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Farmaseuttisia seoksia, jotka ovat terapeuttisesti ar-
vokkaita hoidettaessa akuuttia pulmonaarista edeemaa,
erditd shaokkitiloja ja hyperfibrinolyysid, sekd menetelmi
seoksen valmistamiseksi. - Farmaceutiska blandningar,

som dr terapeutiskt vidrdefulla vid skdtsel av pulmonaris
edema, vissa choktillsténd och hyperfibrinolys, samt

forfarande fgr framstdllning av blandningen.

Oheisen keksinnon kohteena ovat uudet terapeuttiset
seokset, jotka ovat erityisesti hyddyllisid akuuttia
pulmonaarista edeemaa, bakteereiden endotoksiinien
aiheuttamaan shokkia, hyperfibrinolyysiid ja anafylaktista
shokkia vastaan. Tarkemmin sanoen keksinndn kohteena

ovat L-arginiinin esterit.

Tunnetaan monia L-arginiinin estereitd, kuten esimerkiksi
alifaattisten alkoholien kanssa muodostettuja estereiti,

joilla on seuraava kaava:

P —
COOR

H,N

Vo

NH -
I} @ "
R
2\

H2N4 \N‘ZH .

- .

jossa X on orgaaninen tai ep#@orgaaninen, farmaseuttisesti

hyvdksyttdvd anioni; R on alkyyliryhma.

Niamd esterit alifaattisten alkoholien kanssa saadaan
esterimdlld L-arginiini.milld tahansa, kirjallisuudessa

raportoidulla menetelm&lld, esimerkiksi saattamalla
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L-arginiini reagoimaan alifaattisen alkoholin kanssa,
joka on kylldstetty kuivalla kaasumaisella kloorivedyllsd,
tai esterdimidlld poistamalla vettd aseotrooppisesti
tislaamalla tai saattamalla reagoimaan alkoholin kanssa
tionyylikloridin l&asndgllessa tai samanlaisilla mene-
telmillsa, Namd esterit, esimerkiksi hydrokloridisuoloina,
ovat stabiileja kiinte#dssd tilassa ja ndistd estereista
on mahdollista valmistaa liuoksia neutraalissa tai hieman
happamessa pH-arvossa. Liuokset ovat stabiileja hyvin

pitkia aikoja.

Nyttemmin on yllattden havaittu, ettd arginiinin ja
alifaattisten alkoholien estereilld ja niiden sucloilla
on arvokkaita terapeuttisia ominaisuuksia er&iden pa-
tologisten tilojen lievittamisesssd. Tama parenteraalista
tietd annettava aine muodostuu vesiliuoksesta, jonka

pH on 5,5 - 8,5 ja joka sisdltda arginiinin ja ep&orgaanisen
tai orgaanisen anionin esteriid moolisuhteessa 1:1 tai
jossain eri moolisuhteessa, Tarkemmin sanoen estereilld
ja niiden vastaavilla suoloilla on inhiboiva vaikutus
akuuttiin pulmonaariseen edeemaan ja ne lisdadvit odo-
tettavissa olevaa elinaikaa, kun on kysymys shokki-
syndroomasta, joka johtuu eri syistd, kuten bakteereiden

endotoksiineista tai immunotyyppisistad endotoksiineista,

Edelleen on havaittu, ettd L-arqginiinin estereilld on
arvokas in vivo aktiivisuus hyperfibrinolyyttisessi
syndroomassa, joka on aiheutettu antamalla urokinaasia,

On huomattava, etta kaikki ndm# terapeuttiset vaikutukset
saavutetaan sellaisilla annoksilla ja sellaisia anta-
misteitd, joilla ei ole merkitt#dvid toksisia vaikutuksia

ja ettid yleisesti ottaen kaikkien naiden aineiden toksisuus
on hyvin alhainen, Kun otetaan huomioon annostus, antamis-
tiet ja yleisesti tapa, jolla vaikutukset saadaan eldimissa
aikaan, namd aineet ovat myds hyddyllisid ihmisten tera-
piassa hoidetfaessa edelld mainitun tyyppisid patologisia

tiloja.
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Oheisen keksirndn farmaseuttisten seosten aktiivisuus

on osoitettu ;Aaljempdn#d koottujen koetulosten avulla.

Suojavaikutus pulmonaarista edeemaa vastaan

A.M., Rothschild'in ja A. Castania'n menetelm#lla (Arch,
Pharmacol., 255, 177 (1976)) kehitettiin akuutti edeema
keuhkoihin. Vertailuna k#dytettiin aineita, joiden te-

rapeuttinen aktiivisuus tunnettiin.

Testissa kdytettiin Wistar-tyyppisia urosalbinorottia,
joiden keskimidrdinen paino oli 250 - 350 g. Rotat sta-
biloitiin 10 p&ivdn aikana lampdtilassa 21 =+ 1°C kontrol-
loidun dieetin ja "ad libitum" veden avulla, Ennen testid
eldimet jaettiin 10 eldimen ryhmiin, jotta saataisiin
aikaan hyvd tilastollisuus. Jokainen annos tutkittiin
kolmella eldinryhm&lld. Eldimet anestetisoitiin testin
alussa pentobarbitaalilla 30 mg/kg. Sen jdlkeen, kun
eldimet olivat tiydellisessd narkoosissa, niille annettiin

parenteraalista tietd seuraavat aineet:

1. vertailuna kiaytetyille eldimille fysiologista

suoalliuvosta 1 ml/kg,

2. testieldimille testattavan aineen liuosta fysiologisessa
suolaliuoksessa 1 ml/kg seuraavassa taulukossa il-

moitettuina annoksina.

Yhdisteiden suojavaikutus mddritettiin antamalla 15
minuutin kulu:tua laskimonsisdisesti adrenaliinia 16
y/kg fysiologisessa suolaliuoksessa. T&mdn tarkoituksena

o0li aiheuttaa akuutti edeema.

Viiden minuutin kuluttua el&dimet tapettiin poistamalla
pad. Tamdn jdlkeen poistettiin keuhkot ja méaritettiin
keuhkojen paino. Testitulokset on ilmoitettu seuraavassa

taulukossa 1, jossa on esitetty yhdisteiden konsentraatio
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ja edeeman suateellinen inhiboituminen prosenteissa.

Tulokset on kisitelty taulukoiden lopussa.

Taulukko 1

Yhdiste

Annos*

Edeeman inhiboituminen,

o/
10

Fysiologinen liuos
1 ml/kg+adrenaliini

Aspiriini

2,5

10
20

30
100
300

1000

2,5

10
20

2,5

10

20
0,25
0,5

2,5

10
20

32,2
33,3
55,7
47,9
41,0
38,9
39,7
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Taulukko 1
Yhdiste Annos* Edeeman inhiboituminen, %

D-A,E.¥%*x%¥x% 0,1 7

" 0,25 11

" 0,5 3

" 1,0 4,2

" 2,5 7

" 5,0 5,3

" 10 6

" 20 2,5
L-arginiini.2HC1 1 7

" 2,5

" 5 11

" 10 10,1

" 20 13,1
Etanoli 0,08 7

" 0,8 12

" 2 15

" 4 14,7

" 8 16

" 16 15,9
Metanoli g,08 2,3

" 0,8

" 2 12

" 4 6

" 8 15

" 16 15




Taulukko 1

Yhdiste Annos* Edeeman inhiboituminen, %
L-arginiini.2HCl+etanoli 1+0,08 10
" 2,5+0,8 9
" S5+2 5,3
" 10+4 7,2
" 20+8 4,6
L-arginiini.2HCl+metanoli 1+0,08 11,4
" 2,5+0,8 7,2
" 5+2 9,5
" 10+4 8,1
" 20+8 6

* %

* % %

* %X

*HEE K

KKK XK

Suojavaikutus

mg/kg paitsi aprotiniinin tapauksessa, jolloin

numeroiden merkitys on U.I.K./kg, so. Kunitz'in

inhibiitioyksikdita.

kdytettiin kaupallista farmaseuttista seosta,

jota Farbenfabriken Bayer markkinoi nimella

"Trasylol".

L-A.M. = L-arginiinimetyyliesteri~hydrokloridi,
D.-A.M. = D-arginiinimetyyiesteri~hydrokloridi.
L-A.E. = L-arginiinietyyliesteri-hydrokloridi.
D-A.E. = D-arginiinietyyliesteri-hydrokloridi.

endotoksiinien aiheuttamaa shokkia vastaan

Endotoksiinin indusoima shokki aiheutettiin A. Bertelli¥n

ja L.

Donati'n menetelmalla,

joka on raportoitu julkaisussa

"The Influence of Some Enzymes and Enzymes Inhibitors

in Schock", in "SCHOK Biochemical, Pharmaceutical and




Clinical Aspects"; A. Bertelli ja N, Back Editors, Advances

in Experimental Medicine and Biolagy; Volume 9, Plenum

Press New York - London 1970, sivu 215. Vertailuna kidy-
tettiin terapeuttiselta aktiivisuudeltaan hyvin tunnettua
yhdistettda, n.mittdin aprotiniinia, jota Farbenfabriken
Bayer markkinoi kaupallisena tuotteena nimella "Trasylol",.
Koe-eldimind kédytettiin Wistar-tyyppisiia rottia, jotka
painoivat 120 g + 10 g. Rotat oli edelt#dk&dsin stabiloitu

10 pdivan aikana l&mpotilassa 21 =+ 1°C pit&mdlla niits
kontrolloidull.a dieetilld ja vedelld "ad libitum". 24
tuntia ennen testin alkua eldimet jaettiin tilastollisuuden
aikaansaamiseksi 10 eldimen ryhmiin, Jokainen yksittdinen

annos testattiin kuudella eldinryhmalla.

Endotoksiinina kdytettiin S. Enteritidis-bakteerista
saatua lipopo.lysakkaridia B (Difco Labs.). T&dtd ainetta
annettiin 10 mg/kg endoperitoneaalisesti yksi tunti

sen jadlkeen, kun yhdistetta oli annettu parenteraalista
tieta tai kun fysiologista liuosta oli annettu yhta

suuri tilavuus vertailuna kdytettyjen eldinten painokiloa
kahti.

Testattujen eldinten kuolleisuus prosenteissa maaritettiin
24 tunnin kuluttua verrattuna vertailuihin. Tulokset

on ilmoitettu seuraavassa taulukossa 2.
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Taulukko 2

Yhdiste Annos Kuolleisuus, %
Fysiologinen liuos - 70,9
Aprotiniini 1000 50,0

" 3000 65,0

" 10000 65,0

" 100000 93,3
L-A.M. 5 55,0

" 10 50,0

" 20 40,0

" 50 28,0
D-A.M. 5 71,2

" 10 68,5

" 20 69

" 20 73
L-A.E 5 51,3

" 10 48,2

" 20 37,5

" 50 25,0
D-A.E 5 72

" 10 67

" 20 69,3

" 50 71
L-arginiini.2HZ1 5 69

" 10 73

" 20 71

" 50 78
Metanoli 76

" 72

74
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Taulukkao 2

Yhdiste Annos Kuolleisuus, %
Etanoli 2 67
" 4 69
" 8 73
L-arginiini.2HCl+metanoli 4+0,61 73
" 8+1,23 71
16+2,46 75
L-arginiini.2HCl+etanoli 4+1,06 69
" 8+2,12 71
" 16+4,24 74

Lyhennykset on selitetty taulukon 1 alla. Myids tissai
tapauksessa aprotiniinin annokset ilmoitetaan U.I.K./kg

yksikkding.

Suojavaikutus anafylaktista shokkia vastaan

Anafylaktinen shokki indusoitiin S.M. Feimberg'in mene-
telm#lla, J. Pharmacol. Exp. Terap., 99, 195 (1950).
Koe-eldimina kdytettiin urospuolisia albinomarsuja,
joiden paino oli keskimdarin 350 + 20 g ja jotka oli
edeltdkisin stabiloitu 10 p&ivin ajan lampotilassa 21°

+ 1°¢ pitdm8llda niilld kontrolloidulla dieetilla ja
vedelld "ad libitum". Kolme p8iv&&a ennen kokeen alkua
eldimet jaetti:n hyvén tilastollisuuden aikaansaamiseksi
kymmenen eldimen ryhmiin. Kukin annos testattiin kolmella

eldinryhm&lli.

Herkistdminen tapahtui antamalla laskimonsis#isesti
kullekin marsulle 1 ml hevosseerumia (koko seerumi,
ei kdsitelty sailytysaineilla, joka oli laimennettu
1:10 fysiologisella suolaliuoksella., 14 pdivédn kuluttua

annettiin parenteraalisesti testattavien yhdisteiden
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Tauvulukko 3

Yhdiste Annos Kuolleisuus, %
Fysiologinen liuos - 80
Aprotiniini 3000 40

" 10000 55

" 100000 80
L-A.M. 10 40,5

" 20 27

" >0 12,5
D-A.M. 10 78,8

" 20 81,0

" 50 76,3
L-A.E, 10 35

n 20 23

" 50 2,5
D-A.E. 10 76,7

" 20 79,4

" 50 81,0
L-arginiipni.2kC1 10 78,5

" 20 76,3

" 50 80
Metanoli 76,6

" 79,4

" 8 81
Etanoli 2 76,4

" 4 74

"

76,5
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Taulukkao 3

Yhdiste Annos Kuolleisuus, %
L -arginiini.2HCl+metanoli 440,61 17,3

" 8+1,23 76,3

" 16+2,46 81,0
). —arginiini.2HCl+etanoli 4+1,06 75,8

L 8+2,12 73,2

" l6+4,24 77,0

Annostuksen ja lyhennelmien suhteen viitataan taulukkoon

1.

Hyperfibrinolyysin inhiboiminen

Hyperfibrinolyysi indusoidaan antamalla urokinaasia.
Inhiboituminen mddritetddn stafylokokkien kasautumistestin
avulla (Boehringer Mannheim GmbH-testi) mitaamalla F,D.P,
(Fibrin Degradation Products) arvo J. Hawiger'in et

al menetelmdlls, J. Lab. Clin. Med. 75, 93 (1970).

Koe~el&imind kiytetddn Wistar-rottia, joiden paino on

300 g + 10 g je jotka an edeltdkdsin stabiloitu 10 pdivén
ajan lampdtilassa 21 + 1°C pit#m#lld kontrolloidulla
dieetilld ja vedelld "ad libitum"., 24 tuntia ennen kokeen
alkua eldimet jaetaan tilastollisuuden aikaansaamiseksi
10 eldimen ryhmiin, Kukin yksittdinen annos testataan

kolmella eldinryhmidlli.

Kokeen alussa eli hetkelld nolla testattavat yhdisteet
annetaan parenteraalista tietd. Vertailueldimille annetaan
samalla hetkell#d yhtd suuri tilavuus fysiologista suola-
liuosta ja sydidnfunktion avulla poistetaan jonkin verran

verta fibrinolyyttisen perusaktiivisuuden middrittamiseksi.
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30 minuutin kuluttua annetaan intravenddsisti ihmisen

urokinaasia (yhdistetta markkinoi Ukidan-Seorono) 2500

U.I/rotta. 10 minuutin kuluttua poistetaan veri sydan-
funktion avulla ja ma&éritetdsan F,D.P, ml:na. Ndin saadut
tulokset on kcottu taulukkoon 4.

Taulukko 4
Yhdiste Annos F.D.P.

- - 0,26 perusarvo
Fysiologinen liuos - 3,30
Aprotiniini 1000 0,34

" 3000 0,29

" 10000 0,30
Traneksaamihappo 5 0,58

" 10 0,39

" 20 0,33
L-A.M. 5 0,48

" 10 0,30

" 20 0,25
D-A.M. 5 3,10

" 10 3,03

" 20 3,16
L-A.E 5 0,50

" 10 0,33

" 20 0,27
D-A.E. 5 3,20

" 10 3,16

" 20 3,19
L-arginiini.2HC1 5 3,28

" 10 2,96

" 20 3,15
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Taulukko 4
Yhdiste Annos F.D.P.
Metanoli 2 3,02
n 4 3,12
n 8 3,27
F tanoli 2 3,06
" 4 2,95
1] 8 3,11
| ~arginiini.2HCl+metanoli 440,61 3,00
" 841,23 3,12
" 16+2,46 3,20
. -arginiini,2HCl+etanoli 4+1,06 2,98
" 8+2,12 2,99
" le+4,24 3,20

Annostuksen ja lyhennysten suhteen viitataan taulukkoon
1. Traneksaamihappo on trans-4-(aminometyyli)syklo-

heksaanikarboksyylihappo.

Edellisten taulukoiden 1 - 4 arvot osoittavat, etti
arginiinin etyvli- tai metyyliestereilld on merkittdva
terapeuttinen vaikutus testien annostuksella ja ettéa
aktiivisuus on spesifinen yhdisteen rakenteen ja myds

sen stereoisomeerian suhteen. Antamalla eldimille itse
arginiinia tai itse alkoholeja tai arqginiinin ja alkoholien
seaksia tai D-arginiinin estereitid on itse asiassa saatu
ei-merkitsevid tehoja tai tehoja, jotka ovat verrattavissa
siihen, ettd e dimet on kidsitelty vertailuna fysiologisella

suolaliuoksella.

L-arginiinin estereiden, joiden terapeuttinen aktiivisuus

on osoitettu edellisissd esimerkeissid, toksisuus on
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testattu kahdella eldinlajilla, hiirella intravenddsisti
ja rotilla sekd intravenddsisti ettd endoperitoneaalisesti,.

Tulokset annostuksella DL-50 mg/kg ovat seuraavat:

Laji: wurospuclinen sveitsil&dinen albinohiiri, keski-
mddrdinen paino 22 + 1 g,antamistapa: endovenddsisti
DL-50: 315,6 mg/kg (L.F. = 276,5 - 360,2)

Laji: urospuoclinen Wistar-albinorotta, keskim&@&drdinen
paino 160 + 10 g
antamistapa: endovendisisti

DL-50: 431,73 mg/kg (L.F. = 374,2 - 498,0)
antamistapa: endopertionelaatisesti

DL-50: 1111,1 mg/kg (L.F. = 1002,9 - 1230,8).

On huomattava, ettd toksisuusarvot ovat huomattavasti
korkeammalla alueella kuin terapeuttisiin tarkoituksiin

kaytetty annostus.

Kun aineita an annettu terveille eldimille edelld annetulla
annostuksella ja edelld kuvattua antamistietd, téma

ei ole aiheuttanut kuolleisuutta eikd oireita toksisuudesta,
Taulukkojen 1 - 4 tulokset osoittavat keksinndn mukaisten

farmaseuttisten seosten terapeuttisen arvon.
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Patenttivaatimukset

1. Farmaseuttinen seos, joka suojaa akuutilta pulmonaa-
riselta edeemalta, eri tyyppisiltd shokeilta, mukaanlukien
anyflaktinen shokki, ja plasminogeenin aktivoivien aineiden
indusoimalta hyperfibrinolyysiltd, t unnet tu

siitd, ettd se muodostuu liuoksesta, joka sisdltaa
L-arginiinin esterid alifaattisen alkoholin kanssa tai

sen suolaa yhdessd farmaseuttisesti hyvdksyttdvéan orgaanisen
tal epaorgaanisen hapon kanssa vedessd pH-arvossa vd1illaj
5,5 ja 8,5.

'QTIPatenttivaatimuksen 1 mukainen seos yksikkdannosmuodossa,
jonka pitoisuus on 0,25 - 100 mg kohteen, jota hoidetaan

parenteraalista tietd painokiloa kohti.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen seos, t unnet -
t u siita, ettda shokki on bakteerien endotoksiinien

aiheuttama.

4. Menetelmd suojata eldvd kohde akuutilta pulmonaariselta
edeemalta, shckkitilalta, mukaanlukien anafylaktinen

shokki, tai plasminogeenin aktivoivien aineiden indusoimalta
hyperfibrinolyysiltd, t un ne t t u siita, etti
kohteelle annetaan tehokas mddrd L-arginiinin esteria
alifaattisen zlkoholin kanssa tai sen suclaa yhdessi
farmaseuttisecsti hyvdksytt&van orgaanisen tai epdorgaanisen
hapon kanssa vesiliuoksessa pH-arvossa valilld 5,5 ja

8,5.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd L-arginiinin esteri annetaan

hydrokloridina.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t un -
nettu si.td, ettd alkoholi on metyyli- tai etyy-
lialkoholi.



Patentkrav

l; Farmaceutisk blandning, som skyddar mot akut pulmonarisk
edema, olika typers chocker, medrdknat anafylaktisk chock och
mot den hyperfibrinolys, som induceras av plasningen aktiverande
dgmnen, k dnnetecknad dirav, att den bestdr av en
blandning, som innzh&ller L-arginets ester tillsammans med
alifatisk alkohol =2ller dess salt tillsammans med en farmaceu-
tiskt accepterad organisk eller oorganisk Syra i vatten med

pH-vdrde mellan 5,5 och 8,5.

2. Blandning enligt patentkrav 1 i enhetsportionsform, vars halt
4r 0.25 - 100 mg per milets, som skdtes pd parenteral vig,

viktkilogram.

3. Blandning enligt patentkrav 1, k &nnetecknad dirav,

att chocken fdrorsakats av bakteriernas endotoxiner.

4. Metod fo6r att skydda ett levande mal mot akut pulmonarisk
edema, chocktillstdnd, medrdknat anafylaktisk chock eller den
hyperfibrinolys, som induceras av plasminogen aktiverande &mnen,
kdnnetecknad dirav, att mdlet ges en effektiv mingd
L—argininets ester tillsammans med alifatisk alkohol eller dess
salt tillsammans med en farmaceutiskt accepterad organisk eller

corganisk syra i vattenl&sning med pH-vdrde mellan 5,5 och 8,5.

5. Metad enligt patentkrav 4, kd&dnnetecknad dirav,

att L-argininets ester ges som hydroklorid.

6. Metod enligt patentkrav 4, kdnmetecknad dirav,

att alkoholen &dr metyl- eller etylalkohol.
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