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(57) Sammendrag:

Tetracycliner med i det vasentlige ingen effektiv antibiotisk
eller antibakteriel virkning og besiddende anti-collagen-ned-
brydende enzymaktivitet eller anticollagenase-aktivitet og
praparater der indeholder disse har vist sig at vare anvende-
lige som anti-collagenolytiske midler. SaAsanne tetracycliner
0g preparater, der indeholder dem, er nyttige ved behandling af
periodontale sygdomme, hornhindeulcerationer, knoglemangelsyg-
domme og rheumathoid arthritis, der er sygdomme karakteriseret
ved overdreven collagennedbrydning. Dyrefoderpraparater der
indeholder s&sanne tetracycliner giver forbedret dyreernaring,
hvilket kan ses ved forhsjet vagtforogelse.
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Tetracycliner er velkendte bredspektrede antibiotika. For ny-
1ig har det ogsa vist sig, a2t antibiotiske tetracycliner inhi-
berer virkningen af collagennedbrydende enzymer, f.eks. patte-
dyrs-collagenase, makrofag-elastase og bakterielle collagena-
ser. F.eks. har tetracycliner for nyligt vist sig at vare nvt-
tige ved behandling af periodontale sygdomme, alvorligt frem-
skreden rodhindebet=ndelicse hos voksne og lokaliseret rodhinde-
betzndelse hos unge mennesker. Antibiotiske tetracycliner er
0gs& anvendelige ved behandling af ikke-inficerede hornhindeul-
cerationer, ved behandling af den lednedbrydning der er invol-
veret under reumatoid arthritis og i almindelighed ved behand-
ling af de svgdomme, der er karakteriseret ved overdreven col-
lagennedbrydning.

Forseg in vitro har vist at antibiotiske tetracycliner

(1) indhiberer leukocyt- og kondrocyt-collagenaseaktivitet,
(2) reducerer knogleresorption i organkultur fremkaldt af ent-
en parathyroidhormon, bakteriel endotoxin eller prostagladin
E2, og

(3) reducerer makrofag-collagenase- og -elatase-aktivitet i

cellekultur,

Desuden har det ved forseg in vivo vist sig at det antibio-
tiske tetracyclin, minocyclin, ved behandling af diabetisk
rotte

(a) reducerer patologisk overdreven collagenase-aktivitet i
gingiva og hud,

{b) reducerer patologisk hudcollagenresorption, og

(c) reducerer patologisk overdrevent alveolarknogletab.

Desuden har de antibiotiske tetracycliner (minocin, achromycin
0og vibramycin) ved regelmassige og lave dosisniveauer klinisk
vist sig at reducere collagenaseaktiviteten i humane periodon-

tallommer og regelmassige dosisniveauer af tetracyclin medfs-
rer helbredelse af hardnakkada ikke-inficerede hornhindeulce-
rationer nes mennasker, lasioner der antages at vare formidlet

af pattedyrscolliagenase.
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I en rapport af Golub et al. demonstreredes in vivo og in vitro anvendelsen af de antibio-
tiske tetracycliner, minocyclin, doxycyclin og tetracyclin som effektive inhibitorer for
collagenaser fra forskellige pattedyrskilder, herunder fra mennesker (Golub et al., J. of
Periodontal Research 19 (1984), 651-655).

Skent de i handelen tilgzngelige antibiotiske tetracycliner er effektive som anticollageno-
lytiske midler, er langvarig anvendelse, enten kontinuerligt eller i indskudte perioder,
f.eks. 2 ugers behandling - 3 mineder uden behandling - 2 uger med behandling - 3
méneder uden behandling, imidlertid anledning til de szdvanlige komplikationer ved
langvarig anvendelse af antibiotika, sdsom tarmforstyrrelse, overvakst af gzr og svampe,

udvikling af antibiotisk resistente bakterier.

Det er saledes et formal med den foreliggende opfindelse at tilvejebringe prazparater
baseret pa tetracycliner med i det vasentlige ingen antibiotisk og antibakteriel aktivitet,
og is&r pd udnyttelsen af tetracycliner, der har anticollagenolytisk aktivitet ved behand-
ling af sygdomme eller tilstande karakteriseret ved for stor nedbrydning af collagen, uden
samtidigt at give anledning til de s@dvanlige komplikationer, der er involveret ved an-

vendelse af antibiotika i lang tid.

Det er endvidere formalet med den foreliggende opfindelse at tilvejebringe praparater
indeholdende disse ikke-antibiotiske tetracycliner og anvendelse af sidanne praparater
som anticollagenase-midler, mens der samtidig tilvejebringes hidtil ukendte przparater
og anvendelser for sidanne prazparater ved behandlingen af forskellige sygdomme og

tilstande karakteriseret ved for stor nedbrydning af collagen.

Det er et szrligt forml eller trek ved den foreliggende opfindelse at anvise ikke-antibio-
tiske tetracyclinpraparater med forbedrede egenskaber, sisom dyrefoderpraparater eller
-sammens&tninger, der indeholder tetracycliner, der er effektive, nir de leveres eller
indgives til dyr, ikke blot som anticollagenolytiske midler, men ogsa til tilvejebringelse

af forbedret dyreernring.

DK 174997 B1
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Den for tiden benyttede anvendelse af antibiotisk tetracyclin
som et additiv til dyrefoder for at fremme forbedret fodeom-
dannelse og vagtforsgelse har vist sig at have den skadelige
virkning, at den fremkalder overvaks- af resistente organis-
mer,hviltket snpart vil bilive betragtet som risikabelt for men-
neskets helbred. Ved udgvelse af den foreliggende opfindelse
elimineres denne skadelige virkning mens dyrevagtforage1seh
samtidigt fremmes.

Hvoriedes disse og andre formal vad den foreliggende opfindel-

se opnas vil st3d klart i lyset af medfoslgende beskrivelse og
tegning, hvor

-

fig. 1 grafisk iliustrerer effektiviteten hos et tetracyeclin
ifolge opfindelsen til reduktion af bakteriel collagenaseakti-
vitet in vitro,

fig. 2 grafisk illustrerer virkningen af forsgede koncentra-
tioner af et tetracyclin ifelge opfindelsen med hensyn til

bakteriel collagenaseaktivitet in vitro,

fig. 3 grafisk illustrerer virkningen af foregede koncentra-
tioner af et tetracyclin ifslge oofindelsen pad rotte-polymor-

fonuklear-leukocyt-collagenase~-aktivitet in vitro,

fig. 4 grafisk viser forazgelsen 1 legemsvaegt hos diabetiske
rotter underkastet oral indgift af et tetracyclin ifelge opo-
findelsen sammenlignet med andre rotter, hvortil der var ind-

givet andre midter,

fig. 5 grafisk viser virkningen pa hud-vegten hos diabetiske
rotter, der har faet indgivet et tetracyclin ifelge opfindel-

sen, og

fig. 6 grafisk viser virkningen hos rotter pi collagenaseakti-
viteten i gingival-vav efter indgift af et tetracyclin ifelige

opfindelisen.
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Det har vist sig at tetracycliner, der har i det vaesentlige in-
gen effektiv antibiotisk eller antibakteriel virkning, har
anticollagen-nedbrydende enzymvirkning eller anticollagenase-
virkning. Nazrmere bestemt har det vist sig, at tetracvcliner,
der har i det vasentlige ingen effektiv antibiotisk eller an-
tibakteriel virkning, har evnen til at inhibere collagenolytisk

enzymaktivitet og collagenresorption.

Tetracycliner er karakteriserat ved fira carbocykliske ringe

0g er velkendte antimikrobielle midler eller antibiotika.

Imidlertid har ikke alle tetracycliner antimikrobielle eller
antibiotiske egenskaber. £t antal tetracycliner udviser i ‘det
vasentlige ingen antimikrobiel eller antibakteriel virkning,
mens andre tetracvcliner, skont de udviser en vis antimikrobi-
e] eller antibiotisk virkning, ikke har en sadan antimikrobiel
eller antibakteriel aktivitet i et sadant omfang, at de er an-
vendelige som kemoterapeutiske midler eller som antibiotika
ved behandling af sygdomme. Disse tetracycliner der udviser
ingen eller i det vasentlige ingen eller utilstrazkkelig antimi-
krobiel eller antibiotisk virkning anvendes pad nyttig made ved
udevelse af den foreliggende opfindelse. Sa2rligt nyttig ved
udovelse af den foreliggende opfindelse er tetracvclinet, de-
dimethylaminotetracyclin. Som angivet er imidlertid ogsa andre
tetracycliner, der ikke har tilstr=zkkelig antimikrobiel akti-
vitet eller slet ingen, anvendelige ved udevelse af den fore-

liggende opfindelse.

Som det nu har vist sig, har tetracycliner generelt, uanset om
de har antimikrobiel eller antibiotisk virkning eller ikke,
alle anti-collagennedbrydende-enzym-aktivitet eller anticolla-
genase-aktivitet. Denne anticollagenaseaktivitet ses at kunne
tilskrives tetracyclinernes unikke strukter, dvs. den speciel-
le struktur med fire carbocykliske ringe, som tetracyclinerne

har og som er karakteristisk for dem.
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Som en iagttageise antages det, at carbonylgrupperne i tetra-
cyclinets carbocykliske ringkerne er vigtig for disse forbin-
delsers anticollagenolytiske virkning, idet de chelaterer me-
talionerne calcium og zink. Dette er en vigtig =genskab da de

navnte collagenolytiske enzymer er metalafhangige.

Tetracyclinernes virkning, nar de anvendes i overensstemmelse
med udevelsen af den foreliggende opfindelse som anticollage-
nolytiske midier, ses at vare systemisk, skont tetracyclinerne
kan anvendes fokalt, sasom direkte pafering tii gingivalvavet,
sasom i tilf=21de af behandling af rodhindebetzndelse, hvor der
er involveret for stor collagenaseaktivitet, og pa huden, sia-
som ved behandling aft ulcergse lzsioner, s&som liggesdr, dia-
petiske ulcerationer og 2pidermolysis bullosa. Ved udevelse af
den foreliggende opfindelse kan tetracvclinerne anvendes pa en
hvilken som helst af de kendte anvendelsesmader, der er pas-
cende til behandling 2f den involverede tilstand. Den anvend-
te dosis af ikke-antimikrobielle eller ikke-biotiske tetracyc-
liner ifolge opfindelsen til reduktion af collagenaseaktivitet
eller nar de anvendes som et anticollagenolytisk middel vil
kunne vare den samme som eller en smule staoarre end den anvend-
te dosis af konventionelle tetracycliner, nar disse anvendes
som antimikrobielle eller antibiotiske midler. Den anvendte
dosis kan imidlertid ogsa vare vasentligt under eller kun en
brakdel eller en mindre mangde af en sadan standardosis eller
et sddant standardniveau, hvori konventionelle antimikrobielle
tetracycliner anvendes, sasom ca. 5-50% af en standardterapeu-
tisk dosis med hensyn til udnyttelsen af antimikrobielle eller
antibiotiske tetracycliner, nar disse anvendes til behandling

af sygdomme.

Et kommercielt vigtigt trzk ved udsvelsen af den foreliggende
opfindelse indebarer udnyttelsen af de specielle ikke-mikrobi-
ellie eller ijkke-antibiotiske tetracycliner, sasom det dedime-
thyiaminotetracyclin, som et additiv til dyrefoder. DOyrefoder
til drevtyggere, ikke-drovtyggere og drovtygger-beslazgtede dyr
omfatter smadvanligvis en blanding af korn, proteiner, aminosy-
rer, mineraler, vitaminer og tilsa2tningsstoffer, sasom konser-

veringsmidier, (antijoxidanter, bakteriostatiske midier, fungi-
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staticke midler) og tilskud, som hjzlper til at beskytte dy-
ret mod parasitter og sygdomme. Fordelen ved anvendelisen af de
specielle tetracycliner i overenstemmelse med den foreliggende
opfindelse som en komponent eller et tilsztningsstof i dyrefo-
der er, at en sadan anvendelse sandsynligvis ikke giver nogen
anledning til antibiotisk resistente bakteriestammer. Det
primare formdl med inkorporering af den specielle type tetra-
cycliner ifelge opfindelsen i dyrefoder er at det som et anti-
collagenolytisk middel vil forbedre dyrets ernaring og legems-

vagt.

Som et eksempel pid den koncentration eller mangde af de spe-
cielle tetracycliner ifolge opfindelsen der, inkorporeres i dy-
refodere til fjerkrasfodere til kylliinger, kalkuner og siagte-
kyliinger, vil mangden af tetracyclin inkorporeret i foderet
vare i omradet fra ca. 10 g +il ca. 200 g pr. ton foder. Med
hensvn til foder til kadkvag for unge ka2lve op til en alder pa
ca. 12 uger boer mangden af tetracyciin i foderet vare siledes
at kalven ved konsumering af foderet vil optage ca. 0,1 mg til
ca. 1,0 mg pr. pound af kalvens legemsvagt pr. degn. Med hensyn
til kodkvag ber mangden af tilstedevarende tetracyclin i fode-
ret vare saledes at dyret optager eller konsumerer fra ca. 75
mg til ca. 300 mg pr. pound pr. dag fra det tetracyclinholdige
foder,

Fremstilling af stamoplasninger af tetracyclin, minocvclin og

dedimethylaminotetracyclin {CMT).

Stamoplgsninger af minocvcliin, dedimethylaminotetracyclin
{(CMT) og tetracyclin fremstilledes som vandige oplesninger.
Disse oplssninger var beregnet til anvendelse til bestemmelse
af hver af disse tetracycliners antibakterielle aktivitet. Mi-
nocyclinet leveredes fra Sigma Chemijcal Company, St. Louis,
Missouri, Lot nr. 60F-0048. Tetracyclinet leveredes ogsa fra
Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri, Lot nr. 103F0350
og det dedimethylaminotetracyclinet fremstilledes syntetisk i
overensstemmelse med den fremgangsmade der 2r angivet af J.H.

Boothe e+ 21, J. Am. Chem. Scc., bind 80, side 1654 (1958) og

. J.R.D. McCormick et al, J. Am. Chem., Soc., bind 79, side 2849
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(1957). Stamoolesningerne fremstilledes som vandige oplesnin-
ger indeholdende 100 mikrogram pr. ml af hver af forbindelser-
ne., Til 10,00 mg af enten minocyclin, tetracyclin eller dedime-
thylaminotetracyclin sattes 10 ml destilleret vand og suspen-
sionen cmrystedes i en 100,0 ml volumetrisk kolbe. Til hver 10
m} suspension af forbindelsen sattes 1,0 ml 1,0 N natriumhy-
droxid til dannelse af en klar oplesning af hver forbindelse.
€a. 70 m1 destilleret vand sattes til hver oplesning og pH
indstilledes +il 8,9 - 8,3 ved tilsatning af den nadvendige
meangde 1,0 N saltsyre. Hver oplsgsning supplieredes derefter op
til 100,00 m1 i den volumetrriske kolbe ved tilsaztning af de-
stilleret vand. Siutkoncantrationen af hver af disse forbin-

delser var 100 mikrogram pr. ml. Stamopligspningerne obnbevaredes
i koleskab indtil de blav anvendt. Der blev fremstillet friske

stamoplasninger dagligt.

Bevis for manaelende antimikrobiel virkning.

Godtggrelse in vitro:

For at vise at dedimethylzminotetracyclinet (CMT) har reduce-
ret antimikrobiel aktivitet, blev der foretaget en sammentig-
ning af den mindste inhiberende koncentration (MIC) for hver
af forbindelserne. En sammenligning af MIC for minocyclin, te-
tracyclin og dedimethylaminotetracyclin gennemfortes pa fslgen-
de made. Til en razkke reagensglas indeholdende 3,0 ml steril
hjerne-hjerte-infusions-(B8Hi)-suppe (DIFCO) tilsattes passende
mangder af stamoolesningerne af minocyclin, dedimethylaminote-
tracyclin og tetracyclin %til opndelse af de koncentrationer,
der er vist 1 tabel 1. Hvert reagensglas indstilledes derpa
med steril BHI-suppe til =2t slutrumfang pad 4,0 mi. Hvert rea-
gensglas i razkken podedes derpd med 0,1 ml af en 24 timers
suppekultur af Bacillus <¢ereus som havde varet inkuberet ved
37°C. Reagensglassene blev derefter vortexet og inkuberet ved
37°C i 24 timer. Reagensglassene blev derefter aflast for til-
stedevarelse eller fravarslise af vakst, hvilket bestemtes ved

uklarhed, Resultaterne fra disse sammenlignends bestemmelser
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for antimikrobiel aktivitet er opstillet i tabel 1. Det blev godtgjort at dedimethylamino-
tetracyclinet ikke har nogen efterviselig antibakteriel virkning mod Bacillus cereus. Det
var mere end 100 gange mindre aktivt end tetracyclin og mere end 1.000 gange mindre
aktivt end minocyclin. Bacillus cereus anvendtes som preveorganismen fordi den anven-
des rutinemassigt til tetracyclinbestemmelser som felge af dens ekstreme felsomhed
overfor disse antibiotika. Organismen var opnéet fra The American Type Culture Collec-
tion (ATCC nr. 11778).
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Gedtgorelse in vivo:

[ e ettt

Konventionelle forssgsdyr og forsagsdyr der var gjort diabe-
tiske blev enten ikke behandliet eller behandlet med metronida-
z01 eller dedimethylaminotetracyclin ved en sammenlignende
undersegelse til bestemmelse af virkningen in vivo af dedime-

thylaminotetracyclin.

T€1 denne undersegelse anvendtes fire forskellige grupper af
rotter. Gruppe I var en ubehandlet kecntrolgruppe af normale
rotter, som rummede en normal oral flora; Gruppe II var en
ubehandtet kohtro]gruppe af diabetiske rotter, der var gjort
diabetiske ved indgift af streptozocin; Gruppe III var en dia-
betisk gruppe behandlet oralt med metronidazol og gruppe IV
var en diabetisk gruppe af forsagsdyr behandlet oralt med de-

dimethylaminotetracyclin.

ved forsggets afslutning blev rotterne aflivet og der blev ud-
taget prover med sterile curetter fra kindtandernes gingival-
kant hos rotter fra hver af disse grupper af dyr og propverne
overfactes til en suppe og inkuberedes i 72 timer ved 37°C. De
isolerede organismer sammenlignedes for at fastslid om der var
nogen stor forandring i sammensa2tningen af floraen efter ind-

giften af enten metronidazol eller dedimethylaminotetracyclin.

Resultaterne for isoleringen og identifikationen af organis-
merne vundet fra gingivalpraover viste at: (1) de ubehandliede
normale kontroldyr havde 1lidt flere organismer til stede end
dyrene i nogen som helst af de svrige grupper og kunne let in-
dificeres ved mangden af vakst 0g ved de bakterielle sammensat-
ninger, (2) de diabetiske dyr der modtog metronidazol frem-
kaldte mindre vakst fra gingivaipreverne end nogen af de ov-
rige grupper cog havde overvejende gramposit%ve kokker; (3) de
ubehandlede diabetiske konztroldyr o¢g de diabetiske dyr der
modtog dedimethvlaminotetracvyclin var i det va=sentlige ikke
til at skelne fra hinanden med hensyn til mangden af vakst
vundet fra gingivaloraverne og i den bakterielle sammens=2tning

for hver prave. Disse resultater 2r opsiillet i tabel 2.
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Disse undersegelser in vivo demonstrerede tydeligt at metroni-
dazol som forventet fortrinsvis undertrvkkede de gramnegative
anaerobe organismer i den creviculazre mikrofliora, mens dedime-
thylaminotetracyclin eller CMC ikke havde nogen paviselig
virkning pa den creviculare mikroflora i mods®tning til virk-

ningen af antibiotiske tetracycliner.

Golub et al, J. Periodontal Res. 18: 5165, 1983 viste at et an-
tibiotisk tetracyclin undertrykkede de gramnegative anaerobe
organismer i den creviculare flora hos den diabetiske rotte,
ligesom den virkning der er beskrevet ovenfor for metronida-

Zol.
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8avis for anticelilagenolvzisk enzymvirkning.

Godtgorelse in vitro:

e

Bakteriel colliagenase (fra C. histolyticum), der ligesom pat-
tedyrscollagenase er en calcium afhangig metallo-protease, in-
kuberedes i 18 timer ved 27°C med [3H-methy1]—co]1agen i nar-
verelse af 0, 20 21ler 80 ug/ml CMT og resultaterne er vist pa
fig. 1. I fravar af CMT gav forsgelse af niveauet af bakteriel
collagenase 1 den inkuberede blanding fra 10 til 100 ng somn
forventet forsget nedbrvdning af det radioaktivt mzrkede col-
lagensubstrat (fra 40-90%). Et tilsvarende menster si3s, nar
der tilsattes 20 ug/ml CMT, men ved alle niveauer af bakteriel
collagenase (10-100 ng} var nedbrydningen af collagen lavere
end det der blev jagttaget i fravaer af CMT. Foragelse af kon-
centration af CMT til 80 pg/ml inhiberede i det vasentlige
fuldstendigt collagenaseaktiviteten ved alle de afprovede en-

zZymniveauer,

Der gennemfertes et andet forsog. Ved dette forssg blev et
enkelt niveau af bakteriel collagenase inkuberet (a) med et
bredt omradde af koncentrationer af CMT {0, 2, 10, 20 og 60
pg/ml1) og (b) med kendte inhibitorer for metallo-proteaser,
EDTA og phenanthrelin. Som i det forste forseg nedbrad 10 ng
collagenase ca., halvdelen af det tilgangelige radioaktivt
markede collagensubstrat efter en 18 timers inkubering ved
27°C 1 fravar af CMT, fig. 2. Den meget lave koncentration pa
2 pg/ml CMT inhiberede collegenaseaktiviteten med ca. 20% mens
koncentrationerne pa 10-60 ug/ml CMT reducerede aktiviteten
ca. 90%. Disse hojere koncentrationer af CMT inhiberede colla-
genaseaktiviteten i samme grad som chelateringsmidlerne EDTA
o0g phenanhtrolin, hvilket stemmer overens med den hypotese, at
de metalbindende egenskaber hos tetracycline} {indhefattet CM-
T) er ansvarlige, i det mindste delvis, for deres anti-colla-

genolytisk-enzym-egenskaber.

Et tredie forseg blev gennemfert og resultaterne er vist pia

fig. 3. I dette forseg blev radioaktivt markede coilagenmola-
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kvler inkuberet (18 timer, 37°C) med =n ekstrakt af rotte-
leukocyter, der vides at indeholde collagenolytisk-enzym-aktivi-

tet, Dette pattedyrscollagenase-praparat inkuberedes med 0-860

ug/m1 CMT eller med collagenase-inhibitorerne, EDTA eller phe-

5 nanthrolin. Selve collagenasen nedbred ca. 55% af det tilgan-
gelige collagensubstrat. I dette forseg reducerede 2-10 ug/ml

CMT collagenaseaktiviteten med ca. 20% mens 20 og 60 pg/ml re-
ducerede aktiviteten ca. 85%. EDTA og phenanthrolin, to meta2l-
chelateringsmidler, inhiberede fuldstandigt aktiviteten af

10 dette pattedyrscollagenase, hvilket var forventet, eftersom
leukocyt-collagenase vides at afhange af tilstedevarelsen af
metalionerne, calcium og zink, for normal aktivitet. Det anta-

ges at grunden til at dette pattedyrs-collagenase-praparat
kravede en hajere koncentration af CMT end det bakterielle

15 collagenasepraparat til opnaeise af samme grad af dinhibering
var tofoldig: For det forste var pattedyrscollagenasen et for-
holdsvist urent enzym sammenlignet med det i hsj grad rensede
bakterielle enzym. S&ledes kunne CMT have reageret med andre
metallo-proteaser (f.eks. gelatinase) 1 ‘leukocyt-preparatet

20 ved siden af reaktion med collagenase, hvilket sé&ledes effek-
tivt reducerer forholdet inhibitor CMT/collagenase. For det

andet indeholder leukocyter et hsjt niveau af calciumioner og
tidligere forseg har vist at tilsatning af calcium til en
collagenase/tetracyclin-blanding kunne overvinde inhiberingen

25 af enzymaktiviteten.

Godtgoerelse in vivo:

30 Der blev opstillet fire separate grupper rotter, en gruppe
(kontrolgruppe) btev efterladt ubehandlet under hele forseget,
den anden (den diabetiske gruppe eller D-gruppen) blev gjort
diabetisk ved intravenss injection af streptozotocin som tid-
ligere beskrevet, den tredie gruppe blev éjort diabetisk og

35 fik derefter indgivet ad oral vej 75 mg or. dag af antibioti-
ket metronidazol (D + metronidazol-gruppe}), og den fjerde
gruppe blev gjort diabetisk og fik oral indgivet pa daglig ba-
sis 20 mg pr. dag "CMT" (D + "CMT"-gruppe). Diss2 dosar ar
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1/10 af de daglige doser af hver af disse lagemidler nar de
indgives af terapeutiske grunde ti)l mennesker. 1/10-vardien er
den samme dosis som biev indgivet til diabetiske rotter i1 tid-
ligere undersogelser under anvendelse af minocvclin og som vi-
ste sig at fremkalde kunstige forandringer i rotters bindevav,.
P4 forskellige tidspunkter under forseget blev rotterne vejet,
P3 forsasgets sidste dag (dag 37) blev der taget en blodpreve
fra hver rotte til glucoseanalyse, dyrene vejedes og aflivedes.
Hele huden fra hver rotte (bortset fra den over hovedet, po-
terne og genitialerne) og den buccale gingiva blev dissekeret,
vejet, hakket {eng: minced), ekstraheret (alle procedurer ved
4°C) og 2ekstrakterne blev partielt renset ved ammoniumsulfat-
udfaldning. Collagenaseaktiviteten i hud- og gingival-ekstrak-
terne maltes efter inkubering med radioaktivt market collagen
som substratet, (Hudekstrakter inkuberedeé ved 35°C, 48 timer,
med léc-glycinmarket collagenfribiller, mens gingivalekstrak-
ter inkuberedes ved 27°C, 18 timer, med {3H-methyl]-collagen-

molekyler.

Netop for aflivning af rotterne blev der tagert en subgingival
pliagquepreve fra hvert dyr fra de maxillare omrader. Preverne
anbragtes ojebiikkeligt i pra-reduceret suppe (for at beskytte
de anaerobe mikroorganismer), 1inkuberedes under anaerobe be-
tingelser og det relative antal af de grampositive, gramnega-

tive og bevegelige mikroorganismer blev bestemt.

Som vist pa& fig. 4 tog kontrolrotterne p& i vegt i1 lIsbet af
forsegsperioden pa 37 dage mens de ubehandlede diabetiske rot-
ter (D-gruppe) tabte mere og mere i vagt. Daglig metronidazol-
terapi havde ingen virkning til forsinkelse af vzgttabet hos
D-rotterne, mens daglig behandling af D-rotterne med CMT
fuldstandigt inhiberede tabet i1 legemsvagt. Oesuden begyndte
"D"-rotterne behandletr med CMT hen mod slutningen af forsgsget
efter [dag 30) at tage pa i vagt pad en made der 13 paralielt
med de ikke-diabeticke kontroidyr mens de ubehandiede "D"-rot-

ter under den samme periode fertsatte med at tabe i vagt.

Resultaterne p& fig. 5 viser et tilsvarende msnster af foran-

dringer. D-gruppen og OD+metronidazol-gruppen tabte merz end
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50% af hudmassen ved afslutningen af forsegsperiodsn pad 37 da-
2, mens behandlingen af D-rotter med CMT pa daglig basis in-
hiberede tabet af hudmasse (hudtab er en komplikaticn ved den

diabetiske tilstand).

Resultaterne i tabel 3 viser at alle de diabetiske grupper
{D-gruppe, D+metrcnidazol-gruppe, D+CMT-gruppe) var alvorligt
hyperglycamiske (6338-850 mg % blodglucoseniveauer) sammenlig-
net med de normoglycamiske (104 mg%) kontrolrotter. Behandling
af de diabetiske rotter med metronidazol havde absolut ingen
virkning pad den patologisk cverdrevne collagenaseaktivitet i
de diabetiske dyrs huder, tabel 3, eller i de diabetiske dyrs
gingiva, fig. 6, til trods for at blodglucosen i de metronida-
zolbehandlede {antimikrobielt behandiede) rotter var svagt
nedsat som vist i tabel 3. I wudtalt kontrast hertil, skent
CMT-behandlingen ses at have 2n mindre virkning end metronida-
zol pd blodglucosekoncentrationen, inhiberede dette modifice-
rede tetracyclin p3d dramatisk made hud- og gingival-collagena-
se-aktiviteten med ca. 50%, tabel 3 og fig. 6. Disse resulta-
ter viser at CMT inhiberer pattedyrscolilagenase-aktivitet (og
collagenresorption) in vivo, 1ligesom antibiotiske standard-
tetracycliner, men kan udeve denne terapeutiske virkning uden

signifikant at pavirke den creviculzre mikroflora.
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Skent der i narvarende beskrivelse og udeveise af opfindelsen
er lagt v=gt pa dedimethylaminotetracyclinet som det iKke-
antimikrobielle a2ller ikke-antibakterielle tetracycliin kan der
ogsa anvendes andre i det vasentlige ikke-antimikrobielle el-
ter ikke-antibakterielle tetracycliner, sasom 6a-benzylthiome-

thylen-tetracyclin med den strukturelle formel:

H_ CHSCHo NMe;

Anvendelig er ogs& nitrilanalogen ¢il tetracyclin med den

struktureile formel:

NMe,

. OH:
O X kel

oH 0 HO O




19

15

30

19

DK 174997 B1

Anvendelig er ogsa det mono N-alkyierede amid af tatracyeslin

med den strukturelle formel:

Anvendelig er ogsa 6-flour-demethyltetracyclin med den struk-

turelle formel:
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De specielle ikke-antimikrobielle eller ikke-antibakterielle
tetracycliner ifs1gg opfindelsen anvendes hensigtsmassigt i
sig selv eller i form af salte deraf, sisom hydrochloridsalte-
ne. Andre vandopleselige salte, sAsom natrium- eller kaliumsal-

tene, kan ogsd anvendes. |

Tetracyclinerne ifslge opfinde]seﬁ kan ogsa indkapsles til oral
indgift da, som navnt ovenfor,. tetracyclinerne ifelge opfin-
delsen ses at vare systemisk effektive som anticollagenolytis-
ke midler. Tetracyclinerne ifelge opfindelsen kan ogsa formu-
leres i form af tabletter, kapsler, eleksirer og lignende. Te-
tracyclinerne ifeslge opfindelisen kan formuleres til oplesninger
eller suspensioner til intramuskular eller peritoneal indgift.
Desuden kan tetracyclinerne ogsi inkorporeres eller formuleres
i et polymart barestof eller udleveringssystem til fokal eller
lokal anvendelse sasom i tilfalde af behandlingen af peridon-
tale sygdomme, sasom til udlevering direkte i den peridontale

lomme.

Velegnede polymere materialer der kan anvendes til at inkorpor-
ere tetracyclinerne ifelge opfindeisen deri indbefatter ethy-
lenvinylacetat, polycaprolacton, polyurethan og ethylencellu-
lose som efter at tetracycliinerne er inkorporeret eller di-
spergeret deri er hensigtmassig; formgivet eller formet til
fibre, ark, film eller partikler eller granulart materiale,
der er i stand til at blive udformet eller formet til en hen-
sigtsmassig form til behandling af periodontale sygdomme og
lignende eller til direkte pafering til en lasion der viser

patologisk collagennedbrydning e]]er‘collagenresorption.

Som det vil vare klart for fagmanden i lyset af de ovenfor an-
givne oplysninger er mange modifikationer, andringer og sub-

stitueringer mulige ved udsvelsen af den foreliggende opfin-

delse uden at man derved gir uden for opfindeisens ids etller

rammer.
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PATENTKRAYV

1. Praparat omfattende et tetracyclin med i det vasentlige ingen antibakteriel aktivitet
og som udviser anti-collagenaseaktivitet samt en barer for tetracyclinet til anvendelse ved
behandlingen af mennesker eller dyr, som lider under en tilstand eller af en sygdom, som

er karakteriseret ved overdreven collagennedbrydning.
2. Preaparat ifelge krav 1, hvori tetracyclinet er dedimethylaminotetracyclin.

3. Praparatifelge krav 1 eller 2 til anvendelse ved behandlingen af hornhindeulceratio-

ner.

4. Preaparat ifglge krav 1 eller 2 til anvendelse ved behandlingen af periodontale syg-

domme.

5. Praparat ifelge krav 1 eller 2 til anvendelse ved behandlingen af rheumatoid arthri-

tis.

6. Praparat ifelge krav 1 eller 2 til anvendelse ved behandlingen af periodontale syg-
domme, hudl@sioner og/eller andre sygdomme, idet tetracyclinet foreligger i en topisk

indgivelsesbar form.

7. Przparatifelge krav 6, hvor tetracyclinet er inkorporeret frigivelsesbart i en polymer

barer eller matrix.

8. Praparat ifelge et hvilket som helst af kravene 1 til 7, hvor tetracyclinet skal indgi-

ves systemisk.
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9. Praparat ifglge et hvilket som helst af kravene 1 til 7, hvor tetracyclinet skal indgi-

ves oralt.

10. Praparat ifelge et hvilket som helst af kravene 1 til 9, hvor praparatet er i form af

en tablet, et granulat, en pastil eller en kapsel.

5 11. Praparat ifelge et hvilket som helst af kravene 1 til 9, hvor bareren er en vandig

barer.

12. Preparat ifelge et hvilket som helst af kravene 1 til 10, hvor bareren er en fast,

fysiologisk acceptabel matrix.

13. Pr=parat ifelge et hvilket som helst af kravene 1 til 12, som er et dyrefoderpraparat,

10 og som indeholder tetracyclinet i en effektiv anti-collagenasevirkende mangde.

14. Anvendelse af et tetracyclin med 1 det vasentlige ingen antibakteriel aktivitet, som
udviser anti-collagenase-aktivitet samt en barer for tetracyclinet til fremstillingen af et
farmaceutisk praparat til behandlingen af mennesker eller dyr, som lider under en til-

stand eller af en sygdom karakteriseret ved overdreven collagennedbrydning.
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Collagenase alene
Collagenase +20pg/ml “CMT"

B Collagenase+50pg/ml " CMT"

Virkningen af to forskellige koncentrationer
(20-60pg/mi) af “"CMT” pd stigende niveau-
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Fig. 3
s Virkningen af stigende koncentrationer
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= D-Gruppe

Oral indgift af metronidazol eller “"CMT”
(20mg/dag) til diabetiske rotter; virkning
pd hudvegt 37 doge efter inducering
af diabetes og start pd behandling
med lecegemiddel.

Kontrolgruppe

T

- D+Metronidazol-gruppe

[D*'”CMT“ Gruppe

|

Oral indgift at metronidazol eller “CMT"

til diabetiske rotter; virkning pa colla-
genaseaktivitet i gingivalvev.

l £D+Metronidozol

D

D+ "“CMT"

{

J——Kontroldyr
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