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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft die Verwendung von 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) und/oder
ihrer physiologisch vertraglichen Salze zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krebserkrankungen.

[0002] In der Statistik der Todesursachen ist Krebs seit der Jahrhundertwende in den Industrielandern von der
siebten auf die zweite Stelle vorgertickt. Trotz enormer Forschungsaufwendungen sterben in der Bundesrepu-
blik Deutschland jahrlich etwa 160.000 Menschen an Krebs. In den Vereinigten Staaten werden jahrlich etwa
600.000 neue Krebsfalle diagnostiziert.

[0003] Die Abwehr von Krebserkrankungen ist zum einen durch persoénliche Risikofaktoren eines Individuums
und zum anderen durch die Mdglichkeiten einer therapeutischen Intervention gekennzeichnet.

[0004] Viele der bekannten Antikrebsmittel besitzen starke Nebenwirkungen, wodurch bei der Krebsbehand-
lung gesunde Organe geschwacht und/oder geschadigt werden.

[0005] Somit besteht ein dringendes Bediirfnis, Substanzen fiir die Behandlung und Prophylaxe von Krebser-
krankungen zur Verfligung zu stellen, welche keine starken Nebenwirkungen aufweisen.

Aufgabenstellung

[0006] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, eine physiologisch vertragliche Substanz zur Be-
handlung und/oder Prophylaxe von Krebserkrankungen zur Verfligung zu stellen.

[0007] Diese Aufgabe wird erfindungsgemal durch die Verwendung von 2-Methylthiazolidin-2,4-dicarbon-
saure (2-MTDC) und/oder ihrer physiologisch vertraglichen Salze als physiologisch vertragliche Substanz zur
Behandlung und/oder Prophylaxe von Krebserkrankungen gelést.

Stand der Technik

[0008] Die Synthese von 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC , ihre Verwendung als Hepatopro-
tektivum, sowie die Herstellung von 2-Methylthiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) enthaltenden Arzneimit-
ten in Form von Dragees oder Salben sind aus DE-OS 21 16 629 bekannt. 2-MTDC ist fur einige Anwendungen
als Arzneimittel vorgeschlagen worden. So offenbart EP 989 16 811 die Verwendung von 2-Methyl-thiazoli-
din-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) als Mukolytikum und EP 989 16 809 beschreibt ein Kombinationspraparat
aus 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) und Paracetamol.

[0009] Uber die giinstigen Einfliisse von 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonséure (2-MTDC) und ihrer physio-
logisch vertraglichen Salze zur Pravention der Krebserkrankungen und als Therapeutikum bei Krebserkran-
kungen und/oder zur Reduktion der Nebenwirkungen von Cytostatika war bisher nichts bekannt.

[0010] Uberraschenderweise wurde gefunden, dass 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonséure (2-MTDC)
und/oder ihre physiologisch vertraglichen Salze zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krebserkrankungen
wirkungsvoll eingesetzt werden kénnen.

[0011] In Tierversuchen konnte belegt werden, dass 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC)
und/oder ihre physiologisch vertraglichen Salze den Fortgang von Krebserkrankungen verlangsamt oder sogar
aufhalt.

[0012] Diese Studien wurden an mehreren tierexperimentelle Tumormodellen durchgefiihrt. Als Testsysteme
galten Maus, Ratte und Hamster. Untersucht wurden unter anderem Hautpapillome, Brustadenokarzinome,
Luftréhrenkrebs, Lungenadenokarzinome sowie Colonkarzinome und Blasenkrebs.

[0013] Die Wirkungsweise von 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) ist noch nicht genau be-
kannt. Es wird jedoch vermutet, dass 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) als "pro-drug" zur Frei-
setzung von L-Cystein dient, welches weiter zu Glutathion (y-Glutamylcysteinylglycin, GSH) umgesetzt wird,
dem die Funktion eines Radikalfangers zugeschrieben wird.

[0014] Daher besteht ein praventiver Ansatz bei Krebserkrankungen darin, dass mutagene Substanzen wie
beispielsweise Nitrit- oder Nitrosoverbindungen mittels Radikalfanger abgefangen werden, bevor sie im Korper
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ihre schadigende Wirkung entfalten. Dies gelingt mit Antioxidantien wie kérpereigenem Glutathion (GSH) oder
synthetischem N-Acetylcystein (NAC).

[0015] Darmbakterien sind eine relevante Quelle fiir kdrpereigenes Glutathion (GSH). Bei einer Krebsthera-
pie ist daher darauf zu achten, dass die korpereigenen Quellen fir Glutathion oder andere Radikalfanger ge-
schont und nicht beispielsweise durch eine Chemotherapie zusatzlich geschwacht werden, so dass keine zu-
satzliche Beeintrachtigung der Versorgung mit Glutathion (GSH) eintritt.

[0016] Glutathion (y-Glutamylcysteinylglycin, GSH) ist die wichtigste natiirliche Substanz, um die fir die Kor-
perzellen giftigen Sauerstoffradikale, die bei zahlreichen oxidativen Enzymreaktionen gebildet werden, abzu-
fangen und zu beseitigen. Glutathion (GSH) kommt in jeder Kérperzelle in hohen Konzentrationen vor, was ver-
standlich ist, weil anderenfalls die entstandenen Sauerstoffradikale Bestandteile der Zellmembran zerstéren
wirden, aber auch andere, intrazelluldare Vorgange einschlieBlich Reparaturmechanismen im Bereich der
Gene blockieren wirden. Eine ungehinderte Wirkung der Sauerstoffradikale fihrt zum Zelluntergang.

[0017] Da reaktive Sauerstoffspezies (Sauerstoffradikale) die Karzinogenese beschleunigen, ist ein Abfan-
gen dieser Molekule ein weiterer Mechanismus, Uber den Glutathion (GSH) praventiv wirkt.

[0018] Eine entsprechende Wirkung wird auch dem N-Acetylcystein zugeschrieben. N-Acetylcystein enthalt
L-Cystein in maskierter Form, welches nach seiner Freisetzung im Koérper in Glutathion (GSH) umgewandelt
werden kann.

[0019] Zudem wurde eine weitere wichtige protektive Wirkung von Glutathion (GSH) und N-Acetylcystein
(NAC) im Zusammenhang mit der Krebsentstehung beobachtet. Man fand, dass in Leberzellen die Zerstérung
des genetischen Materials durch Bestrahlung und Karzinogene (z.B. 2AAF) bei gleichzeitiger Gabe von N-Ace-
tylcystein (NAC) vermindert werden konnte.

[0020] AufRer diesen protektiven Wirkungen zur Verhinderung der Entstehung von Krebs kann Glutathion
(GSH) auch das Wachstum bereits entstandener Tumore vermindern. Auch N-Acetylcystein (NAC) war in meh-
reren tierexperimentellen Tumormodellen in diesem Sinne wirksam. Bei Patienten mit Lungen- oder Brustkrebs
wurden in einem relativ friihen Stadium der Erkrankung deutlich verminderte Blutspiegel an L-Cystein und an-
deren Aminosauren nachgewiesen (Zhang P.C., Pang C.P., Clin. Chem. 38, 1198-1199, 1992). Eine solche
Verminderung wurde auch in C57BL/6-Mausen mit Fibrosarkom gefunden (Hack V., Gross A., Kinscherf R.,
Bockstette M., Fiers W., Becke G. und Drége W., FASEB J. 10, 1219-1226, 1996).

[0021] Uber die Wirkungsmechanismen herrscht noch eine gewisse Unklarheit. In Bakterien wurde beobach-
tet, dass N-Acetylcystein (NAC) spontane und beispielsweise durch Bestrahlung induzierte Mutationen sowie
die Bildung von komplexen zwischen karzinogen wirkenden Substanzen und dem Erbmaterial (DNS) hemmt.
In diesen Studien konnte auch eine Verzégerung der Entwicklung oder eine véllige Unterdriickung von Tumo-
ren durch N-Acetylcystein (NAC) festgestellt werden.

[0022] Die Reduktion der unerwiinschten Wirkungen von Cytostatika durch Gabe von thiolhaltigen Substan-
zen ist ein weiteres, vielversprechendes Anwendungsgebiet. Beispielsweise wurden Patienten mit Lungen-
krebs mit Epirubicin behandelt. Bei gleichzeitiger Behandlung mit N-Acetylcystein (NAC) wurden die kardioto-
xischen, unerwiinschten Wirkungen von Epirubicin vermieden (Cipri A., Peverini M., Schiavo B. und Pozzar F.,
Eur. Respiration J. 7 (Suppl. 8) 391 s 1994).

[0023] In einer Langzeitstudie wurde in Europa N-Acetylcystein (NAC) multizentrisch als praventives Medika-
ment bei Risikopatienten fiir ein Lungenkarzinom getestet (EUROSCAN). Das Ergebnis war, dass N-Acetylcy-
stein (NAC) zumindest in Forschungsstudien fur diese Indikation vielversprechend ist (Van Zandwijk N., J. of
Cellular Biochemistry 58, Suppl. 22, 24-32, 1995).

[0024] Nach dem derzeitigen Kenntnisstand ist die Wirkungsweise von 2-Methylthiazolidin-2,4-dicarbonsaure
(2-MTDC) noch nicht vollstandig aufgeklart. Es kann jedoch eine dem N-Acetylcystein (NAC) aquivalente Wir-
kungsweise angenommen werden, welche zu dem Schlisselmolekil Glutathion (GSH) fuhrt. Dieses ist in der
Lage, Radikale und vorrangig Sauerstoffradikale unschadlich zu machen. Geht man von diesem recht unvoll-
kommenen und noch viele Fragen aufwertenden Wirkmechanismus aus, so sollte als vorrangiges Forschungs-
ziel die Bereitstellung und Verwendung von Substanzen geférdert werden, welche im Kérper in kontrollierter
Weise und ohne Auftreten toxischer Produkte L-Cystein in bendétigter Menge und am rechten Ort freisetzen.
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[0025] Die bekannten und bisher angewandten Verbindungen des Standes der Technik erfiillen diese Aufga-
be nur unzureichend.

[0026] Um diesen therapeutischen Ansatz zu realisieren, lage es nahe, die natlrliche Substanz Glutathion
(GSH) zu applizieren. Glutathion kommt jedoch selbst nicht in Frage, weil es zum einen im Magen zerstort wir-
de und zum anderen nicht in die Zellen hineintransportiert werden kann. Die Zellen verfligen Uber keinen ent-
sprechenden Transportmechanismus.

[0027] Eine direkte Applikation von L-Cystein verbietet sich ebenfalls, weil L-Cystein giftig ist, wie in Zellkul-
turen und am Beispiel neugeborener Mause und Ratten gezeigt werden konnte. Die Applikation des giftigen
L-Cysteins fuhrt zum Absterben von Hirnzellen (Karlsen R.L., Grofova Y., Malthe-Sorensen D. und Farnum E.,
Exp. Brain. Res. 208, 167-180, 1981). Eine Mdglichkeit, diese Toxizitdt zu umgehen, ist die Applikation einer
sogenannten "pro-drug", also eines Vorlaufermedikaments, aus dem die wirksame Aminoséaure erst im Korper
kontrolliert freigesetzt wird.

[0028] Die Substanzen Glutathion (GSH) oder L-Cystein missen also durch Vorstufen substituiert werden,
die im Kérper in L-Cystein umgewandelt werden kdnnen, das dann fiir die Synthese von Glutathion zur Verfu-
gung steht. Die bekannteste Vorstufe ist N-Acetylcystein (NAC).

[0029] Die Freisetzung von L-Cystein aus N-Acetylcystein (NAC) erfolgt nur zu einem geringen Teil durch Hy-
drolyse. Vorwiegend erfolgt die Freisetzung durch eine Aminosauren-N-Deacylase, die beispielsweise im Cy-
tosol von Leberzellen nachgewiesen werden konnte (Wlodek, L., Rommelspacher, N., Susilo, R., Radomski,
J. und Hoefle, G., Biochem. Pharmacol. 46, 917-928, 1993).

[0030] Im allgemeinen wird davon ausgegangen, dass es sich bei N-Acetylcystein (NAC) um ein Medikament
geringer Toxizitat handelt. Allerdings gibt es einige, jedoch wenig beachtete Berichte, welche belegen, dass
das Toxizitatsrisiko von N-Acetylcystein (NAC) unterschatzt wird (Estrela J.M., Saez G.T., Such L. und Vina J.,
Biochem. Pharmacol. 32, 3483-3485, 1983 und Vina J., Romero F.J., Saez G.T., Pallardo F.V., Experimentia
39, 164-165, 1983).

[0031] Aufgrund des beschriebenen Risikos toxischer Reaktionen, ist es unerlasslich, nach Alternativen zu
N-Acetylcystein (NAC) Ausschau zu halten.

[0032] Eine Alternative zu N-Acetylcystein (NAC) kénnten Thiazolidine sein, welche ein Vorstufenmedika-
ment zu Glutathion (GSH) darstellen.

[0033] Die Kondensation von Carbonylgruppen enthaltenden Stoffen mit L-Cystein zu Thiazolidinen wurde
bereits beschrieben (Susilo R., Rommelspacher H. und Hoefle G., Journal of Neurochem. 52, 1793-1800,
1989). Wichtig ist dabei, dass die Thiazolidine ein Reservoir fir L-Cystein bilden, aus dem bei Bedarf die Ami-
nosaure freigesetzt werden kann.

[0034] Ein strukturell einfaches Thiazolidin ist das Kondensationsprodukt zwischen Formaldehyd und L-Cy-
stein. Metaboliten dieser Substanz stellten sich allerdings als neurotoxisch heraus.

[0035] Das Kondensationsprodukt zwischen Acetaldehyd und L-Cystein ist als ein Vorlaufermedikament
ebenfalls ungeeignet, da es unter physiologischen Bedingungen spontan in seine Komponenten zerfallt (Wlo-
dek L., Rommelspacher H., Susilo R., Radomski J. und Hoefle G., Biochem. Pharmacol. 46, 917-928, 1993).

[0036] Da die beschriebenen Thiazolidine den pharmakologischen Anforderungen nicht gerecht werden, be-
darf es der Suche nach pharmakologisch einsetzbaren Thiazolidinderivaten.

[0037] Es wurde nun gefunden, dass das Kondensationsprodukt aus Brenztraubensaure und L-Cystein die
aufgestellten Anforderungen am besten erflllt. Bei der Freisetzung von L-Cystein aus 2-Methyl-thiazoli-
din-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) entsteht als Nebenprodukt physiologisch unbedenkliches Pyruvat. Pyruvat ist
eine physiologische Substanz, die im Kdrper in den freigesetzten Mengen voéllig unschadlich ist. 2-Methyl-thi-
azolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) zeichnet sich deshalb im Gegensatz zu N-Acetylcystein (NAC) durch
eine sehr gute Vertraglichkeit aus. Es gibt sogar Hinweise auf eine protektive Wirkung von Pyruvat (Rastellini
C., Cicalese L., Zeevi A., Matten C., Stauko R.T., Starzl T.E. und Rao A.S., Transplantation Proceedings 27,
3383-3384, 1995). Pyruvat entsteht unter physiologischen Bedingungen aus Glucose und wird im Zitronensau-
rezyklus zur Energiegewinnung der Zelle bendtigt.
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Ausflihrungsbeispiel

[0038] Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass die Behandlung mit 2-Methylthiazolidin-2,4-dicarbon-
saure (2-MTDC) nicht nur die Zerstérung des zellularen Abwehrsystems verhindert, wie am Beispiel von Le-
berzellen gezeigt werden konnte (Wlodek L. und Rommelspacher N., Alcohol and Alcoholism 29, 649-657,
1994), sondern dass auch ein langanhaltender Effekt dieser schitzenden Wirkung von 2-Methyl-thiazoli-
din-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) erzielt wird.

[0039] Die Freisetzung von L-Cystein und die Bildung von Glutathion (GSH) war noch nach 12 Stunden im
Lebergewebe von Mausen nachweisbar (2-MTDC 1,2 mmol/kg, intraperitoneal appliziert), fihrte nach 12 Stun-
den zu einer Erhéhung des GSH-Spiegels auf 112,0% (P<0,01). Die intraperitoneale Applikation von 2,4 mmol
2-MTDC pro kg Kérpernassgewicht fuhrte zu einer Erhéhung des GSH-Spiegels in der Leber auf 154,5% der
Referenzwerte, P<0,001. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengestellt.
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[0040] Diese Beobachtungen sprechen fiir eine enzymatisch regulierte Freisetzung von L-Cystein aus 2-Me-
thyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC). Dies fuhrt zu einer dem Bedarf des Korpers angepassten, dosis-
abhangigen Freisetzung von L-Cystein. Dadurch werden sehr hohe Konzentrationen des giftigen L-Cysteins
vermieden, wie sie beispielsweise nach einer Dauertherapie mit N-Acetylcystein (NAC) beobachtet werden.
Dies tragt ebenfalls zu einer besseren Vertraglichkeit von 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC)
bei.

[0041] Aufgrund der wahrscheinlich enzymatisch regulierten Freisetzung von L-Cystein aus 2-Methyl-thiazo-
lidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) unter Abspaltung des physiologisch unbedenklichen Pyruvats zur kontrol-
lierten dosisabhangigen Nachlieferung von vom Organismus benétigtem L-Cystein, ist 2-Methyl-thiazoli-
din-2,4-dicarbonsaure (2MTDC) den bisher bekannten Verbindungen, wie N-Acetylcystein (NAC), deutlich
Uberlegen.

[0042] Die vom N-Acetylcystein (NAC) bekannten toxischen Nebenwirkungen kénnen durch die Verwendung
von 2-Methylthiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) deutlich verringert bzw. sogar vermieden werden.

[0043] Legt man die bisher erforschte Wirkungsweise von N-Acetylcystein (NAC) zugrunde, so ist verstand-
lich, dass auch 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) eine Reduktion der Bildung der freien Radi-
kale und eine Erhéhung der Sulfhydrylgruppen-Konzentration im Organismus hervorruft. Dies flhrt zu einer cy-
toprotektiven Wirkung dieser Verbindung.

[0044] 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) flhrt daher zu einer Reduktion der Nebenwirkungen
von Cytostatika durch Minderung oder Beseitigung des Thiolgruppendefizits, welches sich in einem Mangel an
L-Cystein und/oder Glutathion (GSH) aulert.

[0045] Die Tabellen 2 bis 4 zeigen die Ergebnisse von in vitro und in vivo Untersuchungen von 2-Methyl-thi-
azolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) in verschiedenen Tumorzell-Assays und Tumormodellen. Im einzelnen
wurde 2-MTDC in humanen einschichtigen Tumorzell-Assays (Tabelle 2), in koloniebildenden Tumorzell-As-
says (Tabelle 3) und in Tumormodellen an der Nacktmaus untersucht. Gezeigt sind die wesentlichen Resultate,
d.h. im Testverlauf positiv ausgefallene Ergebnisse.

Tabelle 2: In vitro: einschichtige Tumorzell-Assays

Tumor Zellinie Histologie in der Nacktmaus |Ergebnis / Konzentration
in ug/ml

ZNS SF 268 Glioblastom +++ /100

Lunge-NSC |H 460 Grof3zelliges Karzinom +++ /100

Niere RXF 393L |Hypernephrom ++ /100

++: in vitro Uberleben der Tumorzellen des Test- versus Kontrollansatzes unter 30%

+++: jn vitro Uberleben der Tumorzeilen des Test- versus Kontrollansatzes unter 10%

[0046] In den einschichtigen Tumorzell-Assays der Tabelle 2 wurden bei der Glioblastomzellinie SF 268 und
der groRzelligen Lungenkarzinom-Zellinie H 460 eine hohe antiproliferative Aktivitdt und bei der Nierenkarzi-
nom-Zellinie RXF 393L eine moderate antiproliferative Aktivitdt nachgewiesen.

Tabelle 3: In vitro: kolonie-bildende Tumorzell-Assays

Tumor Zellinie Histologie in der Nacktmaus | Ergebnis / Konzentration
in pg/ml

Niere RXF 944 |Hypernephrom + /300 |

Kopf/Hals |HNXF 908 | Kopf/Hals-Adenokarzinom + /300

+: in vitro Uberleben der Tumorzellen des Test- versus Kontrollansatzes unter 30%

[0047] In den kolonie-bildenden Tumorzell-Assays der Tabelle 3 wurden bei der Nierenkarzinom-Zellinie RXF
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944 und der Kopf- und Hals-Karzinom-Zellinie HNXF 908 eine antiproliferative Aktivitat nachgewiesen.

Tabelle 4: In vivo: Tumormodelle in der Nacktmaus

Tumor Zellinie Histologie in der Nacktmaus |[Ergebnis / Dosis
in mg/kg/Tag
Lunge-NSC |LXFL 529L |GroRzelliges Karzinom, +/1000’
fortgeschrittenes Stadium

+. Aktivitatseinstufung: Tumorhemmung (Tumorvolumen der Test- versus Kontrollgruppe zwischen
25 und 50%)

. 53% Tumorhemmung = 47% des Tumorvolumens von Test- versus Kontroligruppe

*

[0048] Im Tumormodell der Tabelle 4 konnte eine tumorhemmende Wirkung von 53% im fortgeschrittenen
Stadium des grof3zelligen Lungenkarzinoms aus der Zellinie LXFL 529L in der Nacktmaus nachgewiesen wer-
den.

[0049] Zusammenfassend erweisen sich aus den oben dargestellten Untersuchungen die Tumorarten Hirn-
karzinom/Glioblastom, grof3zelliges Lungenkarzinom, Karzinome der Kopf-/Halsregion und das Nierenzellkar-
zinom als potentielle Anwendungsmdglichkeit von 2-MTDC.

[0050] Folglich ist der Einsatz von 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure (2-MTDC) zur Pravention und ge-
gen Progression der Krebserkrankungen sowie zur Reduktion der unerwiinschten Wirkungen bei einer Cyto-
statikatherapie medizinisch und wissenschaftlich sinnvoll und empfehlenswert.

Patentanspriiche

1. Verwendung von 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure und/oder ihrer physiologisch vertraglichen Sal-
ze zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krebserkrankungen.

2. Verwendung von 2-Methyl-thiazolidin-2,4-dicarbonsaure und/oder ihrer physiologisch vertraglichen Sal-
ze nach Anspruch 1 zur Behandlung von Lungen- und Nierenkrebs.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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