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Solubilisoitu platina-yhdiste

Témin keksinndn kohteena ovat platina-yhdisteet, jotka on
tarkoitettu kdytettdviksi sydpikemoterapiassa. Etenkin se
saa aikaan platinag-koordinaatioyhdisteen, joka solubilisoi-
daan eli tehdd&n liukenevaksi jotta se olisi helpommin an-

nettavissa ja/tail assimiloituva isoon verenkiertoon.

Rosenberg:in tekemdn alkuhavainnon jdlkeen, jonka mukaan
"cisplatinana'" tunnettu yhdiste on aktiivinen sydvdn vastai-
nen ldike, on useiden tutkimusryhmien toimesta yritetty saa-
da aikaan yhdisteitd, jotka ovat joko aktiivisempia ja/tail
vihemmin toksisia ja/tai liukenevampia vesipitoiseen vili-
aineeseen. Kun liukenevuus on parempi, yhdiste pystyy muo-
dostamaan konsentroidumman liuoksen joko parenteraalista tai
oraalista kdyttdd varten, jolloin voidaan pdidsti korkeampaan
verikonsentraatioon tai jolloin voidaan saada sopiva tapa
lis&dtid annostustasoa. Ndin on etenkin silloin, kun potilaal-
la on korkea platinan eritystaso ja/tai milloin 14ike on
suhteellisen ei-toksinen. Parantunut liukenevuus tekee yh-
disteet myds helpommin k&siteltdviksi sekd jakelussa ettd
varastoinnissa ja my®ds klinikalla. Milloin on toivottavaa
lisdtd liukenevuutta vesipitoiseen viliaineeseen, on viime
aikoina ehdotettu, ettd molekyyliin sisdllytetddn yksi tai
useampi solubilisoiva ryhm#, kuten karboksyylihappo tai sul-
fonihappo, tai ettd yhdiste valmistetaan jonkin tdllaisen
hapon anionina yhdessid vesiliukoisen, sopivimmin alkalime-
tallikationin kanssa. Tdllaisilla ehdotuksilla on kuitenkin
ollut vdhidn menestystd, koska miirdtyn yhdisteen aktiivisuus
on selvdsti ollut suhteessa johonkin luonteenomaiseen omi-
naisuuteen tal osuuteen pikemminkin kuin puhtaasti sen liu-
kenevuuteen. Jopa yrityksilli parantaa niiden yhdisteiden
liukenevuutta, joilla on luonteenomaisesti korkeampi aktii-
visuus kuin cisplatinalla, on ollut vdhidn menestysti.

Erds yhdiste, joka t&d114 hetkelli ndyttdd lupaavalta toisen
"sukupolven" l1lddkkeeltd, on yhdiste 1,1-syklobutaanidi-



karboksylaatti-diamiiniplatina(II), joka on esitetty julkai-
sussa GB 1,380,228. Tidmin yhdisteen liukenevuudeksi maini-
taan kirjallisuudessa 18,5 mg/ml (50 mmolaarinen) (Cleare et
al., Biochemie, 1978, osa 60, s. 835-850). Ti#m4 yhdiste on
suhteellisen ei-toksinen verrattuna muihin platinaa sisdlti-
viin yhdisteisiin, etenkin cis-platinaan, jossa annosta
rajoittavana tekijdnid on munuaistoksisuus. Tidmid vaikutus
pienenee huomattavasti ja muut sivuvaikutuksia, kuten myelo-
supressio ja pahoinvointi lievenevét'kéytettéessé
1,1-syklobutaanidikarboksylaatti-diamiiniplatina(Il):a.

On tunnettua, etti erididen farmakologisesti aktiivisten
yhdisteiden liukenevuutta vesipitoisiin vdliaineisiin paran-
netaan muodostamalla niiden inkluusioyhdisteiti a-, B - ja/tail
Y-syklodekstriinin kanssa. T&hidn mennessd yritykset muodos-
taa platina-koordinaatioyhdisteiden inkluusioyhdisteiti
syklodekstriinien kanssa eivdt kuitenkaan ole onnistuneet.
Siit4 syystd on yleisesti uskottu, ettd tdllaisia inkluusio-
yhdisteitd ei voida valmistaa. Olemme kuitenkin todenneet,
ettd yhdisteen 1,1-syklobutaanidikarboksylaatti-diamiinipla-
tina(II):n syklobutaani-osa voidaan sisdllyttdi er#idn tietyn
syklodekstriinin, nimittdin o-syklodekstriinin rengasraken-
teeseen inkluusioyhdisteen muodostamiseksi ja ettd mainitun
inkluusioyhdisteen liukenevuus vesipitoiseen vdliaineeseen

on suunnilleen 4 kertaa suurempi kuin alkuperiisen yhdisteen.

Tdsty syystd tdmd keksintd saa siten aikaan 1,1-disyklobu-
taanidikarboksylaatti-diamiiniplatina(Il):n ja o-syklodeks-

triinin inkluusioyhdisteen.

Keksintd saa myds aikaan farmaseuttisen koostumuksen, joka
sis&ltdsd 1,1-syklobutaanidikarboksylaatti-diamiiniplatina-
(II):n ja a-syklodekstriinin inkluusioyhdisteen sekoitettuna
tai liuotettuna inertin farmaseuttisesti sopivan laimenti-
men, kantoaineen tai liuottimen kanssa valinnaisesti yksik-

kdannosmuodossa.

Sopivimmin liuottimena on vesi. Valinnaisesti keksinndn mu-
kaiset koostumukset voivat sisiltidid lisdaineita, kuten sta-

bilointiaineita.



a~syklodekstriini on syklinen oligosakkaridi, joka koostuu

6 glukoosiyksikéstd ja sen kemiallinen kaava on seuraava:

OH
0
HO™ o
0
. _

\.

Keksinndn mukaisissa inkluusioyhdisteissd platinayhdisteen
ja syklodekstriinin moolisuhde on yleisesti 1:1, koska tidmi
suhde antaa maksimaalisen liukenevuuden lisddntymisen, vaik-
kakin m&3drdtyissid tarkoituksissa vol olla toivottavaa, ettd
kdytetddn syklodekstriinin ylim&&rd4.

Kvantitatiivinen todiste keksinn®n mukaisen parhaimpana pi-
detyn yhdisteen, s.o. d-syklodekstriinin ja 1,1-syklobutaani-
dikarboksylaatti-diamiiniplatina(II):n 1:1-yhdisteen [ josta
tdmin jdlkeen kiytetddn lyhennetti: Pt (NH3),.CBDCA] muodos-
tuksesta on mEdrdtty vesiliukenevuudella: lihes 200 mM:n
konsentraatiot voidaan saada aikaan huoneenldmpétiloissa,
kun kdytetddn c-syklodekstriinin vesiliuosta (0,6 mooliekv.)
platinakompleksin liuottamiseksi verrattuna 50 mM:n kon-
sentraatioihin ilman a-syklodekstriinii. Siten keksintd saa
my8s ailkaan vesiliuoksen, joka sisdltidi yhdisteen
1,1-syklobutaanidikarboksylaatti-diamiiniplatina(II):a

ja Jossa yhdiste on l&dsnd 1:1-inkluusioyhdisteeni o-syklo-
dekstriinin kanssa ja konsentraatio on suurempi kuin 50 mM,
sopivimmin 50 - 200 mM, huoneenlidmpdtilassa.

Parhaimpana pidetyn yhdisteen rakennemddritystid selitet&éin

seuraavassa oheisiin piirustuksiin viitaten.

Kuvio 1 esittdd assosiaation moolientalpiaa a-syklo-

dekstriinin molaalisuuden funktiona.

Kuvio 2 esittdd kahta kaaviota H-3-protonien korjatuista

kemiallisista siirtymistd a-syklodekstriinissid (a) ja



H-a-protonien korjatuista kemiallisista siirtymisti
Pt(NH3),.CBDCA:ssa (b) sitoutuneen osamdiridn funktiona,

Kuvio 3 on tasokuva yhdisteen kiderakenteesta
Kuvio 4 on sivukuva kuvion 4 rakenteesta ja

Kuvio 5 on tilaesitys kuvioiden 3 ja 4 mukaisesta rakentees-

ta.

Olemme tutkineet aséosiaatiovakiota keksinndn mukaiselle
edulliselle yhdisteelle mikrokalorimetrisesti, jolloin
mitataan platina(II)-yhdisteen ja a-syklodekstriinin liuosten
sekoituksesta kehittyvd ldmpd, sekd myds kidyttamdllia

1HNM-Spektroskopiaa.

Mikrokalorimetrisid tutkimuksia varten platinakompleksin
(0,02366 moolia kg‘1) vedessi oleva liuos sekoitettiin
a-syklodekstriinin joidenkin vesiliuosten kanssa (konsen-
traatiot olivat n. 0,01 - 0,1 moolia kg‘1) erdkalorimetris-
si, joka toimi 25°C:ssa. Sarja alustavia tutkimuksia suori-
tettiin niin, ettd voitiin tehdid korjaukset kahden liuoksen
laimennuksen entalpiasta syntyneille vaikutuksille. Lauseke,
joka yhdist&a Pt(NH3)2.CBDCA:n moolia Kohden lasketun ental-
piamuutoksen ( AH) ja tdmin vieraan (G) ja g-syklodekstriini-
isdnn&n (H) lopulliset molaalisuudet sekd tasapainovakion
(Ka) ja tasapainotilan standardientalpiamuutoksen (AH®)

H + G === H.G,

on Ka = AH. AH®/( AH®[H] - AHIG]) ( AHY -~ AH) (1).

Yhtd1d (1) ratkaistiin k&ytt&m4114 epdlineaarista pienimmin
nelidsumman laskentarutiinia, jolloin saatiin Ka = 199 + 10
moolia~=! kg ja AH® = -21,0 + 2,0 kJ moolia=!. Tulokset esi-
tetddn kuviossa 1, joka esittii Pt(NH3)2.CBDCA:n ja o-syklo-
dekstriinin assosiaation moolientalpiaa a-syklodekstriinin
molaalisuuden funktiona. Kuviossa tidytetyt ympyridt osoitta-



vat kokeellisia tuloksia ja viivat osoittavat yhtdldstd (1)
saatua analyysid. Nihdddn, ettd saadaan aikaan hyvid korre-

laatio teorian ja kdytdnndn vi1ill4.

Spektroskooppista tarkastelua varten suoritettiin kahden-
tyyppistd spektroskooppista tutkimusta Dy0:ssa n. 22°C:ssa
~kdyttam&11E Bruker AM250FT-spektrometrid. Ensimmidisessd koe-
sarjassa tutkittiin Pt(NH3)2.CBDCA:n ja a-syklodekstriinin
ekvimolaarisia liuoksia erilaisina laimennuksina ja toisessa
koesarjassa platinakbmpleksin konsentraatio pidettiin vakio-
na Jja a-syklodekstriinin konsentraatiota vaihdeltiin.
Kidsiteltdessd kemiallisia siirtymidtietoja, suoritettiin

kor jaukset o-syklodekstriinin itseassosioitumisen huomioon
ottamiseksi. Kuvio 2 esittdi korjattuja a-syklodekstriinin
H-3-protonien ja Pt(NH3)2.CBDCA:n H-protonien kemiallisia
siirtymid sitoutuneen osamidrdn funktiona. Viimeksi mainittu
laskettiin tasapainovakiosta, joka oli korjattu mikrokalori-
metrisesti saadun akvamolaaliseen asteikon mukaiseksi. Kuvi-
on 2 tarkastelusta nidhd&in, etti on olemassa erinomainen
yhtdpitdvyys NMR~ ja termodynaamisten tulosten v&lilld. Ta-
sapainovakion ja vakion entalpia- ja entropia-( AS® = -27 J
K=1 moolia~'!) muutosten arvot, jotka on esitetty kuviossa 2,
osoittavat, ettid Pt(NH3)2.CBDCA:11a on hyvin selvd pyrkimys

assosioitua a-syklodekstriinin kanssa vedessi.

H-3:n ja H-5:n kemiallisten siirtymien suuruudet g-syklo-
dekstriinin muiden glukopyranoosi-protonien ja H-a:n ja
H-b:n kohdalla Pt(NH3)2.CBDCA:n CBDCA~ligandissa havaitta-
vien, suurien siirtymien suhteen osoittavat, ettid nimi

isdntd- ja vierasprotonien parit ovat l&hekkdin, eli vieraan

CBDCA-ligandi tunkeutuu isdnnin onteloon.

Olemme myds valmistaneet ylli esitetyn keksinndn mukaisen
edullisen yhdisteen kiteitd jiihdyttdm4114 ja haihduttamalla
hitaasti a-syklodekstriinin (105 mg/1 ml) kuuma (80°C),
kyllédstetty vesiliuos, joka myds oli kylldstetty platina(IlI)-
yhdisteelld (34,7 mg). Muodostuvia kiteitd (sp. 235-255°C)
tutkittiin rontgenkristallografialla, joka vahvisti, etti



platina(II)-yhdisteen syklobutaanirengas on sitoutunut
a-syklodekstriinin ontelon sissdpuolelle, jolloin on mahdol-
lista, ettd on muodostunut vetysidoksia o-syklodekstriinin
sekundaarisista hydroksyyliryhmisti platina(Il)-yhdisteen
sekd karbonyylihappiatémeihin ettd amiiniligandeihin.

Kidearvot saatiin Nicolet R3m-diffraktometrilld Cu-Ka-sitei-
lytykselld (grafiittimonokromaattori) kidyttdmidllsi w-pyyh-

kdisyjid.
Arvot olivat seuraavat:

CypHgpO3gN,Pt,M = 1434,1, ortorombininen, tilaryhmi
P21212¢, a = 10.102(2), b = 13.526(4), ¢ = 41.971(9) £, U =
5735 £, Z2 = 4, u(Cu-K) = 55 en~', Dg = 1,67 g cm~3,

Rakenne liuotettiin raskasatomimenetelmilld ja puhdistettiin
anisotrooppisesti kdyttdm&lld absorptio~korjattuja arvoja R
= 0,041, Ry = 0,044 yleisesti 4211 itsendiselle heijastuk-

selle [@ < 58°,| E > 36(| F )1.

Kiderakenne on esitetty kuvioissa 3, 4 ja 5. Kuviot 3 ja 4
esittdvidt taso- ja vastaavasti sivukuvia 1:1-adduktin runko-~
esityksistd. Kuvion 5 tilaesitys osoittaa Pt(NH3),.CBDCA:n
syklobutaanirenkaan tunkeutumisasteen g-syklodekstriiniin.
Syklodekstriinilld on luonteenomainen avoin hieman kauhamai-
nen muoto, jossa on paikallinen pseudo-Céb-symmetria. Sidos-
kompleksi sijoittuu siten, ettd syklobutaanirengas suuntau-
tuu suunnilleen g-syklodekstriini-toruksen keskiosan piille,
jolloin sen taso on yhdensuuntainen isdnnin '6~kertaisen!
akselin suhteen. Syklobutaanirengas on sovitettu g-syklo-
dekstriiniin siten, ettd se on 1,03 ja vastaavasti 0,35 £
happiatomien keskitason alapuolella, jotka atomit ovat liit-
tyneet 12 sekundaariseen hydroksyyliryhm#dn. Hiiliatomi C(7)
on 0,94 £ kuuden glykosidi-happiatomin keskitasossa., Amiini-
ligandit suuntautuvat suurimmaksi osaksi yhden o-D-glyko-
pyranoosi-yksikdn pidlle, joka on puolestaan huomattavasti
kallistuneempi oa-syklodekstriini-isidnnin perusakselin suh-
teen. Amiiniligandien ja tidm&dn syklodekstriini-molekyylin



vdlissd on kaksi [N---H....Ol-vetysidosta, yksi N(1):n ja
0(13):n vidlissid, pituuden ollessa 3,14 £, ja toinen N(2):n

ja 0(63):n vdlissd, pituuden ollessa 2,94 £. Yllattien
CBDCA-karbonyylihappiatomien ja isdntd-syklodekstriini-
molekyylin sekundaaristen hydroksyyliryhmien vi1lilli ei
esiinny vetysidoksia. Kuitenkin vetysidoksia on sekd ndisti
karbonyylihappiatomista ettd amiinivetyatomeista symmetria-
l&heisiin syklodekstriinimolekyyleihin. Samoin vetysidoksia

on viiden veéimolekyylin ja sekd a~syklodekstriinihydroksyyli-~
ryhmien ettd Pt(NH3)2CBDCA—karbonyylihappiatomien ja amiini-

vetyatomien vilissyg.

Keksinndn kohteena on myds menetelmid 1,1-syklobutaanidikar-
boksylaatti-diamiiniplatina(II):n ja o-syklodekstriinin in-
kluusioyhdisteen valmistamiseksi vesipitoisessa liuoksessa,
jonka menetelmdn mukaan lis&dtddn toinen yhdisteistd vesi-
liuokseen, joka sisdlt#i toisen yhdisteistd. Vaihtoehtoises-
ti inkluusioyhdiste voidaan valmistaa jauhemuodossa lyofili-
soimalla muodostuva vesiliuos.

Kokeita suoritettiin Pt(NH3),.CBDCA:n ja a-syklodekstriinin
1:1-inkluusioyhdisteen farmakokineettisten ja toksisuusomi-
naisuuksien misirittimiseksi ja niitd verrattiin yksindin
kdytetyn Pt(NH3),.CBDCA:n vastaaviin arvoihin. Etenkin tut-
kittiin platinan jakautumista vereen, virtsaan ja ulostei-
siin sen j&lkeen, kun yhdisteitd oli annettu intraven&dsi-
sesti, ja in vitro-sytotoksisuus mitattiin samoin kuin in
vivo hematotoksisuus ja nefrotoksisuus, In vivo-tutkimuksia
varten Koe-eldimet olivat kaikissa tapauksissa koiraspuoli-
sia Wistar-albinorottia. Yleisesti todettiin, ettd yhdisteet
olivat samanlaisia annettaessa niitd vereen. Molempien koh-
dalla veren platinan kaksifaasinen hajoaminen o0li samanlai-
nen, ulostetasot olivat samanlaisia Pt-erityksen ollessa 4-5
% 24 tunnissa ja virtsan tasot olivat samanlaisia Pt-eri-
tyksen ollessa 65-67 % 24 tunnissa. In vitro-toksisuustestit
osoittivat, ettd yhdisteiden toksisuus oli samanlainen CHO-
Ja Hela-solujen suhteen, eikd Hela-solujen kohdalla todettu

mitddn merkittdvidi ajasta riippuvaa eroa lidikkeen eri inku-



baatioaikoina (ajat vaihtelivat 0,25 - 3 tunnin vdlilld),
yhdisteen konsentraation ollessa 1,0 mM, Testattaessa hema-
totoksisuutta ja nefrotoksisuutta verindytteet otettiin 1.,
b, 8., 12. ja 16. pdivini pistoksen jidlkeen ja ne analysoi-
tiin hematokriitin, valkoisten verisolujen kokonaismddréin,
erilaisten valkoisten verisolujen mddr&n ja plasman ureaty-
pen mddrittidmiseksi. Munuaiset tutkittiin myds histologises-
ti. Ndiden kahden testiyhdisteen vdliset tulokset olivat sa-
manlaisia, vaikkakin keksinndn mukainen yhdiste niytti tuot-
tavan hieman pienemmin aneemisen Jja myelosuppressiivisen re-
aktion., Plasman ureatyppitasot pysyividt vakioina tukimusjak-
son aikana, mikd el osoittanut mitddn suurta nefrotoksisuut-
ta. Td4mid oli yhtdpitdvd uriinin proteiinitasojen mittausten
kanssa, joissa ei havaittu mitid&n selvdd proteinuriaa kolmen
pdivdn aikana. Munuaisten muutamia ydinsuurentumia ilmeni

histologisessa tarkastelussa.

Y114 esitetyt tulokset osoittavat, ettd keksinndn mukainen
yhdiste on vihintididn yhti hyvd kuin 1,1-syklobutaanidikar-
boksylaattidiammiiniplatina(II) farmakokinetiikassaan ja
toksisuudessaan, jolloin inkluusioyhdisteen olennaisesti
parantunut liukenevuus on merkittivi miti tulee kisittelymu-

kavuuteen ja kliiniseen kdyttéddn.



Patenttivaatimukset:

1. 1,1-syklobutaanidikarboksylaatti-diamiiniplatina(Il):n ja
a-syklodekstriinin inkluusioyhdiste.

2. Farmaseuttinen koostumus, t unn e t t u siitd, ettd
se kidsittdd 1,1-syklobutaanidikarboksylaatti-diamiini-
platina(Il):n ja oa-syklodekstriinin inkluusioyhdisteen
sekoitettuna tai lidotettuna inertin, farmaseuttisesti

sopivan laimentimen, kantoaineen tai liuottimen kanssa.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen koostumus, t un -
nettu siitd, ettd yhdiste on liuotettu veteen.

4, Farmaseuttinen koostumus, joka koostuu yhdisteen
1,1-syklobutaanidikarboksylaatti-diamiiniplatina(II):n
vesiliuoksesta, t unnet tu siitd, ettd mainittu yh-
diste on l4snid o-syklodekstriinin kanssa muodostettuna
1:1-inkluusioyhdisteend ja sen konsentraatio on yli 50 mM

huoneenlidmpétilassa.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 2, 3 tai 4 mukainen koostumus
tunnettu siitd, ettd se on yksikkdannostusmuodossa.

6. Menetelmi 1,1-syklobutaanidikarboksylaatti-diamiinipla-
tina(II):n ja a-syklodekstriinin inkluusioyhdisteen valmis-
tamiseksi vesiliuoksessa, t unnet t u siitd, ettd
toinen yhdisteistd lisitdidn vesiliuokseen, joka sisjltdi

toisen yhdisteist4.

7. Menetelmd 1,1-syklobutaanidikarboksylaatti-diamiinipla-

tina(II):n ja o-syklodekstriinin inkluusioyhdisteen valmis-
tamiseksi jauhemuodossa, t unnet t u siitd, etti lyo-
filisoidaan patenttivaatimuksen 5 mukaisen menetelmidn tuote.

8. Menetelmd sy&vdn hoitamiseksi ihmisessd ja eldimissi,
tunnettu siitd, ettd annetaan tehokas mdiri
1,1-syklobutaanidikarboksylaatti-diamiiniplatina(II):n
ja a-syklodekstriinin inkluusioyhdistettd.
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