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Vaikutusaineyhdistelmd@ ja niiden valmistus - Kompositioner av

verkningsmedel och deras framstdllning

Keksinndn kohteena on vaikutusaineyhdistelmid, joilla on an-
tibiocottisia ominaisuuksia, niiden valmistus ja kdyttd sekd niihin
pohjautuvia farmaseuttisia valmisteita.

Yhdisteet, joilla on yleinen kaava:

2 1
R R 0 op

H, N——CH——CO——NH——CH P I
\
(b) (a) OH

jossa RL on vety, metyyli, hydroksimetyyli, mono-, di- tai trihalo-
geenimetyyli-ryhmé; R2 on alempi alkyyli-, hydroksi-alempi alkyyli-
tai guanidiini - alempi alkyylit&hde, joka on luonteenocmainen -amino-
hapolle, jota ei yleensd esiinny proteiineissa ja konfiguraatiot
C-atomeilla (a) ja (b) ovat R, (kun Rl # H) tai L, sekd niiden fysio-
logisesti siedettdvidt suclat ovat tunnettuja. NHilld yhdisteilld

on bakteerinvastainen vaikutus.



Nyt keksittiin, ettd vaikutusainéyhdistelmét, jotka sisdltaviat
kaavan I yhdisteen tai sen fysiologisesti siedettd@vdn suolan yhdes-
sd Nocardicin—antibiootin kanssa, siis yhdistelmdt, joita tdhdn as-
ti ei ole esitetty, ovat varsin kiinnostavia Nocardicin-antibiootin
vahvistamisen kannalta.

Tdssd patenttihakemuksessa ja siihen kuuluvissa patenttivaati-
muksissa tarkoittaa ilmaisu "alempi alkyyli" suora- tai haaraketjui-
sia alkyyli-t&hteitd, joissa on edullisesti hiiliatomeja 8:aan asti,
kuten esimerkiksi etyylid, propyylid, butyylid, tertmbutyylid, pen-
tyylid ja heksyylid. Esimerkkejd hydroksi-alemmista alkyyliryhmisté&
ovat hydroksietyyli, 3-hydroksipropyyli ja 4-hydroksibutyyli. Ilmai-
su "halogeeni" kédsitt&4 fluorin, kloorin, bromin ja jodin; esimerkke-
jd& halogeenimetyyliryhmistd ovat kloorimetyyli, dikloorimetyyli ja
trifluorimetyyli.

Edullisia kaavan I yhdisteitd ovat ne, joissa R on vety tai
metyyli. Samoin ovat edullisia kaavan 1 yhdisteet, joissa R2 on alem-
pi alkyyli, erityisesti etyyli, n-propyyli tai n-butyyli. Esimerk-
keind edelld mddritellyistd kaavan I yhdisteistd ovat:

(1R)-1-/L- (4 ~aminobutyryyli)-amino/-etyylifosfonihappo,
(1R)-1-(L-norleusyyliamino)-etyylifosfonihappo,
(1R)-1-(L-norvalyyliamino)-etyylifosfonihappo,
(L—o(—aminobutyryyliamino)—metyylifosfonihappo,
(L-norleusyyliamino)-metyylifosfonihappo,
{L-norvalyyliamino)-metyylifosfonihappo,

(1R)-1- (L-homoarginyyliamino)-etyylifosfonihappo,
(L-hatoarginyyliamino)-metyylifosfonihappo.

Edelld esitetyistd yhdisteista on (lR)-1-(L-norva.yyliamino)-
etyylifosfonihappo edullinen.

Kaavan I yhdisteiden fysiologisesti siedettdvid suoloja muo-
dostetaan fysiologisesti siedettdvilld vahvoilla hapoilla (esim.
HC1l, HBr, HZSO4, metaanisulfonihappo ja p-tolueenisulfonihappo)
ja emdksilld (esim. Na0OH ja KOH).

Ndiden yhdistelmien Nocardicin-antibiootti voi olla joku esi-
merkiksi saksalaisessa julkiseksitulojulkaisussa nro 25 29 941

mainituista, mutta on edullisesti Nocardicin A.



Yhdisteen I tai sen jonkun suolan painosuhde Nocardicin-
antibioottiin voi keksinndn mukaisissa yhdistelmissd vaihdella laa-
joissa rajoissa. Tavallisesti se on v&dliltd 1:000 - 100:1, edulli-
sesti 1:64 - 64:1. Erityisen edullinen on suhde v&dlilta l:16-16:1.

Tamén patenttihakemuksen vaikutusaineyhdistelmid valmistetaan
siten, ettd kaavan I yhdiste tai sen fysiologisesti siedettdva
suocla ja Nocardicin-antibiootti sekoitetaan toistensa kanssa edelld
mainituissa painosuhteissa. |

Keksinn®Gn mukaisilla vaikutusaineyhdistelmilld on bakteerin-
vastainen vaikutus, jolloin vaikutukset Pseudomonas-, Proteus- ja
Serratia-lajeja (esim. Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,
Proteus morganii, Proteus vulgaris ja Serratia marcescens) vastaan
ovat erityisenkiinnostavia.Niit8 voidaan siten kdyttdd bakteeri-
infektioiden hoitoon ja ehkdisyyn. Ndistd vaikutusaineyhdistelmia
voidaan antaa suun kautta tai ruoansulatuskanavan ulkopuolisesti.

Keksinndn mukaisten vaikutusaineyhdistelmien in vitro-aktiivi-
suus osoitettiin seuraavalla tavalla:

Valmistettiin kaavan I yhdisteiden ja Nocardicin A:n seosten
vakevoityjd liuocksia halutuissa painosuhteissa ja nditd laimennet-
tiin sitten mielivaltaisesti. Laimennettujen liuosten tasaosia se-
koitettiin sopivan ravinto-aagarin kanssa petrimaljoissa. Vertailua
varten valmistettiin samanlaisia aagarimaljoja, jotka ravintov&dli-
aineen lis8ksi sis&dlsivdt yhdistettd I tai Nocardicin A:ta yksi-
nddn. Pinta-ymppdyksen Jjdlkeen mikro-organismeilla pidettiin 24 tun-
tia 37OC:ssa, mddritettiin sitten v8himmdisestovidkevyys (M.I.C.) Jja
laskettiin F.I.C.-indeksi. Tulokset, kdyttden edustavia kaavan I yh-
disteitd, nimittdin (IR)-1-(L-norvalyyliamino)-etyylifosfonihappoa
ja l-(L-norvalyyliamino)-metyylifosfonihappoa, on koottu taulukoi-
hin 1-4.
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Taulukko II

Nocardicin A:n ja (1lR)-1-(L-norvalyyliamino)-etyyli-
fosfonihapon seosten, eri suhteissa, vaikutus Pseudo-
monas aeruginosa-kantoihin

~ Nocardicin A + Peptidi
kant No. - v o
MAaia e M.I.C. (pg/ml) | F.I.C. indeksi
NCTC 2099 _ o V\ 16 __ -
4:1 12.843.2 0.81
2:1 10.7+5.3 0.69
1:1 8+8 0.53
1:2 5.3+10.7 0.37
1:4 3.2+12.8 0.25
1:8 1.8+14.2 0.17
1:16 1.9+30.1 0.24
L322 | +3) 1 .0.18
0:1 256 -
511019 L0 _t__._64 _ ol T
4:1 25.6+6.4 .42
2:1 21.3+10.7 £0.37
1:1 16 +16 {O0.31
1:2 10.7+21.3 <0.25
1:4 6.4+25.6 <0.2 |
1:8 3.6+428.4 <0.17 !
1:16 3.8460.2 0.29
__li§2_m____l;?iéZ_l_________fQ;ZZ _______
0:1 >256 -
511041 L0 32 ]
4:1 25.6+6.4 0.82
2:1 21.3+10.7 0.71
1:1 16 +16 0.56
1:2 10.7+21.3 0.42
1:4 6.4+25.6 0.3
1:8 3.6+28.4 0.22
1:16 3.8+460.2 0.35
J_i:32 | l.9%62.1 | _____ 0.30______ i
i 0:l 256 - i
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Taulukko IV

Nocardicin A:n ja l(L-Norvalyyliamino)-metyyli-
fosfonihapon seosten vaikutus Pseudomonas aeruginosa'a,
Proteus vulgaris'ta ja Serratia marcescens'a vastaan

. M.I.C. (ug/ml)
Mikro-orga- . T Nocardicin A |F.I.C.
nismi Nocardicin| Peptidl Seos " peptidi
A ' ' indeksi
Ps. aeruginosa 8 >128 16 1:16 <0.24
P. vulgaris 64 45.2 8 1:2 0.16
S. marcescens 16 . 4 4 4:1 0.4

Keksinntn mukaisten yhdistelmien in vitro-aktiivisuus voidaan
osoittaa my&s mikrotiitteri-shakkilauta-menetelmdn mukaisesti. Tdssd
menetelmdssd valmistetaan yhdisteiden I ja Nocardicin-antibiootin
suodatin-steriloituja perusliuoksia, jotka ovat 4,8 kertaa niin
vidkevia kuin testattavat liuokset. Viljelyvdliaineen tasaosia
(SO/ul) pantiin kaikkiin 12 (1-12) x 8 (A-H) syvennyksiin mikrotiit-
teri-levysséd, lukuunottamatta syvennystd 12H. Kulloinkin SO/ul
peptidi-liuvosta lisd@ttiin sitten jokaiseen syvennykseen 12. rivis-
sd ja lOO/ul syvennykseen 12H. Peptidi-pitoisia liuoksia laimennet-
tiin sitten riveissd A-H siten, ettd kulloinkin siirrettiin SO/ul
rivista 12 riviin 11, sekoitettiin hyvin ja sitten jdlleen siir-
rettiin SO/ul riviin 10 ja t&td menettelyd toistettiin riviin 2
asti, niin ettd rivi 1 jatettiin pois. Sitten lisdttiin kulloinkin
SO/ul Nocardicin-antibiootin liuosta jokaiseen syvennykseen H rivis-
sd& ja laimennettiin samalla tavalla kuin edelld kuvattiin riveissi
1-12, jolloin viimeinen syvennys jokaisessa rivissd@ jédtettiin pois.
Senjdlkeen kuntilavuudet kaikkialla oli saatettu lOO/ulzksi lisda-
malla 50/ul ravintonestettd, lisdttiin 20/ul testi-organismin yli
y6n viljellyn viljelyksen 1/1000 laimennosta. Ravistelemalla huo-
lehdittiin tasaisesta jakautumisesta, minkd jdlkeen levyt suljet-

tiin liimanauhasuikaleilla. Vdhimmdisestovikevyydet mddritettiin



jotka viljelyjen 18-tuntisen inku-
(1R) -

1- (L-norvalyyliamino) -~etyylifosfonihapolla ja Nocardicin D:11ld

niind vdhimmdisvakevyyksind,

boinnin jdlkeen estivdt ndkyvdn samentumisen. Tulokset

on koottu taulukkoon V.

Taulukko V

Nocardicin D:n ja (1lR)-1-(L-Norvalyyliamino)-etyylifosfoni-
hapon seosten vaikutus Pseudomonas aeruginosa-kantoja vas-

taan
Kanta M.I.C. (pg/ml)
No. o ‘ L Seos Nocardicin A F.I.C.
Nocardicin D | Peptidl ) indeksi |
511019 >512 >256 192 2:1 <0.25
511027 512 64 64 0.56
511030 128 256 72 1:8 0.31

Keksinndn mukaisten yhdistelmien in vivo-aktiivisuudet tes-
tattiin Pseudomonas-verenmyrkytysten avulla hiirissd, jolloin anta-
minen tapahtui yhden tunnin, kolmen tunnin ja viiden tunnin ku-

Tulokset,

(1R)-1-(L-norvalyyliamino)-etyyli-fosfonihapolla ja

luttua vatsaontelon sisdisestd tartuttamisesta. jotka
saatiin

Nocardicin A:1lla, on koottu seuraavaan taulukkoon VI.

Taulukko VI

CDSO (mg/kg s.c. 3 x)

Mikro-organismi Paino- F.I.C.
Nocar- suhde indeksi
dicin A|Peptidi| Seos

Ps, aeruginosa BA 43 >200 18 + 18 1:1 <0.51
" " 143724 | >S50 >200 25 + 25 1:1 <0.63
" " 143811 | »50 >200 18 + 18 1:1 <0.45
" " M 7801} >50 135 15 + 15 l:1 <0.41




Keksinndn mukaisia vaikutusaineyhdistelmid voidaan antaa far-
maseuttisten valmisteiden muodossa, jotka samoin ovat tamdn keksin-
ndn kohteena. Valmisteiden valmistusta varten tulevat kysymykseen
tavalliset kaavan I yhdisteiden tai niiden suolojen ja Nocardicin-
antibioottien kanssa siedettdvdt farmaseuttiset kantimet. Kanto-
aineet voivat olla luonteeltaan nestemdisid tai kiinteitd, orgaa-
nisia tai epdorgaanisia ja niitd ovat esimerkiksi vesi, gelatiini,
manniitti, mineraalidljyt, kasvidljyt, arabikumi, propyleeniglyko-
lit tai polyalkyleeniglykolit.

Farmaseuttisten valmisteiden valmistus voi tapahtua sindnsé
tunnetulla tavalla, esimerkiksi siten, ettd yksittdiset komponentit
sekoitetaan sopivien kantoaineiden kanssa ja saatetaan sopivaan
galeeniseen muotoon.

Farmaseuttiset valmisteet voivat olla kiinte&ssd muodossa
(esim. lyofilaatteina) tai nestemdisessd muodossa (esim. liuoksina,
suspensioina tai emulsioina). Mahdollisesti ne ovat steriloituja
ja/tai sisdltdvdt mita apuaineita, kuten sdildntidaineita, stabi-
loimisaineita, kostutusaineita tai emulgoimisaineita, makua paran-
tavia aineita,suocloja osmoottisen paineen muuttamiseksi tai pusku-
riaineita. Kédytettdessd puskureita voi valmisteiden pH-arvo vaih-
della tavallisissa rajoissa.

Keksinndn mukaisten vaikutusaineyhdistelmien pitoisuus far-
maseuttisissa valmisteissa voi vaihdella laajoissa rajoissa. Opti-
maalinen pdivittdinen annos riippuu tosiasiallisesti kdytetyistd
komponenteista, antotiestd, infektion laadusta jne. Siten on pdi-
vittdinen annos esimerkiksi ruoansulatuskanavan ulkopuolisesti
annettaessa n. 200 - 2000 mg aktiivisten komponenttien seosta.

Tdmd annos voidaan antaa kerta-annoksena tai osa-annoksina ja
sitd voidaan erikoistapauksissa kulloinkin 1&ddk&rin mddridyksen mu-
kaan yksildllisten vaatimusten perusteella lisdtid t3i vahentdi.

Esimerkki 1

Seos injektioliuosten valmistamiseksi, Jjoka sisdltdd seuraa-
vat aineosat:
Nocardicin A-natriumsuola 200,0 mg
(1R)~1=(L-norvalyyliamino)-etyylifosfonihappo 200,0 mg

trinatriumsitraatti 200,0 mg
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Jauhetut yksittdiset aineosat sekoitettiin huolellisesti
toistensa kanssa Jja tdytetddn steriileissd olosuhteissa sopiviin
sdilidihin. Injektioliuoksen valmistamiseksi voidaan saatu seos
liuvottaa 2 ml:aan vettd injektiotarkoituksia varten.

Esimerkki 2

Lyofilaatti injektioliuosten valmistusta varten, joka sisdltdd

seuraavat aineosat:

Nocardicin A-natriumsuola ' 200,0 mg
(lR)-1-(L-norvalyyliamino)-etyylifosfonihappo 200,0 mg
trinatriumsitraatti 200,0 mg
D-manniitti 200,0 mg

Ndiden aineosien vesipitoinen liuos pakastekuivattiin. Injek-
tioliuoksen valmistamiseksi saatu lyofilaatti liuotettiin 2 ml:aan
vettd injektiotarkoituksia varten.

Esimerkki 3

Valmistetaan injektioliuos liuottamalla 100 ml Nocardicin
A-natriumsuolaa 1 ml:aan liuosta, joka sisdltdd 100 mg (1R)-1-
(L-norvalyyliamino)-etyylifosfonihappoa ml:aa kohti sopivaa pus-

kuria. Sopivalla puskurilla veci olla seuraava koostumus:

natriumkloridi 8,3 mg
trinatriumsitraatti 50,0 mg
dinatriumsitraatti 50,0 mg
vettd injektiota varten ad 1,00 ml

Esimerkki 4

Jauheseoksella injektioliuosten valmistusta varten voi olla

seuraava koostumus:

Nocardicin A-natriumsuola 200,0 mg
l1-(L-norvalyyliamino) -metyylifosfonihappo 200,0 mg
trinatriumsitraatti 200,0 mg

Tdm8 seos valmistetaan yhdenmukaisella tavalla esimerkin 1
kanssa. Injektioliuoksen valmistusta varten seos liuotetaan 2 ml:aan

vettd injektiotarkoituksia varten.

Esimerkki 5

Jauhemainen seos injektioliuosten valmistamiseksi, jolla on

seuraava koostumus:
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Nocardicin D-natriumsuola 200,0 mg
(LR) -1-(L-norvalyyliamino)-etyylifosfonihappo 200,0 mg
trinatriumsitraatti 200,0 mg

Seos valmistetaan esimerkin 1 kanssa yhdenmukaisella tavalla.
Injektioliucksen valmistamiseksi seos liuotetaan 2 ml:aan vettd

injektiotarkoituksia varten.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd vaikutusaineyvhdistelmien valmistamiseksi,
joilla on antibioottisia ominaisuuksia ja jotka sisdltdvdt yhdis-

teen, jolla on yleinen kaava:

2
? Rt 0 oK
l
HoN — CH — cO— NH-—-EH-— " T
~
(b) (a) OH

1 on vety, metyyli, hydroksimetyyli, mono-, di- tai triha-

jossa R
logeenimetyyliryhmé&; R? on alempi alkyyli-, hydroksi-alempi alkyy-
li~- tai guanidiini-alempi alkyylit&hde, joka on ominainen -amino-
hapolle, jota ei normaalisti esiinny proteiineissa, ja konfiguraa-
tiot C-atomeilla (a) ja (b) ovat R (kun R° # H) tai L, tai tdllai-
sen yhdisteen fysiologisesti siedettdvidn suolan sekd Nocardicin-
antiobiootin, t un n e t t u siitd, ett&d kaavan I yhdiste tai

sen fysiologisesti siedett&dvd suola ja Nocardicin-antibiootti se-
koitetaan toistensa kanssa.

2. Patenttivaatimuksen 1l mukainen menetelmd, t unnet¢ttu
siitd, ettd Nocardicinantibiootti on Nocardicin A.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t un n e t-
t u siitd, ettd kaavan I yhdisteessa rl on vety tai metyyli.

4. Jonkun patenttivaatimuksien 1-3 mukainen menetelmd, t u n-
net tu siitd, ettd kaavan I yhdisteessa R2 on alempi alkyylitdhde.

5. Jonkun patenttivaatimuksen 1-4 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd kaavan I yhdiste on (1R)-1-(L-norvalyyliamino)-
etyylifoefonihappo.

6. Mencelmd farmaseuttisten valmisteiden valmistamiseksi, jotka
pohjautuvat patenttivaatimuksen 1-5 mukaisesti saatavaan vaikutusai-
neyhdistelmddn, t un n e t tu siitd,ettd kaavan I peptidi tai sen
fysiologisesti siedett&vd suola ja Nocardicin-antibiootti sekoitetaan

ei-myrkyllisen, inertin, terapeuttisesti siedettdvidn, kiinte&n tai
nestemdisen kantimen kanssa ja saatu seos saatetaan haluttuun galeeni-

seen muotoon.
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Patentkrav:
1. Fbrfarande f6r framstdllning av kombinationer av verknins-

medel med antibiotiska egenskaper, innehdllande en férening med den
allm&nna formeln:

2
" R0
Il
HN—CH —CO— NH— CH— p— I

ddr Rl dr vdte, metyl, hydroximetyl, en mono-, di- eller trihalogen-
metylgrupp; R2 dr en ldgre alkyl-, hydroxi-ldgre alkyl- eller
guanidin~ldgre alkylrest som dr karakteristisk f&r en i proteiner
normalt inte f&rekommande -aminosyra, och konfigurationerna vid
C-atomen (a) och (b) dr R (da Rl # H) eller L, eller ett fysio-
logiskt godtagbart salt av en sadan f8rening och ett Nocardicin-
antibiotikum, k & n ne tecknat ddrav, att en fbBrening av
formeln I eller ett fysiologiskt godtagbart salt ddrav.och ett
Nocardicin-antibiotikum blandas med varandra.

2. Forfarande enligt kravet 1, k a8 nne t e cknat déarav,
att Nocardicin-antibiotikumet &r Nocardicin A,

3. Forfarande enligt kravet 1 eller 2, k &nne teck -~
n a t ddrav, att i fOreningen av I R dr vdte eller metyl,

4, Fo6rfarande enligt nagot av kraven 1-3, k 4 nnetec k-
n a t didrav, att i fOreningen av formeln I R2 dr en l&gre alkylrest,

5. FoOrfarande enligt nagot av kraven 1-4, k & nne te c k-
n a t didrav, att foreningen med formeln I &r (1R)=1l~(L-norvalylami-
no) ~etylfosfonsyra,

6. Forfarande f&r framstdllning av farmaceutiska preparat pa

basis av en enligt kraven 1-5 erh&llbar kombination av verkningsmedel,
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kdnnetecknat didrav, att en peptid av formeln I eller
ett fysiologiskt godtagbart salt ddrav och ett Nocardicin-antibio-
tikum blandas med en ej-toxisk, inert, terapeutiskt godtagbar, fast
eller flytande b&rare och den erhdllna blandningen bringas i den

dnskade galeniska formen.
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