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Patentanspriiche:

1. Veriahren zur Herstellung eines Mittels gegen HiV-Infektionen beim Menschen, dadurch
_gekennzelchnet, da man ein oder mehrere substituierte Pyrimidin- oder Purinnucleoside der
allgemeinen Fomel !

RJ 0 R
L

¥

inder

R' = Thymin, 5-substituierte Uracile, Uracil, Cytosin, 5-substituierte Cytosinderivate, 2-

Fluoradenin, 2,6-Diaminopurin, 2-Aminopurin, 6-Thioguanin oder 7-Deazaadenin

H oder OH

OH, O-Acetyl, O-Paimitoyl, Triphosphat (als freie Saure, bzw. deren Alkali-, Ammonium-bzw.

Alkylammoniumsalze) oder eine Prekursor-Gruppe fiir die Hydroxygruppe)
bedeuten und pharmazeutisch annehmbare Trager vermischt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man sie fiir eine Verabreichung miittels
Injektior anpaldt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafR man sie fiir eine Verabreichung mittels
Infusion anpal3t.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man sie fiir eine orale Verabreichung
anpalit. .

5. Verfahren nach Anpruch 1 und 4, dadurch gekennzeichnet, da® man siein Form eines Dragees,
einer Tablette, einer Kapsel, in Pulverform oder als Granulat Gberfuhrt.

6. Verfahren nach Anpruch 1, 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, dafs gegebenenfalls ein
Geschmacksmittel zugesetzt wird.

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man sie in Form eines Zapfchens
Gberfthrt.

8. Verfahren nach Anspruch 1und 7, dadurch gekennzeichnet, daR eine Einheitsdosis der Nucleoside
oder ein mehrfaches davon zugesstzt wird.

il

R2
R3

Hierzu 2 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifit ein Verfahren zur Herstellung eines Mittels gegan HIV-Infektionen beim Menschen. Anwendungsgebietder
Erfindung ist die Medizin bzw. die pharmazeutische Industrie.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

AIDS ist eine seit wenigen Jahren bekannte, durch das HIV {HTLV II/LAV; Human T-Lymphotropic Virus Type m/
Lymphadenopathy-Associated Virus) verursachte und zum Tode fihrende Infektionskrankheit. Als ursichlich muB die
Zerstdrung der T-Helfer-Zellen durch das AIDS-Virus angesehien werden. Als Folge der daraus resultierenden Abwehrschwiche
treten schwere opportunistische Infektioner, das Kaposi Sarkomn und sine sog. AlIDS-Enzephalopathia auf. Eine wirksame und
vertrigliche antivirale Therapie fehlt bisher. Angriffspunkt dafiir kann u.a. die Virus-kodierte Reverse Transkriptase sein, ein
Enzym, dessen Hemmung die weitere intrazellulire Virusvermehrung verhindern und damit seine Ausbreitung im Kdrper
stoppen kdnnte. Die ersten klinisch erprobten Hemmstoffe der HIV-Revertase, wie z.B. Suramin (Germanin®) und HPA 23 haben
die notwendige Vertraglichkeit und die erhoffte Wirksamkeit noch nicht erreicht, lediglich das 3'-Azidothymidin (N;TdR) (DE-
0S 3608606) besitzt bei AIDS-Patienten mit siner Paeumocystis carinii Pneumanie sindeutig lebensveriangernde Wirkungen,
die von Verkesserungen klinischer und neurologischer Befunde sowie der zeitweisen Wiederherstellung bestimmiter
immurologischer Funktionen begleitet sind (Mitsuya ot al. nature 325, 773 (1987). Demgegeniiber machen toxische
Netenwirkungen des 3'-Azidothymidins auf das Knochenmark bei etwa 50% der behandelten Patienten Bluttransfusionen
erforderlich, was besonders auf die Notwendigkeit nach selektiveren Hemmstoffen der HIV-Reverse Transcriptase hinweist,
wihrend auch deren Wirksamkeit zu erhGhen ist.
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Zie! der Erfindung

Das Zisl der Erfindung besteht darin, ein wirksames und vertréglichae Mittel ge jen HIV-Infektionen bereitzustellen.

- Dariegung des Wesens der Erfindung

Erfindungsgemin werden sin oder mehrere substituierte Pyrirnidin- oder Purinnucleoside der aligemeinen Fomall
A
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R' = Thymin, 5-substituiarte Uracile, Uracil, Cytosin, 5-substituierte Cytosinderivate, 2-Fluoradenin, 2,6-Diaminopurin,

2-Aminopurin, 6-Thioguanin oder 7-Deazaadenin

H oder OH

O, O-Acetyl, 0-Palmitoyl, Triphosphat (als freie Séure, bzw. deren Alkali-, Ammonium- bzw. Alkylammoniumsalze) oder

eine Prekursar-Gruppe fiir die Hydroxygrupps)

allein oder mit pharmazeutisch vertriglichen Tragerstoffen in auf an sich bekannte Weise zu als Injaktionen »der Infusionen ader

peroral applizierbaren Mitteln gegen HIV-Infektionen iiberfiihrt.

Als besonders aktiv erwies sich das 2',3"-Didesoxy-3'-fluorthymidin (3'-FTdR). Seine Wirksamkeit wird wie folgt belegt:

1. Hemmung der HIV assozilerten Reverse Transcriptase
Zunachst wurde das Triphosphat (3'-FdTTP) des 3'-FTdR auf seine Fihigkeit untersucht, die Polymerisation eines
PolyA. oligodT Temglates durch die HIV assoziierte Reverse Transcriptase zu hemmen. Dabei wurde gefuriden (Abb. 1), daR
die Konzantration, die fiir eine 50% Hemmung dieses viralen Enzyms erforderlich ist {IDs,), bei 0,05uM liegt und dals sipe
komplette Hemmung bei 0,8-1,0 uM erreicht wird. Damit gehort 3'-FATTP zu den stirksten bisher gefundenen Hemmstoffen
der HIV Reverse Transcriptase. Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus zeigten, daB 3'-FATTF als kompetitiver
Hemimstoff die Bindungsstelle des Substrates hesetzt, wihrend sein Einbau in den Primer und ein damit verbundener
Kettenabruch — wenn iiberhaupt - eine untergeordnete Rolle bei der Hemmung spielt,
Im Gegensatz zu 3'-F4TTP hat sich 2',3"-Didesoxy-3'-chlorthymidintriphosphat gegeniiber der HIV-assoziierten Reversa
Transcriptase in dem gleichen Konzentrationsbereich als vbllig unwirksam herausgestellt, was darauf hinweist, daB der
3'-Substituent dieser Nucleotidanaloga sehr spezifische Funktionen am Enzym zu erftillen hatund nicht beliebig austauschbar
ist, wenn eine hohe Wirksamkeit erhalten bleiben soll.

2. Wirkung von 3-FdTTP auf zellulare DNA Polymerasen a und B
Die starke Hemmwirkung von 3'-FdTTP gegeniiber der HIV Reverse Transcriptase 148t sich therapeutisch nur ausnutzen,
wenn die zolluldren DNA Polymerasen, insbesondere die fiir die Replication der zelluldren DNA zustiandige DNA Polymerase
a, weitgehend unbeeinfluBt bleiben. Die Untersuchungen zeigen, daB das fir die DNA Polymerase a auch zutrifft (Abh. 2), Eine
50% Hemmung dieces zelluldren Enzyms wird auch bei 200uM 3'-FATTP noch nicht srreicht, d.h, die DNA Polymerase a ist
mehr als 4000 mal weniger empfindlich als die HIV Reverse Transcriptase.
Fir die DNA Polymerase B, die fiir die zelluldre DNA-Reparatur verantwortlich gemacht wird, betrdgt die1Dg etwa 2,2pM, d. h.
fir eine 50% Hemmung dieses Enzyms ist eine 44mal héhere Konzentration erforderlich als fiir die HIV,

3. Dieintrazellulare Phosphorylierung von 3-FTdR
Entscheidend fiir die Wirksamkeit von 3'-FTdR ist die Fahigkeit der infizierten Zelle, die nur als Nucleoside anwendbaren
Substanzen zu den Triphosphaten zu phosphorylieren. Eine Species-abhéngige Phosphorylierung von 2"-modifizierten
Desoxynucleosiden kann durchaus wie im Falle des 2°,3"-Didesoxythymidins die Wirksamkeit einer im HIV-Revertase-Test
hoch effektiven Verbindung stark herabsetzen. Dia Phosphorylierung von 3'-FTdR wurde daher an Zellen verschiedener
Species untersucht, Wie die Tabelle 1 zeigt, wird 1 uM FTdR ven den untersuchten Zellen wihrend einer 4stiindigen Inkubation
mit sehr unterschiedlicher Effektivitat zum Triphosphat umgesetzt. Obwohl fiir einen quantitativen Vergleich auch
unterschiedliche Zellzyklus-Zeiten zu beriicksichtigen sind und nur der wihrend der 4stindigen Inkubation in der G,- bzw.
S-Phase des Zellzyklus befindliche Anteil der Zellen zur Phosphorylierung in der Lage ist, sind die fiir die menschlichen
Zellinien REH und MT-4 gefundene Triphosphat-Mangen von 1-2 pmole/10° Zellen als villig ausreichend anzusshen. Auch
fir uninfizierte bzw. HTLV-Illg infizierte HS-Zellen und LAV-! infizierte CEM-Zellen liegen die ermittelten 3'-dFTT? Konz. in
diesem Bereich, so da eine AIDS-Vir ss-Infektion von T-Z./%en die Phosphorylierbarkeit von 3'-FTdR nffenbar nicht verindert.
Im Vergleich dazu wird die Phosphorylierung einer 50 tM N3-TdR-Lésung zum Triphosphat durch HTLV-lIlz infizierte H9-Zellen
wihrend einer 24 stiindigen Inkubaticn mit nur 0,9pmole/10° Zellen angegeben (Furman et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83,
8333(1986). Gleichzeitig kommt es zu einem erh’ “lichen Anstauvon N;-TdR-monophosphat {460 pmole/10° Zellen), was auf
eine starke Hemmung der Thymidylat-Kinase hinweist und erhebliche, die zsllulire DNA-Synthese beeintréchtigende
Verénderungen des Desoxynucleosidtriphosphat-Substatpools nach sich zieht {Furman et al.s.0.). 3'-FTdR fehit dieser
gravierende Cffekt auf die Thymidylat-Kinase (s. Tab. 1), so da8 die starken zelluldren Pool-Verdnderungen nicht zu erwarten
sind, obwonhl 3'-FTdR gegeniiber N;-TdR eindeutig besser phosphoryliert wird.

4. Resistenz von 3'-FTdR gegeniiber phosphorolytischer Spaltunyg
Einige Thymidin-Antimetabolite wie Joddesoxyuridin, Bromdesoxyuridin oder Bromvinyldesoxyuridin werden von der
menschlichen Thymidin-Phosphorylase in groBem Umfang zu unwirksamen Pyrimidinbasen und Zuckerphosphaten
gespalten, so dall ihre systemische Anwendung problematisch werden kann. 3'-FTdR wurde daher auf seine Spaltbarkeit
durch die Thymidin-Phosphorylase aus der menschlichen Milz untersucht. Dabei hat sich gezeigt, daB eine 1mM 3'-FTdR-
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Lésung innerhalb von 3 Std. nur zu etwa 3-5% gespalten wird und damit im Vergleich zu Thymidin (90% Spaltung in 2 5td.)
als nahezu resistent gegenliber diesem Enzym anzusehan ist.
5. Die Hemmung des zytopatischen Effekts von HIV auf MT-4-Zellen
Um dietatséchliche zelluldre Wirksamkeit von 3'-FTdR zu ermitteln, wurde untersucht, inwieweit 3'-FTdR den zytopathischen
Effekt von HIV aufhehen kann. Dazu wurden etwa 40000 MT-4-Zellen (Harada et al. Science 229, 563 [1985]) in 200ul RPMI-
Medien und 10% fetalem Kélberserum rnit HIV infiziert {Titer: 0,013m) und nach 5tdgiger Inkubation die leberden van den
toten Zellen mittels Trypanblaufirbbarkeit unterschisden und gezéhit. Die Konzentration, die fiir eine 50% Hemmung des
zelitotenden Effekts des Virus erforderlich ist {EDsy), betrégt 3,8nM fiir 3'-FTdR und im direkten Vergleich 6,4nM fiir N5-TdR.
Fiir 2',3"-Cidehydro-2',3'-didesoxythymidin ist eine EDgo von 10nM und fiir 2’,3'-Didesoxycytidin eine EDs, von 60nM
angegeben worden (M. Baba etal. Biochem. Biophys. Res. Commun. 142, 128 {1987]). Damitist 3'-FTdR in dem beschriebenen
MT-4-Zellsystem als die derzeit wirksamste Verbindung anzusehen.
6. Zytotoxizitat von 3'-FTdR Iin menschlichen Zellkultursn
3'-FTdR wurde urspriinglich als Zytostatizum entwick alt (P. Langen et al. Acta biol. med.germ.23, 759 [1969]) und ist daher in
umfangreichen Studien auf zytostatische Wirkungen hin gepriift worden. Eigene Untersuchungen und Testungen im NC}-
Programm der USA (gegen 9 verschiedene Tiertumy. ren) haben fiir 3'-FTdR jedoch nur schwache zytostatische Wirkungen
ergaben. Eine Ausnahme stellen Ehrlich-Mause-Ascites-Tumorzellen dar, was maglicherwaise mit ihrem hohen
Phosphorylierungsvermégen far 3'-FTdR zusammenhdéngt {10fach hdher als bei menschlichen Zellen). Dabei ist die schnelle
Reversibilitét der zytostatischen Wirkungen an EMAC-Zollen als Besondsrheit disser Verbirdungen registriert worden
(P.Langen et al. Europ.J. Cancer 14, 349 [1978)). Unter dem Aspekt einer méglichen Anwendung diaser Verbindung am
Menschenwurden die antiproliferativen Wirkungen von 3'-FTdR und im Vergleich dazu von N3-TdR an menschlichen Zellinien
getestet. Die Tabelle 2 zeigt anhand der IDg-Werte, daB der EinfluB sowoh! von 3'-FTdR als auch von N;-TdR auf die
Zellproliferation verschiedener Zellinien sehr unterschiedlich ist. Verglaicht man 3'-FTdR mit N;-TdR, sind die Effekte sehr
dhnlich, jedoch fiir N;TdR in jedem Fall etwas geringer als durch FTdR.
Die Vorteils von 3'-FTdR lassen sich wie folgt zusammenfassen:
1. Doppelt. Wirksamkeit gegeniiber N3TdR im zelluléren Test
2. Bessere Phosphorylierung als N;TdR durch menschliche T-Zellinien
3. Resistenz gegeniiber TdR-Phosphorylase
4. Geringere Effekte auf TMP-Kinase und damit auf die dNTP-Substratpools als N;TdR
5. Verirstbare insbesondere reversible zelluliire Toxizitat.
Waeitere wirksame Verbindungen sind uv.a.:
2',3"-Didesoxy-3'-fluor-5-bromuridin, Z',3"-Didesoxy-3'-fluor-cytidin, 2',3"-Didesoxy-3'-fluor-5-ethyluridin, 3'-Desoxy-3'-
fluorarabinosylcytosin, 2',3"-Didesoxy-3"-fluor-2-fluoradenasin, 2,3'-Didesoxy-3"-fluor-6-thioguanosin, 2',3"-Didesoxy-3"-fluor-
2,6-diaminopuriiwribosid, 2',3'-didesoxy-3"-fluor-2-aminapurinribosid, 3'-Desoxy-3"-fluorarabinosyladenin.
Die erfindungsgemiBen Mittel enthalten eine oder mehrere Wirkkomponentsn, entsprechend der allgemeinen Formel I,
zusammen mit einem oder mehreren vertriglichen Trigern dafir und gegebenenfalls mitanderen therapeutischen Mitteln. Die
Mittel werden als Einheitsdosis hergestellt oder so, daB ein Mehrfaches der Wirkkomponenten enthalten ist.
Jeder Tréger muB vertriglich sein, mit den anderen Bestandteilen der Mittel vereinbar und fir den Patienten nicht schidlich
sein,
Die Mittel schlieBen solche ein, die fiir orale, rektale, nasals, topische, vaginale oder parenterale (sinschlieBlich subkutane,
intramuskuldre, intravendse und intradermals) Verabreichung geeignet sind. Eine bzw. mehrare Wirkkomponenten werden mit
dem Tréger, der sich aus einem oder mehreren Begleitbestandteilen zusammensetat, in Kantakt gebracht und, falls erforderlich,
in eine entsprechende Form gebracht.
Die Mittel fiir eine orale Verabreichung werden in Form von Dragees, Tabletten, Kapseln, als Pulver oder Granulai so hergestelit,
daB sie jeweils eine bestimmte Menge des aktiven Bastandteiles enthalten. Ebenso kdnnen sie als Lésung oder als Suspension
hergestellt werden. Gegebenenfalls werden Geschmacksmittel oder andere ibliche Mittel zugesetzt.
Mittels fiir eine rektale Verabreichung werden als Zipfchen mit einer geeigneten Base hergestelit.
Mittels fiir 2ine vaginale Verabreichung werden als Pessare, Tampons, Cremes, Gele, Pasten, Schiume oder Spray-Produkte
hergestelit.
Die Mittel fiir die ;arenterale Verabreichung kénnen als Einheitsdosis der Wirkkomponente oder als Mehrfachdosis vorgesehen
werden.
Dafiir kdnnen sie in Ampullen, Phiolen oder in einem gefriergetrockneten Zustand gelagert sein. Unmittelbar zubereitets
Injektionslosungen und Suspensionen kérinen aus sterilen Pulvarn, Granulat und Tabletten arhalten werden. Das erfolgt z.B.
durch Lésen der Substanz in physiclogischer Kochsalzlosung, Glukose oder anderen fiir die i.v. Injektion bzw. Infusion
geeigneter: Medien. Zur Behandlung von AIDS-Patienten wird aus 3'-"TdR und physioligischer Kochsalzlésung die erforderliche
Menge einer 0,3% Losung hergestelh, die sterilisiest und den Patienten innerhalb einer Stunde intravends infundiert wird. Die
Infusion wird alle 4-8 Stunden wiederhoit und mindestens 8-10 Tage fortgesetat,

Ausfiahrungsbeispielo

1. Beisplel
Injektionsiésung
Aus 3'-FTdR und physiologischer Kochsalzlésung bereitet man die erforderliche Menge einer 0,3%igen Lésung.

2. Beispiel
Tabletten oder Dragees
Pulverisiertes 3'-FTdR wird 1nit einem oder mehreren der iiblichen Tréagerstoffe wie Stdrke, Talk, Mg-stearat, K-stearat,
Stearinsaure, Paraffin, Cetylalhonol, Pectin, Saccharose, Gummi arabicum, Dextrin zu Tabletten oder Dragees vararbeitet.
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Tabelle 1: Bildung von Nucleotiden aus 1 KM *H-3"-FTdR in Zellen verschiedener Species nach dstindiger Inkubation

pmole/10%Zallen

Zellinie FTMP FToP FTTP
Mansch MT-4 2,9 0,2 1,3

REH 3,5 0,35 25
Ratte Zajdela

Hepatom 3,0 3,6 88
Maus EMAC 1,2 44 19,2

Tabelle2: Die Hemmung der Proliferation menschlicher Zelnien durch FTdRund N;TdR

(Dgg, UM
Zellinie FTGR N;TdR
K-562 45 50
REI1 150 150°
K-37 100° 100¢
MT-4 1.8 3,54

a) 30% Hemmung bei 150uM.
b) 35% Hemmung bei 100uM.
¢} 23% Hammung bei 100pM.
d) Angabe von M.Baba et al, BBRC 142, 128 (1987].
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