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Opfindelsen angdr anvendelsen af ofloxacin eller
et salt deraf til fremstilling af et topisk praparat i
form af en oplesning til behandling af otopati, hvor
anvendelsen af S-(-)-ofloxacin er udelukket.

5 Almindelige topiske praparater til behandling af
otopativomfatter oplesninger indeholdende antibiotika,
sdsom fradiomycin, kanamycin, chloramphenicol og cefme-
noxim.,

Imidlertid er det blevet pépeget, at disse pre-

10 parater har ototoksicitet som bivirkninger, eller at
deres terapeutiske- virkninger er tilbejelige til at
blive formindsket pd grund af fremkomst af resistente
mikroorganismer.

H.N.O., 34, 1986, side 511-514 refererer til an-

15 vendelsen af gyraseinhibitoren ciprofloxacin ved den:
lokale behandling af kroniske bakterielle infektioner i
Cavum Tympani. Ciprofloxacin blev tilfert i form af en
oplesning, og det viste sig, at ciprofloxacin er et
egnet middel til lokal behandling af otopati.

20 Lab. med., 10, 1986, side 82-83 beskriver den
orale anvendelse af ofloxacin og ciprofloxacin ved be-
handlingen af otopati. .

Infection, 14 (suppl. 4), 1986, side S324-S326
refererer til den orale anvendelse af ofloxacin ved be-

25 handlingen af ofloxacin ved behandlingen af otopati. Pa
baggrund af de forelesbige rapporterede resultater har
ofloxacin vist sig at vare et meget effektivt oralt
stof. '

For at overvinde de ovennavnte problemer er der

30 ydfert omfattende undersegelser, og som et resultat
heraf er narverende opfindelse fremkommet.

Opfindelsen angadr anvendelsen af ofloxacin eller
et salt deraf til fremstilling af et topisk praparat i




DK 175302 B1

-2
form af en oplesning til behandling af otopati, hvor
anvendelsen er S-(-)-ofloxacin er udelukket.

Ofloxacin er 9-fluor-3-methyl-10-(4-methyl-1-pi-
perazinyl)-7-oxo-2,3-dihydro-7H-pyrido[1,2,3-de][1,4]-

5 benzoxazin-6-carboxylsyre. S—(—)-ofloxabin er en af de
optiske isomerer deraf.

Saltene af ofloxacin omfatter syreadditionssalte
med organiske eller uorganiske syrer, fx saltsyre, og
salte dannet fra carboxylgruppen og et alkalimetal, fx

10 natrium eller kalium.

Otopatien som preparatet ifslge opfindelsen
er effektiv mod, omfatter inflammatorisk otopati, sasom
otitis media og otitis externa og is@r purulent otitis
media, otitis externa circumscripta og diffus otitis ex-

15 ternal.

Doseringsformer af det topiske preparat'ifalge
opfindelsen omfatter spray, ore-oplesninger, fx intra-
tympaniske injektionespraparater og eredraber.

‘Oplesningerne kan fremstilles ved at oplese

20 ofloxacin i vand, fysiologisk saltvand eller en pas-
sende puffer, og om eonsket tilsztte antiseptika, fx
methyl-p-hydroxybenzoat og benzalkoniumchlorid, til den
vandige ofloxacinoplesning, og indstille oplesningens
pH-verdi til en verdi i det neutrale omréde. Koncentra-

25 tionen af ofloxacin i den vandige oplesning ligger sed-
vanligvis 1 omr&det fra ca. 0,05 til ca. 2% (vagt/vo-
lumen), og iszr fra 0,1 til 1 % (vegt/volumen).

~ vVed administrering af ofloxacinoplesningen, ap- ’
pliceres adskillige 0,5 ml-doser pr. dag til den udven-

30 dige eregang ved pasmoring, pasprejtning eller inddryp-
ning, eller intratympanisk injektion gennem en punktur
1 den tympaniske membran. :

Ofloxacin er meget sikkert. Akut toksicitet
(LDgy) for ofloxacin blev fundet at vare 5450 mg/kg
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(p.o.) hos mus, 200 mg/kg eller mere (p.o.) hos hunde
og fra 500 til 1.000 mg/kg (p.o.) hos aber.
Przparatet ifslge opfindelsen udviser tydelige
forbedringer i forhold til de sadvanlige medikamenter
ikke blot med hensyn til ototoxicitet men ogsd med hen-

syn til vavsfordeling og enestdende terapeutiske vir-

kninger pd otopati, iszr otitis media og otitis
externa. S3ledes er praparatet ifelge opfindelsen an-
vendeligt som et topisk praparat til behandlingen af
otopati. .

opfindelsen illustreres nu i detaljer ved hjalp
af de efterfelgende eksempler og testeksempler.

‘ Eksempel 1
Ofloxacin blev oplest i destilleret vand til in-
jektion, og oplesningen blev indstillet til en pH-verdi
fra 6,0 til 7,0 og dernast sterilfiltreret til frem-
stilling af en 0,5%'s vandig ofloxacinoplesning.

Eksempel 2
Ofloxacin blev oplest i fysiologisk saltvand, og
oplesningen blev behandlet p4 samme mé&de som i Eksempel
1 for at danne en ofloxacinoplesning.

Eksempel 3
Ofloxacin blev oplest i fysiologisk saltvand, og
oplesningen blev behandlet p& samme made som i Eksempel
1 for at danne en 0,3%'s vandig ofloxacinoplesning.

Testeksempel 1

1) Testmetode:
15 hvide marsvin blev opdelt i de felgende 2
grupper: 10 i en ofloxacin-gruppe, der topisk fik ad-
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ministreret 0,3%'s ofloxacin (herefter benzvnt "0, 3%
OFLx-gruppe"), og 5 1 en kontrolgruppe, der fik indgivet
fysiologisk saltvand.

For testning blev hvert af dyrenes auditoriske
hjernestammerespons (herefter benzvnt "ABR") bestemt
til opnédelse af respons-terskelverdi. En Logon-lydbglge
med en frekvens pd 10.000 blev anvendt som stimulerende
lyd.

Den venstre tympaniske membran blev punkteret
under almindelig anesthesia, og 0,2 ml af ofloxacin-
oplesningen fra Eksempel 3 eller 0,2 ml af kontroloples-
ningeh (fyslologisk saltvand) blev injiceret i mellem-
oret en gang dagligt i 7 p4d hinanden fslgende dage. ABR
blev malt 10 dage efter den sidste injektionsdag.

2) Resultat:
Forskellen mellem ABR-terskelvardien for indgiv-

~A
1 Tabel 1 herunder.

Endring i ABR-te®rskelverdi
Terskelverdi (dB, gennimsnit + stand.afv.)
Fer indgivning Efter indgivning

0,3% OFLX-gruppe 30 + 1,3 34,5 + 1,4
Kontrolgruppe 30 + 1,6 35 + 1,6

Som det fremgdr af tabel 1, er @ndringerne i
terskelvardierne for bade 0,3% OFLX-gruppen og kon-
trol-gruppen sm& (henholdsvis 4,5 dB og 5,0 dB), hvil-
ket indikerer, at reduktionen i akustisk skarphed pi
grund af indgivningen af ofloxacin er ubetydelig.
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Testeksempel 2
1) Forsegsdyr og indgivningsvej:

29 marsvin, der havde en normal Preyer's refleks
(kropsvegt: 250-350 g), blev opdelt i de felgende 3
grupper; 12 i en gruppe, der topisk fik administreret
0,5%'s ofloxacinoplesning (herefter benavnt "0,5%
OFLX-gruppe”); 13 i1 en gruppe, der topisk fik admini-
streret gentamicin (herefter benzvnt "GM-gruppe"); og 4
i en kontrolgruppe, der fik administreret fysiologisk
saltvand.

Efter intramuskule®r indgivning af ketalar og et _
muskelafslappende middel (xylazin), blev der lavet et
snit p4& 2 mm i diameter ved mellemoret fra den bagerste
del af marsvinets ore og et ror med samme diameter

blev indsat i mellemoret gennem &bningen, og det blev
fastgjort med et plaster. Snittet blev syet midlerti-
digt og lukket. Umiddelbart efter operationen blev ABR
milt. Fra den samme dag blev der injiceret 0,2 ml af en
4%'s gentamicinoplesning, 0,2 ml af ofloxacinoplesnin-
gen fra Eksempel 2 eller 0,2 ml af kontroloplesningen
(fysiologisk saltvand) ind i mellemsret gennem reret.
Injektionen blev udfert en gang dagligt i 10 pd hinan-
den felgende dage. P4 den 10'ende dag blev ABR igen
malt, og dyrene blev aflive.

2) Observeringsmetode:

i) Maling af ABR:

. Der anvendtes en trommehindeafledning til maling
af ABR. Grundelektroden blev placeret p& forbenet péa
samme side af marsvinet som det injicerede ore. Den
udvendige eregang blev udsat for en klikkende lyd fra
et ror via en krystalmodtager. Det auditoriske respons
blev givet som en reaktionsbelge, og gennemsnittet af
200 midlinger, der blev udfert af en computer, blev op-
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tegnet af en XY-skriver. ABR-tarskelverdien for de in-
dividuelle dyr blev dannet fra det resulterende elektro-
cocleogram.
ii) Morphologisk observation
a. Mikrbskopisk observation:

En vavsprove (mellemere mucosa) blev fixeret pa
sedvanlig madde i formalin ved anvendelse af den audito-
riske bulla. Efter alkalkning blev preven indstebt i
paraffin og skdret i skiver. Paraffinsektionen blev
farvet med hematoxylin og eosin og undersegt i mikro-
skop.

' b. Observation i scanning—elektromikfoskop (SEM) :

En vavspreve (cochlea) blev vasket grundigt i en
stradle af fysiologisk saltvand og fixeret i en oples-
ning af 2,5% glutaraldehyd i 12 timer ved anvendelse af
en sezdvanlig metode. Dernast blev vavet igen vasket med
phosphatpufferoplesning (pH 7,4) under rystning, fi-
xeret 1 1%'s osmiumsyreoplesning i 1 time og farvet
elektrisk med osmiuntannat. Vavet blev dehydratiseret
med en alkohol ved en sazdvanlig metode og torret ved et
kritisk punkt efterfulgt af katodeforstevning med
platinioner. Den siledes fremstillede preve blev obser-

veret under et scanning-elektronmikroskop model Hitachi
5-570. ’

iii) Bestemmelse af ofloxacin-fordeling

Fordeling -af medikamentet i serum, hjernevav,
mellemgremucosa og cochlear perilymfe blev undersegt
for kontrolgruppen og 0,5% OFLX-gruppen. Der blev op-
samlet en blodpreve fra karotidarterien, 0og hjernevavet
blev udskaret umiddelbart efter halshugning. Melleme-
rets mucosa blev trukket af efter grundig vaskning af
mellemprets hulrum med fysiologisk saltvand. Derefter
blev cochlear perilymfen opsamlet med et glaskappilar-
rer.
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Koncentrationen af medikamentet i .vavet blev te-
stet biologisk ifelge en papir-skivemetode ved anven-
delse af B. subtillis ATCC 6051 og E. coli Kp som testmi-
kroorganismer. ' ’

Serumet blev anvendt ubehandlet til testen.
Hjernevavet blev homogeniseret sammen med en lige s&
stor vegtdel 0,1M phosphat-buffer-oplesning (pH 7,0) 1
et homogeniseringsapparat af glas til opndelse af en

50%'s homogenatoplesning.

Proveudtagningen af perilymfen og mellemeremuco-
sa blev udfert inden for den samme tidszone, og prever-
ne blev forenet keligt. Efter mdling af perilymfens vo-
lumen blev preven fortyndet 10 gange med phosphatpuffer
og testet. P4 den anden side blev mucosapreven testet
efter vejning og homogenisering.

3) Resultat:
i) Endring i akustisk skarphed:

 Endringen i ABR-t@rskelvardierne er vist i ta-
bel 2 herunder.

TABEL 2
ABR-tzrskelverdiendring
Terskelverdiendring

(dB, gnsn.+ stand.afv.)

O,S% OFLX-gruppe -7,9 + 2,8%%
GM-gruppe - -38,5 + 5,8%
Kontrolgruppe - -15,0 + 5,8

Note: **p <0,01 vs. GM-gruppe
*p <0,05 vs. kontrolgruppe

Som det kan ses af tabel 2, blev der malt en re-
duktion 1 akustisk skarphed pd i gennemsnit 15 dB for
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kontrolgruppen, medens GM-gruppen viste en stigning i
ABR-terskelvaerdi pd 38,5 dB, dvs. en bemerkelsesvardig
reduktion 1 akustisk skarphed. P& den anden side viste
0,5%'s OFLX-gruppen en ekstrem lille stigning 1 ABR-
taerskelverdi, dvs. en reduktion 1 auditorisk skarphed pa i
gennemsnit 7,9 dB. Derfor blev det bekraftet, at ofloxa-
cin ikke havde nogen ototoxicitet.
- 1i1) SEM-observationer p& cochlear harcelle:

SEM-billedet af cochleaet i kontrolgruppen eller
0,5%'s OFLX-gruppen afslerede at de ydre og indre har-
cellers h&r ikke led af nogen forstyrrelse i den primzre
drejning og i den 2. og 3. drejning.

P& den anden side afslprede SEM-billedet af
cochlea fra GM-gruppen, at de ydre og indre harceller
led af forstyrelse i hidrcellernes razkke eller forsvin-
den af hdrceller fra den primare drejning til den tre-
die drejning. Der blev observeret en tendens mod, at
forstyrrelsen i de indre harceller blev mere alvorlig
mod den evre drejning. P& den anden side viste de ydre

hédrceller ikke en sddan tendens, dog blev der bemaerket

en sterkere forstyrelse af de ydre harceller ved deres
tredie drejning. N&r SEM blev udfert pd 6 erer fra den
modsatte side af dyrene fra GM-gruppen, blev der ogsa
observeret en lille smule forstyrelse af de ydre héir-
celler i alle tilfelde, pd trods af at GM blev indgivet
direkte til disse orer.

iii) Observationer af mellemgremucosa:

Der blev observeret betydelig betzndelse, s&som
bemezrkelsesverdig celluler infiltrering 1 mucosa eller
fortykkelse af mucous periosteum, hos kontrolgruppen. I
modsztning hertil blev der ikke observeret s&dan in-
flammation i mellemeremucosa hos 0,5%'s OFLX-gruppen og
GM-gruppen.

iv) Fordeling af ofloxacin:
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Resultaterne er vist i tabel 3.

TABEL 3
5 Koncentation af OFLX 1 forskellige vaevstyper efter OFLX-
indgivning.

Tid Ofloxacin-koncentrat (pg/ml eller pg/g

Nr. fra
indgivn. Serum Hijerne Mucosa Lymfe
10 timer
OFLX-
gruppe 1 1-1,5 <0,19 <0,20 78,70 <1,00
2 - 0,91 <0,20
3 - 0,19 <0,20
15 4 - - <0,19 <0,20
5 1,5-2 <0,19 <0,20 45,85 3,80
7 - 1,20 <0,20
9 - 0,19 <0,20
10 - <0,19 <0,20
20 - 6 2-2,5 <0,19 <0,20 40,85 <1,00
11 - <0,19 <0,20
12 - 0,19 <0, 20
13 .- 0,39 <0,20
Kontr.- 1 - : <0,20
25 gruppe 2 ' <0,20

Som’det kan ses af tabel 3 er ofloxacinkoncen-
trationen i serum mindre end 0,19 pg/ml i de fleste
tilfelde af OFLX-gruppen. Derfor fordeles ofloxacin ik-

30 xe til andre vevstyper end mellemoret. Dette ses isear
ud fra den kendsgerning, at koncentrationen af ofloxa-
cin 1 hjernen er mindre end 0,20 pg/g i1 1 alle tilfazl-
de, det samme niveau som i kontrolgruppen. Derfor blev
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det fundet, at bivirkningerne pi centralnervesystemet,
der er tilbejelige til at blive inducerede af anvendel-
sen af nye antibakterielle midler af quinolon-typen,
slet ikke blev fremkaldt ved administrering af ofloxa-
cin 1 oret. PA den anden side var indholdet af ofloxa-
zin i mellempremucosa, sterre end 40 ug/g, hvilket er
af vigtigste set ud fra et effektivitetssynspunkt.

Som demonstreret ovenfor bevirkede topisk admi-
nitstering af ofloxacin i oret i1 det vasentlige ingen
ototoksicitet og udviste fremragende fordeling i det
enskede mellemgremucosa uden at udvise vaesentlig spred-
ning. Til andre vavstyper end den onskede, isar ikke
til  hjernevev. S3ledes menes topiske ofloxacin-
preparater ifelge opfindelsen til otopati at vare over-
ordentligt klinisk anvendeloge.

Testeksempel 3

externa
induceres gennem bakteriel infektion. Derfor er ofloxa-
cins antibakterielle aktiviteter mod alle bakterier,
der er isoleret fra en lasion hos en patient, der lider

af purulent otitis media, testet til sammenligning med

andre medikamenter mod otopati. De opndede resultater
er vist i tabel 4 herunder.
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Som det fremgdr af tabel 4 ovenfor udviser oflo-
xacin endnu bedre antibakteriel aktivitet pd bakterier,
der bevirker purulent otitis media, end andre alminde-
lige medikamenter.
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PATENTIKRAV

1. Anvendelse af ofloxacin eller et salt deraf
til fremstilling af et topisk przparat i form af en
oplesning til behandling af otopati, hvor anvendelsen
af S-(-)-ofloxacin er udelukket.
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