Chemotherapie von Viruskrankheiten

Von Guy D. Diana und Francis Pancic[’]

In diesem Aufsatz soll nach der Beschreibung der von uns verwendeten Screening-Methode
ein Uberblick iiber die wichtigsten Fortschritte auf dem Gebiet der viralen Chemotherapie
gegeben werden. Die Darstellung wird sich auf Arzneimittel beschriinken, die zur Zeit in
Gebrauch sind, sowie auf Arzneimittel, deren Wirksamkeit gegen wichtige pathogene Viren
nachgewiesen worden ist und die nun am Menschen erprobt werden.

1. Einleitung

Wihrend der letzten Jahre war die Chemotherapie von
Viruskrankheiten eine groBe Herausforderung an die medizini-
sche Wissenschaft. Obwohl sich bei experimentellen Screening-
Programmen zahlreiche Verbindungen als antiviral erwiesen,
sind nur wenige klinisch untersucht worden, und noch weniger
wurden schlieBlich kommerziell erhiltliche Medikamente.

Eine antivirale Substanz mit Breitbandwirkung wird drin-
gend gebraucht; die Méglichkeit, einen solchen Arzneistoff
zufinden, ist anscheinend aber recht gering. Die meisten antivi-
ralen Verbindungen, die zur Zeit erhiltlich sind oder sich
in der klinischen Priifung befinden, sind nur gegen spezifische
Viren wirksam, in einigen Fillen nur gegen einen speziellen
Stamm innerhalb einer Gruppe von Viren. Trotz dieser Proble-
me geht die Suche nach wirkungsvollen antiviralen Substanzen
weiter.

Die Virus-Replikation bietet mehrere Angriffspunkte fiir
eine selektive Hemmung. Viren enthalten einen Nucleinsiure-
kern, der von einer Proteinhiille umgeben ist. Die Virus-Repli-
kation kann nur innerhalb der Wirtszelle stattfinden, wo das
Virus seine Hiille abstreift und in eine ekliptische Phase eintritt.
Dieser Phase folgt die Replikationsstufe, in der neue Nuclein-
sidure synthetisiert und von Protein umhiillt wird, worauf das
neue Virus aus der Zelle freigesetzt wird. Eine antivirale Sub-
stanz kann direkt auf die Virus-Partikel selbst einwirken, das
Eindringen des Virus in die Wirtszelle verhindern, in den
Abstreifvorgang der Hiille (uncoating process) eingreifen, die
Virus-Replikation hemmen oder die Synthese der Proteinhiille
storen.

Virale Chemotherapie erfordert Verbindungen mit selekti-
ver Toxizitdt. Ein Arzneimittel, das in die virale DNA-, RNA-

oder Proteinsynthese eingreift, beeinfluBt recht oft auch die-

entsprechenden Vorginge in der Wirtszelle. Die Notwendig-
keit der selektiven Toxizitat erschwert die Suche nach neuen
antiviralen Substanzen mit Hilfe der iiblichen Screening-Me-
thoden.

Obwohl viele Viruskrankheiten harmlos sind, z.B. die
gewohnliche Erkiltung (Rhinovirus) mit ihrer geringen Sterb-
lichkeits- und hohen Erkrankungsziffer, sind sie doch fiir den
Betroffenen unangenechm und bedeuten Millionen verlorener
Arbeitsstunden mit schweren wirtschaftlichen Auswirkungen.
Ein Mittel, das diesen Krankheiten vorbeugt, sie heilt oder
ihre Dauer verkiirzt, wire zu begriiBen.

50 bis 75 % der erwachsenen Bevélkerung in der ganzen
Welt leiden unter einer durch Herpesviren hervorgerufenen
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Schidigung der mucésen Schleimhaut!!). Die gleiche Gruppe
von Viren ist auBerdem fiir ernstere Krankheiten wie herpeti-
sche Encephalitis und Keratoconjunctivitis verantwortlich.

Die Verbreitung von Herpes genitalis beim Menschen hat
in den letzten Jahren betrichtlich zugenommen. Diese Ge-
schlechtskrankheit kann als eine der hiufigsten angesehen
werden.

2. Screening

Es gibt mehrere Methoden, Verbindungen in vitro auf ihre
antivirale Aktivitdt zu priifen. Eine davon wird im folgenden

~beschrieben.

Da Viren sich nur in lebenden Zellen vermehren, muf3 man
Zellen aus menschlichem oder tierischem Gewebe, die fir
spezifische Viren geeignete Wirte sind, in vitro fortpflanzen.
Solch ein System wachsender und sich fortpflanzender Zellen
in vitro wird als Zell- oder Gewebekultur bezeichnet. Primire
Gewebekulturen bestehen aus einschichtig ausgebreiteten Zel-
len, die von einem frisch entnommenen Organ stammen und
in einem sterilen, synthetischen Ndhrmedium geziichtet wer-
den, das eine komplizierte Mischung aus Aminosduren,
anorganischen Salzen und oft tierischem Blutserum enthilt.
Die Zellen wachsen an der Oberfliche eines sterilen Glas-
oder KunststoffgefiBes.

Wenn sich die Zellen einer Primérkultur durch zahlreiche
aufeinanderfolgende Durchginge auf unendliches Wachstum
in vitro umgestellt haben, werden sie als Zell-Stamm oder
kontinuierliche Zell-Linie bezeichnet. Viele solcher Zell-Stam-
me und -Linien sind jahrelang in zahlreichen Laboratorien
fortgepflanzt worden; die erste Priifung potentieller antiviraler
Medikamente wird gew6hnlich an solchen Systemen durchge-
fiihrt.

Wird ein Virus in eine Monoschicht aus empfindlichen
Gewebekulturzellen gebracht, dringt es in die Zelle ein, repli-
ziert wie oben beschrieben und fingt an, die Zelle zu zerstoren.
Diese Zellzerstorung 1aBt sich mikroskopisch beobachten und
wird als ,cytopathischer Effekt“ (CPE) bezeichnet.

Die Zugabe von potentiell wirksamen antiviralen Substan-
zen kurz nach der Adsorption des Virus an der Zelloberfliche
kann die Virus-Replikation verhindern und den viralen CPE
hemmen. Jede Verbindung, die eine antivirale Aktivitit gegen
ein bestimmtes Virus zeigt, wird dann in vitro weiter unter-
sucht, um die Grenzen ihrer Wirksamkeit zu bestimmen.

Aktive Verbindungen werden anschlieBend in einem in-vi-
vo-Modell getestet, um ihre Wirksamkeit zu bestitigen. Fiir
die Beurteilung in vivo stehen zahlreiche Tiermodelle zur
Verfiigung. Beispielsweise wachsen Influenzaviren rasch im
Respirationstrakt von Miusen oder Frettchen. Das Herpesvi-
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rus wichst in mehreren Organen von Kaninchen, Meer-
schweinchen, Mausen usw.

Oft konnen lokale oder systemische Infektionen erzeugt wer-
den. Zur Bewertung von Wirksamkeit und Stirke werden
mehrere Parameter herangezogen: Uberleben des Tieres, Bes-
serung der Symptome und Virusgehalt in behandelten gegen-
iiber Placebo-Tieren sind die haufigsten Kriterien.

Sowohl das Tierexperiment als auch die Art der Therapie
miissen so angelegt sein, daB sie den Verhiltnissen beim Men-
schen moglichst nahekommen.

3. Der gegenwiirtige Stand der antiviralen Chemothera-
pie beim Menschen

3.1. Herpesvirus

Eines der am weitesten verbreiteten Viren beim Menschen
ist Herpes simplex (Typ 1 und 2), das vielfdltige klinische
Zustinde verursacht, die von den bekannten Fieberbldschen
(Herpes labialis) bis zu lebensbedrohenden Situationen (Her-
pes encephalitis) reichen. Das Virus setzt sich gewdhnlich
an vielen Stellen des Korpers fest, z. B. am Mund, an den
Genitalien, der Haut, den Augen und dem Nervengewebe,
und kann aus seinem latenten Zustand reaktiviert werden,
wenn der Wirt Einwirkungen wie Sonnenlicht, physischem
StreB, Menstruation oder einer Therapie mit Immunsuppressi-
va ausgesetzt ist.

3.1.1. 5-Iod-2'-desoxyuridin (IUDR)

Die herpetische Keratoconjunctivitis ist zwar nicht so weit
verbreitet wie Herpes labialis, doch ist diese Augenkrankheit
in den USA eine der Hauptursachen der Erblindung. Hat
die Krankheit ein Individuum befallen, ist sie schwer auszurot-
ten. Rezidive der Infektion sind hiufig und fiihren zu einer
allmidhlich zunehmenden Augenschiadigung.

Eines der ersten erfolgreichen antiviralen Mittel, das zu
einem wertvollen Medikament fiir die Behandlung der herpeti-
schen Keratitis wurde, ist 5-lod-2'-desoxyuridin ( 1 ). Prusoff?!
teilte die erste Synthese von (1) mit und studierte seinen
EinfluB auf das Wachstum von Mikroben. IUDR hemmt iiber-
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dies die Verwertung von thyminhaltigen Vorstufen des DNA-
Thymins in der Zelle. Herrmann'™' untersuchte den Effekt
von IUDR auf die Plaque-Bildung durch Vaccinia- und Her-
pes-simplex-Viren. Bei diesem Test erwies sich IUDR als star-
ker Virusinhibitor; die Brom- und Fluorhomologen stellten
sich als inaktiv heraus. IUDR wurde anschlieBend von Kauf-
man'! lokal gegen Herpes-simplex- und Vaccinia-Viren gete-
stet. Er fand, daB es ein sehr wirksames Mittel gegen herpeti-
sche Infektionen der Cornea ist. Weitere klinische Untersu-
chungen bestitigten die Wirksamkeit von IUDR gegen herpe-
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tische Keratitis. Zur Zeit ist es das einzige kommerziell erhilt-
liche Arzneimittel zur Behandlung dieser Krankheit.

Nach der Einfiihrung von IUDR haben sich einige Ein-
schrankungen seines Anwendungsbereichs ergeben. Der Wirk-
stoff ist vor allem bei der oberflichlichen epithelialen Keratitis
aktiv, wihrend er bei tieferen Infektionen des Stromas nicht
sehr wirksam ist!5!, IUDR hemmt die virale DNA-Synthese,
aber ebenso die DNA-Replikation der Wirtszelle, so daB bei
lingerer Applikation eine Zellschidigung eintreten kann. Es
rottet die Infektion im Auge nicht vollstindig aus, und nicht
selten flammt sie wieder auf. Aus Patienten, die nicht auf
eine IUDR-Behandlung ansprachen, sind resistente Virus-
Stimme isoliert worden!®’,

IUDR war unwirksam gegen Herpesinfektionen der Haut,
wenn es in Salbenform oder in Polyvinylalkohol auf die
erkrankte Stelle aufgetragen wurde!”). Andere Untersuchungen
zeigten jedoch, daB IUDR in Form einer DMSO-Losung
die Dauer der Erkrankung im Vergleich zu Placebo-Kontrol-
len um 63 % verkiirzte!®),

Herpetische Encephalitis ist eine beim Menschen auftretende
Virus-Encephalitis, die am hiufigsten Kinder befillt. Obwohl
IUDR systemisch in zahlreichen Fillen erprobt wurde, gibt
es keinen eindeutigen Hinweis darauf, daB die medikamentse
Behandlung den Verlauf der Krankheit beeinfluBt!®). Bei
intravendser Applikation traten Nebenwirkungen wie Throm-
bocytopenie, Leukopenie und Knochenmarksschwund auf!!°!,

IUDR soll gegen Varicella zoster (Giirtelrose) helfen, wenn
es lokal in Form einer 40proz. DMSO-L6sung angewendet
wird 1), :

3.1.2. Adenin-arabinosid (Ara-A) und Cytosin-arabinosid
(Ara-C)

Zwei andere Nucleoside — Ara-A (2) und Ara-C (3) -
zeigen als antivirale Mittel besonders gegen Herpes keratitis
vielversprechende Wirkung. Ara-A wurde von Lee!'? als po-
tentielles Cytostatikum synthetisiert, das die DNA-Synthese
hemmt. Zwar beobachtete man eine gewisse Antitumorwir-

NH, NH,
N O°N
HOH,C O HOH,C O
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(2), Ara-A (3), Ara-C

kung, erwog jedoch nicht, es zur Krebstherapie einzusetzen.
Spiter fand man, daB Ara-A in vitro gegen Herpes-simplex-
und Vaccinia-Viren!'® sowie in vitro!'*) und in vivo!* 5 gegen
Cytomegalie-Viren wirksam ist. AuBer dem breiten Wirkungs-
spektrum in vitro gegen DNA-Viren beobachtete man auch
eine Aktivitat in vivo bei Hamstern gegen Herpes-keratitis-,
intracerebral eingeimpfte Herpes-simplex- und Vaccinia-Viren
bei Mausen!6},

Ara-A wird durch Adenin-Desaminase in 1-B-D-Arabino-
furanosyl-hypoxanthin (Ara-Hx) (4) iiberfiihrt. Dieser
Metabolit besitzt antivirale Eigenschaften. Kiirzlich wurde
berichtet, daB geringe Mengen eines Adenindesaminase-Inhi-
bitors, Co-Vidarabin (5), nach subcutaner Applikation die
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in-vivo-Aktivitit von Ara-A gegen Herpes simplex in Miusen
um das Zehnfache — ermittelt aus der Anzahl der {Jberlebenden
— erhohen!* 7!, Bei oraler Verabreichung dieser Kombination
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(5)

lieB sich dagegen keine Aktivitit nachweisen. Ara-A ist beim
Menschen gegen Herpes keratitis wirksam!!8),

Bei der Behandlung der epithelialen Keratitis verhilt sich
Ara-A beziiglich der Geschwindigkeit des Wirkungseintritts
dhnlich wie TUDR. Bei tieferen stromalen Infektionen ist es
jedoch weniger zuverldssig. Ara-A wird fiir Patienten empfoh-
len, die auf IUDR-Behandlung iiberempfindlich reagieren oder
nicht darauf ansprechen, oder als Alternative zu IUDR bei
Riickfallkeratitis. Die Substanz soll fiir das corneale Epithe-
lium weniger toxisch als IUDR sein, was von Bedeutung
ist, wenn die Behandlung lingere Zeit fortgesetzt werden
muB(!9),

Die lokale Wirksamkeit von Ara-A bei Herpes genitalis
ist nicht so gut belegt wie seine Aktivitdt am Auge. In einem
Doppelblindversuch am Menschen milderte Ara-A bei lokaler
Applikation nicht den Verlauf der Krankheit!2°,

Bei der Haut- oder Genitalbehandlung muB der Wirkstoff
offensichtlich in einem geeigneten Triger zum Ort der Virus-
Replikation gebracht werden. Somit ist die Penetration des
Arzneimittels durch das Gewebe fiir seine Wirksamkeit ent-
scheidend.

Ara-A wird zur Zeit am Menschen in Fillen von herpetischer
Encephalitis, Varicella zoster, Cytomegalie sowie muco-
cutanen herpetischen Infektionen erprobt. Bei keiner der Un-
tersuchungen gelang ein eindeutiger Wirkungsnachweis, doch
gibt es Hinweise auf giinstige Reaktionen. Zur systemischen
Behandlung muB Ara-A intravends als Infusion verabreicht
werden, was eine groBe Fliissigkeitsaufnahme pro Tag erfor-
dert?!'1. Dasich Ara-A bei Ratten und Kaninchen als teratogen
erwies>2-23) ist die systemische Behandlung auf lebensbedro-
hende Krankheiten oder solche begrenzt, die schwere Schiaden
hervorrufen. Zur Zeit beteiligen sich 22 Forschungszentren
an Doppelblindversuchen zur Beurteilung der Wirksamkeit
von Ara-A in der systemischen Therapie!?41.

Ara-A2573% gcheint die DNA-Polymerase und/oder die
Ribonucleotid-Reduktase zu hemmen. Zur vollstindigen Auf-
klirung der Wirkungsweise bedarf es jedoch noch weiterer
Untersuchungen.
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Das antivirale Wirkungsspektrum von Ara-C (3) dhnelt
dem des Ara-A. Ara-C ist in vitro aktiv gegen DNA-Viren
(Herpes-, Varicella-zoster-, Cytomegalie- und Vaccinia-Vi-
rusf*'! und st klinisch fiir die Behandlung von
granulomatdsen Leukdmien brauchbar.

Die Aussicht, daB Ara-C zur Behandlung der durch Varicella
zoster verursachten Erkrankungen niitzlich sein konnte, fiihrte
zum ersten klinischen Versuch mit disseminiertem Zoster!32),
einer schweren Krankheit, die sich bei Patienten entwickelt,
deren Immunsystem unterdriickt wird. Diese Voraussetzung
ist oft bei Organtransplantationen oder bei Krebspatienten
gegeben, die chemotherapeutisch behandelt werden. Leider
war Ara-C bei der systemischen Behandlung dieses Zustands
nicht wirksam und eindeutig toxisch.

3.1.3. Dinatriumphosphonoacetat

Die antivirale Aktivitat der seit iiber 50 Jahren bekannten
Phosphonoessigsdure (6) gegen Herpes 1 und 2 wurde durch
Screening in vitro entdeckt!*3!. In-vivo-Untersuchungen an
cornealen Herpes-simplex-Infektionen bei Kaninchen zeigten,

OH
HO-P-CH,—COOH (6
o

daB Sproz. Phosphonoessigsdure in Form des Dinatriumsalzes
Herpes keratitis unterdriickt!>*!. Auch bei Miusen erwies es
sich bei intraperitonealer Injektion als wirksam gegen Herpes-
infektionen des Zentralnervensystems™*. Anscheinend blok-
kiert der Wirkstoff die DNA-abhdngige DNA-Polyme-
rasc[JG. 37].

3.2. Viren des menschlichen Respirationstrakts

Zu den am hidufigsten vorkommenden Viren gehoren jene,
die den oberen und unteren Respirationstrakt beeinflussen.
Viren dieser Art filhren gewohnlich zu einer niedrigen Sterb-
lichkeits-, aber einer hohen Erkrankungsziffer, z. B. die einfache
Erkiltung. Influenza, Parainfluenza, Rhinovirus, respiratori-
sches Syncytialvirus und Adenovirus sind noch nicht unter
chemotherapeutischer Kontrolle. Influenzaviren greifen den
oberen und unteren Respirationstrakt an und sind fir Krank-
heiten von epidemischem AusmaB verantwortlich. Influenza
kann sogar zum Tod fiihren, besonders bei Individuen mit
geschwiichten Atmungs- oder Kreislauffunktionen. Das respi-
ratorische Syncytialvirus, das das untere Atmungssystem
beeinfluBt, kommt hauptsichlich bei kleinen Kindern vor;
so waren bei einer Untersuchung 80 % der Betroffenen jiinger
als vier Jahre(*8.. Die Symptome wurden mit Bronchitis und
Lungenentziindung in dieser Altersgruppe in Verbindung ge-
bracht. Auch das Adenovirus befillt kleine Kinder, allerdings
nicht im gleichen AusmaB wie das respiratorische Syncytialvi-
rus, und offenbart sich in einer Fiille klinischer Symptome
von Hauterkrankungen bis zu gastrointestinalen Infektionen
und sogar Schidigungen des Zentralnervensystems. Das Virus
wird oft bei Rekruten beobachtet und tritt in epidemischem
Umfang in Armeelagern auf.

3.2.1. 1-Aminoadamantan-hydrochlorid
(Amantadin-hydrochlorid)
Die Entdeckung der antiviralen Aktivitit von 1-Amino-

adamantan (7a) gegen einige Influenza-Stimme!®%- 4% rief
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groBes Interesse hervor. Leider ist das Wirkungsspektrum
ziemlich schmal. Amantadin ist aktiv besonders gegen In-
fluenza A2, weniger wirksam gegen den C-Typ und inaktiv
gegen den B-Typ.

In einem Modellversuch mit Miusen, in dem die Tiere
intranasal mit Influenza vom Typ A2 infiziert wurden, verhiite-
te die orale oder systemische Gabe von Amantadin (tdglich
25 bis 50mg/kg) den Tod von 90 bis 100 % der Tiere.

R
@ a
(7a), R = NHz*HCl (8)
H,
(7b), R = CH-NH,*HC1
(7c), R = NH, (7g), R = CO-NH,
(7d), R = CH;-NH, (7h), R = NH-CO-NH,
(7e). R = COOH NH
(7f), R = NH-CO—CH, (7i), R = NH—é—NH2
NH NH
(7j), R = NH—é-NH—(‘:-NH,

Beim Menschen wurde die Wirksamkeit von Amantadin
in kontrollierten klinischen Versuchen nachgewiesen!*! =43,
Am wirksamsten ist das Mittel, wenn man es prophylaktisch
zur Zeit der Infektion oder in der Anfangsphase der Erkran-
kung gibt. Hier ist es erwiesenermaBen niitzlich zur Verhiitung
der Influenza-A2-Infektion. Therapeutisch verabfolgt, verkiirzt
es die Dauer der Krankheit und verringert die Schwere der
klinischen Symptome einschlieBlich des Fiebers.

Rimantadin (7b), ein Homologes von Amantadin (7a),
ist in vitro noch wirksamer und hemmt zudem andere RNA-Vi-
ren wie Roteln-, Masern-, respiratorische Syncytial- und Pa-
rainfluenzaviren!*4),

Die Adamantan-Struktur wurde zahlreichen Modifikatio-
nen unterworfen. Swallow'*®! fand bei Anwesenheit einer ioni-
sierbaren Gruppe [wie in (7¢) bis (7e¢)] eine gute Aktivitit
gegen Influenza A2, doch wurde diese beim Austausch gegen
eine nicht-ionisierbare Gruppe [wie in (7f) und (7g)] be-
trichtlich herabgesetzt. Schlatmannt*®! berichtete, daB die
Harnstoff- (7h ), Guanidin- (7i) und Biguanid-Derivate (7;)
in vitro simtlich eine dem Amantadin vergleichbare Aktivitiit
zeigten. In vivo war die Aktivitit jedoch geringer, und es
traten unerwiinschte Nebenwirkungen auf.

Bei einigen Adamantan-Spiroverbindungen vom Typ (8 )!*7
war das N-Methyl-Derivat in vivo dreimal wirksamer gegen
Influenza A2 Japan und A2 Hongkong als Amantadin (7a).
Ein breiteres Wirkungsspektrum, das auch Aktivitdt gegen
Coxsackie A21 und Rhino 2 (HGP) einschloB, wurde in vitro
beobachtet.

Man nimmt an, da} Amantadin in die Anfangsphase der
Virus-Replikation eingreift, indem es die Penetration des Virus
in die Wirtszelle beeinfluBt!*®~%%. Das Virus scheint sich
in Gegenwart des Wirkstoffs an die Zelloberflache zu heften.
AuBerhalb der Wirtszelle besitzt das Mittel keine virucide
Wirkung.

Bei der Verabreichung von Amantadin wurden Nebenwir-
kungen beobachtet wie schwache gastrointestinale Stérungen
und vereinzelt auftretende zentral-nervése Reaktionen!®!:32],
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Rimantadin ( 7b ) wird zur Zeit ebenso wie Spiroadamantan
(8), R=CH,, weiter untersucht.

3.2.2. Virazol (Ribavirin)

Das von Simon et al.l’3) synthetisierte Virazol (9), eine
antivirale Substanz mit breitem Wirkungsspektrum, ist sowohl
gegen DNA- als auch gegen RNA-Viren aktiv!®4-3%, Erst
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HOH,C O

HO OH
(9), Virazol

kiirzlich wurde eine 90proz. Wirksamkeit von Virazol gegen
Influenza an Miusen gefunden!*¢Y. Untersuchungen zur Wir-
kungsweise ergaben, daB der antivirale Effekt auf eine Hem-
mung der GMP-Synthese auf der Stufe der Umwandlung
von IMP in XMP zuriickzufiihren sein konnte.

Virazol ist zur Zeit in Siidamerika eingefiihrt, wo es klini-
schen Priifungen gegen Influenza A213"), Virushepatitist*® und
Varicella zoster!*®! unterzogen wurde. In den USA ergab eine
Untersuchung am John Wesley County Hospital in Los Ange-
les, daB Virazol gegen Hepatitis B unwirksam ist!¢°),

3.3. Interferon

Interferon ist ein Protein mit niedrigem Molekulargewicht,
das im Korper zur Abwehr von Virusinfektionen gebildet
wird. Die zelluldre Interferonsynthese wird entweder durch
ein Virusantigen oder einen chemischen Reizstoff stimuliert.
Interferon ist im Blutstrom nachweisbar und erreicht dort
innerhalb 24 Stunden nach der Infektion seine hochste Kon-
zentration. Um Virusinfektionen zu bekdmpfen, scheint das
natiirliche Abwehrsystem des Korpers ideal zu sein. Daher
wurde klinisch intensiv daran gearbeitet, die Virusinfektionen
verhiitende oder heilende Wirkung des endogenen Interferons
aufzukliren.

Merigan et al.!'") berichteten iiber einen statistisch signi-
fikanten Effekt, wenn Freiwilligen, die mit Rhinovirus infiziert
waren, Interferon intranasal einen Tag vor und drei Tage
nach der Infektion verabreicht wurde. Die Behandlung verhii-
tete die Entwicklung klinischer Symptome und verhinderte
die Ausbreitung der Viren. Andere Rhinovirus-Stimme wur-
den nicht iiberpriift, aber in-vitro-Untersuchungen legen nahe,
daB exogenes Interferon giinstig auf sie ansprechen konnte.
Came et al.1°% berichteten iiber die in-vitro-Empfindlichkeit
von 20 Stimmen von Rhinoviren, die Menschen befallen,
gegeniiber Interferon aus menschlichen Leukocyten und
menschlichen Vorhautfibroblasten. Die Empfindlichkeit der
Virusstimme variierte in Abhingigkeit von der Art der zur
Virusziichtung verwendeten Gewebekultur sowie der Interfe-
ronquelle. In einer Gewebekulturart geniigten 20 bis 40 Einhei-
ten Interferon zur Hemmung eines Rhinovirus-Stammes, wih-
rend fir einen anderen Rhinovirus-Stamm 5000 Einheiten
nicht ausreichten. Ziichtet man Viren beider Stimme jedoch
in einer anderen Gewebekultur, so werden sie durch relativ
niedrige Konzentrationen (0.5 bis 5.0 Einheiten) an Interferon
gehemmt.
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Interferon beeinfluBt den Ausbruch von Rételninfektio-
nen'®3), wenn man sieben Stunden vor der Impfung mit der
systemischen Applikation beginnt. Eine andere Untersuchung
bewies eine Wirkung von Interferon auf Herpes zoster, wenn
wihrend fiinf Tagen Dosen von 100000 Einheiten intramusku-
lir appliziert wurden!®*!. SchlieBlich wurde das Auge eines
Patienten mit IUDR-resistenter herpetischer Keratitis viermal
taglich mit 50000 bis 100000 Einheiten Interferon behandelt;
das Auge heilte innerhalb von drei Tagen!%5),

3.4. Interferon-Induktoren

3.4.1. Polynucleotide

Poly(l, C) wurde in einen Komplex mit Poly-1-lysin und
Carboxymethylcellulose eingebaut, der nuclease-resistent ist
und wahrscheinlich die interferon-induzierende Wirkung die-
ses Polynucleotids verbessert!®®), Dieser Komplex zeigte bei
Affen vielversprechende Ergebnisse, und zwar auch gegen
Gelbfieber- und Tollwutviren!¢”).

Die Stimulation von endogenem Interferon durch Poly(I, C)
ist ebenfalls in vitro und in vivo nachgewiesen worden. Der
Reizstoff wurde an freiwilligen Versuchspersonen getestet, de-
nen er einen Tag vor der durch Rhinovirus Typ 13 oder
Influenza A2 hervorgerufenen Infektion intranasal verabreicht
wurde!®®l. Bei den medikaments behandelten Patienten wur-
de ein geringer, aber eindeutiger Riickgang der klinischen
Symptome im oberen Respirationstrakt verzeichnet. Die Vi-
rusausbreitung soll beim Rhinovirus, jedoch nicht beim In-
fluenzavirus, etwas zuriickgehen.

Die toxischen Wirkungen von Poly(I, C) scheinen beim Men-
schen nur die lokale Applikation zuzulassen!s? =71,

34.2. N,N-Dioctadecyl-N’,N’-bis(2-hydroxyethyl)-1,3-propan-
diamin

N,N-Dioctadecyl-N’,N’-bis(2-hydroxyethyl)-1,3-propandi-
amin (/0) erwies sich als aktiv, wenn man es Miusen 6 bis
12 Stunden vor der Infektion parenteral appliziert. Es bot

CH,4(CHy)yq CH,—-CH,OH
N-CH,—CH,—CH,-N,
CH,(CHy)y7 CH,—CH,OH

(10)

Schutz vor tddlichen Infektionen durch Encephalomyocardi-
tis- und Semliki-Forest-Viren und unterdriickte die durch Vac-
cinia-Viren hervorgerufene Pockenbildung!’?), Klinische Un-
tersuchungen!’ 74! bestitigten die friiher an Versuchstieren
beobachtete Interferon-Induktion und ergaben weiter, daB
das Propandiamin (10 ) vor der durch Rhinovirus verursachten
Krankheit schiitzt. In einem Doppelblindversuch verwendete
man das Propandiamin, um die 6rtliche Interferon-Produktion
der Zellen im oberen Respirationstrakt bei Rhinovirus-Infek-
tion zu bestimmen. Einen Tag vor der Infektion begann man,
den Reizstoff intranasal zu applizieren. Man fand einen im
Vergleich zur Placebo-Kontrolle hohen Interferon-Gehalt im
Nasenwasser, dazu verminderte Infektiositit des Virus, weni-
ger schwere Symptome und geringere Virusausbreitung.
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3.4.3. Tiloron

Eine der interessantesten Entwicklungen auf dem Gebiet
der antiviralen Chemotherapie war wahrscheinlich die Entdek-
kung, daB eine nicht-polymere Verbindung, 2,7-Bis[ 2-(diethyl-
amino)ethoxy]-9-fluorenon-dihydrochlorid (/1) (Tiloron-hy-
drochlorid) imstande ist, bei Versuchstieren die Bildung groBe-

‘rer Mengen Interferon auszulésen!”s~ 891, [Verbindung (10)

war damals noch nicht bekannt{72774.]

O (o] R
E;N(CH,),O O(CH,);NEt,
gag Sy A
(11) f12), R =
Tiloron
R!

COO(CHy),N”
N2

Es wurden zahlreiche Homologe von (11) synthetisiert,
damit eine Struktur-Wirkungs-Beziehung aufgestellt werden
konnte!®! ~#61; am wirksamsten waren die sich von Fluorenon
ableitenden Bis(aminoalkylester) vom Typ (12 ). Stark basische
Aminfunktionen schienen ebenso notwendig wie eine C;-Ket-
te,die O von N in den Ester-Seitenketten trennt. Eine Untersu-
chung von Kaufman et al. zeigte jedoch, daB Tiloron beim
Menschen keine nachweisbaren Mengen Interferon induziert.
Dariiber hinaus wurde Toxizitit beobachtet, wenn man die
Verbindung oral oder lokal applizierte. Kaufman schloB dar-
aus, daB Tiloron-hydrochlorid auch bei hohen lokalen Dosen
weder unschidlich noch wirksam ist(®7),

Die vorldufigen klinischen Ergebnisse bestitigen die antivi-
rale Wirksamkeit von Interferon. Zur Zeit stehen seiner An-
wendung allerdings mehrere Hindernisse im Wege. Interferon
ist spezies-spezifisch und damit nur beschrinkt zuginglich.
Dies fiihrt zu einem zweiten Problem, namlich der Herstellung
groBer Mengen an menschlichem Interferon. Mit der heutigen
Technologie ist keine Interferon-Produktion im kommerziel-
len MaBstab maéglich. SchlieBlich macht die Instabilitit von
Interferon in Korperfliissigkeiten Dosierungen erforderlich,
die wahrscheinlich weit iiber der wirksamen Konzentration
liegen.

Die Verwendung von Interferon-Induktoren, so attraktiv
sie zundchst erscheint, ist beim Menschen hinsichtlich Toxizi-
tdt und/oder Pyrogenitit problematisch. Zum Beispiel vermag
Poly(I, C)die Schwere der experimentell erzeugten Rhinovirus-
infektion zu mildern, wenn man es intranasal gibt, aber auf-
grund seiner toxischen Eigenschaften zégern die Kliniker wei-
terhin, es in das antivirale Arsenal aufzunehmen.

3.5. Andere antivirale Substanzen

3.5.1. Thiosemicarbazone

Die Entdeckung, daB Thiosemicarbazone antivirale Aktivi-
tit besitzen, geht auf Hamre!®® 9% zuriick, der einen drasti-
schen Effekt auf die Sterblichkeit von Miusen beobachtete,
die intranasal mit Vacciniaviren und dann mit Benzaldehyd-
thiosemicarbazon (13a), dem p-Acetamid-Homologen (13b)
und ihren N-Isobutyl-Homologen (13¢) und (13d) behandelt
wurden.

Diese Entwicklung veranlaBte Thompson et al.!®!) schlieBlich
zu einer Untersuchung anderer Thiosemicarbazone, bei der
sie feststellten, daB Isatin-B-thiosemicarbazon (14 ), in Kon-
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X S
@—CH:N—NH—&—NHR

(13)
(13a) X

"
=
o]
"
ool

[
(13b), X = p-CH3—C-NH, R = H

(13¢), X = H, R = CH(CHg)C,Hs
]
(13d), X =. p-CHy—C-NH,
R = CH(CH,)C,Hs

zentrationen von 0.6 7 mit der Nahrung verabreicht, gegen
dieses Virus wirksam ist.

R‘
o2 3|

S
i
N-NH-C-NH, N—l}I—CS—I:I—R’
N7YO N0

H R
(14) (15)

Bauer'®?! zeigte in einer weiteren Untersuchung iiber die
Wirksamkeit dieser Verbindung, daB M3use, die téglich subcu-
tan mit zwei Dosen von je 125 mg/kg behandelt wurden, ein
ausgezeichnetes Uberlebensverhiltnis aufwiesen. Als niichstes
unternahm Bauer®*! eine Struktur-Wirkungs-Untersuchung,
um den EinfluB von Modifikationen der Isatin-f-thiosemicarb-
azon-Struktur (/5) auf die antivirale Aktivitit zu bestimmen.
Bauer folgerte, daB} die Einfiihrung von Substituenten in den
Benzolring eine Abnahme oder den Verlust der Aktivitét be-
wirkt. Substitution am Ring-Stickstoff (R’) erzeugte einen stei-
len Aktivititsanstieg, der bei R’=Ethyl ein Maximum erreich-
te. Substitution an den Positionen 2 oder 4 des Semicarbazon-
Teils resultierte wieder in vollstindigem Aktivitdtsverlust.

(N-Methylisatin)-p-thiosemicarbazon (Methisazon) (15),
R'=CHj;, R=H, wurde fiir weitere in-vivo-Untersuchungen
ausgewihlt und erwies sich sowohl gegen DNA- als auch
gegen einige RNA-Viren als wirksam!®#, Klinisch wurde die
Anwendung der Substanz auf DNA-Viren beschrinkt; gegen
Pocken zeigt sie einen prophylaktischen Effekt/®*). Nachdem
die Krankheitssymptome aufgetreten sind, ist das Mittel wir-
kungslos; wird es jedoch wihrend der Inkubationsperiode
verabreicht, verringert es die Chance der Krankheitsentwick-
lung. Daher ist bei ungeschiitzten Kontakten eine Impfung
vor der Behandlung mit Methisazon angezeigt. Therapeutisch
ist Methisazon bei Impfungskomplikationen wie Virdmie und
Vaccinia gangrenosa wirksam.

3.5.2. Immunstimulatoren

Obwohl Vaccine sich als Immunstimulatoren einstufen las-
sen, ist ihre Aktivitit auf die AntikGrper-Reaktion gegeniiber
einem spezifischen Organismus beschrinkt, wie Pocken,
Rételn und andere Vaccine illustrieren. Neuerdings entdeckte
man, daB einige Verbindungen den gesamten Resistenzapparat
des Korpers mobilisieren kénnen und als Reaktion auf ein
Antigen eine hohere Resistenz erzeugen als man sie normaler-
weise erwartete.

Inoseplex (Isoprinosin) (16) erwies sich als Immunstimula-
tor und ist in den letzten Jahren auf antivirale Wirkung gepriift
worden.
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Gegen Influenza A bei Miusen war die Verbindung nicht
sehr wirksam!%)., Eine Untersuchung mit Freiwilligen, die
mit dem A2-Hongkong-Influenzavirus infiziert waren, ergab

o]

HOH,C O

o
]

o
H ]
fienam-entodd Lo,
H.
3

HO OH

(16;

keinen Einfluf auf die klinischen Symptome, wies aber auf
eine verringerte Virusausbreitung hin®”). Nach oraler Appli-
kation von Inoseplex (9 Tage viermal tdglich 1.5mg) trat
die Krankheit seltener aufund war weniger schwer; gleichzeitig
nahm die Antikorperkonzentration zut®). Inoseplex war oral
wirksam gegen Herpes genitalis, konnte allerdings Riickfille
nicht verhiiten!?%}, '

3.5.3. p-Diketone

Kiirzlich berichteten Diana und Pancic iiber die antivirale
Aktivitdt einiger B-Diketone!'®°). 4-[6-(2-Chlor-4-methoxy-
phenoxy)hexyl]-3,5-heptandion (17), das fiir eine griindliche
in-vitro-Priifung ausgewihlt worden war, erwies sich als wirk-

Cl
o)
CHy O(CH,)g
o

(17), Win 38,020

sam gegen Rhino- und Herpesvirus der Typen 1 und 2. Die
Wirksamkeit gegen Herpesvirus wurde in Tierversuchen besti-
tigt. Klinische Untersuchungen sind geplant.

4. Schluibetrachtung

Der bedeutendste Fortschritt auf dem Gebiet der antiviralen
Chemotherapie in der vergangenen Dekade war die Entwick-
lung von Arzneimitteln, die derzeit in begrenztem MaB klinisch
angewendet werden. Man weill mehr iiber die Struktur der
Viren und die virale Replikation, so daB es méglich ist, Verbin-
dungen zu entwerfen, die in virale Prozesse eingreifen konnten.
Das mit antiviralen Verbindungen verkniipfte Stigma, fiirr Sdu-
getiere unbedingt toxisch zu sein, mag eines Tages genauso
veralten wie die Annahme, daB jede potentiell antivirale Sub-
stanz ein Nucleosid sein muB.

Es wurde schon mehrmals erwihnt, daB die Fortschritte
der antiviralen Chemotherapie nicht direkt mit denen der
antimikrobiellen Chemotherapie verglichen werden kénnen.
Zu den Unterschieden gehoren die Natur der hervorgerufenen
Krankheiten, der Bau der Organismen und die Breite des
Wirkungsspektrums der verfiigbaren antiviralen Substanzen
und Antibiotika.

Obwohl einige experimentell verwendete Substanzen oral
aktiv sind, erzielt man groBere Erfolge mit lokaler Applikation,
bis hin zur versuchsweisen intranasalen Applikation von Wirk-
stoffen bei Infektionen der oberen Atemwege. Diese Art Thera-
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pie konnte in der Tat den Vorteil besitzen, die Toxizitat des
Arzneistoffs zu vermindern.

Wesentlich fiir den raschen Fortschritt auf diesem Gebiet
war die Entwicklung verfeinerter in-vivo-Modelle, die der
Wirklichkeit nahgkommen. Hoffentlich filhren diese neuen
Modelle zu neuen und wirksameren Arzneimitteln.

Wir danken den Herren Dr. Frederick Nachod, Dr. Joseph
Collins, Dr. Paul Came und Dr. Bernard Steinberg fiir ihre
Anregungen und Kommentare bei der Durchsicht des Manu-
skriptes.

Eingegangen am 12. Mai 1976 [A 122]
Ubersetzt von Dr. Peter Puster, Ludwigshafen
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Neuere Entwicklungen auf dem Gebiet des Vitamins B, ,:

Reaktionen des Cobaltatoms in Corrin-Derivaten

und Vitamin-B, ,-Modellverbindungen

Von G. N. Schrauzer(']

Untersuchungen der Organometall-Reaktionen von Vitamin B, ; und Vitamin-B, ,-Modellver-
bindungen schaffen die Grundlagen zum Verstindnis der Wirkungsweise der Corrin-Coenzyme
und erweitern unsere Kenntnisse iiber Eigenschaften und Reaktionen von Organocobalt-Verbin-
dungen. In diesem Aufsatz wird iiber die wichtigsten nichtenzymatischen Reaktionen des Cobalt-
atoms im Vitamin B,, und in Modellverbindungen vom Typ der Cobaloxime berichtet.

1. Einleitung

Der letzte ausfiihrliche Bericht iiber chemische und bioche-
mische Entwicklungen auf dem Gebiet des Vitamins B;,
(Cyanocobalamin) in dieser Zeitschrift erschien 19631 Kurz
davor hatten Crowfoot-Hodgkin und Lenhert nachgewiesen,
daB im Coenzym B, (5'-Desoxy-5-adenosylcobalamin) eine
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Schema 1. Struktur eines Organocobalamins. Im Vitamin B,, (Cyanocobal-
amin) (1) ist R=CN; im Coenzym B,, ist R =5-Desoxy-5-adenosyl. Das
Ligandensystem mit den Kohlenstoffatomen 1 bis 19 und den vier zentralen
Stickstoffatomen wird Corrin genannt; siehe (9} in Abschnitt 4.
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Cobalt-Kohlenstoff-Bindung vorliegt!?!, woraus zu schlieBen
war, daB auch in der Natur Organometall-Reaktionen ab-
laufen. Man war zunichst geneigt anzunehmen, daB das ma-
krocyclische Ligandensystem des Vitamins B,, (1) (siehe
Schema 1) die Eigenschaften des Cobalts modifiziert, so daB
es stabile Co—C-Bindungen bilden kann, denn damals waren
nur wenige und recht unbestindige Verbindungen mit Co—C-
o-Bindungen bekannt.

1964 berichteten Schrauzer und Kohnle!®), daB die Reaktio-
nen des zentralen Cobaltatoms im Vitamin B, ; mit wesentlich
einfacheren Cobalt-Komplexen simuliert werden kénnen: die
1907 von Tschugaeff beschriebenen Cobalt(111)}-Komplexe des
Diacetyldioxims (2)!*] und Vitamin B,, stimmen im chemi-
schen Verhalten qualitativ so weitgehend iiberein, daB die’
Komplexe als koordinationschemische Modelle des Vitamins
eingefiihrt wurden. Der Name ,,Cobaloxime* fiir die Cobalt-
(1)-Verbindungen (2) soll die Ahnlichkeit mit den ,,Cobal-
aminen®, d.h. Verbindungen wie Vitamin B,,, hervorheben.
In den folgenden Jahren erschien eine Vielzahl von Arbeiten!®,
in denen die bestehenden Analogien immer weiter erhiirtet
wurden. Auch andere Cobalt-Chelate wurden untersucht (siche
z B. *3)) und zeitweise als Alternativmodelle des Vitamins
B,, vorgeschlagen (Schema 2). Es ergab sich jedoch, daB
die Cobaloxime vom Typ (2) sowohl qualitativ als auch
quantitativ das Vitamin B;, am besten simulieren. Da sie
dariiber hinaus leicht zugénglich sind ~ die Ausgangssubstan-
zen finden sich in jedem anorganischen Praktikumslabor —
konnten sich andere Cobalt-Chelate nicht als Vitamin-B, ,-
Modelle durchsetzen. Es war bereits vor zehn Jahren zu erwar-
ten, daB Untersuchungen an Cobaloximen eine wichtige Rolle
bei der Aufklirung des Mechanismus der durch Vitamin B, ,
und Coenzym B, ; katalysierten Enzymreaktionen spielen wer-
den'®), Diese Vermutung hat sich bestitigt. Im vorliegenden
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