutta, mik& on té&r-
kedtd torjuttaessa hylkimisreaktioita elinten siirroissa.
Lis8ksi yhdisteet wvaikuttavat solujen jakautumista wvastaan
metafaasissa, mik& on erittdin merkityksellistd tietyissé
ihosairauksissa, kuten psoriasis-tapauksissa. Yhdisteilld

on myds biosidinen tai biostaattinen vaikutus sellaisia
mikro-organismeja, kuten plasmodiaa, sienid ja viruksia
vastaan, jolloin voidaan hoitaa useita sairauksia, jotka
aiheutuvat mikro-organismeista samoin kuin malariaa voidaan
hoitaa. Lopuksi yhdisteilld on my®s matoja torjuvia ominai-
suuksia ja nédin ollen niitd& voidaan kdyttd8 sisdlmysmatoja

ja muita parasiitteja vastaan.

Keksinntn mukaisesti valmistetulla podofyllotoksiinilla ja
sen johdannaisilla on suoritettu useita farmakologisia,
toksikologisia ja kliinisid tuktimuksia niiden terapeuttis-
ten ominaisuuksien toteamiseksi. Seuraavassa esitetdin
ndiden tutkimusten tulokset.
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Akuuttinen myrkyllisyys
Podofyllotoksiinin akuuttinen myrkyllisyys on mddritetty

erilaisilla koe-eldimilld ja erilaisin antotavoin. Tulokset

ilmenevdt seuraavasta taulukosta 1.

Taulukko 1
Koe-el&in Antotapa Akuuttinen myrkyllisyys
LDgo_mg/kg

Rotta i.v. 10

Hiiri i.v. 20

Hiiri p.o. 100

Rotta iholle 500

Kani iholle 200

Vaikutus malariaa vastaan

Vaikutus malariaa vastaan m8dritettiin kliinisesti useilla
potilailla, jotka olivat saaneet tartunnan malariaparasii-
tista Plasmodium falciparum. Podofyllotoksiinia annettiin
kahtena erilaisena annoksena ja parasiittien lukum&&ri
potilaissa todettiin pdivittdin ja merkittiin sukupuoletto-
mien parasiittien lukumd&rdnd veren millilitraa kohti. Tu-

lokset ilmenevd3t seuraavasta taulukosta 2.
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Vaikutus immuuni- ja hylkimisreaktioita vastaan

Lampaiden ja hiirien erytrosyyttien suspensiolla annettu ruis-
ke aiheuttaa spesifisten vasta-aineiden kehittymistid tita
antigeenia vastaan. T#mi reaktio, joka tavallisesti on hyvin
voimakas, edellyttdd eri solutyyppien, pddasiassa makrofaagien,
T- ja B-lymfosyyttien vdlistd yhteistoimintaa ja se on helposti
todettavissa koe-eldinten pernassa. Tami reaktio on inhiboita-
vissa annoksesta riippuvalla tavalla podofyllotoksiinin pdi-
vittdisilld ruiskeilla erytrosyyttien antamisen j&lkeen.

Ihonsiirto geneettisesti erilaisiin hiiriin aiheuttaa normaa-
listi hylkimisen 10 p&iv&n kuluessa. On useissa tapauksissa
todettu, etti voidaan saavuttaa huomattavasti pidentynyt hengis-
sd@ pysymisaika, joka on 15 pHivii tai pitempi, eldimilli, joita
on hoidettu keksinnén mukaisella yhdisteelli verrattuna

ilman hoitoa olevaan vertailuryhm&éin.

In vitro-tutkimuksissa on myds todettu, ettd podofyllotoksiini
inhiboi 1lis&dntymisti tai ei-sukua olevan vksildn mitogee-
nisten lektiinien tai solujen aiheuttamaa solujen lisi&ntymis-
td ja mySs inhiboi sytotoksisten solujen kehittymistid. Merkit-
tdvidsti pienemmilli annoksilla nimid vaikutukset kasvavat kui-
tenkin. Toiset tutkimukset osoittavat, etti podofyllotok-
siinilla kdsitellyt solut voivat saada takaisin tdydellisen
reaktiokyvyn n&dihin &drsykkeisiin 24 tunnin kuluessa.

Vaikutus psoriasista vastaan

Suoritettiin kliininen tutkimus kaiken kaikkiaan 152 poti-
laalle, joiden ik& oli 19 ja 71 vuoden vililli (keskiarvo

46,1 vuotta), jotka kirsivit psoriasis vulgariksesta. Potilaat
jettiin kolmeen 50, 51 ja 51 henkildn ryhmé&in, joita hoidet-
tiin ulkonaisesti voiteella, joka sis&dlsi 0,1, 0,25 ja 0,5 %
podofyllotoksiinia. Jokaista potilasta k&dsiteltiin vain kehon
erityiselld sairastuneella alueella, toisten sairastuneiden
saaneiden alueiden toimiessa vertailuna. Sairauden vakavuus
arvioitiin hoidon alussa seki 2, 4, 6, 8, 12 ja 16 viikon ku-

luttua siitd, jolloin mit&in hoitoa ei annettu viimeiseni
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4 viikon jaksona. Tutkimus suoritettiin k&dyttden kaksinker-
taista sokkotekniikkaa ja tuloksia kdsiteltiin statistisesti.

Kaikilla kolmella annostasolla saatiin statistisesti merkit-
tdvdt parannukset (p < 0,001l) hoidettujen vammojen vakavuu-
teen ja siitd johtuviin oireisiin n&hden. Niin aikaisin

kuin kahden viikon hoitoajan j&dlkeen ilmeni statistisesti
merkittdvd ero (p < 0,001) hoidettujen ja hoitamattomien vam-
mojen vdlilld, ja tdm&@ ero kasvoi hoidon kuluessa. Viidentend
tarkkailuna 70-75 % potilaista olivat oireettomia tai esiintyi
vain lievid oireita, kun taas vain kahdessa potilaassa ilmeni
vastaava edistys hoitamattomissa vammoissa. Seuranta-aikana,
viikkoina 13-16, ei ilmennyt huonontumista hoidettujen vammo-
jen oireiden vakavuuteen nihden. Vain 11 potilasta ilmoitti
sivuvaikutuksista, kuten ihottumasta. N&m& sivuvaikutukset hé&-
visivdt kun hoito keskeytettiin. Kolmen hoidetun ryhm&n v&li-
set erot sivuvaikutustapausten lukumd&drddn ndhden eivdt ole
statistisesti merkittdvid (p noin O0,50).
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Patenttivaatimus
Menetelmd podofyllotoksiinin tai sen johdannaisen valmis-

tamiseksi, jolla on kaava
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jossa R, on H tai OH ja R, on H tai CH,;, tunnettu siitd,
ettd Podophyllum-lajien kasvinosia uutetaan etyyliasetaa-
tilla ja uute vakevditetdan ja suodatetaan piigeelin 1lapi,
minkd jdlkeen se kromatografoidaan happamalla alumiiniok-
sidilla ja pddjae kromatografoidaan piigeelilld, ja halut-
tu tuote kiteytetddn tamdn jdlkeen uudelleen.

Patentkrav
Forfarande for framstdllning av podofyllotoxin eller ett
derivat darav med formeln

Ry
!
0
< %o
0 o
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H,CO OCH,
OR,

vari R; betecknar H eller OH, och R, betecknar H eller CH,,
kdnnetecknat av att vaxtdelar fran Podophyllumarter extrahe-
ras med etylacetat och extraktet koncentreras och filtre-
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ras genom kiselgel, varefter det kromatograferas pa sur
aluminiumoxid och huvudfraktionen kromatograferas pa kisel-

gel, och den 6nskade produkten sedan omkristalliseras.
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