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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die Erfindung betrifft im Allgemeinen Immuneffektorverbindungen, ihre Verwendung in pharmazeuti-
schen Zusammensetzungen und Verfahren fir ihre Herstellung und ihre Verwendung im Rahmen einer pro-
phylaktischen und/oder therapeutischen Impfung. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung ein Adju-
vanssystem, das 2-Desoxy-2-amino-f-D-glucopyranose (Glucosamin), glykosidisch an eine zyklische Amino-
alkyl-(Aglykon-) Gruppe gebunden, umfasst.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Humorale Immunitat und zellvermittelte Immunitat sind die zwei Hauptlinien der Immunantwort bei
Saugetieren. Humorale Immunitat umfasst die Bildung von Antikérpern gegen Fremdantigene. Antikérper wer-
den von B-Lymphozyten produziert. Zellvermittelte Immunitat umfasst die Aktivierung von T-Lymphozyten, die
entweder auf infizierte Zellen, die Fremdantigene in sich tragen, Wirkung zeigen oder andere Zellen stimulie-
ren, sodass diese auf infizierte Zellen Einfluss nehmen. Beide Linien des Saugetier-Immunsystems sind zur
Krankheitsbekadmpfung wichtig. Humorale Immunitat ist die Hauptverteidigungslinie gegen bakterielle Patho-
gene. Im Fall von Viruserkrankungen scheint die Induktion zytotoxischer Lymphozyten (CTLs) fir schiitzende
Immunitat maRgeblich zu sein. Somit stimuliert eine wirksame Vakzine vorzugsweise beide Linien des Immun-
systems, um gegen Erkrankungen zu schiitzen.

[0003] Vakzinen bieten einem Wirt Fremdantigene aus Erkrankungs-auslésenden Agenzien dar, sodass der
Wirt eine schiitzende Immunantwort entwickeln kann. Haufig sind Vakzinen-Antigene abgetotete oder abge-
schwachte Formen der Mikroben, die die Erkrankung auslésen. Die Gegenwart von nicht maRRgeblichen Kom-
ponenten und Antigenen in diesen abgetdteten oder abgeschwachten Vakzinen motivierte zu betrachtlichen
Bemihungen, Vakzinenkomponenten zu verfeinern, einschlieBlich der Entwicklung gut definierter, syntheti-
scher Antigene unter Verwendung von chemischen Verfahren und Rekombinationsverfahren. Die Verfeinerung
und Vereinfachung von Mikrobenvakzinen flihrte jedoch zu einem gleichzeitigen Verlust des Potenzials.

[0004] Niedermolekulare synthetische Antigene, auch wenn sie frei von potenziell schadlichen Verunreinigun-
gen sind, sind an sich haufig nicht ausreichend immunogen. Diese Beobachtungen fuhrten die Forscher dazu,
Immunsystemstimulatoren, die als Adjuvanzien bekannt sind, zu Vakzinenzusammensetzungen zuzusetzen,
um die Aktivitat der Vakzinenkomponenten zu potenzieren.

[0005] Immunadjuvanzien sind Verbindungen, die, wenn sie einem Individuum verabreicht werden oder in vi-
tro getestet werden, die Immunantwort auf ein Antigen in einem Individuum, dem das Antigen verabreicht wur-
de, steigern oder bestimmte Aktivitadten von Zellen fir das Immunsystem férdern. Zahlreiche Verbindungen, die
verschiedene Grade an Adjuvansaktivitat aufweisen, wurden bereits hergestellt und getestet (siehe beispiels-
weise Shimizu et al. (1985), Bulusu et al. (1992), Ikeda et al. (1993), Shimizu et al. (1994), Shimizu et al. (1995),
Miyajima et al. (1996)). Diese und andere friihere Adjuvanssysteme weisen jedoch haufig toxische Eigenschaf-
ten auf, sind instabil und/oder zeigen inakzeptabel geringe immunstimulierende Wirkung.

[0006] Zur Zeit ist das einzige Adjuvans, das in den Vereinigten Staaten zur Verwendung bei Menschen zu-
gelassen ist, Alaun, eine Gruppe von Aluminiumsalzen (z.B. Aluminiumhydroxid, Aluminiumphosphat), in de-
nen Vakzinen-Antigene formuliert werden. Partikeltrager wie Alaun férdern laut Studien die Aufnahme, Verar-
beitung und Prasentation von I6slichen Antigenen durch Makrophagen. Alaun ist jedoch nicht frei von Neben-
wirkungen und ist leider ausschlieRlich auf humorale (Antikérper-) Immunitat eingeschrankt.

[0007] Die WO 98/50399 und Johnson et al. (Bioorg. Med. Chem. Let. 9, 2273-2278 (1999)) offenbaren Ami-
noalkylglucosaminphosphat als Vakzinenadjuvanzien.

[0008] Die Entdeckung und Entwicklung von wirksamen Adjuvanssystemen ist fur die Verbesserung der Wirk-
samkeit und Sicherheit bestehender und zukunftiger Vakzinen wesentlich. Somit besteht permanent Bedarf an
neuen und verbesserten Adjuvanssystemen, insbesondere jenen, die beide Effektorlinien des Immunsystems
steuern, um die Entwicklung einer nachsten Generation synthetischer Vakzinen besser zu unterstiitzen. Die
vorliegende Erfindung erfillt diesen Bedarf und wird auch anderen Anforderungen gerecht.
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ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0009] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung sind Immuneffektormolekiile, die humorale und zellver-
mittelte Immunantworten auf Vakzinen-Antigene steigern. Die Verbindungen umfassen eine 2-Desoxy-2-ami-
no--D-glucopyranose (Glucosamin), die glykosidisch an eine zyklische Aminoalkyl- (Aglykon-) Gruppe gebun-
den ist. Die Verbindungen sind an der 4- oder 6-Position des Glucosaminrings phosphoryliert und mit Alkano-
yloxytetradecanoylresten am Aglykonstickstoff und der 2- und der 3-Position des Glucosaminrings acyliert. Die
Verbindungen der vorliegenden Erfindung werden im Allgemeinen durch Formel (I) beschrieben:
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und umfassen auch pharmazeutisch annehmbare Salze davon, worin X -O- oder -NH- ist und Y -O- oder -S-
ist; R', R? und R® unabhangig voneinander eine (C,-C,,)-Acylgruppe, einschliellich gesattigter, ungesattigter
und verzweigter Acylgruppen, sind; R* -H- oder -PO,R"R® ist, worin R” und R® unabhangig voneinander H oder
(C,-C,)-Alkyl sind; R® -H, -CH, oder -PO,R°R™ ist, worin R? und R unabhé&ngig voneinander aus -H und
(C,-C,)-Alkyl ausgewahlt sind; die R® unabhangig voneinander aus H, OH, (C,-C,)-Alkoxy, -PO,R"R",
-OPO,R"R™, -SO,R", -OSO,R", NR'"R", -SR™, -CN, -NO,, -CHO, CO,R"" und -CONR"R'? ausgewahlt ist,
worin R" und R'? unabhangig voneinander aus H und (C,-C,)-Alkyl ausgewahlt sind; mit der MaRgabe, dass,
wenn R* -PO,R'R? ist, R® nicht -PO,R°R" ist, worin *"=*" und **" fir Chiralitatszentren stehen; worin die Indices
n, m, p und g unabhangig voneinander ganze Zahlen von 0 bis 6 sind, mit der Maligabe, dass die Summe p +
m = 0 bis 6 ist.

[0010] In manchen Ausfuhrungsformen enthalten die Verbindungen der vorliegenden Erfindung ein -O- an X
und 'Y, ist R* -PO,R’R?, sind R® und R® H und sind die Indices n, m, p und q ganze Zahlen von 0 bis 3. In einer
bevorzugteren Ausfiihrungsform sind R” und R® -H. In noch einer bevorzugteren Ausfiihrungsform ist Index n
=1, Index m = 2 und sind die Indices p und q = 0. In noch einer bevorzugteren Ausfihrungsform sind R, R,
und R, Tetradecanoylreste. In wiederum einer noch bevorzugteren Ausfiihrungsform liegen *', *2 und ** in
R-Konfiguration vor, liegt Y in aquatorialer Stellung vor und liegt ** in S-Konfiguration vor (N-[(R)-3-Tetradeca-
noyloxytetradecanoyl](S)-2-pyrrolid
inomethyl-2-desoxy-4-O-phosphono-2-[(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanoylamino]-3-O-[(R)-3-tetradecanoyl
oxytetradecanoyl]-B-D-glucopyranosid und pharmazeutisch annehmbare Salze davon; RC-553; Formel II).
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[0011] Die vorliegende Erfindung stellt auch Verbindungen bereit, die als pharmazeutische Zusammenset-
zungen verwendet werden kdnnen, die Verbindungen der oben gezeigten allgemeinen Formel enthalten. Die
pharmazeutischen Zusammensetzungen kénnen mit zahlreichen verschiedenen Antigenen und in zahlreichen
verschiedenen Formulierungen, die Fachleuten bekannt sind, kombiniert werden.

[0012] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung sind auch in Verfahren zur Induktion einer Immunant-
wort in einem Individuum nitzlich. Das Verfahren umfasst das Verabreichen einer Zusammensetzung, die eine
therapeutisch wirksame Menge eines pharmazeutisch annehmbaren Trager und einer Verbindung der vorlie-
genden Erfindung enthalt.

[0013] Die vorliegende Erfindung umfasst auch Verfahren zur Behandlung eines Saugetiers, das an einer pa-
thogenen Infektion, an Krebs oder einer Autoimmunerkrankung leidet oder fur solch eine Erkrankung oder ein
Leiden empfanglich ist. Das Verfahren umfasst das Verabreichen einer therapeutisch wirksamen Menge einer
Zusammensetzung, die einen pharmazeutisch annehmbaren Trager und eine Verbindung der vorliegenden Er-
findung enthalt, an das Saugetier.

[0014] Weiters umfasst die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Behandlung von Krankheiten oder Lei-
den, die durch Stickstoffperoxidproduktion in einem Individuum gelindert werden kénnen. Das Verfahren um-
fasst das Kontaktieren des Individuums mit einer wirksamen Menge einer Verbindung der vorliegenden Erfin-
dung. In manchen Ausfihrungsformen kénnen die Verbindungen der vorliegenden Erfindung 48 Stunden vor
dem bis zum Einsetzen von Ischamie verabreicht werden.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
Definitionen
[0015] Die Bezeichnung "Acyl" bezieht sich auf jene Gruppen, die aus einer organischen Saure durch Entfer-
nen des Hydroxylteils der Saure stammen. Folglich umfasst Acyl beispielsweise Acetyl, Propionyl, Butyryl, De-
canoyl, Pivaloyl, Benzoyl und dergleichen.
[0016] Ein "(C,-C,,)-Acy!" ist eine Acylgruppe mit 2 bis 24 Kohlenstoffatomen.
[0017] Die Bezeichnung "Alkyl" alleine oder als Teil eines anderen Substituenten bezieht sich, aul3er es wird

anders festgelegt, auf eine unverzweigte oder verzweigte Kette oder einen zyklischen Kohlenwasserstoffrest
oder eine Kombination davon, die/der vollstandig gesattigt, ein- oder mehrfach ungesattigt sein kann und zwei-
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oder mehrwertige Reste umfassen kann, wobei die Anzahl der Kohlenstoffatome angegeben wird (d.h. C,-C,,
bedeutet ein bis zehn Kohlenstoffatome). Beispiele fiir gesattigte Kohlenwasserstoffreste umfassen Gruppen
wie Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, t-Butyl, Isobutyl, sec-Butyl, Cyclohexyl, (Cyclohexyl)ethyl, Cyc-
lopropylmethyl, Homologe und Isomere von beispielsweise n-Pentyl, n-Hexyl, n-Heptyl, n-Octyl und derglei-
chen. Eine ungesattigte Alkylgruppe ist eine, die eine oder mehrere Doppelbindungen oder Dreifachbindungen
aufweist. Beispiele fur ungesattigte Alkylgruppen umfassen Vinyl, 2-Propenyl, Crotyl, 2-Isopentenyl, 2-(Buta-
dienyl), 2,4-Pentadienyl, 3-(1,4-Pentadienyl), Ethinyl, 1- und 3-Propinyl, 3-Butinyl und die hdheren Homologen
und Isomere. Alkylgruppen, die auf Kohlenwasserstoffgruppen beschrankt sind, werden als "Homoalkyl" be-
zeichnet.

[0018] Ein "(C,-C,)-Alkyl" ist eine Alkylgruppe mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen.

[0019] Die Bezeichnung "Alkylen" alleine oder als Teil eines anderen Substituenten bezieht sich auf einen
zweiwertigen Rest, der von einem Alkan herrihrt, beispielsweise -CH,CH,CH,CH,-, und umfasst weiters jene
Gruppen, die als "Heteroalkylene" bekannt sind.

[0020] Die Bezeichnungen "Alkoxy", "Alkylamino" und "Alkylthio" beziehen sich auf jene Gruppen, die eine
Uber ein Sauerstoff-, Stickstoff- bzw. Schwefelatom an den Rest des Molekils gebundene Alkylgruppe aufwei-
sen.

[0021] Die Bezeichnung "(C,-C,)-Alkoxy" bezieht sich auf eine Alkoxygruppe mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen.

[0022] Jede der oben genannten Bezeichnungen (z.B. "Alkyl", "Acyl") umfasst sowohl substituierte als auch
unsubstituierte Formen des angegebenen Rests. Bevorzugte Substituenten fur jeden Typ von Rest werden
nachstehend genannt.

[0023] Substituenten fir die Alkyl- und Acylreste kdnnen aus zahlreichen verschiedenen Gruppen, ausge-
wahlt aus: -OR', =0, =NR', =N-OR', -NR'R", -SR’, -Halogen, -SiR'R"R", -OC(O)R', -C(O)R', -CO,R', -CONR'R",
-OC(O)NR'R", -NR"C(O)R', -NR-C(O)NR"R™, -NR"C(O),R', -NH-C(NH,)=NH, -NR'C(NH,)=NH,
-NH-C(NH,)=NR', -S(O)R', -S(0O),R'", -S(O),NR'R", -CN und -NO, in einer Anzahl im Bereich von 0 bis (2m' +
1), worin m' fir die Gesamtzahl an Kohlenstoffatomen in solch einem Rest steht, ausgewahlt werden. R', R"
und R™ beziehen sich unabhéngig voneinander auf Wasserstoff und unsubstituiertes (C,-C;)-Alkyl. Sind R' und
R" an dasselbe Stickstoffatom gebunden, so kénnen sie zusammen mit dem Stickstoffatom einen 5-, 6- oder
7-gliedrigen Ring bilden. Beispielsweise soll -NR'R" 1-Pyrrolidinyl und 4-Morpholinylumfassen. Aus der obigen
Erlauterung der Substituenten wird es Fachleuten ersichtlich sein, dass die Bezeichnung "Alkyl" auch Gruppen
wie Halogenalkyl (z.B. -CF, und -CH,CF,) und dergleichen umfassen soll.

[0024] Die Bezeichnung "pharmazeutisch annehmbare Salze" soll Salze der aktiven Verbindungen umfas-
sen, die mit relativ nichttoxischen Sauren oder Basen, in Abhangigkeit der jeweiligen Substituenten an den
hierin beschriebenen Verbindungen, hergestellt werden. Enthalten Verbindungen der vorliegenden Erfindung
relativ saure Funktionalitédten, so kénnen Basenadditionssalze durch Kontaktieren der neutralen Form solcher
Verbindungen mit einer ausreichenden Menge der gewtlinschten Base, entweder nur damit oder in einem ge-
eigneten inerten Lésungsmittel, gewonnen werden. Beispiele flir pharmazeutisch annehmbare Basenadditi-
onssalze umfassen Natrium-, Kalium-, Calcium-, Ammonium-, organische Amino- oder Magnesiumsalze oder
ein ahnliches Salz. Enthalten Verbindungen der vorliegenden Erfindung relativ basische Funktionalitaten, so
kénnen Saureadditionssalze durch Kontaktieren der neutralen Form solcher Verbindungen mit einer ausrei-
chenden Menge der gewilinschten Saure, entweder nur damit oder in einem geeigneten inerten Losungsmittel,
gewonnen werden. Beispiele flir pharmazeutisch annehmbare Saureadditionssalze umfassen jene, die von
anorganischen Sauren wie Salzsaure, Bromwasserstoffsaure, Salpetersaure, Kohlensaure, Monohydrogen-
kohlensaure, Phosphorsaure, Monohydrogenphosphorsaure, Dihydrogenphosphorsaure, Schwefelsaure, Mo-
nohydrogenschwefelsaure, lodwasserstoffsdure oder Phosphor(lll)-sdure und dergleichen abgeleitet sind, so-
wie jene Salze, die von relativ nichttoxischen organischen Sauren wie Essig-, Propan-, Isobutter-, Oxal-, Ma-
lein-, Malon-, Benzoe-, Bernstein-, Suberin-, Fumar-, Mandel-, Phthal-, Benzolsulfon-, p-Toluolsulfon-, Zitro-
nen-, Wein-, Methansulfonsaure und dergleichen abgeleitet sind. Auch umfasst sind Salze von Aminosauren,
wie Arginat und dergleichen, und Salze von organischen Sauren wie Glucuron- oder Galacturonsauren und
dergleichen (siehe beispielsweise S.M. Berge et al., "Pharmaceutical Salts", Journal of Pharmaceutical Sci-
ence 66, 1-19 (1977)). Bestimmte spezifische Verbindungen der vorliegenden Erfindung enthalten sowohl ba-
sische als auch saure Funktionalitaten, die es ermdglichen, dass die Verbindungen entweder zu Basen- oder
zu Saureadditionssalzen umgesetzt werden.

5/24



DE 601 18 207 T2 2006.11.09

[0025] Die neutralen Formen der Verbindungen kénnen durch Kontaktieren des Salzes mit einer Base oder
Saure und Isolieren der Ausgangsverbindung auf herkdmmliche Weise wiederhergestellt werden. Die Aus-
gangsform der Verbindung unterscheidet sich von den verschiedenen Salzformen bezlglich bestimmter phy-
sikalischer Eigenschaften, wie z.B. Ldslichkeit in polaren Lésungsmitteln, abgesehen davon sind jedoch die
Salze mit der Ausgangsform der Verbindung fir die Zwecke der vorliegenden Erfindung aquivalent.

[0026] Zusatzlich zu Salzformen stellt die vorliegende Erfindung Verbindungen bereit, die in einer Prod-
rug-Form vorliegen. Prodrugs der hierin beschriebenen Verbindungen sind jene Verbindungen, die unter phy-
siologischen Bedingungen leicht chemische Veranderungen erfahren kdnnen, um die Verbindungen der vor-
liegenden Erfindung bereitzustellen. Dariber hinaus kénnen Prodrugs durch chemische oder biochemische
Verfahren in einer Ex-vivo-Umgebung zu den Verbindungen der vorliegenden Erfindung umgesetzt werden.
Beispielsweise konnen Prodrugs langsam zu den Verbindungen der vorliegenden Erfindung umgesetzt wer-
den, wenn sie zusammen mit einem geeigneten Enzym oder chemischen Reagens in ein Reservoir eines
transdermalen Pflasters eingefillt werden.

[0027] Bestimmte Verbindungen der vorliegenden Erfindung kénnen in unsolvatisierten Formen sowie in sol-
vatisierten Formen, einschlielich hydratisierten Formen, vorliegen. Im Allgemeinen sind die solvatisierten For-
men mit den unsolvatisierten Formen gleichwertig und sollen im Schutzumfang der vorliegenden Erfindung
enthalten sein. Bestimmte Verbindungen der vorliegenden Erfindung kénnen in mehreren Kristalloder amor-
phen Formen vorliegen. Allgemein sind alle physikalischen Formen fir die in der vorliegenden Erfindung erwo-
genen Verwendungen gleichwertig und sollen im Schutzumfang der vorliegenden Erfindung liegen.

[0028] Bestimmte Verbindungen der vorliegenden Erfindung verfigen Gber asymmetrische Kohlenstoffatome
(optische Zentren) oder Doppelbindungen; die Racemate, Diastereomere, geometrischen Isomere und einzel-
nen Isomere sollen alle im Schutzumfang der vorliegenden Erfindung liegen.

[0029] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung kdnnen auch unnatirliche Anteile an atomaren Isotopen
eines oder mehrerer der Atome enthalten, die solche Verbindungen bilden. Die Verbindungen kénnen bei-
spielsweise mit radioaktiven Isotopen, wie beispielsweise Tritium (*H), lod-125 ('*I) oder Kohlenstoff-14 (**C)
radioaktiv markiert sein. Alle Isotopenvariationen der Verbindungen der vorliegenden Erfindung, unabhangig
davon, ob radioaktiv oder nicht, sollen im Schutzumfang der vorliegenden Erfindung liegen.

Einflhrung

[0030] Im Bemihen, die Sicherheit von Vakzinen zu verbessern, vermeiden Hersteller abgetétete Ganzzel-
len-Vakzinen und stellen rekombinante oder Untereinheits-Vakzinen her. Bei der Herstellung dieser sichereren
Vakzinen werden fremde Bakterien- oder Virenkomponenten eliminiert, wahrend die minimalen Strukturen
oder Epitope, die fur die schiitzende Immunitat als erforderlich erachtet werden, zurtickbleiben. Die Sicherheit
dieser Vakzinen wird durch die Eliminierung fremder Bakterien- oder Virenkomponenten verbessert, die sich
haufig als toxisch oder pyrogen erweisen. Dieselben Komponenten jedoch, die zu Toxizitat fihren, stellen auch
unspezifische Immunstimulierung bereit, die Ganzzellen-Vakzinen so wirksam macht. Ohne die zusatzliche Im-
munstimulierung sind die minimalen Strukturen und Epitope, die rekombinante und Untereinheits-Vakzinen
enthalten, haufig nur schwach immunogen.

[0031] Ein Disaccharidmolekiil, das aus dem LPS von Salmonella minnesota R595 stammt, MPL®-Immunsti-
mulans (Corixa Corp.), weist immunstimulierende Eigenschaften auf. MPL®-Immunstimulans, Monophospho-
ryllipid A, ist ein strukturelles Derivat von Lipid A (oder LPS) und hat im Vergleich zu Lipid A einen verbesserten
therapeutischen Index (siehe das US-Patent Nr. 4.987.237 bezlglich der Struktur von Monophosphoryllipid A;
die US-Patente Nr. 4.436.727 und 4.436.728 bezlglich einer Beschreibung der Herstellung von Monophospho-
ryllipid A). Andere nitzliche Immunstimulanzien umfassen 3-de-O-acyliertes Monophosphoryllipid A
(3D-MPL), das im US-Patent Nr. 4.912.094 beschrieben wird. Die Verbindung kann Menschen in Dosierungen
bis zu zumindest 20 pg/kg sicher verabreicht werden, wenn auch Temperaturerh6hung, Grippe-ahnliche Sym-
ptome, erhéhte Herzfrequenz und geringfligiger Anstieg des Blutdrucks bei manchen Patienten bei Dosierun-
gen von 2 10 pug/kg auftreten kdnnen. Zellkultur- und Tierbewertungen bestéatigen, dass MPL®-Immunstimulans
stets eine gewisse immunstimulierende Aktivitédt des verwandten LPS dahingehend beibehalt, dass Pyrogeni-
tat und die Fahigkeit, entzindungsférdernde Cytokine wie TNF und IL-8 zu induzieren, vorhanden bleiben,
wenn auch bei héheren Dosierungsniveaus. Somit ist der Bedarf an wirksamen Vakzinenadjuvanzien durch-
wegs bekannt. Im Idealfall férdern diese Adjuvanzien die schitzende Immunantwort, ohne unerwinschte To-
xizitat und Pyrogenitat zu induzieren.

6/24



DE 601 18 207 T2 2006.11.09

[0032] Im Bemiihen, ein Immunstimulans zu erhalten, das geringe Pyrogenitat aufweist, wurden synthetische
Molekiile hergestellt, die strukturelle Ahnlichkeiten mit dem MPL®-Immunstimulans zeigen (siehe US-Paten-
tanmeldung mit der Seriennummer 09/810.915, eingereicht am 16. Marz 2001, und die vorliegende Erfindung).
Diese neuen Molekiile, die kollektiv als Aminoalkylglucosaminidphosphate (AGPs) bezeichnet werden, beste-
hen aus einer acylierten Glucosegruppierung, die an eine acylierte Aminoalkylgruppe gebunden ist (Johnson
et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 9, 2273-2278 (1999); PCT/WQ098/50399 und die darin zitierten Verweise). Je-
des Molekul weist 6 Fettsdureketten auf, wovon angenommen wird, dass dies die optimale Anzahl fir Spit-
zen-Adjuvansaktivitat ist. Die Substitution verschiedener chemischer Gruppierungen innerhalb der Aminoalkyl-
strukturen wurde in den AGPs in der Erwartung, Stabilitats- und Léslichkeitseigenschaften zu verbessern, kon-
zipiert. Somit kdnnen die AGPs basierend auf der Struktur ihrer Aminoalkylgruppen grob in mehrere Familien
eingeteilt werden. Nach anfanglicher biologischer Bewertung wurde ersichtlich, dass die Aminoalkylmotive die
pyrogenen Eigenschaften von AGPs extrem stark beeinflussen konnten (siehe die US-Patentanmeldungen mit
den Serien-Nr. 09/810915 (eingereicht am 16. Marz 2001), 09/439.839, 09/074.720 und US-Patent Nr.
6.113.918 (das aus der USSN 08/853.826 hervorgegangen ist)). Als Teil des anfanglichen Screening-Verfah-
rens der synthetischen Adjuvansverbindungen wurde Daten zu Kaninchen-Pyrogenitat bestimmt. Es wurde be-
merkt, dass mehrere der Verbindungen keine Fieberreaktion hervorriefen, wenn sie i.v. in Dosierungen von 10
pg/kg verabreicht wurden. Im Aligemeinen konnten dieselben Verbindungen keine nachweisbaren Konzentra-
tionen von Entziindungscytokinen TNF-a oder IL-18 in einem Ex-vivo-Cytokininduktionstest an menschlichen
einkernigen Peripherblutzellen hervorrufen. Im Anschluss berichten die Erfinder von Studien zu den Adjuvans-
eigenschaften einer Klasse von AGPs, die sowohl im Kaninchen-Pyrogenitatstest als auch im Ex-vivo-Cytokin-
test minimale Aktivitat induzieren.

Verbindungen und Zusammensetzungen

[0033] Die vorliegende Erfindung stellt Verbindungen bereit, die allgemein durch die Formel

ORS
R0 0
't
o NH
Rlo—(+1
RI0—(*2

M

beschrieben werden, sowie pharmazeutisch annehmbare Salze davon, worin X -O- oder -NH- ist und Y -O-
oder -S-ist; R', R? und R® unabhéangig voneinander eine (C,-C,,)-Acylgruppe, einschlieBlich gesattigter, unge-
sattigter und verzweigter Acylgruppen, sind; R* -H- oder -PO,RR® ist, worin R” und R® unabhangig voneinan-
der H oder (C,-C,)-Alkyl sind; R® -H, -CH, oder -PO,R°R™ ist, worin R? und R'® unabhé&ngig voneinander aus
-H und (C,-C,)-Alkyl ausgewanhlt sind; R® unabhangig aus H, OH, (C,-C,)-Alkoxy PO,R""R", -OPO,R"R",
SO,R", OSO,R™, NR""R", -NO,, -CHO, -CO,R" und -CONR"R"? ausgewahlt ist, worin R" und R'? unabhan-
gig voneinander aus H und (C,-C,)-Alkyl ausgewahlt sind; mit der MaRgabe, dass, wenn R* -PO,R’R? ist, R®
nicht -PO,R°R" ist, worin """ und ™*" fUr Chiralitatszentren stehen; worin die Indices n, m, p und q unabhangig
voneinander ganze Zahlen von 0 bis 6 sind, mit der MalRgabe, dass die Summe p + m = 0 bis 6 ist.

[0034] Auch wenn das Hexopyranosid in Formel | in der Gluco-Konfiguration gezeigt ist, fallen auch andere
Glykoside in den Schutzumfang der Erfindung. Glykopyranoside beispielsweise, einschliellich anderer Hexo-
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pyranoside (z.B. Allo-, Altro-, Manno-, Gulo-, Ido-, Galacto-, Talo-), liegen im Schutzumfang der Erfindung.

[0035] In der oben gezeigten, allgemeinen Formel liegen die 3'-stereogenen Zentren, an die die normalen
Fettsdure-Acylreste gebunden sind, bezeichnet als *"', *" und ™%, in R- oder S-Konfiguration, vorzugsweise
jedoch R-Konfiguration, vor. Die absolute Stereochemie der Kohlenstoffatome der zyklischen Aglykoneinheit,
an die R® und die Glucosamineinheit, direkt oder indirekt gebunden sind (bezeichnet als **'), kann R oder S
sein. In der oben gezeigten, allgemeinen Formel kann Y in dquatorialer oder axialer Stellung vorliegen, liegt
jedoch vorzugsweise in aquatorialer Stellung vor. Alle Sterecisomere, Enantiomere, Diastereomere und Gemi-
sche davon gelten als im Schutzumfang der vorliegenden Erfindung liegend.

[0036] In bevorzugten Ausflihrungsformen der vorliegenden Erfindung sind X und Y -O-, ist R* Phosphono,
sind R® und R® H und sind die Indices n, m, p und q ganze Zahlen von 0 bis 3, noch bevorzugter von 0 bis 2.
Noch bevorzugter ist die ganze Zahl n = 1, die ganze Zahl m = 2 und sind die ganzen Zahlen p und g = 0. In
dieser bevorzugten Ausfihrungsform sind die Verbindungen dieser Erfindung 2-Pyrrolidinomethyl-3-D-gluco-
saminid-4-phosphate der allgemeinen Formel (l11):

OH

(m

[0037] In der am meisten bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung sind R, R? und R® aus
Formel (lll) Tetradecanoylreste, und die 3'-stereogenen Zentren (*'-*"), an die sie gebunden sind, liegen in
R-Konfiguration vor, Y liegt in &quatorialer Stellung vor, und die absolute Stereochemie des stereogenen Pyr-
rolidinzentrums (**") ist S. Insbesondere ist die Verbindung der am meisten bevorzugten Ausfiihrungsform
N-[(R)-3-Tetradecanoyloxytetradecanoyl]-(S)-2-pyrrolidinomethyl-2-desoxy-4-O-phosphono-2-[(R)-3-tetradec
anoyloxytetradecanoylaminoj-3-O-[(R)-3-tetra-decanoyloxytetradecanoyl]-3-D-glucopyranosid und pharma-
zeutisch annehmbare Salze davon. Diese am meisten bevorzugte Ausflihrungsform ist auch als RC-553 be-
kannt und ist in Formel Il dargestellt:
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a

Herstellung von Verbindungen

[0038] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung kdnnen mittels Verfahren, die in Johnson et al., Bioorg.
Med. Chem. Lett. 9, 2273-2278 (1999), und in der PCT/WO 98/50399 und den darin zitierten Verweisen erlau-
tert werden, hergestellt werden. Im Allgemeinen sind die Syntheseverfahren, die in den oben genannten Ver-
weisen beschrieben werden, durchwegs bei der Herstellung von Verbindungen mit verschiedenen Acylgrup-
pen und Substitutionen anwendbar. Fachleuten wird bekannt sein, dass die hierin beschriebenen, zusammen-
laufenden Verfahren so modifiziert werden kénnen, dass alternative Acylierungsmittel zum Einsatz kommen
oder dass sie mit handelsublichen Materialien mit geeigneten gebundenen Acylgruppen begonnen werden
kdénnen.

Evaluierung von Verbindungen

[0039] Die hierin bereitgestellten Verbindungen kdnnen in zahlreichen verschiedenen Testformaten evaluiert
werden, um auf eine Verbindung mit einem geeigneten pharmakophoren Profil zu selektieren. Das US-Patent
Nr. 6.013.640 beschreibt beispielsweise Tiermodelle, die zur Evaluierung kardioprotektiver Wirkungen von
hierin beschriebenen Verbindungen geeignet sind. Die nachstehend genannten Beispiele stellen auch Tests
zur Evaluierung der Pyrogenitat der vorliegenden Verbindungen sowie weitere Tests zur Evaluierung der ent-
zuindungsférdernden Wirkungen der Verbindungen bereit.

[0040] Die vorliegende Erfindung stellt weiters pharmazeutische Zusammensetzungen bereit, die die hierin
bereitgestellten Verbindungen im Gemisch mit einem oder mehreren pharmazeutisch annehmbaren Tragern
umfasst. Geeignete Trager hangen vom zu behandelnden Leiden sowie von der Art der Verabreichung ab.
Folglich werden nachstehend die Trager in Verbindung mit den Verwendungsverfahren erortert.

Pharmazeutische Zusammensetzungen und ihre Verwendungen

[0041] In einer Ausfiihrungsform stellt die vorliegende Erfindung pharmazeutische Zusammensetzungen be-
reit, die eine Verbindung der vorliegenden Erfindung und einen pharmazeutisch annehmbaren Trager enthal-
ten. Die Verbindung ist in einer therapeutisch wirksamen Menge vorhanden, die die erforderliche Menge an
Verbindung ist, um die gewlinschte Wirkung, d.h. die Behandlung einer Krankheit oder eines Leidens oder das
Erreichen eines biologischen Ereignisses, zu erzielen. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen kénnen
als Adjuvans wirken, wenn sie zusammen mit einem Antigen verabreicht werden.

[0042] Somit sind die Adjuvanssysteme der Erfindung besonders bei der Herstellung und Verwendung von
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Vakzinen- und anderen immunstimulierenden Zusammensetzungen zur Behandlung oder Pravention von Er-
krankungen, beispielsweise zur Induktion von aktiver Immunitat gegeniiber Antigenen in Saugetieren, vorzugs-
weise in Menschen, von groRem Vorteil. Die Herstellung von Vakzinen ist ein weit entwickeltes Verfahren, und
allgemeine Anweisungen zur Herstellung und Formulierung von Vakzinen sind leicht aus zahlreichen verschie-
denen Quellen erhaltlich. Ein Beispiel hierfir ist New Trends and Developments in Vaccines, herausgegeben
von Voller et al., University Park Press, Baltimore, Md., USA (1978).

[0043] In einer veranschaulichenden Ausflihrungsform ist das Antigen in einer Vakzinenzusammensetzung
der Erfindung ein Peptid, Polypeptid oder ein immunogener Teil davon. Ein "immunogener Teil", wie hierin ver-
wendet, bezeichnet einen Teil eines Proteins, der von einem B-Zellen- und/oder T-Zellen-Oberflachenantigen-
rezeptor erkannt (d.h. spezifisch gebunden) wird. Solche immunogenen Teile umfassen im Allgemeinen zumin-
dest 5 Aminosaurereste, noch bevorzugter zumindest 10, und noch bevorzugter zumindest 20 Aminosaureres-
te, eines antigenen Proteins oder einer Variante davon.

[0044] Immunogene Teile von Antigen-Polypeptiden kdnnen im Allgemeinen unter Anwendung bekannter
Verfahren, wie beispielsweise jenen, die in Paul, Fundamental Immunology, 3. Auflage, Raven Press, 243-247
(1993), und den darin zitierten Verweisen zusammengefasst werden, identifiziert werden. Solche Verfahren
umfassen das Screenen von Polypeptiden auf ihre Fahigkeit, mit Antigen-spezifischen Antikérpern, Antiseren
und/oder T-Zelllinien oder Klonen zu reagieren. Wie hierin verwendet sind Antiseren und Antikérper "Anti-
gen-spezifisch", wenn sie sich spezifisch an ein Antigen binden (d.h. wenn sie mit dem Protein in einer ELISA
oder einem anderen Immuntest reagieren und nicht nachweisbar mit nicht verwandten Proteinen reagieren).
Solche Antiseren und Antikdrper kdnnen wie hierin beschrieben und unter Verwendung bekannter Verfahren
hergestellt werden. Ein immunogener Teil eines Proteins ist ein Teil, der mit solchen Antiseren und/oder T-Zel-
len zu einem Grad reagiert, der nicht wesentlich geringer als die Reaktivitdt des Polypeptids voller Lange ist
(z.B. in einer ELISA und/oder einem T-Zell-Reaktivitatstest). Solche immunogenen Teile kébnnen im Rahmen
solcher Tests in einem Ausmal reagieren, das mit der Reaktivitat des Polypeptids voller Lange vergleichbar
oder hoher als diese ist. Solche Screens kénnen allgemein unter einsatz von Verfahren, die durchschnittlichen
Fachleuten durchwegs bekannt sind, durchgefiihrt werden, wie beispielsweise jene, die in Harlow & Lane, An-
tibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988), beschrieben werden, Ein Polypeptid
kann beispielsweise an einem festen Trager immobilisiert und mit Patientenseren kontaktiert werden, um Bin-
dung von Antikérpern innerhalb der Seren an das immobilisierte Polypeptid zu erméglichen. Ungebundene Se-
ren kénnen dann entfernt und gebundene Antikdrper unter Verwendung von beispielsweise mit '°| markiertem
Protein A entfernt werden.

[0045] Peptid- und Polypeptid-Antigene werden unter Verwendung jedes beliebigen aus einer Vielzahl von
bekannten Verfahren hergestellt werden. Rekombinante Polypeptide, fir die DNA-Sequenzen kodieren, kon-
nen leicht aus isolierten DNA-Sequenzen unter Verwendung zahlreicher Expressionsvektaren, die durch-
schnittlichen Fachleuten bekannt sind, hergestellt werden. Expression kann in jeder beliebigen, geeigneten
Wirtszelle erzielt werden, die mit einem Expressionsvektor transformiert oder transfiziert wurde, der ein
DNA-Molekil enthalt, das fiir ein rekombinantes Polypeptid kodiert. Geeignete Wirtszellen umfassen Prokary-
oten, Hefe und héhere eukaryotische Zellen, wie beispielsweise Saugetierzellen und Pflanzenzellen. Vorzugs-
weise sind die verwendeten Wirtszellen E. coli, Hefe oder eine Saugetierzelllinie wie COS oder CHO.

[0046] Teile und andere Varianten eines Protein-Antigens mit weniger als etwa 100 Aminosauren, und im All-
gemeinen weniger als etwa 50 Aminosauren, kénnen auch auf synthetischem Weg unter Anwendung von Ver-
fahren, die durchschnittlichen Fachleuten durchwegs bekannt sind, hergestellt werden. Beispielsweise kénnen
solche Polypeptide unter Anwendung jedes beliebigen der im Handel erhaltlichen Festphasenverfahren, wie
beispielsweise des Merrifield-Festphasensynthese-Verfahrens, worin Aminosauren nacheinander einer wach-
senden Aminosaurekette hinzugefligt werden, synthetisiert werden. Siehe Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85,
2149-2146 (1963). Die Gerate fur die automatisierte Synthese von Polypeptiden sind im Handel bei Lieferan-
ten wie Perkin Elmer/Applied BioSystems Division (Foster City, CA) erhaltlich und kbnnen gemaf den Angaben
des Herstellers eingesetzt werden.

[0047] Im Rahmen bestimmter spezifischer Ausflihrungsformen kann ein Polypeptid-Antigen, das in den Vak-
zinenzusammensetzungen der Erfindung verwendet wird, ein Fusionsprotein sein, das zwei oder mehrere un-
terschiedliche Polypeptide umfasst. Ein Fusionspartner kann beispielsweise beim Bereitstellen von T-Helfere-
pitopen (ein immunologischer Fusionspartner), vorzugsweise T-Helferepitopen, die von Menschen erkannt
werden, helfen oder kann die Expression des Proteins (ein Expressionsenhancer) mit héheren Ausbeuten als
im Fall des nativen rekombinanten Proteins unterstitzen. Bestimmte bevorzugte Fusionspartner sind sowohl
immunologische als auch expressionsférdernde Fusionspartner. Andere Fusionspartner kdnnen so ausge-
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wahlt werden, dass die Loslichkeit des Proteins gesteigert wird oder dass ermdéglicht wird, dass das Protein
auf erwlinschte intrazellulare Kompartimente gerichtet wird. Wiederum andere Fusionspartner umfassen Affi-
nitdtsmarkierungen, die das Reinigen des Proteins erleichtern.

[0048] Fusionsproteine kdnnen allgemein unter Anwendung herkémmlicher Verfahren, einschlief3lich chemi-
scher Anbindung, hergestellt werden. Vorzugsweise wird ein Fusionsprotein als rekombinantes Protein expri-
miert, was die Produktion erhdhter Konzentrationen im Vergleich zu einem nichtfusionierten Protein in einem
Expressionssystem ermoglicht. Kurz zusammengefasst kdnnen DNA-Sequenzen, die fur die Polypeptidkom-
ponenten kodieren, separat assembliert und in einen geeigneten Expressionsvektor ligiert werden. Das 3'-En-
de der DNA-Sequenz, die fiir eine Polypeptidkomponente kodiert, wird mit oder ohne Peptidlinker an das 5'-En-
de einer DNA-Sequenz, die fir die zweite Polypeptidkomponente kodiert, ligiert, sodass sich die Leseraster
der Sequenzen in Phase befinden. Dies ermdglicht Translation in zu einem einzelnen Fusionsprotein, das die
biologische Aktivitat beider Komponentenpolypeptide beibehalt.

[0049] Eine Peptidlinkersequenz kann verwendet werden, um die erste und die zweite Polypeptidkomponente
durch eine Distanz zu trennen, die ausreichend ist, um sicher zu stellen, dass sich jedes Polypeptid zu seiner
Sekundar- und Tertiarstruktur faltet. Solch eine Peptidlinkersequenz wird in das Fusionsprotein unter Verwen-
dung von Standardverfahren, die auf dem Gebiet der Erfindung durchwegs bekannt sind, eingebaut. Geeigne-
te Peptidlinkersequenzen kénnen auf Grundlage der folgenden Faktoren ausgewahlt werden: (1) ihrer Fahig-
keit, eine flexible erweiterte Konformation anzunehmen; (2) ihrer Unfahigkeit, eine Sekundarstruktur anzuneh-
men, die mit funktionellen Epitopen an den ersten und zweiten Polypeptiden wechselwirken kénnte; und (3)
mangelnder hydrophober oder geladener Reste, die mit den funktionellen Polypeptidepitopen reagieren kdnn-
ten. Bevorzugte Peptidlinkersequenzen enthalten Gly-, Asn- und Ser-Reste. Andere nahe, neutrale Aminosau-
ren, wie Thr und Ala, kénnen in der Linkersequenz auch verwendet werden. Aminosauresequenzen, die als
Linker auf nitzliche Weise verwendet werden kdnnen, umfassen jene, die in Maratea et al., Gene 40, 3946
(1985); Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 8258-8262 (1986); im US-Patent Nr. 4.935.233 und im
US-Patent Nr. 4.751.180 offenbart sind. Die Linkersequenz kann im Allgemeinen eine Lange von 1 bis etwa 50
Aminosauren aufweisen. Linkersequenzen sind nicht erforderlich, wenn das erste und das zweite Polypeptid
nicht wesentliche, N-terminale Aminosaureregionen aufweisen, die verwendet werden kénnen, um die funkti-
onellen Doméanen voneinander zu trennen und stdrende sterische Einflisse zu unterbinden.

[0050] Im Rahmen von bevorzugten Ausfuihrungsformen wird ein immunologischer Fusionspartner von Pro-
tein D, einem Oberflachenprotein des gramnegativen Bakteriums Haemophilus influenza B (WO 91/18926) ab-
geleitet. Vorzugsweise umfasst ein Protein-D-Derivat etwa das erste Drittel des Proteins (z.B. die ersten N-ter-
minalen 100-110 Aminosauren), und ein Protein-D-Derivat kann lipidiert sein. Bei bestimmten bevorzugten
Ausfuhrungsformen sind die ersten 109 Reste eines Lipoprotein-D-Fusionspartners am N-Terminus eingebun-
den, um das Polypeptid mit zusatzlichen exogenen T-Zellepitopen zu versehen und das Expressionsniveau in
E. coli zu steigern (wodurch er als Expressionsenhancer wirkt). Das Lipidende stellt die optimale Prasentation
des Antigens gegenuber Antigen-prasentierenden Zellen sicher. Andere Fusionspartner umfassen das
nichtstrukturelle Protein aus Influenza-Virus NS1 (Hamagglutinin). Typischerweise werden die N-terminalen 81
Aminosauren verwendet, wobei auch andere Fragmente, die T-Helferepitope umfassen, verwendet werden
kénnen.

[0051] In einer anderen Ausflihrungsform ist der immunologische Fusionspartner das als LYTA bekannte Pro-
tein oder ein Teil davon (vorzugsweise ein C-terminaler Teil). LYTA stammt aus Streptococcus pneumoniae,
der eine als Amidase LYTA bekannte N-Acetyl-L-alanin-Amidase (flr die das LytA-Gen kodiert; Gene 43,
265-292 (1986)) synthetisiert. LYTA ist ein Autolysin, das bestimmte Bindungen in der Peptidoglykan-Haupt-
kette abbaut. Die C-terminale Doméane des LYTA-Proteins ist fur die Affinitat fur Cholin oder bestimmte Choli-
nanaloga wie DEAE verantwortlich. Diese Eigenschaft kann fir die Entwicklung von E.-coli-C-LYTA-exprimie-
renden Plasmiden genutzt werden, die fir die Expression von Fusionsproteinen nitzlich sind. Die Reinigung
von Hybridproteinen, die das C-LYTA-Fragment am Aminoterminus enthalten, wurde bereits beschrieben (sie-
he Biotechnology 10, 795-798 (1992)). In einer bevorzugten Ausfuhrungsform kann ein Wiederholungsab-
schnitt von LYTA in ein Fusionsprotein eingebaut werden. Ein Wiederholungsabschnitt ist in der C-terminalen
Region, beginnend an Rest 178, zu finden. Ein besonders bevorzugter Wiederholungsabschnitt umfasst die
Reste 188-305.

[0052] In einer anderen Ausfiihrungsform der Erfindung wird das hierin beschriebene Adjuvanssystem bei der
Herstellung von DNA-basierten Vakzinenzusammensetzungen verwendet. Veranschaulichende Vakzinen von
diesem Typ enthalten DNA, die flir ein oder mehrere Polypeptid-Antigene kodiert, sodass das Antigen in situ
gebildet wird. Die DNA kann innerhalb jedes beliebigen aus zahlreichen verschiedenen Zufuhrsystemen, die
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durchschnittlichen Fachleuten bekannt sind, vorhanden sein, einschlief3lich Nucleinsaure-Expressionssyste-
men, Bakterien- und Virusexpressionssystemen. Zahlreiche Genzufuhrverfahren sind auf dem Gebiet der Er-
findung durchwegs bekannt, wie beispielsweise jene, die von Rolland, Crit. Rev. Therap. Drug Carrier Systems
15, 143-198 (1998), und in den darin zitierten Verweisen beschrieben werden. Geeignete Nucleinsaure-Ex-
pressionssysteme enthalten die erforderlichen DNA-Sequenzen zur Expression im Patienten (wie beispiels-
weise einen geeigneten Promotor und ein Terminationssignal). Bakterienzufuhrsysteme umfassen die Verab-
reichung eines Bakteriums (wie Bacillus-Calmette-Guerrin), das einen immunogenen Teil des Polypeptids an
seiner Zelloberflache exprimiert oder solch ein Epitop sekretiert. In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird
die DNA unter Verwendung eines Virusexpressionssystems (z.B. Vakzinia- oder ein anderes Pockenvirus, Re-
trovirus oder Adenovirus) eingefuhrt, das typischerweise die Verwendung eines nicht-pathogenen (defekten),
replikationsfahigen Virus umfasst. Veranschaulichende Systeme sind beispielsweise in Fisher-Hoch et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 317-321 (1989); Flexner et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 569, 86-103 (1989); Flexner
et al.,, Vaccine 8, 17-21 (1990); in den US-Patenten Nr. 4.603.112; 4.769.330; und 5.017.487; der WO
89/01973; dem US-Patent Nr. 4.777.127; der GB 2.200.651; der EP 0.345.242; der WO 91/02805; in Berkner,
Biotechniques 6, 616-627 (1988); Rosenfeld et al., Science 252, 431-434 (1991); Kolls et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91, 215-219 (1994); Kass-Eisler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 11498-11502 (1993); Guzman
et al., Circulation 88, 2838-2848 (1993); und Guzman et al., Cir. Res. 73, 1202-1207 (1993), beschrieben. Ver-
fahren zum Einbau von DNA in solche Expressionssysteme sind durchschnittlichen Fachleuten durchwegs be-
kannt.

[0053] Alternativdazu kann die DNA "nackt" sein, wie beispielsweise in Uimer et al., Science 259, 1745-1749
(1993), beschrieben und von Cohen, Science 259, 1691-1692 (1993), neuerlich erértert wurde. Die Aufnahme
von nackter DNA kann durch Aufphaseen der DNA auf biologisch abbaubare Perlen, die effizient in die Zellen
transportiert werden, gesteigert werden. Es versteht sich, dass eine Vakzine, falls gewlinscht, sowohl eine Po-
lynucleotid- als auch eine Polypeptidkomponente umfassen kann.

[0054] Darlber versteht es sich, dass eine Vakzine pharmazeutisch annehmbare Salze der gewlinschten Po-
lynucleotid-, Polypeptid- und/oder Kohlenhydrat-Antigene enthalten kann. Solche Salze kdnnen beispielsweise
aus pharmazeutisch annehmbaren, nichttoxischen Basen, einschliellich organischer Basen (z.B. Salze von
primaren, sekundaren oder tertiaren Aminen und basischen Aminosauren) und anorganischer Basen (z.B. Na-
trium-, Kalium-, Lithium-, Ammonium-, Calcium- und Magnesiumsalze) hergestellt werden.

[0055] Das Adjuvanssystem der vorliegenden Erfindung zeigt starke Adjuvanswirkung, wenn es Uber einen
breiten Dosierungsbereich und einen breiten Bereich an verschiedenen Verhaltnissen verabreicht wird.

[0056] Die Menge an Antigen in jeder Vakzinendosierung wird im Allgemeinen als eine Menge ausgewahilt,
die eine schiitzende Immunantwort ohne signifikante negative Nebenwirkungen in typischen Vakzinen indu-
ziert. Eine solche Menge variiert je nachdem, welches spezifische Immunogen verwendet wird und wie es pra-
sentiert wird. Im Allgemeinen wird erwartet, dass jede Dosis etwa 1-1.000 ug Protein, am typischsten etwa
2-100 pg, vorzugsweise etwa 5-50 pg, umfasst. Natirlich kann die verabreichte Dosierung auch von Alter und
Gewicht, der Art von gleichzeitigen Behandlungen, sofern welche erfolgen, und der Beschaffenheit des verab-
reichten Antigens abhangen.

[0057] Die immunogene Aktivitat einer bestimmten Menge einer Vakzinenzusammensetzung der vorliegen-
den Erfindung kann leicht bestimmt werden, beispielsweise durch Beobachten der Steigerung des Titers eines
Antikérpers gegen das in der Vakzinenzusammensetzung verwendete Antigen (K. Dalsgaard, Acta Veterinia
Scandinavica 69, 1-40 (1978)). Ein anderes Ubliches Verfahren umfasst das intradermale Injizieren verschie-
dener Mengen einer Vakzinenzusammensetzung in CD-1-Mause und das anschlieRende Ernten von Seren
aus den Mausen und Testen auf Anti-lmmunogen-Antikdrper, z.B. mittels ELISA. Diese und andere ahnliche
Ansatze werden Fachleuten bekannt sein.

[0058] Das Antigen kann aus im Wesentlichen jeder beliebigen gewlinschten Quelle, je nach Infektionskrank-
heit, Autoimmunerkrankung, Leiden, Krebs, Pathogen oder Erkrankung, die/das/den es mit einer bestimmten
Vakzinenzusammensetzung zu behandeln gilt, abgeleitet und/oder isoliert werden. Beispielsweise kénnen die
Antigene aus einer Virusquelle, z.B. aus Influenza-Virus, felinem Leukamie-Virus, felinem Immunschwachevi-
rus, menschlichem HIV-1, HIV-2, Herpes-Simplex-Virus Typ 2, humanem Zytomegalie-Virus, Hepatitis A, B, C
oder E, respiratorischem Synzytial-Virus, humanem Papilloma-Virus, Tollwut, Masern oder Maul- und Klauen-
seucheviren, stammen. Beispielhafte Antigene kdnnen auch aus bakteriellen Quellen wie Anthrax, Diphtherie,
Borreliose, Malaria, Tuberkulose, Leishmaniase, T. cruzi, Ehrlichia, Candida und dergleichen oder aus Proto-
zoen wie Babeosis bovis oder Plasmodium stammen. Das/Die Antigen(e) besteht/bestehen typischerweise
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aus naturlichen oder synthetischen Aminosauren, z.B. in Form von Peptiden, Polypeptiden oder Proteinen,
kdnnen sich aus Polysacchariden zusammensetzen oder ein Gemisch davon sein. Beispielhafte Antigene kdn-
nen aus naturlichen Quellen isoliert, mittels Festphasensynthese synthetisiert oder mittels DNA-Rekombinati-
onsverfahren gewonnen werden.

[0059] In einer anderen Ausflihrungsform werden Tumorantigene in den Vakzinenzusammensetzungen der
vorliegenden Erfindung zur Prophylaxe und/oder Therapie von Krebs verwendet. Krebszellen weisen haufig
unterschiedliche Antigene an ihren Oberflachen auf, wie beispielsweise trunkierten Epidermiswachstumsfak-
tor, Folatbindungsprotein, Epithelmucine, Melanoferrin, karzinoembryonales Antigen, Prostataspezifisches
Membranantigen, HER2-neu, die Kandidaten zur Verwendung in therapeutischen Krebsvakzinen sind. Da Tu-
morantigene normale Komponenten des Koérpers sind oder mit normalen Komponenten des Kérpers verwandt
sind, schafft es das Immunsystem haufig nicht, eine wirksame Immunantwort gegen jene Antigene hervorzu-
bringen, um die Tumorzellen zu zerstdren. Um solch eine Antwort zu erzielen, kdnnen die hierin beschriebenen
Adjuvanssysteme verwendet werden. Als Resultat dessen kénnen die exogenen Proteine in den Stoffwechsel-
weg zur Verarbeitung endogener Antigene eintreten, was zur Produktion von zytolytischen oder zytotoxischen
T-Zellen (CTL) fuhrt. Diese Adjuvanswirkung erleichtert die Produktion von Antigenspezifischen CTLs, die die-
se Tumorzellen, die an ihrer Oberflache das/die zur Immunisierung verwendete(n) Tumorantigen(e) tragen, su-
chen und zerstdren. Beispiele fir Krebstypen, fir die dieser Ansatz verwendet werden kann, umfassen Pros-
tata-, Dickdarm-, Brust-, Eierstock-, Bauchspeicheldrisen-, Hirn-, Kopf- und Hals-, Melanom-, Blut- oder
Lymphkrebs und dergleichen.

[0060] In einer anderen Ausfiihrungsform der Erfindung kann das Adjuvanssystem der vorliegenden Erfin-
dung alleine, d.h. ohne ein gleichzeitig verabreichtes Antigen, verabreicht werden, um das Immunsystem zur
Behandlung chronischer Infektionskrankheiten, insbesondere an immungeschwachten Patienten, zu potenzie-
ren. Veranschaulichende Beispiele fir Infektionskrankheiten, fir die dieser Ansatz zur therapeutischen oder
prophylaktischen Behandlung verwendet werden kann, sind um US-Patent Nr. 5.508.310 zu finden. Eine Po-
tenzierung des Immunsystems auf diese Weise kann auch als eine PraventivmalRnahme nitzlich sein, um die
Risiken von nosokomialen Infektionen und/oder Infektionen nach chirurgischen Eingriffen einzuschranken.

[0061] In einer anderen Ausflihrungsform ist das in den Vakzinenzusammensetzungen vorhandene Antigen
kein Fremdantigen, sondern ein Selbstantigen, z.B. richtet sich die Vakzinenzusammensetzung gegen eine
Autoimmunerkrankung wie Typ-l-Diabetes, herkbmmliche organspezifische Autoimmunerkrankungen, neuro-
logische Erkrankungen, rheumatische Erkrankungen, Psoriasis, Bindegewebeerkrankungen, Autoimmunzyto-
penien und andere Autoimmunerkrankungen. Solche herkdmmliche organspezifische Autoimmunerkrankun-
gen kénnen Thyroiditis (Graves- & Hashimoto-Thyroiditis), Gastritis, Adrenalitis (Addison-A.), Eierstockentziin-
dung, priméare bilidre Leberzirrhose, Myasthenia gravis, Gonadenversagen, Hyperparathyroidismus, Alopecia,
Malabsorptionssyndrom, pernizidse Anamie, Hepatitis, Anti-Rezeptor-Antikdrper-Erkrankungen und Vitiligo
umfassen. Solche neurologischen Erkrankungen kénnen Schizophrenie, Alzheimer-Krankheit, Depression,
Hypopituitarismus, Diabetes insipidus, Sicca-Syndrom und multiple Sklerose umfassen. Solche rheumati-
schen Erkrankungen/Bindegewebeerkrankungen kénnen rheumatoide Arthritis, systemischen Lupus erythe-
matodes (SLE) oder Lupus, Sklerodermie, Polymyositis, Reizdarmsyndrom, Dermatomyositis, Colitis ulcerosa,
Crohn-Krankheit, Vascularitis, Arthritis psoriatica, Dermatitis psoriatica exfoliativa, Pemphigus vulgaris Sj6g-
ren-Syndrom umfassen. Andere verwandte Autoimmunerkrankungen kdnnen autoimmune Uvoretinitis, Glo-
merulonephritis, Kardiotomiesyndrom nach einem Myokardinfarkt, Lungenhdmosiderose, Amyloidose, Sarko-
idose, Stomatitis aphthosa und andere, mit dem Immunsystem in Verbindung stehende Erkrankungen umfas-
sen, wie sie hierin dargestellt und auf verwandten Gebieten bekannt sind.

[0062] Wahrend jeglicher geeignete Trager, der durchschnittlichen Fachleuten bekannt ist, in den Vakzinen-
zusammensetzungen dieser Erfindung verwendet werden kénnen, variiert der Typ des Tragers typischerweise
je nach der erwiinschten Art der Verabreichung. Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung kénnen fur
jegliche geeignete Art der Verabreichung formuliert werden, einschlieBlich beispielsweise topischer, oraler, na-
saler, intravendser, intrakranieller, intraperitonealer, intradermaler, subkutaner oder intramuskularer Verabrei-
chung. Fur parenterale Verabreichung, wie beispielsweise subkutane Injektion, umfasst der Trager haufig
Wasser, Kochsalzlésung, Alkohol, ein Fett, ein Wachs oder einen Puffer. Fir orale Verabreichung werden die
oben genannten Trager haufig verwendet, oder ein fester Trager wie Mannit, Lactose, Starke, Magnesiumste-
arat, Natriumsaccharin, Talk, Cellulose, Glucose, Saccharose und Magnesiumcarbonat kénnen auch verwen-
det werden. Biologisch abbaubare Mikroperlen (z.B. Polylactatpolyglycolat) kbnnen auch als Trager fur die Zu-
sammensetzungen dieser Erfindung verwendet werden. Geeignete, biologisch abbaubare Mikroperlen sind
beispielsweise in den US-Patenten Nr. 4.897.268; 5.075.109; 5.928.647; 5.811.128; 5.820.883; 5.853.763;
5.814.344 und 5.942.252 offenbart, deren Offenbarungen hierin in ihrer Gesamtheit durch Verweis aufgenom-

13/24



DE 601 18 207 T2 2006.11.09

men sind. Modifizierte Hepatitis-B-Kernprotein-Tragersysteme sind auch nitzlich, wie beispielsweise jene, die
in der WO 99/40934 und den darin zitierten Verweisen beschrieben werden, die alle hierin durch Verweis auf-
genommen sind. Auch kann ein Trager verwendet werden, der Partikel-Protein-Komplexe umfasst, wie bei-
spielsweise jene, die im US-Patent Nr. 5.928.647 beschrieben werden, dessen Offenbarung hierin in ihrer Ge-
samtheit durch Verweis aufgenommen ist, die in der Lage sind, auf Klasse | eingeschrankte, zytotoxische
T-Lymphozytenantworten in einem Wirt zu induzieren.

[0063] In einer veranschaulichenden Ausflihrungsform werden die Vakzinenformulierungen an die Schleim-
haut, insbesondere die Mundhdhle, und vorzugsweise an einer sublingualen Stelle, verabreicht, um eine Im-
munantwort hervorzurufen. Verabreichung in die Mundhoéhle kann in zahlreichen Fallen gegenuber herkémm-
licher parenteraler Zufuhr aufgrund der einfachen und praktischen Verabreichung, die diese nicht invasiven
Verabreichungsverfahren ermoglichen, bevorzugt werden. Dariiber hinaus stellt dieser Ansatz weiters ein Mit-
tel zur Auslésung von Schleimhautimmunitat bereit, was mittels herkdmmlicher parenteraler Zufuhr haufig nur
schwer erreicht wird und was Schutz vor in der Luft enthaltenen Pathogenen und/oder Allergenen bieten kann.
Ein weiterer Vorteil von Verabreichung in die Mundhohle ist, dass die Verabreichung durch sublinguale Vakzi-
nenzufuhr fir den Patienten angenehmer gestaltet werden kann, insbesondere im Fall von Anwendungen bei
Kindern oder von Anwendungen, die Ublicherweise zahlreiche Injektionen Uber einen langeren Zeitraum hin-
weg erfordern, wie beispielsweise bei Allergiedesensibilisierungstherapien.

[0064] Die Vakzinenzusammensetzungen kénnen auch Puffer (z.B. neutral gepufferte Kochsalzl6sung, phos-
phatgepufferte Kochsalzlésung oder Phosphatpuffer mit oder ohne Kochsalzlésung), Kohlenhydrate (z.B. Glu-
cose, Mannose, Saccharose oder Dextrane), Mannit, Proteine, Polypeptide oder Aminosauren wie Glycin, An-
tioxidanzien, Bakteriostatika, Chelatbildner wie EDTA oder Glutathion, Adjuvanzien (z.B. Aluminiumhydroxid),
geldste Stoffe, die die Formulierung mit dem Blut eines Rezipienten isotonisch, hypotonisch oder schwach hy-
pertonisch machen, Suspensionsmittel, Verdickungsmittel und oder Konservierungsmittel umfassen. Alternativ
dazu kdnnen die Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung als Lyophilisat formuliert werden. Die Zu-
sammensetzungen kdnnen auch unter Verwendung von durchwegs bekannten Verfahren in Liposomen einge-
kapselt werden.

[0065] Daher sind in einer Ausflihrungsform die Vakzinenzusammensetzungen wassrige Formulierungen, die
eine wirksame Menge an einem oder mehreren Tensiden umfassen. Beispielsweise kann die Zusammenset-
zung in Form einer Mizellendispersion vorliegen, die zumindest ein geeignetes Tensid, z.B. ein Phospholipid-
tensid, umfasst. Veranschaulichende Beispiele fir Phospholipide umfassen Diacylphosphatidylglycerine, wie
Dimyristoylphsophatidylglycerin (DPMG), Dipalmitoylphosphatidylglycerin (DPPG) und Distearoylphosphati-
dylglycerin (DSPG), Diacylphosphatidylcholine, wie Dimyristoylphosphatidylcholin (DPMC), Dipalmitoylphos-
phatidylcholin (DPPC) und Distearoylphosphatidylcholin (DSPC); Diacylphosphatidsduren wie Dimyristoyl-
phosphatidsaure (DPMA), Dipalmitoylphosphatidsaure (DPPA), Distearoylphosphatidsaure (DSPA); und Dia-
cylphosphatidylehtanolamine wie Dimyristoylphosphatidylethanolamin (DPME), Dipalmitoylphosphatidyletha-
nolamin (DPPE) und Distearoylphosphatidylethanolamin (DSPE).

[0066] Typischerweise liegt das Tensid:Adjuvans-Verhaltnis in einer wassrigen Formulierung bei etwa 10:1
bis etwa 1:10, noch typischer 5:1 bis etwa 1:5, wobei jedoch jegliche wirksame Menge an Tensid in einer wass-
rigen Formulierung verwendet werden kann, wenn sie den spezifischen beabsichtigten Zielen bestmdglich
dient.

[0067] In qiner anderen Ausfijhrq_ngsform ist die Zusammensetzung eine Emulsion, wie beispielsweise eine
Wasser-in-Ol-Emulsion oder eine Ol-in-Wasser-Emulsion. Solche Emulsionen sind Fachleuten auf diesem Ge-
biet allgemein bekannt.

[0068] Das Adjuvanssystem der vorliegenden Erfindung kann als eigenstandiges Adjuvanssystem verwendet
werden, oder es kann alternativ dazu zusammen mit anderen Adjuvanzien oder Immuneffektoren verabreicht
werden. Solche Adjuvanzien kénnen beispielsweise dlbasierte Adjuvanzien (z.B. komplettes und inkomplettes
Freundsches Adjuvans), Liposomen, Mineralsalze (z.B. AIK(SO,),, AINa(SO,),, AINH,(SO,), Siliciumdioxid,
Alaun, Al(OH),, Ca,(PO,),, Kaolin und Kohlenstoff), Polynucleotide (z.B. Poly-IC und Poly-AU-S&uren), Poly-
mere (z.B. nichtionische Blockpolymere, Polyphosphazene, Cyanoacrylate, Polymerase-(DL-lactid-co-glyco-
sid), unter anderem, und bestimmte naturliche Substanzen (z.B. Lipid A und seine Derivate, Wachs D aus My-
cobacterium tuberculosis sowie Substanzen, die in Corynebacterium parvum, Bordetella pertussis und Mitglie-
der der Gattung Brucella zu finden sind, Rinderserumalbumin, Diphtherietoxoid, Tetanustoxoid, Edestin,
Schlussellochnapfschnecken-Hamocyanin, Pseudomonas-Toxin A, Choleragenoid, Choleratoxin, Pertussisto-
xin, Virusproteine und eukaryotische Proteine wie Interferone, Interleukine oder Tumornekrosefaktor umfas-
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sen. Solche Proteine kdnnen aus naturlichen oder rekombinanten Quellen gemaf Verfahren, die Fachleuten
bekannt sind, gewonnen werden. Wenn es aus rekombinanten Quellen gewonnen wird, kann das Adjuvans ein
Proteinfragment umfassen, das zumindest den immunstimulierenden Teil des Molekiils umfasst. Andere be-
kannte, immunstimulierende Makromolekile, die bei der praktischen Durchfiihrung der Erfindung verwendet
werden kénnen, umfassen, sind jedoch nicht beschrankt auf, Polysaccharide, tRNA, nicht-metabolisierte syn-
thetische Polymere wie Polyvinylamin, Polymethacrylsaure, Polyvinylpyrrolidon, gemischte Polykondensate
(mit relativ hohem Molekulargewicht) von 4',4-Diaminodiphenylmethan-3,3'-dicarbonsaure und 4-Nitro-2-ami-
nobenzoesaure (siehe M. Sela, Science 166, 1365-1374 (1969)) oder Glykolipide, Lipide oder Kohlenhydrate.

[0069] In einer Ausflihrungsform ist das Adjuvanssystem vorzugsweise so gestaltet, dass es eine Immunant-
wort vorwiegend vom Th1-Typ induziert. Hohe Konzentrationen von Th1-Typ-Cytokinen (z.B. IFN-y, TNFa, IL-2
und IL-12) neigen dazu, die Induktion von zellvermittelten Immunantworten auf ein verabreichtes Antigen zu
beglnstigen. Dahingegen neigen hohe Konzentration von Th2-Typ-Cytokinen (z.B. IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10)
dazu, die Induktion von humoralen Immunantworten zu begunstigen. Nach der Verabreichung einer Vakzine
wie hierin bereitgestellt sorgt der Patient fur eine Immunantwort, die TH1- und TH2-Typ-Antworten umfasst. Bei
einer bevorzugten Ausfihrungsform, in der eine Antwort vorwiegend vom Th1-Typ ist, steigt die Konzentration
an Th1-Typ-Cytokinen starker als die Konzentration an Th2-Typ-Cytokinen. Die Konzentrationen dieser Cyto-
kine kénnen leicht unter Verwendung von Standardtests bewertet werden. Einen Uberblick iiber die Cytokin-
familien stellen Mosmann & Coffman in: Ann. Rev. Immunol. 7, 145-173 (1989), bereit.

[0070] Zusatzliche Adjuvanzien zur Verwendung beim Hervorrufen einer vorwiegenden Th1-Typ-Antwort um-
fassen beispielsweise eine Kombination aus Monophosphoryllipid A, wie 3-de-O-acetyliertes Monophospho-
ryllipid A (3D-MPL), mit einem Aluminiumsalz. MPL-Adjuvanzien sind bei Corixa Corporation (Seattle, WA, sie-
he die US-Patente Nr. 4.436.727; 4.877.611; 4.866.034 und 4.912.094) erhaltlich. CpG-haltige Oligonucleotide
(in denen das CpG-Dinucleotid nicht methyliert ist) induzieren auch vorwiegend eine Th1-Antwort. Solche Oli-
gonucleotide sind durchwegs bekannt und werden beispielsweise in der WO 96/02555, der WO 99/33488 und
in den US-Patenten Nr. 6.008.200 und 5.856.462 beschrieben. Immunstimulierende DNA-Sequenzen werden
ebenfalls beschrieben, beispielsweise von Sato et al., Science 273, 352 (1996). Andere veranschaulichende
Adjuvanzien, die in die Vakzinenzusammensetzungen eingebunden werden kénnen, umfassen Montanide ISA
720 (Seppic, Frankreich), SAF (Chiron, Kalifornien, Vereinigte Staaten), ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), De-
tox™-Adjuvans (Corixa, Hamilton, MT).

[0071] Die hierin beschriebenen Zusammensetzungen kénnen als Teil einer Retard-Formulierung (z.B. einer
Formulierung wie einer Kapsel, eines Schaums oder Gels (zusammengesetzt aus Polysacchariden beispiels-
weise), die eine langsame Freisetzung der Verbindung nach der Verabreichung bewirkt) verabreicht werden.
Solche Formulierungen kdnnen allgemein unter Verwendung bekannter Verfahren hergestellt (siehe z.B.
Coombes et al., Vaccine 14, 1429-1438 (1996)) und durch beispielsweise orale, rektale oder subkutane Zufuhr
oder durch Zufuhr an der erwinschten Targetstelle verabreicht werden. Retard-Formulierungen kénnen ein
Polypeptid, Polynucleotid oder einen Antikérper, in einer Tragermatrix dispergiert und/oder innerhalb eines Re-
servoirs, das von einer freisetzungssteuernden Membran umgeben ist, enthalten, umfassen. Trager zur Ver-
wendung in solchen Formulierungen sind biovertraglich und kénnen auch biologisch abbaubar sein; vorzugs-
weise stellt die Formulierung ein relativ konstantes Niveau an aktiver Komponentenfreisetzung bereit. Solche
Trager umfassen Mikropartikel von Poly(lactid-co-glykolid), Polyacrylat, Latex, Starke, Cellulose, Dextran und
dergleichen. Andere Trager, die zu verzdgerter Freisetzung fliihren, umfassen supramolekulare Biovektoren,
die einen nicht-flissigen, hydrophilen Kern (z.B. ein vernetztes Polysaccharid oder Oligosaccharid) und, gege-
benenfalls, eine duRere Schicht, die eine amphipathische Verbindung wie Phospholipid enthalt, umfassen (sie-
he z.B. das US-Patent Nr. 5.151.254 und die PCT-Anmeldungen WO 94/20078, WO 94/23701 und WO
96/06638). Die Menge an aktiver Verbindung, die in einer Retard-Formulierung enthalten ist, variiert je nach
der Stelle der Zufuhr, der Geschwindigkeit und erwarteten Dauer der Freisetzung und der Art des zu behan-
delnden Leidens oder des Leidens, dem es vorzukehren gilt.

[0072] Jedes beliebige der bekannten Zufuhrvehikel kann in pharmazeutischen Zusammensetzungen und
Vakzinen verwendet werden, um die Entstehung einer Antigen-spezifischen Immunantwort, die sich auf Zellen
richtet, zu erleichtern. Zufuhrvehikel umfassen Antigen-prasentierende Zellen (APCs), wie dendritische Zellen,
Makrophagen, B-Zellen, Monozyten und andere Zellen, die bearbeitet werden kénnen, um effiziente APCs zu
bilden. Solche Zellen kdnnen, missen jedoch nicht gentechnisch modifiziert werden, um die Fahigkeit, das An-
tigen zu prasentieren, zu steigern, um Aktivierung und/oder Aufrechterhaltung der T-Zell-Antwort zu verbes-
sern, um Anti-Target-Wirkungen an sich zu zeigen und/oder um immunologisch fur den Empfanger vertraglich
zu sein (d.h. der HLA-Haplotyp stimmt Gberein). APCs kénnen allgemein aus jedem beliebigen aus zahlreichen
verschiedenen, biologischen Flussigkeiten und Organen isoliert werden, einschlieRlich Tumor- und peritumo-
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rale Gewebe, und kénnen autologe, allogene, syngene oder xenogene Zellen sein.

[0073] Bestimmte bevorzugte Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung verwenden dendritische Zellen
oder Vorlaufer davon als Antigen-prasentierende Zellen. Dendritische Zellen sind duf3erst potente APCs (Ban-
chereau & Steinuran, Nature 392, 245-251 (1998)), und es wurde fiir sie gezeigt, dass sie als ein physiologi-
sches Adjuvans zum Hervorrufen von prophylaktischer oder therapeutischer Antitumorimmunitat wirksam sind
(siehe Timmerman & Levy, Ann. Rev. Med. 50, 507-529 (1999)). Im Allgemeinen kdnnen dendritische Zellen
basierend auf ihrer typischen Form (sternférmig in situ, mit ausgepragten zytoplasmatischen Fortsatzen (Den-
driten) in vitro), ihrer Fahigkeit, Antigene mit hoher Wirksamkeit aufzunehmen, zu verarbeiten und zu prasen-
tieren, und ihrer Fahigkeit, naive T-Zell-Antworten zu aktivieren, identifiziert werden. Dendritische Zellen kon-
nen naturlich gentechnisch so verandert werden, dass sie spezifische Zelloberflachenrezeptoren oder Ligan-
den exprimieren, die Ublicherweise nicht an dendritischen Zellen in vivo oder ex vivo zu finden sind, und solche
modifizierte dendritische Zellen werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung in Betracht gezogen. Als eine
Alternative zu dendritischen Zellen kdnnen sekretierte Vesikel, Antigen-beladene dendritische Zellen (Exoso-
men genannt) in einer Vakzine verwendet werden (siehe Zitvogel et al., Nature Med. 4, 594-600 (1998)).

[0074] Dendritische Zellen und Vorlaufer kénnen aus peripherem Blut, Knochenmark, tumorinfiltrierenden
Zellen, peritumorales Gewebe infiltrierenden Zellen, Lymphknoten, Milz, Haut, Nabelschnurblut oder jeglichem
anderen, geeigneten Gewebe oder Fluid gewonnen werden. Dendritische Zellen kdnnen beispielsweise ex
vivo durch Zusetzen einer Kombination von Cytokinen wie GM-CSF, IL-4, IL-13 und/oder TNFa zu Kulturen von
Monozyten, die aus peripherem Blut abgenommen werden, differenziert werden. Alternativ dazu kdénnen
CD34-positive Zellen, die aus peripherem Blut, Nabelschnurblut oder Knochenmark abgenommen wurden,
durch Zusetzen von Kombinationen aus GM-CSF, IL-2, TNFa, CD40-Ligand, LPS, flt3-Ligand und/oder (einer)
anderen Verbindung(en), die Differenzierung, Reifung und Proliferation dendritischer Zellen induzieren, zum
Kulturmedium zu dendritischen Zellen differenziert werden.

[0075] Dendritische Zellen werden glinstigerweise den Gruppen "unreife" und "reife" Zellen zugeordnet, was
eine einfache Weise bietet, zwischen zwei gut charakterisierten Phanotypen zu unterscheiden. Diese Nomen-
klatur sollte jedoch nicht so verstanden werden, dass sie alle méglichen Zwischenstadien der Differenzierung
ausschlielt. Unreife dendritische Zellen sind als APC mit einer guten Fahigkeit zur Antigen-Aufnahme und
-Verarbeitung charakterisiert, was mit dem hohen Expressionsniveau von Fcy-Rezeptor und Mannose-Rezep-
tor korreliert. Der reife Phanotyp ist typischerweise durch eine geringere Expression dieser Marker gekenn-
zeichnet, jedoch durch ein hohes Expressionsniveau von Zelloberflachenmolekilen, die fir T-Zell-Aktivierung
verantwortlich sind, wie beispielsweise Klasse-I- und Klasse-II-MHC, Adhasionsmolekiilen (z.B. CD54 und
CD11) und co-stimulierenden Molekulen (z.B. CD40, CD80, CD86 und 4-1BB).

[0076] APCs konnen im Allgemeinen mit einem Polynucleotid transfiziert werden, das fir ein Antigen-Poly-
peptid (oder einen Teil oder eine Variante davon) kodiert, sodass das Antigen-Polypeptid, oder ein immunoge-
ner Teil davon, an der Zelloberflache exprimiert wird. Solche Transfektion kann ex vivo stattfinden, und eine
Zusammensetzung oder Vakzine, die solche transfizierte Zellen und das hierin beschriebene Adjuvans um-
fasst, kdnnen dann fiir therapeutische Zwecke verwendet werden.

[0077] Alternativ dazu kann ein Genzufuhrvehikel, das auf eine dendritische Zelle oder eine andere, Anti-
gen-prasentierende Zelle gerichtet ist, einem Patienten verabreicht werden, was zur Transfektion fuhrt, die in
vivo eintritt. In-vivo- und Ex-vivo-Transfektion von dendritischen Zellen kann beispielsweise unter Verwendung
von auf dem Gebiet der Erfindung bekannten Verfahren, wie jenen, die in der WO 97/24447 beschrieben wer-
den, oder unter Verwendung des Genkanonenansatzes, der von Mahvi et al., Immunology and Cell Biology 75,
456-460 (1997)), beschrieben wird, erfolgen. Antigen-Laden auf dendritische Zellen kann durch Inkubieren
von dendritischen Zellen oder Vorlauferzellen mit dem Antigen-Polypeptid, DNA (nackt oder innerhalb eines
Plasmidvektors) oder RNA; oder mit Antigen-exprimierendem, rekombinanten Bakterien oder Viren (z.B. Vak-
zinia-, Geflugelpocken-, Adenovirus- oder Lentivirusvektoren) erreicht werden. Vor dem Laden kann das Poly-
peptid kovalent an einen immunologischen Partner konjugiert werden, der T-Zell-Hilfe bereitstellt (z.B. ein Tra-
germolekdil). Alternativ dazu kann eine dendritische Zelle mit einem nicht-konjugierten, immunologischen Part-
ner, separat oder in Gegenwart des Polypeptid, gepulst werden.

Behandlung von Stickstoffoxid-assoziierten Stérungen
[0078] In einem Aspekt stellt die vorliegende Erfindung Verbindungen oder Zusammensetzungen zur Be-

handlung von Erkrankungen oder Leiden, die durch Stickstoffoxid vermittelt werden, insbesondere Ischamie
und Reperfusionsverletzung, bereit. Es ist allgemein anerkannt, dass Induktoren von iNOS-Gentranskription
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und Proteinsynthese entziindungsférdernd und daher in gewisser Weise "toxisch" sind und von Tieren und
Menschen nur schlecht toleriert werden. Endotoxin (LPS) und entziindungsférdernde Cytokine wie IL-1, TNF-a
und IFN-y sind bekannte Induktoren von iNOS. Alle sind inharent toxisch und in der Lage, eine systemische
Entziindungsreaktion, Atemnotsyndrom bei Erwachsenen (ARDS), mehrfaches Organversagen und Kardio-
vaskularversagen zu induzieren, wenn sie Tieren verabreicht werden.

[0079] Eine Untersuchung der kardioprotektiven Aktivitat von MPL®-Immunstimulans zeigte, dass die Induk-
tion von Stickstoffoxidsynthasen (iNOS) fir die verzogerte kardioprotektive Wirkung der Verbindung wichtig ist.
Daruber hinaus ist Stickstoffoxid- (NO-) Signalgebung, wahrscheinlich durch konstitutive Pools von NOS, flr
die akute kardioprotektiven Wirkung der Verbindung wichtig. In Anbetracht der verbleibenden Endotoxin-ahn-
lichen Aktivitat von MPL®-Immunstimulans ist es nicht iberraschend, dass die Verbindung in der Lage sein
kdnnte, Stickstoffoxidsignalgebung induzieren kénnte. Dartber hinaus wurde Stickstoffoxidsignalgebung als
ein moglicher Stoffwechselweg vorgeschlagen, tber den ischamische Vorbehandlung zu kardioprotektiver Wir-
kung fuhrt. Diese Beobachtung unterstitzt in Verbindung mit der Tatsache, dass Stickstoffoxiddonoren kardi-
oprotektiv sind, die Erwagung des NOS/NO-Stoffwechselweges als Weg fiir kardioprotektive Wirkung durch
MPL®-Immunstimulans noch starker.

[0080] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung, einschlief3lich RC-553, sind zur Behandlung von Er-
krankungen oder Leiden geeignet, die durch Stickstoffoxid moduliert oder gelindert werden, insbesondere von
Ischamie und Reperfusionsverletzung (siehe die US-Patentanmeldung der Serien-Nr. 09/808669, eingereicht
am 14. Marz 2001, in der eine Beschreibung der kardioprotektiven Eigenschaften von Aminoalkylglucosami-
nidphosphaten und Verfahren zum Testen auf kardioprotektive Eigenschaften bereitgestellt wird).

BEISPIELE

[0081] Die folgenden Beispiele werden als Veranschaulichung und nicht als Einschrankung der beanspruch-
ten Erfindung bereitgestellt.

Beispiel 1 — Herstellung von RC-553

[0082] Herstellung von
N-[(R)-3-Tetradecanoyloxytetradecanoyl]-(S)-2-pyrrolidinomethyl-2-desoxy-4-O-phosphono-2-[(R)-3-tetradec
anoyloxytetradecanoylamino]-3-O-[(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanoyl]-B-D-glucopyranosidtriethylammoni-
umsalz (Formel (I), R'=R?>=R*=C,,H,,CO, X=Y=0, n=1, m=2, p=q=0, R°=R°=H, R*=PO,H,; Formel (II)
R'=R?=R*=C"*H?"CO); RC-553.

) Zu einer Loésung von
2-Desoxy-4-O-diphenylphosphono-3-O-[(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanoyl]-6-O-(2,2,2-trichlor-1,1-dime
thylethoxycarbonyl)-2-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-g-D-glucopyranosylbromid (1,05 g, 0,81 mmol)
in trockenem 1,2-Dichlorethan (10 ml) wurden 4-A-Molekularsieb (0,5 g), wasserfreies CaSO, (2,2 g, 16
mmol) und N-[(R)-3-Tetradecanoyloxytetradecanoyl]-(S)-2-pyrrolidinomethanol (0,40 g, 0,75 mmol) zuge-
setzt. Das resultierende Gemisch wurde 1 h lang bei Raumtemperatur gerihrt, mit Hg(CN), (1,02 g, 4,05
mmol) behandelt und 16 h lang im Dunklen rickflusserhitzt. Das abgekihlte Reaktionsgemisch wurde mit
CH,CI, verdiinnt und filtriert. Das Filtrat wurde mit 1 N wéssrigem Kl gewaschen, getrocknet (Na,SO,) und
eingeengt. Flash-Chromatographie tber Kieselgel (Gradientenelution, 15 - 20 % EtOAc/Hexan) ergab
0,605 g (43 %)
N-((R)-3-Tetradecanoyloxytetradecanoyl]-(S)-2-pyrrolidinomethyl-2-desoxy-4-O-diphenylphosphono-3-O-[
(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanoyl]-6-O-(2,2,2-trichlor-1,1-dimethylethoxycarbonyl)-2-(2,2,2-trichloretho
xycarbonylamino)-B-D-glucopyranosid in Form eines amorphen Feststoffs.

(2) Eine L6sung der in (1) oben hergestellten Verbindung (0,50 g, 0,29 mmol) in AcOH (10 ml) bei 60 °C
wurde mit Zinkstaub (0,98 g, 15 mmol) in drei gleichen Teilen Uber eine Zeitspanne von 1 h behandelt. Das
gekulhlte Reaktionsgemisch wurde beschallt, Gber einen Celite-Polster filtriert und eingeengt. Der resultie-
rende Ruckstand wurde zwischen CH,CI, und gesattigtes wassriges NaHCO, verteilt, und die Phasen wur-
den getrennt. Die organische Phase wurde getrocknet (Na,SO,) und eingeengt. Eine Lésung des gewon-
nenen rohen Aminoalkohols und von (R)-3-Tetradecanoyloxytetradecansaure (0,155 g, 0,34 mmol) in
CH,Cl, (3,5 ml) wurde mit pulverférmigem 4-A-Molekularsieb (0,25 g) 0,5 h lang gerihrt und anschlieRend
mit 2-Ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydrochinolin (0,11 g, 0,44 mmol) behandelt. Das resultierende Ge-
misch wurde bei Raumtemperatur 8 h lang gerihrt, durch Celite filtriert und eingeengt. Flash-Chromatogra-
phie Uber Kieselgel mit 50 % EtOAc/Hexan ergab 0,355 g (68 %)
N-[(R)-3-Tetradecanoyloxytetradecanoyl]-(S)-2-pyrrolidinomethyl-2-desoxy-4-O-diphenylphosphono-2-[(R)
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-3-tetradecanoyloxytetradecanoylamino]-3-O-[(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanoyl]-B-D-glucopyranosid
in Form eines farblosen Sirups.

(3) Eine Losung der unter (2) oben hergestellten Verbindung (0,300 g, 0,166 mmol) in einem Gemisch aus
AcOH (1 ml) und Tetrahydrofuran (9 ml) wurde in Gegenwart von PtO, (0,15 g) bei Raumtemperatur und 70
psi 18 h lang hydriert. Das Reaktionsgemisch wurde mit 2:1 CHCI,-MeOH (50 ml) verdinnt und kurz be-
schallt. Der Katalysator wurde gesammelt und mit 2:1 CHCI,-MeOH gewaschen, und das kombinierte Filtrat
und die Waschlésungen wurden eingeengt. Flash-Chromatographie Uber Kieselgel mit CHCI,-Me-
OH-H,0-Et;N (90:10:0,5:0,5) ergab ein teilweise gereinigtes Produkt, das in eiskaltem 2:1 CHCI,-MeOH (30
ml) gel6st und mit eiskalter 0,1 N wassriger HCI (12 ml) gewaschen wurde. Die organische Phase wurde
abfiltriert und aus 2 % wassrigem Et;N (5 ml, pyrogenfrei) lyophilisiert, um 0,228 g (79 %) N-[(R)-3-Tetrade-
canoyloxytetradecanoyl]-(S)-2-pyrrolidinomethyl-2-desoxy-4-O-phosphono-2-[(R)-3-tetradecanoyloxytetra
decanoylamino]-3-O-[(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanoyl]-3-D-glucopyranosidtriethylammoniumsalz  in
Form eines farblosen Pulvers zu ergeben: Fp.: 67-70 °C, IR (Film) 3306, 2955, 2923, 2853, 1736, 1732,
1644, 1548, 1466, 1378, 1245, 1177, 1110, 1053, 844 cm™; 'H-NMR (CDCI,-CD,0OD) & 0.88 (m,18 H),
1.0-1.2.05 (mH), 2.20-2.70 (m, 12 H), 3.06 (q, 6 H, J = 7.2 Hz), 3.3-325 (mH), 4.52 (d, 1 H, J = 8 Hz),
5.05-5.28 (m, 4 H), 7.44 (d, 1 H, J = 9 Hz); *C NMR (CDCl,) 5 173.3, 173.0, 170.3, 169.6,168.6, 101.8,
100.4,75.8,72.5,72.4,70.9,70.8,70.3,70.2,69.9,69.3,67.9, 66.6, 56.5, 56.3, 54.5,47.4,45.8, 44.6, 41 .4,
41.0, 39.7, 39.2, 39.0, 34.5, 34.3, 34.1, 32.0, 29.7,29.4, 28.1, 27.3, 25.7, 25.3, 25.2, 25.1, 24.0, 22.7, 21.6,
14.1, 8.6.

Anal. ber. fur C,,,H,4,N;0,,P-H,O: C, 68.47; H, 11.15;N, 2.37; P, 1.75. Gef.: C, 68.79; H, 11.00; N, 2.24;
P,1.97.

BEISPIELE 2-6

[0083] Das primare Ziel der Beispiele 2—6 war zu bestimmen, ob RC-553 minimale Pyrogenitat férdern und
Adjuvansaktivitat vermitteln konnte, wenn es mit Vakzinenantigenen formuliert wurde.

Beispiel 2 — Adjuvansaktivitat gegeniiber HBsAg (Hepatitis-B-Oberflachenantigen)

[0084] Gruppen von BALB/c-Mausen (Jackson Laboratories Bar Harbor, Maine), 6-8 Wochen alt, wurden
subkutan 2 pg HBsAg (Laboratorio Pablo Cassara) + 20 pg Adjuvans (MPL®-Immunstimulans oder RC-553)
an Tag 0 und Tag 21 injiziert. Vakzinen wurden durch Vermischen der Adjuvans-haltigen TEoA- (Triethanola-
min-) Formulierungen mit rekombinantem HBsAg hergestellt. Titer gegen HBsAg wurden mittels ELISA aus ge-
sammelten Seren (5 Mause/Gruppe), die 21 Tage nach der zweiten Impfung abgenommen wurden, bestimmt
(Tabelle 1). Die Nichtimmun-Kontrollen wurden nicht geimpft.

[0085] Serumtiter aus Mausen, die RC-553 erhielten, wiesen signifikant hdhere Anti-HBsAg-Antworten auf als
Kontrollseren, die Antigen alleine erhielten (Tabelle 1). Besonders bemerkenswert war die Steigerung der Titer
fur die IgG2a- und IgG2b-Isotopen. Diese Titer waren mit jenen gleichwertig, die von Kontrollgruppen, die
MPL®-Immunstimulans erhielten, exprimiert wurden.

Tabelle 1. Vergleich von schwach pyrogenen Adjuvanzien mit HBsAg

Serunititer

Gruppen Pyrogenitit’ T 7zg oGl TeGla | 1aG7b

Nichtimmun — <100 <100 <100 <100
TEoA-Vehike] NT. 51,200 102,400 25,600 1600
MPL®-TEoA 23 409,600 204,800 204,800 51,200
RC-553-TEoA 0.3 409,600 204,800 409,600 51,200

a. Die Daten zur Pyrogenitat zeigen den gesamten Anstieg von °C bei 3 Kaninchen nach i.v. Verabreichung
einer 10-Eig/kg-Dosis. Im Pyrogentest wurden die Verbindungen in 10 % EtOH/WFI (USP-Wasser zur Injekti-
on) bei 100 pg/ml solubilisiert und dann mit 5 % Dextrose in Wasser verdiinnt. N.T. bedeutet, dass die Verbin-
dung nicht getestet wurde.

Beispiel 3 — Adjuvansaktivitédt gegenliber Hdmagglutininprotein in FluZone-Influenzavakzine
[0086] Gruppen von BALB/c-Mausen (Jackson Laboratories Bar Harbor, Maine), 6-8 Wochen alt, wurden

subkutan 0,2 yg Hamagglutininprotein in FluZone-Influenzavakzine (Connaught Laboratories, Swiftwater, PA)
+ 20 pg Adjuvans (MPL®-Immunstimulans oder RC-553) an Tag 0 und Tag 14 injiziert. Titer gegen FluZone wur-
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den mittels FluZone-ELISA aus gesammelten Seren von 5 Mausen, die 14 Tage nach der zweiten Impfung ab-
genommen wurden, bestimmt (Tabelle 2). Die Nichtimmun-Kontrollen wurden nicht geimpft. Die anfangliche
verwendete Verdlinnung der Seren aus den Testgruppen belief sich auf 1:1.600.

[0087] Die Resultate waren jenen aus dem vorangehenden Beispiel ahnlich. Wiederum zeigte RC-553 signi-
fikant hohere Titer als Kontrollseren, die Antigen alleine erhielten (Tabelle 2). Die Steigerung der Titer zeigte
sich auch in gesteigerten IgG2a- und IgG2b-Antworten. Diese Titer waren mit jenen gleichwertig, die von Kon-
trollgruppen, die MPL®-Immunstimulans erhielten, exprimiert wurden.

Tabelle 2. Vergleich von schwach pyrogenen Adjuvanzien mit einer Influenzavakzine

..a Serumtiter
Gruppen Pyrogenitat IeG IeGl IeG2a IgG2b
Nichtimmn — <100 <100 <100 <100
TEoA -Vehikel N.T. 12,800 51,200 1600 <1600
MPL®-TEoA 2-3 102,400 102,400 25,600 12,800
RC-553-TEoA 0.3 51,200 102,400 25,600 6400

a. Die Daten zur Pyrogenitat zeigen den gesamten Anstieg von °C bei 3 Kaninchen nach i.v. Verabreichung
einer 10-pg/kg-Dosis. Im Pyrogentest wurden die Verbindungen in 10 % EtOH/WFI (USP-Wasser zur Injektion)
bei 100 pg/ml solubilisiert und dann mit 5 % Dextrose in Wasser verdiinnt N.T. bedeutet, dass die Verbindung
nicht getestet wurde.

Beispiel 4 — Adjuvansaktivitat gegenlber HBsAg

[0088] Gruppen von BALB/c-Mausen wurden subkutan 2,0 yg HBsAg (Rhein Americana & Rhein Biotech) +
25 ug Adjuvans (MPL®-Immunstimulans oder RC-553) an Tag 0 und Tag 21 injiziert. IgG1- und IgG2a-Isotop-Ti-
ter gegen HBsAg wurden mittels ELISA aus gesammelten Seren, die 21 Tage nach der zweiten Impfung ab-
genommen wurden, bestimmt (Tabelle 3). Die Nichtimmun-Kontrollen wurden nicht geimpft. In diesem Versuch
vermittelte RC-553 im Vergleich zur Kontrollgruppe, die Antigen in PBS erhielt, erhdhte Titer. RC-553 stimulier-
te Titer, die mit den positiven Kontrollen, MPL®-Immunstimulans, gleichwertig waren (Tabelle 3).

Tabelle 3. Vergleich von schwach pyrogenen Adjuvanzien mit HBsAg

Serumtiter
Gruppen » Pyrogenit'a‘ta IeGl IeG2a
Nichtinmun - <100 <100
PBS -Kontrolie N.T. 64,000 4000
MPL®-TEoA 2-3 128,000 1,024,000
RC-553-TEoA 03 32,000 2,048,000

a. Die Daten zur Pyrogenitat zeigen den gesamten Anstieg von °C bei 3 Kaninchen nach i.v. Verabreichung
einer 10-pg/kg-Dosis. Im Pyrogentest wurden die Verbindungen in 10 % EtOH/WFI (USP-Wasser zur Injektion)
bei 100 pg/ml solubilisiert und dann mit 5 % Dextrose in Wasser verdinnt. N.T. bedeutet, dass die Verbindung
nicht getestet wurde.

Beispiel 5 — CTL-Aktivitat wird mit RC-553 gegeniiber HBsAg-immunisierten Mausen gesteigert

[0089] Manche Mause aus jeder Gruppe aus Beispiel 4 wurden auch als Spender von Milzzellen verwendet,
um CTL-Aktivitat zu bewerten. Auf HBsAg gerichtete, spezifische Lyse wurde in einem Standard-4h->'Cr-Frei-
setzungstest (Moore et al., Cell 55, 777-785 (1988)) bewertet. Einzelne Zellsuspensionen wurden aus den Mil-
zen von Mausen 9 Tage nach der Impfung hergestellt. Die Milzzellen wurden mit tris-gepuffertem NH,CI be-
handelt, um Erythrozyten zu entfernen, und in einer Konzentration von 7,5 x 10%ml in RPMI/10 % FCS, erganzt
mit 5 mM HEPES, 4 mM L-Glutamin, 0,05 mM 2-Mercaptoethanol und Antibiotika, resuspendiert. Ein synthe-
tisches Peptid, das ein bekanntes L-eingeschrénktes CTL-Epitop der MHC-Klasse | (IPQSLDSWWTSL) auf-
weist, wurde zu den Zellen in einer Endkonzentration von 75 nM zugesetzt. Nach einer viertagigen Inkubation
wurden die Zellen gewonnen und auf CTL-Aktivitat bewertet. Spezifische Tétung wurde gegen *'Cr-markierte,
transfizierte P815S-Zellen, die das L%-eingeschrénkte Epitop exprimierten, gemessen. Die Targetzellen waren
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eine transfizierte P815-Zelllinie (P815S), die das L°-eingeschrankte CTL-Epitop exprimierten. Nicht-spezifi-
sche Lyse betrug <10 % bei einem E:T-Verhaltnis von 50:1 gegen P815-Target (Tabelle 4). Im Gegensatz zur
Antikoérperreaktion stimulierte RC-553, im Vergleich zu den "Nur-Antigen-Kontrollen", signifikant héhere Ni-
veaus an CTL-Aktivitat (Tabelle 4).

Tabelle 4. Vergleich von schwach pyrogenen Adjuvanzien mit HBsAg

Prozent Spezifische Yotung (Effektor: Target-Verhdltnis)

Gruppen Pyrogeni tat’ 50:1 25:1 12.5:1 6.25:1

‘Nichtimmun - 6 3 1 0
PBS N.T. 29 20 11 7
MPL®-TEoA 2-3 80 71 47 32
RC-553-TEoA 03 85 77 53 37

a. Die Daten zur Pyrogenitat zeigen den gesamten Anstieg von °C bei 3 Kaninchen nach i.v. Verabreichung
einer 10-pg/kg-Dosis. Im Pyrogentest wurden die Verbindungen in 10% EtOH/WFI (USP-Wasser zur Injektion)
bei 100 pg/ml solubilisiert und dann mit 5 % Dextrose in Wasser verdiinnt

N.T. bedeutet, dass die Verbindung nicht getestet wurde.
Beispiel 6 — Ex-vivo-Cytokininduktion durch RC-553

[0090] Die Wirkung von RC-553 auf die Entwicklung von TNF-a und IL-1 wurde unter Exvivo-Bedingungen
an menschlichen einkernigen peripheren Blutzellen gemessen.

[0091] MPL®-Immunstimulans und RC-553 wurden in wassrigen Lésungen von 0,2 % TEoA/WFI formuliert.

[0092] Menschliches Gesamtblut wurde verwendet, um die Fahigkeit von Glykolipiden (AGPs) zu evaluieren,
entziindungsférdernde Cytokine zu induzieren. Menschliches Gesamtblut wird in heparinisierten Réhrchen ab-
genommen, und 0,45 ml Gesamtblut werden mit 0,05 ml phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS, pH 7,4),
die das Glykolipid (d.h. die Testverbindungen) enthalt, vermischt. Die Rohrchen werden 4 h lang bei 37 °C an
einer Schiittelvorrichtung inkubiert. Die Proben werden anschlieRend mit 1,5 ml steriler PBS verdiinnt und zen-
trifugiert. Die Uberstande werden entfernt und mittels Sandwich-ELISA unter Verwendung von R&D Systems'
Quantikine-Immuntestsets fir menschlichen/s TNF-a und IL-1§ auf zellassoziierten/s TNF-a und IL-1B analy-
siert.

[0093] Bei 1, 5 und 10 pg/ml im Test produzierte RC-553 keine Konzentrationen von TNF-q, die unter den
Testbedingungen nachgewiesen werden hatten kdnnen. Dahingegen war die positive Kontrolle LPS ein wirk-
samer Stimulator von TNF-a-Sekretion aus den Zellen bei 1 ng/ml. MPL®-Immunstimulans induzierte TNF-a
im Konzentrationsbereich von 100 bis 10.000 ng/ml wirksam.

[0094] In ahnlicher Weise produzierte RC-553 (bei 1, 5 und 10 pg/ml) keine nachweisbaren Konzentrationen
von IL-1B. Um die Wirkungen von RC-553 zu vergleichen, wurde der durch MPL®-Immunstimulans induzierten
Konzentration von IL-1( ein Wert von 1 zugeordnet, und die relative Induktion von Cytokinen betrug fir RC-553
< 0,05.

Diskussion der Beispiele 2-6

[0095] Die Daten aus diesen Studien zeigen, dass RC-553 in der Lage ist, die Immunitat von Vakzinenanti-
genen zu steigern. RC-553 erhdhte Serumtiter gegen zwei unterschiedliche Vakzinenantigene, Influenza- und
Hepatitis-Oberflachenantigene. Ahnlich wie MPL®-Immunstimulans vermittelte RC-553 eine Verschiebung des
Antikérperprofils von einer Antwort, die vorwiegend vom IgG1-Isotyp war, zu einer Antwort mit hohen Konzen-
trationen von 1gG2a-Antikdrpern. Zusatzlich zur Steigerung der Antikérperreaktion ist RC-553 ein gutes Adju-
vans flr die Induktion von CTL-Aktivitat.

[0096] Eine bemerkenswerte Eigenschaft der Resultate in dieser Studie ist, dass RC-553 die Antwort zu be-
einflussen scheint, ohne nachweisbare Konzentrationen der Entziindungscytokine TNF-a oder IL-18 zu indu-
zieren. Diese Cytokine werden beide von Zellen des angeborenen Immunsystems als Reaktion auf Bakterien-
zellwandprodukte, einschlieRlich Lipid A, produziert. Da RC-553 mit Lipid A strukturelle Ahnlichkeit aufweist,
kann angenommen werden, dass es auch TNF-a oder IL-1B stimuliert, und tatsachlich ist dies fiir einige
AGP-Molekdle der Fall. Wie Entziindungscytokine stimulieren TNF-a und IL-18 die Freisetzung von Kaskaden

20/24



DE 601 18 207 T2 2006.11.09

anderer Cytokinmediatoren, die fir die Aktivierung von Phagozyten und die Mobilisierung spezifischer Immu-
nitat verantwortlich sind. IL-1 wurde anfanglich als endogenes Pyrogen bezeichnet, da es eine fiebrige Antwort
induziert. Somit fallt der Mangel an nachweisbarem IL-1 nach der Verabreichung von RC-553 mit dem augen-
scheinlichen Mangel an Fieber im Kaninchen-Pyrogenitatstest zusammen.

[0097] Es bleibt mdglich, dass RC-553 in diesen Studien tatsachlich die Sekretion von TNF-a und IL-1 in
Konzentrationen férdert, die ausreichend hoch sind, um Aktivierung von spezifischer Immunitat zu vermitteln,
auch wenn sie zu gering sind, um im Exvivo-Cytokintest nachgewiesen zu werden. Eine andere Option ware,
dass diese Verbindungen andere Cytokinvermittler als TNF-a und IL-1( stimulieren, die zu einer spezifischen
Immunantwort gegentber gleichzeitig verabreichten Vakzinenantigenen fiihren. Es scheint wahrscheinlich zu
sein, dass IFNy gebildet wird. Von diesem Cytokin wird angenommen, dass es fir die Induktion der Isotypver-
schiebung hin zu Antikérper der IgG2a-Unterklasse verantwortlich ist, wie auch, dass es ein Promotor von
TH-1-vermittelten CTL-Antworten ist. Somit sind sowohl die erhdhten IgG2a-Titer als auch die aktiven CTL-Po-
pulationen ein Zeichen fur die Produktion von IFNy.

Beispiel 7 — Stimulation von induzierbarer Stickstoffoxidsynthase (iNOS) durch RC-553

[0098] Dieses Beispiel veranschaulicht die Wirkung verschiedener Glykolipide auf iNOS-Induktion in murinen
J774-Makrophagen. Die murine Makrophagenzelllinie J774 kann durch IFN-y in vitro geprimt werden und ist
sehr reaktiv auf darauffolgende LPS-Stimulierung von iNOS-Hochregulierung, wie durch ein Stan-
dard-Gneiss-Reagens-ELISA-Testverfahren gemessen wird. Der Test verwendet J774-Zellen, die 1 x 105/ml
mit 30 ml/Kolben, wobei IFN-y mit 100 Einheiten/ml zugesetzt wird, 16-24 h lang Gberimpft werden. Zellen wer-
den dann geerntet und gewaschen und mit 2 x 10°/Well in einer 96-Well-Platte resuspendiert und anhaften ge-
lassen. Glykolipidverbindungen werden als Testgruppe in die Wells reihenverdiinnt, und die resultierenden Kul-
turen werden weitere 36—40 h inkubiert, bevor die Kulturliberstande zur Greiss-Reagens-Analyse der Nitritfrei-
setzung gewonnen werden (Green et al., Anal. Biochem. 126, 131-138 (1982)). Der Nitritgehalt ist beinahe
proportional zur iINOS-Funktion.

[0099] Die Wirksamkeit wurde als jene Konzentration (ng/ml) von Glykolipid in Kultur, die in der Lage war, eine
halbmaximale Induktion von Nitrit zu induzieren (ED,,), bestimmt. Je geringer die ED,-Zahl, desto groRer die
Wirksamkeit fur iNOS-Induktion. Der ED,,-Wert wurde gemaf den in Johnson et al., J. Med. Chem. 42,
46404649 (1999), beschriebenen Verfahren berechnet.

[0100] Fir MPL®-Immunstimulans wurde ein ED,;-Wert von etwa 2 ng/ml gefunden, was zu einem hohen
Grad an Nitritentwicklung fuihrte, wahrend RC-553 einen nominalen ED,,-Wert von etwa = 3.000 (ng/ml) auf-
wies.

[0101] Die sehr geringe maximale iINOS-Aktivitat, die bei RC-553 beobachtet wurde, 1&sst darauf schlief3en,
dass es in diesem System bezuglich iINOS-Induktion im Wesentlichen inaktiv ist.

[0102] Es versteht sich, dass die hierin beschriebenen Beispiele und Ausfiihrungsformen ausschlie3lich der
Veranschaulichung dienen und dass Fachleuten verschiedene Modifizierungen oder Veranderungen in Hin-
blick auf diese Ausfiihrungsformen nahe gelegt werden, die ebenfalls in den Bereich dieser Anmeldung fallen
und im Schutzumfang der beiliegenden Anspriiche liegen.

Patentanspriiche

1. Verbindung der Formel:
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OR®
RY0 0
X
o NH
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R20 w2

und pharmazeutisch annehmbare Salze davon, worin X ein aus der aus -O- und -NH- bestehenden Gruppe
ausgewahltes Element ist;

Y ein aus der aus -O- und -S- bestehenden Gruppe ausgewahltes Element ist;

R', R?und R? unabhéngig voneinander aus der aus (C,-C,,)-Acyl bestehenden Gruppe ausgewahlte Elemente
sind;

R* ein aus der aus -H und -PO,R’R® bestehenden Gruppe ausgewahltes Element ist, worin R” und R® unab-
hangig voneinander aus der aus -H und (C,-C,)-Alkyl bestehenden Gruppe ausgewahlte Elemente sind;

R® ein aus der aus -H, -CH, und -PO,R°R™® bestehenden Gruppe ausgewahltes Element ist, worin R® und R
unabhangig voneinander aus der aus -H und (C,-C,)-Alkyl bestehenden Gruppe ausgewahlte Elemente sind;
R®aus H, OH, (C,-C,)-Alkoxy, -PO,R"'R™, -OPO,R"R", -SO,R", -OSO,R™, -NR"'R"?, -SR™", -CN, -NO,, -CHO,
-CO,R™" und -CONR"R' ausgewahlt ist, worin R" und R'? unabhangig voneinander aus H und (C,-C,)-Alkyl
ausgewahlt sind, mit der MaRgabe, dass, wenn R* -PO,R'R? ist, R® nicht -PO,R°R" ist;

worin *", ™2 3" ynd **" Chiralitatszentren darstellen;

worin die Indices n, m, p und g unabhangig voneinander ganze Zahlen von 0 bis 6 sind, mit der Mal3gabe, dass
die Summe p + m = 0 bis 6 ist.

2. Verbindung nach Anspruch 1, worin X und Y -O- sind, R* -PO,R'R® ist, R° und R® H sind und die Indices
n, m, p und g ganze Zahlen von 0 bis 3 sind.

3. Verbindung nach Anspruch 2, worin R” und R® -H sind.
4. Verbindung nach Anspruch 3, worin die Indices n, m, p und q 0 bis 2 sind.

5. Verbindung nach Anspruch 3, worin der Index n = 1 ist, der Index m = 2 ist und die Indices pund q =0

6. Verbindung nach Anspruch 5, worin R, R, und R, Tetradecanoylreste sind.
7. Verbindung nach Anspruch 5, worin *', *2 und ** in R-Konfiguration vorliegen.
8. Verbindung nach Anspruch 5, worin Y in aquatorialer Stellung vorliegt.

9. Verbindung nach Anspruch 5, worin ** in S-Konfiguration vorliegt.

10. Verbindung nach Anspruch 5, worin *!, *2 und *® in R-Konfiguration vorliegen, wahrend Y in dquatorialer
Stellung vorliegt, und worin ** in S-Konfiguration vorliegt.

11. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend:

eine therapeutisch wirksame Menge einer Zusammensetzung, die einen pharmazeutisch annehmbaren Trager
und eine Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 10 umfasst.
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12. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 11, worin die pharmazeutische Zusammenset-
zung weiters zumindest ein Antigen umfasst.

13. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 12, worin das Antigen aus der aus Herpes-simp-
lex-Virus Typ 1, Herpes-simplex-Virus Typ 2, menschlichem Zytomegalie-Virus, HIV, Hepatitis A, B, C oder E,
RS-Virus ("respiratory syncytial virus"), menschlichem Papillomavirus, Influenzavirus, Tuberkulose, Leishma-
niasis, T. cruzi, Ehrlichia, Candida, Salmonella, Neisseria, Borrelia, Chlamydia, Bordetella, Plasmodium und
Toxoplasma bestehenden Gruppe stammt.

14. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 12, worin das Antigen ein menschliches Tumo-
rantigen ist.

15. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 14, worin das Tumorantigen von Prostata-, Dick-
darm-, Brust-, Eierstock-, Bauchspeicheldrisen-, Hirn-, Kopf- und Hals-, Melanom-, Blut- oder Lymphkrebs
stammt.

16. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 12, worin das Antigen ein Selbstantigen ist.

17. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 16, worin das Selbstantigen ein mit einer Autoim-
munerkrankung assoziiertes Antigen ist.

18. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 17, worin die Autoimmunerkrankung Typ-1-Dia-
betes, multiple Sklerose, Myasthenia gravis, rheumatoide Arthritis oder Psoriasis ist.

19. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 11 in einer wassrigen Formulierung.

20. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 19, worin die wassrige Formulierung ein oder
mehrere Tenside umfasst.

21. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 19, worin die wassrige Formulierung ein oder
mehr Phospholipidtenside umfasst.

22. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 21, worin das Tensid aus der aus Diacylphospha-
tidylglycerinen, Diacylphosphatidylcholinen, Diacylphosphatidsduren und Diacylphosphatidylethanolaminen
bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

23. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 21, worin das Tensid aus der aus Dimyristoylph-
sophatidylglycerin (DPMG), Dipalmitoylphosphatidylglycerin (DPPG), Distearoylphosphatidylglycerin (DSPG),
Dimyristoylphosphatidylcholin (DPMC), Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC), Distearoylphosphatidylcholin
(DSPC), Dimyristoylphosphatidsaure (DPMA), Dipalmitoylphosphatidsaure (DPPA), Distearoylphosphatidsau-
re (DSPA), Dimyristoylphosphatidylethanolamin (DPME), Dipalmitoylphosphatidylethanolamin (DPPE) und
Distearoylphosphatidylethanolamin (DSPE) bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

24. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 11 in einer Emulsionsformulierung.

25. Verbindung oder Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 24 zur Verwendung in einem Ver-
fahren zur Induktion einer Immunantwort in einem Individuum.

26. Verbindung oder Zusammensetzung zur Verwendung nach Anspruch 25, worin die Zusammensetzung
weiters zumindest ein Antigen umfasst.

27. Verbindung oder Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 24 zur Verwendung in einem Ver-
fahren zur Behandlung eines Saugetiers, das an einer pathogenen Infektion, einem Krebs oder einer Autoim-
munerkrankung leidet oder dafiir anfallig ist.

28. Verbindung oder Zusammensetzung nach Anspruch 27, worin die Zusammensetzung weiters zumin-
dest ein Antigen umfasst.

29. Verbindung oder Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 24 zur Verwendung in einem Ver-
fahren zur Behandlung von Krankheiten oder Leiden, die durch Stickstoffoxidproduktion gelindert werden kon-
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nen.

30. Verbindung oder Zusammensetzung zur Verwendung nach Anspruch 29, worin die Verbindung zur Ver-
abreichung an das Tier in einem Zeitraum von etwa 48 Stunden vor dem Einsetzen von Ischamie bis zum Ein-
setzen von Ischamie dient.

31. Verbindung oder Zusammensetzung zur Verwendung nach Anspruch 29, worin die Verbindung zur Ver-
abreichung an das Tier von unmittelbar vor dem Einsetzen von Ischamie bis und wahrend der Ischamie dient.

32. Verbindung oder Zusammensetzung nach Anspruch 29, worin die Verbindung zur Verabreichung an
das Tier von unmittelbar vor dem Einsetzen von Ischamie bis und wahrend Reperfusion dient.

33. Verbindung oder Zusammensetzung zur Verwendung nach Anspruch 29, worin X und Y -O- sind, R*
-PO,R’R¥ist, R® und R® H sind, worin R” und R® -H sind, worin der Index n = 1 ist, der Index m = 2 ist und die
Indices p und q = 0 sind, worin R,, R, und R, Tetradecanoylreste sind, worin *', * und ** in R-Konfiguration
vorliegen, worin Y in aquatorialer Stellung vorliegt und worin ** in S-Konfiguration vorliegt.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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