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Patentanspruch:

1. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung oder
Vorbeugung von retroviralen Infektionen, dadurch gekennzeichnet, daR man einen Tumor-
Nekrosefaktor oder einen Tumor-Nekrosefaktor und ein Interferon mit einem pharmazeutischen
annehmbaren Trager und/oder Exzipienten und/oder Stabilisator vermischt,

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da3 man als Tumor-Nekrosefaktor Tumor-
Nekrosefaktor-a oder Tumor-Nekrosefaktor-$ verwendet.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da man als Interferon a-, 8- oder
Y-Interferon verwendet.

4. Verfanren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB man als Interferon eine Mischung aus
y-Interferon plus a- oder B-Interferon verwendet.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daRR man zusitzlich eine
physiologisch annehmbare Abfangsubstanz firr freie Sauerstoffradikale zumischt,

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da3 man als Abfangsubstanz ein peroxidativ
aktives Enzym verwendet.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daR man als Enzym Katalase verwendet.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da man Human-Erythrozyten-Katalase
verwendet.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, da man zusatzlich eine
Substanz zumischt, welche (a) die Replikation eines Retrovirus oder (b) die retrovirale Bindung an
einen Zelloberflachen-Rezeptor verhindert.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daR man als Substanz, welche die
retrovirale Bindung an einen Zelloberflachen-Rezeptor verhindert, einen gegen ein Hullen-
Polypeptid des Retrovirus gerichteten Antikorper verwendet.

11. Verfahren nach cinem der Anspriiche 1 bis 1¢, dadurch gekennzeichnet, daf man die
Zusammensetzung in gefriergetrockneter Form oder in Form einer sterilen wéRrigen Losung
herstellt.

12. Verfzhren nach einern der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzei~hnet, dalR man die
Zusammensetzung in Form eines Priparats mit verzogerter Wirkstofffreigabe herstelit.

Hierzu 2 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Anwendung der vorliegenden Erfindung erfolgt auf dern Gebiet der Arzneimittel zur Bekdmpfung von retroviralen
Infektionen, insbesondere von derartigen Infektionen, die zu immunolegischen Defekten fithren. Zu diesen immunologischen
Defskten gehdren insbesondere solche, die fiir das angerommene Immunmangelsyndrorn (AICS) verantwortlich sind.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

AIDS ist eine ansteckende Erkrankung, die mit einem Defekt der zelluldren Immunitat verbunden ist. Sie ist durck,
opportunistische Infektionen und bestimmte maligne Erkrankungen gekennzeichnet, insbesondsre durch Pneumocystis carinii-
Pneumonie und das Kaposi-Sarkom, und zwar bei Patienten, bei denen keine andere erkennbare Ursache fiir diese seltenen
Erkrankungen vorliegen (1-3). AIDS manifestiert sich durch eine ausgepraate Lymphopenie, eine allgemeine kutane Anergie
und eine deutlich verringerte proliferative Reaktion auf Mitogene, Antigene und allogene Zellen, wobei diese Erscheinungen
offensichtlich das Ergebnis einer Verminderung der OKT4" T-Lymphozyten sind {4).

Wihrend die humorale Immunitiit relativ unbeeintréchtigt ist, liegen zunehmende Anzeichen fiir eine hyperaktive B-Zellen-
Proliferationsreaktion vor, die kausal mit dem haufigen Auftreten von B-Lymphomen bei AIDS-Patienten im Zusammenhang
stehen kdnnen (5, 6). Neben dem voll entwickelten Syndrom ist epidemisch eine verwandte Erkrankung, der AIDS-verwandte
Komplex {AIDS-related complex; ARC) aufgetreten, der durch eine allgemeine chronische Lymphadenopathie charakterisiert ist.
Dieses Syndrom hat viele der epidemiologischen Merkmale und Immunabnormalitaten mit AIDS gemeinsam und ist haufig ein
Vorlaufer fir das klinische Auftreten von AIDS.

In jiingster Zeit konnte nachgewiesen werden, daf ein lymphozytotroper Retrovirus die Hauptursache fiir AIDS und den AIDS-
verwandten Komplex darstellt. Der mit Lymphadenopathie assoziierte Virus (LAV) wurde zuarst aus geziichteten Lymphknoten-
T-Zellen von Patienten mit Lymphadenopathie und AIDS sowie von einem AIDS-Patienten und einem asymptomatischen
Geschwister, beide mit Hamophilie B, iscliert {7-9). Ein dhnliches Virus mit der Bezeichnung human-T-lymphotropher Virus
TypIEHTLV-II) wurde aus Blutproben einer grofien Zahi von AIDS- und ARC-Patienten durct: Kokultivierung mit der permissiven
T-Zellinie H9 isoliert (10, 11). LAV und HTLV-IIl sowie verwandte Retroviren, die kiirzlich von AIDS-Patienten isoliert wurden (12,
12) ha* ~n einige wichtige Eigenschaften gemeinsam.

Die viraic Replikation erfolgt in vivo und in vitro in der OKT4*-T-Lymphozytenpopulation und ist mit einer beeintrichtigten
Zelivermehrung und dem Aufireten von zytopathischen Effekten verbunden (8, 10, 14). Das Virus waist eine Mg?*-abhéngige



-2- 263 234

reverse Transkriptase auf, besitzt eine dichte, zylindrische Kernmorphologie dhnlich den Retroviren vom Typ D (8,13, 15) und
wird von Antikdrpern, die in Seren von praktisch samtlichen AIDS- und ARC-Patienten auftreten, erkannt (8, 13, 16-21). Man
nimmt nunmehr an, dafl HTLV-IIl und LAV Stamme des gleichen Virus darstellen, der nunmehr die Bezeichnung Human-
Immunmangel- Virus (HIV) erhalten hat.
Die Inmunfunktion von Patienten, die von AIDS oder ARC betroffen sind, ist schwer beeintrachtigt, Die genaue Natur der durch
HIV induzierten Abnormalitaten wird gegenwartig noch untersucht. Von besonderem Interesse war die Wirkung der HIV-
Infektion auf die Bildung van Lymphokinen durch die Immunzellen von derartigen Patienten sowie deren Reaktionan auf exogen
veravreichte Lymphokine,
Von 16 AIDS-Patienten, die auf die Féhigkeit der T-Lymphozyten zur Sekretion von Makrophagen aktivierenden Produkten,
einschlieBlich y-Interferon, getestet wurden, kam es hei 14 nicht zur Bildung von aktiven Lymphokinen und bei 13-14 wurde
iberhauptkein y-Interferon ausgeschieden. Ferner wiesen die Makrophagen von AIDS-Patienten eine verstiirkta antimikrobielle
Aktivitat bei der in vitro-'nkubation mit ¥-Interferon auf, was auf die Méglichkeit schiieRen 1aRt, daB derartigo Zellen
moglicherweise in vivo auf exogen verabreichtes Y-Interferon reagieren (22, 24).
Es wurde auch berichtet, daB Lymphozyten von AIDS-Patienten einen Mangel in der Fahigkeit zur Bildung von Interleukin-2,
einem Lymphokin, das eine Rolle bei der Vermehrung und Differenzierung von T-Lymphozyten spielt und das die y~
Interferonbildung stimuliert, aufweisen (23). :
SchlieBlich wurde bekannt, d=B y:Interferon eine direkte antivirale Wirkung auf mit vesikulafem Storaatitisvirus (VSV) infizierte
Zellen austibt und die Witkung eines Zytokins auf VSV-infizierte Zellen verstirkt (25). Dieses Zytokin wurde von diesen Autoren
vorléufig als das Polypeptid identifiziert, das hier als Tumor-Nekrosefaktor-a bezeichnet wird; vgl. such Eifel et al., Cell. Immun.,
Bd.47 (1979), S.197-203. Eine Immunergénzungstherapie fiir AIDS erschien daher als eine vielversprechende Maglichkeit, und
klinische Untersuchungen an Patienten wurden eingeleitet.
Trotzder in die Lymphokin-Therapie von AIDS-Patienten gesetzten Erwartungen waren die in vivo-Ergebnisse enttauschend. Im
Gegensatz - den Ergebnissen der in vitro-Versuche ergab sich im langeren Verle' f einer i travendsen Behandlung mit
rekombinantem y-Interferon eher eine Hemmung als eine Verstarkung der Monozyte.*-Raspirationsburstfunktion (26), und eine
“intravendse Behandlung von AIDS-Patienten mit unterschiedlichen Dosen an Interleukin-2 oder ¥-Interferon fithrte zu dem
Schlug, dafd eine in vivo-Lymphokintherapie nicht von signifikantem Wert boi der Behandlung voi AIDS-Patienten ist {27).
Tatsdchlich hatte sich zum Zeitpunkt der vorliegenden Anmeldung die Theorie entwickelt, daB die Mdglichl-eit der
Immunstimulation oder -rekonstruktion bei der AIDS-Therapie ,gefihrlich” sei, da man annahm, daB die Zellaktivierung durch
Lymphokine zu einer Ausbreitung des Virus und einer Verarmung an T4-Zellen fiihren wiirde und somit der Krankheitsfortschritt
beschleunigt wiirde (28). Im Juni 1986 offenbarten Yamamoto et al. (29), da Human-a-und-B-Interferone (nicht abery®
Interferon) die in vitro-Replikation von HIV-Stémmen unterdriicken, daR jedoch beim Absetzen der Einwirkung der Interferone
die virale Produktion von infizierten ZeVen erhht wurde. Dies stelite einen waiteren Hinweis dafiir dar, cal die Immuntherapie
von AIDS kontraindiziert sei.
SchlieRlich wurde die Auffassung vertraten, dad Lymphotoxin durch HiV-infizierte T-Zellen mittels viral induzierter
Transaktivierung des endogenen Lymphotoxingens der T-Zellen gebildet wird, was zu einer Sekretion von autotoxischen
Mengen des Lymphotoxins fiihrt (35).
Tumor-Nekrosefaktoren sind Polypeptide, die von mitogenstimulierten Makrophagen (TNF-a) oder Lymphozyten (TNF-B)
gebildetwerden und zytotoxisch fiir bestimmte in maligner Weise transformierte Zellen sind. Es wurde die Auffassung vertreten,
dafl TNF-a fir den Kréfteverfall und den schlechten Kérperzustand von Patienten mit Krebs oder schweren Infektionen ist (24),
und es wurde berichtet, daR eine passive Immunisierung gegen TNF-a Mause gegen die letale Wirkung von Endotoxin schiitzt
(30). Von der Antitumorwirkung von TNF-a ist bekannt, dafd sie synergistisch durch Interferone verstarkt wird, und die
Antitumorwirkung von TNF-B wird in dhnlicher Weise durch Interferon-yverstarkt. Fiir TNF-a und TNF- im Gemisch ergibt sich
jedach nur eine additive Antitumorwirkung, ebenso wie bei der antiviralen Wirkung von a- und B-Interferon.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, neue pharmazeutische Zusammensetzungen zur Behandlung oder Vorbeugung von retroviralen
Infektionen bereitau _.ellen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue pharmazeutische Zusammensetzungen zur Behandlung oder Vorbeligung von
retroviralen Infektionen bersitzustellen, wobei eine erfolgreiche Inmunotherapie von mit Retroviren, insbesondere
lymphozytotropen Viren, wie HIV, infizierten Personen ermdglicht werden soll. Ferner soll mit den erfindungsgeméfRen
Zusammensetzungen eine Behandlung von Personen méglich sein, bei denen das Risiko einer aktiven retroviralen Infektion
besteht, z.B. bei Tragern von latenten Retroviren.

Die Erfindung betrifft ein Viarfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung oder
Vorbeugung von retroviralen Infektionen, das dadurch gekennzeichnet ist, daR man einen Tumor-Nekrosefaktor oder einen
Tumor-Nekroséfaktor und ein Interferon mit einem pharmazeutisch annehmbaren Triger und/oder Exzipentien und/oder
Stabilisator vermischt.

Uberraschenderweise wurde erfindungsgemaR festgestslit, da durch Verabreichung einer therapeutisch wirksamen Menge
eines Tumor-Nekrosefaktors allein oder vorzugswaeise in Kombination mit einem Interferon ein Schutz von Personen mit einem
Risiko einer retroviralen Infektion erreicht wird und retroviral infizierte Zellen abgetotet werden. Wahrend y-Interferon allein nur
eine geringe oder gar keine Schutawirkung gegen retrovirale Infektionen aufweist und gegen retroviral infizierie Zellen nicht
signifikant zytotoxisch wirkt und TNF allein in hohen Konzentrationen nur miRig aktiv ist, bewirkt eine Kombination a‘aser zwei
Wirkstoffe eine drastische Wirkungssteigerung. Diese Erscheinung 148t sich in vivo feststellen, obwoh! der Zustand des
Immunsystems von retroviral infizierten Patienten erheblich gestortist. Digses Ergebnis ist insbesondere deswegen
Gberraschend, weil bei derartigen Patienten nichts von einem TNF-Mangel bekannt ist,

Fig. 1ist die Darstellung eines Nurthern-Gels, das die drastische Verringerung an HIV-mRNA in HIV-infizierten HuT 78-Zellen nach
Vorbehandlung mit TNF-a und IFN—p’m Vergleich mit nicht vorbehandelten Kontrollzellen zeigt.
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Fig.z zeigt die antivirale Schutzwirkung von Katalase in Kombir ation mit TNF-a und/oder IFN-y.

Retroviren sind als Viren definiert, die einzelstriangige oder doppelstringige RNA enthalten. Die Replikation dieser Viren erfolgt
unter Ausnutzung des Zellstoffwechsels von permissiven Wirten unter reverser Transkription des genetischen RNA-Materials
des Virus. Die auf diese Weise gebildeten groBen Mengen an DNA werden zu HIV-Protein und RNA fir den Aufbau von
Tochtervirionen translati irt. Beispiele fiir derartige Viren sind die sog. ,, langsamen” oder Lentiviren und die T-Zell-
Leukdmieviren, wie HTLV-l und HTLV-Il, vorzugsweise handelt es sich jedoch um mit AIDS assoziierte HIV-Stamme.

Die erfindungsgemaR geeigneten Tumor-Nekrosefaktoren umfassen TNF-a und TNF-B. Der erstgenannte Faktor ist in der
US-Anmeldung 881311 vom 2. Juli 1986 zusammen mit Verfahren zu seiner Herstellung in rekombinanten Zellkulturen
beschrieben. Der letztgenannte Faktor (friiher als Lymphotoxin bezeichnet) und geeignete rekombinante Syntheseverfahren
sind in der US-Anmeldung 616502 vom 31.5.1984 und der US-Anmeldung 732312 vom 9.5.1385 beschrieben. Die in diesen
Anmeldungen beschriebenen Faktoren TNF-a und TNF-B umfassen zytotoxis~he Aminoséuresequenz- und
Glycosylierungsvarianten, die hier ebenfalls verwendet werden. Selbstverstandlich sind auch TNF-a oder TNF-8 aus nicht-
rekombinanten Quellen firr die erfindungsgemaRe Anwendung geeignet.

TNF-aoder TNF-B werden alleine oder im Gemisch miteinander im empirisch so bestimmten Mengen angewandt, daf sich eine
méglichst wirksame klinische Reaktion ergibt. TNF ist nicht fiir bestimmte Spezies spezifisch, so dafl TNF-Produkte aus anderen
tierischen Spezies, z.B. Schweinen oder Rindern, erfindungsgemif geeignet sind. Als TNF wird reifes, humanes TNF-a aus
rekombinanten mikrobiellen Zellkulturen bevorzugt. TNF weist im allgemeinen eine zytolytische Aktivitét auf empfindliche
L-929-Méusezellen von mehr als etwa 1 x 10° Einheiten/mg auf, wobei eine Einheit geméf den vorerwihnten
Patentanmeldungen definiert ist, auf deren Offenbarung hier verwiesen wird.

Interferone sind bekannte Substanzen. In der Natur gehdren dazu B-, ¥Interferon und etwa 20 verschiedene Untertypen von
a-Interferon. Ihre wichtigste Eigenschaft fiir die erfindungsgemiBen Zwecke besteht darin, daR sie dazu in der Lage sind, Zellen
in vitro und in vivo gegen virale Infektionen zu schiitzen. Bei den erfindungsgemaf verwendeten Interferonen handelt ec sich
typischerwe’se um a-, - und/oder ¥-Interferon. Interferone, die in rekombinanten Zellkulturen, aus natiirlichen Isolaten oder
durch stabile untransformierte Zellinien gebildet sind, sind fiir die erfindungsgemaRen Zwecke geeignet, sowie Interferon-
Aminosduresequenz- oder Glycosylierungs-Varianten (unter Einschluf von unglycosylierten Formen), solange sie eine antivirale
Aktivitat besitzen. y*Interferon soll aus der gleichen Tierspezies stammen, deren Behandlung beabsichtigtist, davon ¥-Interferon
bekanntist, daB es fiir hestimmte Spezies spezificch ist. Die Interferone sind vorzugsweise im wesentlichen homogen und haben
eine spezifische Aktivitat von mehr als etwa 1 x 10° internationale Einheiten/mg.

Die erfindungsgeméRen pharmazeutischen Zusammensetzungen enthalten, wie bereits erwihnt, bei der therapeutischen
Anwendung von Interferonen, TNF oder LT iibliche pharmazeutisch annehmbare Tréger, wie physiologische Kochsalzlésung
oder 5%ige Dextroselésung, zusammen mit herkémmlichen Stabilisatoren und/oder Exzipientien, wie Humanserumalbumin
oder Mannit. Die Zusammensetzungen werden in Iyophilisierter Form oder in Form von sterilen wilBrigen Losungen
bereitgestellt.

Einige Variable werden vom Fachmann bei der Festlegung der Anteile von a-, g- oder y~Interferon und von TNF-a oder TNF-8, des
Nettoanteils von Interferon zu TNF. der Konzentration von Interferon und TNF in therapeutischen Zusammensetzungen und der
auf kg-Basis verabreichten Dosen berticksichtigt. Zu den therapeutischen Variablen gehdren auch die zu behandelnde
Tierspezies, der Verabreichungsweg und der klinische Zustand des Patienten (einschlieBlich des Zustands und des Grads der
retroviralen Infektion und/oder der ggf. 2u Beginnder Behandiung 2uféllig vorhandener: Infektionen). Interferondosen von etwa

1 bis 50 ug/m? stellen geeignete Anfangsdosen dar. Die tolerierte Dosis wird etwa 25ug/m? nicht {iberschreiten.

Die TNF-und Interferondosen werden zusammen oder getrennt verabreicht. Bei der letztgenannten Verabreichungsform soll das
Interferon zuerst und das TNF innerhalb von 24 Stunden danach verabreicht werden. Es ist auch maglich, TNF und Interferon in

Bekdmpfunq von latent infizierten Zellen, die in die aktive Phase der Infektion eintreten, was entweder auf exogen verabreichte
T-Zellmitogene ode: auf zufélige Infektionen, die zur T-Zellaktivierung fiihren, zuriickzufihren ist. ’
Da die Behandlung mit TNF und Interferon zur Lysis von viral infizierten Zellen fihrt und die Freisetzung von infektiésen Viren
verursachen kann, ist es vorteilhaft, im Verlauf der Therapie Substanzen zu verabreichen, die zur Neutralisation von weiterer
viraler Infektiositat fahig ist. Dies kann durch verschiedene Verfahren erreicht werden. Ein Verfahren besteht darin, im Verlauf der
Therapie Antikérper, z.B. monoklonale oder polyklonale anti-retrovirale Antikérper, vorzugsweise gleichzeitig mit TNF zu
verabreichen. Eine andere M-iglichkeit besteht darin, immunologisch geeignete Patienten gegen Retroviren zu impfen, um aktiv
neutralisierende Antikérper zu induzieren. Ein geeigneter Impfstoff fir diesen Zweck enthilt HIV gp 120 env undistin der
US-Anmeldung 861016 vom 8.5. 1986 beschrieben, Es wird offenbart, daf dieser Impfstoff HIV-neutralisierende Antikorper
induziert, die wiederum bei der vorstehend erwéhnten passiven Immunisierungsstrategie verwendet werden kénnen. Andere
Mittel, die der potentiellen Infektiositit von freigesetzten Viren entgegenwirken, kénnen ebenfalls zusammen mit TNF
verabreicht werden, 2.B. gp 120 env oder Fragmente davon, die eine Bindung mit Jen Zelloberflachenrezeptoren, die
normalerweise durch die in Frage stehenden Retroviren erkannt werden (im Fall von HIV der an T-Helferzellen vorhandene
OKT4*-Zellobe:flachenmarker), eingehen und somit kompetitiv die virale Haftung an den Oberflichen der Zielze'len hemmen.
Die synergistische Antivirus- und Antitumor-Aktivitit von TNF und/oder einem Interferon wird weiter gesteigert, indem man den
Zusammensetzungen eine therapeutisch wirksame Menge einer Abfangsubstan: fiir freie Sauerstoffradikale (unter Einschluf}

Esistbekannt, ds73 Jerartige Enzyme den Abhau von H,0, 2u Wasser und Sauerstoff oder die Resktion H,0; + HO-R-0OH — 2 H,0O
+ O--R-0 katalysieren, wenngleich gegenwartig die Mechanismen, gemif denen diese Mittel die Wirkung von TNF und
Interferon ste’ gern, unbekannt sind. Katalase ist ein Handelsprodukt und kann aus Humangewebe, wie roten Blutkérperchen,
gewonnen werden. Peroxidase kann leicht aus Meerrettich gewonnen werden. Das Mengenverhiitnis der peroxidativ
wirksamen Substanz zu TNF und Interferon betrégt vorzugsweise etwa 1000:1 :0,1 bis 100:50:25, wobei aber die Dosen und
Mengenverhiiltnisse je nach Bedarf unter Berticksichtigung des klinischen Zustands des Patienten und des Verabreichungswegs
sowie unter Berlicksichtigung anderer, dem Fachmann geléufiger Variablen eingestelit werden.
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TNF und Interferone werden auf gleichen oder unterschiedlichen Verabreichungswegen verabfolgt, beispielsweise durch
intravendse, intranasale oder intramuskulére Verabreichung. Einer oder beide Bestandteile kénnen in Form von
Zusammen: etzungen mit verzdgerter Wirkstofffreigabe verabreicht werden, z.B. als Polylactid- oder Polyhydroxylbutyrat-
Implantate uder Lipesomen, gemaR EP-A-172007 oder durch kontinuierliche Infusion. Gegenwartig ist es bevorzugt, TNF und
Interferon in den vorerwéahnten Dosen durch intravenése Infusion zu verabreichen.
Um bei der Anwendung von hohen Dosen die Nebenwirkungen der kombinierten Therapie zu vermeiden, kénnen TNF und
Interferon in Forin einer extrakorporalen Behandlung, die bisher als adoptive Immunotherapie bezeichnet worden ist (US-
Anmeldungen 763657 und 743570 vom 8.8.1985 bzw. 11.6. 1985}, angewandt werden. Bei diesen Verfahren werden
mononuklearc oder lymphozytische Zellen des peripheren Bluts aus dem Blut in einem extrakorporalen Plasmapheresezyklus
abgetrennt, mit Interleukin-2 oder Interferon behandelt und wieder in 4en Patienten infundiert. Die Immunreaktionen des
Patienten gegen maligne Erkrankungen werden durch dieses Verfahrer stimuliert. Fiir die Behandlung von retroviralen
Infektionen wird das gleiche allgemeine Verfahren angewandt, mit der Ausnahme, daft die peripheren Monozyten und/oder
Lymphozyten in Gegenwart von TNF oder TNF und Interferon inkubiest werden. Viral infizierte Zellen werden durch TNF oder
durch die Wirkstoffkombination abgetotet. Die extrakorporalen Zellen kénnen auch mit einem Killerzellen-Aktivierungsmittel,
2.B. einem Lymphzellenmitogen (wie Phytohdmagglutinin) und/oder Interleukin-2 inkubiert werden. Die Zellen werden sodann
gewaschen, in einem Infusionsmedium resuspendiert und dem gleichen Patienten, aus dem,die Zellen gewonnen worden sind,
wieder infundiert. Die Reinfusion kann sich eine Verabreichung von TNF und Interferon, wie sie erfindungsgemaf vorgesehen
ist, anschlieflen. Die optimalen Menger an TNF oder TNF und Interferon und die optimalen Bedingungen fiir die extrakorporale
Behandlung der Lymphzellen der Patienten werden routinemaBig festgelegt, indem man den viralen Titer der Patienten
bestimmt und die Verbesserungen im klinischen Zustand der Patienten ermittelt.
Personen, die als Kandidaten fiir die Behandlung mit den erfindungsgeméRen pharmazeutischen Zusammensetzungen in Frage
kommen, sind solche, bei denen das Risiko einer Belastung mit retroviralen Infektionen besteht, oder die bereits Anzeichen einer
derartigen Infektion zeigen. Hierzu gehéren auch die Personengruppen mit hohem Risiko, wie Homosexuelle, Empfanger von
“intravends zu verabreichenden Arzneimitteln und Drogen und Personen, die Transfusionen oder andere aus Blut hergestelite
Produkte erhalten haben, wobei das Blut nicht auf HIV-Antikérper untersucht worden ist. Zu den Anzeichen fiir eine Belastung mit
Retroviren gehoren die Serokonversion mit Antikérpern gegen HIV, positive Serumtasts auf HIV, mit dem AIDS-Komplex (ARC)
verbundene Symptome und AIDS selbst. Bei AIDS-Patienten kann ggf. eine Diagnose fiir das Kaposi-Sarkom oder andere
maligne Erkrankungen, zuféllige mikrobielle Infektionen, wie Pneumocystis carinii oder , Thrush”, neurale Stérungen ode:
Kachexie {Kréfteverfall), gestelit sein.
I nachstehenden Ausfiihrungsbeispiel handelt es sich bei den Interferonen um Produkte von rekombinanten bakteriellen
Zellkulturen, die auf eine spezifische Aktivitit von etwa 10® Einheiten/mg gereinigt worden sind. TNF-a und TNF-B sind ebenfalls
rekombinante Produkte mit einer spezifischen Aktivitit von etwa 5 x 10’ Einheiten/mg. Auf den Offerbarungsgehalt samtlicher
Literaturzitate wird ausdriicklich hingewiesen.

Ausfithrungsbeispiel

Beispiel 1

Prophylaxe gegen HIV-Infektion

Die OKT4"-positiven Human-T-Zell-L.eukamie-Zellinien H9, HuT 78 und U937 wurden in Suspension mit RPMI-1640-Medium bei
37°C geziichtet. Die Kulturen wurden zur Abtrennung der Zellen vom Medium zentrifugiert, und die Zellen wurden in frischem
RPMI-1640 mit einer Dichte von 1 x 10%/ml resuspendiert. Eine ausreichende Menge an TNF-a und y:Interferon wurde zu der
resuspendierten Kultur zugesetzt, um 0,1 ug/mt TNF-a und 0,1 pg/ml y:Interferon zu erreichen. Die Kombination aus TNF-a und
Y-Interferon war gegeniiber nicht infizierten HuT 78- und H9-Z2llen nicht toxisch. Die Kultur wurde sodann 24 Stunden bei 37°C
inkubiert, wonach 1 x 10°cpm-Einheiten an H.v/ml zugesetzt wurden. Die cpm-Einheiten wurden durch die reverse
Transkriptase-Aktivitat bestimmt (31); jede Einheit ist so kalibriert, daR sie die reverse Transkriptase-Aktivitit v¢ n einem Virion
darstellt. Nach weiterer 3tdgiger Inkubation bei 37°C wurden die Zellen durch indirekte Immunofluoreszenz einera Screening auf
virale Antigene unterworfen, wobei ein monoklonaler Mause-Antikorper gegen p 24 (Kern)-Protein von HIV und markiertes
Ziegen-anti-Mduse-linmunoglobulin verwendet wurde (32). Die Ergebnisse von Replikaversuchen werden nachstehend als
prozentuale Anteile der Zellen, die HIV-Kernprotein enthalten, angegeben.

Tabelle | .
Mittel % infizierte Zellen

HuT78 H9 U937

1 2 1 2 1 2
Kontrolle 54 68 48 36 1 14
TNF-a ' 27 34 32 18 7 8
y-Interferon 63 51 42 41 12 1
TNF-aundrinterferon 1 8 4 3 2 1

Die Ergebnisse zeigen, daf die Kombinationstherapie mit TNF und Interferon sehr wirksam in bezug auf eine Verhinderung einer
HIV-Infektion bei ansonsten empfindlichen T-Zellen ist.
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Beispiel 2

Behandlung von HIV-infiziertan Zellen

1 x 10°H9- und RMPI-1788-Lymphoblastoidzellen/mi RPMI-1640-Medium wurden mit 1 x 10°cpm HIV/mlin Gegenwart von
1ug/ml Polybrene zur Verstirkung des prozentualen Anteils an mit HIV infizierten Zellen versetat. Diese Zellen wurden etwa 30
Tage geziichtet, wobei jeweils nach 3 bis 5 Tagen das Kulturmedium ersetzt wurde und Zellen etwa 1mal pro Woche einer
Subkultur unterworfen wurden. Ausreichende Mengen an TNF-a und ¥-Interferon wurden im wesentlichen gleichzeitig zu den
Kulturen mit einem Gehalt an 1 x 10° Zellen/m| zugegeben, un die in Tabetle Il angegebenen Konzentrationen zu erreichen,
Kombinationen von TNF-q und ¥-Interferon in diesen Konzentrationen waren gegen nichtinfizierte H9- und RPMI-1788-Zellen
nichtzytotoxisch. Die Kulturen wurden 3 Tage bei 37°Cinkubiert und anschlieBend zur Bestimmung des prozentualen Anteils an
lebensfahigen Zellen durch Férbung mit Trypanblau getestet. Die Ergebnisse von Replikaversuchen sind in Tabelle Il
zusammengestellt (ND = nicht durchgefiihrt),

Tabelle i
Mittel Konzentration % lebensfihige Zellen
H9 1788
1 2 1 2
Kontrolle 89 76 95 86
TNF-a 1,0ng/mi ND ND 90 81
0,1 pg/ml 85 74 81 76
y-Interferon 1,0ng/ml ND ND 83 84
0,1pg/mi 85 74 80 82
TNF-aund 1,0ng/ml ND ND 68 72
Y-Interferon 0,11g/ml 50 42 34 53

Diese Ergebnisse zeigen eine konzentrationsabhéingige, synergistische Abtétung von viral infizierten Zellen durch
Kombinationen aus TNF und Interferon undin einem ge.ingeren Umfang durch TNF-a allein. Dies beweist in Kombination mit
der bei nichtinfizierten Zellen erzielten Schutzwirkung durch Verabreichung von TNF oder von Kombinationspraparaten den
Wert der TNF-Priparate oder Kombinationspraparate bei der Therapie von retroviralen Infektionen.

Beispiel 3

Verringerung der HIV-Replikation durch TNF- und Kombinationspriparate

HuT78-Zellen wurden jeweils mit 0,1pg/mt TNf-a und y-Interferon behandelt und sodann gemaR Beispiel 1 mit HIV infiziert,
Nach 2tagiger Inkubation bei 37°C wurde das gesamte RNA aus den HIV-infizierten Zellen auf folgende Weise extrahiert. Die
Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 0,35 ml TSM-Puffer (10 millimolar Tris, pH-Wert 7,5,0,15m NaCl, 2 millimolar MgCl,)
miteinem Gehal\ an 0,5% NP-40 und 17 i VRC (BRL) von etwa 0°C resuspendiert. Nach 3 bis 5 Minuten wurden die Nuclei durch
Zentrifugation von den lysierten Zellen abgetrennt, Der mHNA enthaltende Uberstand wurde mit 0,35ml TSE-Puffer

(19 millimolar Tris, pH-Wer¢ 7,5,0,15m NaCl, 5 millimolar EDTA) mit einem Gehalt an 1% SDS versetzt und 3mal mit 0,7ml
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (24:24:1) extrahiert. Das Phenol wurde mit Wasser und 0,1% #-OH-Chinolin dquilibriert,
RNA wurde aus der waflrigen Phase mit Athanol und Natriumacetat gefillit. Poly(A)-RNA wurde durch Oligo(dT)-
Celluloseelektrophorese hergestellt (36). Eine Nor(hern-Hybridisierung unter Verwendung von 1 Hg RNA/Bahn wurde gemaR
(37) durchgefiihrt Die in Fig. 1 dargesteliten Ergebnisse zeigen, daf} die TNF-a-Vorbehandlung dazu in der Lage war, das
Auftreten von HIV-RNA in Wirtszellen 2u unterdriicken, daf3 aher weitaus weniger RNA auftrat, wenn TNF und Interferon
zusammen verwendet wurden. Diese Ergebnisse stimmen mit den in Tabelle | enthaltenen Infektiositatsdaten iiberein. Keine
Verdnderung in Actin-mRNA (ein Strukturprotein) wurde mit oder ohne TNF und Interferonbehandlung beobachtet, was zeigt,
daR die Wirkung von TNF-q und Interferon mehr auf den Virus und nicht auf das Zellwachstum im allgemeinen ausgerichtet ist,

Beispiel 4

Bericht iiber die Therapie von AIDS- und ARC-Patienten

Ménnliche Patienten, die au* HIV-Antikérper seropositiv waren und deren Blut in vitro zslikulturpositiv auf einen nachweisbaren

HIV-Titer war, waren an der Untersuchung beteiligt. Diese Patienten wiesen im allgemeinen eine Symptomatologie auf, die mit

AIDS oder ARC Gbereinstimmte, und zeigten eine Serokonversion in bezug auf HIV-Antikérper. Die Behandlungsgruppe wurde

in 3 Untergruppen auf der Grundlage der folgenden Behandlungsvariablen eingeteilt:

1. Gleichzeitige cder sequentielle TNF- und Interferonbehandlung.

2. Intravendse oder intramuskulire Injektion undim Fall der intravenésen Injektion durch einen Bolus oder durch kontinuierliche
Infusion (1,2, 5 und 10 Tage).

3. Dosierung {iber Stunden, beginnend mit 1 ug/m? TNF und 1 ng/m? Interferon, ansteigend auf 5, 10, 25, 50 . .. pg/m? der
einzelnen Mittel, je nach Vertraglichkeit.

4. Verhiltnisse von TNF zu Interferon: 1:100 bis 100:1.

. Wiederholung von Behandlungszyklen: 1-5 mit dazwischenliegenden Behandlungspausen von 1, 2,5 oder 10 Tagen.

6. Auswahl und Anteile der Interferontypen: a und {= 1:10 bis 10:11 B und Y= 1:10bis 10:1; ¥ aoder B allein 1:1:1 bis 10:1:1
bis 1:5:5,

[32)
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Ein geeignetes Dosierungsschema umfaRt die Behandlung von ARC-Patienten mit einer Xombination von TNF-q, ¥interferon
unda-interferon. Die Kombination wurde durch kontinuierliche Infusion unter Arwendung einer intravendsen Infusionspumpe,
die so kalibriert war, daB eins Dosierung von i bis 10pg/m?%/24h TNF-q, 1 bis 10pg/m?%24h pInterferon und 1 bis 10pg/m?/24h
a-Interferon abgegeben wurden, verabreicht. Die Patienten konnten je nach Vertraglichkeit auf héhere Dosen gebracht werden.
Disse Infusion wurde 1 Woche fortgesetzt. AnschlieRend blieben die Patienten 1 Wache unbehandelt, wonach die Infusion
wiederholt wurde. Nebenwirkungen, - sie Fieber, Schiittelfrost und dgl. wurden durch herkémmliche MaRnahmen oder durch
Verringerung der Dosis behandelt, Bai Verwendung von anti-HIV-Antikérper oder gp120env als antivirale Mitte! in Kombination
mit den vorerwahnten Praparaten, waren der Antikérper oder das env-Polypeptid in einer Dosis vorhanden, die so berechnet
war, dafd sie zur Bek&mpfung der durch die kombinierte Therapie freigesetzten Virionen in der Lage war. Dies héngt von der
Affinitat des Antikérpers fir die Virionen sowie rom Neutralisationstiter und dem viralen Titer des Patienten ab. Die Festlegung
geeigneter Dosen liegt innerhalb des Kénnens des Fachmanns. '

Der klinische Zustand und die viralen Infektionstiter der Patienten wurden wiahrend und nach der Behandlung aufgezeichnet. In
Ubereinslimmung mit den in vitro-Untersuchungen der Beispiele 1 bis 3 wurden die Immunsituation und der virale Titer eines
statistisch signifikanten Anteils der Patienten durch die Behandiung verbessert.

Beispiel 5

Steigerung der antiviralen Aktivitat von y-Interferon und/oder TNF-a durch Katalase

A549-Zellen wurden in Muldentabletts mit 96 Mulden {Falcon Plastics} in einer Menge von 2 x 10* Zellen/Muide 24 h vor der
Inkubation mit den Testproben gebracht. Die Testproben entsprachen den Angaben von Fig. 2 (,,CAT" bedeutet Katalase). Die
Proben enthielten ansonsten Dulbecco-modifiziertes Eagle-Medium (DME), das mit 6% hitzeinaktiviertem, fotalem Kélberserum
(FCS}, Glutamin (2 millimolar), Peniciilin (100U/ml) und Streptomycin (100 ug/ml) erganzt war. Nach 18stiindiger Inkubation bei
37°C wurde der Kult'iriiberstand jeweils durch frisches DME-Medium, s frei von Interferon, TNF oder Katalasz war, aber
jeweils 2% fotate Kélberserum und EMC-Virus mit einem Infektionsfaktor (,,MOI” ist das Verhiltnis von infektidsem Virus/Zelle)
von 1 enthielt, ersetzt. Der zytopathische Effekt (CPE) wurde bestimmt, indern die lebensfahigen Zellen mit Kristaliviolett
-angefdrbt wurden, und der Titer wurde quantitativ unter Verwendung eines selbsttatigen Mikroelisa-Ablesegeriits (MR 580,
Dynatech) festgehalten und ferner visuell bestétigt. Der antivirale CPE-Titer wurde als der reziproke Wert der ermittelten
Verdiinnung, bei der 50% der zytopathischen Vorgénge in der Zelle gshemmt wurden, ausgedriickt und gegen den
internationalen Vergleichsstandard von y-Humaninterferon {Nr.Gg 23-901-530) standardisiert.

Wie aus Fig. 2 hervorgeht, wurde durch Katalase die antivirale Wirkung von y-Interferon und TNF-a drastisch und synergistisch
verstérkt. Diese Wirkung ist nicht auf den EMC-Virus allein beschrénkt. Sie wurde bei einer Reihe von permissiven Zellen und
Viren beobachtet.
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Antivirale Akxtivitat (CPE,Einheiten/ml)
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