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(57) Zusammenfassung
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Erkrankungen, die mit einer Beeintrichtigung des himatopoetischen Zellsystems, beispielsweise der Lymphozyten, einhergehen. Besonderer
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Verwendung von Flupirtin zur Prophylaxe und Therapie von
Erkrankungen, die mit einer Beeintridchtigung des

himatopoetischen Zellsystems einhergehen

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Flupirtin oder
dessen Salze als Arzneimittel zur Prophylaxe und Therapie
von Erkrankungen, die mit einer Beeintrdchtigung des
hamatopoetischen Zellsystems, beispielsweise der
Lymphozyten, einhergehen.

Flupirtin ist ein bekanntes eingefiihrtes zentral wirksames,
nicht-opiates Analgetikum.

Seine analgetischen Wirkungen entfaltet Flupirtin Uber
andere Wirkmechanismen als die Opiat/Opioid-Analgetika
(Nickel, B., Postgrad, Med. J. 63 (Suppl.3), 19 (1987);
Szelenyi, I., Nickel, B., Borbe, H. O., Brune K., Br. J.
Pharmacol. 143,89 (1989)). In elektrophysiologischen
Untersuchungen wurde gezeigt, dafd Flupirtin sowohl auf der
supraspinalen als auch auf der spinalen Ebene in das
nozizeptive Geschehen einzugreifen vermag (Carisson, K. H.,
Jurna, I., Eur. J. Pharmakol. 143,89 (1987); Bleyer, H.,
Carlsson K. H., Erkel, H. J.,Jurna, I., Eur. J. Pharmacol.
151,259 (1988); Nickel, B., Aledter, A., Postgrad Med. J.
63 (Suppl.3) 41 (1987)).

Flupirtin wird auch bei akuten Schmerzzusténden, die durch
Erkrankungen des Bewegungsapparates verursacht werden, zur

Therapie verwendet.

Weiterhin wird Flupirtin erfolgreich bei Patienten mit

degenerativen oder rheumatischen Erkrankungen eingesetzt.
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Neben guten analgetische Eigenschaften verfiigt Flupirtin
Uber muskelrelaxierende Eigenschaften, so daf Flupirtin
auch fir die Behandlung von Muskelverspannungen oder bei
Erkrankungen, die auf Muskelverspannungen beruhen,

eingesetzt werden kann(DE 40 22 442).

Desweiteren wurde bei Untersuchungen der muskelrelaxieren-
den Wirkung von Flupirtin an der Ratte gefunden, daR die
Flupirtin-Wirkung sich durch die exitatorische Aminosiure
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) hemmen 148t. Aufgrund dieser
NMDA-antagonistischen Wirkung ist Flupirtin auch zur
Behandlung von NMDA vermittelten ZNS-Erkrankungen, wie zum
Beispiel zerebraler Ischémie, neurodegenerativer Er-

krankungen, epileptischer Anf&lle geeignet (DE 43 27 516).

Chemisch gesehen handelt es sich bei Flupirtin um 2-Amino-
3-ethoxycarbonylamino-6- (p-fluor-benzylamino) -pyridin.

Die Synthese von Flupirtin und dessen pharmazeutisch
verwendbaren Salze wird in den Patenten DE 17 95 858, DE

31 33 519 und DE 34 16 609 beschrieben.

Es wurde nun Uberraschend gefunden, daf Flupirtin in der
Lage ist, den apoptotischen Zelltod von Zellen des
hamatopoetischen Zellsystems , beispielsweise der

Lymphozyten, zu hemmen.

Damit erdéffnet sich die M8glichkeit, Flupirtin zur Behand-
lung von Erkrankungen, die mit der Beeintrichtigung des

hamatopoetischen Zellsystems einhergehen, einzusetzen.

Besondere Bedeutung kommt dabei der Behandlung von HIV-

infizierten Patienten / AIDS-Patienten zu.
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Anhand der pharmakologischen Untersuchungen soll die neue

erfindungsgemdfe Wirkung naher erldutert werden.

Pharmakologische Untersuchungen

Materialien

Flupirtin-Maleat [2-Amino-3-ethoxycarbonylamino-6- (p-fluor-
benzylamino) -pyridin-maleat],

zur Préaparation von HIV-1-gpl20 wurde der HIV-1 Virusstamm
HTLVy11R eingesetzt (Popovic et al., 1984). Die erhaltene,
isolierte gpl20-Praparation war > 95% rein, wie durch
Polyacrylamid-Gelelektrophorese nachgewiesen wurde (Miller
et al., 1988).

Antiretroviraler Versuchsansatz

Die Methodologie flr den HIV-l-Ansatz wurde bereits frilher
beschrieben (Sarin et al., 1987). Zellen der menschlichen
T-Lymphoblasten-Linie CEM (Einsaat-Konzentration: 1 x 105
Zellen/ml) wurden in Medium suspendiert und mit dem HIV-1-
Virus (Stamm HTLVy11R) infiziert. Hierzu wurde das 50-fache
einer 50%-Zellkultur-Infektionsdosis [CCIDggl gewdhlt. Eine
CCIDgg ist diejenige infektidse Dosis bei der 50% der
Zellen pro ml Zellsuspension infiziert werden. 1 ml-
Kulturen wurden flUr 5 Tage inkubiert. Flupirtin wurde den
Zellen in unterschiedlichen Konzentrationen 2 Stunden vor
der Infektion zugesetzt. Die Anzahl der lebenden Zellen
wurde unter Anwendung des 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium-Bromid [MTT] kolorimetrischen
Testsystems bestimmt (Scudiero et al., 1988). Die
Auswertung geschah mit einem ELISA-Reader, wie friher
publiziert (Miller et al., 1991). Nach der Inkubation
machten die nichtinfizierten CEM-Zellen 2,16 und die

infizierten Zellen 0,13 Verdoppelungsschritte durch.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Blutproben

Proben menschlichen peripheren Blutes wurden (i) von 12
HIV-1-infizierten homosexuellen Minnern erhalten [mittleres
Alter: 35 Jahre; Spanne: 22 - 43 Jahre] sowie (ii) wvon

8 gesunden, HIV-l-seronegativen und ansonsten
risikogleichen Mannern der nahezu gleichen Altersgruppe
(mittleres Alter: 30 Jahre; Spanne: 23 - 35 Jahre)
entnommen. Die Patienten wurden entsprechend der
Klassifikation des "Centers for Disease Control (CDC)"
eingestuft (CDC, 1992). Die Untersuchungen mit HIV-1-
seropositiven Patienten wurden mit Blutproben von
asymptomatischen Virustrdgern durchgefiithrt (CDC: Al, A2,
mittlere CD4-Zellzahl 407/ul, Spanne: 209 - 698/ul) .
Keiner der Patienten zeigte Anzeichen von Tumorerkran-
kungen, symptomatischen Infektionen oder war 10 Wochen vor
der Blutentnahme einer immunsuppresiven Behandlung, z.B.
mit Corticosteroiden, unterzogen worden.

Zellpréaparationen und deren Behandlung

Mononukleare Zellen [MNZ] wurden aus heparinisiertem Blut
durch Zentrifugation durch einen Ficoll-Hypaque-Dichte-
gradienten gewonnen und angereichert (Rossol et al., 1990).
0,5 x 106 Zellen wurden in Kulturmedium in einem Endvolumen
von 500 ul kultiviert; als Medium wurde MEM-Medium
eingesetzt, das mit 10 mM HEPES-Puffer, 2,6% Natriumbi-
carbonat, 100 U/l Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin, 10%
fétalem Kalberserum [FKS) und 1 mM Glutamat angereichert
wurde. Wo angegeben, wurden die Zellen sofort nach

Isolierung mit der chemischen Substanz behandelt.

Induktion der Apoptose mit reaktivem Sauerstoff
Reaktive Sauerstoff-Radikale wurden unter Anwendung des
Hypoxanthin- [HX] und Xanthinoxidase [XOD] - Systemes
hergestellt (Bruck et al., 1994).

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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MNZ wurden fir 24 Stunden in einem Gesamtvolumen von 500 ul
MEM Medium (wie oben beschrieben) suspendiert.

Diesem Ansatz wurden 0 bis 80 mU/ml XOD und 1 mM HX
zugesetzt. Beli einer Konzentration von 80 mU/ml XOD (Sigma,
Minchen, FRG) unterlagen > 90% der Lymphozyten einem
apoptotischen Zelltod.

Wenn nicht anders erwdhnt, wurden fir die nachfolgenden
Studien 10 mU/ml des Enzyms XOD und 1 mM HX eingesetzt.
Unter diesen Inkubationsbedingungen durchliefen etwa 50%
der Zellen eine Apoptose. Es ist glinstig, diesen Grad an
Apoptose einzuhalten, wenn es zu testen gilt, ob eine
bestimmte Verbindung einen potentiellen Inhibitor und/oder
Stimulator von apoptotischem Zelltod darstellt.

Flupirtin wurde den Zellen 6 Stunden vor Zusatz des
Sauerstoff-Radikal produzierenden Systemes zugegeben; die

Inkubation wurde nach einem Tag abgeschlossen.

Analyse der Zellen mittels Durchfluf-Zytometrie

Die Apoptose wurde in einem Durchfluf-Zytometer FACScan
(Becton-Dickinson) mit einer Argon-Laser-Anregung bei einer
Wellenldnge von 488 nm, entsprechend der publizierten
Methode, gemessen (Schmid et al., 1994). Die Lymphozyten
wurden durch optische Methoden getrennt und somit
charakterisiert, dies geschah durch Kombination einer
Vorwdrts-Lichtstreuung als MaR flr die GroRe der Zellen
[FSC] mit einer rechwinkligen Streuung als Maf flUr die
Oberflachen-Beschaffenheit [88C]. Zur Anfarbung
apoptotischer MNZ-Zellen wurden diese mit 20 ug/ml
7-Aminocactinomycin D [7-AAD] (Sigma), in PBS geldst,

fir 20 Minuten bei 4°C unter Lichtausschluf3 inkubiert.
Anschliefiend konnten die Zellen mit dem Durchfluf-Zytometer
in der Farbeldésung analysiert werden. Die rote Fluoreszenz,
hervorgerufen durch 7-AAD wurde durch einen Filter der
Wellenldnge 650 nm exfaft.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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7-AAD penetriert in apoptotische Zellen aufgrund einer
Desintegration der Zellmembran und farbt im Anschluf daran
DNA Uber einen Interkalationsvorgang an. Die Datenanalyse
erfolgte tber das LYSIS II Programm.

Die mittleren Kanalzahlen wurden umgerechnet auf mittlere
Fluoreszenz-Intensitdt, ZellgréRe und Oberflichen-
beschaffenheit.

In situ-Fluoreszenzmarkierung mittels des TdT Ansatzes
sowie Oberflidchenmarkierung

Um eine bestimmte Zell-Subpopulation, die einen
apoptotischen Vorgang durchmacht, zu definieren, wurden die
Zellen mit dem Terminal-Transferase-Systems [TdT]

behandelt. Es wurde die Methode Gorczyca et al. (1993) mit
geringen Modifikationen eingesetzt. Zellen in Suspension
wurden zweimal in PBS (Gibco) gewaschen und anschliefend in
l1%igem Paraformaldehyd (Riedel de Haen) fir 10 Min. bei 4°C
fixiert. Danach wurden die Zellen zweimal in PBS

[dem 5% AB-Serum und 0,5% bovines Serum-Albumin (BSA)
zugesetzt waren] gewaschen. Weiterhin wurden die Zellen
pelletiert und in 50 ul einer 2,5 mM Kobalt-Chlorid-L&sung,
der 0,5 nM Biotin-16-dUTP und 25 U TdT zugesetzt wurde,
resuspendiert. Gepuffert war dieser Ansatz mit 200 mM
Kalium-Kakodylat, 25 mM Tris-HCl und 0,25 mg/ml BSA; die
Inkubation erfolgte bei 37°C fir 30 Min. entsprechend den
Angaben des Herstellers (Boehringer Mannheim, Mannheim,
FRG) . Die Zellen wurden anschlieflend zweimal in PBS

[5% AB-Serum und 0,5% BSA] gewaschen und in 100 pl einer
gepufferter Farbldsung, die 5 ug/ml Flurescein-
Isothiocyanat [FITC]-markiertes Avidin [Zellanalys-
Reinheit]enthielt, resuspendiert. Zur gleichzeitigen
Oberflachen-Markierung wurden die Zellen noch zusatzlich
mit 20 pg/ml Phycoerythrin-markiertem monoklonalen Anti-
CD3-Antikdrper (Becton-Dickinson) behandelt.

Die Fluoreszenz wurde mittels Durchfluf3-Zytometrie, wie von

Halliwell (1987) beschrieben, quantifiziert.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Ergebnisse

Behandlung von HIV-1 infizierten CEM-Zellen mit Flupirtin
CEM-Zellen wurden mit Flupirtin fir 2 Stunden vorbehandelt
und verblieben anschlieflend nicht-infiziert oder wurden in
einem Parallel-Ansatz mit HIV-1 infiziert.

Nach 5 Tagen wurden die Zellzahlen in den betreffenden
Ansitzen bestimmt. Wie aus Abbildung 1 hervorgeht,
veranderte sich die Konzentration der Zellen sowohl in den
nicht-infizierten als auch den infizierten Kulturen in
Abh&ngigkeit von der Behandlung mit Flupirtin nicht
signifikant (P > 0,1).

Flupirtin wurde den Ansédtzen in Endkonzentrationen zwischen
0,1 und 30 ug/ml zugegeben. Die Zell-Konzentration in den
nicht-infizierten Ans&tzen betrug 446.880 * 31.020
Zellen/ml, in den HIV-1l-infizierten Ansdtzen 108.420 *
6.710 Zellen/ml.

Diese Ergebnisse zeigen, dafl Flupirtin nicht toxisch auf
die Zellen wirkt, weiterhin aber auch keinen Einflufs auf
eine HIV-1-Infektion in vitro unter den benutzten
Inkubations-Bedingungen ausibt. A

Einstellung des Hypoxanthin/Xanthin-Oxidase-Systems

Die Konzentration an Xanthin-Oxidase [XOD] wurde so
gewdhlt, das sich ein prozentualer Anteil an apoptotischen
Zellen von etwa 50% einstellte.

Apoptotische Zellen zeigen eine Fluoreszenz-Intensitdt von
> 10 arbitrdren Kanalzahlen. Bei 0 mU an XOD lagen nur

6,6 * 2,1% der Zellen oberhalb dieser "cut off"-Grenzlinie
von > 10 arbitraren Kanalzahlen, waren also zu 6,6%
apoptotisch. Bel zunehmender Konzentration an XOD nahm der
prozentuale Anteil an apoptotischen Zellen zu und erreichte
bei 80 mU XOD einen Wert von 93,2 * 6,8% an apoptotischen
Zellen. Bei 10 mU XOD durchliefen etwa 50% (genau 54,6 *

6,1) der Zellen einen apoptotischen Prozess.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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In Abwesenheit von XOD zeigen die Zellen ein FSC/SSC
Verteilungsmuster wie folgt

ZellgrdRRe 349 * 27 (arbitrdre Kanalzahl) gegen eine
Oberflachenbeschaffenheit von 112 + 15. Bei einer
Enzymkonzentration von 80 mU nahm die GréfRe der Zellen ab
und erreichte einen Wert von 256 * 22, wdhrend der Grad an
Oberflachenbeschaffenheit auf 180 * 29 zunahm. Solche
Verdnderungen zeigen eine charakteristische Apoptose,
begriindet auf morphologischen Verdnderungen der Zellen, an.
Bei 10 mU XOD zeigen die Zellen ein Verteilungsmuster, das
etwa in der Mitte dieser vorher gezeigten Extremwerte lag.
Wenn nicht anders aufgefihrt, wurden 10 mU an Enzym

eingesetzt.

Effekt von Flupirtin auf die spontane Apoptoserate bei
menschlichen Lymphozyten

Periphere Blut-MNZ sowohl von gesunden Probanden als auch
von HIV-l-infizierten Patienten wurden im Hinblick auf eine
spontane Apoptose untersucht. Die Zellen wurden einen Tag
nach Blutentnahme bei den Probanden analysiert.

Wie aus der Abbildung 2 ersichtlich ist, zeigen 6,32 %
0,82% MNZ-Zellen von Kontrollgruppen nicht-infizierter
Probanden nach dieserm Zeitraum Apoptose, wahrend 28,42 +
7,84% der Zellen von HIV-l-infizierten Patienten eine
Apoptose durchliefen. MNZ beider Gruppen wurden fur 24
Stunden mit Flupirtin in Konzentrationen von 0,1 bis

30 pg/ml behandelt. Wie in der Abbildung 2 zusammengefasst,
anderte sich die Rate der spontanen Apoptose von
Lymphozyten unter Flupirtin-Einfluff nicht signifikant

(P > 0.1). Dies trifft sowohl flr Zellen von gesunden

Probanden als auch von HIV-1-infizierten Patienten =zu.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Reduktion der induzierten Apoptose in mononukleidren Zellen
durch Flupirtin

MNZ sowohl von gesunden Probanden als auch von HIV-1-
infizierten Patienten wurden mit dem HX/XOD-System
(Bildung von Sauerstoff-Radikalen), zur Induktion von
Apoptose, behandelt. Flupirtin wurde den Zellansitzen

6 Stunden vor Induktor-Exposition in verschiedenen
Konzentrationen zugegeben. Wie in Abbildung 3 gezeigt,
bewirkte Flupirtin bei Konzentrationen zwischen 0,1 und
3,0 pug/ml eine signifikante Reduktion des apoptotischen
Zelltodes (P < 0,001). Bei einer Flupirtin-Konzentration
von 10 pug/ml war der protektive Effekt nur noch in Assays
mit Lymphozyten von infizierten Probanden signifikant.

Bei Konzentrationen von 0,3 bis 3,0 pg/ml Flupirtin war der
protektive Effekt des Arzneimittels am ausgepragtesten und
hemmte die induzierte Apoptose am starksten.

Die Reduktion der induzierten Apoptose in den Ansdtzen mit
Lymphozyten von gesunden Probanden betrug etwa 40% und in

solchen von HIV-1l-infizierten Patienten etwa 60%.

Die Apoptose wurde in Lymphozyten auch Uber die Methode der
DNA-Fragmentierung nachgewiesen. Nach Inkubation der Zellen
mit dem HX/XOD-System wurde die DNA aus den Zellen
extrahiert, im Agarose-Gel aufgetrennt nach der Gréfie und
anschlieffend auf einen Blot Ubertragen.

Die DNA zerfiel in ein leiterartiges Muster aus Fragmenten
von 180 Basen-Paaren und Vielfachen davon. Ein solches
Fragmentierungsmuster ist charakteristisch fir die DNA-
Zerstdrung, die bei apoptotischen Prozessen auftritt
(Wyllie, 1980). Die Zellen, die mit 1 pg/ml Flupirtin
behandelt wurden, 2zeigten im Gegensatz dazu keine DNA-
Fragmentierung.

Reprasentative Dot-blots, die den Effekt von Flupirtin auf
Zellen zeigen, die sowohl eine spontane als auch eine

induzierte Apoptose durchmachen, liegen ebenfalls vor.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Zur Durchfiihrung dieser Serie an Experimenten wurde in MNZ
mittels des HX/20mU XOD-Systems Apoptose induziert. Unter
diesen Bedingungen wurden - in Abwesenheit von Flupirtin -
64,2 * 7,9% der Zellen apoptotisch.

Wenn diese Zellen jedoch flr 24 Stunden mit Flupirtin
behandelt wurden, nahm der Anteil an apoptotischen Zellen
signifikant auf 18,3 * 5,8% ab.

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, daf Flupirtin ein
vielversprechendes Arzneimittel beispielsweise zur
Behandlung des induzierten apoptotischen Zelltodes von
Lymphozyten bei AIDS-Patienten ist.

In DE-OS 43 27 516 wird die neuroprotektive Wirkung von
Flupirtin beschrieben, beispielsweise bei cerebraler
Ischamie, Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, infektids
induzierten Neurodegenerationserkrankungen wie die AIDS-
Enzephalopathie oder Jakob-Creutzfeld-Erkrankung.

Die Indikation AIDS-Enzephalopathie mit fortschreitender
Demenz stellt eine neurologische Komplikation der AIDS-
Erkrankung dar. Als Ursache flir das Entstehen der AIDS-
Enzephalopathie wird unter anderem die HIV(gp 120) -
induzierte Freisetzung von NMDA-agonistisch wirkenden
Neurotoxinen wie Chinolinsdure aus infizierten Makrophagen
angesehen, die letztendlich zu einem Absterben der

Nervenzellen fihrt.

AIDS-Enzephalopathie und AIDS-Erkrankung (acquired immuno-
deficiency syndrome) sind verschiedene Organsysteme
betreffende Erkrankungen. Bei der ersten Erkrankung handelt
es sich, wie schon dargelegt, um eine neurologische
Komplikation der AIDS-Erkrankung (Apoptose von Nerven-
zellen), wadhrend die zweite Erkrankung eine "erworbene

Immuninsuffizienz” darstellt, die auf einer Stdrung des

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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zelluldren Immunsystems mit ausgeprdgter Verminderung der
T-Helfer-Zellen beruht (Apoptose eines Bestandteiles des
hamatopoetischen Zellsystems).

Die erfindungsgemdfe Wirkung des Flupirtins , die Hemmung
der induzierten Apoptose von Zellen des hamatopoetischen
Zellsystems, beispielsweise von Lymphozyten, war auch umso
Uberraschender , da die Existenz von NMDA-Rezeptoren
auRerhalb des Zentralnervensystems bisher nicht
nachgewiesen wurde. Demzufolge war es auch fir einen
Fachmann nicht mdéglich, von einem Schutz der Nervenzellen
durch Flupirtin auf einen Schutz der Zellen des
h&matopoetischen Zellsystems zu schliefen.

Als weitere Erkrankungen, die prophylaktisch und
therapeutisch aufgrund der erfindungsgemafien Wirksamkeit
des Flupirtins behandelbar sind, kdénnen beispielsweise

genannt werden:

— Medikamenten (wie Cytostatika, Corticosteroide) -,
Giftstoff-, Strahlen- und durch andere Erkrankungen

induzierte Neutropenie/Lymphozytopenie

— Medikamenten- oder infektids (beispielsweise HIV)

induzierte Thrombozytopenie.

Flupirtin kann zur Prophylaxe und Therapie in bekannter

Weise in folgenden Darreichungsformen verabreicht werden:

Tabletten, Filmtabletten, Hartgelatinekapseln, Weichgela-

tinekapseln, Pellets, Granulate, Dragees, Suppositorien,
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Mikrokapseln, wafrige oder 6lige Suspensionen, 6lige
Loésungen, Injektionsldsungen zur intramuskuldren Verabrei-

chung, Injektionsldsungen zur intravendsen Verabreichung.

Geeignete Salze fir die Herstellung des Arzneimittels sind
alle physiologisch vertréglichen Salze des Flupirtins.
Beispielsweise kommen das Hydrochlorid, Maleat, Sulfat und
Gluconat von Flupirtin in Frage.

Die Gehalte an Flupirtin in den erfindungsgemidfen Arznei-
mitteln betragen 0,1 mg-3000 mg, vorzugsweise 10 mg-500 mg.
Die genannten Einzeldosen des Arzneimittels kénnen 1 - 5

mal, vorzugsweise 1 - 3 mal tdglich verabreicht werden.

Die Dosierungsangaben beziehen sich immer auf Flupirtin als
Base. Werden Salze des Flupirtins eingesetzt, so ist

entsprechend dem Molgewicht umzurechnen.

Die pharmazeutische und galenische Handhabung der
erfindungsgemdffen Verbindungen erfolgt nach den iiblichen
Standardmethoden. Beispielsweise wird Flupirtin und die
Trager- und/oder Hilfsstoffe durch Rihren oder
Homogenisieren gut vermischt, wobei im allgemeinen bei
Temperaturen zwischen 20 und 80°C, vorzugsweise 20 bis
50°C, gearbeitet wird.

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 97/17072 PCT/DE96/02009

10

15

20

25

30

35

13

breil i bbild

Abbildung 1

Inkubation von nicht-infizierten [©@] und HIV-1-infizierten
CEM Zellen [@®] mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Flupirtin. Die Mittelwerte von 10 Parallel-Experimenten
sind angegeben; die Standardabweichungen waren nicht hdher
als 10%.

Abbildung 2

Effekt von Flupirtin auf die spontane Apoptose von
Lymphozyten gewonnen von nicht-infizierten Probanden
[offene Balken] und HIV-l-infizierten Patienten [diagonal-
gestreifte Balken]. Nach einem Tag wurden die Zellen
mittels Durchflufzytometrie analysiert. Lymphozyten von 12
infizierten Patienten und 8 nicht-infizierten Probanden
wurden untersucht; die Mittelwerte und die

Standardabweichungen sind angegeben.

Abbildung 3

Reduktion des induzierten apoptotischen Absterbens von
Lymphozyten nach Behandlung mit Flupirtin. MNZ von nicht-
infizierten Probanden [offene Balken] und HIV-1l-infizierten
Patienten [diagonal-gestreifte Balken] wurden mittels des
HX/XOD-Systems zum apoptotischen Absterben gebracht.
Flupirtin wurde den Zellen 6 Std. vor dem
Sauerstoffradikal-generierenden System zugegeben. Einen Tag
spater wurden die Zellen mittels Durchflufzytometrie
analysiert. Die Werte fir die Gesamt-Apoptose wurden
ermittelt; davon wurden die Werte flr die Spontan-Apoptose
subtrahiert. Somit geben die dargestellten Werte das Ausmafd
an induzierter Apoptose an. Lymphozyten von 12 infizierten
Patienten und 8 nicht-infizierten Probanden wurden
untersucht; die Mittelwerte und die Standardabweichungen

sind angegeben.
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Patentanspriiche

Verwendung des Wirkstoffes Flupirtin oder dessen

pharmazeutisch verwendbaren Salze zur Herstellung eines
Arzneimittels zur Behandlung von Erkrankungen, die mit
einer Beeintrdchtigung des hamatopoetischen Zellsystems

einhergehen.

Verwendung des Wirkstoffes Flupirtin oder dessen
pharmazeutisch verwendbaren Salze gemdfd Anspruch 1 zur
Behandlung von HIV-infizierten Patienten /AIDS-

Patienten.

Verwendung gemafs Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daR
Flupirtin oder dessen Salze flr die entsprechenden
Anwendungsformen mit pharmazeutisch geeigneten Tréager-

und/oder Hilfsstoffen kombiniert werden.
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