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Et farmaceuzisk produkt, som omfatter et interferon og en forbindelse
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eller et prodrug eller et flmaceut:l;k acceptabelt salc, phosphates-
ter og/eller acylderivat af hver af disse, kan benyttes som et kom-
binazionspraparat til samtidig, separat eller successiv anvendelse

ved entiviral terapi.
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Den foreliggende opfindelse angar farmaceutiske produkter med anti-

viral aktivitet.

T EP 141927 beskrives en forbindelse med formlen A

(CH2)2

HO-CH_-CH~ -
2 CH CH2 OH

5
og salte, phosphatestere og acylderivater deraf som antivirale mid-
ler.
Prodrugs af forbindelsen med formlen A har formlen B
X
N
N
L
N ,ﬁl\u B
L .
(CHZ)Z
HO-CHZ—CH-CHZ-OH
10

og salte og derivater deraf som angivet under formel A, hvor X er
Cqy.g-alkoxy, NHy eller hydrogen. De forbindelser med formlen B, hvor
X er Cl_s-alkoxy eller NHy, er beskrevet i EP 141927, og den forbin-
delse med formlen B, hvor X er hydrogen, er beskrevet i EP 182024. Et
15 sarlig foretrukket eksempel pa en forbindelse med formlen B er den,
hvor X er hydrogen, og hvor de to OH-grupper er i form af acetylderi-

vater, hvilket er beskrevet i eksempel 2 i EP 182024.

Interferoner er proteiner, der produceres af forskellige typer pat-
tedyrceller eller ved genetiske manipulationsmetoder. Deres egenska-
20 ber, kemiske natur og fremgangsmider til fremstilling og isolering
deraf er i de senere ir blevet grundigt undersegt og dokumenteret pa
grund af deres potentielt vardifulde terapeutiske egenskaber (jfr. E.

Knight Jr., "Purification and characterisation of Interferons" i
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Interferon 2, 1980, red. I. Gressor, Academic Press, London; og Anti-

viral Research, 6 (1986) 1-17).

Det har nu vist sig, at en kombination af et interferon og en
forbindelse med formlen A eller et prodrug eller et farmaceutisk
acceptabelt salt og/eller derivat som defineret ovenfor, af hver af
disse har god antiviral virkning. Virkningen af kombinationen er
storre end det, der kunne forventes pid grundlag af de antivirale
virkninger af bestanddelene hver for sig, og der frembringes

tilsyneladende en synergistisk virkning.

Den foreliggende opfindelse angdr siledes et farmaceutisk produkt,

der omfatter et interferon og en forbindelse med formlen A

o}

N

LN
NN/NH A
i 2

(cn2)2

HO-CHz-CH-CHZ-OH

eller et prodrug eller et farmaceutisk acceptabelt salt, phosphates-
ter og/eller acylderivat af hver af disse som et kombinationsprapa-
rat til samtidig, separat eller successiv anvendelse ved antiviral

terapi. Saltet er fortrinsvis natriumsaltet.

I et foretrukket aspekt administreres de aktive bestanddele i produk-

tet samtidig.

Den foreliggende opfindelse angir endvidere et farmaceutisk praparat,
der omfatter et interferon og en forbindelse med formlen A eller et
prodrug, salt og/eller derivat deraf sammen med en farmaceutisk ac-

ceptabel barer.

Opfindelsen angar yderligere anvendelse af et interferon og en for-
bindelse med formlen A eller et prodrug eller et salt og/eller deri-

vat deraf som angivet ovenfor til fremstilling af et kombinationspra-
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parat til samtidig, separat eller successiv anvendelse ved antiviral

terapi.

Udtrykket "acylderivat" omfatter 1 nervarende beskrivelse og krav et
hvilket som helst derivat af forbindelserne med formlen A, hvor én
eller flere acylgrupper er til stede. Sadanne derivater er omfattet
af definitionen som prodrugs af forbindelserne med formlen A ud over

de derivater, som i sig selv er biologisk aktive.

Eksempler pa prodrugs, farmaceutisk acceptable salte og derivater er
som beskrevet i ovennsvnte EP-patentskrifter, hvortil der henvises.
Forbindelsen med formlen A kan ogsd vare i én af de former, der er

beskrevet i EP 216459,

Det er kendt, at interferon findes i flere typer (a, B og ¥). En
hvilken som helst type interferon kan benyttes i produktet og przpa-
ratet ifslge opfindelsen. Interferonkoncentrationer udtrykkes almin-
deligvis som standard-‘"enheder", som er internationalt anerkendt og
dokumenteret og angiver styrken af en given mangde interferon med

hensyn til inhibering af virusreplikation under standardbetingelser.

Interferonet fremstilles fortrinsvis syntetisk, fx ved genetiske ma-
nipulationsmetoder, og er i farmaceutisk acceptabel form. "Far-
maceutisk acceptabel form" betyder bl.a. med en farmaceutisk accep-
tabel renhedsgrad uden normale farmaceutiske additiver sasom diluen-
ter og barere og ikke omfattende materiale, der anses for toxisk i
normale dosismengder. En farmaceutisk accept&bel renhedsgrad er gene-

relt mindst 50% uden normale farmaceutiske additiver, fortrinsvis

75%, isar 90% og navnlig 95%.

De ovenfor beskrevne produkter og praparater har antiviral virkning
og er potentielt anvendelige ved behandling af infektioner, der er
forarsaget af herpes-vira sdsom herpes simplex type l-virus, herpes

simplex type 2-virus, varicella zoster-virus, Epsteiln-Barr-virus og

cytomegalovirus.

Forbindelserne med formlen A, prodrugs, salte og derivater kan frem-

stilles som beskrevet i ovennavnte EP-patentskrifter.
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Produktet ifslge opfindelsen kan administreres ad oral vej til men-
nesker og kan formuleres som sirup, tabletter eller kapsler til enten
separat, successiv eller samtidig administration. Nar produktet eller
den ene af de aktive bestanddele deraf er i form af en tablet, kan
der anvendes en hvilken som-helst farmaceutisk barer, der er egnet
til formulering af siddanne faste praparater, fx magnesiumstearat,
stivelse, lactose, glucose, rismel og kridt. Produktet eller den ene
af de aktive bestanddele deraf kan ogsd vare i form af en slugbar
kapsel, fx af gelatine, der indeholder fofbindelsen eller forbindel-
serne, eller i form af en sirup, en oplesning eller en suspension.
Hensigtsmazssige flydende farmaceutiske barere omfatter ethylalkohol,
glycerol, saltoplesning og vand, hvortil der kan vare sat smags-

eller farvestoffer til dannelse af sirupper.

Til parenteral administration fremstilles flydende enhedsdosisformer,
der indeholder et produkt'ifalge opfindelsen eller en aktiv bestand-
del deraf og en steril bzrer. Produktet eller bestanddelen kan afhan-
gig af bareren og koncentrationen enten vare sﬁspenderet eller op-
lost. Parenterale oplesninger fremstilles normalt ved at oplese pro-
duktet eller bestanddelen deraf i en barer og filtersterilisere for
pafyldning i et hensigtsmassigt hatteglas eller ampul og forsegling.
Med fordel er der ogsi adjuvanser sasom et lokalbedevende middel,
konserveringsmidler og pufringsmidler oplest i bareren. For at forsge
stabiliteten kan prazparatet (enkelte bestanddele eller blandet) ned-

fryses efter pafyldning i hatteglasset, og vandet kan fjernes i vaku-

*um.

Parenterale suspensioner fremstilles pi i det vasentlige samme mide
bortset fra, at produktet eller bestanddelen deraf suspenderes i
bazreren i stedet for at blive oplest og steriliseres ved udsattelse
for ethylenoxid for suspension i den sterile barer. Med fordel er der
i praparatet inkorporeret et overfladeaktivt middel eller et befugt-
ningsmiddel for at lette enmsartet fordeling af forbindelsen ifslge

opfindelsen.

Foretrukne parenterale formuleringer omfatter vandige formuleringer
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under anvendelse af sterilt vand eller normalt saltvand ved en pH pa

omkring 7,4.

Som det er almindelig praksis, ledsages prazparaterne sadvanligvis af

skrevne eller trykte brugsanvisninger til den pagaldende medicinske

behandling.

Przparatet kan ogsid formuleres til topisk pafering pa huden eller
gjnene. Til topisk pafering pad huden kan praparatet vare i form af en
creme, lotion eller salve. Disse formuleringer kan vare konven-
tionelle formuleringer, der er velkendte inden for omradet, fx som
beskrevet i standardvarker om farmaceutika og kosmetika sdsom Harry's
Cosmeticology udgivet af Leonard Hill Books samt British Phar-
macopoeia. En sarlig fordelagtig formulering til topisk pafering pa
huden omfatter et detergent, natriumlaurylsulfat, som en yderligere
bestanddel. Praparatet til pafering pi sjnene kan vare et konven-

tionelt sjendribepraparat, som er velkendt inden for omradet, eller

et yderligere salvepraparat.

Mzngden af interferon udtrykkes som navnt ovenfor almindeligvis i
standardenheder. Generelt er prazparater, der indeholder ca. 50-
500.000 enheder interferon pr. mg af forbindelsen med formlen A eller
et prodrug eller et salt, en phosphatester, et acylderivat eller et
prodrug deraf, virksomme. Foretrukne praparater er sadanne, der in-
deholder ca. 1.000-200.000 enheder interferon pr. mg af forbindelsen
med formlen A eller et prodrug eller et salt, en phosphatester eller

et acylderivat deraf.

Produktet ifelge opfindelsen er fortrinsvis i enhedsdosisform eller i
en anden form, der kan administreres i en enkelt dosis. En hensigts-
messig dosisenhed kan indeholde fra 50 mg til 1 g af de samlede akti-
ve bestanddele, fx 100-500 mg. Sidanne doser kan administreres 1-4
gange daglig eller sadvanligvis 2 eller 3 gange daglig. Den virksomme
dosis af forbindelsen ligger generelt i omradet fra 0,2 til 40 mg af

de samlede lagemidler pr. kg legemsvagt pr. dag eller sadvanligvis
10-20 mg/kg daglig.
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Det foretrzkkes at behandle infektionen med relativt store doser af
kombinationsproduktet i begyndelsen for at begranse risikoen for

udvikling af modstandsdygtige virusstammer 1 infektionen.

Til topisk administration kan salver eller cremer formuleres pa kendt
mide i konventionelle inerte baser (fx vaseline, etc.). En mangde pa
ca. 0,10-10 vagtprocent samlede lzgemidler, fortrinsvis ca. 0,5-5
vagtprocent samlede lagemidler, giver en hensigtsmessig koncentration
i en salve eller creme til topisk administration 1-4 gange daglig.
Sidanne topisk paferte formuleringer holder pa effektiv made et re-
servoir af de aktive lagemidler mod det inficerede sted, sdledes at
koncentrationerne af lagemidler i formuleringerne ikke er kritiske,
naturligvis under forudsatning af, at der ikke anvendes et dosis-

niveau, der er skadeligt for omliggende hudomréader.

Det er endvidere klart, at hver bestanddel i produktet ifslge opfin-
delsen kan administreres ad en anden vej. Fx kan forbindelsen med
formlen A eller et prodrug administreres oralt og interferon intra-

muskulart.

Virkningen af kombinationen ifslge opfindelsen belyses ved nedensta-

ende biologiske testdata.
Biologiske testdata

Test for synergi mellem forbindelsen med formlen A og humant inter-
feron mod herpes simplex-virus, type 1 og 2, ved plaquereduktionsas-

says i MRC-5-celler

MRC-5-celler blev dyrket til konfluens i multiskile med 24 broende
(brenddiameter 1,5 cm). De draznede cellemonolag blev hver inficeret
med ca. 50-100 infektisse partikler af herpes simplex-virus 1 eller 2
(HSV-1, stamme SC16; HSV-2, stamme MS) i 100 pl phosphatpufret salt-
oplesning. Viruset blev adsorberet i 1 time ved stuetemperatur. Efter
adsorption blev resterende inokulum fjernet fra hver brend og erstat-
tet med 0,5 ml Eagles MEM indeholdende 5% nyfedt kalveserum og 0,9%
agarose (A37). Nar agarosen var herdet, tilsattes fortyndinger af

testforbindelserne, som var fremstillet i Eagles MEM (indeholdende
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5% nyfedt kalveserum), idet hver brend modtog 0,25 ml af hver be-
standdel, dvs. i alt 0,5 ml. Forbindelsen med formlen A blev fortyn-
det til folgende razkke af koncentrationer: 12, 4, 1,2, 0,4, 0,12 og
0,04 pg/ml; slutkoncentrationerne i assayet 14 derfor mellem 3 pg/ml
og 0,01 pg/ml. Humant interferon blev fortyndet til folgende razkke af
koncentrationer: 4000, 1200, 400, 120 og 40 IU/ml; slutkoncentratio-
nerne i assayet 1a derfor mellem 1000 og 10 IU/ml. De inficerede
kulturer blev inkuberet ved 37°C i en fugtig atmosfare af 5% COy i
luft, indtil plaques var klart synlige (2-3 dage for HSV-1; sadvan-
ligvis 1 dag for HSV-2). Kulturerne blev fikseret i formalsaltoples-
ning, agaroseoverlejringerne blev forsigtigt vasket af, og derefter
blev cellemonolagene farvet med carbolfushsin. Et stereomikroskop
blev anvendt til at tzlle plaques. Under henvisning til antailet af
plaques i viruskontrolmonolag (ubehandlede kulturer) blev den pro-

centvise reduktion i plaquetallet for hver kombination beregnet.

Synergi mellem forbindelse A og humant interferon mod HSV-1 og HSV-2
i MRC-5-celler

a) Aktivitet mod HSV-1

IC50* (pg/ml) af A 1 narvarelse af

0 10 30 100 IU/ml humant interferon (IFN)
0,34 0,04 0,02 0,01 (for IFNe; Wellferon**)
0,45 0,34 0,19 0,14 (for IFNB; Fiblaferon 5¥%%¥%)
0,40 0,22 0,19 0,19 (for IFNy; Amgen Biologicals¥#¥¥)

b) Aktivitet mod HSV-2

IC50% (pg/ml) af A i nervarelse af

0 10 30 100 IU/ml humant interferon (IFN)
0,62 0,29 0,21 0,09 (for IFNe; Wellferon*¥¥)
0,64 0,62 0,39 0,41 (for IFNB; Fiblaferon 5%%¥)

0,44 0,34 0,29 0,27 (for IFNy; Amgen Biologicals¥¥¥)
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* IC5p er den koncentration, der er nedvendig for at reducere
kontrolplaquetallet (ubehandlet) med 50%.

% IFNe testet med 100 IU/ml i fravar af forbindelse A mod HSV-1
reducerede plaquetallet med 18% i forhold til kontrollen.

k% IFN testet med 100 IU/ml i fraver af forbindelse A gav ingen

virkning pa plaquetallet.

PATENTKRAV

1. Farmaceutisk produkt,

kendetegnet ved, at det omfatter en synergistisk

kombination af et interferon og en forbindelse med formlen A

0
N
H
{1
Z A
1;1 N NH2
(c:laz)2

HO-CH_-CH-CH_-
0-CH,,-CH-CH,-OH

eller et prodrug eller et farmaceutisk acceptabelt salt, phosphates-
ter og/eller acylderivat af hver af disse som et kombinationspraparat

til samtidig, separat eller successiv anvendelse ved antiviral tera-

pi.

2. Produkt ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at produktet omfatter et interferon og
en forbindelse med formlen A som angivet i krav 1 eller et natrium-

salt deraf.

3. Produkt ifelge krav 1,
kendetegmnet ved, at produktet omfatter et interferon og et

prodrug af forbindelsen med formlen A, hvilket prodrug har formlen B
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(CH)

-CH_-CH-CH_-OH
HO-CH ~CH-CH,

hvor X er hydrogen, eller et farmaceutisk acceptabelt salt, phosphat-

ester eller acylderivat deraf.

4. Produkt ifelge krav 3,

kendetegnet ved, at forbindelsen med formlen B er den,
hvor X er hydrogen, og hvor de to OH-grupper er i form af acetylderi-

vater.

5. Produkt ifelge et hvilket som helst af kravene 1-4,

kendetegnet ved, at interferonet er fremstillet syntetisk.

6. Farmaceutisk praparat,

kendetegnet ved, at det omfatter et interferon og en for-
bindelse med formlen A som angivet i krav 1 eller et prodrug, et
farmaceutisk acceptabelt salt og/eller derivat deraf som angivet i
et hvilket som helst af kravene 1-4 sammen med en farmaceutisk accep-

tabel barer.

7. Prazparat ifelge krav 6,

kendetegmnet ved, at praparatet er formuleret til topisk
pafering pd huden og omfatter natriumlaurylsulfat som yderligere be-

standdel.

8. Przparat ifselge krav 6 eller 7,
kendetegnet ved, at praparatet indeholder 1.000-200.000

enheder interferon pr. mg af forbindelsen med formlen A eller et
prodrug eller et farmaceutisk acceptabelt salt og/eller derivat deraf

som angivet i et hvilket som helst af kravene 1-4.

9. Anvendelse af et produkt eller et farmaceutisk prazparat ifelge et

hvilket som helst af kravene 1-8 til fremstilling af et kombinations-
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praparat til samtidig, separat eller successiv anvendelse ved anti-

viral terapi.

10. Produkt eller farmaceutisk prazparat ifelge et hvilket som helst

af kravene 1-8 til anvendelse ved behandling af virusinfektioner.
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