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Yhdiste - Amneskomposition

Jakamalla erotettu hakemuksesta 2717/74 - Avdelad fr&n ansdkan
2717/74

Tamd keksintd koskee uusia, bakteereja tuhoavia synergistisid aine-
seoksia, jotka sis&dltdvdt penisilliini- tai kefalosporiinijohdan-
naisia, tdllaisten aineseosten valmistusmenetelmid ja infektiosai-

rauksien hoitomenetelmdsi.

Keksintd koskee erityisesti erdstd bakteereja tuhoavaa synergistis-
t4 aineseosta, joka muodostuu olennaisesti seuraavista aineista:
a) tunnetusta, kliiniseen k&yttddn soveltuvasta penisilliinistd

tai kefalosporiinista, jonka kaava on

s
R -CO - NH - CH - CH—_

CO - N

Ry

jossa kaavassa R on orgaaninen happojdannds ja R, on valittu ryh-

mésté, johon kuuluvat kaksoisvalenssiset radikaalit

_~CH
\\c;\\ 3 \\CHZ
CH, ja [
-CH - COOR, H
-C - COOR



joiden kaavassa R2 on valittu ryhmédstd, johon kuuluvat vety, farma-
seuttisesti soveltuva kationi tai farmaseuttisesti soveltuva este-
riryhmd, joka hydrolysoituu nopeasti in vivo, ja Rz on valittu ryh-
mdstd, johon kuuluvat H, CH,COO-, l-pyridiniumi ja 2-metyyli-1;,3,4-
tiadiatsoli-5-yylitio; ja

b) tunnetusta, kliiniseen kdyttdon soveltuvasta penisilliinistd,

jonka kaava on

5 _— 85 CH
NN - CH =N - CH - CH \c<3
Rg CHy II
CO-N—_  CH - COOR4:’

jossa kaavassa R4 on valittu ryhmédstd, johon kuuluvat vety, farma-
seuttisesti soveltuva kationi tai farmaseuttisesti soveltuva esteri-
ryhmd, joka hydrolysoituu nopeasti in vivo, ja jossa Rg ja Rg, jotka
voivat olla samat tai erilaiset, on valittu ryhmdst&d, johon kuulu-
vatalkyyliryhmd, mono- tai bisyklinen aryyliryhmd, aralkyyliryhmd,
sykloalkyyliryhmé, sykloalkyyli-alkyyliryhm& tai heterosyklinen ryh-
md, tai Ry ja Rg muodostavat yhdessd rengassysteemin.

Edella kuvattu aineseos sisdltdd kaavojen I ja II mukaisia yhdistei-
td painosuhteessa, joka vaihtelee 10:1 - 1:10, etupdidssd pai-
nosuhteessa 2:1 -~ 1:2. Seokseen voidaan 1iittdd, mik&li niin halu-

taan, jokin farmaseuttisesti sopiva kantoaine.

Ylldttden on osoittautunut, ettd yhdistettdessd yleisen kaavan I
mukaista yhdistettd ja yleisen kaavan II mukaista yhdistettd, jol-
loin muodostuu edelld kuvattu aineseos, aiheutuu siitd molempien
yhdisteiden bakteereja tuhoavan vaikutuksen huomattava kohoaminen.
Ndin ollen tdm&d keksintd koskee myds menetelmdd, jonka avulla voi-
daan lisdtd edelld olevan kuvauksen a) kohdassa mainitun kliiniseen
kdyttddn soveltuvan penisilliinin tai kefalosporiinin bakteereja
tuhoavaa vaikutusta, ja tdssd menetelmdssd niihin lisdt&d&n jokin

mddrd kuvauksen b) kohdassa mainittua penisilliinid.

Toinen yll&ttdvd havainto on, ettd bakteeriorganismeissa ei kehity
niin helposti resistenssid kaavojen I ja II mukaisten yhdisteiden

yhdistdlm#in suhteen, kun ndiden yhdisteiden suhteen sellaisenaan.



Useilla yleisen kaavan I mukaisilla penisilliineilld ja kefalospo-
riineilla on tunnetusti vahva bakteereja tuhoava vaikutus ja sel-
laisia penisilliinej&d ja kefalosporiineja k8ytetd&dn suuressa mitassa
infektiosairauksien hoitamiseen, jotka ovat gram-positiivisten tai
gram-negatiivisten bakteerien aiheuttamia. KeksinnGn mukaiseen aine-
seokseen parhaiten sopivia penisilliinejd tai kefalosporiineja ovat
kliinisesti kdytetyt penisilliinit tai kefalosporiinit, kuten bent-
syylipenisilliini, fenoksimetyylipenisilliini, fenoksietyylipenisil-
liini, fenoksipropyylipenisilliini, 2,6-metoksifenyylipenisilliini,
3-fenyyli-5-metyyli-4-isoksatsolyylipenisilliini, 3-o-kloorifenyyli-
5-metyyli-4-isoksatsolyylipenisilliini, 3-(2,6-dikloorifenyyli)-5-
metyyli-4 -isoksatsolyylipenisilliini, 3-(2-fluori-6-kloorifenyyli)-
5-metyyli-4-isoksatsolyylipenisilliini, 6-(2~etoksi-l-naftamido)-pe-
nisillaanihappo, a-karboksibentsyylipenisilliini, 6-(D-g-aminofenyy-
liasetamido) -penisillaanihappo, 6-(D-g—amino-p-hydroksi-fenyyliaset-
amido) -penisillaanihappo, a-karboksi-3-tienyylimetyylipenisilliini,
6- (D-a-sulfoaminofenyyliasetamido) ~penisillaanihappo, g-hydroksisul-
fonyyli-bentsyylipenisilliini, g-indanyylioksikarbonyyli-bentsyylipe-
nisilliini ja vield 6-(D-g-amino-3-tienyyliasetamido)-penisillaani-
happo, 6-(D-g-atsidofenyyliasetamido)-penisillaanihappo ja 6-(D-qg-
atsido-m-fluorifenyyliasetamido)-penisillaanihappo, 2-tenyylikefalo-
sporiini, bentsyylikefalosporiini, syanometyylikefalosporiini, 4-py-
ridyylitiometyylikefalosporiini, 7-(D-g-aminofenyyliasetamido)-kefa-
losporaanihappo, 7-(D-a~amino~fenyyliasetamido)-desasetoksikefalo-
sporaanihappo, 7~(2-tienyyli)-~asetamido-3-(l-pyridyylimetyyli)-3-ke-
fem-4-karboksylaattibetaiini, 7-(lH-tetratsol-l-yyli)-asetamido-3-
(2-metyyli-1,3,4~-tiadiatsoli-5-yylitio)-metyyli~3-kefem-4-karboksyy-
lihappo ja niiden farmaseuttisesti sopivat suolat, jotka on muodos-
tettu farmaseuttisesti sopivien orgaanisten tai epdorgaanisten emds-
ten avulla. Koska keksinndn mukaisia aineseoksia annetaan lddkkeeksi
oraalisesti, voivat kaavan I mukaiset penisilliinit tai kefalospo-
riinit kdsittdd mySs niiden estereitd, jotka hydrolysoituvat nopeas-

ti in vivo. Esimerkkeind sellaisista sopivista esteriryvhmistd mainit
takoon asyylioksi-alkyyliryhmdt, kuten asetoksi-metyyli, pivaloyyli-
oksi-metyyli tai l'-asetoksi-etyyliryhmd; tai alkyylioksikarbonyy-
lioksi-alkyyliryhmdt kuten etoksikarbonyylioksimetyyli tai 1l'-etok-
sikarbonyylioksi-etyyli-ryhm&.

Yleisen kaavan II mukaisilla penisilliineillid on my®&skin voimakas

antibakteerinen vaikutus; n&itd t&hdn asti tuntemattomia penisil-



liinejd kuvaillaan hollantilaisessa patenttihakemuksessa n:0

70 16 435. Keksinn®n mukaisessa aineseoksessa suosituimpia kaavan

ITI mukaisia penisilliinejd tai penisilliiniestereitd ovat: 6—1Theksa-
hydro—lH—atsepin—l—yyli)—metyleeniaming7—penisillaanihappo, pivalo-
yylioksimetyyli-G-LTheksahydro—lH—atsepin-l—yyli)—metyleeniamin97—
penisillanaatti, 6-/(piperidyyli-1)-metyleeniamino/-penisillaani-
happo, 6-£Tetyyli)—isoPropyylimetyleeniamin97—penisillaanihappo, ase-
toksimetyyli-6-/(heksahydro-lH-atsepin-1l-yyli)-metyleeniamino/-pe-
nisillanaatti, pivaloyylioksimetyyli-6-/(heksahydro-1-(2H)-atsosin-
nyyli)-metyleeniamin97-penisillanaatti, etoksi-karbonyylioksimetyy-
li-G—LTheksahydro—lH—atsepin—l—yyli)-metyleeniaming7—penisillanaatti,
l'-etoksi—karbonyylioksi—etyyli—G;LTpiperidyyli—l)—metyleeniaming7—
penisillanaatti, l'—asetoksietyyli-6—17heksahydro—lH-atsepin—l—
yyli)-metyleeniamin97—penisillanaatti, etoksikarbonyylioksimetyyli-
G—LTN-etyyli—N—isopropyyliformamido)-N'-amin97—penisillanaatti, 1'-
etoksikarbonyylioksi-etyyli—G—LTheksahydro-l—(2H)—atsosinnyyli)-me-
tyleeniamin97-penisillanaatti ja 1'-etoksikarbonyylioksietyyli-6-
LTheksahydro-lH—atsepin—l—yyli)—metyleeniamin97—penisillanaatti ja

niiden farmaseuttisesti sopivat suolat.

Keksinndn mukaisia aineseoksia voidaan valmistaa erilaisilla yhdis-
tdmismenetelmills , jotka tunnetaan pemisilliinej&d tai kefalosporii-
neja sisdltd@vien aineseosten valmistuksesta. Yhdistdmistd voi seu-
rata kemiallisia reaktioita uuden aineseoksen komponenttien v&lilla.
Yhdistdmiseen voidaan liitt&8& my®s keksinndn mukaiseen seokseen
kuuluvien penisilliinien ja kefalosporiinien esterien ja suolojen
valmistaminen samanaikaisesti. On otettava my8s huomioon, ettd uutta
keksinndn mukaista seosta on pidettdvd madrdtyssd mielessd uutena
kemiallisena yksildnd, koska uudella aineseoksella on ainutlaatui-
nen antibakteerinen vaikutus, joka ercaa tédysin siitd vaikutuste-
hosta, joka voidaan laskemalla johtaa yksityisten aineosasten vai-

kutuksesta.

Kyseessd olevan keksinndn mukaista aineseosta voidaan antaa joko
oraalisesti tai ruiskeena. Aineseokseen voidaan yhdistd&8 valinnan-
varaisesti muita aineita, kuten farmaseuttisesti sopivia kiinteitd
tai nestemdisid kanto- tai laimennusaineita, ja ne voivat olla mitéd
tahansa yleisesti kdytdssd olevia farmaseuttisia valmisteita, jotka
ovat tunnettuja penisilliiniterapiasta, esimerkiksi valmisteita,

jotka soveltuvat annettaviksi oraalisesti kuten tabletteja, jyva-



sid, kapseleita, kolloidoituvia jauheita, joista voidaan valmistaa
vesilietteitd annettaviksi oraalisesti, liuoksia, suspensioita tai
emulsioita, tai valmisteita, jotka soveltuvat annettaviksi paren-
teraalisesti, esimerkiksi vesiliuoksia tai liuoksia, Jjoissa ei ole
vettd, tai suspensioita, tai hajautuvia jauheita, joista voidaan
valmistaa steriilejd vesidispersoita, tai ulkonaisesti k&ytettdvia

valmisteita, esimerkiksi voiteita.

Keksinndn mukaisten aineseosten toksisuus on pieni ja ne siedetdé&n
hyvin. Kun hoidetaan bakteeri-infektioita ihmiselld, annetaan kek-
sinndn mukaista aineseosta esimerkiksi niin paljon, ettd se vastaa
5-200 mg/kg/pdivissid aktiivista ainetta, ensisijassa 10~-100 mg/kg/-
pdivdssd jaettuna annoksiin, esimerkiksi kaksi, kolme tai neljd ker-
taa pdivdssd. Niitd annetaan esimerkiksi annosyksikkdinid, jotka si-

sdltdvdt 175, 350, 500 ja 1000 mg aineseoksen aktiivisia aineosia.

On itsestddn selvdd, ettei ole tarpeen antaa molempia aktiivisia
edelld olevan kaavan I ja II mukaisia komponentteja siten, ettd ké&y-
tetddn keksinndn mukaista aineseosta, joka sisdltdsd molempia aktii-
visia komponentteja. Olennaista on, ettd nditd molempia aktiivisia
aineosia annetaan lddkkeeksi silld tavoin, ettd ne ruumiin sisdlléd
voivat vaikuttaa synergistisesti. Tdmd merkitsee tavallisesti sit§,
ettd molemmat komponentit on annettava samanaikaisesti, so. niin ly-
hyen ajan sis&dlld, ettd yhdisteet voivat vaikuttaa synergistisesti.

Seuraavat esimerkit valaisevat keksinntn mukaisten aineseosten

huomion arvoista antibakteerista synergistista vaikutusta.

Esimerkki 1

6- (D-a-amino-fenyyliasetamido)-penisillaanihapon ja G—ATheksahydro-
lH-atsepin—l-yyli)—metyleeniamin97—penisillaanihapon vhdistelmdn

in vitro vaikutus -

Mddr&dttiin 6- (D-o-aminofenyyliasetamido) -penisillaanihapon I,
6-£Theksahydro—lH-atsepin—l—yyli)-metyleeniamin97—penisillaanihapon
II ja yhdistelmd&n III, joka sisdlsi yhtd suuret osat nditd yhdis-
teitd, in vitro-vaikutus kliinisesti eristettyihin enterobakteerei-
hip sarjalla laimennuskokeita. Tryptofosfaattisubstraattiin, joka
sisilsi sopivat konsentraatiot yhdisteitd tai niiden yhdistelm&s,
istutettiin 0,5-10% - 5-10% erilaisia mikroeliditd, joita tutkittiin

ja inkuboitiin yli y6n limpStilassa 379C. Pienimmdksi inhiboita-



vaksi konsentraatioksi (M.I.C.) mddriteltiin se yhdisteiden tai

niiden seoksen konsentraatio, joka esti ndkyvén lisddntymisen.

Mikro-organismi Kantanumero M.I.C. (/ug/ml)

I II ITI
Koliformi 3/70 1,56 12,5 - 0,78
" 9/70 3,12 3,12 0,39
" 10/70 3,12 3,12 0,78
" 17/70 3,12 0,78 0,39
Proteus mirabilis 35895 25 0,78 0,39
Proteus vulgaris A 0,78 0,19 0,08
Proteus vulgaris B 50 1,56 0,78
Proteus 12/70 100 3,12 0,78
" 13/70 100 3,12 0,78
" 20/70 2100 >100 25

Esimerkki 2

6-/(heksahydro-1H-atsepin-l-yyli)-metyleeniamino/-penisillaani-

hapon ja erilaisten penisilliinien yhdistelmdn in vitro-vaikutus

Kdytettiin samaa tekniikkaa kuin esimerkissd 1 on kuvattu ja mé&dr&dttiin
G—ATheksahydro—lH—atsepin—l—yyli)—metyleeniaming7—penisillaanihapon
II, eri penisilliinien, ja yhdistelmien, jotka sis&dlsivdt suhteessa
1:1 yhdistettd II ja kulloinkin jotakin penisilliinid in vitro-

vaikutus kliinisesti eristettyyn koliform-bakteeriin (n:o 9/70).

Penisilliini M.I.C. (/ug/ml)
I IT 1:1 seos

bentsyylipenisilliini 25 3,12 0,78
fenoksimetyylipenisilliini 100 3,12 1,56

6- (D-a-atsidofenyyliasetamido) -

penisillaanihappo 50 3,12 1,56

6~ (D-a-atsido-m-fluorifenyyli-

asetamido)-penisillaanihappo 50 3,12 1,56
o-karboksibentsyylipenisilliini 12,5 3,12 0,38

3-(o-kloorifenyyli-5-metyyli-
4-isoksatsolyyli)-penisilliini 100 3,12 0,78

Esimerkki 3

6— (D—-a-aminofenyyliasetamido)-penisillaanihapon ja G—LTheksahydro—



lH—atsepin—l—yyli)—metyleeniaming7:pensillaanihapon seoksen

in vivo-vaikutus
Ryhmille, jotka muodostuivat 10:std valkoisesta naarashiirestd

(NMRI), ruumiinpainoltaan 17-19 g, annettiin intraperitoneaali-
sesti E. coli III testibakteerien viljelmdd. vadlitt&mdsti t&mdn jal-
keen niitd kdsiteltiin subkutaanisesti sopivasti laimennetuilla

6- (D—a—-aminofenyyliasetamido) -penisillaanihapon I, G—ZTheksahydro—
lH—atsepin—l—yyli)-metyleeniaming7—penisillaanihapon IT ja ndiden
molempien yhdisteiden 1:1 suhteessa olevan seoksen III vesiliuok-
silla. Kuolemantapaukset eri ryhmissd 96 tunnin j&lkeen merkittiin
muistiin ja laskettiin "keskimddrdinen parantava annos", CDSO'
(Pfpulukossa tarkoittaa LD:,
ta, joka aiheuttaa.ﬂkgrosentille eldimistd kuoleman, jos eldimet

sitd yhden yon ikdisen viljem&n laimennus-

eivdt saa mitddn hoitoa; LDSO—annosten lukumddrd on eldinten saaman

infektion voimakkuuden mitta).

CDg (mg/kg)

LD50 LD50-annokset I IT III

1,5-1073 6,6 5,5 2,0 1,0
-4 -4

8,1710 1,2-10 250 2500 210

Esimerkki 4
6- (D~-a-aminofenyyliasetamido)-penisillaanihapon ja G—LTpiperidyyli—

1) -metyleeniamino/-penisillaanihapon seoksen in vitro-vaikutus

Kdyttden samaa tekniikkaa kuin on kuvattu esimerkissd 1 midrittiin
6- (D-a-aminofenyyliasetamido)-penisillaanihapon I ja G—ATpiperi-

dyyli-l)-metyleeniaming7—penisillaanihapon IV, ja nditd yhdisteitd
yhtd suuret m8adridt sisdltédvidn seoksen V in vitro-vaikutukset klii-

nisesti eristettyyn enterocbakteeriin sarjalaimennustestissd.

M.I.C. (/ug/ml)

Mikro-organismi Kantanumero I v \Y

Koliformi 3/70 3,12 3,12 0,78
7/70 3,12 1,56 0,78
8/70 3,12 6,25 0,78
14/70 6,25 3,12 1,56
16/70 3,12 1,56 0,78
17/70 6,25 1,56 0,78

Proteus 4/70 1,56 25 0,78



(jatkoa taulukkoon)

M.I.C. (/Ug/ml)

Mikro-organismi Kantanumero I Iv v
Proteus 6/70 0,39 3,12 0,18
7/70 1,56 50 0,78
9/70 6,25 100 1,56
10/70 1,56 25 0,78
Klebsiella-
enterobakteeri 1/70 50 2100 3,12
2/70 25 12,5 3,12
5/70 100 >100 - 12,5
7/70 > 100 2100 100
9/70 50 3,12 1,56
10/70 50 >100 25
431 100 >100 12,5

Esimerkki 5

6-/(piperidyyli-1l)-metyleeniamino/-penisillaanihapon IV ja eri

penisilliinien seoksen in vitro-vaikutus

Kdyttden samaa tekniikkaa kuin on kuvattu esimerkissd 1, madr&t-
tiin 6-/(piperidyyli-1)-metyleeniamino/-penisillaanihapon IV, eri
penisilliinien ja yhdistettd IV ja aina jotakin ndistd eri penisil-
liineistd suhteessa 1:1 sisdltdvien seosten in virto-vaikutus klii-

nisesti eristettyyn koliform-bakteeriin.

M.I.C. (/ug/ml)

Penisilliini - v 1:1 seos
Bentsyylipenisilliini 25 6,25 1,56
Fluoksimetyylipenisilliini 2100 6,25 3,12
6- (D-a-atsidofenyyliasetamido) -

penisillaanihappo 50 6,25 1,56
a-karboksibentsyylipenisilliini 12,5 6,25 1,56

3-(2-kloorifenyyli)-5~metyyli-4-
isoksatsolyylipenisilliini > 100 6,25 3,12

Esimerkki 6

Resistenssin kehittyminen E. coli III bakteereissa 6-(D-oa-amino-
fenyyliasetamido) -penisillaanihapon, G—LTpiperidyyli-l)-metyleeni-
amin97—penisillaanihapon ja suhteessa 1:1 nditd yhdisteitd sisdl-

tdvidn seoksen suhteen




viljelmdt pidettiin nesteen sisdss&d ja suoritettiin kaksinkertainen
sarjalaimennus kdyttden 6-(D- -amino-fenyyli-asetamido)-penisillaa-
nihappoa I, 6-/(piperidyyli-1)-metyleeniamino/-penisillaanihappoa
IV ja yhdisteiden I ja IV seosta suhteessa 1l:1. Istutukseen kdy-
tettiin bakteereja koeputkesta, joka sisdlsi suurimman vdkevyyden
yhdisteitd, ja jossa vvield ndkyi paljaalla simdlli lisd&ntymistd
vli y®n kestd@neen inkubaation jdlkeen ldmpbtilassa 37°C. seuraavat

lisdykset MIC-arvoissa havaittiin.
M.I.C. (/“g/ml)

Vaiheet I v I+ 1V
0 1,56 0,78 0,38
1 6,25 6,25 1,56
2 25 6,25 0,78
3 50 25 6,78
4 50 25 1,56
5 100 25 3,12
6 100 25 3,12

Esimerkki 7

Resistenssin kehittyminen erddssd koliform-mikro-organismissa
6~ (D-a~aminofenyyliasetamido)-penisillaanihapon, G—LTheksahydro—lH—
atsepin-l-yyli)-metyleeniamino/penisillaanihapon ja niiden molempien

yvyhdisteiden seoksen suhteen

Viljelmdt pidettiin nesteen sisdssd ja suoritettiin kaksinkertainen
sarjalaimennus k&dyttden 6—(D-a-aminofenyyliasetamido)—penisillaéni-
happoa I, 6-/(heksahydro-lH-atsepin-l-yyli)-metyleeniamino/-penisil-
laanihappoa II Jja yhdisteiden I ja II seosta suhteessa 1l:1. Kdytet-
ty kanta oli kliinisesti eristetty koliformi. Istutukseen kdytettiin
bakteereja koeputkesta, joka sisdlsi suurimman vikevyyden yhdistei-
td, ja jossa vield ndkyi paljaalla silm&ll3 lisd&dntymistd yli yon
kestdneen inkubaation j&dlkeen ldmpdtilassa 37°C. Seuraavat lisdykset
M.I.C-arvossa havaittiin. |
M.I.C. (/ug/ml)

Vaiheet I ‘ II I+ II
0 1,56 0,39 0,38
1 3,12 6,25 0,78
2 3,12 25 0,38
3 6,25 25 0,78
4 6,25 25 0,78
5 6,25 25 0,78



10

(jatkoa taulukkoon)

M.I.C. (/ug/ml

Vaiheet I II I+ IIT
6,25 12,5 1,56

12,5 25 1,56

8 12,5 25 1,56

Esimerkki 8

Kefalotiinin ja 6-/(N,N-dietyyliformamidiini)-N'-amino/-penisillaa~

nihapon seoksen in vitro-vaikutus

"K&ytettiin esimerkissd 1 kuvattua tekniikkaa ja md&r&ittiin kefalo-
tiinin VI, 6-/(N,N-dietyyliformamidiini)-N'-amino/-penisillaaniha-
pon VII ja nditd yhdisteitd yhtd paljon sisdltdvdn seoksen in vitro-
vaikutus kliinisesti eristettyihin Coliforma—ja Klebsiella-entero-

bakteereihin sarjalaimennustestin avulla.

M.I.C. (/ug/ml)

Mikro-organismi Kantanumero VI VII VI + VII
Coliforma 3 6,25 6,25 1,56
7 12,5 6,25 1,56
14 12,5 12,5 6,25
16 6,25 6,25 3,12

Klebsiella—-entero-
bakteeri 5 25 > 100 12,5

Esimerkki 9

6~ (D-a-aminofenyyliasetamido)-penisillaanihapon ja 6—LTN,N—dietyy-
li—formamidiini)-N'—aming7—penisillaanihapon erilaisten seosten

in vitro-vaikutus

Kiytettiin esimerkissd 1 kuvattua tekniikkaa ja mddrdttiin 6-(D-a-
aminofenyyliasetamido)-penisillaanihapon I ja G-LTN,N—dietyyli—
formamidiini)-N'—amin97-penisillaanihapon VII suhteessa 1:1, 1:2
ja 2:1 olevien seosten in vitro-vaikutus kliinisesti eristettyihin
Coliforma-, Klebsiella-enterobakteeri- ja Proteus-kantoihin sarja-

laimennustestin avulla.
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M.I.C. (/ug/ml)
Mikro-
organismi Kanta n:o I VIII I+VIII I+VIII 1+VIII
1:1 1:2 2:1
Coliforma 1,56 3,12 1,56 0,39+0,78 0,73+0,39
3,12 3,12 3,12 0,78+1,56 1,56+0,78
1,56 6,25 3,12 o0,78+1,56 0,78+0,39
13 3,12 12,5 3,12 0,78+1,56 0,78+0,39
16 3,12 6,25 1,56 0,78+1,56 0,78+0,39
Klebsiella ente-
robakteeri 1 50 2100 12,5 6,25+12,5 12,5+6,25
5 100 2100 12,5 6,25+12,5 12,5+6,25
7 »100 >100 50 25450 100450
8 25 12,5 25 1,56+3,12 6,2543,12
Proteus 9 3,12 100 3,12 3,12+6,25 1,56+0,78
Seuraavat esimerkit esittdvdt havainnollisesti joitakin farmaseutti-

sia valmisteita, jotka on tehty keksinndn puitteissa.

Esimerkki 10
6-17heksahydro—lH-atsepin-l—yyli)metyleeniamin97—penisillaanihapon

ja muutamien kefalosporiinien yvhdistelmien in vitro-vaikutus

Soveltaen esimerkissd 1 selostettua tekniikkaa mi#ritettiin 6-/(hek-
sahydro—lH—atsepin—l—yyli)metyleeniamin97—penisillaanihapon (11),
erilaisten kefalosporiinien ja ndiden kefalosporiinien sekd yhdis-
teen II l:l-yhdistelmien in vitro-vaikutus Klebsiella-enterobaktee-

rin (kanta 4/71) kliinisesti eristettyyn kantaan.

M.I.C. (/ug/ml)

Kefalosporiini - II l:1-yhdistelmd
Cefacetriini 50 2100 50
Cefazoliini 12,5 2100 6,25
Cefalotiini 50 7100 6,25
Cefalexiini 50 2100 6,25
Cefaloridiini 25 2100 3,12

EPC 807/26 2 100 100 12,5

Taulukossa ylld mainitut yhdisteet voidaan esitt&&d kaavalla
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/ S
R-CO-NH-CH - CH CH2
|
COOR

2

jossa R, Ry ja R3 tarkoittavat samaa kuin alla olevassa taulukossa.

Jos el muuta sanota tarkoittaa R, vetyd.

R B3
NC-CH, CH,CO0
_ N—N

N =N
o.M
‘ / 2 5 S-
N = CH Hy

CH3COO—

L 7 -
S CHzt »
O

Esimerkki 11

CH,CO0~

Nimi
syanometyylikefalosporiini (R=Na;

cefacetriili)

7-/1-(1H) -tetratsolyyliasetamido/-3~(2-
metyyli-1,3,4-tiadiatsol-5~-yylitio)-~me-
tyyli-3-kefem-4-karbonihappo (R2=Na;

Cefatsoliini)

2-tenyylikefalosporiini (R2=Na; Cefalo-

tiini)

7-(D-a-aminofenyyliasetamido) -desasetok-

si-kefalosporaanihappo (R2=H; Cefalexiini)

7-(2-tienyyli)-asetamido-3-(l-pyridyyli=-
metyyli)-3-kefem-4-karboksulaattibetaiini
(R2=H; Cefaloridiini)

bentsyylikefalosporiini (R2=K; EPC 807/26)

6~ (D-a-amino-p-hydroksifenyyliasetamido)-penisillaanihapon ja 6-

/ (heksahydro-1H-atsepin-1-yyli)metyleeniamino /-penisillaanihapon

yhdistelmdn in vitro-vaikutus

Kdyttémdlld samaa menetelm#d, joka on kuvattu esimerkissi 1 middri-
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tettiin 6- (D-a-aminio-p-hydroksifenyyliasetamido)-penisillaanihapon
(1), G—LTheksahydro—lH-atsepin-l-yyli)metyleeniamin97penisillaani-
hapon (II) ja ndiden kahden yhdisteen yhtd suurien mddrien muodosta-
man yhdistelmdn (III) in vitro-aktiviteetti kliinisesti eristettyi-
hin enterobakteereihin n&hden.

M.I.C. (/ug/ml)

Mikro-organismi Kanta n:o I 1T IIT
Escherichia coli 1/71 250 31,2 1,0
7/71 31,2 31,2 2,0
17/71 62,5 15,6 3,9
Coliform 19 100 25 0,78
51 3,12 0,39 0,09
Proteus 20/75 0,78 100 0,18
27/75 2100 >100 0,78
34/75 0,78 50 0,09
Klebsiella 26/75 50 50 0,39
Enter obacter 18 > 250 62,5 3,9

Esimerkki 12

Pidennetty antibakteerinen vaikutus annettaessa oraalisesti bakam-

pisilliinia ZT'-etoksikarbonyloksi—etyyli—6—(D—a-aminofenyyliaset-
amido)penisillanaatti§7, bakmesilLinamia LT'—etoksikarbonyloksi—
etyyli—6-17heksahydro-lH—atsepin—l—yyli)metyleeniaming7—penisilla—

naattia/ ja ndiden yhdistelmii

Koe suoritettiin valkoisilla NMRI-naarashiirilld (paino 18-20 gqg).
Eldimet eividt saaneet mit&ddn ravintoa koetta edeltdneen ybn aikana,
mutta niilld on vapaa vedensaanti. Koeyhdisteitd bakampisilliinia

ja bakmesillinamia annettiin oraalisesti, joko puhtaina yhdisteind&
tai seoksina painosuhteissa 5:1, 1:1 ja 1l:5. Rokonaisannos oli kai-
kissa tapauksissa 4 mg eldintd kohti, laskettuna ampisilliinina

ja mesillinamina, ja tdmd annos annettiin liuoksena 0,2 ml:ssa
vettd. Verindyte otettiin eldimistd syddnpunktiona joka 20. minuutti,
alkaen 1 tunnin kuluttua antamisesta. El&dimet puudutettiin hiili-
dioksidilla jokaisessa ndytteenotossa. Viisi eldintd k&ytettiin

Joka kokeessa molemmilla koeyhdisteilld ja niiden kolmella yhdistel-
mdll&d. Kaikkien viiden hiiren verindytteet yhdistettiin ja seerumi

erotettiin.
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Antibakteerinen aktiviteetti (koebakteeri: coliform K) seerumissa
mitattiin sarjalaimennustekniikan avulla tryptofosfaatti-liemessd,
Difco (TPB). Testattava seerumindyte (100 /ul) kaadettiin 96-koloi-
sen koealtaan ensimmd@iseen koloon. T&dstd ensimmdisestd ndytteestd
tehtiin enintd&n viisi sarjalaimennusta (50 /ul + 50 /ul; konsent-
raatio puolitettiin joka vaiheessa) viereisissd syvennyksissd, mik-
ropipetin avulla. T&médn Jjdlkeen lis&dttiin 50 /ul yvhden y®6n vanhaa
koebakteerin viljelmdd, kliinisesti eristettyd coliform K, joka oli
laimennettu 500 kertaa tryptofosfaatti-liemessd, jokaiseen syvennyk-
seen. Saatiin tdten laimennuksia, jotka vaihtelivat 2:sta (enintddn)
64 osaan aljkuperdisen ndytteen vdkevyydestd. Kun oli inkuboitu yli
yon 379C:ssa todettiin se  pienin laimennus (1, 2, 4, ‘8, 16 jne.),

joka edelleen antoi ndkyvdd bakteerin kasvua.

Tulokset on esitetty alla olevassa taulukossa.

Ndytteenoton Bakampi- Bakmesil- Bakampi.-Bakmek.-yhdistelmdt
ajankohta silliini linami
1:1 o 1:5 5:1

60 min 16 4 32 32 8

80 min 8 4 16 32 16
100 min 2 £1 8 4 4
120 min 2 <1 4 4 2
140 min £1 <1 2 4 2
160 min £1 £1 4 4 2
180 min «1 <1 2 £1 £1

Kuten taulukosta ilmenee s&dilyy antibakteerinen aktiviteetti see-
rumissa noin 100 minuuttia bakmesillinamilla yksin, noin 140 minuut-
tia bakampisilliinilla yksin, mutta kauemmin kuin 160 minuuttia
kaikilla kolmella bakampisilliinin ja bakmesillinamin testatulla
yhdistelm&dlld. Tamd vaikutuksen pidennys (noin 40 minuutin pidennys
keskimddrin) on verrattavissa ampisilliinin ja mesillinamin puo-
liintumisaikaan hiirien verenkiertojdrjestelmdssd, joka kumpikin on

noin 30 minuuttia.

Esimerkki 13 Tablettien valmistus

Tehtiin seuraavia valmisteita tabletteja varten:
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a) 6-(b-a—aminofenyyliasetamido)-penisillaanihappo 250 mg

Pivaloyylioksimetyyli—6-LTheksahydro—lH-atsepin-l-

yyli)-metyleeniamino/-penisillanaatti 250 mg
Tarkkelys 100 mg
Magnesiumstearaatti 10 mg
b) 6-(D-a-aminofenyyliasetamido)-penisillaanihappo 250 mg
l'—etoksikarbogyylioksi—etyyli—G-LTpiperidyyli-l—
metyleeniamino/-penisillanaatti 250 mg
Laktoosi 100 mg
Magnesiumstearaatti K 10 mg
c) 6—(D-a—aminofenyyliasetamido)—penisillaanihappo 250 mg

l'-asetoksietyyli-6-/(N,N-dietyyliformamidiini)-

N'-amino/-penisillanaatti 250 mg

Laktoosi 100 mg

Magnesiumstearaatti ‘ 10 mg
Esimerkki 14 Oraalisesti annettaviksi tarkoitettujen suspensioi-

den valmistaminen

Tehtiin seuraavia valmisteita annettaviksi oraalisina suspensioina:

a) 1l'-asetoksietyyli-6-(D-o-aminofenyyliaset@amido)-

penisllanaatti 17 mg
1'—pivaloyylioksimetyyli—6—ZTheksahydro—lH-atsepin-

1-yyli) ~metyleeniamino/-penisillanaatti 17 mg
Aluminiummonostearaatti 50 mg
Tween—S(;® 1,2 mg
Maap&hkinddljya ad 100 mg

b) 1'-etoksikarbonyylioksietyyli-6-(D-o—-aminofenyyli-

asetamido) -penisillanaattihydrokloridi 18 g
l'—etoksikarbogyylioksipetyyli—G—LTpiperidyyli-l)—

metyleeniamino/-penisillanaatti 18 g
Natriumbentsocaatti 0,48 g

Natriumkloridi 0,75 g



16

Makua parantavia lisdaineita 4,7 g
rerosil ® 0,3 g
Antifoam® 0,0375¢g
Polysakkaridisulfiaattien alkalisuoloja 4,0 g
Natriumsakkarinaatti 0,4 g
Sorbitolia ad 100 g

Esimerkki 15

Steriiliin ampulliin (tilavuus 5 ml) kaadetaan 250 mg steriloitua
6~/ (heksahydro-1H-atsepin-1l-yyli) -metyleeniamino/-penisillaanihap-
poa ja 250 mg steriloitua natrium- (D-o-aminofenyyliasetamido)-pe-
nisillanaattia. Juuri ennen l&ddkkeen antamista ampulli tdytetddn

steriililld vedelli.



Patenttivaatimus

Menetelmd antibakteerisen preparaatin valmistamiseksi, joka antaa
pidennetyn ja tehostetun antibakteerisen vaikutuksen ja hidastetun
bakteerien resistenssin kehittymisen, t unne t t u siitad, ettad
sekoitetaan:

a) tunnettua kliinisesti k&yttOkelpoista penisilliinid, joka on
valittu bentsyylipenisilliinin, a-karboksibentsyylipenisilliinin,
6—(D—a-aminofenyyli-asetamido)penisillaanihapon, 6- (D—g—~amino-p-
hydroksifenyyliasetamido)penisillaanihapon ja 6-(D-g-atsidofenyyli-
asetamido)-penisillaanihapon sekd ndiden farmaseuttisesti hyvdksyt-
tdvien estereiden ja suolojen joukosta, Jja ,

b) tunnettua kliinisesti kdyttdkelpoista penisilliinié, joka on
valittu G-LTheksahydro-lH-atsepin—l-yyli)metyleeniamin97penisillaa—
nihapon, G—ZTpiperidyyli-l)metyleeniamin97penisillaanihapon ja
6-£TN,N—dietyylifonmmqghx»—N'—aming7penisillaanihapon ja ndiden
farmaseuttisesti hyvdksyttdvien estereiden ja suolojen joukosta,
sellaisin md&rin, ettd saatu seos sisdltdd yhdisteitd a) ja b)
painosuhteessa, joka vaihtelee 10:1 ja 1:10 v&lilld, ja haluttaessa

lisitdin farmaseuttisesti hyvaksyttdvad kantajaa.

Patentkrav

F6rfarande fO6r framst8llning av ett antibakteriellt preparat som
ger f6rlingd och £6rhdjd antibakteriell effekt och f&rlédngsammad
utveckling av resisteps hos bakterier, k &nnetecknat av
att man blandar:

a) en kidnd klinisk anvidndbar penicillin vald bland bensylpenicil-
lin, o-karboxibensylpenisicillin, 6-(D-ag-aminofenylacetamido)peni-
cillansyra, 6-(D-o-amino-p-hydroxifenylacetamido)penicillansyra

och 6~ (D-a-azidofenylacetamido)-penicillansyra och farmaceutiskt
acceptabla estrar och salter darav; och

b) en k&nd kliniskt anvé@ndbar penicillin vald bland G—LThexahydro—
lH—azepin—l-yl)-metylenamin97-peniCi1lansyra, G-ZTpiperidyl—l)mety—
lenamino/-penicillansyra och 6-/(N,N-dietylfomamidino)-N'-amino/-
penicillansyra, och farmaceutiskt acceptabla estrar och salter
ddrav; i sddana midngder att den erhédllna blandningen innehéller
f8reningarna a) och b) i ett viktsfdrhdllande som varierar mellan
10:1 och 1:10, och om sd 6nskas tillsdtter en farmaceutiskt accep-
tablet barare.
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