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(57) Die Erfindung beinhaltet ein Verfahren zur Herstellung einer cis-diammin-Platin(ll)-Komplexlésung, wobei das
Ziel darin besteht, eine cis-diammin-Platin{l1)-Komplexlésung zu erhalten, die gute antivirale Eigenschaften mit
deutlich verbesserter Zellvertraglichkeit verbindet. Diese Aufgabe wird in der Weise geldst, dai3

cis-diammin- dlChIOl’O Platin(ll), vorwiegend in der festen kristallinen Form, in nahezu beheblgen Konzentrattonen in
frisch geremlgtem destilliertem Dlmethylsulfox1d bei Temperaturen im Bereich der fliissigem Phase in Losung -
gebracht wird und anschlieBend die so erhaltene, glenchgewnchtsbedmgte Losung nach 2 Tagen bis 360 Tagen mit
waBrlgen physiologischen Medlen im Verhaltnls 1:50 bIS 1:50 000 verdinnt wird.
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Erfindungsanspriiche: )

1. Verfahren zur Herstellung einer cis-diammin-Platin{ll)-Komplex!ésung aus festem, kristallinem cis-diammin-dichloro-
Platin(ll) (kurz: cis-DDP), gekennzeichnet dadurch, daR man cis-DDP in nahezu beliebigen Konzentrationen in frisch
gereinigtem, destilliertem Dimethylsulfoxid bei Temperaturen im Bereich der fliissigen Phase 16st, die so erhaltene
gleichgewichtsbedingte Losung nach 2 Tagen bis 360 Tagen mit waRrigen physiologischen Medien im Verhaltnis 1:50 h|s
1:50000 verdinnt und diese Losung unmittelbar zum Einsatz bringt. :

2. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf? man cis-DDP in einer Konzentration von ¢ = 50mmol/l in
Dimethylsulfoxid bei einer Temperatur von 25°C Iést, die so erhaltene gleichgewichtsbedingte Komplexldsung nach 2.
Tagen bis 120 Tagen mit waRrigen physiologischen Medien im Verhaltms 1:200 verdiinnt und die Losung unmittefbar zum
Emsatz bringt. . .

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer cis-diammin-Platin(ll)-Komplexl6sung, einer Verbindung, deren
potentielles Einsatzgebiet in der Bekampfung von Viruserkrankungen liegt.
Als Anwendungsgebiet der Erfindung ist somit die pharmazeutische Forschung und Industrie anzusehen.

Charakteristik der bekannten te'chnischen Losungen

Cis-diammin-Dichloro-Platin(ll) — cis-DDP — als Prototyp der bekannten cis-diammin-Platin(il)}-KomplexIdsungen ist ein
klinisch eingefiihrtes Cancerostatikum, vorzugsweise zur Behandlung von Urogenital- und Tumoreén im Kopf-/Halsbereich.
Die cis-DDP-Synthese selbst ist frei von Schutzrechten; es sind jedoch Patente zu besonderen Apphkatlonsformen dieses

. Wirkstoffes bekannt (so 2.B. DD 142293, DD 157762).

Diei immunsuppressive Wirkung von cis-DDP bei der Behandlung bésartiger Geschwiilste schrankt die Fahigkeit des Korpers
zur Abwehr von Sekundérinfektionen ein und kann den Verlauf einer Krebstherapie unglinstig beeinflussen.

" Bekanntist seit M.J.Cleare ,Platinum Coordination Complexes in Cancer Chemotherapy*”, Springer New York'(1974) weiterhin -
die antileukdmische Unwirksamkeit und eine hohe Toxizitit von Umsetzungsprodukten des mit zyklischen Aminen.substituierten
cis-DDP {genauer: des cis-diammin-Platin(ll}-Neutralkomplexes), vorzugsweise von cis-diammin-dichloro-Platin(ll), mit
Dimethylsulfoxid (kurz: DMSO).

Bekannt ist seit dem systematischen Untersuchungen von E. Tonew u.a., Zbl. Bakt. Hyg. I. Abt. Orig. A 250 (1981) 417 ff,, die
gute antivirale in vitro-Wirkung des cis-diammin-Platin(li)- -Neutralkomplexes. Zum antiviralen Verhalten und zur
Zellvertraglichkeit der bisher bekannten cis-diammin-Platin{ll)}-Komplexidsungen waren bis dato nur vereinzelte, wenig

.. systematische Untersuchungen bekannt geworden (L. Kutinova u.a., Neoplasma [Brat.] 19 [1972] 453 ff;; L. Kutinova u.a., Arch.
ges. Virusforsch. 39 [1972] 196 ff.; H.C.Harder, Recent Results in Cancer Research [1974] 98 ff.; J.J. Roberts u.a., Biochimie 60 '

[1978] 869 ff.; W. Achterrath u.a., Firmenschrift der Bristol- -Meyers GmbH [1979); P.Carde u.a., Int. J. Radiation Oncol..Biol.
Phys. 7 [1981] 929 ff.; L.C.Erickson u.a., Cancer Res. 41 [1981] 2791 ff.; G.Laurent u.a., Cancer Res. 41 [1981] 3347 ff. und ‘
H.H.Kohl u.a., Chem. Biol. Interaction 24 [1979] 209 ff.). Von diesen Autoren wird die hohe, gegeniiber versch|edenart|gen )
Zellen unterschiedliche Toxizitét von cis-DDP-Lésungen im wiéRrigen System herausgestellt.

Ziel der Erfindung

. Ziel der Erfindung ist es, eine cis-diammin-Platin(ll)-Komplexidsung zu erhalten, die gute antnvnrale Elgenschaften mit deutlich
verbesserter Zellvertraghchkelt verbindet.

‘ Dar|egung des Wesens der Erfi indung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren ur Herstellung einer cis-diammin-Platin{ll)- Komplexlosung w
entwickeln, das zu einer Wirkstoffldsung fithrt, die gute antivirale Eigenschaften mit deutlich verbesserter Zellvertraglichkeit
kombiniert und so die Nachteile der bisher bekannten cis-diammin-Platin(ll)}-Komplexldsungen vermeidet.

Auf an sich bekannte Weise wurde zunichst gefunden, dal nach Lésen von festem cis-diammin-dichloro-Platin(ll) (kurz: cis-
DDP) in gereinigtem Dimethyisulfoxid (DMSO) der Wirkstoff cis-DDP eine chemische Reaktion mit dem Solvens elngeht

Die diesem Phianomen zugrunde liegende chemische Reaktion 13Rt sich durch das Schema

raiis

[(xm )2P't(312_7 D0 £ )2Pt01(DMSO) 7* + 01

beschreiben,” T e
Lésungen von cis-DDP in DMSO verdndern in Abhangigkeit vom Alter der Lésungen ihre elektrische Leltfahlgkelt Das
Gleichgewicht ist nach 12 Stunden weitgehend eingestellt. Eine geringfigige Verschiebung auch nach dieser Zeit zelgt aber
weitere zeitabhangige chemische Verdnderungen an.
Auch hochdruckﬂussagkextschromatograf sche —HPLC — Untersuchungen belegen, daR cis-DDP belm Auflosen in DMSO
_ rasch eine chemische Reaktion mit dem Solvens eingeht. Nach 16 Stunden bis 20 Stunden ist die mit dieser Methode
nachweisbare Veranderung noch nicht volistindig beendet. ’
'Es wurde weiter gefunden, daB nach Ausfiihrung folgender Verfahrensschritte
— Lésung von cis-DDP aus der festen, kristallinen Form in nahezu beliebigen Konzentrationen in frisch gereinigtem,
destilliertem DMSO bei Temperaturen im Bereich der fliissigen Phase, vorzugsweise bei einer Temperatur von 25°C, und
— anschlieBendem Verdiinnen der so erhaltenen gleichgewichtsbedingten Lésung nach 2 Tagen bis 360 Tagen, vorzugsweise
nach 2 Tagen bis 120 Tagen, mit waBrigen, physiologischen Medien i im Verhaltnis 1:50 bis 1:50000, vorzugsweise im
Verhiitnis 1:200,
eine cis-diammin-Platin(ll)-Komplex!3sung erhalten wird, die unter Beibehaltung der antiviralen Wirkung uberraschend eine
im Vergleich zum System cis-DDP/H,0 erhéhte Zellvertraglichkeit aufweist (siche auch Tabelle 1).
Durch Leitfahigkeitsmessung oder HPLC wird hierbei gepriift, daf die verfahrensgeman bereitete cxs-dlammln-PIatln(ll)-
Komplexiésung vorliegt.
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Die vnrostatlsche Aktivitat der verfahrensgemal’S bereiteten cis- dlammm Platin(ll)- Komplexlosung ist, wie verglelchende

Untersuchungen zeigen, ebenso hoch wie die von cis- -DDP bei gleicher Konzentration in anderen Medien, vorzugsweise in

Wasser oder in Dimethylformamid. Auf Grund der besseren Zellvertraglichkeit von cis-diammin-Platin{ll)-Komplexldsungen

sind.im Vergleich zu den Systemen in Wasser oder Dimethylformamid hier jedoch héhere Wirkstoffkonzentrationen elnsetzbar,

wie Tabelle 1 ausweist.

Vergleichende Untersuchungen haben wenterhm gezeigt, daR von DMSQ in einer Konzentration von 0 5% in protemfrener

Hanksldsung keine antivirale erkung ausgeht.

Die verfahrensgemaR bereitete ¢is-diammin-Platin(ll)}-Komplexlésung Hat den Vorteil, da

- sie bei deutlich verbesserter Zellvertraglichkeit sich in bezug auf ihre antiviralen Eigenschaften auf dem gleichen vaeau

- befindet, wie die bekannten cis-DDP- -Wirkstofflésungen (Wasser, Dimethylformamid) und

— dieser positive Effekt iber einen langen Zeitraum {Prifung erfolgte bis zu 360 Tagen) ohne Verlust ununterbrochen erha|ten

bleibt. o : ‘ \

Ausfuhrungsbe|splel

1.1. Bereitung der cis-diammin-Platin(l)- Komplexlosung
Festes, kristallines cis-DDP wird in gereinigtem DMSO — sowie fiir Vergleichszwecke in Dimethylformamid — bei 25°C gelost

- ¢ = 50mmoi/l, Diese Stammlésungen werden nach dem Ansetzen unter LichtausschluR bei 4°C aufbewahrt.

- Aus diesen Stammldsungen wird nach 2 Tagen bis 360 Tagen, bevorzugt nach 2 Tagen bis 120 Tagen, eine Verdinnung in
physiologischen Medien 1:200 oder mehr vorgenommen, so da@ z.B. die DMSO-Konzentration 0,5% oder weniger betragt. In
_derfiir Vergleichszwecke wéRrigen Stammidsung (¢ = 50 mmol/l) istdie Substanz suspendxert da die Loslichkeit des Wirkstoffes

‘inWasser 1mg/mi = 3,3mmol/} betrégt.

1.2. Darlegung der Eigenschaften der verfahrensgemaf hergestellten Komplexldsung .-

—Prifung auf antivirale Wirkung
Zellkulturen, Zlichtung, verwendete Medien, Virusstdmme und T‘terbestlmmungen wie auch die Versuchsdurchfuh rungen
entsprechen den Angaben in M. Tonew u. a., Zbl. Bakt. Hyg 1. Abt. Orig. A 249 (1981) 269 ff. sowie in M. Tonew u. a., Zbl.
Bakt. Hyg. I. Abt. Orig. A 249 (1981) 421 ff.

- — Prifung auf zytotoxische Wirkung :

“Die angegebenen cis-diammin-Platin(ll)}-Komplexiésungen wurden aus den entsprechenden Stammlésungen in
Erhaltungsmedien mit einem beliebigen Serum, vorzugswexse mit 2% Kalberserum verdinnt und unmlttelbar danach auf
2 Tage alte Monolayerkulturen aufgetragen:

Die Zellen wurden mikroskopisch auf morphologische Verdnderungen kontrolhert Es wurden die Konzentratlonen als
maximal tolerierte Dosen (MTD) angegeben, die am 2. bzw. 5 Beobachtungstag gegenuber den unbehandelten Zellkontrollen -

“keine zytotoxische Veranderung hervorriefen.

. — Untersuchungen zur antiviralen Aktivitdt von cis-DDP; Wtrkung auf extrazellulares Vlrus in proteinfreien Medien.

“InTabelle 2 sind die Ergebnisse der Inaktivierung verschledener Viren in Abhangigkeit vom Alter der Stammlosung in
verschiedenen Losungsmittein dargestelit.

Eine frisch bereitete Losung von ¢is-DDP (¢ = 250umo|/1) in proteinfreier Hankslosung erwies such unabhangxg vem

Lésungsmittel fur L- wie auch far FL Zellen immer als stark zytotoxisch, obwohi die Einwirkungszeit auf Zellkulturen bei

dieser Versuchsanordnung nur ca. 1 Stunde (Virusadsorption nach der Virusinaktivierung) bei Zimmertemperatur betrug,

da danh eine weitere Verdiinnung im Verhaitnis 1:5durch Zugabe von Erhaltungsmedien erfolgte.

Eine gealterte, verfahrensgemaf hergestelite Komplexlosung war jedoch noch in einer Konzentration von 250pmol/|

vertraglich und inaktivierte VSV, Vaccinia wie auch Adenovirus Typ 5 in dieser wie auch in wesentlich geringeren Dosen.
= Untersuchungen zur Stabllltat der biolog!schen Wtrkung einer verfahrensgemafs bereiteten cis-diammin- Platm(ll)

- . Komplexigsung

. Eine verfahrensgemas bereitete cis-diammin-Platin(ll)- Komplexlosung wurde in den aus Tabelle 3 ersichtlichen
) Zeitabstanden unter weiterer Verdlnnung auf antivirale Wirkung untersucht. In einem Zeitraum von 9 Monaten hat sich die

Effektivitat bezughch der |nakt|v1erung von Vaccinia-, Vesikularstomatitis- wie auch Andenovirus Typ 5 nahezu unveréndert
erhalten

Tabelle 1 o S ‘ . ‘

- Vertréglichkeit von cis- dlammln Platin(ll)- Komplexlosung fr HGhnerembryonal- und L-Zellen in Abhéngigkeit vom
’Losungsmmel und vom Alter der Stammlosung nach wenerer Verdiinnung in Erhaltungsmedlum mit 2% Kalberserum

: A

N

Losungsmtttel ‘ . Aufbewahrungsdauerder . Maximai vertragllche Dosis
Stammldsung b.4°C am 5. Beo-
i bachtungstag nach Wirkstoffzugabe in
. ingmoll
o . Tage™ - - ) .Hithnerembryonalzeilen L-Zellen
“verfahrensgemaR . 0 i - ' 31,25 7.8
. bereitete . 1 ' 62,5 62,5
cis-diammin- : .3 1250 ' 125,0
 Platin(l)- ‘ ; 5 250,0 250,0
Komplexlésung . . : :
. System 0 15,6 ‘ 7,8
cis-DDP/Wasser 1 . 15,6 . 7,8
3 . +31,25 15,6
: 5 31,28 15,6
. System 0 31,25 W 1.8
cis-DDP/ 8’ 31,25 7.8

-:Dimethylformamid
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Tabelle 2
Antivirale Wirkung von cis-diammin-Platin(ll)-Komplex!dsung in Abhangxgkelt vom Ldsungsmittel und vom Alter der
Stammlésung (¢ = 50mmol/1)

Virus Lésungsmittel Aufbewahrungsdauerd. Titerreduktion nach einstiindiger Be-
: Stammldésung bei4°C handlung des extrazellularen Virus
in Prozent zur Kontrolle"
Tage . Substanzkonzentration in umol/|
_ © 250 ' 25
* Vaccinia DMS0? 0 100/toxisch 68
‘ 3 95 , 36
7 100 9
45 100 ' 98
Agua dest. 0 98 - 78
3 80 ‘ 65
7 . 99 - ) 47
120 99 97
DIFO 20 _toxisch _100
o 45 toxisch - 98
VsV DMsS0? : 0 : . toxisch © 99,89
8 99,99 ‘ 99,98
. 60 99,98 99,0
Aqua dest. 60 ' _ toxisch . 93,20
120 _ 99,53
DIFO 0 toxisch © 93,20
8 toxisch - .
) 60 toxisch - 99,53
120 . . 99,82
Adeno ' DMSO0? 0 . toxisch . 93,20
Typ5 ' 40 99,78 - 99,32
Aquadest. 120 . toxisch ) 99,84
DIFO 120 toxisch e 90,26

1) Berechnung: Bei Vacciniavirus aus der Differenz der plaquebildenden Einheiten, bei den anderen Viren aus der anferenz der TCIDSO
2) DMSO wie verfahrensgemaR beschrieben .

Tabelle 3

Antivirale Wirkung einer verfahrensgeméR bereiteten cis-diammin-Platin(l})- Komplexlosung (c = 50mmol/l) in Abhanglgkelt
vom Alter

Virus - Konzentration Einstiindige Einwirkung auf zellfreies Virus in proteinfreier Losung; Titer-

] differenz zur unbehandelten Kontrolle in Prozent
wmol/l ' 6Wochen 3Monate 6Monate * 9Monate
Vaccinia 250 100 ' 100 - 100 1100
25 87 74 - . 77 : 69
vsv 250 : 99,99 99,99 99,99 . 99,99
25 99,98 99,72 98,26 . 99,68
Adeno = 250 : . 99,9 99,97 . 99,9 . 99,82

Typ5 25 : 0 nicht 0 98,2
: : : signifikant )
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