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Keksint8 koskee platina(II)nelikoordinaat-
tikomplekseja, joilla on kaava

R
t(I1)
R ””/ \\\\‘R
3 2

jossa Rl ja R, ovat karboksylaattomonoanio-
neja, joissa on hydrofobinen radikaalifunk-
tio, tai merkitsevdt yhdessi karboksylaat~
todianionia, jossa on hydrofobinen radikaa-
lifunktio, ja R3 ja R4 merkitsevdt ammoniak-
kia tai primaarisia amiineja tai yhteen
liittyneind diaminoalkaania tai diaminosyk-
loalkaania, joiden aminoryhmit ovat liitty-
neet vierekkdisiin hiiliatomeihin. T&mi
kompleksi onoleellisesti liukoinen metano-
liin tai kloroformiin ja oleellisesti liu-
kenematon veteen. Se voidaan sisdllyttdd
fosfolipidiliposomeihin. T4llaiset fosfoli-
pidiliposomeihin kapseloidut platinakomp-
leksit ovat kdytt8kelpoisia platinakomple-
seille herkkien kasvainten kemoterapiassa.
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Uppfinningen avser platina(II)fyrkoordinat-
komplex med formeln
R
4 1
™ pe(11)

R R

3 2

vari Rl och Rz dr karboxylatomonoanjoner,
vilka bdr en hydrofob radikalfunktion, eller
betecknar tillsammans en karboxylatodianjon,
som bdr en hydrofob radikalfunktion, och Ry
och R4 betecknar ammoniak eller primira
aminer eller bundna vid varandra en diamino-
alkan eller diaminocykloalkan, i vilka ami-
nogrupperna dr bundna vid angrédnsande kol-
atomer. Komplexet dr vésentligen 18sligt

i metanol eller kloroform och visentligen
oldsliqgt i vatten. Den kan inkorporeras

i fosfolipidliposomer. Dylika i fosfolipid-
liposomer inkapslade platinakomplex 4r an-
vidndbara f8r kemoterapi av platinakomplex-

kdnsliga tumdrer.
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Menetelmd kasvaimenvastaisessa kemoterapiassa k8ytettavien
hydrofobisten platina(II)nelikoordinaattikompleksien

valmistamiseksi

Tam& keksintd koskee menetelmdd uusien hydrofobis-
ten platinakompleksien valmistamiseksi, joilla on kasvain-
ten vastaisia ominaisuuksia. Kuvataan myds n#ditd uusia
komplekseja sisédltdvien liposomien kayttdd kasvaimia esta-
vassd kemoterapiassa.

Cis-platina (CDDP) on hyvin tehokas l838ke hoidet-
taessa useita ihmisen kasvainsairauksia [Loehrer et al.,
Ann. Int. Med. V 100 (1984) 704-713]. Sen kdyttdd rajoit-
taa kuitenkin voimakas myrkyllisyys elimistélle, erityi-
sesti myrkyllisyys munuaisille ja hermoille [Zwelling et
al., Platinum Complexes, Pharmacologic principles of
cancer treatment (1982) ed. B.A. Chabner, Saunders,
Philadelphia, PA]. CDDP:n terapeuttista indeksid on vii-
meksi kuluneen vuosikymmenen aikana yritetty modifioida
syntetisoimalla uusia johdannaisia. Kuitenkin joidenkin
lupaavien analogien kehityksen on estdnyt niiden alhainen
vesiliukoisuus, joka vdhentdd niiden mahdollisuuksia klii-
nisessd kaytdssad [Burchenal et al., V. 63 (1979) 1493-
1497].

Liposomit ovat lipidirakkuloita, jotka voivat muo-
dostua spontaanisti lisittdessd vesiliuosta kuivaan lipi-
difilmiin [Mayhew et al., Liposomes (1983) ed. Marc J.
Ostro, Marcel Dekker Inc., New York, NY]. Liposomeja voi-
daan kayttaa kantajina hydrofobisille tai hydrofiilisille
ladkkeille, jotka on sidottu liposomien hydrofobisiin tai
vastaavasti hydrofiilisiin osastoihin. Multilamellaariset
liposomit ovat monikerroksisia 1lipidirakkuloita (MLV),
jotka soveltuvat erityisen hyvin kantamaan hydrofobisia
la8kkeitd, silld niiden hydrofobinen osasto on laajempi
kuin niiden hydrofiilinen osasto. Injektoitaessa suonen

sisdisesti (iv) eldimiin [Kasi et al., Int. J. Nucl. Med.
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Biol. V 11 (1984) 35 - 37, Lopez-Berestein et al., Cancer
Drug Deliv. V 1 (1) (1984) 199-205] ja ihmisiin [Lopez-
Berestein et al., Cancer Res. V 44 (2) (1984) 375-378] MLV
konsentroituu maksaan, pernaan ja muihin retikulo-
endoteeli-(RES)solurikkaisiin elimiin.

Liposomeja on aiemmin k&ytetty in vitro kuljet-
tamaan kemoterapeuttisia aineita [Mayhew et al., Liposomer
(1983), ed. Ostro, Marcel Dekker, Inc., New York, NY] seki
immunomodulaattoreita ja fungisidillisid aineita in vitro
(Mehta et al., Immunology V 51 (1984) 517-527] sekid in
vivo eldimissd [Lopez-Berestein et al., Clin. ExXp.
Metastatis V 2 (4) (1984) 127-137 ja Lopez-Berestein et
al., J. Inf. Dis. V 147 (1983) 937-945] ja ihmisissa
[Lopez-Berestein et al., J. Inf. Dis V 151 (1985) 704-
710].

Viimeaikaiset tutkimukset osoittavat, ettd liposo-
mit voivat vdhentdd tietyntyyppisi¥ l#8kkeisiin liittyvia
myrkkyvaikutuksia, kuten doksorubisiinin myrkyllisyytt&
syddmelle [Forssen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. Vv 78
(1981) 1873-1877, Olson et al., Eur. J. Cancer Clin.
Oncol. V 18 (1982) 167 ~ 176, Gabizon et al., Cancer Res.
V 42 (1982) 4734 - 4739 ja Herman et al., Cancer Res. V 43
(1983) 5427 - 5432] ja CDDP-munuaismyrkyllisyyttd [Freise
et al., Arch. Int. Pharmacodynamie Therapie V 258 (1982)
180 -192] ja ne saattavat lisit8 kasvaimia estdvds vaiku-
tusta slow release -mekanismin tuloksena [Mayhew et al.,
Ann. N.Y. Acad. Sci. V 308 (1978) 371 - 386 ja Patel et.
al., int. J. Cancer V 34 (1984) 717 - 723], kasvainsolujen
korkeamman l&&kkeenoton tai selektiivisemm#n elimiin ja-
kaantumisen johdosta [Gabizon et al., Cancer Res. V 43
(1983) 4730 - 4735 ja Mayhew et al., Cancer Drug Deliv. V
1 (1983) 43 - 58]. US-patentin 4 330 534 mukaan havaittiin
esimerkiksi liposomeihin assimiloitunut N'-asyylisytosiini-
arabinosidi terapeuttisesti tehokkaaksi, kun sit#d annet-
tiin eldimille, joilla oli kasvaimia. N#ist4 lupaavista
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tuloksista huolimatta liposomeihin kapseloitujen kasvaimia
estdvien aineiden kliininen soveltaminen on viivdstynyt
padasiassa formuloinnissa, lddkestabiilisuudessa ja suuren
mittakaavan tuotannossa esiintyneiden vaikeuksien vuoksi.
CDDP:td on aiemmin kapseloitu MLV:hen, mutta hyvin
alhaisella kapseloitumistehokkuudella (7,4 %) ja huonolla
stabiilisuudella (75 % 48 tunnin kuluttua 0,9-%:isessa
NaCl-liuoksessa) [Freise et al., Arch. Int.
Pharmacodynamie Therapie V 258 (1982) 180 - 192].
US-patentissa 4 256 652 kuvataan tiettyja platina-
yhdisteita, joita ovat 1,2-diaminosykloheksaanin (DACH)
isomeeriseoksesta erotetut stereoisomeerit. Kdytetyt iso-
meerit olivat cis-DACH, trans-RR-Dach ja trans-SS-DACH.
Siind kuvatut platinayhdisteet sisdlsivdt erotetun DACH-
isomeerin 1lisdksi kaksi hydrofiilistd platinaligandia,
kuten bromidin, jodidin, nitraatin, bromiasetaatin, sul-
faatin tai glukuronaatin. Trans-RR-DACH:ta sisiltdvit pla-
tinayhdisteet kuvattiin terapeuttisesti usein tehokkaam-
miksi kuin cis-DACH:ta sis#dltavit.
EP-patenttihakemuksessa 83306726.7 kuvataan tiet-
tyjéd platinayhdisteitd, jotka saattavat sis#dltdd diamino-
sykloheksaania (stereokemiallisesti erottamatonta) ja si-
sdltavat fosfatidyyliryhmid, joissa on rasvahappo-
substituentteja. N&m&8 yhdisteet kuvataan valtaosin plas-
maan liukenemattomiksi ja ensisijaisesti lipidirakkulakan-
tajien kanssa kdytettdviksi. Platinayhdiste-fosfolipidi-
rakkulat valmistettiin edullisesti &#rivdrdhtelymenetel-
mdlld, jolla saantona tyypillisesti saadaan unilamel-
laarisia rakkuloita.
Tdmdn keksinnén mukaisesti valmistetaan hydrofobi-

nen platina(II)nelikoordinaattikompleksi, jolla on kaava

1
/

Pt (II)
2N

R, R,
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jossa R, ja R, merkitsevdt kumpikin alkyylikarboksylaattoa,
jossa alkyyliryhm& on hydrofobinen radikaali (CH,) CRR'R'’,
jossa n on 0-8 ja R, R' ja R'', jotka voivat olla samat
tai erilaiset, merkitsevdt kukin alkyyliryhm&d, tai R, ja
R, ovat liittyneet toisiinsa muodostaen dikarboksylaat-

toryhmdn, johon on 1liittynyt hydrofobinen radikaali ja

jolla on kaava
-00CCH,

—OOCCH{///

ja R, ja R, merkitsevdt kumpikin ryhmds
H
!
'?'Rs
H

jossa R; on vety, alkyyli tai sykloalkyyli, tai R, ja R,

N-alkyyli;

ovat liittyneet yhteen muodostaen noin 3 - 7 hiiliatomia
sisdltdvdn sylkoalkyyli-1, 2-diaminoryhmé&n, tai noin 2 - 12
hiiliatomia sis&ltdv8n alkyyli-1,2-diaminoryhm&n, ja joka
kompleksi on oleellisesti liukoinen metanoliin tai kloro-
formiin ja oleellisesti liukenematon veteen.

Edullinen alkyylikarboksylaatto R, tai R, on neode-
kyyli. R; on edullisesti vety, 1- 20 hiiliatomia sis#ltdva
alkyyli, edullisemmin 6 - 12 hiiliatomia ja edullisimmin
2 - 6 hiiliatomia sisdltdvd alkyyli, tai 3 - 12 hiiliato-
mia sisdltdvd sykloalkyyli.

Edullinen radikaalien R; ja R, yhdess&8 muodostama
alkyyli-1,2-diaminoryhm8 on yhdeksi ryhm#ksi etyyli-1,2-
diamino, ja edullinen sykloalkyyli-1,2-diaminoryhm& on
1,2-diaminosykloheksaani, edullisimmin trans-R,R- tai
trans-S, S-muodossa

Y114 kuvatussa kompleksissa alkyylikarboksylaat-
toryhmdt R, ja R, ovat edullisesti v8lilld noin 5 - 20 hii-
liatomia sisdltdvid alkyylikarboksylaattoryhmid. Kun R, ja
R, toisiinsa liittyneind, ovat dikarboksylaatto, jolla on
kaava



10

15

20

25

30

. 35

- /’ ("
. 2192
~0OCCH, ‘

N
-oocca////

2
niin t&ssd ryhm#dss& alkyyli on noin 10- 20 hiiliatomia

sisdltiavd alkyyli , edullisimmin pentyyli, neopentyyli,

N-alkyyli;

dekyyli tai neodekyyli.

Edella kuvattuja platina(II)nelikoordinaattikomp-
lekseja valmistetaan keksinn®én mukaisesti siten, ettd di-
nitraatto-taisulfaatto-1,2-diaminoalkaaniplatina(II)komp-

leksi, jolla on kaava
R3

~
v

jossa A tarkoittaa sulfaattianionia tai kahta nitraat-

Pt(II)A

tianionia, saatetaan reagoimaan radikaaleja R, ja R, vas-
taavien karboksylaattomonoanionien tai, R;:n ja R,:n olles-
sa liittyneind toisiinsa, vastaavan karboksylaat-
todianionin alkalimetalli- tai maa-alkalimetallisuolan
kanssa.

Yleisesti edellsd kuvattujen platina(II)yhdisteiden
synteesin kulkua voidaan kuvata yhdessd mittakaavassa seu-
raavasti : (1) noin 10 millimoolia diaminosykloalkaania
tai diaminocalkaania, jossa aminoryhmdt ovat vierekkdisissd
hiiliatomeissa, lisdtd&n 50 ml:aan K,PtCl,:n (3,5 g) vesi-
liuosta ja sekoitetaan 6 - 8 tuntia huoneen l&mp&tilassa.
Muodostunut cis-bis-dikloori-1,2-diamiini-Pt(II):n sisdl-
tdva keltainen kiinte& aine voidaan poistaa suodattamalla
ja pestd nesteilld, kuten vedells, metanolilla tai aseto-
nilla. Kiinteid aine voidaan sitten suspensoida noin 20
ml:aan H,0:ta, johon lis&t&in noin 0,75 g AgSO,:88 sisdlta-
vd38 vesiliuosta. Sekoitetaan noin 24 tunnin ajan pime&ssa,
minkd jadlkeen saostunut AgCl voidaan poistaa suodattamal-
la. Sulfaattoryhmdn viereinen diamiini-Pt voidaan sitten
livottaa noin 100 ml:aan H,0:ta ja lis&td noin 2 mil-
limooliin in situ valmistettua karboksylaattoanionin maa-
alkalimetallisuolaa sekoittaen t4116in noin 30 minuutin
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ajan. Kun BaSO, on poistettu suodattamalla, haluttu
platina(II)kompleksi voidaan saada esimerkiksi kiteytt#-
mdlld tai poistamalla liuotin haihduttamalla.

Jdljempdnd esitetyisséd esimerkeissd kuvattuja tiet-
tyjen platina(II)kompleksien valmistusmenetelmis ja kuvat-
tuja kemoterapeuttisia hoitomenetelmi& tietyilléa
platina(II)komplekseilla voidaan helposti soveltaa analo-
gisten kompleksien valmistukseen ja kdyttédn yksinker-
taisesti korvaamalla sopivasti vikinaaliset diamiinit tai
hydrofobisia radikaaleja sisdltavat karboksylaat-
tomonoanionit toisilla vastaavilla yhdisteilli.

Keksinndn mukaisesti valmistettujen platinakomplek-
sien t&drked kdyttbmuoto ovat rasva-aineita, kuten fos-
folipidej8d ja valinnaisesti kolesterolia, sekid ylli kuvat-
tuja platina(II)nelikoordinaattikomplekseja sisdltdvit
liposomit. N&m& liposomit sis&ltdvat platinakompleksia ja
fosfolipidid edullisesti suhteessa noin 1:10 - noin
1:30, erityisesti suhteessa noin 1:10 - noin 1:30, edul-
lisin suhde on 1:15.

Ndiden liposomien edullisiin fosfolipideihin kuulu-
vat fosfatidyyliglyseroli, fosfatidyylikoliini, sfin-
gomyeliini, fosfatidiinihappo tai fosfatidyyliseriini,
jolloin edullisimpia fosfolipidej& ovat fosfatidyyliglyse-
roli, fosfatidyylikoliini tai ndiden yhdistelm&. Edullisin
fosfatidyyliglyseroli koostuu pddasiallisesti dimyristoyy-
lifosfatidyyliglyserolista ja edullisin fosfatidyylikolii-
ni koostuu pddasiallisesti dimyristoyylifosfatidyylikolii-
nista. Liposomien sisdltdessd dimyristoyylifosfatidyyli-
glyserolia ja dimyristoyylifosfatidyylikoliinia, ne ovat
ensisijaisesti suhteessa v&lilld noin 1:10 - 10:1, edulli-
simmin suhteessa noin 3:7.

Keksinndn mukaisesti valmistettua platinakompleksia
sisdltdvat liposomit voivat olla multilamellaarisia tai
unilamellaarisia tai niiden lamellaarirakenne voi olla
mddrittelemdtdn. Liposomeja ja farmaseuttisesti hyvéksyt-



10

15

20

- 25

30

- 35

7 85492

tdvdd kantajaa tai laimenninta sis#dltdvids farmaseuttista
koostumusta voidaan k&yttdd tautitilojen, kuten sy®vén,
terapiassa.

Keksinndn mukaisesti valmistettuja platina(II)neli-
koordinaattikomplekseja voidaan k8yttd3 hoidettaessa isin-
tdeldintd, jolla on ndille komplekseille herkkii kasvain-
soluja. Talldéin isdntdeldimelle annetaan ylld kuvattua
platina(II)nelikoordinaattikompleksia tai fosfolipidiid ja
mainittua platinakompleksia kasvainsoluja estédvéssd te-
hokkaassa mddrdssd sisdltdv848 liposomia. Anto suoritetaan
edullisesti ruoansulatuskanavan ulkopuolisesti suonensi-
sd8iselld, valtimonsisdiselld, lihaksensis#diselld, intra-
lymfaattisella, vatsaontelonsisdisells, ihonalaisella,
keuhkopussinsisdiselld tai intratekaalilla injektiolla tai
ulkonaisesti k&dytt&mdlld tai suun kautta annostelemalla.
Suositellaan ld8keannon toistamista tietyssd aikataulussa,
esimerkiksi kahdesti pdivdssd kahden viikon aikana. Hoitoa
voidaan yll&pit88, kunnes on saavutettu kasvaimen regres-
siota tai hdvia@minen ja sitd voidaan kdyttd8 yhdess8 mui-
den kasvainterapian muotojen kanssa, kuten leikkaushoidon
tai eri aineilla suoritetun kemoterapian yhteydessi.

Nditd kasvaimia estdvid menetelmid voidaan kdyttasa
my6s sellaisten kasvainten kuin retikuloendoteelisydvin
etdispesdkkeiden levidmistd estdmddn. Ennaltaehkdisevia
esikdsittelyd platina(II)komplekseilla tai nditd komplek-
seja sisdltévills liposomeilla voidaan kdyttdd@ rokotuksen
tapaan estdmddn etdispesdkkeiden levidmisti.

Platina(II)nelikoordinaattikompleksitvalmistettiin
kdyttden raseemista (isomeereiksi erottamatonta) DACH:ta,
trans-RR-DACH:ta tai trans-SS-DACH:ta. Havaittiin, ettéd
trans-RR-DACH:ta tai trans-SS-DACH:ta ja kaksi hydrofobis-
ta ligandia sisdltévédt platinakompleksit assimiloituivat
tehokkaammin liposomeihin kuin analogiset kompleksit, jot-
ka sisdlsivdt raseemista DACH: ta.

Nditd platinakomplekseja sisdltdvien liposomien
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havaittiin olevan stabiileja vesiliuoksessa, ei-myrkylli-
si8 munuaisille, ja aktiivisia hiirileukemia L1210 vas-
taan.

Keksinndn mukaisesti valmistettujen platinakomplek-
sien rakenneosat antavat kompleksille huomattavaa liukoi-
suutta (normaalisti enemmdn kuin noin 5,0 mg/ml) metano-
liin tai kloroformiin ympdristdn ld@mp&tiloissa ja huomat-
tavaa liukenemattomuutta (alle noin 0,5 mg/ml) vesiliuok-
siin ympdristdén l&mpdtiloissa.

Karboksylaattomonoanionin R, tai R, sis#ltéessi
tiettyj& hydrofobisia radikaaliryhmid havaittiin, etté& Pt-
kompleksien tehokas assimiloituminen fosfolipidiliposomei-
hin riippui ryhmien R, ja R, ominaisuuksista. Esimerkiksi
kun R, oli 1,2-diaminosykloheksaani (DACH), voivat amino-
ryhmdt o©lla useissa suhteellisissa stereokemiallisissa
konfiguraatioissa, cis, trans-RR ja trans-SS (jolloin n&i-
den seosta sanotaan raseemiseksi). Hydrofobisen radikaali-
ryhm&n ollessa yhdeks8n hiiliatomia sis8ltdvd haaraket-
juinen alkyyli, kuten ryhmdssd neodekanoaatto (C,.H,,0,,
empiirinen kaava), raseemista DACH:ta tai trans-RR-DACH:ta
sisdltédvdn platina(II)kompleksin assimiloitumistehokkuus
oli maksimaalista (100 %). T4ten noin 6 - noin 12 hiili-
atomia sisdltavidt suoraketjuiset tai haaraantuneet alkyy-
liradikaaliryhmdt antavat mille tahansa DACH:ta sis&lta-
vdlle Pt(1I)kompleksille ominaisuuksia tehokkaaseen fosfo-
lipidiliposomiassimilaatioon.

Tdssd8 kuvattuja platina(II)komplekseja sisdltdvia
liposomeja voidaan valmistaa erilaisista amfipaattisista
aineista mukaan lukien luonnolliset tai synteettiset fos-
folipidit. Liposomien valmistamisessa kdyttdkelpoisia fos-
folipidejd on lukuisia, eik3 niitd ole tyhjentdvdsti lue-
teltu tédssd, silld ne ovat yleensd alalla hyvin tunnettu-
ja. N&m3 fosfolipidit k#dsittdvat lesitiinin, fosfatidyyli-
etanoliamiinin, lysolesitiinin, lysofatidyylietanoliamii-
nin, fosfatidyyliseriinin, fosfatidyyli-inositolin, sfin-
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gomyeliinin, kardiolipiinin, fosfatidiinihapon ja kerebro-
sidit, mutta eivdt rajoitu n#dihin. Keksinn®én mukaisesti
valmistettujen platinakompleksien kanssa ké#dytettdviksi
edullisimmat fosfolipidit kdsittdvédt dimyristoyylifosfati-
dyyliglyserolin (DMPG) ja dimyristoyylifosfatidyylikolii-
nin (DMPC). Liposomien valmistamiseksi fosfolipideihin ja
platina(II)komplekseihin voidaan sisdllyttdd v#8hdisissa
suhteissa vaihdellen alle 1 %:sta noin 50 %:iin kolestero-
lia. Suhde 3:7 on havaittu edulliseksi, mutta ei rajoitta-
vaksi DMPG:n ja DMPC:n yhdistelmdlle, vaikkakin v&lilla
1:10 - 10:1 olevia suhteita pidetd&n tyydytt&vind. Plati-
na(II)kompleksin ja fosfolipidin suhdetta v&lilld noin
1:10 - noin 1:30 pidetddn yleensd tyydyttdvind, wvaikka
tdhd@nastisissa tutkimuksissa kdytettiin pddasiassa suhdet-
ta 1:15.

Keksinndn mukaisesti valmistettujen platinakomplek-
sien kantajina voidaan kdyttd3d joko unilamellaarisia tai
multilamellaarisia tai muita liposomeja. Multilamellaari-
set liposomit asetetaan nykyd8n etusijalle, silld kyseiset
platina(1I)kompleksit ovat oleellisesti veteen liukenemat-
tomia ja ne ndyttdvdt assimiloituvan liposomilamellin fos-
folipidikaksoiskerroksiin.

Kyseiset fosfolipidejd ja keksinn®n mukaisesti val-
mistettuja platinakomplekseja sisdltdvdt liposomit (Pt-
liposomit) ovat kdayttbkelpoisia estdm#dn sekd kasvainten
kasvua ettd niiden etdispesdkkeiden levismisti.

Tdllaisia Pt-liposomeja voidaan antaa ruoansulatus-
kanavan ulkopuolisesti, paikallisesti tai suun kautta.
Ndiden Pt-liposomien annostuksia suun kautta tai ruoan-
sulatuskanavan ulkopuolisesti v&1illd noin 2,5 -25 mg/kg
elopaino pidetd&n riittdvind useimmissa tiloissa. Hoidet-
taessa ihmistd, jolla on kasvain, kulloinkin k&ytettdvit
annostukset voivat vaihdella tapauskohtaisesti riippuen
potilaan tilasta, kasvaimen tyypistd ja 1laajuudesta ja

nimenomaisen Pt-liposomin myrkyllisyydestd.
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Farmaseuttisen koostumuksen sis#ltdms# liposomaali-
sen platinan m838rd ja hoitomenetelmdssi kidytetty annostus
vaihtelevat tapauskohtaisesti riippuen potilaiden tilasta,
hoidettavan kasvaimen laadusta, liposomaalisen platinan
kasvaimia estdvdstd vaikutuksesta ja sen 1liukoisuus-ja
myrkyllisyysominaisuuksista jne. Liposomaalista platinaa
voidaan antaa myds yhdessd8 muiden kasvaimia est#vien ai-
neiden kanssa yhdistettynd terapeuttisena hoitomenetelmi-
nd.

Ruoansulatuskanavan ulkopuolinen ld8&kkeen antaminen
voi tapahtua vatsaontelonsisdisesti, ihonalaisesti, keuh-
kopussinsisdisesti, intratekaalisti, virtsaputken-
sisdisesti, suonensisdisesti, valtimonsis#disesti, lihak-
sensisdisesti tai intralymfaattisesti. T&llainen ruoan-
sulatuskanavan ulkopuolinen l#dkkeenanto k&sitti3d en-
sisijaisesti Pt-liposomisuspensiot farmaseuttisesti hyvak-
syttdvissd liuoksissa, kuten steriileiss8 isotonisissa
vesiliuoksissa. N&it8 suspensioita voidaan saada tdysin
valmistettuina tai niit8 voidaan valmistaa esivalmis-
tetuista aineosista. Kuten tunnettua alan ammattimiehille,
Pt-liposomeja voidaan valmistaa pelletteind tai jauheina.
Ndit8 pellettejé tai jauheita voidaan sekoittaa farmaseut-
tisesti hyvdksyttdviin liuoksiin muodostamaan suspensioita
ruoansulatuskanavan ulkopuolista ld#kkeenantoa varten.

Pt-liposomien paikallinen k&yttd voi kdsittds far-
maseuttisia koostumuksia, kuten suspensioita, voiteita tai
linimenttejd, joita voidaan saada tdysin valmistettuina
tai valmistaa Pt-liposomijauheista tai -pelleteistd. T4l-
lainen paikallinen l#d8keanto voi tapahtua sy&pdisten vam-
makohtien sijaintipaikkojen, kuten epiteelin tai limakal-
von l8heisyyteen.

Pt-liposomien antamiseen suun kautta liittyy mie-
luiten Pt-liposomijauheen tai -pellettien kapselointi,
jolloin Pt-liposomit ovat paljolti suojattuja vatsan ja
suoliston sulattavalta vaikutukselta ennen vapautumistaan
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kapseloinnista.

Haluttaessa Pt-liposomit voidaan valmistaa esimer-
kiksi muita kasvaimien hoidossa kdytettdvid terapeuttisia
aineita tai 1liposomin stabiloinnissa auttavia antiok-
sidantteja sisdltéviksi.

Keksinnén mukaisesti valmistettujen kompleksien
kayttd, erityisesti liposomien ainesosana, keskittyy kas-
vaimen kasvun estémiseen ja kasvainten et&dispesdkkeiden
leviadmisen estdmiseen. Esimerkiksi isdnndlta iden-
tifioidaan ensin kasvaintyyppid, jonka tiedet&sn yleensd
sisdltdvdn soluja, joiden kasvua platina(II)kompleksit
usein estdvdt. Kasvaimen kasvua isdnndssd voidaan estda
antamalla is8&nndlle kyseisid platinaa sisdltédvié& liposome-
ja.

Samoin voidaan estd8 kasvainten etdispesédkkeiden
levidmistd is8nndssd. Isé&ntd, jolla on itdispesdkkeita
muodostavia tai mahdollisesti etdispesdkkeitd muodostavia
kasvaimia, joiden tiedetddn olevan usein platina(II)komp-
lekseille herkkdd tyyppid, identifioitaisiin ensin. Ky-
seisten platinaa sis&ltdvien liposomien antaminen té&lle
isdnndlle auttaa estdmddn etdispesdkkeiden levidmistd.

Seuraavat esimerkit esitetd&n valaisemaan keksin-
tdd yksityiskohtaisemmin, niiden ei ole tarkoitus rajata
keksintdd ellei toisin mainita saatteena olevissa patent-
tivaatimuksissa.

Esimerkki 1

Materiaalit ja analyysit

K,PtCl, hankittiin AESARilta (Johnson Matthey, Inc.,
Seabrook, NH). 1,2-diaminosykloheksaani (DACH) hankittiin
Aldrich Chemical Co:lta, Milwaukee, WI, trans-RR-Dach ja
trans-SS-DACH Mortol Thiokolilta, Inc.,Danvers, MO, ja
neodekaanihappo Exxon Chemical Co:1ta, Houston, Texas.
Platinakompleksien alkuaineanalyysit suoritettiin Integral
Microanalytical Laboratories, Inc:in, Raleigh, NC ja
Robertson Laboratory, Inc:in, Florham Park, N.J., toimes-
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ta. Kompleksien (KBr-pelletteind) infrapunaspektrit mitat-
tiin v4lilla 600 - 4 000 cm' k#ytt#en Nicolet 6000
Fourier-muuntoinfrapunaspektrofotometrid.

Tdssd tutkimuksessa kdytetyt kromatografisesti puh-
taat (ohutlevykromatografia) dimyristoyylifosfatidyyliko-
liini (DMPC) ja dimyristoyylifosfatidyyliglyseroli (DMPG)
saatiin Avanti Polar Lipidsiltd (Birmingham, AL). Koleste-
roli hankittiin Sigma Chamical Co:1lta (St.Louis,MO).

Esimerkki 2

Cis-bis-neodekanoaatto-DACH-platina(II):n synteesi

T4md yhdiste syntetisoitiin kdytt&en monivaihemene-
telm#dsd, Kuten raseemiselle DACH:1lle kuvanneet Khokhar et
al.[Inorg. Chem. Acta Bioinorganic Section V 108 (1985)
63]: 0,96 g DACH:ta lisattiin suodatettuun K,PtCl :n vesi-
liuokseen (3,5 g 50 ml:ssa H,0:ta) ja seosta sekoitettiin
6 - 8 tuntia huoneen limp®Stilassa. Cis-bis-dikloori-DACH-
Pt(II):n sisadltdvd kiinte8 aine poistettiin suodattamalla
ja pestiin H,0:1la, metanolilla ja lopuksi asetonilla. Kun
lopputuote o0li kuivattu vakuumissa, saannon laskettiin
olevan 56 %. Seuraavaksi 1,0 g cis-bis-dikloori-DACH-
Pt(I1):ta suspendoitiin 20 ml:aan H,0:ta ja lisdttiin
AgSO,:n vesiliuosta (0,75 g 150 ml:ssa H,0:ta), jolloin
saatiin vesiliukoinen sulfaatto-DACH-Pt.H,0.Reaktioseosta
sekoitettiin pime#ssi 24 tunnin ajan ja saostunut AgCl
poistettiin suodattamalla. Keltainen liuos haihdutettiin
kuiviin 45 - 50 °C:ssa alipaineessa ja keltainen tuote
kuivattiin edelleen vakuumissa P,0,:118. Sulfaatto-DACH-
Pt(1I).H,0:n saanto oli 90 %.

Edelld kuvatulla tavalla valmistettua raseemista
sulfaatto-DACH-platina(II):ta (0,423 g) liuotettiin 10
ml:aan vettd. Neodekaanihapon kaliumsuolaa (0,420 g) 1li-
sittiin t#h#n liuokseen ja reaktioseosta sekoitettiin 30
minuutin ajan huoneen l&mpdtilassa. Saatiin kumimainen
massa, jota uutettiin kloroformilla ja kloroformiuute kui-
vattiin kidevedett6m&lld MgSO,:114. MgSO, erotettiin suo-
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dattamalla ja suodos haihdutettiin kuiviin. Saatiin vaalea
kiinted tuote, joka kuivattiin vakuumissa P,04:11d. Tata
lopputuotetta sdilytettiin O °C:ssa.

Lopputuotteen alkuaineanalyysi oli: C 48,30 %, H
8,10 % ja N 3,92 %. Lasketut alkuainearvot yhdisteelle,
jolla oli empiirinen kaava C,H,,N,0,Pt, ovat: C 47,93 %, H
8,00 % ja N 4,30 %.

Cis-bis-neodekanoaatto-DACH-platina(II):n rakenne-

kaava on seuraava:

( '
R
NH2 \\“s ,
Pt boc C R
NH2 — ’
R"
\ 75

jossa R, R', R'' voi olla: CH,, C,H, tai C;H,, mikd antaa
karboksylaattoradikaaliryhmén, jonka empiirinen kaava on
C,oH 00, (MW = 172).

Cis-bis-neodekanoaatto-DACH-platina(II) oli erit-
tdin liukoinen metanoliin ja kloroformiin ja veteen liuke-
nematon.

Y113 kuvattu menettely suoritettiin trans-RR-DACH-
lla cis-bis-neodekanoaatto-DACH-platina(II):n trans-RR-
isomeerin tuottamiseen. Cis-bis-neodekaneaatto-RR-DACH-
platina(II):n analyysi oli: CcC 47,74 %, G 8,16 % ja N
3,98 % (teoreettisesti C 47,93 %, H 8,00 % ja N 4,30 %).

Esimerkki 3

Cis-bis-n-dekyyli-iminodiasetaatto-DACH-platina-

(II):n synteesi

Sulfaatto-DACH-platina(II).H,0:ta (0,423 g), joka
oli valmistettu kuten on kuvattu esimerkissd 2, liuotet-
tiin 10 ml:aan H,0:ta. N-dekyyli-iminodietikkahapon nat-
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riumsuola valmistettiin in situ lis44m#114 NaOH:ta (0,08
g) n-dekyyli-iminodietikkahappoon (0,273 g) 50 ml:ssa vet-
td. Tdssd8 natrium-n-dekyyli-iminodiasetaaton vesiliuos
lisdttiin sulfaatto-DACH-platinaliuokseen ja sekoitettiin
30 minuutin ajan huoneen l#8mpdtilassa. Tuloksena saatu
liuos haihdutettiin kuiviin py&rdhaihduttimella 40 °C:ssa
alipaineessa. N&in saatu keltainen kiinted aine liuotet-
tiin metyylialkoholiin ja suodatettiin Celitells. Keltai-
nen suodos haihdutettiin kuiviin pydrShaihduttimella ali-
paineessa. Saatiin keltainen kiteinen tuote, joka edelleen
puhdistettiin 1l-propanolista, saanto 80 %.

Tuotteen alkuaineanalyysi osoitti: C 39,28 %, H
7,12 ¥ ja N 6,68 %. Teoreettinen koostumus yhdisteelle,
jonka empiirinen kaava on C,H;(N;0,.2H,0, oli C 38,95 &, H
7,02 % ja N 6,81 %. Kompleksin (KBr-pelletteind) infra-
punaspektri/C=0 1580 cm™' ja/C-0 1410 cm™.

Cis-bis-n~dekyyli-imino-diasetaatto-DACH-platina-
(II):n rakennekaava on seuraava:

\
~N .

Pt — N—R
2/ : ‘OOC caz/

jossa R = n-dekyyli.

Cis-bis-n-dekyyli-iminodiasetaatto-DACH-platina(II)
on erittdin liukoinen metanoliin ja kloroformiin ja veteen
liukenematon. Y114 kuvattu synteesimenettely suoritettiin
trans-RR-DACH:1la cis-bis-n-dekyyli-iminodiasetaatto-
DACH-Pt(II):n trans-RR-isomeerin tuottamiseksi. Cis-bis-
n-dekyyli-iminodiasetaatto-trans-RR-DACH-PT(II):nanalyysi
oli: C 38,60 %, H 6,87 % ja N 6,82 % (teoreettisesti C
38,95 &, H 7,02 % ja N 6,81 %).

Y¥1lla kuvattu yhdiste edustaa rakennetta, jossa
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aiemmin kuvatun yleisen rakenteen radikaalit R, ja R, ovat
liittyneet yhdeksi ryhm#ksi, jossa karboksylaattomono-
anionit ovat liittyneet toisiinsa yhdist&v&ll4 N-atomil-
la, jossa on hydrofobinen alkyylisubstituentti.

Esimerkki 4

Platinaa sis&ltdvdt liposomit (L-PT)

Y118 olevien kuvausten multilamellaarrisia lipidi-

rakkuloita (MLV) tai assimiloituneita platinakomplekseja
(PT) sis&dltdvid liposomeja valmistettiin kuten aiemmin on
kuvattu muilla yhdisteilld [Lopez-Berestein et al., Clin.
Exp. Metastatis V 2 (4) (1984) 127 - 137 ja Lopez-
Berestein et al., J. Inf. Dis. V 147 (1983) 937 - 945].
Lyhyesti sanottuna lipidien kloroformiliuoksia (halutussa
moolisuhteessa) ja PT:td sekoitettiin lipidi-PT-suhteessa
15:1 ja kloroformi haihdutettiin py&rdhaihduttimella
(Buchi, Brinkmann Instruments, Westbury, NY). Saatu kuiva
PT:n sisdltédvd lipidifilmi dispergoitiin sitten vesiliuok-
seen (0,9-%:inen NaCl:n vesiliuos) k&sin voimakkaasti ra-
vistamalla. Suspensiota sentrifugioitiin sen jdlkeen

30 000 g:118 45 minuutin ajan, supernatantti heitettiin
pois ja PT:n sisdltdvd pelletti suspendoitiin uudelleen
0,9-%:iseen NaCl-liuokseen.

MLV:td tai platinakomplekseja sisdltdvid liposomeja
voidaan valmistaa my®s 1lipidi& ja platinayhdistettd sis&dl-
tdvdstd kylmdkuivatusta jauheesta. Lipidi ja platinayhdis-
te liuotetaan ylld kuvatuissa suhteissa tertiaariseen bu-
tanoliin (sp. 26 °C), joka on hydrofobinen liuotin. Liuos
kylmdkuivataan ja saadaan valkea jauhe. Platinayhdisteen
sisdltdv88 MLV:td8 muodostuu lisdttdessd 0,9-%ista NaCl:n
vesiliuosta kylmdkuivattuun jauheeseen kevyesti kdsin ra-
vistamalla.

Esimerkki 5

Kapseloitumistehokkuuden (EE) ja stabiilisuuden

laskeminen
Alkuaineplatina (Pt) mddritettiin liposomisuspen-
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siosta ja pelletistd réntgenfluoresenssilli, kuten aiemmin
raportoitu [Seifert et al., Proc. Amer.Ass'n. Cancer Res.
V 20 (1979) 168] Department of Analytical Chemistryn, The
University of Texas Medical School, Houston, TX. toimesta.
Platinakompleksin m&&8r3d mdidritettiin supernatantista ult-
ravioletti(UV)spektrofotometrisesti aallonpituudella 224
nm. EE laskettiin aluksi seuraavilla kahdella kaavalla:

1. EE = Pt pelletiss#d/kokonais-pt alkuper#isessi
liposomisuspensiossa

2. EE = alunperin lis#tty kokonais-Pt - Pt super-
natantissa/alunperin lisdtty Kkokonais-Pt

Koska ndilld kahdella menetelmdlld saadut tulokset
olivat erittdin vertailukelpoisia ja j&lkimm#inen menetel-
ma vaatii ainoastaan UV-spektrofotometrisen Pt-m#3rityk-
sen, laskettiin useimmat EE-m8dritykset j&lkimm#iselll
menetelmdlli.

Eri liposomi-Pt-valmisteiden (L-PT) stabiilisuus
0,9-%isessa NaCl-liuoksessa 4 °C:ssa ja 50-%:isessa ihmis-
AB-seerumissa 0,9-%:isessa NaCl-liuoksessa 37 °C:ssa mi&-
ritettiin kayttden seuraavaa kaavaa:

Stabiilisuus ajan- % EE ajankohtana x tuntia
kohtana x tuntia % EE ajankohtana 0 tuntia * %

Stabiilisuusmddrityksisséd kdytetyt EE-arvot saatiin
mittaamalla Pt supernatanteista UV-spektrofotometrisesti
(0,9-%:inen NaCl-liuos) tai rdntgenfluoresenssillid (50-
$:inen ihmis-AB-seerumi). Stabiilisuus 0,9-%isessa NaCl-
liuoksessa médritettiin 14. pdiv#dsn asti lukien alkuperii-
sestd valmistuksesta. Lisdksi L-PT-valmisteita tutkittiin
mikroskooppisesti 14. pdivdnd rakkuloiden morfologian tar-
kistamiseksi. Stabiilisuus 50-%:isessa ihmis-AB-seerumissa
mddritettiin 18. tuntiin asti lukien inkuboinnista.

Eri cis-platina-analogeja kapseloitiin DMPC:DMPG
7:3:sta koostuviin multilamellaarisiin rakkuloihin. Pt-
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neodekanoaatto-raseeminen-DACH:n, Pt-neodekanoaatto-trans-
RR-DACH:n ja Pt-n-dekyyli-iminodiasetaatto-raseeminen-
DACH:n kompleksien kapseloitumistehokkuudet esitetdin alla
olevassa taulukossa 1.

Taulukko 1

L-PT:n kapseloitumistehokkuus k#dyttden eri analogeja

platina-analogi kapseloitumistehokkuus!, %

Pt-neodekanoaatto-raseeminen-
Dach-seos 99

Pt-neodekanoaatto-trans-RR-DACH 99

Pt-n-dekyyli-iminodiasetaatto-
raseeminen-DACH-seos 100

Pt-n-dekyyli-iminodiasetaatto-
trans-RR-DACH 98

'Vdhint8in kolmen kokeen keskiarvo. Liposomikoostumus
DMPC:DMPG 7:3

Analogisissa kokeissa (ei esitetty) yksin DMPC:114,
vyksin DMPG:118, yksin kolesterolilla 3ja DMPC:11l4& ja
DMPG:118 yhdistettyind muissa pitoisuuksissa kolesterolin
kanssa tai ilman ei ilmennyt parempaa kapseloitumistehok-
kuutta ja useimmiten ilmeni merkitt#vidsti v#hentynyt EE.

Esimerkki 6

L-PT:n stabiilisuus vesiliuoksessa

Valmisteita suspendoitiin 0,9-%:iseen suolaliuok-
seen ja inkuboitiin 4 °C:ssa 14 pdivén ajan. Liposomikoos-
tumuksia havainnoitiin valomikroskooppisesti ja suola-
liuoksen sis&dltdmd8 vapaan PT:n mddrd madritettiin. PT:t&
sisdltdvdt ja DMPG:std ainoana fosfolipidin8 koostuvat
liposomit osoittivat merkittdvdi mikroskooppisesti m#idri-
tettyd rakenteen hajoamista. Vapaa PT mddritettiin ja sta-
biilisuus laskettiin liposomeihin j&%neen PT:n prosentti-
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osuutena. Ndiden mittausten tulokset esitetididn alla taulu-
kossa 2.

Taulukko 2
L-PT:n stabiilisuus suolaliuoksessa 14. paivani!

platina-analogi stabiilisuus, %
Pt-neodekanocaatto-raseeminen-DACH 100
Pt-neodekanoaatto-trans-RR-DACH 99
Pt-iminodiasetaatto-raseeminen-DACH 100
Pt-iminodiasetaatto-trans-RR-DACH 100

'Liposomikoostumus : DMPC:DMPG 7:3

Esimerkki 7

Eri L-PT-analogien in vivo kasvaimia estdvd vaiku

tus L1210-leukemiaan

Eri L-PT-analogien kasvaimia estdvdd vaikutusta
L1210-hiirileukemiaan tutkittiin L1210-BDF,-hiirimallilla
(25). BDF,-hiiret hankittiin Charles Riveriltd (Wilmington,
MA). 6 -8 hiiren ryhmiin, jotka hiiret painoivat 18 - 22
g, istutettiin ip 1 x 10° L1210-leukemiasolua paivani O.
L1210-soluja sdilytettiin DBA,-hiirissd eri kokeiden vii-
kottaisin vélein. Kaikki L-PT-valmisteet injektoitiin ip
0,1 - 0,3 ml:n tilavuuksissa 24 tuntia kasvaimen istutuk-
sen jdlkeen. Valmiste annettiin yksittdisend injektiona
p8ivdnd 1. Kdytettiin CDDP-annosta, joka aiemmissa kokeis-
sa o0li antanut tuloksena maksimaalisen kasvaimia estdvidn
vaikutuksen. Kliinistd kdyttdytymistd ja eloonjddntiaikoja
tarkkailtiin, kunne kaikki eldimet olivat kuolleet. Tulok-
set ilmoitettiin prosentteina T/C (hoidettujen hiirien
keskimddrdinen eloonjddntiaika/kontrollihiirien keskimdé-
rdinen eloonjddntiaika x 100) ja pitk&n aikavdlin eloon-
jaddneiden lukum8&r&nsd. Enemmidn kuin 30 pdivdd ja 60 paivaa
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eldneitd hiirid pidettiin pitk#n aikav#lin eloonj#ineini
vyksittdisen ja vastaavasti moninkertaisen injektion aika-
taululle. Kaikki L-PT-valmisteet, joiden kasvaimia est&vii
vaikutusta testattiin, valmistettiin steriileissd3 olosuh-
teissa koepdivd@nd. CDDP:hen (% T/C = 175) verrattuina L-
PT-analogeilla esiintyi ekvivalentti tai lievdsti korkeam-
paa kasvaimia estdvdi vaikutusta, poikkeuksena L-PT,
n-dekyyli-iminodiasetaatto-raseeminen-DACH = 150 ja n-de-
kyyli-iminodiasetaatto-trans-RR-DACH = 162). N&m& tulok-
set on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3

Cis-platinan ja eri liposomi-platina-analogien® kas-
vaimia estdvd vaikutus L1210-leukemiaan’®

platina-analogi annos®
mg/kg $ T/C?

Pt-neodekanoaatto-raseeminen-

DACH 50 187
Pt-neodekanoaatto-trans-RR-DACH 25 175
Pt-n-dekyyli-iminodiasetaatto-

raseeminen-DACH 25 150
Pt-n-dekyyli-iminodiasetaatto-

trans-RR-DACH 25 162
cis-platina (CDDP)°® 10 175

' liposomikoostumus : DMPC:DMPG 7:3

? hoidettujen hiirien mediaani eloonj&#nti
kontrollihiirien mediaani eloonjéénti

> 1 x 10° L1210-solua istutettu ip p&ivénia 1

‘ k4sittely : ip paivéni 1

® liuotettuna suolaliuokseen, 1 mg/ml

x 100

Esimerkki 8

L-PT-neodekanoaatto-raseeminen-DACH:n in vivo
kasvaimia estdvd vaikutus hiiren M5076-retikulo
endoteelisydvdn maksan etdispesdkkeisiin

L-PT:n mahdollista kasvaimia estdvd&8 vaikutusta
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maksan etdispesdkkeisiin testattiin kiyttdmilld L-PT-neo-
dekanocaatto-raseeminen-DACH:ta, joka oli valmistettu, ku-
ten on kuvattu esimerkiss8 5, ja hiiren M5076-retikuloen-
doteelisy®pd8, joka on yksinomaan maksaan et#dispes#kkeiti
muodostava kasvain.

L-PT-neodekanoaatto-raseeminen-DACH oli aktiivisem-~
pi Kkuin cis-platina hoidettaessa todettuja maksan M5076-
etdispesdkkeitd kdyttden kahta eri kasvaimen istutusmisrii
ja antoaikataulua (taulukot 4 ja 5). L-PT-neodekanoaatto-
raseeminen-DACH (25 mg/kg p&ivind 8, 12 ja 16) antoi tu-
loksena enemmdn kuin kaksinkertaisen vdhenemisen maksan
etdispesdkkeiden lukumddrdssd verrattuna cis-platinaan
(7,5 mg/kg pdivind 8, 12 ja 16) paivand 30 10° M5076 solun
suonensisdisen istutuksen jdlkeen (maksan etdispesékkeiden
lukuméddrén keskiarvo + SD = 39 + 21 L-PT:1lle versus 114 +
38 cis-platinalle) (taulukko 4). L-PT-neodekanoaatto-ra-
seeminen-DACH (25 mg/kg pdivind 4, 8 ja 12) antoi tulok-
sena maksan M5076-etdispesikkeiden tdydellisen estymisen
pdivdnd 45 10' M5076-solun istutuksen jdlkeen, kun taas
cis-platinalla (7,5 mg/kg pdivind 4, 8 ja 12) hoidetuista
eldimistd 4/6:11a 0li 175 tai enemmdn maksan etdispesdk-
keitd (taulukko 5).

L-PT-neodekanocaatto-raseeminen-DACH o0li tehokas
M5076-retikuloendoteelisytvin maksan etdispesdkkeiden en-
naltaehkdisyssd. L-PT-neodekanoaatto-raseeminen-DACH (37,5
mg/kg pdivand -1) antoi tuloksena maksan etdispesdkkeiden
lukum#irdn viisinkertaisen v#henemisen p#ivénid 21 10
M5076-solun suonensisdisen istutuksen j&lkeen (istutus
pdivédnd 0) tai hoitamattomiin eldimiin (maksan etdispessk-
keiden lukumddrdn keskiarvo + SD = 52 + 20 L-PT:1lle, 256 +
54 cis-platinalle ja 226 + 21 kontrollille) (taulukko 6).
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Taulukko 4

M5076-retikuloendoteelisy®vén maksan etdispessdkkei-
den hoito L-PT-neodekanoaatto-raseeminen-DACH:1lla%*

annos aikataulu maksan et#dispes#kkeiden
lukumddrd pdivénad 30,
hoito mg/kg pdivi keskiarvo + SD

cis-platina 7,5 8, 12, 16 114 + 38

L-PT-neodeka-
noaatto-rasee-

minen-DACH 25 8, 12, 16 39 + 21

*10 kpl:een ryhmiin C57BL/6-hiirid istutettiin suonensi-
sdisesti 10° M5076-solua p&ivénd O. El14imis hoidettiin pdi-
vind 8, 12 ja 16 cis-platinalla tai L-PT-neodekanocaatto-
raseeminen-DACH:1la. Hoitamattomien eldinten mediaani-
eloonjddnti oli 19 pdivds. Hoidetut eldimet tapettiin p#i-
vdnd 30, maksat paloiteltiin, asetettiin Bouinin fik-

satiiviin ja laskettiin maksakasvainkolonioiden lukum3#ri.

Taulukko 5
M5076-retikuloendoteelisydvén maksan etdispesskkei-
den hoito L-PT-neodekanoaatto-raseeminen-DACH:1lla*

annos aikataulu maksan etdispesédkkeiden
lukumddrd pdivand 45,
hoito mg/kg pé8ivi keskiarvo + SD

cis-platina 7,5 4, 8, 12 0,0,175,>200,>200, >200

L-PT-neodeka-
noaatto-rasee- 25 4, 8, 12 0o, 0, 0,0, 0,1
minen-DACH
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* 6 kpl:een ryhmiin C57BL/6-hiiri¥ istutettiin suonensi-
s8disesti 10* M5076-solua p4dividns 0. El4imi4 hoidettiin p&i-
vind 4, 8 ja 12 cis-platinalla tai L-PT-neodekanoaatto-
raseeminen-DACH:1la. Hoitamattomien eldinten mediaani-
eloonjdénti oli 30 pdivds. Hoidetut eldimet tapettiin pdi-
vadnd 45, maksat paloiteltiin, asetettiin Bouinin fiksatii-
viin ja laskettiin maksakasvainkolonioiden lukumd&rd. Kak-
si cis-platinalla hoidetuista eldimistd kuoli ennen p&ivida
45, L-PT:1138 k&asitellystd ryhm8std sen sijaan ei kuollut
yhtaan.
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Taulukko 6
M5076-retikuloendoteelisydvdn maksan etéispesidkkei-
den ennaltaehkdisy L-PT-neodekanocaatto-raseeminen-

DACH:1lla*
- annos aikataulu maksan etaispes#kkeiden
lukumddrd pdivénid 21,
hoito mg/kg pdivé keskiarvo + SD
ei hoitoa -- -- 226 + 21
cis-platina 10 -1 256 + 54

L-PT~-neodeka-
noaatto-rasee- 37,5 -1 52 + 20
minen-DACH

*6 kpl:een ryhmi8 C57BL/6-hiiri& hoidettiin p#8ivdnd -1
cis-platinalla tai L-PT-neodekanocaatto-raseeminen-
DACH:1la. Eldimiin istutettiin suonensisdisesti 10* M5076-
solua pdivdnd 0. Hoitamattomien eldinten mediaanieloon-
jasnti oli 21 p&ivdd. Hoidetut eldimet tapettiin péivénd
21, maksat paloiteltiin, asetettiin Bouinin fiksatiiviin
ja laskettiin kasvainkolonioiden lukum#4ri.

Esimerkki 9

Cis-bis-neodekancaatto-cis-diamiiniplatina(II):n

valmistus

Cis-diamiini-dijodiplatina-(II)-(NH,),-Pt-I,valmis-
tettiin ensin seuraavalla menetelmdllé&:

K,PtCl, (5g) liuotettiin veteen (20 ml). Lis&dttiin
KI:n (3g) vesiliuosta ja saatiin tummanruskea liuos. Seok-
seen lisdttiin vdkevdd ammoniakin vesiliuosta (2 ml) ja
sekoitettiin 2 - 3 tuntia huoneen l&mp&tilassa. Seos suo-
datettiin ja kiinted aine pestiin ylim##rdlli vettsd, eta-
nolia ja eetterid. Tuote kuivattiin P,0,:118 vakuumissa.
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Saanto 4,5 g (77. %).

Otsikon yhdiste valmistettiin sitten seuraavasti:

(NH;),-Pt-I, (1,0 g) suspendoitiin veteen (50 ml) ja
lisdttiin AgNO,:n vesiliuos (0,68 g 20 ml:ssa H,0:ta).
Reaktioseosta sekoitettiin pimedssid ytn yli huoneen l&mpd-
tilassa. AgI-sakka suodatettiin ja suodos konsentroitiin
pydrdhaihduttimella. Konsentroituun liuokseen lis#ttiin in
situ valmistettua natriumneodekanocaattiliuosta (0,688 g
neodekaanihappoa 20 ml:ssa metanolia ja 4 ml 1N NaOH:ta).
Reaktioseosta sekoitettiin y6n yli huoneen l&mpbtilassa.
Keltainen reaktioseos haihdutettiin kuiviin 40 °C:ssa ali-
paineessa kéyttden pydrthaihdutinta. Saatiin kumimainen
tuote, jota uutettiin kloroformilla ja kloroformiuute kui-
vattiin kidevedetttm&lld MgSO,:114. MgSO, erotettiin suo-
dattamalla ja suodos haihdutettiin kuiviin alipaineessa
kdyttden pydrdhaihdutinta. Saatiin kermanvidrinen kiinted
aine, joka kuivattiin P,0.:118 vakuumissa. Lopputuote s&di-
lytettiin O °C:ssa.

Lopputuotteen alkuaineanalyysi oli C 41,58, H 8,03
ja N 4,45 %. C,H,N, Pt:1lle lasketut arvot ovat C 42,00, H
7,7 ja N 4,90 %.

Cis-bis-neodekanoaatto-cis-diamiini-platina(II):n
rakennekaava on seuraava:

[H,N],— Pt —[00C - CR'RR''],

jossa R, R' ja R'' voi olla CH,, C,H, tai C;H,, niin ettéa
tuloksena on Kkarboksylaattoradikaaliryhmd, jonka em-
piirinen kaava on C,,H,,0, (MW = 171).

Cis-bis-neodekanocaatto-cis-diamiiniplatina(II) on
erittdin liukoista kloroformiin, metanoliin ja muihin ta-
vanomaisiin orgaanisiin liuottimiin, mutta veteen liukene-
maton.

Esimerkki 10

Cis-bis-neodekanoaatto-bis-sykloheksyyliamiini
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platina(II)dihydraatin valmistus
Seurattiin esimerkin 9 menetelm8i k3yttden syklo-
heksyyliamiiniligandia ammoniakin asemesta. Kompleksi on
erittdin liukoista kloroformiin, metanoliin ja muihin or-
gaanisiin liuottimiin, mutta veteen liukenematonta.
Alkuaineanalyysi C,,H,N,0,.2H,0:1le:
Laskettu: C 49,71 H 8,80 N 3,62 %
Saatu: C 49,31 H 8,39 N 3,16 %
Cis-bis-neodekanoaatto-bis-sykloheksyyliamiinipla-

tina(Il):n rakennekaava on seuraava:
[C(H,,NH,],—Pt —[00C-C-R'RR'"'],

jossa R, R', R'' voi olla CH,, C,H, tai C,;H,, niin ettd tu-
loksena on karboksylaattoradikaaliryhmd, jonka empiirinen
kaava on C,,H;;0, (MW = 171).
Esimerkki 11
Cis-bis-neodekanocaattoetyleenidiamiini plati-

na(II).H,0:n valmistus

Cis-dijodietyleenidiamiiniplatina(lI)valmistettiin
ensin esimerkissd 1 esitetylld menetelmdlld kdyttden ety-
leenidiamiiniligandia ammoniakin asemesta, jolloin tuote
saatiin 96 %:n saannoin.

Sulfaattoetyleenidiamiiniplatina(II)-H,0valmistet-
tiin seuraavalla menetelmdllé:

Cis-bis-dijodietyleenidiamiiniplatina(II) (3,9 g)
suspendoitiin 10 ml:aan H,0:ta ja lis&dttiin AgSO,:n vesi-
liuosta (2,2 g 200 ml:ssa H,0:ta). Reaktioseosta sekoitet-
tiin yo6n yli pimedssd huoneen ldmpdtilassa. AgI poistet-
tiin suodattamalla ja keltainen suodos haihdutettiin kui-
viin 40 - 45 °C:ssa alipaineessa kdyttden py®rdhaihdutin-
ta. Lopputuote kuivattiin P,05:1148 vakuumissa. Tuotesaanto
oli 2,35 g (81 %).

Otsikon yhdiste valmistettiin sitten seuraavasti:

Sulfaattoetyleenidiamiiniplatina(II)-H,0 (0,369 g)
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liuotettiin H,0:hon (20 ml) ja lis#dttiin in situ valmistet-
tua natriumneodekanoaattiliuosta (0,344 g neodekaanihappoa
20 ml:ssa metanolia ja 2 ml 1N NaOH:ta. Reaktioseosta se-
koitettiin 2 - 3 tuntia huoneen ldmpdtilassa. Reaktioseos
haihdutettiin kuiviin 40 - 45 °C:ssa alipaineessa kdyttden
pydrhaihdutinta. Saatiin kumimainen tuote, jota uutet-
tiin kloroformilla ja kloroformiuute kuivattiin kidevedet-
tébmalld MgSO,:118. MgSO, erotettiin suodattamalla ja suodos
haihdutettiin kuiviin alipaineessa k#dytt8en py®rdhaihdu-
tinta. Lopputuote kuivattiin P,0,:1148 vakuumissa. Tuote
sdilytettiin O °C:ssa.

Alkuaineanalyysi C,,H,,N,0,Pt.H,0:1le:

Laskettu: C 42,86 H 7,79 N 4,54 %

Saatu: C 43,07 H 7,32 N 4,71 %

Cis-bis-neodekanoaattoetyleenidiamiiniplatina(II)
on erittdin liukoista kloroformiin, metanoliin ja muihin
orgaanisiin liuottimiin, mutta veteen liukenematonta.

Cis-bis-neodekanoaattoetyleenidiamiiniplatina(II):n
rakennekaava on seuraava:

CH, — NH

2 2
Pt [0OC-C-R'RR"],
/

CH, — NH,

jossa R, R', R'' voi olla CH,, C,H; tai C;H,, niin ettd tu-
loksena on karboksylaattoradikaaliryhmd, jonka empiirinen
kaava on C,,H,;,0, (ME = 171).

Esimerkki 12

Cis-bis-neodekanoaatto-bis-isopropyyliamiini
platina(II):n valmistus

Cis-bis-neodekanoaatto-bis-isopropyyliamiinipla-
tina(II) ja sulfaatto-bis-isopropyyliamiiniplatina(II)
valmistettiin ensin esimerkin 11 menetelm#lld Kk&yttden
isopropyyliamiiniligandia etyleenidiamiinin asemesta.
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Otsikon yhdiste valmistettiin sitten seuraavasti:

Sulfaatto-bis-isopropyyliamiiniplatina(II)-H,0
(0,427 g) liuotettiin H,0:thon (50 ml) ja lis&ttiin in situ
valmistettua natriumdekanoaattiliuosta (0,344 g neodekaa-
nihappoa 20 ml:ssa metanolia ja 2 ml 1N NaOH:ta). Reak-
tioseosta sekoitettiin 2 - 3 tuntia huoneen l&mp&tilassa.
Reaktioseos haihdutettiin kuiviin 40 - 45 °C:ssa alipai-
neessa kayttden pytrdhaihdutinta. Saatiin kumimainen mas-
sa, jota uutettiin kloroformilla ja kloroformiuute kuivat-
tiin kidevedetttm&lla MgSO,:11&. MgSO, erotettiin suodat-
tamalla ja suodos haihdutettiin kuiviin alipaineessa kdyt-
tden pySrohaihdutinta. Tuote kuivattiin P,0,:118 vakuumis-
sa. Lopputuote s8ilytettiin o °C:ssa.

Alkuaineanalyysi C,H,N,0,Pt:1lle:

Laskettu: C 47,63 H 8,53 N 4,26 %

Saatu: C 47,74 H 8,47 N 3,93 %

Cis-bis-neodekancaatto-bis-isopropyyliamiinipla-
tina(II):n rakennekaava on seuraava:

( [H,C],CH-NH,),— Pt —[00OC-C~-R'RR' '],

jossa R, R', R'' voi olla CH,, C,,H, tai C,H,, niin ettd
tuloksena on karboksylaattoradikaaliryhmd, jonka empiiri-
nen kaava on C, H;;0, (MW = 171).

Cis-bis-neodekanocaatto-bis-isopropyyliamiinipla-
tina(II) on erittéin liukoista kloroformiin, metanoliin ja
muihin orgaanisiin liuottimiin, mutta veteen liukenematon-
ta.

Esimerkki 13

Cis-bis-dekanoaatto-trans-R,R-1,2-diaminosyklohek

saaniplatina(II):n valmistus
Sulfaatto-trans-R,R-1,2~diaminosykloheksaanipla-
tina(II)-H,0 (0,423 g) liuotettiin H,0:hon (20 ml) ja 1li-
s8ttiin in situ valmistettua natriumdekanoaattoliuosta
(0,344 g dekaanihappoa 20 ml:ssa metanolia ja 2 ml
1IN NaOH:ta). Reaktioseosta sekoitettiin 2 - 3 tuntia huo-
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neen l&mpdtilassa. Reaktioseos haihdutettiin kuiviin 40 -
45 °C:ssa alipaineessa kdyttden pydrthaihdutinta. Saatiin
kiinted aine, jota uutettiin kloroformilla ja klorofor-
miuute kuivattiin kivedettdm#lld MgSO,:114. MgSO, poistet-
tiin suodattamalla ja suodos haihdutettiin kuiviin alipai-
neessa kdyttden pySrbhaihdutinta. Tuote kuivattiin P,0,:11&
vakuumissa. Lopputuote sdilytettiin 0O °C:ssa.

Alkuaineanalyysi C,H,,N,0,Pt.H,0:1le:

Laskettu: C 46,59 H 8,06 N 4,18 %

Saatu: C 45,94 H 7,87 N 4,31 %

Cis-bis-dekanoaatto-trans-R,R-1,2-diaminosyklohek-
saaniplatina(II) on erittdin 1liukoista kloroformiin ja
muihin orgaanisiin liuottimiin, mutta veteen liukenematon-
ta.

Cis-Bis-dekanoaatto-trans-R,R-1, 2-diaminosyklohek-

saaniplatina(II):n rakennekaava on seuraava:

NEH,
PT — [0OC (CH,)q CH,;],
/

NHZ

Esimerkki 14
Cis-bis-neopentanocaatto-trans-R,R-1,2-diaminosyklo-
heksaaniplatina(II)
Sulfaatto-trans-R,R-1,2-diaminosykloheksaanipla-
tina(II)+H,0 (0,423 g) liuotettiin veteen (20 ml) ja lisét-
tiin in situ valmistettua bariumneopentancaattiliuosta

(0,204 g neopentaanihappoa 5 ml:ssa metanolia ja 0,3 g
Ba(OH),.8H,0:ta 50 ml:ssa H,0:ta yhdistettyind). Reak-
tioseosta sekoitettiin 2 - 3 tuntia huoneen ldmpdtilassa.
Reaktioseos haihdutettiin kuiviin 40 - 45 °C:ssa alipai-
neessa kdyttden pydrdhaihdutinta. Jddnndstd uutettiin me-
tanoclilla, suodatettiin ja suodos haihdutettiin kuiviin.
Saatua kiintedd ainetta uutettiin edelleen kloroformilla.
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Kloroformiuute haihdutettiin kuiviin ja saatiin kermanvi-
rinen tuote. Tuote Kkuivattiin P,0,:118 vakuumissa.
Alkuaineanalyysi C,,H;,N,0,Pt.2H,0:1le:
Laskettu: C 35,00 H 6,57 N 5,11 %
Saatu: C 35,16 H 6,17 N 5,27 %
Cis-bis-neopentanoaatto-trans-R,R-1,2~-diaminosyklo-
heksaaniplatina(Il) on erittdin 1liukoista kloroformia,
metanoliin ja muihin tavanomaisiin orgaanisiin 1liuot-
timiin.
Cis-bis-neopentanocaatto-trans-R,R-1,2-diaminosyklo-

heksaaniplatina(Il):n rakennekaava on seuraava:

NH,

Pt — [00C-C-(CHy)

N /
NH,

312

Esimerkki 15
Lipofiilisten cis-platina-analogien kapseloitumis

tehokkuus ja kasvaimia estdvd vaikutus

Esimerkeissd 9 - 14 valmistettujen yhdisteiden kap-
seloitumistehokkuutta liposomeihin testattiin esimerkissd
5 kuvatuilla menetelmilla. N#it& liposomeihin kapseloitu-
neita yhdisteitd testattiin niiden optimiannoksen ja te-
hokkuuden in vivo kasvainten kasvua estdvind aineina m#d&-
rittdmiseksi, kuten on kuvattu esimerkissd 7. Taulukon 7
arvot ilmoittavat mittaustulokset.
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Esimerkki 16
In vitro sytotoksisuus ihmisen pahanlaatuisille

solulinjoille

Cis-bis-neodekanocaatto-1,2-diaminosykloheksaanipla-
tina(Il):ta testattiin liposomaalisessa muodossa kolmea
ihmisen paksunsuolen syYvdn pahanlaatuista solulinjaa
(LoVo, SW620 ja SW403) vastaan kidyttden kolonioiden muo-
dostuksen inhibiticanalyysid. L&8kepitoisuus, josta seura-
si 10-%:inen inhibitio kolonioiden muodostuksessa (IC,,),
vaihteli v&dlilld 4 - 8 pM. Cis-platinan IC,, ndille samoil-
le solulinjoille vaihteli v&1il118 3 - 7 pM.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd kasvaimenvastaisessa kemoterapiassa
kadyttdkelpoisen hydrofobisen platina(II)nelikoordinaatti-
kompleksin valmistamiseksi, jolla on kaava

R, R,
Pt(II1)
Ry R,

jossa R, ja R, merkitsevdt kumpikin alkyylikarboksylaattoa,
jossa alkyyliryhmd on hydrofobinen radikaali (CH,),CRR'R'',
jossanon O - 8 ja R, R' ja R'', jotka voivat olla samat
tai erilaiset, merkitsevdt kukin alkyyliryhmdad, tai R, ja
R, ovat liittyneet toisiinsa muodostaen dikarboksylaat-
toryhmé&n, johon on 1liittynyt hydrofobinen radikaali ja
jolla on kaava

-0OCCH,
—ooccn;’//

ja R; ja R, merkitsevdt kumpikin ryhmdd
H
!
..IIJ_RS
H

jossa R, on vety, alkyyli tai sykloalkyyli, tai R, ja R,

N-alkyyli:;

ovat liittyneet yhteen muodostaen noin 3 - 7 hiiliatomia
sis#ltdvan sykloalkyyli-1, 2-diaminoryhmén tai noin 2 - 12
hiiliatomia sis#dltdvén alkyyli-1,2-diaminoryhmén, ja joka
kompleksi on oleellisesti liukoinen metanoliin tai kloro-
formiin ja oleellisesti liukenematon veteen, tunnet
t u siitd, ettd dinitraatto- tai sulfaatto-1,2-diaminoal-
kaaniplatina(1I)kompleksi, jolla on kaava

RJ

~
v

Pt(II)Aa
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jossa A tarkoittaa sulfaattianionia tai kahta nitraatti-
anionia, saatetaan reagoimaan radikaaleja R, ja R, vastaa-
vien karboksylaattomonoanionien tai, R, ja R,:n ollessa
liittyneind toisiinsa, vastaavan karboksylaattodianionin
alkalimetalli- tai maa-alkalimetallisuolan kanssa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm3, t u n
nettu siitd, ettd R, ja R, ovat kumpikin 6 - 20 hiili-
atomia sisdltdvd alkyylikarboksylaatto, joka edullisesti
sis&dltdd haarautuneita ketjuja ja on edullisimmin neodeka-

naatto, jolla on kaava

]
~00C-C-R
\go

jossa R on alkyyli ja R' ja R'' ovat metyyli, etyyli tai
propyyli ja niissd olevien hiiliatomien summa on 8.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd lahtbaineen platina(II)neli-
koordinaattikompleksin valmistuksessa kdytet#ddn sulfaatto-
trans-R, R-1, 2-diaminocalkaaniplatina(1I )kompleksia.

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, ettd R, ja R, ovat liit-
tyneet yhteen muodostaen sykloheksyyli-1,2-diaminoryhmén.



.....

10

15

20

25

30

35

34 85492

Patentkrav

1. FOrfarande fO6r framstdllning av vid antitumdr
kemoterapi anvdndbart hydrofobt platina(II)fyrkoordinat-
komplex med formeln

R R
3 ) 1
Pt(II)
R{ R,

varl R, och R, vardera betecknar alkylkarboxylato, vari
alkylgruppen 8r en hydrofob radikal (CH,),CRR'R", vari n &r
O - 8 och R, R' och R", wvilka kan vara samma eller olika,
betecknar vardera en alkylgrupp, eller R, och R, &r bundna
vid varandra och bildar en karboxylatogrupp, vid vilken en

hydrofob radikal #&r bunden och vilken har formeln
-O0CCH,

-ooccu;///

och R, och R, vardera betecknar en grupp

H

!

_rlq'_Rs

H
vari R, 8r vdte, alkyl eller cykloalkyl, eller R, och R, &r
bundna vid varandra och bildar en cykloalkyl-1,2-diamino-
grupp med ca 3 - 7 kolatomer eller en alkyl-1,2-diamino-
grupp med ca 2 - 12 kolatomer, och vilket komplex &r va-
sentligen 16sligt i metanol eller kloroform och vésentli-
gen oldsligt 1 vatten, kdnnetecknat dérav,
att ett dinitrato- eller sulfato-1,2-diaminoalkanplatina-

(II)komplex med formeln
R3

Pt(II1)a
RL//, )

vari A betecknar en sulfatanjon elle tva nitratanjoner,
oms8tts med ett salt av en alkalimetall eller alkalisk
jordartsmetall med karboxylatanjoner, som motsvarar radi-

N-alkyyli;
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kalerna R, och R,, eller da R, och R, 4r bundna vid varand-
ra, med motsvarande karboxylatodianjon.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, Kk @8 nne -
tecknat ddrav, att R, och R, vardera &r alkyl-
karboxylato, som innehdller 6 - 20 kolatomer och som f&re-
trddesvis innehdller fdrgrenade kedjor och som mest fére-
trddesvis 8r neodekanato med formeln

vari R dr alkyl och R' och R" 4r metyl, etyl eller propyl
och summan av kolatomerna i1 dessa &r 8.

3. Férfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
K&8nnetecknat dirav, att man som utgdngsmateri-
al vid framstdllning av platina(II)fyrkoordinatkomplexet
anvdnder ett sulfato-trans-R,R-1,2-diaminoalkanplatina-
(II)komplex.

4. Férfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 3,
k8nnetecknat dirav, att R, och R, &r bundna vid
varandra och bildar en cyklohexyl-1,2-diaminogrupp.
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