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Keksintd koskee uusien kaavan I mukaisten
stabiilien 4"-deoksi-4"-epi-metyyliamino-
avermektiinisuolojen valmistusta,

OCH,

jossa R on vety tai metyyli; ja X on a)
b) bentsoehappo, joka on
substituoitu yhdell#d, kahdella tai kolmel-
la substituentilla, jotka on valittu ryh-

bentsoehappo,

mdstd, joka koostuu seuraavista: i) halo-
geeni (Cl, Br, F, I), 1ii) hydroksyyli,
iii) karboksyyli, iv) (C,-Cy)-alkyyli, jJa
v) (C,-C¢)-alkoksyyli, c) bentsoeenisulfo-
nihappo, d) sitruunahappo, e) fosfaatti,
f) viinihappo, tai g) maleiinihappo.

Uppfinningen avser framstdllning av nya

stabila 4"-deoxi-4"-epi-metylaminoavermek-
tinsalter med formeln I

CH, OCH,
N,
N
Xe
B
o,
G, 0 O
CH,

vari R &4r vite eller metyl; och X Hr a)
bensoesyra, b) bensoesyra, som 4r substi-
tuerad med en,

ter,

tvd eller tre substituen-
vilka valts bland: i)
Br, F, I),

halogen (c1,
karboxyl,
iv) (Cl-Cs)—alkyl, och v) (Cl—CG)—alkoxyl,

c) bensoensulfonsyra, d)

ii) hydroxyl, iii)
citronsyra, e)
fosfat, f) vinsyra eller g) maleinsyra.
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Menetelmi uusien terapeuttisesti kdyttbkelpoisten 4"-deok-
si-4"-epi-metyyliaminoavermekitiinisuolojen valmistami-

seksi

US-patentissa 4 427 663, Mrozik, kuvataan syntee-
siteitsd, joita kadytetddn valmistettaessa 4"-deoksi-4"-ami-
noavermektiini-Bla/Blb:t& ja substituoituja aminoavermek-
tiinejd. US-patentissa 4 874 749, joka on julkaistu 17.
lokakuuta 1989, tuodaan esille 4"-deoksi-4"-epi-metyyli-
aminoavermektiinihydrokloridi, jolla on ominaisuuksia maa-
taloushytnteismyrkkynd. Koska esilld olevan keksinnén yh-
disteiden pysyvyys on parempi tunnettuun hydrokloridisuo-
laan verrattuna, t&llid maataloushytnteismyrkyllé on pidem-
pi varastointiaika.

Tadm3d keksintd koskee 4"-deoksi-4"-epi-metyyliamino-
avermektiini-Bla/Blb -nimisten yhdisteiden seosten happo-

additiosuolaa, ja yhdiste kuvataan parhaiten seuraavalla

kaavalla:
CH, OCHs
X+ }}N ¢
. OCH; CH,
0,
CH3 .

CH,

jossa:

R on vety tai metyyli; ja
X on a) bentsoehappo,



10

15

20

25

30

35

97890

b) bentsoehappo, joka on substituoitu yhdella, kah-
della tai kolmella substituentilla, jotka on valittu ryh-
mdstd, joka koostuu seuraavista: i) halogeeni (Cl, Br, F,
I), ii) hydroksyyli, iii) karboksyyli, iv) (C,-C,)-alkyyli,
ja v) (C,-C4)-alkoksyyli,

c) bentseenisulfonihappo,

d) sitruunahappo,

e) fosforihappo,

f) viinihappo tai

g) maleiinihappo.

Kun R on metyyliryhm&, yhdiste on 4"-deoksi-4"-epi-
metyyliaminoavermektiini-Bla, ja kun R on vety, yhdiste on
4" -deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Blb.

Edulliset happoadditiosuolat muodostetaan bentsoe-
hapon, salisyylihapon, gallushapon, bentseenisulfonihapon
ja sitruunahapon kanssa.

Edullisin happoadditiosuola muodostetaan bentsoe-
hapon kanssa.

Pysyvyyskokeet osoittavat, etta bentsoehappo on
pysyvampi kuin vastaava hydrokloridisuola. Esimerkin 12
taulukossa 2 esitetyssd bentsoehapposuolassa ei ilmene
varsinaisesti mink#idnlaista muutosta 32 viikon huoneenldm-
pbtilassa sdilytyksen j&lkeen ja 47 °C:ssa ensimmidisessa
niytteessd, ja vihdinen pudotus 47 °C:ssa toisessa nayt-
teessid. Bentsoehapposuolalle esitetyt tiedot (esimerkin 12
taulukko 2) osoittavat, ettd hydroklorisuolaan verrattuna
(esimerkin 12 taulukko 1) bentsoehapposuola on merkitta-
vidsti resistentimpi hajoamiselle. Tiedot esimerkin 13 tau-
lukossa 3 osoittavat my®s, ettd bentsoehapposuola on 32
viikon huoneenlampdtilassa tapahtuvan s&ilytyksen ja
47 °C:ssa tapahtuvan s&ilytyksen jdlkeen resistentimpi
hajoamiselle kuin fosfaatti-, tartraatti-, sitraatti-,
gallaatti-, salisylaatti-, bentseenisulfonaatti- tai ma-
leaattisuolat, joissa on tapahtunut 8 viikossa vahemman

hajoamista kuin hydrokloridissa. Bentseenisulfonaatti- ja
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maleaattisuoloissa ilmeni alenema prosentuaalisessa puh-
taudessa sen jdlkeen, kun niitd oli s&ilytetty 47 °C:ssa
16 viikkoa, mutta bentsoaattisuolassa ei ilmennyt lainkaan
muutoksia sen jdlkeen, kun sitd oli sdilytetty 32 viikkoa
47 °C:ssa.

Tavallisesti esills olevan keksinnén yhditeitd kay-
tetddn kahden yhdisteen, Bla:n ja Blb:n, seoksena, Kkoska
rakenteelliset erot ovat hyvin vdhdiset ja vastaavat sec-
butyyliryhmdn ja isopropyyliryhm&n v&listd eroa, ja koska
ndilld kahdella yhdisteelld on p#d#dasiallisesti sama ke-
miallinen reaktiivisuus ja biologiset ominaisuudet.

Mukavuussyistd Bla/Blb-nimistdd kdytetdsdn osoitta-
maan yksittdiset yhdisteet ja t&llaisten yhdisteiden seok-
set.

Edelld olevat yhdisteet esiintyvdt kahdessa stereo-
kemiallisessa muodossa, joissa metyyliaminoryhmd@ on ren-
kaan tason alapuolella (a) tai renkaan tason yldpuolella
(B), epi-isomeeri. Yhdisteen valmistamisen aikana B-yhdis-
tettd syntyy enemm#n kuin a-yhdistettd. Suoritettaessa
kummallekin yhdisteelle kokeita, havaitaan kuitenkin, etta
niilld on piidasiallisesti sama biologinen vaikutus.

Esilld oleva yhdiste valmistetaan avermektiini-
Bla/Blb:std, jossa 4"-metyyliaminosubstituentin paikalla
on 4"-hydroksisubstituentti. Avermektiini-Bla/Blb:n eris-
taminen fermentointilihaliemestd kuvataan US-patentissa
no. 4 310 519, joka on julkaistu 12.1.82. Edelld olevaa
yhdistettd voidaan edelleen valmistaa, kdyttden synteesi-
tietd, joka on esitettty US-patentissa 4 427 663, jossa
valmistetaan 5-0-t-butyylidimetyylisilyyli-4"-okso-22,23-
dihydroavermektiinid. 4"-ketoryhm#dlle suoritetaan pelkis-
tiva aminointi natriumboorihydridilld ja sopivalla amii-
nilla. Synteesitietd on kaytetty 4"-deoksi-4"-epi-metyy-
liaminoavermektiini-Bla/Blb:n valmistukseen.

4" -deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Bla/Blb

johdetaan avermektiini-Bla/Blb:st&d, joka on yhdiste, jossa



10

15

20

25

30

35

97890

on hydroksiryhmd 4"-asemassa. Té&md& yhdiste hapetetaan ke-
toniksi, joka vuorostaan pelkistdvdsti aminoidaan metyy-
liamiinilla, jolloin muodostuu 4"-deoksi-4"-metyyli-
aminoryhmd. Menetelmdn aikana alkuperdisen hydroksiryhmdn
a-konfiguraatio k#&ntyy merkittdvdsti B-asemaan, jolloin
syntyy 4"-deoksi-4"-metyyliaminosubstituentti, jota saa-
daan pienempdnd mddrdnd kuin pddtuotetta, 4" -deoksi-4"-
epi-metyyliaminoavermektiini-Bla/Blb:t4. Reaktiota valais-
taan seuraavassa reaktionkulkukaaviossa, jossa esitetddn
ainoastaan a-L-oleandrosyyli -pd&temolekyyliryhmd. Jdljel-
le j4#va osa molekyylistd pysyy muuttumattomana ja on vas-
taava kuin rakennekaaviossa I on esitetty.

HO
—_—
CH3 /f{ CH3 rfr{
CH, N
/
H

Edelld olevan reaktionkulkukaavion ensimmdisessa
vaiheessa avermektiini-Bla/Blb hapetetaan 4"-oksoyhdis-
teeksi. Menetelmin aikana 5-hydroksiryhmd tulisi suojata
moninkertaisten reaktioiden est&miseksi. Edullinen suoja-
ryhmd on t-butyylidimetyylisilyyliryhma. Hapetettaessa 5-
0 -suojattua avermektiini-Bla/Blb:t4, voidaan kdyttda ok-
salyylikloridia tai trifluorietikka-anhydridid dimetyyli-
sul foksidissa, N-kloorisuksinimidid dimetyylisulfidissa ja
vastaavia yhdisteitd. Reaktio suoritetaan tavallisesti
inertissd liuottimessa, kuten metyleenikloridissa, lampd-
tilassa, joka on -50 °C - -80 °C, ja se paattyy tavalli-

sestl alle kahdessa tunnissa. Tuote eristetddn tunnettuja
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menetelmid kdyttden. Seuraavassa vaiheessa 4"-ketoyhdiste
aminoidaan metyyliamiinisuoloissa, edullisesti metyyli-
amiiniasetaatilla, 4"-metyyliaminosubstituentin muodosta-
miseksi. Reaktio suoritetaan lampdtilassa, joka on noin
~25 °C - +10 °C, inertissd liuottimessa, kuten alemmassa
alkanolissa. Metyyliammoniumsuolakompleksi pelkistetdan,
kdyttden esimerkiksi natrium-syanoboorihydridi&d, jolloin
muodostuu 4"-deoksi-4"-metyyliaminoyhdiste. Yhdiste eris-
tetddn, kdyttden asiantuntijoiden tietdmid menetelmid.

Keksinndn uusilla yhdisteilld on merkittdvdd lois-
myrkkyvaikutusta matoladkkeind, ulkoloisten myrkkyind,
hyénteismyrkkyind ja punkkimyrkkyin#d ihmisten ja eldinten
terveydenhoidossa ja maataloudessa.

Sairaus tai sairauksien ryhmd, joka tavallisesti
kuvataan matoinfektiona, johtuu infektiosta eldinis&nnés-
sd, jossa on loismatoja, jotka tunnetaan nimelld sisdlmys-
madot. Matoinfektio on yleinen ja wvakava taloudellinen
ongelma kotieldimiss&d, kuten sioissa, lampaissa, hevosis-
sa, karjassa, vuohissa, koirissa, kissoissa ja siipikar-
jassa. Sisdlmysmadoista matoryhm&a, jota kutsutaan pydro-
madoiksi, aiheuttaa laajalle levinneen ja usein wvakavan
infektion erilaisissa eldinlajeissa. Yleisimmédt py&rémato-
lajit, jotka aiheuttavat infektioita edell& kuvatuissa
eldimisséd, ovat Haemonchus, Triochostrongylus, Ostertagia,
Nematodirus, Cooperia, Ascaris, Bunostomum, Oesophagosto-
mum, Chabertia, Trichuris, Strongylus, Trichonema, Dicty-
ocaulus, Capillaria, Heterakis, Toxocara, Ascaridis,
Oxyuris, Ancylostoma, Uncinaria, Toxascaris ja Parascaris.
Tietyt ndistd matolajeista, kuten Nematodirus, Cooperia ja
Oesphagostomum esiintyv&t ensisijaisesti suolistossa, kun
taas muut, kuten Haemonchus ja Ostertagia, ovat yleisempiéa
mahassa, kun taas edelleen muita, Kuten Dictyocaulusta,
esiintyy keuhkoissa. Muita loisia voidaan tavata muissa

ruumiin kudoksissa ja elimiss&d@, kuten syda&messd ja veri-
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suonissa, ihonalais- ja imukudoksessa ja vastaavissa ku-
doksissa ja elimissd. Loisinfektiot, jotka tunnetaan mato-
infektioina, johtavat anemiaan, vajaaravitsemukseen, heik-
kouteen, painonmenetykseen, vakaviin vaurioihin suoliston
seindmissd ja muissa kudoksissa ja elimissd, sekd@ hoita-
mattomana se voi johtaa infektoituneen is&nnén kuolemaan.
Esilld olevan Keksinn®dn mukaisilla subtituoiduilla aver-
mektiiniyhdisteilld on yll&attdv&n suuri vaikutus ndita
loisia vastaan, ja lis#ksi ne ovat tehokkaita myds Dilofi-
lariaa vastaan koirissa; Namatospiroidesta, Syphaciaa,
Aspiculurista vastaan jyrsijoiss8; eldinten ja lintujen
niveljalkaisiin ulkoloisiin, kuten erilaisiin punkkeihin,
t4ihin, kirppuihin ja lihak#&rp&siin; Lucilia sp.:hen lam-
paissa; pistéviin hydnteisiin ja vaeltaviin kaksisiipisten
toukkiin, kuten Hypoderma sp. karjassa; Gastrophilukseen
hevosissa ja Caterebra sp.:hen jyrsijbissa.

Esilld olevat yhdisteet ovat kayttdkelpoisia myOs
ihmisi&d infektoivia loisia vastaan. Yleisimm&t ihmisen
ruoansulatuskanavan loislajit ovat Ancylostoma, Necator,
Ascaris, Strongyloides, Trichinella, Capillaria, Trichuris
ja Enterobius. Muita l&#sketieteellisesti t&rkeitd loisla-
jeja, joita tavataan verestd tai muista kudoksista ja eli-
mistd ruoansulatuskanavan ulkopuolella, ovat lankamadot,
kuten Wuchereria, Brugia, Onchocerca ja Loa, Dracunculus
ja suolistovaiheiden ulkopuolella olevat suolistomadot
Strongyloides ja Trichinella. Yhdisteet ovat arvokkaita
myds ihmisessd loisivia niveljalkaisia, pistdvid hyontei-
sid ja muita kaksisiipisis, ihmiselle kiusallisia sy6pa-
ldisia vastaan.

Yhdisteet ovat tehokkaita my®ds kodin sybpdléisia,
kuten torakoita, Blatella sp., vaatekoiperhosia, Tineola
sp., mattokuoriaisia, Attagenus sp., ja huonekédrpisia,
Musca domestica, vastaan.

Yhdisteet ovat kdyttdkelpoisia myds varastoidun
viljan tuhohytnteisid, kuten Tribolium sp., Tenebrio sp,
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vastaan seki maatalouskasvien tuholaisia, kuten hd&m&h&kki-
punkkeja (Tetranychus sp.), lehtitditd (Acyrthiosiphon
sp.) vastaan; vaeltavia suorasiipisid hydnteisié, kuten
heinsdsirkkoja ja kasvikudoksissa eldvid hydnteisten touk-
kavaiheita vastaan. Yhdisteet ovat kayttdkelpoisia pyoro-
matomyrkkynd maaperdn pySrématojen ja kasviloisten, kuten
Meloidogyne sp.:n, jolla voi olla maataloudellista merki-
tystd, torjuntaan. Yhdisteet ovat tehokkaita muita kasvi-
tuholaisia, kuten eteldn armeijamatoa ja meksikonpavun
kovakuoriaistoukkia wvastaan.

N&ma yhdisteet voidaan antaa suun kautta yksikko-
liaszkemuodossa, kuten kapselina, boluksena tai tablettina,
tai nestemdisend ladkejuomana, kun yhdistettd kaytetddn
matoldskkeend nisdkkdille. L#édkejuoma on tavallisesti
liuos, suspensio tai dispersio, jossa aktiivinen aineosa
on tavallisesti vedessd yhdessd suspensoivan aineen, kuten
bentoniitin, ja kostutusaineen tai vastaavan apuaineen
kanssa. L#skejuomakoostumukset sis&altdvat tavallisesti
noin 0,001 -0,5 paino-% aktiivista yhdistettd. Edulliset
ladkejuomaformulaatiot voivat sis&éltda 0,01 - 0,1 paino-%
aktiivista yhdistetta.

Kun avermektiinijohdannaiset halutaan antaa kuivas-
sa, kiintedssd yksikkodlasdkemuodossa, kdytetdan tavallises-
ti kapseleita, boluksia tai tabletteja, jotka sisdltavit
halutun m&&ran aktiivista yhdistett&d. N&ma l&&kemuodot
valmistetaan sekoittamalla aktiivinen aineosa tehokkaasti
ja tasaisesti sopivien hienojakoisten laimentimien, tayte-
aineiden, hajoamista edistédvien aineiden ja/tai sideainei-
den, kuten tédrkkelyksen, laktoosin, talkin, magnesium-
stearaatin, kasvikumien ja vastaavien aineiden kanssa.
T&llaiset yksikk®él&skemuodot voivat vaihdella laajasti
niiden kokonaispainon ja loismyrkyn pitoisuuden suhteen,
riippuen tekij®istd, kuten infektiotyypistéd ja isannan

painosta.
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Kun aktiivinen yhdiste annetaan eldimen rehun muka-
na, se dispergoidaan tehokkaasti rehuun tai sitd laitetaan
rehun p#dsdlle, tai sitd kdytetd8&nh pellettien muodossa,
jolloin pelletit voidaan sitten lis&td valmiiseen rehuun
tai valinnaisesti ne voidaan antaa erikseen. Vaihtoehtoi-
sesti keksinndn mukaiset loismyrkky-yhdisteet voidaan an-
taa eldimille ruoansulatuskanavan ulkopuolelle, esimerkik-
si p6tsiin, lihakseen, henkitorveen tai ihon alle annetta-
vana injektiona, jossa tapauksessa aktiivinen aineosa
liuotetaan tai dispergoidaan nestemdiseen kantaja-ainee-
seen. Annettaessa ruoansulatuskanavan ulkopuolelle, aktii-
vinen aineosa sekoitetaan sopivasti hyvéksytté@vén vehiik-
kelin, edullisesti erilaisten kasvitljyjen, kuten maapdh-
kind¥ljyn, pellavansiementljyn ja vastaavien 8ljyjen kans-
sa. My®s muita ruoansulatuskanavan ulkopuolelle annettavia
vehiikkelej4, kuten orgaanisia valmisteita, kdyttden sol-
ketaalia, glyseroliformaalia, sek& ruoansulatuskanavan
ulkopuolelle annettavia vesiformulaatioita k&ytet&dn. Ak-
tiivinen avermektiiniyhdiste tai -yhdisteet liuotetaan tai
suspensoidaan ruoansulatuskanavan ulkopuolelle annettavaan
formulaatioon antamista varten; t&llaisissa formulaatiois-
sa on tavallisesti 0,005 -5 paino-% aktiivista yhdistetta.

Vaikka t&mi&n keksinn®n mukaisia loismyrkkyaineita
kidytetdsn ensisijaisesti hoidettaessa ja/tai ehkdistaessa
matoinfektiota, ne ovat k3ytttkelpoisia myds ehkdistdessa
ja hoidettaessa sairauksia, jotka ovat muiden loisten,
esimerkiksi niveljalkaisten loisten, kuten erilaisten
punkkien, punkkikirppujen ja muiden kotiel&dimissd ja sii-
pikarjassa olevien purevien hydnteisten aiheuttamia. Ne
ovat tehokkaita my®s hoidettaessa loissairauksia, joita
esiintyy muissa eldimissd, ihminen mukaan lukien.

Parhaiden tulosten saavuttamiseksi kdytettdvéd opti-
mim&d&rd riippuu luonnollisesti tietystéd kdytettadvasta yh-
disteestd, k&siteltdvistd eldinlajeista ja loisinfektion

tai -infestoitumisen vakavuudesta. Tavallisesti saadaan
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hyvid tuloksia wuusilla yhdisteilld, Kkun niitd annetaan
suun kautta noin 0,001 - 10 mg kiloa el&dimen ruumiinpainoa
kohden, ja t#dllainen kokonaisannos annetaan yhdelld kertaa
tai jaettuina annoksina suhteellisen lyhyend aikana, kuten
105 p&ivén aikana. Keksinnon edullisilla yhdisteilld t&l-
laisten loisten torjunta tapahtuu erinomaisesti eldimissa,
joille annetaan noin 0,025 - 0,5 mg kiloa ruumiinpainoa
kohden yksittdisend annoksena. Késittely toistetaan tar-
vittaessa uusintainfektioiden voittamiseksi, ja t&dllaiset
toistohoidot riippuvat loislajeista sekd8 kdytettdvista
karjanhoitomenetelmistd. El&inl&&dketieteen alan asiantun-
tijat tietdvdt menetelmdt, joilla n&m& aineet annetaan
elaimille.

Kun t#dssd kuvatut yhdisteet annetaan eldinten rehun
komponentina tai liuotettuna tai suspensoituna juomave-
teen, keksinn®én avulla saadaan koostumuksia, joissa aktii-
vinen yhdiste tai yhdisteet dispergoidaan tédydellisesti
inerttiin Kkantaja-aineeseen tai laimentimeen. Inertilla
kantaja-aineella tarkoitetaan ainetta, joka ei reagoi
loismyrkkyaineen kanssa ja joka voidaan antaa turvallises-
ti eldimille. Rehun mukana annettava kantaja-aine on tai
voi olla edullisesti eldinrehun aineosa.

Sopivia koostumuksia ovat rehusekoitukset tai -1li-
sdt, joissa aktiivista aineosaa on mukana suhteellisen
suuria m33rid ja jotka ovat sopivia eldinten suoraan ruo-
kintaan tai lis&n#d rehuun joko suoraan tai vdliaineen lai-
mennus- tai sekoitusvaiheen jdlkeen. Tyypillisid kantaja-
aineita tai laimentimia, jotka ovat sopivia t&dllaisiin
koostumuksiin, ovat esimerkiksi kuivattu rankki, karkea
maissijauho, sitrusjauho, fermentointij&&nnbdkset, jauhetut
osterinkuoret, karkea vehnijauho, melassiliuotteet, mais-
sintdhk&jauho, sydtdvd papudljyrehu, soijaryynit, murskat-
tu kalkkikivi ja vastaavat aineet. Aktiiviset avermektii-
niyhdisteet dispergoidaan téydellisesti kaikkialle kanta-
ja-aineeseen menetelmill&, kuten hiert&m&dlld, sekoittamal-



10

15

20

25

30

35

97890

10

la, jauhamalla myllyssd tai rumpukésittelylld. Koostumuk-
set, joissa on noin 0,005 -2,0 paino-% aktiivista yhdis-
tettd, ovat erityisesti sopivia rehusekoitteina. Rehuli-
sdt, jotka sy®tetddn suoraan eldimille, sisdltdvdt noin
0,0002 - 0,3 paino-% aktiivisia yhdisteité&.

Tdllaiset lisdaineet lis&8t#&n eldinten rehuun sel-
laisena m&48r&n4, ettd lopulliseen rehuun saadaan hoidon ja
loissairauksien torjunnan kannalta haluttu aktiivisen yh-
disteen konsentraatio. Vaikka haluttu aktiivisen aineen
konsentraatio voi vaihdella aikaisemmin mainituista teki-
jbistd, kuin myds tietystd kdytettdvéstd avermektiinijoh-
dannaisesta, t&mdn keksinnén yhdisteet sydtetddn tavalli-
sesti rehussa olevina konsentraatioina, jotka ovat
0,00001 - 0,002 paino-%, halutun loismyrkkytuloksen saa-
vuttamiseksi.

TAm4&n keksinndn mukaiset avermektiiniyhdisteet ovat
kdyttbkelpoisia my®s taisteltaessa sellaisia maatalouden
tuhoel&dimisd vastaan, jotka aiheuttavat tuhoa kasvaviin
satoihin tai sadon varastoinnin aikana. Yhdisteet levite-
t&3n tunnettuja menetelmid k&yttden suihkeina, jauheina,
emulsioina ja vastaavina muotoina, kasvavaan tai varastoi-
tuun viljasatoon, suojaamaan n#itd maatalouden tuhoeldi-
milta.

Kiytettdessd tdmdn keksinndén mukaisia yhdisteits,
voidaan valmistaa yksitt#iset substituoidut avermektiini-
komponentit, ja ne voidaan kdytt&4a tdssd muodossa. Vaihto-
ehtoisesti voidaan k&ytt&#d kahden tai useamman yksittdisen
avermektiinikomponentin seosta, kuin my6s avermektiinildh-
tbyhdisteiden, muiden avermektiiniyhdisteiden tai muiden
aktiivisten yhdisteiden, jotka eiv3dt ole avermektiinin
kaltaisia, seoksia t&m&n keksinndn yhdisteiden kanssa.

Esilld olevan keksinnén mukaiset 4"-epi-metyyliami-
nosuolayhdisteet ovat arvokkaita antibiootteja, jotka vai-
kuttavat erilaisiin gram-positiivisiin ja gram-negatiivi-

siin bakteereihin, ja siten ne ovat hy®dyllisi&d ihmis- ja
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eldinlidketieteesss. Esimerkkeind patogeeneista, jotka
ovat herkki¥ esillid oleville yhdisteille, ovat: Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumonise,
Bacilhus subtilis, Salmonella typhosa, Pseudomonas ja Bac-
terium proteus. Keksinnén mukaiset antibakteeriset aineet
eivdt rajoitu niiden hyvdksik8yttodn l&&8kkein&d; niitd ka-
ytetddn kaikin tavoin teollisuudessa, esimerkiksi lisdai-
neina eldinten rehuissa, s#il®ntédaineina ruoassa, des-
infektioaineina tai muissa teollisissa jadrjestelmissd,
joissa bakteerikasvun est&minen on toivottavaa. Esimerkik-
si niitd voidaan k&ayttdd vesikoostumuksissa konsent-
raatioina, jotka ovat 0,1 - 100 osaa antibioottia miljoo-
naa osaa kohden liuosta, haitallisten bakteerien tuhoami-
seksi tai kasvun estdmiseksi ld8ketieteellisissd ja ham-
maslédketieteellisissd v#lineissd, sekd bakterisideina
teollisissa sovelluksissa, esimerkiksi paperitehtaissa
estdmddn haitallisten bakteerien kasvua.

Tédmdn keksinndn tuotteita voidaan kayttdad myds kai-
kissa erilaisissa farmaseuttisissa valmisteissa. Niita
voidaan kdyttds kapselissa, jauhemuodossa, nesteliuoksessa
tai suspensiossa. Ne voidaan antaa eri tavoin, joista t&r-
keimpis ovat: suun kautta, paikallisesti tai ruoansulatus-
kanavan ulkopuolelle injektiona (suonensisdisesti tai 1li-
hakseen).

T4dllaiset tabletit tai kapselit, jotka on tarkoi-
tettu annettaviksi suun kautta, voivat olla yksikkdladke-
muodossa ja ne voivat sis&lt&4 tunnettuja apuaineita, Kku-
ten sideaineita, esimerkiksi siirappia, akaasiaa, gelatii-
nia, sorbitolia, traganttia tai polyvinyylipyrrolidonia;
tayteaineita, esimerkiksi laktoosia, sokeria, maissitark-
kelystd, kalsiumfosfaattia, sorbitolia tai glyseriinia&;
liukuaineita, esimerkiksi magnesiumstearaattia, talkkia,
polyetyleeniglykolia, piidioksidia; hajoamista edistavia
aineita, esimerkiksi perunatidrkkelystd, hyvdksyttdvid kos-
tutusaineita, kuten natriumlauryylisulfaattia. Tabletit
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voidaan pddllystds farmasian teknologiassa hyvin tunne-
tuilla menetelmill&. Suun kautta nautittavat nestemdiset
valmisteet voivat olla vesi-tai 6ljysuspensioiden tai -
liuosten muodossa, tai ne voivat olla kuivina tuotteina,
joihin lis#tdsn vettd tai muuta sopivaa vehiikkeli& ennen
kdyttdd. Tdllaisissd nestemdisissd valmisteissa voi olla
tunnettuja lis#daineita, kuten suspensoivia aineita, esi-
merkiksi sorbitolia, metyyliselluloosaa, glukoosia/sokeri-
siirappia, gelatiinia, hydroksietyyliselluloosaa tai kar-
boksimetyyliselluloosaa. Lddkepuikot voivat sis&dltda tun-
nettuja l&3kepuikkoperusaineita, kuten kaakaovoita tai
muuta glyseriinid.

Injisoitava koostumus, joka on edullinen antotapa,
voidaan valmistaa yksikk®tladkemuotoon ampuleissa tai moni-
annospulloissa. Koostumukset voivat olla suspensioiden,
liuosten tai emulsioiden muodossa 6l1ljy- tai vesipitoisissa
vehiikkeleissd, ja ne voivat sis&dltad formuloivia aineita.
Vaihtoehtoisesti aktiivinen aineosa voi olla jauhemuodos-
sa, johon lis&t#&in antohetkelld sopivaa vehiikkelid, kuten
steriilig vettd.

Koostumukset voidaan valmistaa myds muotoihin, jot-
ka ovat sopivia imeytym&#n nend&n ja kurkun tai keuhkoput-
kikudosten limakalvoilta, ja t#dllaiset koostumukset voivat
olla nestemdisten suihkeiden tai inhalaationesteiden, pas-
tillien tai kurkkuun siveltivien l&dkkeiden muodossa. Sil-
mien tai korvien l#d#dkitsemiseksi, valmiste voi olla neste-
mdisessd tai puolikiintedssd muodossa. Paikallisesti an-
nettavat muodot voidaan formuloida hydrofobisten tai hyd-
rofiilisten perusaineiden, Kkuten voiteiden, emulsiovoi-
teiden, liuosten, siveltdvien liuosten tai jauheiden kans-
sa.

Annettava annostus riippuu suuressa md&drin hoidet-
tavan kohteen tilasta ja koosta, kuin myds antamistavasta
ja antamistiheydestd - yleistyneisiin infektioihin anta-

minen ruoansulatuskanavan ulkopuolelle injektiona on edul-
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linen antotapa. T&llaisista seikoista p#d&ttdd Kuitenkin
hoitava l4#k#ri antibioottihoidon hyvin tunnettujen paa-
sddntéjen mukaisesti. Yleisesti padivittdinen annostus ka-
sittd8 noin 0,1 - noin 5 mg aktiivista aineosaa kiloa hoi-
dettavan kohteen ruumiinpainoa kohden, yhtend tai useampa-
na kédsittelynid p#ivdssd. Edullinen pdivittdinen annostus
aikuisille ihmisille on noin 0,1 - 20 mg aktiivista aine-
osaa kiloa ruumiinpainoa kohden. Toinen tekij&, joka vai-
kuttaa tarkkaan annostukseen ja joka ei liity infektion
luonteeseen ja yksittdiseen hoidettavaan kohteeseen, on
t&dm3n keksinndén mukaisten hiililajien molekyylipaino.
Ihmisille tarkoitetut koostumukset voivat sisdltaa
yksikkdlgsdkemuotoa kohden, joka l&dkemuoto voi olla neste-

mainen tai kiinted, 0,1 % - 99 % aktiivista ainetta, ja
edullisesti noin 10 - 60 %. Koostumuksessa voi tavallises-
ti olla noin 5 mg - noin 50 mg aktiiivista aineosaa; ta-

vallisesti on kuitenkin edullista kdytt&8 annostusm&&dria,
jotka ovat noin 5 mg - 100 mg. Ruoansulatuskanavan ulko-
puolelle tapahtuvassa annossa l&d&kemuoto on tavallisesti
puhdasta yhdistettd I steriiliss8 vesiliuoksessa, tai se
on liukenevan jauheen muodossa, josta on tarkoitus muodos-
taa liuos.

Eristettidessd avermektiiniyhdisteitd, jotka toimi-
vat ldhtdaineina esilli olevassa menetelmdssd, fermentoin-
tilihaliemestd, erilaisten avermektiiniyhdisteiden tode-
taan muodostuvan erisuurina m#irind. Erityisesti "a"-sar-
jan yhdistettid muodostuu suurempana osuutena kuin vastaa-
vaa "b"-sarjan yhdistetta. Ero "a"- ja "b"-sarjojen valil-
14 on vakio kaikissa avermektiiniyhdisteiss&d ja johtuu 25-
aseman sec-butyyliryhméstd ja isopropyyliryhmdstd, tdssa
jarjestyksessd. Tdmd ero ei luonnollisesti hdiritse yhta-
k&asn esillsd olevista reaktioista. Erityisesti saattaa olla
tarpeetonta erottaa "b"-komponentteja vastaavista "a"-kom-
ponentista. Ndiden ldheisesti yhteenliittyvien yhdisteiden
erotusta ei tavallisesti suoriteta, silld "b"-yhdistetta
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on mukana ainoastaan hyvin pieni painoprosentuaalinen maa-
rd ja koska rakenteellisella erolla on hyvin vdhdinen vai-
kutus reaktiomenetelmiin ja biologisiin vaikutuksiin.

Erityisesti on todettu, ettd l&htdaineet, joita
kdytetsddn témidn keksinnén yhdisteiden valmistamiseen, val-
mistetaan hyvin usein suhteessa, joka on noin 80 % aver-
mektiini-Bla:ta tai -Ala:ta ja 20 % avermektiini-Blb:ta
tai
-Alb:t4. Siten t#m&n keksinn®n edullinen koostumus on sel-
lainen, jossa on noin 80 % "a"-komponenttia ja 20 % "b"-
komponenttia.

Seuraavat esimerkit annetaan siind tarkoituksessa,
ettd keksintd tulisi téydellisesti ymm&rretyksi. Esimerk-
kien tarkoituksena ei ole rajoittaa keksinn®tn suojapiiria.

Esimerkki 1

5-0-t-butyylidimetyylisilyyliavermektiini-Bla/Blb

Liuosta, jossa oli 50 g avermektiini-Bla/Blb:ta
(kuivattu P,0,:114 korkeatyhjtss&é vakiopainoonsa), 24 g
imidatsolia ja 24 g tert-butyylidimetyylisilyylikloridia
400 ml:ssa vedetdntd N,N-dimetyyliformamidia, sekoitettiin
huoneenlémpdtilassa 50 minuuttia. Reaktioseos kaadettiin
1,5 litraan j&&kylm#d vettd ja vesifaasi uutettiin nelja
kertaa 200 ml:lla eetteris. Orgaaninen faasi pestiin kah-
desti vedelld, natriumkloridin vesiliuoksella, kuivattiin
magnesiumsulfaatilla ja vaékevditiin tyhjbssa valkoiseksi
vaahdoksi. Kisittelem&tdn tuote puhdistettiin silikageeli-
pylvaskromatografioimalla, eluoiden liuotinsysteemills,
jossa oli metyleenikloridia:etyyliasetaattia 90:10 -
70:30, ja ndin saatiin 46,5 g 5-0-t-butyylidimetyylisilyy-
liavermektiini-Bla/Blb:td amorfisena vaahtona, joka karak-

terisoitiin 'H-NMR:n ja massaspektrin avulla.
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Esimerkki 2

5-0-t-butyylidimetyylisilyyli-4"-oksoavermektiini-

Bla/Blb

Liuokseen, jossa oli 9,1 ml oksalyylikloridia 230
ml:ssa kuivaa metyleenikloridia ja jota oli sekoitettu
-60 °C:ssa, lis#dttiin 15 ml kuivaa dimetyylisulfoksidia,
joka oli liuotettu 120 ml:an kuivaa metyleenikloridia, 15
minuutin aikana. Sitten liuos, jossa oli 46,5 g 4-0O-t-bu-
tyylidimetyylisilyyliavermektiini-Bla/Blb:ta&, joka oli
liuotettu 230 ml:an kuivaa metyleenikloridia, lisdttiin 15
minuutin aikana, pitden l&mpdtila -60 °C:ssa. Reaktioseos-
ta sekoitettiin tédssd ldmpdtilassa 30 minuuttia, samalla
kun lis&dttiin 65 ml kuivaa trietyyliamiinia. Seosta sekoi-
tettiin vield 5 minuuttia -60 °C:ssa, jd&hdytyshaude pois-
tettiin ja reaktioseoksen lé&mpbtilan annettiin nousta ym-
pédristén ldmpdtilaan. Kun oli lisdtty vettd, reaktiotuote
uutettiin metyleenikloridilla, uute pestiin vedelld, Kkui-
vattiin ja vékev®itiin tyhjossd 45,5 g:ksi keltaista vaah-
toa. T&md identifioitiin massa- ja NMR-spektrinsd perus-
teella 5-0-t-butyylidimetyylisilyyli-4"-oksoavermektiini-
Bla/Blb:ksi, joka kdytettiin seuraaviin kemiallisiin reak-
tioihin puhdistamatta.

Esimerkki 3

4"-deoksi-4"-epi-metyyliamino-5-0-t-butyylidimetyy-

lisilyyliavermektiini-Bla/Blb ja 4"-deoksi-4"-me-

tyyliamino-5-0-t-butyylidimetyylisilyyliavermek-

tiini-Bla/Blb

Liuosta, jossa oli 26 ml j&detikkahappoa 300 ml:ssa
metanolia, ké&siteltiin metyyliamiinikaasulla O °C:ssa,
kunnes liuoksen pH oli 9,0. T&h&n lisdttiin liuos, jossa
oli 44,5 g 5-0-t-butyylidimetyylisilyyli-4"-oksoavermek-
tiini-Bla/Blb:t& 200 ml:ssa metanolia, ja reaktioseosta
sekoitettiin huoneenlémpdtilassa yksi tunti samalla, Kkun
lis&dttiin tipoittain 10 minuutin aikana liuos, jossa oli

3,5 g natriumsyanoboorihydridi&, joka oli 75 ml:ssa meta-
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nolia. 50 minuutin Kkuluttua reaktioseos kaadettiin 1,5
litraan Kkylm#& natriumkarbonaatin vesiliuosta ja tuote
uutettiin eetterilld. Uute pestiin vedelld, kuivattiin ja
vakevditiin tyhjossd 44,8 g:ksi Keltaista vaahtoa. Tassa
vaiheessa suoritetussa ohukerroskromatografiassa (silika-
geeli, etyyliasetaatti:metyleenikloridi, 85:15) nédkyi
useita tdpli4. Puhdistamalla edelleen silikageelilld pyl-
vidskromatografialla, kdyttden etyyliasetaattiliuotinseok-
sia, saatiin 4,7 g 5-0-t-butyylidimetyylisilyyli-4"-epi-
avermektiini-BLa/Blb:t&, 1,2 g 4"-deoksi-4"-metyyliamino-
5-0-t-butyylidimetyylisilyyliavermektiini-Bla/Blb:t& ja 14
g 4"-decksi-4"-epi-metyyliamino-5-0O-t-butyylidimetyylisi-
lyyliavermektiini-Bla/Blb:t& vaaleina vaahtoina, jotka
karakterisoitiin niiden massaspektrin ja 'H-NMR- ja '’C-NMR-
spektrien avulla.
Esimerkki 4
4"-deoksi~-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Bla/Blb
Liuos, jossa oli 14 g 4"-deoksi-4"-epi-metyyliami-
no-5-0-t-butyylidimetyylisilyyliavermektiini-Bla/Blb:ta
200 ml:ssa metanolia, ja liuos, jossa oli 7 g p-tolueeni-
sulfonihappomonohydraattia 500 ml:ssa metanolia, sekoitet-
tiin kesken##n ja niitd sekoitettiin huoneenldmpdtilassa
45 minuuttia ja kaadettiin sitten laimeaan natriumkarbo-
naatin vesiliuokseen. Tuote uutettiin etyyliasetaatilla,
pestiin vedelld ja kuivattiin magnesiumsulfaatilla, véake-
vbitiin tyhj6ssd ja puhdistettiin valmistavalla silikagee-
lipylvaskromatografialla, eluoiden metyleenikloridi/meta-
noliliuotinsysteemills, 95:5, ja n&in saatiin 6,7 g 4"-
deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Bla/Blb:t4&, joka
identifioitiin NMR- ja massaspektrinsé perusteella.
Esimerkki 5
4"-deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Blb/Bla
Fosforihapposuola
4"-deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiinid (2,34 g,

2,64 mm) liuotettiin asetonitriiliin (10 ml). Liuos, jossa



10

15

20

25

30

97890

17

oli fosforihappoa (0,292 g, 3,00 mm) asetonitriilissd (5
ml), lisdttiin ja seoksessa muodostui tihe& saostuma. Sus-
pensio laimennettiin 10 ml:lla asetonitriili& ja sitd se-
koitettiin voimakkaasti yksi tunti. Suspensio suodatet-
tiin, pestiin asetonitriililla (10 ml) ja sitd kuivattiin
tyhjbssd ybn yli 45 °C:ssa. Suola, valkoista kiinte#dd ai-
netta, eristettiin 2,36 g, ja se osoittautui amorfiseksi.
Suola (2,25 g) suspensoitiin asetonitriiliin (10 ml), 1li-
sdttiin metanolia suolan liuottamiseksi tédydellisesti, ja
sitten laimennettiin 25 ml:lla tolueenia. Syntynyt liuos
jaahdytettiin 0 - 2 °C:seen, jolloin aine kiteytyi. Kahden
tunnin seisottamisen j&lkeen kiteet suodatettiin, pestiin
asetonitriili/tolueenilla (1:2), j&&hdytettiin 5 °C:seen
ja kuivattiin tyhjoYssd, jolloin saatiin 1,81 g 4"-deoksi-
4" -epi-metyyliaminoavermektiini-Bla/Blb~-fosforihapposuo-
laa.

Molekyylipaino: 984

Sulamispiste: 158 °C (kellastuu) - 163 °C (hajoaa)

Titraus (emds): 2,16 mekv/gm = 1:1 suola

Mikroanalyysi:

Lasketut arvot: C, 59,81; H, 7,99; N, 1,42; P, 3,15.

Saadut arvot: Cc, 58,80; H, 8,25, N, 1,39; P, 3,03.

Rontgensdteen mukaan aine oli ei-kiteistd.

Esimerkki 6

4" -deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Blb/Bla

Bentseenisulfonihapposuola

4" -deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiinid (2,34 g,
2,64 mm) liuotettiin asetonitriiliin (10 ml). Liuos, jossa
oli bentseenisulfonihappoa (0,413 g, 2,61 mm) asetonitrii-
lissd (5 ml), lisdttiin ja seos laimennettiin tolueenilla
(15 ml). Syntynyt liuos jdahdytettiin O - 2 °C:seen, jol-
loin aine kiteytyi. Kahden tunnin seisottamisen jadlkeen
kiteet suodatettiin, pestiin asetonitriili/tolueenilla
(1:1), jashdytettiin 5 °C:seen ja Kkuivattiin tyhjossa,
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jolloin saatiin 1,81 g 4"-deoksi-4"-epi-metyyliaminoaver-
mektiini-Bla/Blb-bentseenisulfonihapposuoclaa.

Molekyylipaino: 1044

Sulamispiste: 154 - 156 °C (hajoaa)

Mikroanalyysi:

Lasketut arvot: C, 63,28, H, 7,82; N, 1,34, s, 3,07.

Saadut arvot: C, 63,45, H, 8,05; N, 1,36; S, 3,28.

Esimerkki 7

4"-deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Blb/Bla

Maleiinihapposuola

4"-deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Bla/Blb:-
t4 (2,65 g, 3,06 mm), joka oli asetonitriilissd (10 ml),
kdsiteltiin maleiinihapolla (0,356 g, 3,00 mm) ja sitten
laimennettiin tolueenilla (30 ml). Kun oli j&&hdytetty O -
2 °C:seen, aine Kiteytyi. Kahden tunnin seisottamisen j&l-
keen kiteet suodatettiin, pestiin asetonitriili/tolueenil-
la (1:2) ja kuivattiin tyhjoss 55 °C:ssa, jolloin saatiin
1,53 g 4"-deoksi-44"'-epi-metyyliaminoavermektiini-Bla/Blb-
maleiinihapposuolaa (1:1 suola).

Molekyylipaino: 1002

Sulamispiste: 155 - 160 °C (hajoaa)

Titraus (emds): 2,01 mekv/gm = 1:1 suola

Mikroanalyysi:

Lasketut arvot: C, 63,57; H, 7,95; N, 1,40.

Saadut arvot: cC, 63,04, H, 8,15; N, 1,40.

Esimerkki 8

4" -deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Blb/Bla

Sitruunahapposuola

4" -deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Bla/Blb:-
td (2,65 g, 3,06 mm) liuotettiin asetonitriiliin (10 ml)
ja metanoliin (1 ml), johon oli lisdtty sitruunahappoa
(0,572 g, 2,98 mm). Lis&ttiin tolueenia (20 ml) ja liuos
jéshdytettiin O - 2 °C:seen. Kiteytymisen jdlkeen seoksen
annettiin seistd 2,0 tuntia, se suodatettiin, pestiin ase-
tonitriili/tolueenilla (1:2) ja kuivattiin tyhjdssd 45
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°C:ssa, jolloin saatiin 3,03 gm 4"-deoksi-4"-epi-metyy-
liaminoavermektiini-Bla/Blb-sitruunahapposuolaa (1:1).
Molekyylipaino: 1078
Sulamispiste: 148 °C (kellastuu) - 162 °C (hajoaa)
Titraus (emds): 2,70 mekv/gm = 1:1 suola.

Mikroanalyysi:
Llasketut arvot: C, 61,28; H, 7,76; N, 1,30.
Saadut arvot: Cc, 61,30; H, 8,04; N, 1,27.

Esimerkki 9

4" -deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Blb/Bla

Gallushapposuola

4"-deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Bl:ta
(2,66 g, 3,07 mm) liuotettiin asetonitriiliin (10 ml).
Lis&ttiin gallushappoa (0,51 g, 3,00 mm), joka oli liuo-
tettu metanoliin (0,5 ml). Seisotettaessa 25 °C:ssa, saa-
tiin kiteitd. Lis3ttiin tolueenia (10 ml) ja seisotettiin
30 min. Kiteet suodatettiin, pestiin 10 ml:lla asetonit-
riili/tolueenia (1:1) ja kuivattiin tyhjossd, jolloin saa-
tiin 2,64 gm 4"-deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-
Blb/Bla-gallushapposuolaa.

Molekyylipaino: 1056

Sulamispiste: 160 °C (kellastuu) - 186 °C (hajoaa)

Mikroanalyysi:
Lasketut arvot: C, 63,70, H, 7,73; N, 1,33.
Saadut arvot: C, 63,21; H, 7,92; N, 1,61.

Esimerkki 10

4"-deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Blb/Bla

Bentsoehapposuola

4" -deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Bla/Blb-
:t4 (5,10 kg, 5,575 m), joka oli tert-butyylimetyylieette-
rissid (18 1), k#siteltiin bentsoehapolla (755 g, 6,18 m)
25 °C:ssa. Tdhan liuokseen lisdttiin heksaaneja (36 1) 0,5
-1,0 tunnin aikana, jolloin lis&yksen aikana ilmeni kitey-
tymistd. Kiteinen suspensio j&&hdytettiin 0 - 2 °C:seen,
sen annettiin seistd yksi tunti O - 2 °C:ssa, sitten se
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suodatettiin. Suodoskakku pestiin sitten seoksella, jossa
oli tert-butyylimetyylieetterid ja heksaaneja (1:2), ja se
kuivattiin tyhjéssd 60 °C:ssa, jolloin saatiin 5,7 kg 4"-
deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Bla/Blb-bentsoehap-
posuolaa.

Molekyylipaino: 1008

Sulamispiste: 133 - 136 °C

Mikroanalyysi:

Lasketut arvot: C, 66,71; H, 8,10; N, 1,309.

Saadut arvot: C, 66,93; H, 8,32; N, 1,20.

Esimerkki 11

4" -deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-Blb/Bla

Salisyylihapposuola

4" -deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-B,:ta
(2,65 g, 3,04 mmol) liuotettiin asetonitriiliin (10 ml).
Lisdttiin salisyylihappoa (0,415 g, 3,00 mmol), jolloin
saatiin homogeeninen liuos. Lis#ttiin tolueenia (30 ml) ja
liuoksen tilavuus pienennettiin 1/3 tilavuuteen tislaamal-
la tyhjVssd, minkd jdlkeen tapahtui kiteiden muodostusta.
Suspensio haihdutettiin tyhjdssd ja kiinte#dt aineet sus-
pensoitiin uudelleen asetonitriili/tolueeniin (3 ml:10
ml). Kiteet suodatettiin, pestiin asetonitriili/tolueenil-
la (5 ml, 10 ml, tdssd jadrjestyksessd) ja kuivattiin tyh-
jossd, jolloin saatiin 3,01 g 4"-deoksi-4"-epi-metyyli-
aminoavermektiini-Blb/Bla-salisyylihapposuolaa.

Sulamispiste: 161 - 163 °C (kellastuu)

Molekyylipaino: 1024

Mikroanalyysi:

Lasketut arvot: C, 65,69; H, 7,97; N, 1,37.

Saadut arvot: C, 67,49; H, 8,28, N, 1,27.

g [T T IR
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Esimerkki 12

Pysyvyystutkimuksia, jotka suoritettiin 4"-deoksi-

4" -epi-metyyliaminoavermektiini-Bla/Blb:n bentsoe-

happosuolalla ja hydrokloridisuolalla

Niytettd esimerkin 10 tuotteesta, bentsoehapposuo-
laa, testattiin suhteessa hydrokloridisuolaan avermektii-
nisuolan suhteellisen pysyvyyden mddritt&miseksi. HCl-suo-
lan ja bentsoehapposuolan ndytteet pidettiin -10 °C:ssa,
huoneenldmp®dtilassa ja 47 °C:ssa. Yhtd8 suolandytettd pi-
dettiin -10 °C:ssa ja sit#d kdytettiin vertailuna. Suolojen
hajoaminen ilmassa, huoneenlé&mpttilassa ja 47 °C:ssa ajan
funktiona mitataan HPLC:11& suhteessa jdddytettyyn nayt-
teeseen. Hajoamistuotteiden prosentuaalinen alue suhteessa
ldhtdaineeseen médritettiin, k&ytt&en seuraavia HPLC-olo-
suhteita:

Pylvds: Vydac 5 um C18 proteiini, jossa huokosten halkai-
sija 300 Angstrdémis (luettelo 218 Tp) 15 cm pitkd x 4,6 mm
ID

Lampotila: ympédristdn ldmpdtila

Detektori: UV 245 nm:ssd8 ja 0,1 AUFS:ssé&

Virtausnopeus: 3 ml/min

Injektiotilavuus: 10 ul

Eluentit: 1) A = 0,1 tilavuus-% perkloorihappo vedessd; B
= asetonitriili tai 2) A = 0,1 % trifluorietikkahappo ve-
dessd; B = 0,1 % trifluorietikkahappo asetonitriilissa
(trifluorietikkahappoliuotinsysteemin kanssa UV:n tasapai-
notus oli vaikeampaa)

Grandientti: 65/35 A/B - 38/62 A/B 30 minuutissa

Ndyte: 30 mg/100 ml 90/10 asetonitriili/vedessd.

Ndiss8 olosuhteissa Blb-piikin retentioaika on 10,6
minuuttia Bla-piikin 12,5 minuuttia. Kun haluttiin aikai-
semmille piikeille parempi hajotus, gradienttia alennet-
tiin 65/35 A/B:std 55/45 A/B:hen 50 minuutissa.



10

15

20

25

30

35

97890

22

Taulukoissa 1 ja 2 esitetddn tulokset pysyvyysko-
keesta, joka suoritettiin HCl-suolalle (taulukko 1) ja
bentsoehapposuolalle (taulukko 2).

Taulukko 1
Pysyvyystiedot 4"-deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiinin

hydrokloridisuolalle
HPLC paino-% Bl
Huoneenldmp6-
Aika (viikkoja) tila (ilma) 47 °C (ilma)
0 100 100
4 82,0 71,4
8 72,4 61,5
Taulukko 2

Pysyvyystiedot 4"-deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-
Bla/Blb:n bentsoehapposuolalle
HPLC paino-% Bl

Huoneenldampo6-
Aika (viikkoja) tila (ilma) 47 °C (ilma)
Nédyte 1
4 98,1 99,7
8 101,6 105,4
16 100,9 101,2
32 101,2 100,7
Nayte 2
4 100,7 99,9
8 100,1 98,8

Esimerkki 13

Pysyvyyskoed4"-deoksi-4"-epi-metyyliamioavermektii-

ni-Blb/Bla:n suoloille

Ndytteitd suoloista analysoitiin, kdyttden esimer-
kissd 12 esitettyj& HPLC-olosuhteita. Tiedot n&ille nayt-
teille esitetddn taulukossa 3.
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Taulukko 3
Pysyvyystiedot 4"-deoksi-4"-epi-metyyliaminoavermektiini-
Blb/Bla:n suoloille
HPLC paino-% Bl

Huoneen-

Aika limpétila 47 °C
Suola viikkoja (ilma) (ilma)
Fosfaatti 8 101,2 88,3
Tartraatti 8 87,9 85,4
Sitraatti 8 99,2 92,7
Gallaatti 8 99,9 93,9
Salisylaatti 8 98,6 88,8
Bentseeni-
sulfonaatti 16 100, 4 96,5
Maleaatti 16 98,7 93,7
Bentsoaatti (1) 32 100,8 100,5
Bentsoaatti (2) 32 101,2 100,7
Bentsoaatti (3) 32 99,9 99,7

Bentsoaatti (4) 32 100, 2 100,8
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Patenttivaatimukset
1. Menetelmd uusien terapeuttisesti kayttdkelpois-

ten kaavan I mukaisten 4"-deoksi-4"-epi-metyyliamino-aver-

mektiinisuolojen valmistamiseksi

CH3 OCH3
N,
Xe N
H OCH, cH
0~ "0, 3 CHy
ot ) Y ’ CH
. 3
"O“u..
cH, © g
CH, 1 R

jossa

R on vety tali metyyli; ja

X on a) bentsoehappo,

b) bentsoehappo, joka on substituoitu yhdelld, kah-
della tai kolmella substituentilla, jotka on valittu ryh-
méstd, joka koostuu seuraavista: i) halogeeni (Cl, Br, F,
I), ii) hydroksyyli, iii) karboksyyli, iv) (C,-C;)-alkyyli,
ja v) (C,-C,)-alkoksyyli,

c) bentseenisulfonihappo,

d) sitruunahappo,

e) fosfaatti,

f) viinihappo tai

g) maleiinihappo,
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tunnettu siitd, ettd kaavan II mukaisen yhdisteen

CH, OCHs
\N .
H OCH;
'."OI,I' CH3 \\C H3
et ) ¥ : CH
. 3
"Olln..
CH3 "l,H

W

liuokseen lis&tdsn

a) bentsoehappoa,

b) bentsoehappoa, joka on substituoitu yhdelld,
kahdella tai kolmella substituentilla, jotka on valittu
ryhmédstd, joka koostuu seuraavista: i) halogeeni (Cl, Br,
F, I), ii) hydroksyyli, iii) karboksyyli, iv) (C,-C;)-al-
kyyli, ja v) (C,-C,)-alkoksyyli,

c) bentseenisulfonihappoa,

d) sitruunahappoa,

e) fosforihappoa,

f) viinihappoa tai

g) maleiinihappoa, jolloin haluttu tuote saostuu.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd R on vety tai metyyli ja X on
bentsoehappo, salisyylihappo, gallushappo, bentseenisulfo-
nihappo, sitruunahappo, fosforihappo, viinihappo tai ma-

leiinihappo.
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3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd R on vety tai metyyli ja
bentsoehappo.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd R on vety tai metyyli ja
salisyylihappo.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd R on vety tai metyyli ja
gallushappo.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd R on vety tai metyyli ja
bentseenisulfonihappo.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd R on vety tai metyyli ja
sitruunahappo.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd R on vety tai metyyli ja
fosforihappo.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd R on vety tai metyyli ja
viinihappo.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd R on vety tai metyyli ja
maleiinihappo.

X

on

on

on

on

on

on

on

on

11. Koostumus, joka on kayttdkelpoinen hoidettaes-

sa hydnteisten valtaamia kasveja tai kasvituotteita,

tunnettu siit3d, ettd se kdsittdd inertin kantaja-

aineen ja tehokkaan mddrdn patenttivaatimuksen 1 mukaista

pysyvaa suolaa.
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Patentkrav
1. Forfarande for framstdllning av nya terapeutiskt

anvdndbara 4" -deoxi-4"-epi-metylamino-avermektinsalter med

formeln I

CH, OCH,
N
x- N
H | OCHj
o~ "0,
CH,
."Olln..
cH, °©

vari

R &8r vdte eller metyl; och

X 8r a) bensoesyra,

b) bensoesyra, som &r substituerad med en, tva el-
ler tre substituenter, vilka &r valda ur en grupp bestden-
de av f6ljande: i) halogen (Cl, Br, F, I), ii) hydroxyl,
iii) karboxyl, iv) (C,-C;)-alkyl, och v) (C,-C,)-alkoxyl,

c) bensensulfonsyra,

d) citronsyra,

e) fosfat,

f) vinsyra eller

g) maleinsyra,
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kdnnetecknat dérav, att till en 1l8sning av
fdrening med formeln II

CH, OCH;
\N 4
H
0,
CH3 .
CH,
sdtts

a) bensoesyra,

b) bensoesyra, som 4r substituerad med en, tva el-
ler tre substituenter, vilka &r valda ur en grupp bestden-
de av foljande: i) halogen (Cl, Br, F, I), ii) hydroxyl,
iii) karboxyl, iv) (C,-C,)-alkyl, och v) (C,;-C;)-alkoxyl,

c) bensensulfonsyra,

d) citronsyra,

e) fosforsyra,

f) vinsyra eller

g) maleinsyra, varvid den O6nskade produkten utfal-
ler.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, k 8 nn e -

t ecknat dirav, att R ar vdte eller metyl och X &r
bensoesyra, salicylsyra, gallussyra, bensensulfonsyra,

citronsyra, fosforsyra, vinsyra eller maleinsyra.
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3. Forfarande enligt patentkrav 1, k 8 nne
t ecknat dirav, att R 8r vdte eller metyl och X &r
bensoesyra.

4. Forfarande enligt patentkrav 1, k & nne -

t ecknat dirav, att R 8r vite eller metyl och X &r
salicylsyra.

5. F6rfarande enligt patentkrav 1, k d nn e -
tecknat dirav, att R 8r vite eller metyl och X &r
gallussyra.

6. Forfarande enligt patentkrav 1, k @& nne -

t ecknat ddrav, att R &r vite eller metyl och X &r
bensensulfonsyra.

7. Forfarande enligt patentkrav 1, k & nne -

t ecknat dirav, att R ar vite eller metyl och X &r
citronsyra.

8. Forfarande enligt patentkrav 1, k @& nne -

t ecknat dirav, att R a4r vite eller metyl och X &r
fosforsyra.

9. Forfarande enligt patentkrav 1, k & nne -

t ecknat dirav, att R &8r vdte eller metyl och X &r
vinsyra.

10. Férfarande enligt patentkrav 1, k &dnne -
tecknat dirav, att R &r vidte eller metyl och X ar
maleinsyra.

11. Komposition, som &r anvdndbar vid behandling av
vidxter eller vaxtprodukter invaderade av insekter,
kdnnetecknad dirav, att den omfattar en inert
badrare och en effektiv mdngd stabilt salt enligt patent-

krav 1.
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