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Vorwort

Prof Dr

K E Theurer

Riickschldge auf vielen Gebieten techni-
scher Nutzanwendungen von wissenschaft-
lichen Erkenntnissen lassen auch in der Me-
dizin an Dogmen der Wissenschaft zweifeln
Das Erkennen von Ungereimtheiten und

das BewuBtwerden einer Anomalie, daf

die Natur in irgendeiner Weise die von
einem Paradigma erzeugten Erwartungen
der normalen Wissenschaft nicht erfillt,
veranlaBBt dazu, neue Wege zu suchen

(Th S Kuhn)

Die symptomatische Therapie mit unphysio-
logischen Monosubstanzen aufgrund eines
reduktionistischen einseitigen Ursachen-
Wirkungsdenkens hat die Erwartungen
ebensowenig befriedigt wie der neu er-
wachte Vitalismus in Form der Zellular-
therapie nach P Niechans Die biologische
Forschung zeigt, dafl beim Lebendigen
Wechselwirkungen und eine Vernetzung
von Systemen vorliegt, also ein Pluralismus
Diesem muBl auch eine molekulare Therapie
Eine Riickbesinnung auf
der Selbst-

Rechnung tragen

Vorgdnge der Hygiogenese,

heilung, Selbstregulation und Selbst-
organisation und deren mogliche Beein-
flussung durch eine natiirliche Therapie
war hier die gesuchte Alternative Diese
Begriffe entsprechen nach G Kienlc zwar
nicht dem wissenschaftlichen Erklarungs-
arsenal, weil sie nicht aus der Notwendig-
keit von Einzelteilen erkldrbar sind, die
durch deduktive oder reduktive Methoden
isoliert werden Trotzdem "kann und muB
die Naturwissenschaft" nach Nobelpreis-
trager Konrad Lorenz "alles was es in der
Welt gibt,

machen"

zum Gegenstand ihrer Forschung
Die Erforschung der Wechsel-
wirkungen von komplexen Systemen ist
aufgrund des Schichtenbaus der realen
Welt nach Nicolai Hartmann und der System-
theorie von L v Bertalanffjr bis hin zu

R Riedl nicht weniger wissenschaftlich als
die Beschidftigung mit isolierten Faktoren
Nach H Mohr tut sich unser Verstand
jedoch schwer, "komplexe, nicht lineare,
mehrfach verstiarkte Systeme in den Griff
zu bekommen, weil die Kausalitdt, auf die
wir programmiert sind, die linearen Zu-
sammenhidnge, die den Erfolg zu bringen
scheinen, iberbetont und die Vernetzun-
gen, die Nebenwirkungen und Riickkopp-
lungen solange wie irgend moglich igno-

riert

Ausgangspunkt fiir die Suche nach einem
eigenen Weg war die Zellulartherapie nach
Nichans und die Entwicklung und Einfih-
rung der Zystoplasmatischen Therapie

(1951) sowie der Methoden der Serum-De-
sensibilisierung durch Modifikationen der
Eigenblutbehandlung in Form der Gegen-
sensibilisierung mit kiinstlich verfremde-
ten pathogenen Antikérpern ( 1955) und

andererseits mit Antikdrperfragmenten
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(1957) Hieriber sollen Nachdrucke von
Verdffentlichungen informieren

Die Durchsetzung einer neuen Idee ist
meist schwerer, als diese zu konzipieren
Wie in der Evolution der Natur treiben
auch im personlichen Leben Einschriankun-
gen die Entwicklung voran Das Ergebnis
waren Patente und Patentanmeldungen,

von denen ein Auszug riickldufig chrono-

logisch dargestellt wird Vieles konnte

leider noch nicht realisiert werden Die
Zusammenfassung kann und soll deshalb
den Leser anregen, die verschiedenen

Méglichkeiten dieser Ideen, Hypothesen
und Theorien kennenzulernen und wenn
moglich zu nutzen, um die Welt zu ver-

bessern, ohne sie dabei zu zerstéren



I Nachdruck von Vero6ffentlichungen

Pharmakologie

Eingliederung der Therapie mit makromolekularen Organextrakten in die moderne Pharma-

kologie

K Theurer

Der Kassenarzt 21, Heft 12 Therapeutische

Zusammenfassung

Die Zytoplasmatische Therapie mit makromo-
lekularen Organextrakten ist eine auf den
ganzen Organismus ausgerichtete Organo-
therapie mit Prdparaten aus Einzelorganen
und Organkombinationen fiir bestimmte
Krankheitsarten Die Behandlungsprinzipi-
en beruhen auf der Substitution von Wirk-
faktoren aus gesunden tierischen und fo6ta-
len Geweben, dann aber auch in der Stimu-
lierung und Induktion korpereigener Funk-
tionen, die durch die Krankheit beeintrdch-
tigt sind, und nicht zuletzt in der Repara-
tur von defekten Molekiilen (DNS-Repair)
und Austausch von Untereinheiten (Do-
ménen in Proteinen) Experimentelle Er-
gebnisse beweisen diese Wirkungsmecha-
nismen und fundieren die Ergebnisse von
kontrollierten klinischen Studien und Dop-
pelblindstudien sowie einer Statistik iiber
mehr als zehntausend Behandlungsfille aus
Klinik und Praxis der Human- und Veteri-

nidrmedizin

Die Pharmakologie ist in stindiger Weiter-
entwicklung (20) Forschungsergebnisse
der letzten Jahrzehnte aus der Biochemie,
insbesondere der Molekularbiologie und
Molekulargenetik sowie der Organ- und
Transplantationsimmunologie sind bisher
noch nicht in die Pharmakologie voll inte-

griert Ansédtze in diese Richtung beste-

Berichte, Seite 3-8 (1981)

hen jedoch iiber die Rezeptorentheorie und
die Lehre von Struktur-Wirkungsbeziehun-
gen Auch erkennt das Deutsche Arznei-
mittelgesetz (BGB 1) Organ- und Zellbe-
standteile ausdriicklich als Arzneimittel an
In § 2 werden genannt: Tierkdrper, auch
lebender Tiere, sowie Korperteile, -be-
standteile und Stoffwechselprodukte von

Mensch und Tier in bearbeitetem Zustand

Art und Herstellung der Prdparate

Das Spektrum der Wirkstoffe der makromo-
lekularen zytoplasmatischen Organothera-
pie* umfaflit native molekulare Zellbestand-
teile von lebenswichtigen heterologen
(xenogenischen) und zum Teil auch homo-
logen (allogenischen) fetalen und juvenilen
Organen wie Proteine Nukleinsduren
(RNS und DNS), Lipide und Polysacchari-
de bis zu deren monomeren Untereinheiten
und Bestandteilen, den Oligo- und Poly-
peptiden, Nukleotiden u a Diese werden
*Revitorgan-Trockensubstanzen, -Dilu-
tionen mit und ohne Arzneimittelzusitze,
-Lingual-Prédparate, -Augentropfen, -Or-
gansalben, -Liposome

Hersteller:
7302 Ostfildern 1

vitOrgan Arzneimittel GmbH,
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nach einem besonders schonenden Her-
stellungsverfahren aus lyophilisierten Or-
gantrockenpulvern mittels SduredampfansF-
lyse im Vakuum bei Raumtemperatur ge-
wonnen (37)

Daraus werden dann physiologisch gepuf-
ferte wilrige Losungen (pH 7,2) als Dilu-
tionen in verschiedenen Verdinnungsstu-
fen (mg, Mg, ng, pg) unter Mitverwendung
von Spurenelementen (Cu, Co, Mg, Zn)
und oberfldchenaktiven Stoffen hergestellt
Es erfolgt eine Fraktionierung auf Moleku-
largewichte unter 1 Million Dalton
Zusidtzlich steigern Pharmaka die Wirksam-
Oberfldachen-

aktive Substanzen wirken als Adjuvans,

keit der Organsubstanzen

verbessern die Permeabilitit, vermeiden
eine Reaggregation von molekularen Unter-
einheiten und wirken als Emulgatoren fiir
Lipide

molekularen Préparate verhindert unkon-

Der HerstellungsprozeB der makro-

trollierte enzymatische und autokatalyti-
sche Abbauprozesse Der Tropismus gewis-
ser Organfaktoren erlaubt, organothera-
peutische Wirkstoffe als Vehikel fiir andere
Arzneimittel, z B Hormone und Vitamine,
zu verwenden (Dilutionen "N" und Lingu-

al-Prdparate)

Bei der Zytoplasmatischen Therapie han-
delt es sich um ein geschlossenes System
einer molekularen Organotherapie zur stu-
I'enweisen Dosierung nach immunologiseh-
allergologischen Grundsdtzen Durch to-
lerogene Dosierung mit einschleichenden
Konzentrationen wird die immunologische
Barriere iiberwunden, so daf die Organ-
faktoren in den Stoffwechsel geschadigter
Zellen eingebaut und krankheitsbedingte
Stoffwechseldefekte tberbriickt werden
konnen (10)

folgt iiber Immunmcchanismen und die

Eine indirekte Wirkung er-

Beeinflussung vegetativer Reaktionsab-

laufe

Die Direktwirkung auf geschiddigte, fehl-
funktionierende Organzellen erfolgt durch
Substitution von Enzymen, Nukleinsduren
sowie durch Untereinheiten und Bestand-
teile dieser Makromolekiille Diese konnen
zur Reparatur molekularer Defekte und
geschéddigter Regulationsmechanismen wie
auch als Matrizen fiir ihre eigene Reproduk-
tion dienen Die Zufuhr neuer biologischer
Informationen kann eine Neu- oder Umpro-
grammierung bewirken Bei Selbstheilungs-
vorgdngen geht diese Reparationshilfe von
gesunden Zellgeweben auf dysfunktionie-
rende, kranke Zellen iber Bei geneti-
schen Defekten und Molekularkrankheiten
fehlen jedoch solche Faktoren; diese miis-
sen deshalb aus gesunden Organismen zu-
gefiithrt werden Voraussetzung fir eine
Wirksamkeit von Biomolekiilen ist die Spe-
zifitdtserhaltung ihrer molekularen Grund-
strukturen Zu kleine Bruchstiicke haben
keine biologischen Spezifititsgrade mehr,
beispielsweise Aminosduren, so dafl diese
nur als Bausteine fiir Reparaturvorgidnge

dienen koénnen

Nachweis der Wirkungsmechanismen

Der Organtropismus wurde durch radio-
aktive Markierung der Organprédparate
bewiesen (16, 31) Auch lieB sich der Or-
gantropismus iber die Synthesestimulie-
rung analoger Organe (Pankreas, Gehirn)
im Tierversuch nachweisen (3) Die Re-
sorption von organspezifischen Faktoren
durch die Schleimhédute von Zunge, Skle-
ren und Darm ist Tracer-analytisch durch
Markierung mit fluoreszierenden Farbstof-
fen (23) und mit radioaktiven Nukliden
(31) nachgewiesen

Die Wirksamkeit einer oralen Anwendung

zytoplasmatischer Faktoren konnte tier-

experimentell bestdtigt werden (19)



In wiederholt reproduzierten Versuchen
mit makromolekularen Extrakten aus Rin-
der-Chorion (fotaler Anteil der Plazenta)
mit Konzentrationen im ng-Bereich, konnte
die semikonservative DNS-Synthese um
mehr als 65 Prozent und die reinen DNS-
Repairvorgidnge, nach UV-Bestrahlung, um
Nach

neueren Forschungsergebnissen aus dem

32 Prozent gesteigert werden (2)

Max-Planck-Institut fir experimentelle Me-

dizin in Gottingen soll auch eine Korrektur

von Fehlern bei der enzymatischen Synthese

von Eiweillketten moglich sein (10)

Der Austausch von Untereinheiten zwischen
Enzymen aus verschiedenen Organismen

ist durch die Bildung von Enzymchimédren
bewiesen (12) Zugefihrte mRNS konnte
durch Reverse Transkriptase als DNS ins
Genom integriert (27) oder als Untereinheit
durch terminale Desoxynukleotidyl-Trans-
ferase an DNS angekoppelt werden (5)
Auch ein Mechanismus der Hybridisierung
defekter RNS mit Poly- oder Oligo-Ribo-
nukleotiden, die als Informationsmatrize
dienen, und eine nachfolgende Reparatur
der DNS, erscheint moglich SchlieBlich

ist auch an eine besondere Form der gene-
tischen Rekombination durch Ubertragung
von genetischer Substanz aus Fremdorga-
nismen im Sinne einer Transfektion zu den-
ken (11) Diese kdnnte zu einer Ersatz-
programmierung geschéiddigter somatischer
Zellen fithren, wobei die neugewonnene In-
formation repliziert wiirde In diesem Fall
handelt es sich um eine Art molekularer

Transplantation (31)

Verstindlicherweise lassen sich aber bio-
logisch positive, orthomolekularisierende
bzw euthetisierende Wirkungen experimen-
tell nicht so leicht nachweisen wie schédi-

gende Wirkungen Jedoch konnten Axmann
und Chandra tierexperimentell in vivo die

Eiweilsynthese im Gehirn mit Dilutionen

aus Gehirn, und die EiweiBlsynthese im
Pankreas mit Dilutionen aus Pankreas in
ng-Konzcentrationcn um mehr als 50 Pro-
zent weitgehend organspezifisch stimulie-
ren (3)

Die klassischen Transplantationsexperi-
mente von Spemann (3) und seiner Schule
haben gezeigt, daB makromolekulare Or-
ganextrakte aus einem bestimmten Bezirk
des Amphibienkeims Faktoren enthalten,
die zur Differenzierung von Organanlagen
fihren Insbesondere konnten ein neura-
ler Faktor und ein mesenchymaler Faktor
isoliert werden Beide Faktoren sind Pro-
teine, durch deren Zusammenwirken es
zur Bildung vollstindiger Keimanlagen
kommt In der spidteren Entwicklung lassen
sich Determinationsstoffe nachweisen, so

z B ein chondrogener Faktor und ein
Nervenwachstumsfaktor mit Molekularge-
wichten um 60 000 Solche Stoffe diirften
auch eine Einwirkung auf die Proliferation
und Differenzierung von Stamm- und Vor-
lauferzellen fiir die morphologische Rege-
neration haben Die Induktionsstoffe wir-
ken wahrscheinlich iiber den Zellkern
und aktivieren bestimmte Gene, die dann
den AnstoB zur Bildung zellspezifischer

Stoffe geben (18)

Als Wirkfaktoren kommen auch Mediatoren
des Stoffwechsels in Betracht, wie man
sie besonders fiir das Immunsystem ge-
funden hat (1)

monwirkungen wie z B das zyklische Ade-

Ubertrigerstoffe von Hor-
nosinmonophosphat (cAMP), einschlieB-
lich der auf- und abbauenden Enzyme
der Adenylzyklase und Phosphodiesterase
(34), dann aber auch Regulationsstoffe
des Wachstums, z B Chalone (6) und
Prostaglandine (26)
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Immunologische Mechanismen
Wegen geringfiigiger, struktureller Abwei-
chungen in der Sequenz von Aminosduren
oder Nukleotiden wirken xenogenische oder
allogenische makromolekulare Organsubstan-
zen, je nach Dosierung, immunogen oder
tolerogen oder immunsuppressiv Die ge-
wiinschte immunologische Wirkung wird
durch verschiedene Verdinnungsstufen
der makromolekularen Organprédparate (36)
erzielt Hohe Verdinnungen erzeugen eine
"low-zone-tolerance" in geeigneter Dosie-
rung oder eine Immunsuppression Mitt-
lere Konzentrationen sensibilisieren, und
ganz groBle Mengen Idsen eine Immunpara-
lyse aus

Die immunologische Wirkung ist also ein
wesentlicher Teil des therapeutischen Ef-
fektes von makromolekularen Organfakto-
ren Dabei ist eine Beeinflussung des Im-
munsystems, unabhédngig vom sensibilisie-
renden Antigen, durch Verdnderung der
gesamten immunologischen Reaktionslage
ebenso moglich wie eine antigenspezifisehe

Beeinflussung

Dosierung

Bei Autoimmunkrankheiten erfolgt die Do-
sierung nach Gesichtspunkten der immuno-
logischen Toleranzerzeugung durch wieder-
holte Injektionen von hoheren Verdiinnun-
gen der Organantigene, in Art einer "low-
zone-tolerance", mit pg beginnend und an-
steigend zum Mg-Bereich Bei einer Insuf-
fizienz des Immunsystems, z B in der
Geriatrie, ist eine Stimulierung des Stoff-
wechsels durch Injektion von Dosen in
mg-Mengen moglich Die groBeren Injek-
tionsmengen konnen jedoch nur in ldngeren
Zeitintervallen oder fortlaufend in Abstédn-

den von nicht mehr als 3 Tagen wieder-

holt injiziert werden Deshalb stehen von
jedem Einzelpridparat, wie auch von jedem
Kombinationsprdparat, eine Reihe verschie-
dener Verdinnungsgrade zur Verfiigung
Bei krankheitsbedingter Autosensibilisie-
rung wird die Behandlung analog der spe-
zifischen Hyposensibilisierung in der Aller-
gologie mit hohen Verdiinnungsgraden be-
gonnen und die Dosierung, in sich verldn-
gernden Abstdnden, individualisierend ge-
steigert Die immunologischen und moleku-
larbiologischen Wirkungen benétigen zur
Entscheidend

ist deshalb die Zeit der Einwirkung bzw

Effektivitdt eine Latenzzeit

die Zeitspanne zwischen der Wiederholung
der Anwendung

Eine Furcht vor Eiweifl- und Makromolekii-
len ist hier wegen des besonderen Lyse-
verfahrens, dem die Préparate unterzogen
werden, und der Moglichkeit fiir eine in-
dividuelle Dosierung unbegriindet Die
schonende Lyse bedeutet immunologisch
eine Haptenisierung (39) Sie vermindert
die Artspezifitdt unter Beibehaltung der
Organspezifitit (22), Zudem bewirkt das
Lyseverfahren, wie auch die Fraktionierung
auf Molekulargewichte unter 1 Million Dal-
ton, eine Desinfektion gegen etwaige In-
fektionskeime und Viren (43) Trotzdem

erfolgen wiederholt Sterilitdtskontrollen

Immunbiologische Mechanismen

Niedere Antikorperkonzentrationen und
Untereinheiten von Antikorpern, die auch
ins Zellinnere permeieren, kdnnen sowohl
eine Aktivierung als auch eine Hemmung
der Synthesevorginge bewirken (42)
Antideterminante Bezirke von Isoantikor-
pern, die sowohl gegen das Prédparat als
auch gegen den Empféngerorganismus ge-
richtet sind, kdnnen mit Rezeptoren der

Zelloberfliche reagieren Moglich erscheint



auch eine Derepression von reprimierten
Genen und damit eine Syntheseaktivie-
rung, sofern sich diese Antikdrperbe-
standteile gegen Repressoren, das heilit
Hemmstoffe der Gen-gesteuerten Synthese ,
richten (38) Andererseits konnte die Re-
pression, das heiffit die Hemmung der Syn-
thesevorgidnge, z B beim Krebs, durch
antideterminante Bezirke von Antikérpern
erfolgen, die gegen DNS-Anteile, insbeson-
dere gegen die Promotoranteile von dere-
primierten Tumorgenen, gerichtet sind (41)
Entsprechende immunogene oder haptenc
Faktoren, vermutlich aber auch intrazellu-
laire Regulationsstoffe, werden mit Organ-
pridparaten iibertragen Eine Einwirkung
auf Synthesevorgidnge erscheint auch auf
Translationsebene an den Ribosomen mog-

lich

Molekularbiologische Mechanismen

Zur Normalisierung gestorter Stoffwechsel-
vorgidnge werden bei der makromolekularen
Organotherapie phylogenetisch dhnliche
Funktions- und Regulationsstoffe aus ge-
sunden Individuen verwendet Nicht be-
notigte Faktoren unterliegen dem normalen
Metabolismus und Abbau Die kérpereigenen
Regulationen werden nicht beeintrdchtigt
Es ist anzunehmen, daB die therapeutische
Wirkung von der Konzentration und vom
Tonenmilieu der Wirkstoffe abhdngt und

das Selektionsvermdgen des Organismus,
wie auch Feedback-Mechanismen, die thera-
peutische Wirkung steuern Dabei spielen
auch der pH, die Temperatur sowie chrono-
biologische und Zellteilungszyklen eine
Rolle Nicht zu befiirchten sind schiddliche
Nebenwirkungen Auch besteht keine Ge-
fahr eines genetischen "engineering" durch
pathogene Fehlinformationen, weil hier phy-

siologische Stoffe und nicht Gene aus patho-
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genen Mikroorganismen, Viren oder kiinst-
liche Hybridisations- und Umwandlungspro-
dukte verwendet werden

An biologischen Reaktionsabldufen sind
Kofaktoren und Regelmechanismen betei-
ligt Isolierte Einzelfaktoren aus Zellinhalts-
stoffen sind deshalb therapeutisch meist
weniger wirksam als das native Stoffge-
misch Trotzdem hat die Erforschung von
Einzelfaktoren aber groflen Anteil an der
Aufkldarung der Wirkungsmechanismen Da
jedes Cystron , das heifit jedes Gen sowie
auch jedes Operon, also jeweils zusammen-
arbeitende Genortc, einzeln reguliert wer-
den, sind unterschiedliche DNS-Informa-
tionen fir Repressoren mit unterschied-
licher Aminoséduresequenz erforderlich
Deshalb sind fiir eine biologische Therapie
Gemische solcher Faktoren vorteilhaft

Fiir die Ansicht, dal das Ganze wirksamer
sein miisse als die einzelnen Teile, die
sich in der Mischung nicht nachteilig be-
einflussen, gibt es viele Beispiele, so die
verschiedenen Immunglobulinklassen, die
Kaskade der Blutgerinnungsfaktoren und
des Komplements sowie die Enzymaktivie-
rung in Wirkstoffgemischen Erklarbar ist
diese Tatsache durch die Fédhigkeit der
GroBmolekiile, ihre Reaktionspartner und
Rezeptoren gegenseitig zu erkennen und

mit diesen zu reagieren

Standardisierung

Der Wirkungsnachweis der makromoleku-
laren Organextrakte erfolgt routinemédfBig
durch Tierversuche (14), Bioassay an

Zell- und Gewebekulturen (8), an zellfreien
Synthesesystemen (15) sowie durch immun-
biologische Methoden (24), z B dem
Hédmolyse-Gel-Test, ebenso aber auch
durch den Phagozytosetest Es lassen sich

auch Verfahren heranziehen, wie sie fir
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die Titerbestimmung' von antigenen Impf-
stoffen unter Verwendung von standardi-
sierten Antikdrperseren angewandt wer-
den (2)

Fremdstoffen ist zu beriicksichtigen, daB

Im Gegensatz zu Toxinen und

die Wirkung nur an einem geschéddigten
oder nicht optimal wirkenden biologischen
System gepriift werden kann Die Organ-
spezifitdt 1Bt sich nicht physikalisch-
chemisch, wohl aber immunologisch-sero-
logisch bis zum ng-Bereich durch Radio-
immunassay (RIA) wie auch durch Gelpri-
zipitation nachweisen Die Erstellung einer
Dosis-Wirkungskurve oder einer Konzentra-
tions-Wirkungskurve ist bei den molekular-
reparativen und replizierenden Wirkungs-
mechanismen, in gleicher Weise wie bei
Immunreaktionen, die von der Reaktions-
lage des Patienten und einer etwaigen Vor-
sensibilisierung abhédngen, nur bedingt
moglich Gewisse Hinweise auf die Kompetenz
des Organismus zur Verwertung der zuge-
fiihrten Organsubstanzen lassen sich durch
anamnestische Angaben iiber die Reaktions-
bereitschaft auf Medikamente und durch

Uberpriifung des Immunstatus gewinnen

Indikationen

Die Auswahl der Organpridparate fir Pro-
phylaxe und Therapie erfolgt nach den pa-
thophysiologischen Erkenntnissen unter
Deutung der Anamnese, der Symptomatik
und der Befunde Diese geben Hinweise
iber korrelative Organbeteiligungen am
Dabei sind Geschlecht

und Alter des Patienten wegen der Dispo-

Krankheitsgeschehen

sition des Endokriniums zu beriicksichtigen
Aufgrund der Organspezifitit der verschie-
denen Gewebearten und -zollen werden
Faktoren aus Einzelorganen, die bei Multi-
morbiditdit und Beteiligung verschiedener

Organarten kombiniert werden konnen,

fir bestimmte Indikationen fertige Kombi-
nationsprdparate aus verschiedenen Or-
ganarten, angewandt

Abgrenzung der Indikationen

Der Vergleich der Pharmakologie von ma-
kromolekularen Organsubstanzen mit dem
heute tblichen Arzneimittelschatz erlaubt
folgende Abgrenzung der Indikationen Fir
die symptomatisch wirkenden Pharmaka
liegen die Hauptindikationen in der Behand-
lung von Infektionen und akut bedrohlichen
Zustdnden, bei denen das Biosystem nicht
mehr auf biologische Reize anspricht oder
zu langsam reagiert Dazu gehoéren Erkran-
kungen mit tempordren, reversiblen Sto-
rungen des Stoffwechsels und der Organ-
funktionen, dann aber auch irreversible
bei denen keine Re-

Bedrohliche Si-

Krankheitszustdande,
stitution mehr moglich ist
tuationen sollten damit zundchst kupiert
werden, um so die Voraussetzungen fir
eine bessere Ansprechbarkeit auf die or-
ganotherapeutisehe Umstimmungstherapie
zu schaffen So konnen bei schweren
Krankheitszustinden Biomechanismen blok-
kiert sein, z B bei chronischen Infek-
tionskrankheiten, allergischen und rheuma-
tischen Erkrankungen sowie immunopatho-
genen Autoaggressionskrankheiten, eben-
so aber auch bei endokrinen Stdérungen
und chronischen Organerkrankungen Die
makromolekulare Organotherapie ist also
keine Notfalltherapie und im eigentlichen
Sinne des Wortes keine anti-biotische The-
rapie

Die eigentlichen Indikationen der makromo-
lekularen Organotherapie liegen bei jenen
Erkrankungen, bei denen eine Restitution
durch Selbstheilungsvorgidnge nicht oder
nicht mehr méglich ist, wie z B bei gene-

tisch bedingten Erkrankungen ecines



"errors of metabolism", bestimmten here-
ditdiren Krankheitsdispositionen und Ent-
wicklungsstorungen sowie erworbenen
Stoffwechseldefekten, besonders bei chro-
nischen und rezidivierenden Leiden und in
der Geriatrie Zu den Indikationen zdhlen
auch iatrogene und postinfektiose Folge-
schiden Auch genetisch bedingte Regu-
lationsstérungen des Stoffwechsels durch
chromosomale Aberrationen lassen sich
glinstig beeinflussen Bei zelluliren Mosai-
ken wird vermutlich die Proliferation und
Differenzierung von Normal Zellen gegen-
iber den chromosomal aberrenten Zellen
starker stimuliert, so dall sich die Rela-
tion zugunsten der Normalzellen verbessert
Deshalb sollte beim Down-Syndrom die Be-
handlung moglichst frith einsetzen (9)

Es ist dann auch ein Einflufl auf die Ent-
wicklung und Reifung des Gehirns mog-
lich

Eine Krankheitsprophylaxe im Sinne einer
Steigerung der Resistenz gegen virale In-
fektionen, Intoxikationen und kanzerogene
Noxen gewinnt in unserem Zeitalter der
vermehrten Umweltschddigungen zuneh-
mend an Bedeutung Prédparationen aus
dem maternen Anteil der Plazenta konnten
im Doppelblindversuch bei Verfiitterung an
Spontantumoren erkrankten, syngenen
Miusen, wie auch nach Anwendung von
Methylcholanthren und anderen Karzino-
genen die Uberlebensrate um 40 Prozent
steigern (46) Die Verfiitterung der Dezi-
Nach-

teilige Wirkungen wurden nicht beobachtet

duaprdparate erfolgte tiber 84 Wochen

Eine Injektionstherapie, ebenso aber auch
eine dreimalige Behandlung mit Prépara-
tionen aus Leber, hatten bis iiber 80 Pro-
zent Schutzwirkung (46) In der Tumor-
therapie ersetzen makromolekulare Organ-
extrakte die Methoden der unspezifischen

Stimulierung des Immunsystems mittels
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Endotoxinen
Bei Behand-

bakterieller Infektionen,
und/oder chemischen Stoffen
lungsbeginn in einem friithen Entwicklungs-
stadium des Tumors konnte tierexperimen-
tell an verschiedenen Tumorsystemen bis
iber 80 Prozent vollstindige Regression
der Tumoren erzielt werden (46) Prépa-
rate aus dem maternen Anteil der Rinder-
plazenta wirken auf Tumoren katabolisie-
rend und auf Normalgewebc anabolisierend
Der anoxibiotische Stoffwechsel der Tumo-
ren wird auf oxidative Vorginge umge-
stellt Nach Veroffentlichungen von Meda-
war (25) sowie von Wacker (44) wurden

mit Prdparationen aus fotaler Leber oder
mit fotalen Frischgeweben iiberwiegend pro-
phylaktische Wirkungen bei Impftumoren
erzielt, jedoch keine therapeutische Wir-
kung bei bestehenden Tumoren Mit zyto-
plasmatischen Organlysaten lassen sich
dagegen auch therapeutische Wirkungen er-
zielen Dies spricht dafir, daB das Her-
stellungsverfahren fir die Wirksamkeit der
Prédparate von Bedeutung ist

An kontrollierten Versuchen bei der
Fiitterung von Hithnern, Schweinen und
Kiélbern duflerte sich eine Zufuhr derarti-
ger Prdparate bis zur Schlachtung in einer
signifikant verbesserten Futterverwertung
wie auch der Zunahme des Korpergewichts
und der Resistenz Die Ergebnisse waren
denen bei der Verfiitterung von Antibioti-
ka und anabolen Hormonen mindestens

gleichwertig (7)

Besonders wichtige Indikationen sind auch
atopische Erkrankungen und die Umstim-
mung einer hyperergisch-allergischen Re-
aktionslage Dabei ist auf eine Wirkungs-
umkehr von Prdparaten aus fotalen und

jugendlichen Organen zu achten So hemmt
z B fotaler Thymus die Immunreaktionen
im Jerne-Test, widhrend jugendlicher Thy-

mus immunologisch stimulierend wirkt (32)



Prifung':

Mit modernen immunologischen Methoden
durch Antigen-Antikdrper-Reaktionen
Tierexperimentell durch Bioassay - in
vitro in Zell- und Gewebekulturen sowie
an zellfreien Synthesesystemen
Kontrollierte klinische Versuche und
statistische Auswertung der Ergebnisse aus
der Praxis

Einschleichende toleranzerzeugende oder
immunogene Dosierung, abhédngig von der
Reaktionslage

Dosis-Wirkungskurve nur an Zellkulturen
moglich

Keine toxischen Wirkungen

Abbau und Ausscheidung

wie bei kdorpereigenen Stoffen

Metabolismus,

Biologische Beeinflussung immunologischer
Synthesesysteme (Organadjuvantien)
Keine Arzneimittelschdden

Keine Gewdhnung oder Sucht
Kombinationsmdglichkeiten mit herkommli-
chen Pharmaka soweit diese nicht die Wir-

kungsmechanismen blockieren

Wirkung:

Uber ubiquitdre biologische Mechanismen
durch Transfer, Integrierung und Redupli-
kation von genetischer Substanz in die
Synthese- und Regulationsvorginge des
intrazelluldren Stoffwechsels Latenzzeit
bis zum Wirkungseintritt Langzeit- oder
Dauerwirkung iber:

a) immunologische Mechanismen,

b) molekularbiologische Mechanismen
Ubertragung genetischer Informationen
durch Transfektion (heterologe Gene und
Genbestandteile) , Transkription der iber-
tragenen Gene,
tide und Repairenzyme) Ubertragung-
fehlender oder beim Patienten defekter Re-
gulationsstoffe (Induktoren, Repressoren),

Enzyme und Metabolite des Zellstoffwechsels

Repairmechanismen (Nukleo-

Regulationsmechanismen werden nicht
beeintrdchtigt Die Aktivierung der kor
percigenen Regulationen und Normalisie-
rung von Funktionen sind weniger dosis-
als zeitabhdngig, vergleichbar der Immun-
antwort nach Sensibilisierung

Keine Notfalltherapie

Umstimmungstherapie
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Modifikationen der Eigenblutbehandlung - Die Gegensensibilisierung und die Behandlung

mit Antikorperfragmenten

K Theurer

Physikalische Medizin und Rehabilitation, Zeitschrift fiir praxisnahe Medizin, Heft 12,

15 Jahrgang, Seite 266 - 268 (Dezember 1974)

Die Behandlung mit Eigenblut gilt als alther-
gebracht Lassen Sie mich deshalb meinen
Ausfiithrungen iber Modifikationen der Ei-
genbluttherapie drei aphoristisch anmuten-
de Sitze voranstellen, die ich in einem Ta-
gungsbericht von Pfeiffer in "reformed"
gefunden habe Sie lauten:

1 Die klinische Medizin besteht

aus einer Unzahl extrem aufwendiger Kon-

nicht nur
zepte Es handelt sich vielmehr um die
stindige Optimierung des Bewdhrten

2 Das Aufwendigste ist nicht immer das
und schlielich

3 Das Neue ist meistens eher eine Frage

Beste,

des Verstehens nicht so sehr des Lernens
Den wesentlichen AnstoB zur Entwicklung
der Gegensensibilisierung hat mir das Ruch
von Herrn Ilaferkamp iiber die Eigenblut-
behandlung gegeben Ich mdchte ihm
dafiir an dieser Stelle herzlich danken
Dem in diesem Biichlein zusammengefafiten
Wissen habe ich Uberlegungen iiber den
moglichen Wirkungsmechanismus des Bogo-
moletzserums aufgrund immunologischer
Gesichtspunkte gegeniibergestellt
Eigenblutbehandlung als unspezifische

Reizkorpertherapie

Die Eigenblutbehandlung galt bis dahin als
Methode der unspezifischen Reizkdrperthe-
rapie Alle Modifikationen beruhten auf
einer partiellen Denaturierung der Blut-

prdparate z B durch Stehenlassen oder

Bestrahlen des Blutes mit UV- oder Kurz-
wellen bzw Begasen mit Ozon, was die un-
spezifische Wirkung noch verstirken mufite
Die Ergebnisse der Immunologie zeigten
aber, daBl im Patientenblut krankheitsbe-
zogene Reaktionsprodukte wie Antikorper,
Autoantikorper, allergische Antikorper,
Fermente und z T auch die sensibilisie-
renden Substanzen enthalten sind, die
sich pathogen auswirken Vom Organismus
werden die korpereigenen Reaktionspro-
dukte nicht als Fremdstoffe empfunden
Deshalb unterbleiben Gegenreaktionen
Demgegeniiber ist das Rogomoletzserum
korperfremd und deshalb antigen Im Ge-
gensatz zu dem modernen Antilymphozyten-
serum, das ebenfalls als antimesenchymal
bezeichnet werden kann, wird das Bogo-
moletzserum in sehr hohen Verdiinnungen
Wihrend das ALS die Lympho-

zyten schiadigt bzw

angewandt
vernichtet und damit
auch die humoralen Immunreaktionen zu-
rickdrdngt, soll das Bogomoletzserum
das mesenchymale Gewebe aktivieren Dies
ist aufgrund unterschiedlicher Dosierung
moglich  Bis heute hat aber das Bogomo-
letzserum noch nicht das Placet der Arznei-
mittelkommission der Deutschen Arzte-
schaft, wadhrend das Antilymphozyten-Se-
rum mit der andersartigen, schddigenden
Wirkung, volle Anerkennung geniefit, ob-
wohl es im Prinzip dasselbe ist Schidi-
gende Wirkungen sind jedoch leichter zu

erfassen Um prinzipiell dhnliche Reaktio-



nen wie mit dem Bogomoletzserum in hohe-
ren Verdinnungen mit dem Blut von Pa-
tienten auszuldsen, mufiten die krankheits-
bezogenen Reaktionsprodukte zunédchst so
verdndert werden, dal sie nach Riickfiih-
rung in den Organismus nicht mehr als
korpereigen erkannt werden und spezifi-
sche Gegenreaktionen auslésen, die immu-
nologisch vom beteiligten Antigen bzw
Hapten abhidngig bleiben Denaturierende
MafBinahmen konnten deshalb fiir diese Um-
wandlung zu einem Antigen nicht in Be-
tracht kommen, ebenfalls auch nicht die
Konjugation mit einem anderen Antigen,
wie sie seit Landsteiner in der Immunologie
bekannt sind Auch Chelatbildungen mit
Schwermetallen schienen ungeeignet, wenn
man eine unerwiinschte zusdtzliche Sensi-
bilisierung des Organismus gegen die Um-
wandlungsprodukte vermeiden wollte Ich
benutzte deshalb eine selbstentwickelte,
kolloidale Komplexverbindung aus Alumini-
umhydroxyd und Kieselsdure mit stark
adsorbierender Wirkung als Zusatz zu kor-
pereigene Antikdrper enthaltende Korper-
flissigkeiten, wobei das Adsorbat durch
Phenol stabilisiert und konserviert wird
Ohne Zusatz von Phenol wire die immuno-
logische Umwandlung reversibel Anderer-
seits wird durch Phenol die antigene Spe-
zifitdt nicht verdndert Bei etwaiger Phe-
noliberempfindlichkeit wirken die hohen
Verdiinnungen des Phenols in Art von
Nosoden desensibilisierend Als Ausgangs-
stoffe konnen Venenblut, Serum, Plasma,
Hémolysat, Liquor cerebrospinalis, Exsu-
date und Transsudate , Gelenkergiisse, In-
halt von Kanthariden-Blasen und auch Ei-
genharn zum Antigen umgewandelt werden
Die so hergestellten Stammldsungen werden

dann im Ilunderterschritt bis 10 '?

g/ml
und hoher mit physiologischer Kochsalz-

16sung unter sterilen Kautelen verdiinnt
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Diese Verdinnungen werden in dhnlicher
Weise wie die Allergenverdiinnungen bei
der spezifischen Hyposensibilisierung in
individualisierender, ansteigender Dosie-
rung wiederholt reinjiziert Die Applika-
tion kann i e , s ¢ oder auch i m erfol-

gen aber auch nasal oder lingual
Gegenreaktionen durch Reiztherapie

Durch die Behandlung werden Gegenreak-
tionen ausgeldst, die von der Konzentra-
tion des Prédparates den Zeitsbstinden
zwischen den Anwendungen und der jewei-
ligen Reaktionslage des Patienten abhédngen

Zur Desensibilisierung werden Verdiinnun-
-12

gen von 10 und hdéher ansteigend bis

etwa 10-4 angewandt Hohere Konzentra-

tionen zwischen 10™* bis 1072 fihren beim
Menschen zur Provokation der immunolo-
gischen Vorginge, wodurch sich infektidse
Herde erkennen und einer Sanierung zu-
fihren lassen Auch kann damit die Re-
aktionsbereitschaft des Organismus reakti-
viert werden, z B bei Krebspatienten
oder auch bei Akne vulgaris bzw bei Im-
muntoleranz gegen bestimmte Bakterien,

z B bei Dauerausscheidern und bei den
sog Dysbaktcrien Wihrend fiir die Ge-
gensensibilisierung relativ kurze Intervalle
zwischen den einzelnen Applikationen zu
wihlen sind, z B 1 bis 3 Tage tdglich,
dann 1 bis 2 Wochen jeden 2 Tag und
schlieflich jeden 3 Tag, sollte die Anwen-
dung als immunologische Provokation z B
am 1 , 5 , 12 und 20 Tag von je 0,5 ml

s ¢ oder im erfolgen Ich mochte anneh-
men, dall diese Provokationsmethode fiir
den Organismus schonender ist, als die
heute oft durchgefiithrte unspezifische Pro-
vokation des immunologischen Systems mit
Bakterienextrakten, insbesondere in der

Tumorbehandlung mit der
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¢gCG-Immunisierung

Indikationen fiir die Gegensensibilisierung
sind exogene wie endogene allergische bzw
hyperergische Erkrankungen und die bio-
logische Immunsuppression einschlieBlich
von immunopathogenen Autoaggressionen
Vorteile der Gegensensibilisierung gegen-
tiber der herkommlichen Hyposensibilisie-
rung mit dem Allergen sind: Keine Aller-
gentestung ist erforderlich

Kur einmalige Blutentnahme bzw erneute,
wenn sich das Allergenspektrum édndert,
wobei dann fiir die neuen Verdiinnungen
die vorangehende und die neue Stamm-
l6sung zusammengemischt werden koénnen
Einfache und wirtschaftliche Herstellung

der Pridparate

Bedeutung der Antikorper

Bei allen Erkrankungen, die sich immuno-
logisch auswirken, sind die krankheits-
bedingten Antikorperfraktionen erhdht
gegeniiber den anderen prdaformierten
Antikorperfraktionen ohne aktuelle Bedeu-
Immunreaktionen sind konzentra-

Sehr hohe Ver-

tung
tionsabhidngig vom Antigen
dinnungen des Antigens bleiben unter-
schwellig fiir die Auslésung der Antikor-
perbildung Etwas weniger hohe Verdiin-

nungen fihren zur spezifischen Immun-

toleranz gegeniiber dem Antigen, d h dal
auch bei hoheren Konzentrationen keine

Antikorperbildung mehr erfolgt Mittlere
Konzentrationen induzieren die Antikor-
perbildung, und sehr hohe Konzentratio-
nen erzeugen eine allgemeine Immunpara-

lyse Die Dosierung richtet sich bei der Ge-

gensensibilisierung deshalb nach der krank-

heitsbedingten Antikérperfraktion Andere
Blutbestandteile, die ebenfalls zum Antigen
umgewandelt sein kdonnen, bleiben dann

entweder unterschwellig oder fuhren bei

wiederholter Behandlung zur Toleranz,
so daBB von ihnen keine nachhaltigen Wir-
kungen ausgeldost werden Gegenreaktio-
nen richten sich deshalb besonders gegen
die aktuellen krankheitsbedingten Immun-
reaktionen

1955 habe ich beim TherapiekongreB in
Karlsruhe auf die Notwendigkeit einer
quantitativen Steuerung von organ- und
zellimmunologischen Vorgdngen hingewie-
sen (Therapie-Woche 6, 5 - 6 132, 1955)
Dortmals waren immunopathogene Auto-
aggressionen noch nicht als pathogeni-
sches Prinzip anerkannt In einer tier-
experimentellen Arbeit iiber die Auswir-
kungen von Antikdrperseren auf schon
vorhandene gleichartige Antikdrpertiter
habe ich 1956 die Moglichkeit einer Beein-
flussung der quantitativen Regulationen
der Antikdrperbildung durch entsprechen-
de Antikdrper derselben Tierspezies auf-
gezeigt (Arztliche Forschung, X Jahrg ,
Heft 1, S 2/1 - 2, vom 10 Januar 1956)
Der ndchste Schritt war 1956 die Entwick-
lung der Gegensensibilisierung durch Mo-
difikation der Eigenblutbehandlung zu
einer neuartigen Desensibilisierungsmetho-
de (Medizinische Nr 44:15/69 bis 15/72,
1956) Dariiber konnte ich dann beim V
Europédischen AllergieckongreB in Basel
1962 berichten (KongreBbericht S 230

bis 233) Bei unseren seit 1954 alljdhrlich
durchgefithrten Jahrestagungen iiber die
Zytoplasmatische Therapie und die Metho-
den der Serumdesensibilisierung in Stutt-
gart habe ich 1959 auf die Moglichkeit
einer Prophylaxe der Erythroblastose bei
blutinkompatiblen Schwangerschaften hin-
13) Es ist

moglich, daB ich damit den AnstoB zur

gewiesen (Tagungsbericht S

Entwicklung der Anti-D-lmmunprophylaxe
der Erythroblastose gegeben habe Wie

Sie wissen, hat sich bei nicht vorsensibi-



lisierten Miittern diese Methode sehr segens-
reich ausgewirkt, indem sie die Sensibilisie-
rung gegen inkompatible Blutgruppen, ins-
besondere den Rh-Faktor, fir die folgenden
Schwangerschaften zuriickdrdngen bzw
verhindern Es werden hier menschliche
Antikorper gegen die inkompatiblen Blut-
faktoren des Kindes unmittelbar nach der
Geburt in sehr hoher Dosierung der Mutter
parenteral injiziert Diese Methode 1dfit sich
aber bei vorsensibilisierten Miittern nicht
anwenden, wohl aber die Gegensensibilisie-
rung Diese muBB dann wihrend der ganzen
inkompatiblen Schwangerschaft durchge-
fithrt werden Auch nach Organtransplan-
tationen ist an eine solche fortlaufende Ge-

gensensibilisierung zu denken

Regulation der Immunantwort

Heute wird die Regulation der Immunant-
wort durch Antikérper in den Lehrbiichern
der Immunologie wie z B v Humphry und
White im Thieme-Verlag und von Nossal als
Suhrkamp-Taschenbuch beschrieben Ich
freue mich, daB durch die Grundlagen-
forschung die Wirkungsmechanismen und
Moglichkeiten dieser Modifikation der Ei-
genblutbehandlung, wie auch der Anwen-
dung hochmolekularer Organextrakte in
Form hoher Verdiinnungen bei der Zyto-
plasmatischen Therapie, anerkannt werden
Die Auswirkung solch hoher Verdiinnun-
gen zur Toleranzerzeugung bzw Desensi-
bilisierung nennt man heute "low-zone-
Toleranz"

Tierexperimentelle Untersuchungen von
Prof Kraft, in der Medizinischen Tier-
klinik der Universitdt Miinchen, bestdtigen
die Wirksamkeit der Gegensensibilisierung
6/1973,

"Die deutlichsten

In Tierdrztlicher Umschau Nr
S 273, berichtet dieser:

Erfolge in unserer Klinik haben wir bisher
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bei hartndckigen chronischen Hauterkran-
kungen verschiedener Genese, vor allem
bei Pferden und Hunden und bei chroni-
schen Affektionen der Luftwege besonders
bei Pferden, gesehen Gerade bei diesen
Krankheiten sind asthmatoide Symptome
hdufig und die GS bringt hier noch besse-
re Erfolge als die Behandlung mit Corti-
coiden" Prof Kraft hat aber auch tierex-
perimentelle Versuche durchgefithrt wobei
Hunde, die gegen Pferdefleisch sensibili-
siert waren, nach der GS auf den Allergen-
extrakt keine Reaktionen mehr zeigten

Die sensibilisierten Meerschweinchen blie-
ben beim Zitzen-Test nach der GS ohne
feststellbare Reaktionen Bei Meerschwein-
chen, die i p mit Pferdeserum sensibili-
siert waren, blieben nach der GS anaphy-
laktische Reaktionen bei Anaphylaxie-Ver-
suchen aus Letzteres hat auch Dr Kind-
ler, dortmals im Blutgruppenforschungs-
institut unter Prof Bahr in Bensberg,
tierexperimentell an vorsensibilisierten Ka-

ninchen festgestellt

Anwendung von Antikdrper-Fragmenten

Eine zweite Modifikation der Eigenblutbe-
handlung beruht auf der therapeutischen
Anwendung von Antikdrper-Fragmenten
mit erhaltenem Tropismus zum Antigen
bzw Allergen oder Hapten Basis fir
diese Entwicklung waren Uberlegungen
iber die mogliche Haptenisierung von ma-
kromolekularen Organbestandteilen durch
Zerkleinerung der MolekiilgroBe, wie wir
sie bei der Zytoplasmatischen Therapie in
die Organtherapie eingefiihrt haben Der
Informationscharakter der molekularen
Fragmente mufl dabei erhalten bleiben
Erste Versuche iiber die Aufspaltung von
Antikorperfragmenten habe ich zusammen
1956 am Hygiene-Insti-

mit Prof Jachertz
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tut in Tibingen durchgefihrt Porter hat

dann 1959 mit der Aufklarung der moleku-
laren Struktur von Antikérpern begonnen,
wihrend wir diese Methode in die Therapie
einfihrten

Die Behandlung mit Antikdrper-Fragmenten
eignet sich besonders fiir Krankheiten, an

denen zellstindige Antikdrper beteiligt sind

(Arztliche Forschung, zu 11 Jg , Heft 5,
1/259 - 1/263 v 10 Mai 1957; "Arztliche
Praxis" Nr 42 v 19 Oktober 1957; sowie

KongreBbericht vom V Europdischen Aller-
giekongreB 1962, S 230 bis 233) Es wer-
den dabei die molekularen Zellbestandteile
bzw Rezeptoren fiir Antikdrper durch
Antikorper-Bruchstiicke (leichte und schwe-
re Ketten oder das Fab-Fragment) gegen
Reaktionen mit nativen Antikdrpern und
T-Lymphozyten blockiert Im Gegensatz
zu den Antikorper-Bruchsticken wiirden
native Antikdrper eine Umwandlung der
Zellbestandteile zum Vollantigen bewirken
und die weitere Entstehung von Autoanti-
korpern unterhalten Dieser Circulus
vitiosus wird durchbrochen Andererseits
erméglicht eine Absdttigung der antigenen
Zellrezeptoren durch Antikorper-Fragmente
ein Enhancement, d h eine Verstirkung
bzw einen Schutz dieser Zellen gegen
zytotoxische bzw zytolytische Wirkungen,

die unter Mitbeteiligung von Komplement

stattfinden Dieses kann sich nicht an das
Konjugat dieser Antikdrper-Bruchstiicke
anlagern Auch T-Lymphozyten, die als
Killer-Zellen wirken, konnen durch die
Blockierung der Rezeptoren nicht mit den
jeweiligen Korperzellen, gegen die sie ge-
richtet sind, reagieren und diese vernich-
ten

Diese Methode ecignet sich deshalb beson-
ders zur Behandlung der sogenannten Kol-
lagenosen und Autoaggressionskrankheiten,
dann aber moglicherweise auch zur Erhal-
tung von Organtransplantaten Ungeeignet
ist sie beim Krebs Hier konnen aber die
Antikorper-Fragmente mit Tropismus zu
Krebszellen als Schlepperstoffe fiir zyto-
toxische Substanzen dienen, die sich dann

an den Krebszellen anreichern und diese

vernichten Hieriiber habe ich 1968 an
dieser Stelle berichtet (Physikal Med u
Rehab , 9 Jg , Heft 2, Febr 1968, u

Heft 11,

vorgdngen werden hingegen die Antikor-

1968) Bei Autosensibilisierungs-

per-Bruchstiicke an Corticoide angekop-
pelt, um die Auswirkungen der Antigen-
Antikorper-Reaktionen durch Bildung von
l[i-Substanzen in den betroffenen Zellen

zu vermeiden
Weitere Einzelheiten bitte ich aus der zur

Verfiigung stehenden Literatur zu ent-

nehmen



Zur wissenschaftlichen Bewertung der sog

Eigenblutbehandlung

K E Theurer

Therapiewoche 35, Heft 13, Seite 1542 -

Die Methode der Gegensensibilisierung (GS)
wurde empirisch entwickelt und experimen-
tell untermauert Sie ist heute therapeu-
tische Konsequenz der internationalen wis-
senschaftlichen Erkenntnisse iiber die Re-
gulation der Immunantwort durch Antikoérper
Bei entziindlichen, chronischen, rheumati-
schen Erkrankungen kann die GS ein ent-
scheidend wichtiger Faktor einer Basis-

therapie sein

The method of counter-sensibilisation was
empirically devcloped and experimentally

proved

It is the therapeutic consequence of inter-
national scientific findings concerning the
antibody-induced immune response

In case of inflammatory chronic rheumatic
disease, the counter-sensibilisation can be

a decisive factor of a basic therapy

Entscheidungshilfen fiir die Bewertung
der "Gegensensibilisierung" als therapeu-

tische Methode

Die Gegense@sibilisierung nach Theurer

(Allergostop
GmbH, Ostfildern-Ruit) ist eine modifi-

zierte Eigenbluttherapie

I, vitOrgan Arzneimittel

Die Eigenvoll-
bluttherapie gilt als historische Behand-
lungsmethode und wird auch heute noch in
Klinik und Praxis angewandt (4) Durch
parenterale Anwendung werden damit ge-
legentlich tiberraschende Heilerfolge er-

zielt (16a) Dies gelte auch fir die in ver-
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"Gegensensibilisierung", einer modifizierten

1546 (Mirz 1985)

schiedener Weise abgewandelte Behandlung
mit Eigenserum und Eigenharn (19) Nach
Hennemann konnen Blutiibertragungen

auf Empfidnger mit hochaviden Kilte-Agglu-
tininen i-eaktionslos vertragen werden
Benhamou und Mitarb haben 1948 (zit

in 16a , S 721) einen 40jdhrigen

ten mit hdmolytischer Andmie mittels wie-

Patien-
derholten Injektionen seines eigenen
Plasmaglobulins (allerdings ohne chemi-
sche Verfremdung und Zusatz von Adju-
vantien) zu desensibilisieren versucht

Die Wirkung war iiberraschend, insofern
der Patient eine Remission seiner Sympto-
me erlebte, wobei der Kidlte-Agglutinations-
titer von voirher 1:512 auf 1:4 bei oberer
Grenze bei 20° zuriickging (Editorial in
Lancet 1949 No 6555, 1, 657)

Theurer machte fiir die Wirkung der The-
rapie mit Eigenblut und Eigenharn reak-
tive Faktoren verantwortlich, die in den
Korperflissigkeiten enthalten sind und

zum Krankheitsgeschehen in Beziehung
stehen, insbesondere pathogene Antikor-
per, Antigene und Regulationsfaktoren
Diese konnen bei Riickiibertragung in den
Organismus Gegenreaktionen gegen die
Daher der
Kor-

pereigene Faktoren werden vom Organis-

pathogenen Faktoren ausldsen

Name "Gegensensibilisierung" (GS)

mus jedoch nicht als kdrperfremd erkannt,
auch wenn sie, wie die Antikdrper, im
Verlaufe einer Krankheit auftreten Sie
16sen deshalb normalerweise keine Gegen-

reaktionen aus Dies geschieht aber,



28

wenn man sie wie bei der GS vor der Riick-
fiihrung in den Organismus chemisch ver-
fremdet, zum Beispiel durch Phenolzusatz
und Anlagerung an ein geeignetes Adjuvans
(Aluminiumhydroxid und Kieselsdure (20))
(vegl  (16a))
teile oder Faktoren, gegen die keine oder

Die molekularen Bestand-

nur geringe Immuntoleranz besteht, wie
zum Beispiel die variablen, antideterminan-
ten, N-terminalen Bezirke der Antikdrper-
molekiile, erhalten dadurch bevorzugt im-
munogene Eigenschaften Stdndig vorhande-
ne Blutbestandteile, wie zum Beispiel Al-
bumine und die konstanten Antikdrperbe-
zirke, losen praktisch keinerlei Gegenreak-
tionen aus, so dall die erwiinschte Immunab-
wehr nicht Not leidet und keinerlei uner-
wiinschte Nebenwirkungen auftreten Es
werden lediglich die Antikdrperarten suppri-
miert, die in der Blutprobe enthalten sind
Deshalb mufl die Blutabnahme auf der Hohe
des Krankheitsgeschehens erfolgen Die
Methode der Gegensensibilisierung bedeu-
tet eine Art von aktiver Immunisierung mit
Grenzkonzentrationen der zum Immunogen
umgewandelten Antikorper

Nach tierexperimenteller Uberpriifung (21)
und Selbstversuchen hat Theurer diese Me-
thode in die Therapie eingefihrt (22 - 24)
Inzwischen werden die wissenschaftlichen
Grundlagen in allen Lehrbiichern der Im-
munologie erwidhnt (Beispiele s Tabelle 1)
Die aktive Antikdrperbildung kann durch
passiv zugefihrte Antikorper gedrosselt
oder unterdriickt werden (12, 13, 27)
Gegenreaktionen richten sich bevorzugt ge-
gen die Idiotypenspezifitit (2) Der Hemm-
effekt wirkt sich im wesentlichen gegen die
Antikdrperbildung in der Primédrantwort aus
Er wird als homéoostatischer Mechanismus
oder als Feedback-Mechanismus bezeichnet
(vgl Tabelle 1, A: S 79)

Die Immunsuppression, die man durch Anti-

korper induziert hatte, erwies sich in eini-
gen Studien bemerkenswert spezifisch

(vgl Tabelle 1, B : S 165)
Tabelle 1: Auswahl von Lehrbiichern der
Immunologie, die die wissenschaftlichen
Grundlagen der GS behandeln

A Steffen C : Allgemeine und experimen-

telle Immunologie und Immunpathologie,

Thieme, Stuttgart 1968

B Humphry, J H , White, R G : Kurzes
Lehrbuch der Immunologie Thieme
Stuttgart 1971

C Seil, St : Immunologie, Immunpatho-

logie und Immunitdit Verlag Chemie,
Weinheim - New York 1977

D Friemel, H : Immunologische Arbeits-

methoden Fischer Stuttgart 1984
E Nossal: Immunologie, Suhrkamp-Ta-
schenbuch

Das Wirkungsprinzip der Gegensensibili-
sierung wird auch durch die Netzwerk-
theorie der Antigen-Antikdrper-Reaktionen
Tabel-
Diese Theorie geht auf

des Immunsystems bestatigt (vgl
le 1, A : S 105)
Marrack, Heidelberger und Kendali Pau-
ling, Pressmann und Campbell zuriick
und wurde von Niels Kay Jerne erweitert,
der u a dafiir mit dem Nobelpreis 1984
ausgezeichnet wurde (6)

Therapeutische Konsequenzen wurden aus
diesen wissenschaftlichen Erkenntnissen
aufler bei der GS bei der Verhinderung
der Rh-Immunisierung bei der Erythro-
blastosis foetalis von Freda, Corman und
Pollack 1967 gezogen Diese fithrten die
Supprcssion der primdren Rh-Immunant-
wort durch passive Anwendung eines
Rh-1gG-Anti-Immunglobulins ein (vgl Ta-
belle 1B S 209f sowie C : S 126f)

Die Behandlung erfolgt hier mit einem



Anti-Rh-Antikorperserum In einer klini-
schen Studie konnte Lehmann 1969 (9) die
prophylaktische Wirkung der GS an zwdolf
Féillen von rh-negativen, sensibilisierten
IT bis VII Para-Schwangeren nachweisen
Die Behandlung erfolgte hier mit dem ver-
fremdeten Patientenblut wédhrend der ge-
samten Graviditdit Im Gegensatz zur
passiven Prophylaxe von Freda et al han-
delt es sich hier um eine aktive Immunisie-
rung gegen den primdren Rh-Antikdrper
Die Entstehung von Anti-Antikdrpern wur-
den generell 1957 durch Milgrom et al (11)
bewiesen Diese immunisierten Kaninchen
mit autogenem Gamma-Globulin, das unter
schonenden Bedingungen leicht denatu-
riert wurde Antikdrper traten auf, die so-
wohl mit dem denaturierten autogenen Gam-
maglobulin als auch mit nativem Globulin
reagierten und Anti-Antikdrpereigenschaf-
ten zeigten
McCluskey et al

gebnisse

Die Nachuntersuchung durch

(10) bestdtigte diese Er-

Unter Rheumafaktoren des menschlichen
Serums versteht man eine Mischung von
Antikorpern gegen Gamma-Globulin, also
Anti-Antikdrper (vgl Tabelle IB : S
484f)

mutlich wegen der krankheitsbedingten

Rheumafaktoren sind jedoch ver-

Fehlfunktion des Immunsystems keine Anti-
Idiotyp-Antikdérper und somit nicht spezi-
fisch immunsuppressiv und therapeutisch
wirksam Hoffmann (5, 26) konnte zeigen,
daBl durch die GS die Rheumafaktoren
supprimiert werden und die Krankheits-
symptomatik bei der PCP gebessert wird
Bei atopischen Erkrankungen werden die
IgE als allergische Antikdrper durch die
GS supprimiert
von Schindler (16) und Kern (7)

Dies zeigten Ergebnisse

Die Suppression der primdren Antikorper-
bildung kann nach der Hypothese von

Theurer bereits innerhalb der immunkompe-

29

tenten desensibilisierten Zellen durch
Antikdorper mit entsprechender Idiotyp-
spezifitdt erfolgen (25)

Auch Allergien, die sich nicht durch Aller-
gen-Testungen erfassen lassen und des-
halb als "unspezifisch" bezeichnet werden,
lassen sich mit der GS erfolgreich behan-
deln (17)

Das grofe Indikationsspektrum der GS
findet seine Erkldrung in der Anwendung
von individual-spezifischen immunopatho-
genen Faktoren und in den Wirkungs-
mechanismen

Tierexperimentell konnte die GS am Modell
der Transplantatiiberlebenszeit bestatigt
werden (14, 15)

In der Veterindrmedizin war die GS bei
verschiedenen Tierarten mit unterschied-
lichen chronischen Erkrankungen thera-
peutisch wirksam (8)

In der Humanmedizin wurden Tausendc
von Behandlungen durchgefithrt, ohne
dafl nachteilige Nebenwirkungen bekannt
Selbst bei vorher kli-

nisch und stationdr therapicrefraktdrcn

geworden wiren

Patienten lieBen sich Erfolge erzielen
Davon zeugt eine groBe Anzahl von Publi-
kationen (18 Tagungsbcrichte Zystoplas-
mat Therapie, 1954 - 1984 - vitOrgan,
Stuttgart)

Die GS erfafit alle Arten hyperergisch-
allergischer Erkrankungen einschlieBlich
immunopathogener Autoaggressionsleiden
Vorteile der GS sind nach Graul (3), daB
keine Allergentestung erforderlich ist und
meist eine einmalige Blutentnahme aus-
eine erneute, wenn sich das
Es handelt

sich also um eine einfache und wirtschaft-

liche Methode, die ambulant durchgefihrt

reicht bzw

Allergenspektrum édndert

werden kann
Der Wirkungseintritt der GS hdngt vom

Verlauf der immunologischen Primér-
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und Sekundédrantwort ab (vgl Tabelle 1D
S 26) Wiederholungsbehandlungen nach 4
bis 5 Wochen sind deshalb zu empfehlen
Uber die GS wurde bei internationalen
Fachkongressen vorgetragen, so zum Bei-
spiel beim V Europidischen Allergieckongrell
in Basel 1962 (17a, 17b, 23), beim IV Euro-
pdischen Immunologiekongrel in Budapest
1978 (23b), beim Allergologiekongrell in
Aachen 1976 (23a), beim Europdischen

Rheumatologiekongrel in Wiesbaden

Fragenkatalog

1 Konnen gegen Immunglobuline (Antikdr-
per) im autologen System Anti-Antikdrper
induziert werden?

2 Entstehen im autologen System bevor-
zugt Anti-Idiotyp-Antikdrper?

3 Konnen Anti-Idiotyp-Antikdérper die pri-
miren Antikdrper funktionell blockieren
und inaktivieren?

4 Haben gewisse Antikdrper pathogeneti-
sche Eigenschaften, z B IgE, Autoanti-
koérper?

5 Erscheint es theoretisch mdglich, daB
Anti-Idiotyp-Antikdrper bei immunopatho-
genen Erkrankungen therapeutisch wirken?
6 Wird die Entstehung von Anti-Antikor-
pern durch chemische Verfremdung des
primédren Antikdrpers, z B durch Phenol
und durch Adjuvanzien wie Aluminium-
hydroxid und Kieselsdure, begilinstigt?
7 Ist der sogenannte "Serum-Aktivator"
dazu geeignet, eine chemische Verfremdung
und Adjuvanswirkung an einem Antikdrper-
molekiil zu bewirken?

8 Werden stindig vorkommende Biomole-
kiile vom Organismus als korpereigen er-
kannt und toleriert?

9 Hingt die Immuntoleranz vom stdndigen
Vorhandensein des Antigens ab und ist des-

halb moglicherweise die Toleranz gegen die

variablen Bezirke der Antikdrper geringer
als gegen die konstant bei allen Antikdrper-
arten vorkommenden Bezirke, so dafB sich
bevorzugt gegen diese variablen Bezirke
Antikorper bilden kdénnen?

10 Unterbleiben deshalb mdglicherweise
Gegenreaktionen gegen stark tolerierte,
stindig vorkommende Korperbestandteile?
11 Hingt die Menge der fiir eine Krank-
heit spezifischen Antikérper auch bei
immunopathogenen Autoaggressionen und
allergischen Erkankungen vom Krankheits-
geschehen ab?

12 Sind pathogene Antikdrper im akuten
Krankheitsgeschehen vermehrt?

13 Vermindert sich die Menge der nicht
am Krankheitsgeschehen beteiligten Anti-
korper?

14 Sind die Angaben beziiglich des giin-
stigsten Zeitpunktes fir die Blutentnahme
zur Gewinnung der Prédparate fir die
Gegensensibilisierung richtig?

15 Gibt es Beispiele fiir die therapeuti-
sche Wirkung von Anti-Antikérpern, ins-
besondere, beruht die Erythroblastose-
prophylaxe auf der Wirkung von Anti-
Antikdrpern, und ist diese wissenschaft-
lich anerkannt?

16 Ist die Erythroblastoseprophylaxe als
passive Immunisierung zu bezeichnen,
und kann die Gegensensibilisierung als
aktive Methode gelten - sind Analogie-
schliisse berechtigt?

17 Handelt es sich bei den Fragen 15
und 16 um immunologische Prinzipien mit
Allgemeingiltigkeit ?

18 Kann das Prinzip der Gegensensibili-
sierung fiir verschiedene Krankheitsarten
mit immunologischem Pathomechanismus
gelten?

19 Ist das Prinzip der Gegensensibilisie-
rung geeignet, pathogene Antikdrper spe-

zifisch zu blockieren und eine Immunsup-



pression zu bewirken?

20 Gibt es bei entziindlichen rheumatischen
und insbesondere chronischen Gelenker-
krankungen Organantikdrper mit moglicher-
weise immunopathogenen Eigenschaften?

21 Wire es bei rheumatischen Erkrankun-
gen erwiinscht die Organantikdrper quan-
titativ zuriickzudrdngen?

22 Ist es richtig, daB die Rheumafaktoren
Anti-Antikorper sind, die sich hauptsdch-
lich gegen die konstanten Bezirke der
Antikorper richten und deshalb keine Anti-
Idiotyp-Antikérper darstellen?

23 Wirden Anti-Idiotyp-Antikorper die
pathogenen immunologischen Wirkungen von
primidren Antikdrpern verringern?

24 Sind der Abfall von Rheumafaktoren
und auch die Blutkdrperchenscnkung, wie
sie fir die Gegensensibilisierung nachge-
wiesen wurden, als therapeutisch giinstig
zu bewerten?

25 Gibt es in der internationalen Literatur
Hinweise fiir die Wirksamkeit der Theorie
der Gegensensibilisierung?

26 Sind die immunologische Verfremdung
und Verwendung von Adjuvanzien bereits
vor der Gegensensibilisierung angewandt
worden;

27 Bedeutet die Verlingerung der Uberle-
benszeit von Organtransplantaten einen
experimentellen Beweis fir die Wirksam-
keit der Gegensensibilisierung?

28 Gibt es widerspriichliche Ergebnisse aus
der praktischen Anwendung der Gegensen-
sibilisierung bzw sind nachteilige Wirkun-
gen bei vorschriftsgemédfer Anwendung
bekannt geworden?

29 Welche Konsequenzen hat die Beantwor-
tung der Fragen 1 bis 28 fir die Beurtei-
lung der Gegensensibilisierung und deren
Anerkennung als wirksame therapeutische
Methode?
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Basistherapeutikum mit Zelltropismus zum
K E Theurer
Zeitschrift fir die

Erfahrungsheilkunde,
687 (Oktober 1986)

membranoSOME”  sind ein unspezifisches
Basistherapeutikum mit vielseitigen biolo-
gischen Wirkungen, geeignet zur Kombina-
tion mit spezifischen Arzneifaktoren Die
Prédparationen enthalten Liposome, feinste
Fetttropfchen mit wédBriger Arzneimittel-
l16sung im Innern und entsprechende kom-
pakte Membranfragmente ohne Inhalt Beide
Bestandteile sind in einer widllrigen Arznei-
mittellosung emulgiert Die Lipidmikronen
bestehen aus einer Mischung von Lecithin
und Cholesterin im Verhédltnis 9:3, als
Carriersubstanzen sind Membranbestandteile
aus Thymus, Lymphknoten und Milz inkor-
poriert Diese Bestandteile wirken als Schlep-
perstoffe zu den homologen Zellarten Im
wilrigen Emulsionsmittel sind Chorion, He-
par und Darmschleimhaut mit Zusédtzen von
Spurenelementen (Zn, Mn, Mg, K und Ca)
enthalten Die Prdparate werden nach homdo-

pathischen Verfahrensweisen als Mischungen

-9
in einer Verdiinnung von D9 = 10  bzw Na-

nogramm hergestellt

Wirkungsmoglichkeiten der membranoSOME |,

insbesondere in der Immunologie

Experimentell wird zur Verstdrkung der Im-
munabwehr von Antigenen bei der aktiven

Immunisierung das Freund 'sehe_Adjuvans in
Form von Paraffindl verwendet Die Anwen-
dung in der Humanmedizin ist wegen lokaler
Entziindungsreaktionen nicht moglich und

stoBt auch in der Veterindrmedizin auf Ab-

lehnung Bei fliissigen Ol-Adjuvanzien wer-
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Immunsystem und zu Zellmembranen

darztliche Praxis, Band 35, Heft 10, S 684 -

den die Unvertrdglichkeitsrcaktionen
durch die flichenhafte Ausbreitung auf
der Zellmembran zu einem kontinuierli-
chen Uberzug (Film) ausgeldst Dieser
Film beeintrdchtigt den Stoffaustausch
und fithrt zum Zelltod membranoSOME'#
sind hingegen physiologische und meta-
bolisierbare Stoffe, die bei Kdrpertempe-
ratur zadhflissig sind und bei denen die
einzelnen Fettmikronen nicht konfluieren
und beim Zusammentreffen mit Zellmem-
branen keinen Uberzug bilden Sie fu-
sionieren fokal mit der Zellmembran (vgl
Dabei

besteht ein gewisser Zelltropismus durch

elektronenoptische Abbildung)

die eingebrachten Carrierstoffe (DP
2650502 und Zusatzverfahren DP 2656333

ua)

Die fokale Fusion mit der Zellmembran
verschlieft Membrandefekte bzw Poren
der Zellmembran Andererseits entsteht
durch die fokale Fusion ein regenerativer
bzw

Zelle

reparativer Reiz auf die gesamte
Dieser fithrt allgemein zur Stoff-
wechselaktivierung und zur Reparatur
etwaiger anderer Defekte Dabei begiin-
stigen die in membranoSOME  enthaltenen
Zellfaktoren aus xenogenen Organgewe-
ben die Reparationsvorgidnge

Hoher viskose physiologische Lipidemul-
sionen fihren bei der empfohlenen An-

wendung zu keinen nachteiligen Wirkun-

*Herstcller:

Ostfildern 1

vitOrgan Arzneimittel GmbH,
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gen und werden sowohl lokal, wie auch bei
systemischer Applikation einwandfrei ver-
Wichtig ist, daB mcmbranoSOIYIE®

korperwarm nach vorherigem mehrfachen

tragen

intensiven Durchschiitteln appliziert wer-
den

In der Imm;ﬂo]ogie bieten sich mit mem-

branoSOME  neue Méglichkeiten zur Akti-
vierung der Makrophagen und Monozyten,
besonders fir die Immunisierung bei Virus-
infektionen Die am Anfang der Immunkas-
kade stehenden A-Zellen verarbeiten das
Antigen bzw den Impfstoff und présentie-
ren diese den eigentlichen Immunzellen
Durch Aktivierung des Stoffwechsels und
der Reparaturvorgidnge werden diese Zel-
len zur Abgabe von Mediatorsubstanzen
(Interleukine, Interferone Tumornekrose-
Faktor) sowie des Major-Histokompatibili-
tdts-Faktors angeregt Auch die eigentli-
chen Immunzellen, die H- und T-Lympho-
zyten, Thymus, Milz und Lymphknoten
werden auf diese Weise in ihren Funktionen
stimuliert Zur Normalisierung der Zell-
funktion des Immunsystems bieten sich Kom-
binationen mit geeigneten zytoplasmatischen

Organfaktoren und/oder anderen Arznei-

mittelzusdtzen an

Abb. 1 Fusion cines Liposoms mit der

Zellmembran

membranoSOME wirken normalisierend
auf das Blut- und GefdRsystem sowie auf

Organfunktionen

Der geschilderte unspezifische Wirkungs-
mechanismus durch Lipidfusion beeinfluf3t
die Endothelien der Blutgefdfle und ver-
bessert bei i v -Injektion die Durchblu-
tungsverhdltnisse erkrankter Organe
Spezielle Indikationen sind deshalb Durch-
blutungsstdrungen und Arteriosklerose
Durch deren Behandlung lassen sich auch
Organerkrankungen gilinstig beeinflussen
Bei myogener Muskeldystrophie Typ
Duchenne, ebenso auch bei entziindlichen
Muskelerkrankungen werden beachtliche
Ergebnisse berichtet Das therapeutische
Prinzip ist bei rheumatischen Leiden, eben
so auch bei Erkrankungen der groBien Or-
gane Herz, Leber, Lunge, Niere, Pankreas
und der Driisenorgane wirksam Die Lipid-
bestandteile erhdhten die Permeabilitit

der Blut-Liquor-Schranke fiir sonst nicht
passierbare Arzneimittel, so dal sich auch
Erkrankungen des zentralen Nervensy-
stems dadurch giinstig beeinflussen las-
sen Es ist bei degenerativen wie auch
entziindlichen Erkrankungen und Krampf-
leiden gegebenenfalls an Kombination
mit den jeweils indizierten zytoplasmati
sehen Substanzen (Revitorgan -Dilutio-
nen bzw Sol-Prédparate) zu denken Be-
vorzugte Anwendungsgebiete sind die
Altersdemenz, insbesondere Morbus Alz-
heimer Wenn hier auch keine Heilung
moglich ist, so diirfte sieh doch der Zu-
stand verbessern und die Progredienz

aufhalten lassen
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membranoSOME  fiir die Neuraitherapie

und die Akupunktur

Die Fusion der membranoSOME mit den
Zellmembranen 16st bei lokaler Injektion
am neuralen Storungsfeld, wie auch an
Schmerz- und Akupunkturpunkten einen
permanenten umstimmenden Reiz aus. Die-
ser ist vollkommen andersartig als bisher
und erdffnet neue Moglichkeiten.

Die lokale s.c.-Injektion ist auch an ent-
ziindlich gereizten Sehnenansédtzen in Ge-
lenkndhe oder an gereizten Nerven und
Ganglien mit Injektionsmengen von 0,5 -
1,0 ml zu empfehlen. Bei Arthrosen kann

die Injektion intraartikuldr erfolgen.

Kombinationsmoéglichkeiten von membrano-
SOMER

Sol-Pridpa raten

mit RevitorganR -Dilutionen und

Bei Augenerkrankungen mit NeyOphtin

58);

bei Blutkrankheiten mit NeySanguin
(Revitorgan’]‘{ Nr. 77) und/oder NeyHaemin®

(Revitorgan  Nr.

(Revitorgan Nr. 39);
bei Alters-Demenz und Morbus Alzheimer
mit Revitorgan 11 und/

oder 36 (Stdarke 0 - II. keine Trockensub-

-Dilutionen Nr.

stanz) ; R
bei Depressionen mit NeyDop N (Revit-

organ'' Nr. 97N);

bei erethischem Verhalten mit NeyCalm
(Revitorgan R-Dilutionen Nr. 98) und/oder
jeweils zusétzlich Gehirnrinde (Revitorgan -

Dilutionen Nr.
R

(Revitorgan

11) und/oder Zwischenhirn

36 - Stdrke

0 - II, keine Trockensubstanzen);

-Dilutionen Nr.

bei Gefdflerkrankungen mit fetalen Gefédflen
(Revitorgan Nr. 59) und/oder Knochen-
mark NeyHaeminR Nr. 39);

bei immunopathogenen hyperergischen Er-

krankungen mit Neythymun = f (RevitorganR

35

Nr. 29 f) und/oder NeyDesib
gan” Nr. 78);

(Revitor-

bei Immundefizienz mit Neythymun k
Nr. 29 k) und/oder Ney-
73);

bei sexueller Impotenz (Erektionsschwiéche)
R

mit Corpus cavernosum (Revitorgan Nr.
35 und Nr. 16 - Injektion evtl. in die
Schwellkérper 0,5 ml);

bei Muskelerkrankungen mit NeyTroph
96);

bei Neuraltherapie und Akupunktur mit

NeyNormin® N (Revitorgan® Nr. 65 N)
und/oder AntiFocal = N (Revitorgan
Nr. 69 N);

bei Organerkrankungen jeweils mit der

(Revitorgan

ImmunR (RevitorganR Nr.

(Revitorgan”® Nr.

betreffenden Organart, z.B. Leber, Herz,
Schilddriise,

Keimdriisen u.

Niere, Lunge, Pankreas,

Nebenniere, a./oder den
entsprechenden Kombinationspridparaten

fiir bestimmte Indikationen;

P

in der Onkologie mit NeyTumorin (Revit-
66) und/oder Decidua (Revit-
70);

bei rheumatischen Gelenkerkrankungen
mit NeyArthros (Revitorgan Nr. 43)

70);
R

organ  Nr.

organ Nr.

und/oder Decidua (Revitorgan = Nr.

bei Strahlenschdden mit NeyTumorin (Re-
66);

bei Erkrankungen der Wirbelsdule (Mor-

vitorgan  Nr.

bus Bechterew, Morbus Forestier) mit
NeyChondrin® bei neuralen Ilrritationen zu-
satzlich Riickenmark (Revitorgan”-Dilu-

13 - Stdarke 0 - II, keine Trok-

kensubstanz).

tionen Nr.

Applikationsarten

Die Anwendung von sterilen, feindispersen
Emulsionen der membranoSOME® erfolgt
nach den Grundsédtzen der Erzeugung von
Immuntoleranz, bevorzugt i.v. oder als

Zusatz zu Infusionen, jedoch ist jede an-
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dere Applikationsform einschlieBlich intra-
artikuldr ebenso natiirlich s ¢ oder i m
moglich  Vor der Injektion mufl der Ampul-
leninhalt langsam auf Korperwidrme gebracht
und gut durchgeschiittelt werden Intra-
vendse Injektionen diirfen nur sehr lang-
sam erfolgen (1 ml in 1 - 2 Min ) Bei ora-
ler Applikation und Inhalation als Aerosol
wird die Resorption im Darm oder den Lun-
genalveolen durch die Kleinheit der Fett-
mikronen begiinstigt Die Herstellung der
Aerosole erfolgt mittels Ultraschallzerstduber,
nicht aber durch Anwendung von Wirme,
weil diese zum Konfluieren der Fetttropfchen
fiihren wiirde und nur feine Aerosole bis

zu den Lungenalveolen gelangen, wo die Re-
sorption erfolgt Auch die perkutane Appli-

kation ist moglich

Zusammensetzung
membranoSOME  enthélt als Wirkstoff eine
Mischung makromolekularer Organlysatc (Mo-
lekulargewicht< 10 Dalton nach dem Pro-
teingehalt standardisiert

Zusammenfassung

Ein neuartiges therapeutisches Prinzip mit
auflerordentlich interessanten Aspekten wird
in der Palette "membranoSOME” pro injee-
tione" realisiert Das Basistherapeuticum ist
durch folgende Wirkungen charakterisiert:

1 als immunbiologisches Adjuvans zur Nor-
malisierung der Immunabwehr mit reparativer
Wirkung iber Zellmembranen von Blut-,
Gewebe- und Tumorzellen sowie auf das Ge-
filsystem

2 Zu Permeabilitdtsverbesserung im Gewebe
und Uberwindung der Blut-Liqour-Schranke
fiir mitinjizierte Arzneimittel, insbesondere
von biomolekularen zytoplasmatischen Or-

ganextrakten (Revitorgan”-"Dilutionen" -
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D
1 Ampulle (2 ml) membranoSOME

Tabelle 2:

pro inj (D9) enthélt:

Chorion 067 ng
Hepar fet 0,67 ng
Mucosa intestinalis crassi fet 0,33 ng
Mucosa intestinalis tenuis fet 0,33 ng
ZnS0y 2,00 ng
MnS0, 2,00 ng
MgCl, 2,00 ng
KC1 1,00 ng
CaCl, 1,00 ng
inkorporiert in Liposome aus

Lecithin 5,10 mg
Cholesterin 0,90 mg
emulgiert in einer wilirigen
NaCl-Losung aus

Thymus juv 0,66 ng
Glandula Lymphonodi 0,66 ng
Lien 0, 66 ng
Procain-HCI 0,20 ng
Na-dodecylsulfat 2 00 Mg

als wélirige Losungen und als Losungs-
mittel fiir Revitorgan  "Sol-Pridparate" -
voll 16sliche Trockensubstanzen)

3 als neuartiges Neural- und Akupunktur-

therapeutikum zur lokalen Applikation

Summary

A novel type ol' therapeutie principle with
reniarkable interesting aspects ist realized
with the "membranoSOME pro injeetione"
These basetherapeutics are characterized
through the following effects:

1 as immunbiological adjuvant for the nor-
malisation of the immundefense with re-
pairing effects from eytomembranes of
blood-,

as for the vascular system

tissue- and tumor cells as well
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2 for the improvement of the permeability
in the tissue and for the overcoming of the
blood-fluid-barrier for othcr medicaments
which are injected parallel, especially of
biomoleculare cytoplasmatic organextracts
(Kevitorgan -"Dilutions" - in hydrous
solutions and as solvens for Revitorgan®-
"SOL-preparations" - eomplete soluble dry
substances

3 as novel neural- and acupuncture

therapeutic for the local application
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Zusammenfassung

Zu therapeutischen oder diagnostischen Zwek-
ken werden biomimetisch wirksame kiinstliche
Haptene bzw Antigene sowie Toxine als Anti-
Idiotyp-Antikdrper bzw deren antidetermi-
nante, N-terminalen Bezirke entsprechend
den schwer erreichbaren Idiotypen der Aus-
gangsstoffe, insbesondere von Toxinen, die
nach Schddigung mit ionisierenden Strahlen
und nach Verbrennungen entstehen, Tumor-
markern oder biologisch wirksamen Proteinen,
Enzymen, Hormonen oder Releasing-Eactors
und Mediatoren des Zellstoffwechsels herge-
stellt Dabei konnen Stoffe mit verschiede-
ner Spezifitit miteinander kombiniert und
mindestens zwei Bestandteile des Spektrums
der Anti-Idiotyp-Antikdrper beziiglich des
idiotypen Bezirkes eines Ausgangsstoffes,
gegebenenfalls zusammen mit biologischen
Tréagerstoffen chemisch konvalent konjugiert

und durch Tracerstoffe markiert werden

Patentanspriiche

1 Verfahren zur Herstellung von kiinstli-

ehen biomimetischen Haptenen bzw Anti-

genen analog der Herstellung biologischer
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kiinstlichen biomimetischen Haptenen bzw Antigenen

Pcptidwirkstoffe unter Verwendung eines
isolierten Peptidwirkstoffes zur Gewinnung
primdrer Antikdrper nach DP 2819110, bei
welchem man gegen die antideterminante
Gruppe oder Fragmente des primadren Idio-
typ-Antikdrpers einen Anti-Idiotyp-Anti-
korper bzw dessen determinante reaktive
Gruppe in Form leichter oder schwerer
Ketten oder dessen Fab-Fragmente erzeugt,
dadurch gekennzeichnet, daBl schwer erreich-
bare natiirliche Haptene oder Antigene

sowie Toxine, die nach Schiddigung mit
ionisierenden Strahlen und nach Verbren-
nungen entstehen, Tumormarker, Proteide
oder Proteine als Ausgangsstoffe verwendet
und daB insbesondere bei Verwendung von
biologisch wirksamen Proteinen, z B En-
zymen , Hormonen, Releasingfactors und
Mediatoren des Zellstoffwechsels mindestens
zwei Bestandteile des Spektrums der ver-
schiedenen Anti-Idiotyp-Antikdrper bzw
-fragmente gegebenenfalls mit biologischen
Triagerstoffen chemisch konvalent konju-
giert werden

2 Verfahren nach Anspruch 1 zur Gewin-
nung von Diagnostika, dadurch gekennzeich-
net, daBl die biomimetischen Anti-Idiotyp-An-

tikorper bzw Wirkfaktoren aus diesen, durch
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Tracerstoffe markiert und Mischungen be-
ziiglich verschiedenartiger Ausgangsstoffe,

wie z B Tumormarker kombiniert werden

Beschreibung

Die Immunprophylaxe und -therapie durch
aktive und passive Immunisierung ist eben-
so wie die Immundiagnostik weiterhin von
groBter praktischer Bedeutung Es werden
dazu die jeweiligen natiirlichen Antigene
bzw Haptene gebraucht Diese miissen
zuerst aus einem Stoffgemis ch isoliert
werden und stehen oft nicht in ausrei-
chender Menge und Qualitit zur Verfii-
gung Nach Verbrennungen und beim
akuten Strahlensyndrom treten Toxine
auf, die sekunddr zur zusédtzlichen Schi-
digung des Individuums fithren (vgl

K Theurer: Immunologische Prophylaxe
und Therapie des akuten Strahlensyn-
droms: Atompraxis H 9, S 327 - 330,
1958) Auch die Gewinnung von tumor-
assoziierten Antigenen (Tumormarkern)
oder anderen Zellfaktoren, die vom nor-
malen abweichen oder gegen die sich im
Organismus eine Autosensibilisierung aus-
gebildet hat, stoBt auf Schwierigkeiten
Fir diagnostische wie therapeutische
Zwecke sind gréBere Antigenmengen er-
forderlich Die Antigene sollten dabei
moglichst rein bzw isoliert zur Verfi-

gung stehen

Vorliegendes Verfahren ermdglicht die
fortlaufende Gewinnung von biomimeti-
sehen imitierenden Stoffen, analog den
natiirlichen Haptenen, Antigenen oder
Toxinen Die natiirlichen Stoffe werden
aus Individuen gewonnen und isoliert,

die vorher der Noxe ausgesetzt waren

oder abweichende Zellfaktoren enthalten

Haptene werden zu Voll-Antigenen kom-

plettiert und diese wie Antigene zur Ge-

winnung eines primdren Antikdrpers nach
konventionellen Methoden in einem gesun-
den Individuum in vivo oder in vitro aus
Kulturen von Hybridomzellen verwendet
Das Antikdrpergemisch kann an Normal-
gewebt, durch Adsorptionschromatographie
eingeengt und aus den Antikdrpern die an-
tideterminanten Gruppen abgetrennt wer-
den Dieses Verfahren bedeutet eine spe-
zielle Anwendung des Verfahrens zur Syn-
these von biologischen Peptidwirkstoffen
(DP 2819110 vom 29 04 1978) Die antide-
terminanten Fragmente der ersten Antikor-
per oder auch die gesamten Antikérper wer
den zur Erzeugung eines zweiten Antikor-
pers ebenfalls in einem gesunden Indivi-
duum oder in vitro verwendet Dabei ent-
stehen u a Anti-Idiotyp-Antikérper mit
der gleichen antigenen Spezifitit wie das
urspriingliche Antigen Da es sich bei To-
xinen die nach Bestrahlungen oder Ver-
brennungen auftreten, um ein Gemisch von
schddlichen Substanzen handelt, ist hier
eine Klonierung, d h Einengung auf einen
Faktor der verschiedenen Anti-Idiotyp-An-
tikorper nicht erforderlich Es ist moglich,
hier das gesamte Antikdrperspektrum zur
Gewinnung der Impfstoffe zu verwenden
Fir diagnostische Zwecke konnen die Anti-
Idiotyp-Antikorper bzw die daraus gewon-
nenen Faktoren einzeln oder als Konjugate
mit Tracerstoffen (Radio-Nukliden), Enzy-
men oder Farbstoffen markiert werden, wie
dies fir die Markierung von Antigenen bzw
von Antikdrpern bekannt ist (vgl Lehr-
biicher der Immunbiologie)

Fir Screening-Tests auf eine immunolo-
gische Sensibilisierung gegen tumoras-
soziiertc bzw embryo-foetale Antip;ene
sind Mischungen von imitierenden Anti-
genen der verschiedenen Tumormarker,
z B Embryofeto-Protein, Ferritin, car-

cino-embryonales Antigen u a erwiinscht



Beziiglich der Idiotypen der natiirlichen
Antigene und Haptene gibt es jeweils ein
Spektrum verschiedener Anti-Idiotyp-An-
tikorper Durch Klonierung der in vitro
aus Hybridomzellen gewonnenen Anti-
Idiotyp-Antikdrper lassen sich aber auch
weitgehend isolierte biomimetische Anti-
gene bzw Haptene gewinnen Bei Er-
zeugung der Antikdrper im homologen
System wird die Moglichkeit der Entste-
hung von art- oder gewebespezifisch iiber
Kreuz reagierende Antikdrper verhindert
bzw vermindert, weil im gesunden Or-
ganismus gegen die vorhandenen Korper-
bestandteile keine Antikorper gebildet
werden, andererseits aber gegen die neu
entstandenen Toxine bzw Reaktionspro-
dukte, wie auch Tumorantigene und em-
bryo-foetale Antigene, gegen die keine
Immuntoleranz besteht Die Gewinnung
von Antikdrpern sollte moglichst in nicht
vorsensibilisierten Zellen erfolgen Fiir
die Erzeugung des primédren Antikdrpers
wie auch fiir die Anti-Idiotyp-Antikorper
konnen wie in DP 2829110 Adjuvantien
und Verfahren zur Komplettierung durch
Konjugation mit einem Carrier Verwen-

dung finden

Das vorliegende Verfahren fihrt zur Ver-
besserung der biomimetischen Effektivi
tat der Anti-Idiotyp-Antikérper bzw

der daraus gewonnenen Fragmente da-
durch, daB mindestens zwei Faktoren

der verschiedenen Einzelkomponenten

die ein natives Antigen oder Hapten imi-
tieren, nach bekannten Verfahren der Kon-
jugation von Haptenen bzw Antigenen che-
misch konvalent miteinander verbunden wer-
den Die Wirksamkeit wird noch weiter
verstiarkt durch die zusidtzliche Einbezie-
hung von Tridgerstoffen in das Konjugat
Diese konnen Proteine, Nukleinsduren und

Kohlenhydrate oder Lipoide wie auch deren
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Bestandteile sein (vgl DPA 3417022 7-44;
Trdger- und Begleitstoffe fiir biologische
Wirk- und Regulationsverfdhren aus Zel-
len und Geweben und deren Anwendung)
Die Prioritdt dieses Verfahrens wird mit
beansprucht Es werden dabei hoch- und
makromolekulare Oestandteile aus biolo-
gischen Zellen (Mikroorganismen und/
oder tierischen oder pflanzlichen Geweben)
sowie Blut, insbesondere nichtlosliche Riick-
stinde aus Extrakten durch chemische und/
oder enzymatische Spaltung in Polypeptide,
Peptide und Nukleotide mit einem Molekular-
von 500 - 50 000 Dalton fragmen-

tiert, und diese einzeln nach Stoffgruppen

gewicht

oder als Mischung, je nach Indikation mit
biologischen Wirkstoffen, insbesondere Re-
gulationsfaktoren aus Zellen und Geweben,
wie auch anderen Pharmaka, einzeln oder
in Kombination konjugiert

Vorliegendes Verfahren kann also allgemein
zur Gewinnung von biologischen bzw the-
rapeutischen biomimetischen Wirkstoffen,
welche die Wirkung von natiirlichen Stof-
fen imitieren, verwendet werden, insbe-
sondere auch von Proteinen mit biologischer
Wirkung, wie Enzymen, Hormonen, Releas-
ingfactors und Mediatoren des Zellstoff-

wechsels

Es lassen sich alle geeigneten und bekann-
ten Verfahren der chemischen Konjugation
von Peptiden und Proteinen, wie auch die
Konjugation derselben mit Nukleinsduren,
Kohlenhydraten und Lipiden sowie deren
Untereinheiten bzw Bestandteile anwenden
Dabei sollte die Stercospezifitit des Konju-
gats dem Idiotyp-Molekiil entsprechen,

so daBl eine Bindung mit dem jeweiligen na-
tirlichen Rezeptor-Molekiil méglich ist
Das Verfahren eignet sich deshalb fir

die Partialsynthese von Molekiilen mit
bestimmten biologischen Wirkungen und

zur Synthese von Arzneimitteln und Dia-
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gnostika Die biologisch aktiven Bezirke,
insbesondere der Anti-Idiotyp-Antikor-
per und deren Fragmente miissen deshalb
nach auflen gerichtet sein

Die chemische Konjugation der Anti-Idio-
typ-Antikorperfragmente kann nach ver-
schiedenen, bereits bekannten Verfahren
erfolgen analog der Herstellung von kiinst-
lich zusammengesetzten Antigenen, Pro-
teinen und Proteiden, so z B durch
Kupplung als Diazonium-Verbindung,

die Behandlung mit Zyanaten, die Um-
setzung mit Carbobenzoxy-Verbindungen,
das Curtius'sche Azid-Verfahren, das
Oxazolon-Verfahren, die Konjugation mit
Polysacchariden nach W J T Morgan,
Verbindung mit Carboxyhydraten, Pyri-
din-Eiwei-Verbindungen,
mit Sulfhydril-Gruppen zu Disulfid-Briik-
ken ua (vgl A Schmidt:
der Serologie, S 67 u f , Dietrich Stein-

1955;

Verbindungen

Fortschritte

kopf Verlag, Darmstadt, Helmut
Friemel:

S 480 u

Immunologische Arbeitsmethoden,
1984)

Der Nachweis der erfolgten Konjugation

f , Gustav Fischer Verlag,

der Ausgangsstoffe wird durch bekannte
physikalische oder immunbiologisehe Ver-
gleichsuntersuchungen gefiihrt, wie z B
die Bestimmung der Molekulargewichte,
chromatographische und elektrophoreti-
sche Auftrennungen, insbesondere durch
Ilochdruck-Flissigkeitschromatographie,
Immunelektrophorese u a Der Nachweis
der Wirkung erfolgt durch Bioassay in

vitro an Zell- und Gewebekulturen, an
zellfreien Synthesesystemen oder pharmako-
logisch im Tierversuch

Die Anwendung der Konjugate erfolgt fir
diagnostische wie auch therapeutische
Zwecke in Human- und Veterindrmedizin ,
wie auch zur Beeinflussung von Zellkultu-

ren, Mikroorganismen und Pflanzen

Beispiel 1

Synthese von kiinstlichen biomimetischen

Antigenen analog den tumorassoziierten An-
tigenen aus Tumorgewebe
gleicher Weise wie in DEP 2819110 Beispiel

1 Es werden nach bekannten Aufbereitungs-

Sie erfolgt in

verfahren die jeweiligen Tumormarker iso-
liert und in konventioneller Weise zur Sen-
sibilisierung von Antikorper-erzeugenden
Tieren bzw zur Sensibilisierung von Hybri-
domzellen verwendet Es kénnen auch em-
bryo-foetale Zellmarker, die bei Tumorzellen
wieder auftreten, in gleicher Weise verar-
beitet werden

Die entstehenden primédren Antikdérper wer-
den durch Bioassay auf ihre Fidhigkeit zur
Blockierung der biologischen Wirkung des
urspriinglichen Antigens bzw Haptens,

das zum Voll-Antigen komplettiert wurde,
gegebenenfalls unter Anwendung von ra-
Durch

Adsorption und Absidttigung an Normalge-

diologischen Tracermethoden getestet

webe wird der spezifische Antikdrper oder
das Antikorperspektrum gereinigt und

zum Antigen komplettiert, oder aber die
antideterminanten Gruppen als Antikdrper-
fragmente isoliert und ebenfalls zum Anti-
gen komplettiert, bevor man sie zur Gewin-
nung von Anti-Idiotyp-Antikérpern in
einem anderen, nicht vorsensibilisierten
Immunsystem verwendet Auch hier kann
die Antikorpersynthese in vitro iber Ily-
bridomzellen erfolgen Die gewonnenen Anti-
Idiotyp-Antikérper konnen wie die daraus
gewonnenen antideterminanten Fragmente
zum diagnostischen Nachweis entsprechen-
der primdrer Antikdrper aus den Korper-
flissigkeiten durch Antigen-Antikdrper-
reaktionen verwendet werden Der pri-
mire Antikérper und die aus ihm gewon-
nenen antideterminanten Gruppen lassen

sich therapeutisch wie auch diagnostisch



entsprechend DP 2456224 verwenden
Dabei werden diese mit Zytostatika oder
zytotoxisch wirksamen Substanzen oder

mit Radionukliden gekoppelt

Beispiel 2

Gewinnung von immunogenen, die Wir-
kung von toxischen Faktoren, wie sie
bei Letalbestrahlung mit ionisierenden
Strahlen in einem Individuum entstehen,
biomimetisch imitierenden Anti-Idiotyp-
Antikdrpern

Die Gewinnung der "Radiotoxine' erfolgt
wie in Atompraxis, H 9, S 327 - 330,
1958, angegeben AufBier Blutlysat kann
dazu auch Gewebehomogenat, insbeson-
dere aus Knochenmark, Leberund Milz
verwendet werden Wie in Beispiel 1

wird die Immunogenitit der Faktoren zur
Gewinnung von primédren Antikdrpern in
einem nicht vorsensibilisierten Immun-
system in vivo oder in vitro verstiarkt
Die daraus gewonnenen Antikdrper werden
gegebenenfalls an Normalgewebe absorp-
tionschromatographisch gereinigt und wie
in Beispiel 1 zu Anti-Idiotyp-Antikdrpcrn
weiterverarbeitet Diese werden zum Anti-
gen komplettiert und zur Prophylaxe bzw
Therapie von Strahlenschdden als Impf-

vaccine oder zu Diagnostika verwendet

Beispiel 3

Gewinnung von "Verbrcnnungstoxinen" -
dhnlichen Antigenen bzw Haptenen Aus-
gang dafiir sind Verbrennungsgeschéidigte
Individuen aus deren Blut oder Kdorpcrge-
webe die Verbrennungstoxine isoliert wer-
den Nach DP 3441764 8 konnen diese
ebenso wie die Strahlentoxine auch aus ent-
sprechend geschiddigten Gewebs- und Zell-

kulturen gewonnen werden Die weitere
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Verarbeitung zur Anti-Idiotyp-Antikérpern
bzw -fragmenten erfolgt wie in Beispiel 1
und 2 angegeben Ks koénnen Kombinations-
impfstoffe aus biomimetisch wirkenden Strah-
lentoxinen und Verbrennungstoxinen
durch Kombination beider Faktoren gewon-

nen werden

Beispiel 4

Nach DEP 2819110 und DP 3437754 3 werden
nach konventionellen Methoden oder aus in
vitro-Zellkulturen von Lymphozyten oder
Ilybridom-Zellen Anti-Idiotyp-Antikdrper
gewonnen (vgl : Herwart Ambrosius: Anti-
serumgewinnung aus Tieren, S 25 und

S Wichner: Antikorperbildung in der Zell-
kultur, S 48 - in Il Friemel: Immunolo-
gische Arbeitsmethoden: Gustav Fischer
Verlag, Stuttgart 1984) Von den Anti-Idio-
typ-Antikdrpern werden die antideterminan-
ten Fragmente enzymatisch abgespalten

und chromatographisch isoliert Bei Ver-
wendung eines Proteins oder Proteids als
Ausgangsstol'f (Idiotyp-Molekiill) z B  einem
bestimmten Enzym wie der GPT (Glutamat-
Pyruvat-Transaminase) entstehen mehr als
zehn verschiedene primére Idiotyp-Anti-
korper gegeniiber den verschiedenen Ober-
flaichenbezirken des Molekiils Von diesen
Antikdrpern werden die N-terminalen Be-
zirke bzw antideterminanten Gruppen als
Antigen fiir die Erzeugung von entsprechen-
den Anti-Idiotyp-Antikdrpern verwendet
Die Gewinnung derselben erfolgt mdglichst
in einem autologen System beziiglich der
primdren Antikdrper, weil dort der Tole-
ranzbruch gegeniiber den variablen
Bezirken des primdren Antikdrpers und

die Entstehung von Anti-Antikdérpern mit
Idiotyp-Eigenschaften gegeniiber einem
Toleranzbruch beziiglich der konstanten

Bezirke, der nicht die funktionellen Grup-
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pen betreffen wiirde, erleichtert ist Von
den isolierten antideterminanten, N-ter -
minalen Bezirken der Anti-Idiotyp-Anti-
korper werden nun mindestens zwei Mo-
lekiile miteinander konjugiert Wenn die
Fragmentierung z B fir die leichten und
schweren Ketten der Antikérper durch
Aufspaltung mit Mercaptodthanol an den
Disulfidbriicken erfolgt und eine Rekombi-
nation bzw Reaggregation durch bekannte
Methoden verhindert wird, kdnnen die
isolierten Fragmente durch Bindung der
freien SH-Gruppen konjugiert werden
Ohne Bindeglied lassen sich auch Konju-
gate aus Polysacchariden gewinnen, die
mit einer begrenzten Anzahl von Fett-
sdureresten substituiert sind Diese ad-
sorbieren sich direkt an den Proteinen
bzw Peptiden (Hdmmerling, U ; West-
phal, O : 1, 46 (1967))

Besonders geeignet zur Konjugation sind

Europ J Bioehem
auch die Fab”- und Fab2~Fragmente der
Anti-Idiotyp-Antikérper

Bei den Antikorperfragmenten kann auch
die Tannin-Methode angewandt werden
(Borduas, A , Grabar, P : Ann Inst
Pasteur 84, 903 (1953); Stravitsky, A :
72, 306 (1954); Roitt, I und
WIIO-Book of immunologic
techniques, S 20: World Health Organi-
Genf (1966))

J  Immunol
Doniach, D :

sation,
Auch die Benzidin-Methode ist dazu geeig-
net (Gordon, J ; Rose, B, Sekon, A :

J exp Med 108, 37 (1958); Roberts, I ;
Doniach, D: WHO-Book of immunologic
techniques, S 1; World Health Organisation,
Genf (1966); Stravitsky, A , Arquilla, E:
74, 306 (1955); Timpe, R ,
Furthmayr, 11, Wolff, T : Int Arch
Allergy 32, 318 (1967))

Von J
Nitrobenzolsulfonat publiziert (vgl

J  Immunol

Brock wurde die Konjugation durch
Prépa-

ration von konjugierten Antigenen, S 481

in II Friemel: Immunologische Arbeits-

methoden: Gustav Fischer Verlag, Stutt-
gart (1984)) Nach Beendigung der Reak-
tion wird das DNP Produkt durch Gel-Chro-

matographie an Sephadex gereinigt

Beispiel 5

Es werden nach den benannten Methoden
Konjugate aus einem Gemisch von antideter-
minanten Bezirken von Anti-Idiotyp-Anti-
korpern beziiglich dem somatotropen Hor-

mon (Wachstumshormon) gewonnen

Beispiel 6

Es werden Konjugate aus Anti-Idiotyp-An-
tikdorperfragementen mit der Wirkung des
Enzyms Arginase hergestellt Dazu wird
als urspezifische Trdgersubstanz das Koh-
lenhydrat Dextran mit einem Molekularge-
wicht kleiner als 10 000 verwendet

In gleicher Weise konnen auch Sephadex-

ITonenaustauscher fiir die Konjugation ver-

wendet werden

Beispiel 7

Zur Konjugation kommen Anti-Idiotyp-An-
tikorperfragmente mit Nukleotiden oder Des-
oxinukleotiden, gegebenenfalls in Kombina-

tion mit Kohlenhydraten und/oder Lipiden

Beispiel 8

Zur Konjugation kommen Anti-Idiotyp-An-
tikdrperfragmente mit Lipiden und Pep-
tiden als Fragmente von Organextrakten
mit einem Molekulargewicht von 3000 Dal-
ton, die nach DPA 3417022 7-44 gewon-

nen wurden



Beispiel 9

Es worden mehrere Anti-Idiotyp-Anti-
korper beziiglich eines Idiotyp-Molekiils
oder daraus gewonnene Fragmente mit an-
tideterminanten Bezirken oder Konjugate
von diesen, gegebenenfalls unter Einbe-
ziehung eines Trédgerstoffes mit Tracer-
molekiilen fiir den immunologischen Nach-
weis einer humoralen oder zelluldren Sen-
sibilisierung konjugiert (vgl: Markierung
von Proteinen: Hans Arthur Schulze in

H Friemel: Immunologische Arbeitsmetho-

den: Gustav Fischer Verlag, Stuttgart
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(1984); Rodbard, D,, Weil, G H :
Mathematical theory of immunoradiometric
(labeled antibody) assay; Anal Biochem
52, 10 (1973))

Beispiel 10

Als Antigen zum Nachweis einer immuno-
logischen Sensibilisierung gegeniiber Tu-
mormarkern werden unterschiedliche
biomimetrisch imitierende Faktoren fiur
verschiedenartige Tumormarker, z B
CEA, Ferritin, a-Fetoprotein u a aa ge-

mischt
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Europdische Patentanmeldung

Verfahren zur schonenden Sterilisation von biologischen Wirkstoffen,

von Organgeweben fiir therapeutische Zwecke

EP Nr : 84112944 8
vom 07 10 80

Prioritdat: 02 11 79 DE 2944278

Zusammenfassung

Das Verfahren dient zur schonenden Steri-
lisation von biologischen Wirkstoffen gegen-
Die Sub-

strate werden dabei im Vakuum Ddmpfen

iber Mikroorganismen und Viren

von Persduren oder von Mischungen von
Persduren und den entsprechenden kon-

zentrierten Sduren ausgesetzt

Patentanspriiche

1 Verfahren zur schonenden Sterilisation
von biologischen Wirkstoffen, insbesondere
von Organgeweben fir therapeutische Zwek-
ke gegeniiber Mikroorganismen und Viren,
die einem gesteuerten chemischen Auf-
schluB unter Verwendung von Ddmpfen

und chemischen Reagenzien unterworfen wer-
den, bei welchen man die pulverformigen
Substrate mit dem den Aufschlufl bewirken-
den Reagenz, dessen Siedepunkt bei atmo-
spharischem Druck 1iber der Normaltempe-
Schwefel-

sdure, Essigsdure, Ameisensdure oder Di-

ratur liegt, insbesondere konz

dthylamin in einem abgeschlossenen System
zusammen, aber getrennt voneinander,
einem solchen Vakuum aussetzt, welches

die Uberfiihrung des aufschlieBenden Mit-
tels in die dampfformige Phase ermoglicht,
und, nachdem der gewiinschte Aufschluf}

des Substrates erreicht ist, das nicht ver-

brauchte Reagenz wieder entfernt, wobei

insbesondere

gegeniiber Mikroorganismen und Viren.

man insbesondere von tiefgekiihlten und
pulverisierten Geweben ausgeht und man
das dampfformige chemische Reagenz aus
einer vorbestimmten Menge durch Ab-
senken des Vakuums zunédchst auf dem
Substrat niederschldgt, und nach der ge-
wiinschten Einwirkung das iiberschiissige
Reagenz durch Erhdéhung des Vakuums
dadurch ge-

daBl man die Sub-

wieder entfernt,
kennzeichnet,
strate im Vakuum Didmpfen von Persduren
oder von Mischungen von Persduren und
den entsprechenden konzentrierten Séu-
ren aussetzt

2 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dafl die Sdureddampfe

ein Mischungsverhdltnis von 1 Teil Per-

sdure zu 1 - 4 Teilen des entsprechenden

Sdureanhydrids aufweisen

Der Anmeldungsgegenstand betrifft ein
Verfahren zur schonenden Sterilisation
von biologischen Wirkstoffen, insbeson-
dere Organgeweben fiir therapeutische
Zwecke gegen Mikroorganismen und gegen
Viren, die einem gesteuerten chemischen
Aufschlufl unter Verwendung von Didmp-
fen und chemischen Reagenzien unter-
worfen werden Der Anmeldungsgegen-
stand ist durch das Verfahren nach An-
spruch 1 gekennzeichnet Der Anspruch
2 hat eine weitere Ausgestaltung des

Verfahrens nach Anspruch 1 zum Gegen-



stand

Die Gewinnung steriler Arzneimittel aus
biologischen Geweben, insbesondere aus
Organgcweben, stoBt auf Schwierigkeiten,
weil mit den iiblichen Desinfektionsmitteln
nicht ohne starke Denaturierung und the-
rapeutische VV'irkungseinbullic absolute
Sterilitdt erreicht werden kann Deshalb
wurden von der Gesundheitsbehorde fiir
die Herstellung solcher Arzneimittel be-
sonders erschwerende Auflagen gemacht,
wie z B Haltung isolierter Tierherden und
Aufzucht unter Sterilbedingungen Diese
Auflagen fiihren zu einer kaum tragbaren
Verteuerung der Produkte, ohne daBl damit
eine absolute Gewédhr fiir Sterilitdt, insbe-
sondere gegen Viren, erreicht werden kdnnte
Die Mitverwendung von Antibiotika und

bzw oder Chemotherapeutika, die imstande
sind, Viren zu inaktivieren, ist hingegen
mit dem Risiko der Allergenisierung des

Patienten behaftet

Es konnte nun in Versuchen mit Organ-
pulvern aus virusinfizierten Hihnerembry-
onen nachgewiesen werden, daf mit einem
modifizierten Verfahren zum gesteuerten
chemischen Aufschlul von Organen fiir
therapeutische Zwecke, das im Patentan-
spruch definiert ist, Sterilitdt erreicht wird
Das Verfahren zum gesteuerten chemischen
Aufschlufl von organischen Stoffen und
biologischen Geweben fiir therapeutische
Zwecke ist Gegenstand der DE-PS 1090821
und betrifft, dal man die pulverférmigen
Substrate mit dem den Aufschlufl bewirken-
den Reagenz, dessen Siedepunkt bei atmo-
sphiarischem Druck iiber der Normaltempe-
ratur liegt, insbesondere konz Schwefel-
sdure, Essigsdure, Ameisensdure oder
Didthylamin in einem abgeschlossenen Sy-
stem zusammen, oder getrennt voneinander,
einem solchen Vakuum aussetzt, welches die

Uberfithrung des aufschlieBenden Mittels in
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die dampfformige Phase ermdéglicht, und,
nachdem der gewiinschte Aufschlufl des
Substrates erreicht ist, das nicht ver-
brauchte Reagenz wieder entfernt, wobei
man insbesondere von tiefgekiihlten und
pulverisierten organischen Geweben aus-
geht, und man das dampfférmige chemi-
sche Reagenz aus einer vorbestimmten
Menge durch Absenken des Vakuums zu-
ndchst auf dem Substrat niederschligt,
und nach der gewiinschten Einwirkung
das iberschiissige Reagenz durch Er-
hohung des Vakuums wieder entfernt
Das Verfahren wurde vorzugsweise da-
durch modifiziert, dafl die Substrate bei
einem Restwassergehalt von 5 bis 30% ge-
geniiber einem Normalwassergehalt von
60 bis 87%

wirkung von Sdureddmpfen im Vakuum

von Frischgeweben, der Ein-
ausgesetzt werden, denen die entsprechen-
den Persduren, besonders Ameisensédure,
Essigsdure oder Schwefelsdure, in einem
Mischungsverhéltnis von 1 Teil Persdure
zu 1 bis 4 'leilen des entsprechenden Sdu-
reanhydrids zugesetzt sind Auch kdnnen
Didmpfe von Sduren verwendet werden,
denen bei der Herstellung eine geringere
Menge von Wasserstoffperoxyd zugesetzt
wird, als zur Herstellung der Persdure
erforderlich widre, z B zu 10 Teilen
einer 96%igen Ameisensdure, 0,1 bis 0,8%
von 30%igem Wasserstoffperoxyd zusam-
men mit 0,5% konz Schwefelsdure, anstatt
10 Teilen konz Ameisensdure nur 1 Teil
Wasserstoffperoxyd, und zu 10 Teilen
Essigsdureanhydrid nur 0,5 bis 4 Teile
frisches 30%iges Wasserstoffperoxyd an-
statt 5 Teile desselben Der Vorteil die-
ses Verfahrens ist, da die "partiellen"
Persduren weniger aggressiv und besser
d h

manipulierbar, weniger explosiv

sind

Bei der Bedampfung des Substrates soll
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die Menge der Sdure, die auf dem Substrat

kondensiert, der Einwirkung einer 0,5 bis
Der Konden-

wenn erforderlich,

2'&gen Persdure entsprechen
sationsvorgang kann,
mehrmals wiederholt werden, indem man

das Vakuum kurz absenkt, bevor man erneut
die Sdureddmpfe einstromen und auf dem
Substrat kondensieren 148t Die Einwirkung
kann bei nicht begrenzten Sduremengen
einige Minuten, und bei Sduremengen, die
auf die Substratmenge abgestimmt sind, bis
zu mehreren Stunden betragen

Der

erfolgt durch die bekannten Methoden der

Nachweis der Sterilitit des Substrates

Mikrobiologie und Virologie iiber die Ziich-
tung der Viren in Hithnereiern oder in Zell-
kulturen Der Nachweis der noch erhaltenen
biologischen Wirkung der Prdparate er-

folgt durch Bioassay an Zellkulturen (V Paf-
fenholz und K Theurer: Einflul von ma-
kromolekularen Organsubstanzen auf mensch-
liche Zellen in vitro: Der Kassenarzt, H 27,
September 1978 und H 19, Mai 1979, S 876 -
877) sowie durch Tierversuche

Das Verfahren fiithrt zu keinen toxisch wir-
kenden Produkten, wie z B Heterozyklen,
weil die erhaltenen Bruchstiicke wegen des
fehlenden Wassers nicht miteinander reaggre-
gieren oder konjugieren Die in geringem
AusmafBie entstehenden Peroxyde bewirken
in den Substraten bei der therapeutischen
Anwendung eine erwiinschte Reizwirkung,
dhnlich wie bei der therapeutischen Anwen-
dung von Ozon Auch 1dBt sich bei diesem
Verfahren die nicht zur Reaktion gekommene
Sdure durch Erhohung des Vakuums absau-
gen Sonst kann aber auch eine Neutrali-
sierung durch Einblasen von Alkalidimpfen,
z B von Merkaptodthanol und erneutes Ab-
saugen erfolgen Durch die gleichzeitige
Reduktionswirkung 148t sich die Oxydations-
wirkung zum Teil wieder riickgdngig machen

annmnHnnir von Ddmpfen von Persduren

erfordert sdureresistente Kunststoff-
Der Rezi-

pient fir die Persdure kann zweckmé-

schlduche und -dichtungen

Bigerweise durch einen Dreiwegehahn mit
der Vakuumpumpe und andererseits dem
Rezipienten fir das Substrat verbunden
werden, so daB man nach Erzeugung
des Vakuums im Substrat-Rezipienten
die Vakuumpumpen absperren und die
Sdureddampfe einstromen lassen kann
Es ist auch méoglich, gefrorenes, nicht
getrocknetes Gewebepulver, zunédchst
bis zum Erreichen der gewiinschten Rest-
feuchtigkeit durch Gefriertrocknung oder
in Anwesenheit hygroskopischer Stoffe
bzw von konzentrierter Schwefelsdure
vorzutrocknen, bevor man den Sterili-
sationsvorgang einleitet Trockengewe-
be mit einer zu geringen Restfeuchtig-
keit konnen durch Einleiten von Wasser-
dampf oder Anfeuchten vorbehandelt wer-

den

iber die Peressigsdure als Moglichkeit
bei der Aufberei-
tung thermosensibler Instrumente haben
K Bansemir, H Bellinger, K Disch und
W Kistner in "Hygiene und Medizin" 4
(1979), 311 - 316 publiziert

der sterilisierende Effekt einer

der "Kaltsterilisation"

Dabei wurde
1- bis
2%igen Losung auf Papova-Viren, Entero-
Viren, Poliomyelitis Typ I, als auch Cox-
sackie-Viren Typ B III und Hepatitis-B-
Viren, nachgewiesen Auch wurde iiber
toxikologische Untersuchungen berichtet
Die Anwendung von Sédureldsungen ist je-
doch nicht mit dem beanspruchten Ver-
fahren identisch, weil hier die Anwendung
bei Raumtemperatur in Form von Séure-
didmpfen erfolgt, und beim Trocknungs-
vorgang die nicht zur Reaktion gekomme-
ne Sdure wieder durch Absaugen besei-
tigt wird Desgleichen werden nach

"Weyls: Handbuch der Hygiene, Band VIII:



Die Desinfektion", Barth, Leipzig 1922,
S 983 - 987, Persduren nur in flissiger

Phase eingesetzt

Beispiel 1

Das Beispiel zeigt die Inaktivierung von
New Castle Disease Virus (NDV) in Hithner-
foeten und Eihduten Diese werden nach
der Entnahme aus infizierten bebriiteten
Hithnereiern in fliissigem Stickstoff tief-
gefroren und pulverisiert Das tiefge-
frorene Pulver wird in diinner Schicht auf
einer Petrischale verteilt und in einem Ex-
sikkator iber eine Schale mit konzentrier-
Der Exsikkator

steht tiber einem Dreiwegehahn mit der

ter Schwefelsdure gebracht

Hochvakuumpumpe und einem Druckgefdf},

in dem sich 10 ml einer Mischung von [ Teil
Peressigsdure mit 2 Teilen Essigsdure be-
findet, in Verbindung Es wird nun zuniéchst
das Exsikkatorgefdil 2 Stunden lang evaku-
iert, bis das gefrorene Pulver zu etwa 1/2
bis 1/4 getrocknet ist Dann wird die Vaku-
umpumpe durch das Ventil abgekoppelt und
der Rezipient mit Persduremischung zum
Exsikkator geoffnet, so daBl die Sdure ver-
dampft und in den Exsikkator gelangt

Es hdngt vom Volumen des Exsikkators ab,
wieviel Sdure verdampft Gegebenenfalls
muf3 wiederholt das Vakuum im Exsikkator-

gefaBl erneuert werden, damit die gesamte
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Sdure verdampft

tragt 30 Minuten

Die Einwirkungszeit be-
Danach wird bis zur Voll-
trockenheit das Pulver abgesaugt Es kann
aber auch nach der Sdureecinwirkung der
Rezipient fiir Sdure durch einen solchen

mit Merkaptodthanol ersetzt werden und die-
ses in gleicher Weise, wie vorher die Séure,
auf das Gewebepulver zur Einwirkung ge-
bracht werden, bevor man den Trocknungs-
vorgang durch erneutes Absaugen beendet
Auch kann anstelle der Trocknung iiber der
hygroskopischen konz Schwefelsdure
die Gefriertrocknung mittels einer Kiihl-
falle erfolgen Das gewonnene Trocken-
pulver erweist sich dann bei der virolo-

gischen Uberpriifung als steril

Beispiel 2

Es soll virusinfiziertes Trockenpulver
sterilisiert werden Dazu bringt man das
Trockenpulver in einer Schichtdicke von
0,5 bis 1 cm auf Petrischalen, die in einen
Exsikkator gebracht werden Dieser wird
nun evakuiert und dann Wasserdampf
eingeleitet, der sich auf dem Substrat
kondensiert und dieses befeuchtet Es
wird nun erneut evakuiert und dann die
Dampfe einer Sduremischung aus 1 Teil
Perameisensdure mit 2 Teilen 98%iger
Ameisensdure eingeleitet Im weiteren

verfahrt man wie Beispiel 1



50

Europdische Patentanmeldung

Herstellung von Arznei- und Diatmittel aus Milch, Sahne oder Butterfett und deren

Verwendung

EP Nr 84111391 3
vom 25 09 1984

Prioritdt: 11 04 84 DE 3413541
13 09 84 DE 3433609
Zusammenfassung

Eettmikronen aus Milch oder Sahne, wie
auch Butter unter Einbeziehung von be-
kannten Faktoren von kiinstlichen und
bzw oder Zellmembranen und bzw oder
Tracer-Molekiilen zu Target-Zellen und
bzw oder lipidlosliche Pharmaka werden
zur Herstellung von Liposomen oder Mem-
branfragmenten mit inkorporierten Pharma-
ka als Didt- oder Arzneimittel verwendet,
wobei in der duBeren, wélrigen Phase der
Doppelemulsion andersartiger Arzneimit-
tel als in den Liposomen bzw Liposomen-
membranen enthalten sein kdénnen und die
Milchproteine bzw -saccharide durch Arz-
neimittellosungen ergidnzt oder ersetzt

werden

Patentanspriiche

1  Herstellung von Arznei- und Diédtmittel
aus Milch Sahne oder Butterfett durch Ho-
mogenisieren bzw Behandlung mit Ultra-
schall, dadurch gekennzeichnet, daBl vor
dem Homogenisieren biologisch wirksame
Faktoren aus Mikroorganismen, Pflanzen
oder xenogenen Organgeweben in Form von
Proteinen und bzw oder Nukleinsduren und
bzw oder deren Untereinheiten und Be-
standteile (Peptide, Nukleotide, Nukleo-

annh andersartige, wasserlosliche

Pharmaka, einzeln oder in Mischung als
Ergédnzung oder Ersatz der Milcheiweile
und bzw oder -saccharide der wéiBrigen
Phase zugesetzt und in Liposome aus Eett-
mikronen inkorporiert werden, wobei die
duflere wilrige Phase durch andersar-
tige Arzneimittellosungen als im Inneren
der Liposomen ersetzt und der Liposomen-
membran Tracer-Substanzen mit Zelltro-
pismus zu Target-Zellen oder lipidldsliche
Pharmaka konvalent oder adsorptiv ange-
koppelt oder eingelagert sein kdnnen

und solche Liposomenmembranen auch zu
einer Lipid-in-Wasser-Emulsion mit zu-
satzlichen Arzneimitteln in der wélrigen
Phase verwendet werden

2 Verfahren nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet, daB Milch- oder
Butterfett zusammen mit bekannten Mem-
branfaktoren, insbesondere Phospholipi-
den und Cholesterin zu Liposomen oder
Membranfragmenten verarbeitet werden

3 Verfahren nach Anspruch 1 und 2,
dadurch gekennzeichnet, daBl in der du-
Beren widBrigen Phase Antibiotika oder an-
timikrobielle bzw -virale Chemotherapeu-
tika und in den Liposomen zellreparative
und -membranstabilisierende Pharmaka
verwendet werden

4 Verfahren nach Anspruch 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet, dafl 16sliche

Allergene einzeln oder als Mischung in



die Liposome inkorporiert werden

Beschreibung

Das Verfahren betrifft die Herstellung von

Arznei- und Didtmittel aus Milch, Sahne oder
Butterfett mit biologischen Wirkfaktoren aus
Mikroorganismen, Pflanzen oder xenogenen
Organgeweben in Form von Proteinen und
bzw oder deren Untereinheiten und Be-

standteile wie Peptide, Nukleotide, Nukleo-
side, wie auch andersartigen, wasserlosli-
chen Pharmaka, einzeln oder in Mischung
zur Ergdnzung oder zum Ersatz der Milch-
-saccharide

eiweile bzw Die biologischen

Wirkfaktoren und bzw oder Arzneimittel
werden durch Homogenisieren oder Einwir-
kung von Ultraschall in Liposomen aus Milch-
oder Butterfett inkorporiert

Speziell fiir die Gewinnung von Arzneimit-
teln wird das Verfahren weiter ausgestal-

tet durch die Verwendung von Lipiden aus
Milch, Sahne oder Butter, zusammen mit
Cholesterin und Phospholipiden bzw Fak-
toren von Zellmembranen wie sie bisher zur
Gewinnung von Liposomen und kiinstlichen
Membranen verwendet werden Dabei konnen
zusdtzliche Faktoren mit einem Tropismus

zu Target-Zellen als Tracer-Molekiile (vgl
Theurer: DP 2650502 und DP 3339907 7)
sowie lipidlésliche Arzneimittel in die Lipo-
somenmembran eingebaut oder an diese kova-
lent oder adsorptiv gebunden werden Kohlen-
hydrate und Proteine der Milch oder Sahne
kénnen mit bekannten Methoden beseitigt

und einer andersartigen Verwendung zuge-

fuhrt werden
Liposomen sind kleinste Fettbldschen mit
wilrigem Inhalt im Zentrum Diese ent-

stehen durch Homogenisierung oder Ultra-

schalleinwirkung aus Fettmikroncn Die
Herstellungsverfahren sind bekannt, 2z B
Heydon und Taylor: J Theoret Biol 4
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281 (1963): Miiller, Fudin, Titien, West-
cott: Nature 194, 979 (1962); Gregoria-
des: Feds Letters 36, 3 (1973); Bangham:
Mol Biol 18, 19 (1968)
Rosenthal und Cerny;
Science 180, 300 (1973): J Lab Klin
Med 83, 640 (1974); Proceedings of So-
ciety for experimental Biology and Medi-
cine 146, 1173 - 1176 (1974)

Bei Theurer, K E : DP 2650502 vom

04 11 1976 und Zusatzpatent DP 3339907 7

werden Enzyme,

Progr Biophys

und Rahmann,

zellspezifische Immunglo-
buline oder spezifische Faktoren, die den
Target-Zellen entsprechen aus Zell- und
Gewebeextrakten bzw daraus isolierten
Membranen an die Liposomenmenbran

bzw an Membranbestandteile chemisch
kovalent oder adsorptiv gebunden, um
einen Zelltropismus mit verbesserter Ad-
sorption zu erreichen

Liposome wurden als Trdger fir die ver-
schiedensten Arzneimittel, Enzyme, Ei-
weillosungen, wie auch zum Transport
von Nukleinsduren und deren Unterein-
heiten gebraucht (vgl Tibs, 1976,
S 203 ff und Febs Letters, Febr 1976)
Die Verwendung von Milch und Sahne mit
z B 30 - 50% Fettanteil, in Verbindung

Sept

mit zugesetztem ldslichcn Eiweil , und

bzw oder Nukleinsduren und bzw oder
deren Untereinheiten und wéiBrige Be-
standteile in widBrigen Losungen ist bis-
her nicht erfolgt, obwohl Milch zum Zwek-
ke der Haltbarmachung und Konservie-
rung ohne Zusidtze seit langem homogeni-
siert wird (H-Milch als Vollmilch oder Ma-
germilch) Auch die erfindungsgemifen
Produkte sind bei Verwendung steriler
Ausgangsmaterialien gut haltbar

Es werden frische oder konservierte bio-
logische Wirkfaktoren inkorporiert Aus
Mikroorganismen kénnen Vaccine oder

sterile Autolysate aus Kulturen aus phy-
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siologischen Bakterienarten, wie z B
Escherichia Coli,

Lactobacterium bifidum u a

Streptococcus faecalis,
verwendet wer-
den, ebenso Stoffwechselprodukte von
Milchsdurebildnern Auch aus Viren kon-
nen nicht infektiose Bestandteile, wie z B
isolierte EiweiBanteile oder Nukleotide ver-
wendet werden Als pflanzliche Wirkfakto-
ren konnen solche aus Pflanzenprefsédften
und allgemein 16sliche und haltbare Phyto-
therapeutika verwendet werden

Faktoren aus Organgeweben mit Zelltropis-
mus ermdglichen eine Vehikelfunktion zu
korrespondierenden Geweben, wenn sie in
die Lipidmembran eingebaut werden Sonst
konnen aber die beanspruchten Wirkfakto-
ren aus unterschiedlichen Organarten ein-
zeln oder als Mischungen iber die Lipo-
some zur Wirkung gebracht werden Es
handelt sich bei den Wirkfaktoren um Bio-
logical Response Modifiers (vgl Porcher II :
Med Klin 77, Nr 6, 10 - 12 (1982) sowie
Theurer, K E : Pharmakologie: Einglie-
derung der Therapie mit makromolekula-

ren Organextrakten in die moderne Pharma-
12 (1981), sowie

Aktivierung von Selbstheilungsvorgéingen -

kologie: Der Kassenarzt 21,

Hygiogenese durch Organo- und Immuno-
therapie: Der prakt 6 und 7
(1982)) Es besteht die Moglichkeit der ver-

schiedenartigsten Kombination von Fakto-

Tierarzt, II

ren, auch als Mischung von Mikroorganis-
men und pflanzlichen Bestandteilen und

Organfaktoren

Die Zusatzstoffe konnen als wédBrige Losun-
gen zur Milch oder Sahne zugesetzt werden
Auch ist es moglich, Trockenprodukte zu
verwenden Die Losungen derselben erfolgt
zweckmiBig mit Milch, wie z B die Sol-Pri-
parate von Revitorgan Die Konzentrationen
der Zusitze liegen im mg- bis pg-Bereich
Normalerweise werden Mengen zugesetzt, die

T<<~>n7onti"ntinri im Fertigprodukt von Mg

bis ng ermdglichen

Es konnen alle Arten von wasserldslichen
und nicht lipidloslichen Pharmaka in die
Liposome inkorporiert werden, insbeson-

dere Hormone, Vitamine, Spurenelemente
wie auch chemische Pharmaka der ver-
schiedensten Art Lipidlosliche Pharma-
ka lassen sich zusdtzlich zu Tracer-Sub-
stanzen der Lipid-Kombination fiir die
Der An-

teil von Milch- oder Butterfett betrdgt

Liposomenmembran verwenden

bis zu 40%; die Menge der Arzneimittel
bis zu 10% der Lipidmischung Die jeweils
optimale Methode ist sowohl von der Art
der Liposomenmembran, wie auch von der
jeweils in die Membran zu inkorporieren-
den oder anzukoppelnden Substanz ab-
hingig Fragmente von Liposomenmem-
branen werden in wiflrigen Arzneimittel-
I6sungen emulgiert Die Applikation kann
sowohl lokal als auch systemisch erfolgen
Die wilirige Phase der Milch, Sahne oder
Butter kann durch wilrige Arzneimittel-
16sungen ergdnzt oder ausgetauscht wer-
den Auch lassen sich in der duBeren,
widfrigen Phase andersartige Arzneimittel
verwenden, als diejenigen, die in den Lipo-
somen inkorporiert sind Es muB dann nach
Herstellung der Liposomen die Arzneimit-
tellosung, die bei der Herstellung der
Liposomen verwendet wurde, gegen eine
andere ausgetauscht werden In den Li-
posomen und Membranfragmenten selbst
konnen dann zusdtzlich noch andere Phar-
maka neben den Tracerstoffen Verwen-
Es gibt deshalb verschie-

Bei

dung finden
denartige Kombinationsmdglichkeiten
chronischen Erkrankungen des Darmka-
Morbus Crohn)

sowie dem intestinalen Strahlensyndrom

nals (Colitis ulcerosa,

werden bei Prdparaten fiir die orale Appli-
kation in der duBleren wélrigen Phase

nicht oder schlecht resorbierbare, 10s-



liehe antiinfektiose Stoffe wie z B Salazo-
pyrin und in der inneren Phase der Lipo-
somen Peptide aus Darmschleimhaut, Leber
und Thymus gegebenenfalls zusammen mit
Glukokortikoiden und in den Liposomen-
membranen zytotrope Faktoren aus Darm-
schleimhaut oder Antikdrper bzw Antikor-
perfragmente auch aus geklonten Antikor-
pern, die organspezifisch gegen Darmschleim-
haut gerichtet sind, verwendet Als thera-
peutischer Faktor lassen sich in der Lipo-
somenmembran zusdtzlich Lipide aus Zell-
membranen analog der geschiddigten Gewebe-
art wie auch lipidlosliche Pharmaka einset-
zen Zur Stabilisierung der Emulsion beson-
ders aus Lipidmembranen, sind, wie auch
von Liposomen-Suspensionen allgemein be-

kannte Emulgatoren geeignet

Beispiel 1

Es soll ein Didt-Prdparat fiir Magen-Darm-
Storungen aus Vollmilch hergestellt werden
Dazu wird eine Organkombination, entspre-
chend den zytoplasmatischen Organ-Prépa-
raten der Firma vitOrgan Arzneimittel GmbH,
D-7302 Ostfildern-Ruit,

Prdparat ist auf 15 mg voll-16slicher Trok-

verwendet Dieses
kensubstanz eingestellt und enthédlt Fakto-
ren mit Molekulargewicht zwischen 1000 und
1 Million einer Mischung von Proteinen und
Nukleinsduren sowie deren Untereinheiten

Es werden davon 10 mg in 10 1 Milch geldst,

so dall die Endkonzentration 1 ug pro ml
—6

(10 ) betréagt

Milch mit einer Schall-Leistung von 120 -

Anschliefend wird die

240 W bei einer Betriebsfrequenz von 35 kHz
wihrend einer halben Stunde beschallt und
danach in iiblicher Weise fiir den Verbrauch

in geeigneten Mengen abgefillt
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Beispiel 2

Herstellung von Prédparaten aus Mikroorga-
nismen Hier werden nicht infektiose
Extrakte aus Bakterien und bzw oder
Viren, in gleicher Weise wie in Beispiel 1,
verarbeitet Auch ist eine Kombination
mit Organextrakten moglich Die Endkon-
zentration der Extrakte aus Mikroorga-
nismen liegt im pg-Bereich pro ml Es
miissen deshalb zu 10 1 Milch 10 ng Wirk-

stoff zugesetzt werden

Beispiel 3

Phytotherapeutische Faktoren werden in
gleicher Art wie in Beispiel 1 und 2 - auf-
grund pharmakologischer Erkenntnisse -
einzeln oder in Kombination mit Mikroor-

ganismen oder Organfaktoren verwendet

Beispiel 4

Es soll ein roborierendes Diédt-Préparat
aus Sahne hergestellt werden Dazu wird
eine Organmischung wie in Revitorgan”

NeyGeront , in gleicher Weise wie in

Beispiel 1, verwendet

Beispiel 5

Es soll ein Prdparat zur Stimulierung des
Sympathikotonus mit katabolisierender
Wirkung aus Vollmilch hergestellt werden
Hierzu wird eine Organkombination, wie

97), in
-9

einer Endkonzentration von 10

det

in NeyDop® (Revitorgan® Nr

verwen-
Zusitzlich konnen Einzelorganex-
trakte, wie z B Thyreoglobulin aus

Schilddriise, mitverwendet werden
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Beispiel 6

Es soll ein Arzneimittel zur Prophylaxe der
Pollenallergie unter Verwendung von But-
ter hergestellt werden Dazu wird frische
oder gefrorene Butter zusammen mit Ei-
oder Sojalecithin und Cholesterin im Ver-
hiltnis 3:5:2 Teile als Mischung durch Er-
wirmen beim Schmelzpunkt, moglichst un-
ter AusschluBB von Sauerstoff, gegebenen-
falls durch Abdecken der Schmelze mit
chemisch inerten Gasen und unter Druck
von iiber 1 Atmosphédre durch eine Diise
in eine wiBrige Arzneimittelldsung ver-

spritht, so dafl sich eine Emulsion aus Fett

tropfchen und Liposomen bildet

Dem Lipidgemisch kann ein Extrakt aus
Proteinen, Peptiden, Nukleotiden oder
Lipiden aus Schlcimhautzellen und bzw
oder aus lymphatischen Zellen und Makro-
phagen in der Endkonzentration bis zu
1% der Lipidbestandteile zugesetzt werden
Als Arzneildsung wird die widlBrige Losung
eines Gemisches verschiedener Pollenanti-
gene, die zur Allergie fiithren kénnen, ge-
gebenenfalls mit Zusatz von Theophyllin
(1,3-Dimethylxanthin) in einer Konzentra-
tion bis zu 0,2 g/ml Lésungsmittel und bzw
oder Diphenylmethylpiperazin (1-(3-(4-Di-
phenylmethyl)-1-Peperazinyl)-prophyl)-1, 3-
dihydro-2H-benzimidazol-2-on) in einer
Konzentration bis zu 30 mg/ml Lésungs-
mittel, benutzt Zur weiteren Ausbildung
von Liposomen wird die Emulsion bzw Sus-
pension der Einwirkung von Ultrasehall

bei einer Leistung von 100 - 200 W und
einer Betriebsfrequenz von 35 kHz wih-
rend 15 Minuten ausgesetzt Die dullere
wilrige Phase der Allergen- bzw Arznei-
mittellésung wird durch bekannte Methoden
der Molekularfiltration bzw -zentrifugation
bei Spiilen der Liposomenfraktion mit iso-

tnner nhvsioloeischer Losung entfernt und

g-egebenenfalls erneut verwendet Dem
Suspensionsmittel der Liposome wird eine
Mischung aus wasserloslichen Organex-
trakten aus Nebenniere, foetalem Thymus
und foetaler Plazenta vom Rind in einer
Endkonzentration von ng/ml Ldsungsmit-
tel zugesetzt Die Applikation des Prdpa-
rates kann in Form eines Aerosols durch

Inhalation oder oral erfolgen

Beispiel 7

Frischmilch wird von Eiweil und Sacchari-
den durch bekannte Methoden (Elektro-
phorese, Dialyse, Fliissigkeitschromato-
graphische Verfahren, Aussalzen mit Am-
moniumsulfat, Ausfillen mit Trichloressig-
sdure oder Abrahmen) befreit und die
wifirige Losung durch eine Arzneildsung,
in welcher die Fettbestandteile resuspen-
diert oder -emulgiert werden, ersetzt
Durch Homogenisieren oder Ultraschallein-
wirkung werden aus den Fettmikronen Li-
posome hergestellt, in denen die Arznei-
I6sung inkorporiert ist Durch Filtration
bei Uberstromtechnik wird das Suspen-
sionsmittel gegen eine andere Art von
wilriger Arzneimittellosung ausgetauscht,
zum Beispiel durch die Losung einer nicht
resorbierbaren bakteriostatisch oder bak-

teriozid wirkenden Substanz

Beispiel 8

Es werden Frischmilch oder -sahne eine
Arzneimittellosung, z B von Insulin, von
Wachstumshormonen, von Somatotropin,
von Cortison, von einem llerzglykosid
oder von irgendeinem anderen Arzneimit-
tel in geeigneter Menge und Konzentration
zugesetzt, bevor Liposome durch Homoge-
nisieren hergestellt werden Die wéiBrige

Losung der dufBeren Phase kann durch



physiologische Losungen verdiinnt oder aber
zu erneuter Verwendung wie in Beispiel 2
gegen eine andersartige Arzneimittellésung
bzw physiologische Losung ausgetauscht
werden Nach Inkorporierung in Liposome
konnen die Arzneimittelzusdtze auch durch
Gegenstoffe inaktiviert sowie ausgefdllt oder

beseitigt werden
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Beispiel 9

Die in DP 3413541 3 angefiithrten Beispiele 1-5
dienen bei Anwendung von mehr als IOfach
hoheren Konzentrationen und Dosierungen
der zugesetzten Wirkstoffe zur Herstellung

von Arzneimitteln
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Europdische Patentanmeldung

Trager- und Eegleitstoffe fiir biologische Wirk- und Regulationsfaktoren aus Zellen

und Geweben und deren Anwendung.

EP Nr 84105554 4
vom 16 05 1984

Prioritdat: 09 05 84 DE 3417022

Zusammenfassung

Die Effektivitit der Anwendung von pflanz-
lichen und tierischen Wirkstoffen - insbeson-
dere Hormonen, Regulationsfaktoren, Uber-
tragerstoffen, Enzymen, ebenso von Vita-
minen und Spurenelementen - wird verbes-
sert, indem diese an Polypeptide, Peptide
und bzw oder Nukleotide als Trdger- und
Begleitstoffe gebunden werden, die man aus
mikrobiellen, pflanzlichen und bzw oder
tierischen Makromolekiilen durch chemische
Hydrolyse oder enzymatischen Abbau ge-
winnt Die Alkalisierung der beladenen
Trdager- und Begleitstoffe - unter Mitver-
wendung von Spurenelementen und mogli-
cherweise von oberflichenaktiven Substan-
zen - wirkt Umweltsehddigungen der Flora
entgegen Dabei konnen auch energieiiber-
tragende Systeme mitverwendet werden

Das "Waldsterben' infolge Adaptations-
schwierigkeiten an Umweltsverdnderungen
ist ein bevorzugtes Anwendungsgebiet,
ebenso aber auch die Verbesserung der
Ausnutzung und Verwertung von Futter-
mitteln und der Resistenz gegen Infektionen
und Stress in der Aufzucht von Nutztieren
und die Prophylaxe und Therapie von Sché-
den durch ionisierende Strahlen und zyto-
toxische Substanzen Die Wirksamkeit von
Arzneimitteln der Human- und Veterindr-
medizin wird verbessert und protrahiert

In der Bakteriologie werden die Préparate

zur Stimulierung des Wachstums von Mi-
kroorganismen und in der Gewebeziich-
tung zur Verbesserung des Angehens von
Zellkulturen sowie zur Erhaltung der Spe-
zifitdt und der Zellteilungskapazitit den

Nédhrmedien zugesetzt

Patentanspriiche

1 Trédger- und Begleitstoffe fiir biolo-
gische Regulationsfaktoren und Pharmaka,
dadurch gekennzeichnet, da hoch- und
makromolekulare Bestandteile aus biolo-
gischen Zellen (Mikroorganismen und
bzw oder tierischen oder pflanzlichen
Geweben) sowie Blut, insbesondere nicht
losliche Riickstinde aus Extrakten durch
chemische und bzw oder enzymatische
Spaltung und Beseitigung von Lipiden,
Zellulose und Polysacchariden in Polypep-
tide, Peptide und Nukleotide mit einem
Molekulargewicht von 500 bis 50 000 Dal-
ton fragmentiert und diese einzeln nach
Stoffgruppen oder als Mischung, je nach
Indikation, mit biologischen Wirkstoffen,
insbesondere Regulationsfaktoren aus
Zellen und Geweben, wie auch anderen
Pharmaka, einzeln oder in Kombination
konjugiert und das pH durch Puffersub-
stanzen oder alkalisierenden Salzen auf
7,1 bis 7,8 eingestellt werden

2 Verwendung von Polypeptiden und Pep-

tiden nach Anspruch 1, dadurch gekenn-



zeichnet, daB diese folgende Aminoséduren
enthalten: Alanin, Asparaginsdure, Gluta-
minsdure, Phenylalanin, Thyrosin, Trypto-
phan, Ornithin, Lysin, Cystein, Cystin,
Methionin

3 Bevorzugte biologische Wirk- und Re-
gulationsfaktoren sowie Pharmaka zur
Konjugation an die Trdger- und Begleit-
stoffe, gekennzeichnet durch die Verwen-
dung von Organ- und Pflanzenextrakten,
pflanzlichen und tierischen Hormonen, ins-
besondere Wachstums-, Stoffwechsel- und
Gewebehormonen, Antihormonen, Ubertri-
gerstoffen, z B Neurotransmitter, Biolo-
gical Response Modifiers, Abwehrstimula-
toren, Paramunitdtsinducern, Redox- und
Energieiibertragersystemen, z B NAD,
NADP und ATP, Enzymen, Antienzymen,
Vitaminen, Chemotherapeutika einschlieB3-
lich zytostatischen und zytotoxischen Sub-
stanzen, oberflichenaktiven Substanzen,
Puffersubstanzen und gegebenenfalls Bi-
karbonate, -Phosphate oder -Zitrate von
Natrium, Kalium, Magnesium, Mangan,
Aluminium, Spurenelemente u a

4 Verwendung der Prédparationen nach An-
spruch 1-3 gegen Umweltschiden von
Bdumen und Pflanzen in Form von Trocken-
pulvern oder wéBrigen Ldsungen

5 Verwendung der Prédparationen zur Ver-
besserung der Futterverwertung und der
Gewichtszunahme von Nutztieren

6 Verwendung der Prdparationen zur Pro-
phylaxe und Therapie von Schidden durch
ionisierende Strahlen und zytotoxische Sub-
stanzen

7 Verwendung der Prdparationen im Néhr-
medium von Bakterien-, Zell- und Gewebe -

kulturen

Beschreibung

Aufgrund des Vorurteils, dal Begleitstoffe
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sich nachteilig auswirken koénnten, be-
steht in der Pharmakologie die Tendenz
zur Monotherapie mit isolierten Wirk-
faktoren Die experimentelle Empirie
zeigt jedoch eine hohere Effektivitdt von
natiirlichen multifaktoriellen Wirkstoff-
gemischen als von isolierten Einzelfakto-
ren (vgl K E Theurer: Pharmakologie:
Eingliederung der Therapie mit makromo-
lekularen Organextrakten in die moderne
Pharmakologie: Der Kassenarzt 21, 12
(1981)) Unverdnderte Naturstoffe miis-
sen dabei vom Empféngerorganismus zum
groflen Teil in Untereinheiten und -Be-
standteile zerlegt werden, bevor sie zur
Wirkung gelangen Nicht unmittelbar
wirksame Bestandteile werden verstoff-
wechselt und weiter abgebaut Sie dienen
z T auch als Reparaturmaterial fir de-
fekte Strukturen, wie auch als Transport-
vehikel und Depotstoffe

Durch vorliegendes Verfahren werden die
biologischen Trédger- und Begleitstoffe

in eine direkt wirksame Form vor ihrer

Es handelt

sich dabei um kiinstliche Abbauprodukte

Anwendung zusammengefigt

von Eiweil und Nukleinsduren aus biolo-
gischen Zellen und Geweben, insbesondere
aus nicht loslichen, korpuskuldren und
Struktur-Bestandteilen, aus apathogenen
Mikroorganismen und bzw oder tierischen
und bzw oder pflanzlichen Geweben Als
Ausgangsmaterial kann der nicht wasser-
16sliche Riickstand von einer priméren
AufschlieBung und Extraktion der Natur-
stoffe dienen Riickstinde aus der Zentri-
fugation oder Filtration werden iblicher-
weise verworfen Die erfindungsgemife
Weiterverwendung bedeutet deshalb auch
einen wirtschaftlichen Nutzen, jedoch
konnen auch direkt native Zellen und Ge-
webe verwendet werden Isolierung und

Abbau von hochmolekularem, nicht 16s-
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liechom Eiweil und Nukleinsduren entspre-
chen dem Stand der Technik (vgl
Taschenbuch: HM Hauen;

lag)
verschiedenen Stufen,

Biochem
Springer Ver-
Isolierung und Abbau erfolgen in
gegebenenfalls nach
Fettextraktion durch nicht denaturierende
Fettlosungsmittel, chemische Hydrolyse, wie
auch enzyrnatisch bis zu Polypeptiden, Pep-
tiden und Nukleotiden mit einem Molekular-
gewicht zwischen 500 und 50 000 Dalton
Kleinere Bruchstiicke kdnnen mitverwendet
oder aber durch Dialyse, Gelfiltration oder
chromatographisehe Verfahren ohne Erhit-
zung separiert werden Zunédchst werden
die Polysaccharide, dann die Eiweifle und
schlieBlich die Nukleinsduren zur gewiinsch-
ten GroBenordnung abgebaut Zum enzyma-
tischen Abbau werden trdgergebundene En-
zyme (Proteasen, z B

Pepsin, Papain,

Bromelin u a ; Restriktionsenzyme,
DNasen, RNasen) bei ihrem jeweiligen pH-
Wirkstoffoptimum verwendet und nach ge-
taner Wirkung durch Zentrifugation oder
Filtration fiir eine erneute Verwendung zu-
rickgewonnen Beim stufenweisen Abbau
mul} jeweils das optimale pH fir die ver-
wendeten Enzyme durch Pufferzusétze ein-
gestellt werden Als Trdgersubstanz fir
Enzyme eignen sich Kolloide und Partikel
aus Zellulose (Sephadex), Kolloidum und
anderen Kunststoffen Die Peptidmischung
sollte die Aminosduren Alanin, Asparagin-
sdure,

Gystein, Cystin, Glutaminséure,

Methionin, Phenylalanin, Thyrosin und
Tryptophan enthalten Nach der Fragmen-
tierung konnen Peptide und Nukleotide
getrennt voneinander oder aber auch ge-
mischt als Trdger- und Begleitstoffe ver-
wendet werden Der amphotere Charakter
der Peptide und Nukleotide erlaubt kova-
lente, wie auch adsorptive Bindungen mit
den zu konjugierenden biologischen Wirk-

stoffen, jedoch sind auch besondere che-

mische Konjugationsverfahren, wie sie
insbesondere zur Gewinnung von konju-
gierten Antigenen verwendet werden
(vgl H Schmidt:
logie, Verlag Dietrich Steinkopff) mog-
lich

Fortschritte der Sero-

Die Trédger- und Begleitstoffe konnen
fir alle Arten von Arzneimitteln, insbe-
sondere fiir biologische Arzneimittel,
Pflanzen- und Organextrakte, Hormone,
Ubertrigerstoffe, Biological Response
Modifiers, Redox- und Energie-iibertra-
gende Systeme und bzw oder Enzyme
verwendet werden

Zur Beeinflussung der Flora, von Bdumen
und Pflanzen, werden Pflanzenhormone
bzw Wuchsstoffe (Auxine), die auch syn-
einzeln
Phytoki-

ne werden besonders in Verbindung mit

thetisch gewonnsen sein konnen,

oder in Kombination verwendet

Nukleotiden eingesetzt
Gibberelline und Absci-

sinsdure werden bevorzugt mit Peptiden

Die Indolessig-
sdure-Derivate,
konjugiert Es kann jedoch auch eine
Kombination mit Peptiden und sogenannten
Gewebehormonen , wie auch aller anderen
menschlichen und tierischen Hormone ver-
wendet werden Durch die Konjugation wird
die direkte Verfiigbarkeit der Hormone bei
der Anwendung verringert und die An-
sprechbarkeit erhoht Dabei kommt eine pro-
trahierte Depotwirkung zustande Fiir die
Konjugation mit Trdger- und Beglcitstoffen
eignen sich auch Wirkfaktoren aus Zellen
und Geweben, die in einem speziellen vor-
ausgehenden Extraktionsvorgang gewon-
nen werden, wie z B von sogenannten
"Biological Response Modifiers", Abwehr-
stimulatoren, Paramunitdtsinducern,
Ubertréigerstoffen, z B Neurotransmit-
ter, Endorphinen, Encephalinen, Inter-
ferone, Prostaglandine und anderer Re-

gulationsfaktoren sowie Redox- und Ener-



gie-iibertragende Systeme, Enzyme, die die
Trdgersubstanzen nicht weiter abbauen
Ebenso ist es aber auch moglich, Hemmsub-
stanzen bestimmter VVirkfaktoren, insbe-
sondere Antihormone oder Antienzyme, zu
konjugieren Das pH solcher Produkte
sollte auf etwa 7,4 eingestellt werden Die
Konzentration der Wirksubstanzen betrdgt
zwischen 1:10 bis 1:10000 der Trégersub-
stanz Das Produkt kann auch hier als
losliches Trockenprdparat oder als wiBrige
Losung hergestellt werden

Die Prdparate besitzen bei Mensch und Tier
keinerlei nachteilige Nebenwirkungen Bei
Verwendung von Molekulargewichten bis

zu etwa 3000 Dalton sind auch keine nach-
teiligen Sensibilisierungsvorgédnge zu be-
fiirchten Sonst konnten diese durch immuno-
logisch-tolerogene Dosierung in ansteigen-
der Konzentration und kurzen Intervallen,
beginnend mit sehr hohen Verdiinnungen,
verhindert werden Die Anwendung bei Tie-
ren kann iiber Futtermittel, denen sie bei-
gemischt werden, oder liber die Wasserauf-
nahme erfolgen Es wurde festgestellt, daf
selbst Tiere, die mit Anabolika und Anti-
biotika-Zusédtzen gefiittert wurden, eine wei-
tere Wirkungssteigerung bei zusdtzlicher
Anwendung solcher Prédparationen zeigten,
die mit Organextrakt-Zusédtzen gefitterten
Tiergruppen iiberdies gesund blieben und
keine nachteiligen Verhaltensweisen zeigten
Demgegeniiber kam es bei Kontrollgruppen
zu Ausfédllen durch Grippe, Husten, Fell-
beilen und bei Hithnern durch Federpicken
Auch traten keine Herz- und Kreislauftodes-
falle mehr auf, fir die Schweine besonders
empfindlich sind Fiir die menschliche Er-
nihrung bedeuten Zusdtze dieser Pridpa-
rate zum Tierfutter keinerlei Gefdhrdung,
weil alle Faktoren verstoffwechselt werden
und keine Riickstdnde bilden Die Anwen-

dung erfolgt in einer Endverdiinnung von

mg bis ng mit einem Wirstoffgehalt von
ug bis pg Es hat sich bewidhrt, gleichzei-
tig eine oberflichenaktive Substanz bei-
zumischen, z B N'atriumlaurylsulfat in
einer Endkonzentration von 10 ng Da-
durch wird die Resorption und Vertei-
lung im Organismus erleichtert Das-
selbe gilt auch fir die Verwendung von
wilrigen Verdiinnungen

Solche Prdparationen eignen sich auch
zur Anwendung als Arzneimittel und Dia-
tetika bei Menschen Aufgrund der Ver-
wendung verschiedenartiger Wirkstoffe
sind unterschiedliche Indikationen mog-
lich Hervorzuheben ist die Prophylaxe
und Therapie von Schdden durch ioni-
sierende Strahlen und Zytostatika Bei
Bestrahlen mit einer LD 50 werden dabei
in Kombination mit zytoplasmatischen Or-
ganextrakten (NeyTumorin der vitOr-
gan Arzneimittel GmbH, 7302 Ostfildern-
Ruit) die Uberlebensrate auf 100% gestei-
gert (vgl P Schick: Strahlenschutzsub-

stanzen auf zytoplasmatischer Basis (Re-

vitorgan ) im Test mit letalen Strahlen-
dosen: Therapiewoche, Sonderausgabe 33,
21 A, 1983) Auch in der Onkologie er-
scheint der Einsatz solcher Prédparate be-
sonders zur Prophylaxe, eventuell als

Diédtetikum aussichtsreich
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Erfindungsgemdfl war die Verwendung von
Triager- bzw Begleitstoffen fiir biologi-
sche Wirkfaktoren, in Verbindung mit
pH-Einstellung und Mitverwendung ober-
flichenaktiver Substanzen, bisher unbe-

In der deutschen Patentschrift
2249697 vom 11 10 1972 werden als Bestand-

teil sonst iiblicher Futtermittel Stoffe ver-

kannt

wendet, die bei einem Verfahren zur ge-
steuerten chemischen AufschlieBung von
Organen fiir therapeutische Zwecke, un-
ter Verwendung von Ddmpfen chemischer
Reagenzien, erhalten worden sind Dieses
Verfahren kann auch zur Gewinnung der
beanspruchten Trdger- und BegleitStoffe,
wie auch zur Gewinnung der biologischen
Wirkstoffe verwendet werden  Die Trédger-
stoffe werden durch weitere Verarbeitung
der Riickstinde nach Extraktion gewonnen
Dies bedeutet eine verbesserte Ausniitzung
der Ausgangssubstanzen und birgt nicht
zuletzt auch okonomische Vorteile in sich
Der grundsétzliche Unterschied besteht
aber darin, daf bei vorliegendem Verldh-
ren Trdger- und Begleitsubstanzen sepa-
rat gewonnen und dann sekundir mit Wirk-
faktoren konjugiert werden

Die DPA 2110683 vom 5 3 1981 ist ein An -
wendungsverfahren zur Resistenzsteige-
rung, Beschleunigung des Wachstums,
Verkiirzung der Reifungszeit, Ertrags-
steigerung, Erleichterung von Mutationen
und Kreuzungsbereitschaft sowie Krafti-
gung von Teilen der Flora und Aktivie-
rung von Nutz- und Heilpflanzen-Siften
Auch dort werden keine entsprechenden
Tréager- bzw Begleitsubstanzen fir Wirk-
stoffe verwendet Saatgut oder Pflanzen-
teile werden mit Extrakten aus gesunden
und bzw oder Mikroorganismen und bzw
oder aus Pflanzen behandelt Die ver-
wendeten Extrakte werden nach bekannten

Verfahren aus den genannten biologischen

Geweben hergestellt, desgleichen auch
Fraktionen, die man aus den Extrakten
gewinnt, insbesondere Lipide, Poly-
saccharide, Proteide, Proteine und die
verschiedenen Nukleinsduren Demnach
bestehen die Extrakte nicht aus Poly-
peptiden, Nukleotiden, die als Trager-
bzw Begleitstoffe verwendet werden kon-
nen Es wire dazu auch ein zweiter Ar-
beitsgang der Konjugation erforderlich
Auch wird keine Abpufferung beansprucht
Die Konjugation von zusdtzlichen Wirk-
stoffen erfolgt an hochmolekulare Stoffe,
die bei vorliegendem Verfahren nicht zur
Anwendung kommen Auch hier bedeutet
das Verfahren einen 6konomischen Vorteil,
weil die Ausgangsstoffe besser genutzt
und die Bestandteile und Untereinheiten
von Makromolekiilen biologisch unmittel-
bar verwertet werden, was zu einer bes-

seren Effektivitdt fihrt

Beispiel 1

Zur Vorbeugung und Behandlung von Sché-
den an Bdumen und Pflanzen durch Milieu-
und Umwelteinflisse (Waldsterben) wer-
den als Trédger- und Begleitstoffe Poly-
peptide und Nukleotide verwendet, fir

die als Ausgangsmaterial Pflanzen und/oder
tierische Gewebe bzw Blut dienen Die
AufschlieBung von Zellen bzw Degradie-
rung von Makromolekiilen erfolgt nach
bekannten schonenden biochemischen
Methoden (vgl Biochemisches Taschen-
buch: UM Rauen: Springer Verlag),
bei denen die Spezifitdit der Untereinhei-
ten und Bestandteile erhalten bleibt

Die Gewebe werden moglichst in tiefge-
kithltem Zustand gemahlen oder auch
frisch bei Temperaturen unter 56° C in
nahezu isotoner physiologischer Ldsung

homogenisiert, wobei das Mischungsver-



hdltnis von Ausgangsmaterial und Losungs-
mittel festgelegt ist Zur Entfernung von
Lipiden kann diese Homogenisierung auch
in Fettlosungsmitteln, z B Petroldather
erfolgen, aus dem nach Dekantierung

die Lipidfraktion gewonnen wird, wiahrend
die Riickstinde in widBrige Losungsmittel
zur Weiterbehandlung aufgenommen wer-
den Die gesamte Aufarbeitung von pflanz-
lichen und tierischen Ausgangsstoffen
kann getrennt oder aber auch bei Mischun-
gen erfolgen Die ldslichen Faktoren des
Homogenats werden zur weiteren Aufar-
beitung auf Wirkfaktoren durch Zentrifu-
gieren und bzw oder Filtrieren entfernt
und der Riickstand mit Sdure bzw Alkali-
l6sungen aufgeschlossen Nach erfolgter
Sdure-Hydrolyse, insbesondere von Poly-
sacchariden und Zellulose, wie auch von
Proteiden und Proteinen, werden Enzyme
eingesetzt Bei stark saurem pH wird zu-
nidchst Pepsin zum Abbau von Proteinen
verwendet, bei Alkalisierung Trypsin Es
konnen jedoch auch andere proteolytische
Enzyme eingesetzt werden, wobei das pH-
Optimum fir die Enzymwirkung durch Al-
kalisierung bzw Ansduerung eingestellt
wird Zusidtzlich konnen Harnstoff und bzw
oder oberflichenaktive Substanzen, insbe-
sondere Natriumlaurylsulfat, mitverwendet
werden Danach wird erneut zentrifugiert
bzw filtriert und die Polypeptid- bzw Pep-
tidfraktion gewonnen Der Riickstand wird
mit RNasen bzw DNasen oder Restriktions-
enzymen zu Polynukleotiden und Nukleoti-
den abgebaut Auch hier kdonnen bei opti-
malem pH oberflichenaktive Substanzen
oder Harnstoff mitverwendet werden Zum
enzymatischen Abbau werden die Enzyme
an kolloidale oder korpuskulare Triager-
stoffe, z B aus Zellulose (Sephadex),
Kollodium oder andere geeignete Kunst-

stoffe gebunden, die es erlauben, die En-
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zyme durch Zentrifugation riickzugewinnen
und erneut wieder zu verwenden Auch
konnen fir die enzymatische Auftrennung
chromatographische Verfahren verwendet
werden, die eine Wiederbeniitzung der
Enzyme ermdglichen Die erhaltenen Poly-
peptide und Peptide und andererseits

die Nukleotide werden nun getrennt fiir
sich oder als Mischung erfindungsgeméf
verwendet oder zur spidteren Verwendung
in Lésungen oder als Trockenpulver
konserviert

Zur Bekdmpfung des Waldsterbens und
Stirkung der Widerstandskrdfte der Flora
durch Substitution von biologischen Fak-
toren und Pharmaka wird eine Mischung von
Abscisinsdure (1 Teil) mit B-Indolessig-
sdure oder a-Naphthylessigsdure (1000 Tei-
le), Gibberilinsdure (100 Teile) und Cyto-
kinine (10 Teile) sowie Nicotinamid-ade-
nin-dinucleotid und bzw oder das ent-
sprechende Phosphat (100 Teile), mdg-
licherweise auch Adenosintriphosphat

(je 10 - 100 Teile) an 10*- bis 10%-Teile
der Nukleotid-Polypeptidmischung gebun-
den Aufgrund der amphotdren Eigen-
schaften der Trdger- bzw Begleitstoffe
ist eine Salzbildung moglich, sonst kdénnen
auch bekannte chemische Konjugations-
methoden, wie Diazotierung, das Oxazo-
lan-Verfahren in Verbindung iiber Iso-
zyanate, Carbobenzoxy-Verbindungen
Bei Uber-

sduerung der Umwelt bzw der Bdden

und andere verwendet werden

werden zur Neutralisierung den Prédpa-
rationen geeignete chemische Puffersyste-
me zugesetzt, die das pH zwischen 7,2
und 7,8 einstellen oder entsprechende
Bikarbonate, -Phosphate oder Citrat von
Kalium, Natrium oder Aluminium sowie
geeignete Spurenelemente von Mn, Mg,
Zn, Cu bzw Eisen zugesetzt Ebenso

konnen auch oberflichenaktive Substanzen
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mitverwendet werden Die Mischung der
Trockenpulver kann direkt zur Einmischung
in Torf oder Kompost oder zum Bestreuen
des Bodens als Diingermittel verwendet
werden Zum Besprithen des Laubs oder
der Nadeln der Pflanzen bzw Bédume wer-
den Losungen hergestellt, mit einem Gehalt
von mg bis Mg der Mischung in wélriger

Losung mit pH zwischen 7,1 und 7.8

Beispiel 2

Zur Anregung des Wachstums und der Ge-
wichtszunahme von Nutztieren werden Poly-
peptide, Peptide und Nukleotide, die ana-
log dem Beispiel 1 gewonnen wurden, als
Tragerstoffe fir biologische Wirkstoffe
verwendet, die nach DP 2249697 gewonnen

werden Diese dienen als Zusatz zu den

sonst iblichen Futtermitteln oder konnen auch

iber die Wasseraufnahme zugefihrt werden
Das Gewichtsverhdltnis von Wirkstoffen und

3bis 1074 Bei

Trigerstoffen betrigt 10~
einer Dosierung des Fertigproduktes im
Mikrogrammbereich pro Gramm Futtermittel
bzw Milliliter Wasser der Prédparation kon-
nen anabole Hormone, Vitamine, Elektro-
lyte und Spureneclemente sowie auch ober-

flichenaktive Substanzen zugesetzt werden

Die Verwendung der Trdgerstoffe ermdglicht

eine Einsparung der zugesetzten biologi-
schen Wirkstoffe und bedeutet eine wesent-

liche Verbesserung des DP 2249697

Beispiel 3

Verwendung der Trédgersubstanz nach Bei-
spiel 1 zur Prophylaxe und Therapie von
Schidden durch ionisierende Strahlen oder
zytotoxische Einwirkungen Hier werden
die Trager- bzw Begleitsubstanzen fir
zytoplasmatische Organextrakte, insbeson-

dere aus dem maternen Anteil der Plazenta,

Thymus, Leber, Knochenmark - eventuell
als Einzelorganextrakte, oder als Kom-

binationen -, insbesondere wie sie in dem
Prdparat NeyTumorin vorliegen, ver-
wendet Das Gewichtsverhédltnis der

Trdger- bzw Begleitsubstanzen zu den
zytoplasmatischen Organextrakten be-

trigt 102 bis 10° /g, dic Anwendungskon-
5

zentration mit der Prdparation 10 bis
10 °g/ml bei i m - oder i v -Injektionen
z B nach dem Strahlenschaden 4 Stun-
den, 8 Stunden, 2 Tage, 6 Tage,
und 14 Tage

auf eine raschere Wiederherstellung der

11 Tage
Die Behandlung wirkt sich

Leukozytenzahl und eine signifikante Stei-

gerung der Uberlebensrate aus

Beispiel 4

Verwendung der Trdger- und Begleitsub-
stanz nach Beispielen 1 bis 3 in der Hu-
man- und Veterindrmedizin, in Verbin-
dung mit speziellen organotherapeutischen
Wirkstoffen (vgl

no-Therapie nach Theurer) und zyto-

Zytoplasmatische Orga-
toxischen bzw zytostatischen Pharmaka
in der Onkologie Hier betriagt das Mi-
schungsverhdltnis der Wirkstoffe zu den
Tragerstoffen 1:100 bis 1:10000 Die Ver-
wendung der Trdgerstoffe und zytoplas-
matischen Organfaktoren verbessert die
Vertrdaglichkeit zytotoxischer bzw zyto-
statischer Substanzen und erlaubt eine
vielfach hohere Dosierung Die Resistenz
gegen Infektionen wird gesteigert und
erhalten bzw

die Lebensqualitdt ver-

bessert
Beispiel 5
Verwendung der Trdger- und Begleit-

Stoffe nach Beispielen 1-3, fiir die Kon-

jugation mit Wirkstoffen aus Organex-



trakten, Vitaminen, Hormonen, Spurenele-
menten und Elektrolyten als Zusatz zum
Nihrmedium von Zell- und Gewcbekulturen,
bei mindestens gleichem Effekt auf die Ver-
besserung des Angehens der Zellen und Ge-
webe bei der Anziichtung, auf den Syn-
thesestoffwechsel und auf die Stabilisierung
Gegeniiber Entdifferenzierung bzw der
Beeinflussung der Proliferationsfdahigkeit
erméglicht die konjugierte Anwendung der
Wirkstoffe mit Trdgerstoffen eine Einsparung

an Wirkstoffen
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Beispiel 6

Verwendung der Triger- und Begleitstoffe
nach Beispielen 1, 2 und 5 Es werden dabei
jedoch Bakterienwuchsstoffe und Wirkfaktoren
aus Bakterienextrakten mit den Trédgerstoffen
konjugiert Die Trédgerstoffe selbst kdnnen
aus Massenziichtungen und Mikroorganismen
Als Nédhrmedien fir die

Bakterienmassen zur Her-

gewonnen werden
Gewinnung der
stellung der Trdgerstoffe konnen dabei
Riickstinde der Extraktion von Pflanzen und
Tiergewebc bzw -Zellen dienen Die konju-
gierten Trdger- und Begleitstoffe werden
zur Stimulierung des Wachstums in Bakte-
rienkulturen in Konzentrationen von Mg bis

pg zugesetzt
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Europdische Patentanmeldung

Erzeugnisse zur intravasalen Applikation von wasserloslichen bzw. emulgierbaren

antigenen Organextrakten

EP Nr : 821001302
vom 06 01 1982

Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft pharmazeutische
Erzeugnisse zur intravasalen Applikation
von wasserloslichen bzw emulgierbaren
antigenen Organextrakten aus Einzelorga-
nen oder Organkombinationen mit nativen
molekularen und haptenen Bestandteilen
bzw Untereinheiten fetalen und/oder ju-
venilen, xenogenen oder allogenen Ur-
sprungs im Konzentrationsbereich von pg
bis g/ml Injektionsléosung zur Intervall-
oder Dauerbehandlung bei Malignomen,
genetisch oder chromosomal bedingten Er-
krankungen, zur spezifischen Immunsup-
pression bei krankheitsbedingten oder
durch Vorbehandlung z B durch Zell-
therapie entstandene immunopathogene
Autosensibilisierungen , zur Erzeugung
und Erhaltung einer Toleranz gegen Or-
gantransplantate und die Folgen von Or-
ganinfarkten, Verbrennungen und chir-
urgischen Eingriffen Es werden dabei
die Erzeugnisse in verdiinnten wifBrigen

Losungen im Konzentrationsbereieh pg bis

lig/ml Injektionsldsung und die entsprechen-

den Trockensubstanzen mit Ldésungsmittel,
die zur Herstellung von Injektionslosungen
im Konzentrationsbereich von mg bis g/ml
Injektionslosung erforderlich sind, herge-
stellt und die toleranzerzeugenden Eigen-
schaften, ggfs durch Adjuvantien und

chemische Verdnderungen der Ausgangs-

stoffe, verbessert

Patentanspriiche

1 Pharmazeutische Erzeugnisse zur in-
travasalen Applikation von wasserlos-
lichen bzw emulgierbaren antigenen
Organextrakten aus Einzelorganen oder
Organkombinationen mit nativen moleku-
laren und haptenen Bestandteilen bzw
Untereinheiten fetalen und/oder juvenilen,
xenogenen oder allogenen Ursprungs im
Konzentrationsbereich von mg bis g/ml
Injektionslosung, dadurch gekennzeichnet,
dall sie eine oder mehrere verdiinnte
wilBrige Losungen dieser Organsubstan-
zen im Konzentrationsbereich pg bis Mg/ml
Injektionslosung und die entsprechenden
Trockensubstanzen mit Losungsmittel, die
zur Herstellung von Injektionsldsungen
im Konzentrationsbereich von mg bis

g/ml Injektionsléosung erforderlich sind,
enthalten

2 Erzeugnisse nach Anspruch 1 gekenn-
zeichnet durch die Mitverwendung von
immunbiologischen Adjuvantien

3 Erzeugnisse nach Anspruch 1 -2 mit
verbesserter Loslichkeit und verringer-
ter Immunogenitdt durch Sulfatierung,
Phosphorylierung, Halogenisierung, Ni-
trierung, Carboxylierung, Athylierung,
Hydrierung oder Substitution von aroma-
tischen oder alkylierenden Substanzen

4 Erzeugnisse nach Anspruch 1-3, ge-
kennzeichnet durch die zusédtzliche Ver-
wendung von Extrakten aus fetalem

Thymus, Nebenniere, fetaler Milz, feta-



lern Anteil der Plazenta (Chorion), Tropho-
blast, fetalen Lymphknoten, einzeln oder

als Mischung

Beschreibung

Bei der tierexperimentellen und therapeu-
tischen Anwendung von xenogenen, d h
von artverschiedcnen Individuen stammen-
den Totalextrakten aus verschiedenen Or-
ganarten wurde festgestellt, daBl die the-
rapeutische Wirkung dosis- und zeitab-
hingig ist Insbesondere zeigt sich dies
bei der Regression von Malignomen und
Tumormetastasen Es sind dazu wiederhol-
te Behandlungen mit Dosierungen im mg-
bis g-Bereich erforderlich Diese Dosie-
rung fihrt zur immunologischen Sensibili-
sierung, zu allergischen Reaktionen und zu
einer Wirkungseinschrankung, insbesonde-
re bei spdteren Wiederholungsbehandlun-
gen Andererseits hat die Anwendung

an Zellkulturen gezeigt, daBl die Wirkung
dort auch bei Wiederholungsbehandlungen
reproduzierbar war und dall diese Wirkung
durch Inhibition der Organextrakte mit
den entsprechenden Antikérpern verhin-
dert wird Es war deshalb anzunehmen,
dafl auch in vivo die Blockierung der
therapeutischen Wirkung der Organprépa-
rate auf einer Antikdrperbildung gegen
dieselbe beruht Die Erzeugung einer
spezifischen Immuntoleranz gegen die the-
rapeutisch wirksamen Organfaktoren

war bei den relativ hohen erforderlichen
Konzentrationen bisher nicht mdglich

Es wurde nun gefunden, daB durch intra-
vasale Applikation von wasserloslichen und
emulgierbaren Organtrockenpulvern in
ansteigender Dosierung und sich verldn-
gernden Zeitabstinden eine ausreichend

stabile Toleranz fiir die wiederholte An-

wendung der therapeutisch erforderlichen
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hoheren Konzentration im mg- bis g-Be-
reich pro ml Ldésungsmittel erreicht wur-
den Solche Losungen sind jedoch nicht
haltbar und fallen rasch aus, so daB sie
unmittelbar vor der Anwendung aus voll
16slichen bzw emulgierbaren Organtrok-
kenpulvern hergestellt werden miissen
Erfindungsgemdf werden nun pharma-
zeutische Erzeugnisse bereitgestellt,

die eine oder mehrere verdiinnte wélirige
Losungen dieser Organsubstanzen im Kon-
zentrationsbereich pg bis wg/ml Injek-
tionslosung und die entsprechenden Trok-
kensubstanzen mit Losungsmittel, die

zur Herstellung von Injektionslosungen im
Konzentrationsbereich von mg bis g/ml
Injektionslésung, enthalten

Die immunologische Toleranz bedeutet

im Gegensatz zum Begriff der Arznei-
mitteltoleranz (vgl A Schrey: Toleranz
bei Nitratprdparaten: Med Klinik, A 25
S 24/699 (1981)) nicht eine Verringerung
der pharmakologischen Wirksamkeit der
angewandten Préparate, vielmehr wird ge-
rade diese durch die immunologische To-
leranz gegen das Arzneimittel erhalten

Es erscheint mdglich, dafl an der Entste-
hung von Arzneimittel-Toleranz im pharma-
kologischen Sinne ebenfalls immunologische
Reaktionen gegen das Arzneimittel betei-
ligt sind Diese werden durch Erzeugung
einer immunologischen Toleranz, d h
durch Unterdrickung der Antikdrper-
bildung gegen das Arzneimittel verhindert
Die Toleranzerzeugung gegen xenogene
Antikorperseren, wie sie aus der Serum-
Therapie von Infektionskrankheiten be-
kannt ist, betrifft vollkommen andere
Indikationen und keine Inhaltsstoffe von
Zellgeweben Im Prinzip sollen dadurch
allergisch-anaphylaktische Reaktionen ver-
hindert werden Sie dient also nicht der

Erhaltung der therapeutischen Wirksam-
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keil der angewandten Antikdrperseren

W  Gronemeyer, II Schmidt in
Lehrbuch der Allergie, Georg
1957)

Auch die Desensibilisierung mit sogenann-

(vgl
K Hansen:

Thieme Verlag, Stuttgart,

ten Organ-Dilutionen im Rahmen der Zyto-
plasmatischen Therapie (vgl Leitfaden
der Zytoplasmatischen Therapie:
Arzneimittel GmbH, 7302 Ostfildern 1

b Stuttgart) besitzt unterschiedliche In-

Ls han-

vitOrgan

dikationen und Anwendungsformen
delt sich dabei um keine echten Ldsungen
und Emulsionen der Organsubstanzen,
vielmehr enthalten diese noch korpusku-
lire Bestandteile Deshalb kénnen die Kon-
zentrationen im ng- und pg-Bereieh nicht
i v angewandt werden Desgleichen auch
nicht die Suspensionen aus den Trockensub-
stanzen Suspensionen von diesen kdnnen
nur intramuskuldr appliziert werden Die
mitverwendeten korpuskuldren Zellbestand-
teile wirken als Adjuvans der geldsten Fak-
toren immunogen und verhindern eine To-
leranzerzeugung gegen das Prédparat

Auch werden zusétzlich immunologische
Adjuvantien zur Verstdrkung der Antikor-
perbildung mitverwendet, um besonders
bei degenerativen Erkrankungen und geri-
atrischen Indikationen einen organspezi-
fischen Reiz durch die entstehenden Anti-
korper zu erzeugen Bei der erfindungs-
gemidfen Anwendung der volléslichen und
emulgierbaren Organtrockenpulver wird je-
doch diese Antikdrperbildung vermieden
Deshalb unterscheiden sich auch die Indi-
kationen Der Zustand der induzierten
immunologischen Toleranz bleibt so lange
erhalten, als das Antigen in ausreichender
Konzentration im Organismus vorhanden
ist Deshalb muBl zur Erzeugung einer sta-
bilen immunologischen Toleranz und deren
Aufrechterhaltung das Antigen in mg- bis

g-Konzentrationen fortlaufend injiziert

werden Bei Kombinationsbehandlungen
mit Antigenmischungen aus verschiede-
nen Organen miissen deshalb die Organ-
faktoren gegen die die Toleranz erwiinscht
ist, fortlaufend verabfolgt wei'den, wiah-
rend man andere Faktoren, gegen die
eine Toleranz nicht mehr bendtigt wird,
nicht weiter anzuwenden braucht Nach
Aussetzen der tolerogenen Applikation
von mehr als 5 Tagen ist mit einem Tole-
ranzverfall zu rechnen Eine Wiederho-
lungsbehandlung macht es deshalb not-
wendig, erneut die Toleranz durch ein-
schleichende Dosierungen wieder auf-
zubauen Zur Prifung der Toleranz bzw
einer mdglichen Sensibilisierung gegen
die verwendeten Prdparate konnen diese
als Antigen fir Antigen-Antikdrper-Reak-
tionen in vivo oder in vitro benutzt wer-
den Bei vorliegender Sensibilisierung
mufl die Behandlung mit umso hdoheren
Verdiinnungen wieder begonnen werden,
je ausgepriagter die Sensibilisierung ist
Umso kiirzer miissen dann auch die Ap~
plikationsabstinde gewidhlt werden Nor-
malerweise wird die Konzentration iiber
pg, ng, pg auf mg und eventuell g/ml
Organlosung gesteigert, nachdem man vor
der i v -Applikation einen Sensibilitdts-
test durch konjunktivale Anwendung oder
i e -Injektion durchfithrt Bei positivem
Testergebnis sollte eine Desensibilisierung
bei i e -, s ¢ - oder oraler Applikation
nach den Gesichtspunkten der Allergolo-
gie durchgefihrt werden Bei reaktions-
freier Vertrdglichkeit der Konzentration
lag kann dann die Applikation der anstei-
genden Konzentrationen, beginnend von
pg, i v erfolgen Es ist moglich, Fakto-
ren gegen die eine Antikdrperbildung
unterbunden werden soll, zundchst tole-
rogen zu dosieren und n ach eingetrete-

ner Toleranz dann andersartige Faktoren



die indirekt liber Antikdrper zur Wirkung
gelangen, wie z B Faktoren, die durch
das Verfahren zur Isolierung von wirk-
samen Faktoren aus biologischen Gewe-
ben (EPA 29893) gewonnen wurden, im-
munogen zu dosieren Dabei bleibt dann
die vorher induzierte Toleranz gegen die
zuerst angewandten andersartigen Fakto-
ren erhalten, so daB sich die Antikorper-
bildung ausschlieBlich gegen die immuno-
gen dosierten Faktoren richtet

Die Zelltherapie nach Niehans unterschei-
det sich von vorliegender Anwendung
durch die Verwendung von Zellsuspensio-
nen, wihrend hier voll I6sliche und emul-
gierbare Organprdparate verwendet wer-
den Zellprdaparate konnen nicht i v ap-
pliziert werden

Die wiederholte Injektionsimplantation
grofBerer Mengen kann zur pathogenen
Allergisierung oder aber zur Immunpara-
lyse fithren Letztere bedeutet eine Blok-
kierung des Immunsystems, so daBl auch
erwiinschte Antikorper ausbleiben Wie-
derholungsbehandlungen sind erst nach
Monaten moglich, wenn sich die Sensibili-
sierung spontan verloren hat

Die voll wasserléslichen Organtrocken-
pulver enthalten kristallisierte Proteide,
Proteine, Nukleinsduren (Ribonuklein-
sduren und Desoxyribonukleinséduren),
Peptide, Enzyme, Polysaccharide und Li-
pide, sowie deren Untereinheiten und Be-
standteile Es hat sich gezeigt, daBl Mi-
schungen von nativen Makromolekiilen
mit ihren Untereinheiten die Erzeugung
von Toleranz gegen die angewandten Préa-
parate erleichtern Ebenso wirken sich
chemische Verdnderungen wie z B scho-
nende Hydrolyse und Sulfatierung, Phos-
phorylierung, Halogenisierung Nitrie-
rung, Carboxylierung, Athylierung, Al-

kylsubstitution, aromatische Substitution
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Alkylierung, Arylierung, giinstig aus
und verbessern die Wirksamkeit gegen-
iiber nativen wilrigen Frischhomogena-
ten oder -lyophylisaten um bis zu 60%

Die Wasserstoffionenkonzentration und

die Temperatur widhrend der Aufarbei-
tung sind fir die Wirksamkeit des End-
produktes ebenfalls entscheidend (vgl
EP-A-29893) Wie erwidhnt kénnen auch
isolierte Teilfaktoren aus einer Organart,
wie auch Organkombinationen angewandt
werden Es ist auch moglich, das Mole-
kulargewicht durch Filtration einzustellen
und die Prdparate z B nach dem Eiwei3-
gehalt oder anderen Wirkfaktoren zu stan-
dardisieren Optimale Wirkungen wurden
mit voll wasserloslichen Organtrocken-
pulvern erzielt, die durch Lyophilisaten
eingestellter Losungen erhalten wurden,
die durch hochtourige Zentrifugation und
Filtration aus Suspensionen von sulfatier-
ten Trockenpulvern (EP-A-29893) gewon-
nen werden In analoger Weise konnen
aber auch Suspensionen von lyophilisierten
Trockenpulvern wie auch Frischhomogenate
aus Organgeweben aufgearbeitet werden
Das Verhidltnis von Proteinen bzw Pro-
teiden zu Polysacchariden, Nukleinsduren
und Lipiden untereinander kann festge-
legt werden Durch Mitverwendung von
Emulgatoren bzw Detergentien, z B Na-
triumdodecylsulfat in hdoheren Verdiinnun-
gen, die nicht denaturieren, werden Li-
pide emulgierbar Auch ist eine partielle
Extraktion der Organvollextrakte durch
Lipidlosungsmittel wie auch ein enzyma-
tischer Abbau unerwiinschter Faktoren
moglich  Prinzipiell sind alle intravasalen
Applikationsformen zur Anwendung geeig-
net Grundvoraussetzung ist die Induktion
und Erhaltung von immunologischer Tole-
ranz iber eine sogenannte Low-Zone-Tole-

ranz (vgl J H Humphrey und R White:
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Kurzes Lehrbuch der Immunologie: Georg
Thieme Verlag, Stuttgart), die jedoch bis
zu hoheren Konzentrationen im mg- bis
g-Bercich erweitert wird Die alleinige
Low-Zone-Toleranz wird sonst aufgrund
von Verdiinnungen von pg bis ug durch
die therapeutisch erforderlichen Konzen-
trationen der irganextrakte durchbrochen
Ebenso wichtig sind auch die sich verldn-
gernden Applikationsabstinde von Stunden
bis hochstens 3 -5 Tagen bei gleichzeitig
ansteigender Dosierung und die i v -In-
jektion bzw -Infusion Dieses Vorgehen
besitzt gegeniiber der Erzeugung von
High-Zone-Toleranz den Vorteil, daf die
erwinschten Reaktionen des Immunsystems
gegen andere Antigene, z B  Tumor- oder
Infektions-spezifische Antigene nicht be-
eintrdchtigt werden, also keine allgemeine
Immunparalyse eintritt Trotzdem erfolgt
durch ansteigende Dosierung auf Konzen-
trationen von mg bis g/ml Losungsmittel
eine Erweiterung der Toleranz auf phylo-
genetisch verwandte Antigene Es ent-
steht dabei eine Art Uberkreuz-Toleranz
beziiglich der xenogenen Antigene und
allogener bzw individueller Antigenquali-
titen wie sie in den korpereigenen, ent-
sprechenden Organarten vorkommen

Dies erdffnet weitere wichtige Indikations-
gebiete dieser immunologisch tolerogenen
Anwendung von voll wasserloslichen bzw
emulgierbaren Organtrockenpulvern aus
unterschiedlichen Organarten, einzeln und

in Mischungen

Die Indikationen der beanspruchten Er-
zeugnisse sind krankheitsbedingte oder
durch Vorbehandlung mit Zelltherapie ent-
standene immunopathogene Autosensibili-
sierungen und Autoaggressionen Es er-
folgt dort eine Desensibilisierung und To-
leranzerzeugung mit analogen Organarten,

gegen die eine Antikdrperbildung besteht

Die wiederholte systemische Applikation
groferer Organmengen im mg-Bereich
fiihrt gegeniiber der bisher nur einma-
ligen Anwendung der héheren Konzentra-
tionen zur Verbesserung der therapeuti-
schen Wirkung und zur Ausheilung
Genetisch oder chromosal bedingte Erkran-
kungen bediirfen einer stindigen Substi-
tution von Faktoren aus Stoffwechsel-ge-
sunden Zellen und Geweben in einer Do-
sierung, die sonst die Gefahr einer Anti-
korperbildung gegen die wirksamen Fakto-
ren einschlieft Bei der Zelltherapie nach
Nichans sind deshalb Wiederholungsbehand-
lungen beim Down-Syndrom nur in Abstdn-
den von frithestens 1/2 Jahr bis 1 Jahr
moglich  Die immunologisch tolerogene An-
wendung erlaubt nun eine Dauerbehand-

lung

Bei Organtransplantaten kann durch vorhe-
rige Erzeugung und fortlaufende Unterhal-
tung einer stabilen Uberkreuz-Toleranz
gegen allogene und individuelle Organ-
Antigene, die bisher bestehende Immun-
barriere durchbrochen werden Die Auf-
rechterhaltung der gegen xenogene und
allogene Organfaktoren induzierten Tole-
ranz macht die Organtransplantation zeit-
lich unabhdngig Es mull aber mindestens
5 Tage vor der Organverpflanzung eine
intensive Vorbehandlung in Form der
Schnellerzeugung von Toleranz durch
sehr kurze Applikationsintervalle der An-
stieg zur Volldosierung durchgefiihrt
werden Bei lingerem Abstand bis zur
Organtransplantation muf3 die Toleranz
durch weiter ansteigende Dosierung ver-
Eben-

so auch nach erfolgter Organtransplanta-

starkt und aufrechterhalten werden

tion Die erreichte Organtoleranz kann
durch Verwendung der applizierten Or-
ganprdparate oder von Blut- bzw Gewebe-

zellen des Spenders als Antigen vor und



nach der Organtransplantation durch Anti-
gen-Antikorper-Reaktion iberprift wer-
den

Bei Organinfarkten, z B vom Herzmus-
kel und parenchymatdsen Organen sowie
Apoplexien bieten sich ebenfalls vollkommen
neue Moglichkeiten durch die prdventive,
moglichst frithzeitige Toleranzerzeugung
in der Zeit bis zum nekrotischen Zerfall
des infarzierten Gewebes Die Freisetzung
der Zellinhaltsstoffe, die zur Autosensibi-
lisierung fihrt, erfolgt erst nach einigen
Tagen Die entstehenden Autoantikorper
werden fiir Komplikationen des Heilungs-
verlaufs und fir das Auftreten von Re-
infarkten verantwortlich gemacht Die
moglichst friithzeitige Induktion von Uber-
kreuz-Toleranz verhindert die Entstehung
von Autoantikdrpern und damit diese Kom-
plikationen Die tolerogene Behandlung
mull deshalb gleich nach dem Infarkter-
eignis einsetzen und bis zur Abheilung
durchgefiithrt werden Einer Kombinations-
behandlung mit anderen intensiv-thera-
peutischen Methoden steht nichts im Wege
Zur Prdvention von Operationsfolgen, die
ebenfalls auf der Basis einer Autosensibi-
lisierung beruhen, kann dhnlich wie bei
der Organtransplantation mit Prédparaten
analog denen, die bei dem chirurgischen
Eingriff geschddigt werden, mindestens

5 Tage vor Operation eine Uberkreuz-To-
leranz erzeugt werden

Bei Verbrennungen steht kein ldngeres
Intervall bis zur Bildung von Autoanti-
kdrpern zur Verfiigung Trotzdem kann
auch hier gleich eine entsprechende Be-
handlung mit Prdparaten analog den ver-
brannten Geweben stattfinden Bei Ver-
brennungen wie auch bei Operationsfolgen
geht es aber auch darum, die Intensitat

der Sensibilisierungsvorgidnge durch Or-

ganpridparate, insbesondere aus foetalem
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Thymus, foetaler Milz, foetalem Anteil
der Plazenta, Nebenniere und Lymphkno-
ten in Form von Einzel- oder Kombina-
tionspridparaten zu verringern Die tole-
rogene Dosierung ist hier auf die einge-
setzten Prdparate bezogen und nicht auf
die eigentlich geschddigten Organe Diese
allgemeine biologische Immunsuppression
kommt bei allen Erkrankungen in Betracht,
die auf Autoantikdrperbildung beruhen,
insbesondere auch bei Erkrankungen der
Gelenke und des Zentralnervensystems

Sie kann als Kombinationsbehandlung zu-
sammen mit der gezielten Toleranzerzeu-
gung gegen bestimmte Organe oder Organ-
kombinationen durchgefithrt werden

Es erscheint moglich, daB es im Gegen-
satz zu Adjuvantien die die Immunogeni-
tdt verstdrken, auch solche gibt, die die
Toleranzbildung verstirken konnen Zu
denken ist dabei an Nukleotide oder Nu-
kleoside oder permeabilitdtsverdnderndc
Stoffe wie z B Dinatriumehromoglycat
Solche toleranzbegiinstigende Adjuvantien
konnen bei den angegebenen Indikationen
zusdtzlich mitverwendet werden Fiir die
Behandlung fiir Krebskrankheiten er-
scheint jedoch eine allgemeine Immunsup-
pression oder die zusdtzliche Anwendung
solcher toleranzbegiinstigender Medika-
mente nicht geeignet, weil dadurch die
phylakogene Immunabwehr beeintrdchtigt

werden

Die folgenden Beispiele erldutern die

praktische Anwendung

Beispiel 1

Die Behandlung von malignen Tumoren

(z B des Mammakarzinoms mit Knochen-
metastasen) erfolgt mit Einzel- oder Kom-
binationsprdparaten aus maternem Anteil

der Plazenta, jugendlichem Thymus, Leber,
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Milz , Pankreas, Gehirnanteilen, Nabel-
strang oder Epiphyse zusammen mit dem
Organ des Primédrtumors oder dem Sitz der
Metastasen, in diesem Falle Brustdriise
und Knochenmark, zusammen mit jugend-
lichem Testes ohne Spermatogenese wegen
der Hormonabhéngigkeit des Tumors oder
mit Mischungen aus mindestens 2 der ein-
gangs genannten Komponenten zu glei-

chen Teilen bei immunologisch tolerogener

Dosierung der widfirigen Ldsungen in Verdiin-

nungen pg, ng, ng und mg aus den voll
wasserloslichen und emulgierbaren Organ-
trockensubstanzen bzw -pulvern Durch
langsame i v -Injektion oder Tropfinfusion
mit tiblichen Infusionslésungen, denen die
Préparate zugesetzt sind, werden am 1 Tag
der Behandlung 4 - 6 ml, am 2 Tag 6 ml
der Verdinnung pg, am 3 und 4 Tag je
6 ml der Konzentration ng, am 5 Tag 6 ml
der Konzentration Mg und am 8 Tag 2 ml,
am 11 , 15 und 19 Tag je 4 ml und da-
nach 2 mal wochentlich (Montag und Don-
nerstag) je 2 ml der Konzentration mg/ml,
ansteigend bis zu einer Gesamtmenge pro
Applikation von 1 g appliziert Bei statio-
ndrer Behandlung kann die Anwendung
intensiviert werden Am 1 Tag 10 - 20 ml
der Konzentration pg verteilt auf 2 -3 Ga-
ben, am 2 Tag 10 - 20 ml der Konzentra-
tion ng, verteilt auf 2 Gaben und am 3 Tag
10 - 20 ml der Konzentration pg, sodann
am 4 Tag 2-4 ml, am 7 Tag 4 - 10 ml,

am 9 Tag 10 - 20 ml der Konzentration
mg/ml  Danach dann 2mal wochentlich
(Montag, Donnerstag) je 2 - 6 ml der Kon-
zentration mg, gegebenenfalls ansteigend
auf eine tdgliche Gesamtmenge von 1 g Zu-

sdtzlich werden Prédparate der gleichen Or-

ganzusammensetzung in Konzentration mg/ml

in Kapseln oder in Liposomen, Suspensio-
nen, oral 3mal

reicht

tiglich 8-10 Tropfen verab-

Die Behandlung kann als Intervallbehand-
lung bis zum Verschwinden der Symptome
oder als 3-Wochen-Kur durchgefiihrt
werden Eine Wiederholung ist bei erneu-
ter Verschlechterung des Krankheitszu-
standes jederzeit moglich, sonst aber in
sich verlingernden Abstdnden von 2, 3,
4 und 6 Monaten Zur Tumorprdvention
bei Risikopatienten werden Wiederholungs-
kuren in Abstinden von 1/2 bis 1 Jahr
durchgefiihrt

Vor der ersten i v -Applikation empfiehlt
es sich auch bei Wiederholungsbehandlun-
gen eine Vortestung der Reaktionslage
durch i ¢ -/s ¢ -Injektionen von 2 ml der
Konzentration pg vorzunehmen Bei aus-
bleibender Reaktion kann dann 1-4 Stun-
den danach mit der i v -Applikation be-
gonnen werden Bei der Daueranwendung
kann nach der 3wochigen Behandlung
auf i m oder s ¢ -Injektionen eventuell
mit Retard- oder Depot-Pridparaten iber-
gegangen werden Diese sollen pro Tag
Wirkstoffmengen von Mg bis g freisetzen
Bei Androgen-hormonabhédngigem Prosta-
takarzinom werden neben Prostata-Pri-
paraten, die dem Mutterboden der Meta-
stasen entsprechenden und solche aus
Ovar verwendet In dhnlicher Weise ver-
fihrt man auch bei anderen Tumorarten

In Tierversuchen an Méusen, Ratten und
Hamstern wurde festgestellt, dafl die to-
lerogen dosierten l6slichen Organextrakte
zu einer signifikanten Verbesserung der
therapeutischen Wirkung beziiglich der
Regression der Tumormenge, dem Aus-
bleiben von Metastasen und der Allgemein-
wirkung fithren gegeniiber der Anwendung
von Organpridparaten mit korpuskuldren ,
nicht loslichen Bestandteilen Nach anfidng-
licher Tumorregression beginnt dort

4 -6 Wochen nach Behandlungsbeginn ein

erneutes Tumorwachstum Dieses wird



durch die tolerogene Anwendung von voll

loslichen Organextrakten verhindert

Beispiel 2

Erzeugung von Toleranz durch Erzeugnisse
mit voll wasserloslichen Organextrakten,
die unspezifisch eine iiberschieBende im-
munologische Reaktionslage mit der Ten-
denz zur verstarkten Antikdrperbildung
normalisieren und die bei exogenen Aller-
gien wie auch bei immunopathogenen Auto-
immuncrkrankungcen, bei Verbrennungen,
Organtransplantaten und gegen Operations-
folgen angewandt werden, ohne daBl eine
spezifische Toleranz gegen die pathogenen
Antigene oder Allergene erzeugt wird Es
werden dazu voll l6sliche Organtrocken-
substanzen, bzw -pulver aus foetalem
Thymus, foetaler Milz, foetalem Anteil der
Plazenta, Nebenniere und Lymphknoten,
einzeln oder in beliebiger Mischung aa ver-
wendet Diese Pridparate kdénnen auch
gleichzeitig mit der spezifischen Desensi-
bilisierung und Toleranzerzeugung gegen
exogene wie endogene pathogene Antigene
oder aber mit der sogenannten Gegensen-
sibilisierung unter Verwendung von zum
Antigen umgewandelten Antikdérpern bzw
Reaginen angewandt werden

Das Behandlungsschema unterscheidet sich
vom Beispiel 1 durch die Anwendung von
jeweils nur 2 - 4 ml der verschiedenen Ver-
diinnungsstufen Die Behandlung wird
nach dem Verschwinden der Symptome

1 -2 Wochen weitergefiihrt

Die Wirkung dieser Therapie konnte am
Absinken der Immunglobuline E und dem
Ansteigen der Reaktionsschwelle fir die
Auslésung allergischer Reaktionen festge-
stellt werden Es ist wahrscheinlich, daB
der Therapieerfolg auch bei allergisch dis-

ponierten Patienten dauerhafter ist, als bei
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der reinen Desensibilierung und der Ver-
wendung von nicht wasserloslichen Or-
ganprédparaten, bei nicht tolerogener

Dosierung

Beispiel 3

Zur Desensibilisierung und Erzeugung von
Uberkreuz-Toleranz bei immunopathogenen
Autoaggressionskrankheiten wie z B der
chronischen Nephritis oder den Kollageno-
sen werden voll 16sliche Prédparate analog
den Organarten verwendet, gegen die
sich die Autoantikérper richten Die Be-
handlung erfolgt zundchst s ¢ oder i m
mit ansteigender Dosierung von pg iber
ng zu pg Bei starker Symptomatik am

1 Tag evtl 3- und am 2 Tag 2mal tdg-
lich in Abstinden von 2 -3 Stunden,
sodann einmal tédglich jeweils 1 - 4 ml

Bei guter Vertrdaglichkeit wird zur nédchst
hoheren Konzentration iibergegangen
Nach Erreichen der Mg-Konzentration wird
die i v -Applikation, beginnend mit der
hochsten Ausgangsverdiinnung von je-
weils 2 - 4 ml der ansteigenden Konzen-
tration bis mg/ml, als Injektion oder als
Infusion eingesetzt Eine gleichzeitig kom-
binierte Anwendung von Prédparaten ent-
sprechend Beispiel 2 beschleunigt den
Therapieerfolg Dieser konnte objektiviert
werden durch Absinken der bestehenden
Eosinophilie, der Lymphozytose und der

Autoantikdrper

Beispiel 4

Zur Erzeugung von Uberkreuz-Toleranz
vor einer allogenen Nierentransplanta-

tion wird mindestens 5 Tage vor der Trans-
plantation, moglichst aber 2 -3 Wochen
vorher, mit Prdparaten aus foetaler und

jugendlicher Schweincniere in dhnlicher
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Weise wie in Beispiel 1 behandelt Es kon-
nen dabei Mischprédparate entsprechend
Beispiel 2 zusdtzlich mitverwendet werden
Zur Aufrechterhaltung einer stabilen To-
leranz werden alle 3 -4 Tage bis zu g-
Mengen in Konzentrationen mg/ml zunédchst
i v appliziert

Tierexperimentell konnte bei der Uber-
pflanzung von Rattenhaut auf Méiuse eine
signifikante Verlingerung der Uberle-
benszeit der Transplantate durch die Vor-
behandlung der Méduse mit wasserldslichen
Extrakten aus Rattenhaut, gegeniiber nicht-

behandelten Tieren nachgewiesen werden
Beispiel 5
Zur Erzeugung von Uberkreuz-Toleranz bei

Organinfarkten und Apoplexien werden Pré-

parate analog der betroffenen Organart mog-

lichst friithzeitig nach dem Infarktereignis
bei rascher Konzentrationssteigerung wie
in Beispiel 1 appliziert Gleichzeitig kénnen
Mischprdparate entsprechend Beispiel 2
angewandt werden Die Behandlung wird
bis zur klinischen Ausheilung und Normali-
sierung der Laborparameter fortgesetzt
Bei Apoplexien erfolgt ab dem 3 Tag zu-
sdtzlich die intrathekale Anwendung von
jeweils 1 - 2 ml der Verdiinnungen pg und
ng Die Behandlung kann zusidtzlich zu der
tiblichen Intensivtherapie durchgefiihrt
werden Die Konzentrationen und Appli-
kationsmengen diirfen nur bei einwand-
freier Vertrdaglichkeit gesteigert werden,
sonst mufl die Konzentration und die Appli-
kationsmenge mindestens um 1 -2 Stufen,
d h Dezimalen gesenkt werden Dies gilt

fir alle Indikationen
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Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft die Beschichtung der
Oberfliche von alloplastischen oder von de-
vitalisierten biologischen Materialien und
von Organtransplantaten, die mit Zellge-
weben des Empfangerorganismus in direk-
ten Kontakt kommen, durch Auf- oder Ein-
wachsen eines Zellrasens von in Kultur ge-
ziichteten Zellen eines Spenders Waihrend
der Kultivierung werden Zellen allogenen
oder xenogenen Ursprungs durch Zusatz
von Extrakten aus Zellgeweben oder Blut-
bestandteilen des Empfingerorganismus zum
Néihrmedium , an den Empfédngerorganismus
adaptiert Andererseits wird im Empfanger-
organismus durch wiederholte Vorbehand-
lung in ansteigender Dosierung mit Ge-
weben des Spenders bzw den zu iber-
tragenden Zellkulturen bzw oder dekan-
tierten Ndhrmedien Immuntoleranz erzeugt
Bei Verwendung von autologen Zellgeweben
ist diese gegenseitige Adaption nicht er-
forderlich

Die Einpflanzung erfolgt unter Verwendung
von Bioklebern, die fiir Kérperflissigkei-
ten diffusibel sind und denen geziichtete
Zellen oder daraus gewonnene Extrakte

bzw Extrakte aus dem Implantationsbett

oder von anderen Organen, insbesondere
foetalen Geweben sowie andere wachstums-
stimulierende Stoffe zugesetzt werden
Die Gewebeexplantation und Zellziich-
tung erfolgt nach bekannten Methoden

der Zell- und Gewebeziichtung

Patentanspriiche

1 Verfahren zur Vorbereitung von Im-
plantationen, wobei alloplastischc oder
devitalisierte biologische Materialien fir
die Rekonstruktion von Gewebedefekten
an Knochen, an Sehnen, an Blutgefifien,
an Haut und an serdsen Héuten sowie fiir
den Ersatz von Zidhnen, Gelenken (Endo-
prothesen) und Sehnen, insbesondere
aus devitalisierten Knochen, Knochen-
spdnen und -splittern, Sehnen, aus
Kunststoffen, Keramik, Biogldsern und
anderen geeigneten Materialien und aus
Kombinationen verschiedener biologisch-
chemisch inerter, zur Implantation geeig-
neter Materialien benutzt werden, sowie
Verfahren zur Vorbereitung von Trans-
plantationen, wobei allogene oder xeno-
gene, lebende Gewebe benutzt werden,
dadurch gekennzeichnet, daf man die

Oberfliche der alloplastischen Materialien
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bzw der allogenen oder xenogenen Gewebe
beschichtet durch An- bzw Einwachsen ei-
nes Zellrasens von in Kultur geziichteten,
einem Spender entnommenen lebenden Ge-
webezellen, dal man aus den Zellen des
Spenders oder daraus hergestellten Zell-
extrakten und bzw oder dekantierten
Ndhrmedien, in denen die Zellen geziichtet
werden, Prdparate zur tolerogenen Vorbe-
handlung des Empfingers herstellt, wo-
bei man bei der Ziichtung der Spender-Zel-
len, Histokompatibilitdtsfaktoren aus dem
spateren Empfinger, sowie Gewebe-stimu-
lierende Faktoren, insbesondere aus foeta-
len und jugendlichen Organgeweben, den
Zellkulturen zusetzt und daB man Biokle-
ber fiir die Transplantation bzw Implanta-
tion bereitstellt, die fir Korperflissigkei-
ten diffusibel sind und die entsprechende
Spender-Zellen oder daraus gewonnene

Zellextrakte und andere Wachstums-for-

dernde Faktoren enthalten kdnnen

2 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dal man sterile, allo-
plastische Materialien mit netz- oder
schwammartig durchbrochener Struktur
oder aufgerauhter bzw feinpordser Ober-
fliche zur Aufziichtung des Zellrasens ver-
wendet

3 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dal man extrahierte Zdhne
oder Biopsiematerial aus der vorgesehenen
Implantationsstelle des Empféngers zur
Herstellung der Gewebezellen bzw Gewebe-
kultui'en verwendet

4 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daBl die aus dem Spender
in vitro geziichteten Zellen, insbesondere
Chondrobla-
Fibroblasten oder epithe-

Osteoblasten, Odontoblasten,
sten, Myoblasten,
liale Zellen sind und auf dem vorgesehenen
Implantat an verschiedenen Stellen ange-

impft und dauernd oder rhythmisch mit

geeignetem Ndhrmedium nach bewdhr-
ten Methoden der Zellziichtung befeuch-
tet werden, gegebenenfalls unter Verwen-
dung besonderer mechanischer Einrich-
tungen fir das kontinuierliche Drehen

des spdteren Implantates im Ndhrmedium

5 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dafl die Vitalkonservie-
rung des hergestellten Implantates bzw
Transplantates in einem geeigneten Néhr-
medium bei Temperaturen zwischen +5°
und + 35°C oder in tiefgefrorenem Zustand
nach den bekannten schonenden Methoden
der Gewebeziichtung und Gewebekonser-
vierung, gegebenenfalls unter Zusatz von
Vitrikationsfliissigkeiten erfolgt

6 Verfahren nach Anspruch 1-4, da-
durch gekennzeichnet, daB als Spender-
organ foetale Gewebe, Haut, Eihidute,
Nabelstrang, Plazenta, Thymus, Blut-

adern, Knorpel, Gelenkkapsel, Knochen-
mark oder Zahnleiste verwendet werden
1-6, da-

daBl zur Adaption

7 Verfahren nach Anspruch
durch gekennzeichnet,
der Spenderzellen an den Empfinger den
Nédhrmedien wachstumsstimulierende Stof-
fe oder Differenzierungstoffe oder allo-
gene oder xenogene Organextrakte bzw
-hydrolysate, insbesondere Gewebeextrak-
te aus Korper- oder Blutzellen bzw -se-
rum des spdteren Empfingers, zugesetzt
werden

8 Verfahren nach Anspruch 7, dadurch
gekennzeichnet, daB Stimulationsfaktoren,
die nach dem Verfahren zur Gewinnung
von biologischen Wirkstoffen nach EPA

Nr 80 160 066 6 gewonnen sind, zur
Zellziichtung und bei der Implantation
verwendet werden

9 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daB dem Biokleber fiir
die Implantation bzw Transplantation

Wachstums- und Differenzierungsfaktoren



aus Ge wetrczellen oder Suspensionen der
geziichteten Zellen zu der fliissigen Phase
eines Gels oder zu einem Fibrinogenkon-
zentrat, zu einer Thrombinldsung oder

zu moglichen anderen Bioklebern, die auch
zur Impréignation des Implantates bzw des
Implantationsbettes verwendet werden, zu-
gegeben werden

10 Verfahren zur Herstellung von Pri-
paraten zur Erzeugung von Immuntoleranz
gegeniiber histoinkompatiblen Gewebebe-
standteilen des zugehdrigen Spenders in
einem Empfénger eines Organtransplanta-
tes, dadurch gekennzeichnet, dafl diese
Prdparate aus dem Spender des Organtrans-

plantates gewonnen werden

Claims

1 Method for the preparation of grafts, in
that alloplastic or devitalized biological ma-
terial is used for the reconstruction of
tissue defects on bones, tendons, blood
vessels, skin and on serous skins as well
af for the replacement of teeth, joints
(endoprothesis) and tendons, in particular
from devitalized bones, bone chips and
splinters, tendons, from plastic, ceramic,
biological glass and other suitable materials
and from combinations of various biologic-
chemically inert materials, suitable for im-
plantation (grafting), as well as method

for the preparation of transplantations
(grafts), in that allogenous or xenogenous,
living tissue is used, characterized in that,
the alloplastic material surface or the allo-
genous or xenogenous tissue respectively
are coated by surface growth or growing

in of a cell substrate cultivated from living
tissue cells taken from a donor, prepara-
tions for the tolerogenous pretreatment of
the reeipient are produced from the donor's

cells or from cell extracts made of the latter
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cells or from decanted nutritive substance,
by adding to the cell cultures, when cul-
turing donor cells, histocompatibility
factors of the intended reeipient, as

well as tissue stimulating factors, origi-
nating in particular from foetal and juve-
nile organ tissues, bioadhesive for the
transplantation or implantation is made
available with the body fluids are unable
to diffuse and which can contain the
corresponding donor cells or the cell
extracts of same and other growth causing
factors

2 Method in accordancc with claim 1,
characterized in that sterile alloplastic
materials with lattice or sponge type per-
forated struetures or roughened or fine
porous surfaces are used for culturing

the cell substrate

3 Method in accordance with claim 1,
characterized in that extracted teeth or
biopsy material from the reeipient's planned
implant (graft) position is used for the
produetion of tissue cells or tissue cul-
tures

4 Method in accordance with claim 1,
characterized in that the cells grown from
the donor in vitro, in particular are osteo-
blasts, odontoblasts, chondroblasts, myo-
blasts, fibroblasts or epithelial cells vacci-
nated at various points on the intended
implant (graft) and moistened continuously
or rhythmically with a suitable nutritive
medium in accordance with the proven
methods of cell cultivating, if necessary
by using special mechanical devices
assuring continuous rotation of the later
implant (graft) in the nutritive medium

5 Method in accordance with claim 1,
characterized in that the vital conservation
of the produced implant (graft) or trans-
plant is made in a suitable nutritive

medium at a temperature between + 5°
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and + 35°C or in a deep frozen condition
in accordance with the known gentle and
eareful method of tissue culture and tissue
conservation, if necessary by adding vitri-
cation fluids

6 Method in accordance with Claims 1-4,
characterized in that foetal tissue, skin,
egg skin, umbilical cord, placenta, thymus
gland, blood vessels, cartilage, joint
capsule, bone marrow or dental ridge are
employed

7 Method in accordance with Claims 1-6,
characterized in that, for the adaption of
the donor cell to the recipient growth
stimulating material or differentiation ma-
terial or allogenous or xenogenous organ
extracts or hydrolysates, in particular
tissue extract from body or blood cells or
serum of the later recipient are added to
the nutritive media

8 Method in accordance with Claim 7,
characterized in that the stimulating
factors obtained in accordance with the
method for obtaining biologically active
principles as being stipulated in EPA

No 80 106 066 6, are used for cell culti-
vation and grafting

9 Method in accordance with claim 1,
characterized in that for implantation

or transplantation the bioadhesive is
added growth and differentiation factors
from tissue cells or suspensions of the
cultivated cells to the liquid phase of a
gel or to a fibrinogen concentréte, to a
thrombin Solution or to permit other bio-
adhesives, which are also used for implants

or grafting substrate impregnation
Revendications
1 Procede pour la preparation d'implanta-

tions dans lequel sont utilisees des matieres

alloplastiques ou des matieres devitalisees

biologiques pour la reconstruction de
defauts tissulaires aux os, tendons ,
vaisseaux sanguins & la peau et aux peaux
sereuses, ainsi que pour le remplacement
de dents, articulations (endoprotheses)

et tendons, provenant en particulier d'os
devitalises, copeaux d'os et esquilles,
tendons, de matieres plastiques, ceramique,
bioeristaux et autres matieres appropriees
et de combinaisons de plusieurs matieres
inertes du point de vue biologico-chimique
et appropriees pour des implantations,
ainsi que des procedes pour la prepara-
tion de transplantations pour lesquels
sont utilises des tissus vivant allogenes
ou xenogenes, caracterise par le fait que
I'on revet la surface des matieres allo-
plastiques resp dos tissus allogenes ou
xenogenes d'une pelouse greffee de cellules
tissulaires vivantes prelevecs sur un
donneur et mises dans une culture; que
I'on obtient des cellules du donneur ou
des extraits de celles-ci et/ou des bouillons
de culture decantes, dans lesquels les
cellules sont cultivees, des preparations
pour le pretraitement tolerogene du
receveur tout en ajoutant aux cultures

des cellules du donneur des facteurs histo-
compatibles venant du receveur, ainsi que
des facteurs stimulant les tissus prove-
nant en particulier de tissus organique
foetaux ou juveniles; et que l'on tient &
disposition pour la transplantation resp
L'implantation des colles biologiques diffu-
sible pour les liqueurs corporelies et pou-
vant contenir les cellules du donneur ou
les extraits faits de celles-ci ou d'autres
facteurs favorisant la croissance

2 Procede selon specification 1, caracte-
rise par le fait que l'on utilise des matieres
steriles alloplastiques d'une strueture &
pereees reticulees ou spongeuses ou avec

une surface rugueuse resp aux miero-



porcs pour eultiver la pelouse cellulaire

3 Procede selon specification 1, caracte-
rise par lc fait que l'on utilise pour ob-
tenir des cellules tissularies resp des cul-
tures tissulaires, des dents arrachees ou
des matieres biopsiques du receveur

4 Procede selon specification 1, caracte-
rise par le fait que les cellules du donneur
cultivees in vitro, sont en particulier
d'osteoblastes , odontoblastes, chondro-
blastes, myoblastes, fibroblastes ou des
cellules epitheliales, qui sont greffees &
divers points sur l'implant prevu et qui
sont en permanence ou de maniere ryth-
mique humectees avec un bouillon de

culture approprie d'apres des methodes
eprouvees de la culture cellulaire; le cas
echeant en utilisant des installations mecani-
ques particulieres pour retourner de fagon
continue l'implant prevu dans le bouillon

de culture

5 Procede selon la specification 1, caracte-
rise par le fait que la conservation vitale

de l'implant resp du greffon obtenu se fait
dans un bouillon de culture approprie &

une temperature entre + 5 et + ou
congele d'apres des methodes connues de
la culture et de la conservation tissulaire,
le cas echeant en y ajoutant des liquides
vitrifiants

6 Procede selon les specifications 1-4,
caracterise par le fait que sont utilises
comme organe du donneur des tissus; peau,
membranes ovulaires, cordon ombilical,
placenta, thymus, veines, cartilage,
capsules articulaires, moelle osseuse ou
lame dentaire

7 Procede selon les specifications 1-6,
caracterise par le fait que pour adapter les
cellules du donneur au receveur sont
ajoutees aux bouillon de culture des sub-
stances stimulant la croissance ou des

substances de differenciation ou des extraits
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resp d'hydrolysats d'organes allogenes

ou xenogenes, en particulier des extraits
tissulaires des cellules du corps ou du sang,
resp du serum sanguin du futur reccveur
8 Procede selon la specification 7, caracte-
rise par le fait que sont utilises des fac-
teurs stimulants, lesquels sont obtenus
d'apres le procede pour l'obtention de bio-
catalyseurs d'apres EPA No 80 106 066 6
pour la culture des cellules et l'implanta-
tion

9 Procede selon la specification 1, caracte-
rise par le fait que sont ajoutes a la colle
biologique pour l'implantations resp trans-
plantation des facteurs de croissance ou

de differentiation provenant de cellules
tissulaires ou de suspensions de cellules
cultivees meles 4 la phase liquide d'un

gel ou un concentre fibrinogene, une Solu-
tion de thrombine ou d'autres colles bio-
logiques possibles, qui sont utilisees pour
impregner l'implant ou le lit de l'implant
10 Procede pour l'obtention de prepara-
tions engendrant la tolerance immunitaire
contre les substances tissulaires histo-
compatibles du donneur dans le receveur
d'un transplant d'organe, caracterise par
le fait que ces preparations sont obtenues

du donneur du transplant

Beschreibung

Die Erfindung betrifft die Vorbereitung
von Implantationen von alloplastischen

oder devitalisierten biologischen Materia-
lien, wie auch von allogenen und mdglicher-
weise xenogenen Organtransplantaten vor
der Implantation bzw

Es wird dabei

Transplantation
auf der Oberfldache des
Implantates bzw Transplantates, die mit
Zellgewebe oder Knochen des Empfinger-
organismus in Kontakt kommen soll, ein

Zellrasen von in Kultur geziichteten leben-
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den Gewcbezellen nach den bekannten
Methoden der Zellkultur aufgeziichtet
und zum Auf- bzw Einwachsen, auch in
Krypten oder Poren des alloplastischen
Materials gebracht Dabei konnen Zellen
verwendet werden, die aus autologen Ex-
plantaten vom spidteren Empfédnger oder
von allogenen, xenogenen bzw foetalen
Spendern kultiviert werden

Zur Erzielung der Gewebevertrdglichkeit
mit dem spédteren Empfingerorganismus
miissen allogene und xenogenc Gewebe
wihrend der Kultivierung an den Empfén-
gerorganismus adaptiert werden Foetale
Zellen bendtigen diese Konditionierung
nicht Andererseits muBl im Empféanger-
organismus durch wiederholte Vorbehand-
lung mit den entsprechenden Zellen oder
daraus hergestellten Zellextrakten bzw
dem Medium der Zell- bzw Gewebekul-
turen eine immunologische Toleranz er-
zeugt werden

Aufgeziichtete Zellen auf alloplastischen
Materialien und Gewebetransplantaten be-
schleunigen das Einheilen und verbessern
die Verankerung im Wundbett durch Neu-
bildung von Zellen, insbesondere von
Bindegewebsfibrillen und Interzellular-
substanz Dadurch kommt eine weitgehend
physiologische Verankerung des Implanta-
tes zustande Die Beschiehtung mit leben-
den Zellen ist aber auch fir Organtrans-
plantate ein Vorteil, weil die aufgeziichteten
Zellen eine hohere Zellteilungsrate besitzen
als diejenigen der Organoberfliche und

bei Verwendung von allogenen oder xeno-
genen Spendern durch eine konditionierte
Vorbehandlung des Empfingers mit den
Histokompatibilitdtsfaktoren der aufgeziich-
teten Zellen und mdglichst auch des Organ-
transplantates eine immunologische Ab-
stofungsreaktion vermieden wird Bei Im-

plantationen und Transplantationen, die

ohne vorherige Aufziichtung von Zell-
rasen erfolgen, ist in vivo das Aufwach-
sen von Zellen erschwert, weil im Wund-
bett die Zellen im Gewebe gebunden
sind und nicht frei vorkommen Die Auf-
ziichtung eines Geweberasens in vitro
durch Beimpfung mit Zellsuspensionen
wird durch die groBere Oberfldche der
isolierten Zellen begiinstigt Die Kulti-
vierung der Zellen kann schon lédngere
Zeit vor der Organverpflanzung auch aus
Gewebeexplantaten oder aus leukozytdren
Blutzellen des Organspenders erfolgen
Bei Verwendung allogener oder xenogener
Zellen ist eine wechselseitige Konditionie-
rung vom Empfinger auf den zu ibertra-
genden Spenderzellen und -geweben mog-
lich Die iibertragenen Zellen iibernehmen
eine Vermittlerfunktion zum Empfianger-
organismus

Als alloplastische Materialien werden vor-
wiegend Kunststoffe, Keramik, Bioglédser
und Metallegierungen, auch in Kombi-
nation verwendet Als Implantate dienen
auch devitalisierte biologische Materialien
z B aus Knochen, Knochenspédnen und
-splittern sowie Zihnen, Sehnen, Horn-
hduten, Eihduten und Nabelschnur

Diese werden zur Rekonstruktion von Ge-
webedefekten an Knochen, Schnen, Blut-
gefdafen, Haut, serdsen Héuten sowie

zum Ersatz von Gelenken als Endoprothe-
sen wie auch von Sehnen verwendet

Bei der Implantation von Zihnen und Zahn-
ersatz ist der Faserverbund zwischen Im-
plantat und Knochen nicht nur zur Fixie-
rung, sondern auch wegen des epithelia-
len Abschlusses nach auflen zur Mund-
hohle, zur Vermeidung von Infektionen und
der Bildung von infektiésen Herden im Ge-
biet des Zahnersatzes wichtig

Die Erfindung beinhaltet auch die Ver-

wendung von Bioklebern, die fiir Kérper-



flussigkeiten diffusibel sind, wie z B Fi-
brin, das aus einer Mischung von Fibrino-
gen und Thrombin entsteht oder verfliis-
sigtes Kollagen oder Elastin mit einem Ver-
festiger Es werden dabei Gewebe- oder
Zellextrakte aus den kultivierten Zellen
oder anderen wachstumsstimulierenden Fak-
toren, wie sie insbesondere nach EPA

Nr 80 106 066 6 gewonnen werden, dem
wifrigen Losungsmittel des Bioklebers zu-
gesetzt Es konnen auch isolierte Zellen
aus der Kultur in den Kleber eingebracht
werden Diese werden dann bei der Retrak-
tion des Fibrins zusammengepreBt und dar-
aus Zellinhaltsstoffe in Freiheit gesetzt,
welche die bindegewebige Organisation

des Bioklebers durch Ersatz mit korper-
eigenen Geweben beschleunigt

Fir die Einpflanzung alloplastischer Mate-
rialien bietet eine Mikroporositit oder netz-
bzw schwammartig durchbrochene Struk-
tur der Oberflache fiir die feste Veranke-
rung des Implantates Vorteile Metalle,
auf denen Zellen nicht spontan anwachsen,
werden mit dafiir geeigneten Materialien,
z B aus inertem Kunststoff, Bioglédsern,
Porzellan oder aber mit Fibrin, Kollagen
oder Elastin vor der Beimpfung mit Zellen
beschichtet Die Implantation von solchen
Endoprothesen erfordert einen Kunststoff-
"Zement" Die Erfindung betrifft jedoch
die Aufziichtung eines festgewachsenen
Zellrasens und nicht die dazu verwendeten

Materialien

Die Zellkulturen werden aus Gewebeproben,
die chirurgisch oder durch Biopsie von ei-
nem Spender gewonnen werden, nach be-
kannten Methoden der Zell- und Gewebe-
ziichtung angelegt (vgl Brigitte Mauers-
berger: Aktuelle Probleme der Zellziich-
Gustav Fischer Verlag Stuttgart,
Methodik der

S Hirzel Ver-

tung :
1971; Karl Friedrich Bauer:

Zell- und Gewebeziichtung:
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1974)

Stanzzylinder aus der vorgesehenen Im-

lag Stuttgart, Bei Zdhnen kdénnen
plantationsstelle oder extrahierte Zéhne
fiir die Anziichung der Zellkulturen ver-
wendet werden Durch Klonen kdnnen ver-
schiedene Zellarten geziichtet werden,

wie z B Osteoblasten, Odontoblasten,

Ghondroblasten,

Myoblasten, Fibroblasten,

epitheliale Zellen und andere Die gewon-
nenen Zellinien kénnen dann in Massen-
zichtung weiter kultiviert werden Es

ist zweckméBig zur Beschichtung von Im-
plantaten bzw Transplantaten die Zell-
arten zu verwenden, die zum Anwachsen
im Wundbett besonders geeignet sind,
also vorzugsweise Fibroblasten Diese
lassen sich auch besonders leicht ziichten,
weil sie eine groBle Zellteilungspotenz be-
sitzen Es konnen auch heteroploide Zel-
len ohne onkogene Potenz Verwendung
finden Die explantierten Zellen werden
gegebenenfalls in wiederholten Passagen
geziichtet und dabei mit Wirkfaktoren aus
Organextrakten stimuliert, z B aus Le-
ber, Plazenta, Thymus, foetalem Binde-
aus Nabelschnur oder anderen
EPA 80 106 066 6;

Einfluf}

gewebe
foetalen Geweben (vgl
Paffenholz, V und Theurer, K
von makromolekularen Organsubstanzen
auf menschliche Zellen in vitro: Der Kas-

senarzt 27, Sept 1978)

Zur Beimpfung des sterilen Implantates wer-
den durch enzymatische Ablosung der Zel-
len vor der Unterlage Zellsuspensionen
gewonnen Diese werden auf das Implantat
oder Transplantat an verschiedenen Stellen
aufgeimpft und dann dauernd oder rhyth-
misch mit geeigneten Ndhrmedien nach be-
wihrten Methoden der Zell Ziichtung be-
feuchtet Jede mechanische Alteration der
Zellen muB dabei vermieden werden

Zur Adaption an den spédteren Empfianger

werden allogene oder xenogene Gewebe mit
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entsprechenden Extrakten aus organgewe-
ben Oder aus Blutzellen bzw -serum des
spiateren Empfingers in einem Minimal-

ndhrmedium mindestens wiahrend 4 Stun-
den behandelt

der Implantation geschehen

Dies kann unmittelbar vor
Die Protein-
oder Peptidkonzentration der verwendeten
Organextrakte liegt zwischen mg und ng/ml
Ninfmedium

Zur Vorbehandlung des Empfiangers von mit
allog®™™ °%°" xenogenen Zellen besetzten
mplantaten oder Organtransplantaten wird
dieser mindestens 2 Tage vor der Implan-
tation mit steigenden Zellzahlen oder Kon-
zentrationen des eiweillhaltigen Extraktes
und bzw oder den dekantierten Kultur-
medien der entsprechenden Zellkulturen
behandelt. Diese Vorbehandlung entspricht
der Erzeugung einer Low-Zone Toleranz
pic Toleranzerzeugung wird gefordert
durch die Anwendung ciner Mischung

voh nativen Molekiilen und ihren Unterein-
heiten bzw Bestandteilen Es kdénnen dazu
auch sulfatierte und phospatierte Trocken-
extrakte der Gewebe bzw der geziichteten
Gewebezellen parenteral wiederholt inji-
Jert wie auch in steigenden Konzentratio-
nen Oral bzw enteral gegebenenfalls in
Liposomen oder in der widfBlrigen Phase

einer Wasser-in-61-Emulsion in diinndarm-
l6slichen Kapseln angewandt werden Bei
der parenteralen Injektion werden anstei-
gende Konzentrationen vom pg- bis mg-Be-
reich in sich verldngernden Intervallen

von Stunden bis 2 - 3 Tagen angewandt

Es konnen geziichtete Zellen aus Eihaut und
Nabelstrang wie auch aus anderen Korper-
bereichen, insbesondere aus Haut, Plazen-
ta« Thymus, Blutadern oder Zahnleiste
verwendet werden Zur immunologisch
tolerogenen Vorbehandlung des Empféngers
lassen sich auch geziichtete Zellen, wie

awch vom Spender gewonnene Zellen oder

Gewebeextrakte verwenden Nichtkom-
patible Faktoren kénnen auch aus dekan-
tierten Kulturmedien, in denen die Vital-
konservierung stattfindet, gewonnen
werden Zur Vorbereitung von allogenen
bzw xenogenen Organtransplantaten wer-
den nichtkompatible Faktoren aus dem
Spenderorganismus des Transplantates,
auch in Form von geziichteten Zellen oder
eiweill- bzw peptidhaltigen Organextrak-

ten zur Vorbehandlung des Empféangers

verwendet
Das Verfahren von O'Connor, N et al
(Dr H Green)(Lancet 1, 75, 1981) iiber

die Abdeckung von Verbrennungen mit in
Kultur geziichtetem Epithel unterscheidet
sich grundsétzlich von vorliegendem Ver-
fahren durch die Aufgabenstellung und die
Art der Anwendung Die in Kultur geziich-
teten Zellgewebe werden auf die duBere
Korperoberfliche als Hautersatz aufge-
bracht

den jedoch die geziichteten Zellen in-vitro

Bei vorliegendem Verfahren wer-

auf alloplastischen oder devitalisierten
biologischen Materialien, wie auch auf Or-
gantransplantaten als Zellrascn aufgeziich-
tet und andererseits fir die Konditionie-
rung des Empfidngerorganismus verwendet
Die Implantate bzw Transplantate werden
bevorzugt ins Korperinnere implantiert,
und es werden allogene oder xenogene
Spenderzellen verwendet, die bei der Zell-
zichtung durch Inkompatibilitditsfaktoren
aus dem Empfidngerorganismus konditioniert
werden Bei der erwahnten Literaturstelle
werden zur Abdeckung von Verbrennungen
ausschlieBlich autologe Gewebe verwendet,
so daB diese konditionierende Vorberei-
tung der Zellen und des Empfiangerorganis-
mus nicht bekannt war

Die Verwendung von vorbereiteten Implan-
taten mit aufgeziichteten allogenen, xeno-

genen oder foetalen Geweben und Zellen,



bietet trotz der erforderlichen Vorberei-
tung des Empfingers den Vorteil, einer
kiirzeren Vorbereitungszeit als bei der
Auch

wurde in der angefiihrten Literaturstelle

Anziichtung von autologem Gewebe

ausschlielich Hautepithel verwendet, das
sich von den im vorliegenden Verfahren
verwendeten Zellarten grundsédtzlich un-
terscheidet

Die alloplastischen Implantate mit aufge-
ziichtetem Zell rasen werden in Art der
Vitalkonservierung bei der Gewebeziich-
tung in einem Nidhrmedium bei Temperatu-
ren zwischen + 5° und + 35°C gehalten,
wobei eine Benetzung der aufgeziichteten
Zellen und der Schutz vor mechanischer
Alteration gewidhrleistet sein mufl Ein
stufenweises Einfrieren ist bei Verwendung
von Vitrikationsflissigkeiten z B Dime-
thylsulfoxyd oder Glyzerin mdéglich Das
Auftauen erfolgt wie bei der Gewebe- und
Zellkultivierung und erfordert eine an-
schliefende Konditionierung in Ndhrmedien
mit den genannten wachstumsfordernden
Stoffen

doch nicht kédltekonserviert werden

Organtransplantate kdnnen je-

Weitere Merkmale und Vorteile von bevor-
zugten Ausfiihrungsformen der Erfindung
ergeben sich aus den nachfolgenden Bei-

spielen

Beispiel 1

Es sollen nach lianger zuriickliegendem
Zahnverlust Zdhne aus alloplastischen Ma-
terialien implantiert werden unter Mitver-
wendung von autologen Zellgeweben, die
vorher auf dem Implantat aufgeziichtet
werden

Als Implantat werden vorgefertigte, steri-
le Materialien aus Biokeramik oder Bio-
gldsern verwendet, die in GroBe und Form

mit dem vorgesehenen Implantatbett {iber-
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einstimmen Mindestens 1 Woche vor der
Implantation wird chirurgisch oder durch
Nadelbiopsie Gewebe aus der spédteren Im-
plantationsstelle gewonnen, unter steri-
len Kautelen mit physiologischen Salz-
l6sungen (Tyrode-Losung, Hanks-, Locke-
oder Kingerldsung) gespilt und in einem
der bekannten natiirlichen Ndhrmedien,

z B nach Baker oder Lewis oder aber in
einem kiinstlichen Ndhrmedium bekannter
chemischer Zusammensetzung, z B nach
Eagle, Earl, Evens, Nagel, Parker, White
u a mit Zusatz einer geeigneten Antibio-
tikamischung, z B aus Aureomycin, Baci-
tracin, Chloramphenicol, Neomycin, Peni-
cillin, Polymycin, Streptomycin, Terra-
myein bei Temperaturen zwischen + 5° und
+ 30°C zum Zellaboratorium gebracht Dort
wird nach bekannten Zellziichtungsmetho-
den, die zu moglichst intensiver Zellpro-
liferation fihren, aus dem Explantat die
Es ist dabei

moglich, durch wiederholtes Umsetzen der

Zellkultivierung durchgefiihrt

Kulturen, bestimmte Zellarten durch Klo-
nen isoliert zu ziichten und auch eine
Massenziichtung der Zellen durchzufithren
Zur Stimulierung des Zellwachstums wer-
den zytoplasmatische Organextrakte, wahl-
weise einzeln oder in Mischungen, aus foe-
taler Zahnleiste, Leber, foetaler Plazenta
und Thymus, wie auch gegebenenfalls

von anderen heterologen Organarten, z B

vom Rind, in einer Konzentration von
104 bis 107° g Protein/ml Nihrmedium
bei den einzelnen Passagen zugesetzt Es
konnen dazu auch Stimulationsfaktoren
verwendet werden, die nach EPA 80 106 066 6
aus denselben Organarten gewonnen wurden
oder andere bekannte, wachstumsfordern-
de und entziindungshemmende Extrakte

wie z B Carnosin (vgl K Nagai: Ent-
ziindungshemmung durch die Forderung

der spontanen Heilung mittels L-Carnosin:
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Langonbecks Arch Chir 351, 39 ff
(1980)), Epidermis-Wuchsfaktor (D Gos-
podarowiez et ai : Anm Ev Biochem 45
(1976) 531 - 558), Somatotropin u a

Eine adaptive Anpassung der kultivierten
Zellen an den spidteren Empféanger bzw

die Toleranzerzeugung im Empfinger, ist
bei Verwendung autologer Gewebe nicht
erforderlich

Aus einer Monolayer-Kultur wird mindestens
2 -3 Tage vor der vorgesehenen Implanta-
tion der Zellrasen durch Trypsin-Versen-
16sung abgeldst oder durch Enzymein-
wirkung eine Zellsuspension gewonnen, die
von Enzymen freigespiilt, auf das vorge-
sehene Implantat an verschiedenen Stellen,
die spdter mit dem Implantationsbett in Be-
rihrung kommen, aufgeimpft wird Um das
Aufwachsen des Zellrasens zu erleichtern,
kann nach bekannten Methoden (vgl B
Zell- und Gewebeziichtung:
1977) die

Mauersberger:
G Fischer Verlag, Stuttgart,
alloplastische Materialunterlage vor der Be-
impfung der Zellsuspension oder dem Auf-
bringen eines bereits geziichteten Zell-

mit Fibrin,

rasens, Kollagen oder Elastin

beschichtet werden Die beimpften Stellen
des Implantates werden unter Kulturbe-
dingungen entweder fortlaufend oder
rhythmisch intermittierend mit Ndhrlosung
befeuchtet Zur rhythmischen Befeuchtung
werden die Zahnexplantate z B an den
Langsenden drehbar fixiert und in einer
Wanne mit Medium eingetaucht Die Umdre-
hung besorgt eine spezielle Apparatur
Nachdem der Zellrasen fest auf dem Implan-
tat angewachsen ist, wird dieser in ein
Transportgefdll iibergefiithrt In dem Trans-
portgefdl muB die Befeuchtung der Zellen
mit sauerstoffhaltigem Ndhrmedium zur Im-
plantation gewihrleistet sein Es wird
dazu Tyrode-Losung mit Zusatz von 50 -

100 Einheiten Penicillin und Streptomycin

pro ccm verwendet Die Temperatur
wihrend des Transportes wird zwischen
+ 5°C und + 20°C gehalten

wird separat ein Teil der verwendeten

Gleichzeitig

Zellsuspension im Ndhrmedium mitgeliefert

Von dieser werden bei der Vorbe?’reitung

des Bioklebers aus Fibrin x x 10 Zellen/
ccm in die Thrombinldsung eingemischt,
die ihrerseits mit dem Fibrinogenkonzen-
trat zusammengemischt wird Bei Erreichen
des geeigneten Polymerisationsgrades des
sich ausbildenden Fibrins, wird der Bio-
kleber unmittelbar vor dem Implantat in
das eroffnete Wundbett eingebracht Zuvor
kann man das Wundbett und das Implan-

tat mit der Zellsuspension prédparieren
Anstatt der Einbringung von suspendierten
Zellen in den Biokleber oder zur vorheri-
gen Benetzung des Implantates konnen auch
wachstumsstimulierende Organextrakte oder
Extrakte aus den kultivierten Zellen wie

bei den Zellkulturen verwendet werden

Der implantierte Zahn soll im Kieferknochen
moglichst festsitzen Bei der Implantation
wird jede Bewegung des Implantates vermie-
den, die zu einer Abschiebung des Zell-
rasens fithren konnte Die Rénder des
Wundbettes werden nach der Einpflanzung
moglichst dicht am Implantat durch Néhte
adaptiert und der aus der Wunde heraus-
ragende Teil des Implantates durch Schie-
nenverband bis zum Festwerden des Im-

plantates fixiert
Beispiel 2

Fiir den Sofortersatz von Einzelzdhnen wer-
den Implantate mit aufgeziichteten, vital-
konservierten Zellen vorrdtig gehalten Es
werden dabei Zellen aus foetaler, mensch-
licher Zahnleiste und/oder aus Amnion,
Nabelschnur und/oder Plazenta auf-

geziichtet Zur Verbesserung des Einwach-



sens wird mindestens 1/2 Stunde vor der Im-

plantation Blutserum vom Empfénger, gege-
benenfalls in Mischung mit dem wiBrigen
Extrakt aus Homogenaten der weilen Blut-
zollen, der Néahrlosung fir die Aufziichtung
von Zellen auf dem Implantat zugesetzt

Das Wundbett, das Implantat sowie auch
der Biokleber wird, wie in Beispiel 1, mit
wachstumsstimulierenden und entziindungs-

hemmenden Faktoren vorbereitet

Beispiel 3

Die Verwendung von allogenen und xenoge-
nen Zellkulturen erfordert eine konditio-
nierende Vorbereitung der Zellen und
moglichst auch des Empfangerorganismus
Gleichzeitig mit den in Beispiel 1 beschrie-
benen wachstumsstimulierenden Faktoren,
werden Blutserum, Extrakte aus Zellhomo-
genaten von weillen Blutzellen und bzw
oder von Biopsiematerial vom spéteren
Empfingerorganismus einem Minimalnéhr-
medium wihrend 8 Stunden oder wenn mog-
lich, widhrend 1 oder 2 Passagen vor der
Implantation zugesetzt Danach wird das
optimale Ndhrmedium mit wachstumsstimu-
lierenden Faktoren ebenfalls mit diesen Zu-
sidtzen verwendet
gerorganismus wird mit Histokompatibilitdts-
faktoren aus dem Spenderorganismus oder
aus den zur Transplantation vorgesehenen
Zellkulturen, in Form von Einzelzellen oder
Zellextrakten, widhrend mindestens 3 Tagen
vor der Implantation, in steigender Dosie-
Es werden

rung, wiederholt vorbehandelt

dazu besondere Zell- bzw  Gcwebspreflsifte
aus den kultivierten Zellen und bzw oder
das dekantierte Kulturmedium parenteral
oder oral, in sich verldngernden zeitlichen
Abstidnden zunédchst halbstiindlich, dann
3- bis 2mal tdglich, sodann in tdglichen Ab-

stinden vor der Implantation verabreicht

Der vorgesehene Empfén-
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Auch kénnen Suspensionen der geziich-
teten Zellkulturen in ansteigender Zell-
zahl, g B beginnend mit 102—, dann 104—
bis 10 Zellen/ccm zusammen mit Verdiin-
nungen der Kulturflissigkeit in ng, Mg,
mg Protein/ccm in physiologischer Losung

appliziert werden
Beispiel 4

Konditionierung von Transplantat und
Empfingerorganismus fir die Organtrans-
plantation einer allogenen, nicht vollkom-
patiblen Niere:

Vom lebenden Organspender werden min-
destens 8 Tage vor der Nierenspende,
wie in Beispiel 3, Histokompatibilitdtsanti-
gene aus Zellgeweben gewonnen Insbe-
sondere werden aus leukozytdren Blut-
zellen bzw aus Biopsiematerial Zellkultu-
ren angelegt Zur Erzeugung von Immun-
toleranz des Empféngers gegeniiber dem
Transplantat, werden Blutserum des Spen-
ders, Zellextrakte aus den geziichteten
Zellen oder lebende Zellsuspensionen in
ansteigender Dosierung wiahrend mindestens
3 Tagen vor der Transplantation wieder-
holt in ansteigender Dosierung und sich
verldingernden Intervallen dem Empfinger
appliziert Diese tolerogene Vorbehand-
lung des Empféingers gegen das Trans-
plantat kann gleichzeitig kombiniert mit
der Vorbehandlung gegen die darauf auf-
geziichteten Zellen, falls diese nicht vom
selben Spender wie das Transplantat stam-
men, vorgenommen werden

Bei Verwendung von Leichenorganen wird
das Organ nach bekannten Verfahren der
Organtransplantation durch vitale Kon-
servierung am Leben erhalten (vgl K F
Methodik der Zell- und Gewebe-

ziichtung - iber die Organexplantation)

Bauer:

Gleichzeitig werden Zellexplantate kulti-
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viert und daraus Zellextrakte mit Histo-
kompatibilitdtsfaktoren gewonnen Es kdnnen
dazu Blutprdparate (Serum, Blutzellen) vom
Spenderorganismus mitverwendet werden
Der Empfingerorganismus wird wédhrend
mindestens 4 -8 Tagen vor der Organtrans-
plantation damit vorbehandelt Anderer-
seits wird wéahrend dieser Zeit dem Néhr-
medium fiir das Organexplantat von auflen,
wie auch von innen durch Anschluf an das
Gefdfsystem des Explantates, Ndhrlosung
mit Zusatz dieser Histokompatibilitdtsfakto-
ren vom spidteren Empfdnger in ansteigenden
Konzentrationen iiber ng, ng, mg Eiweil-
gehalt/ml Medium, in sich verldngernden
Abstinden von 1/2 Stunde bis 6 -8 Stun-
den, mehrmals zugesetzt Gleichzeitig wer-
den auch hier wachstumsstimulierende Fak-
toren, wie in Beispiel 1 mitverwendet

Fir die Verwendung von allogenen und
insbesondere xenogenen Eihduten oder Na-
belschnur in der Chirurgie, ist eine immu-
nologisch-tolerogene Vorbehandlung des
Empfingerorganismus, mit Zellen oder Zell-
extrakten aus den zu Uberpflanzenden Ge-
weben zweckmidfBig Die serosen Héute wer-
den entsprechend dem vorhergehenden Bei-
spiel, wédhrend der Kultivierung an den
Empfinger oder an allogene Histokompati-
bilitdtsfaktoren aus dem Empféingerorganis-

mus, adaptiert

Das Aufziichten von autologen oder an den
Empfinger adaptierten Zellen auf das Organ-
transplantat erfolgt, wie bei alloplastischen
Implantaten Es werden dazu moglichst foe-
tale Zellen, nach wenigen Zellteilungen,
verwendet Eine Konditionierung dieser
Kulturen wird sowohl mit Gewebefaktoren
vom spidteren Empfingerorganismus, wie
auch mit solchen aus dem Spenderorganismus
der Organtransplantate oder den daraus kul-
Auch die

Transplantation erfolgt in d@hnlicher Weise

tivierten Zellen, durchgefiihrt

unter Beriicksichtigung spezieller chirur-
gischer Techniken Das Wundbett wird
nach vollkommener Blutstillung ebenfalls
mit wachstumsstimulierenden Extrakten
und Faktoren vor der Organiiberpflanzung
prdpariert Auch konnen Biokleber mit
wachstumsfordernden und synthesestimu-
lierenden Eigenschaften verwendet wer-

den

Beispiel 5

Die Vorbereitung einer Gelenks-Endo-
prothese, z B des Knie- oder Hiiftge-
lenks, erfolgt grundsdtzlich in gleicher
Weise wie die Implantation von Zédhnen

Es werden hier bevorzugt kultivierte Osteo-
blasten und Fibroblasten, mdglichst aus
Gewebeexplantaten vom Empfangerorganis-
mus oder aber allogenen Ursprungs an den
Stellen aufgeziichtet, die im Knochen fi-
xiert werden sollen Es werden dazu auch
foetale, allogene Zellen aus Gelenken,
Gelenkkapsel und Knochen verwendet,

die an den spdteren Empfédngerorganismus
durch Vorbehandlung mit Histokompatibili-
titsfaktoren vom Empfédnger, in Form von
Zellextrakten aus Blutzellen oder Biopsie-
material, adaptiert sind Bei Verwendung
von allogenem oder xenogenem Zellmaterial
wird der Empfinger entsprechend den
vorherigen Beispielen immunologisch tolero-

gen vorbehandelt

Beispiel 6

Die Transplantation von devitalen Geweben
erfolgt in gleicher Weise wie in Beispiel 1,
durch Aufwachsen eines vom Empfinger-
organismus tolerierten Zellrasens, der
gleichzeitig wie im Beispiel 5 an das Trans-

plantat adaptiert ist



Beispiel 7

Kidltekonservierung des mit Zellen beschich-
teten Implantates:

z.B.
36% Ammoniumacetat, 3% Dimethylsulfoxyd

Unter Zusatz von Kélteschutzmitteln,

oder 40% Glyzerin zur Nahrlésung, erfolgt
ein stufenweises Eingefrieren durch Abkiih-
lung von -1 bis - 2 C pro Minute bis min-
destens - 90 C, moglichst bis -196 C.

Bei dieser Temperatur bleiben die Zellge-

webe fiir fast unbegrenzte Zeit revitali-
sierbar. Die Auftauung erfolgt ebenfalls
nach bekannten Methoden der Gewebe-
und Zellziichtung (vgl. K.F. Bauer) ent-
weder durch schlagartiges Erwdrmen auf
37 C oder, je nach Thermoschockbelast-
barkeit des Implantatmaterials durch stu-
fenweises Erwdrmen von 0,3 bis 3 C pro
Minute. Nach Auftauung ist wie bei der
Routineziichtung der Zell- und Gewebekul-

turen weiter zu verfahren.
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Europédische Patentschrift

Verwendung von Fc-Fragmenten bzw deren C-terminaiem Anteil aus Immunglobulinen

EPA Nr : 811052452
vom 07 07 81

Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft die therapeutische

Verwendung von Fc-Fragmenten bzw deren

c-terminalem Anteil aus Immunglobulinen
zur Behandlung von allergischen, atopi-
schen und immunopathogenen Autoaggres-
sionskrankheiten, insbesondere des rheu-
matischen Formenkreises Die Arzneimittel
werden aus isolierten, nativen Immunglo-
bulinen, aus geklonten Zellkulturen oder
auch durch partielle oder totale biologische
und bzw oder chemische Synthese gewon-
nen Die Anwendung erfolgt vorzugsweise
parenteral systemisch oder auch durch
Inhalation eines Aerosols oder oral, mog-
licherweise von Wasser-in-Ul-Emulsionen

oder inkorporiert in Liposomen

Patentanspriiche

1 Verwendung von Fc-Fragmenten aus

Immunglobulinen und bzw oder den daraus

gewonnenen Halbfragmenten oder dem C-ter-

minalen Anteil, die nach bekannten Ver-
fahren gewonnen werden, zur Behandlung
von allergischen, atopischen und immuno-
pathogenen Autoaggressionskrankheiten,
insbesondere des rheumatischen Formen-
kreises und von sogenannten Kollagenosen

2 Verwendung der Prédparate nach An-

spruch 1, gekennzeichnet durch die Gewin-

nung der Fe-Fragmente bzw ihrer Anteile
aus Immunglobulinen, die aus Zellkulturen
erhalten werden

3 Verwendung von Prédparaten nach An-

spruch 1, gekennzeichnet durch die
partielle oder totale Synthese nach bio-
genetischen oder chemischen Methoden

4 Verwendung der Prdparate nach An-
spruch 1-3, gekennzeichnet durch
deren Inkorporierung in Liposomen

5 Verwendung der Prdparate nach An-
spruch 1, gekennzeichnet durch die Aero-
sol-Inhalation und von wilrigen Ldsungen
oder von Liposomensuspensionen

6 Verwendung der Prédparate nach An-
spruch 1-3, gekennzeichnet durch

die Einbringung in die widBrige Phase
einer Wasser-in-61-Emulsion

7 Verwendung der Prdparate nach An-
spruch 1-3, gekennzeichnet durch Lo-
sungen in iblichen Infusionsmitteln oder

Plasmaexpandern

Beschreibung

Die Erfindung betrifft die therapeutische
Verwendung von Fc-Fragmenten bzw dem
C-terminalen Anteil aus Immunglobulinen,
die aus dem Blut von Spendern oder
durch biologische oder chemische Synthese
erhalten werden, zur Behandlung von al-
lergischen, atopischen und immunopatho-
genen Autoaggressionskrankheiten, ins-
besondere des rheumatischen Formenkrei-
ses

Seit 1957 werden Antikdrper-Fragmente
im natiirlichen Mischungsverhéltnis der in
Bruchstiicke gespaltenen Immunglobuline
aus Patientenblut, insbesondere leichte

und schwere Ketten, wie auch das Fab-



Fragment und Fc-Fragment besonders zur
Behandlung rheumatischer Erkrankungen
und anderer immunopathogener Autoagres-
sionskrankheiten, z B Lupus erythema-
todes visceralis und anderer sogenannter
Kollagenosen verwendet (K Theurer:
Arztl Forschung 11 Jg , HS 1-259 -
1-263, Mai 1957 - ders : Arztl
42, Okt 1957 - ders :
vom V Europédischen Allergiekongrefl Ba-
sel, 1962, S 230 - 233 - ders : Modifika-

tionen der Eigenblutbehandlung - die Ge-

Praxis Nr

Kongrefibericht

gensensibilisierung und die Behandlung mit
Antikorperfragmenten: Physikalische Me-
dizin und Rehabilitation 15 Jg H 12,

S 266 - 268, 1974)

Die therapeutische Anwendung von iso-
lierten Fraktionen, insbesondere des Fc-
Fragmentes bzw dessen C-terminalen An-
teils ist bisher nicht erfolgt, obwohl be-
kannt war, daB der Fe-Anteil des Immun-
globulins Beziehung zur Komplemcnt-Akti-
vierung und -Fixation besitzt (Kurzes Lehr-
buch der Immunologie von John H Humph-
rey und Robert G White - Herausgeber

E Mycher, 1971, Georg Thieme Verlag,
Stuttgart, S 99)

daBl der Fc-Anteil der Immunglobuline insbe-

Andererseits ist bekannt,
sondere von IgE an der Ausldsung von
allergischen Reaktionen durch Freisetzung
von H-Substanzen aus Markophagen betei-
ligt ist Die Behandlung allergischer Erkran-
kungen erfolgt jedoch mit dem nativen,
humanen Immunglobulin G (R Golsong:
Immunglobulin G hilft auch bei Pollinosen;
Arztl Praxis 41, S 1638 - 1640, 1981 -

H S Bernton: The Use of Gamma Globuline
South Md Journal J 50,

Andererseits werden autologe

in Allergy;
934, 1957)
Immunglobuline aus dem Patientenblut durch
ein Adjuvans zum Antigen umgewandelt und
in steigender Konzentration und Dosis wie-

derholt injiziert (K Theurer: Medizinische
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44: 1569 - 1572, 1976)

Erfindungsgemdfl wurde nun festgestellt,
daB isolierte Fe-Fragmente, wie auch
deren C-terminaler Anteil, von Immunglo-
bulinen bei parenteraler Anwendung ohne
nachteilige Nebenwirkungen eine beschleu-
nigte therapeutische Wirkung entfalten,
und daB auch heterologe Prédparationen
vom Rind, Pferd oder Hammel gut vertra-
gen werden Dall diese isolierte Anwen-
dung erst so viele Jahre nach Entdeckung
der Zusammensetzung der Immunglobuline
aus molekularen Untereinheiten und der
Funktionsaufkldrung, besonders auch des
Fe-Fragments, bei den genannten Indika-
tionen erfolgt, deutet auf bisher bestehen-
de Vorurteile hin, die erfindungsgemaf

iiberwunden werden

Das Fe-Fragment setzt sich aus den abge-
spaltenen Resten der beiden II-Ketten der
Immunglobuline zusammen und enthdlt

das C-terminale Ende der Polypeptid-Ket-
te Beim menschlichen IgG ist das Fc-Frag-
ment, zumindest im C-terminalen Abschnitt,
sehr gleichmidfig aufgebaut, wobei die an-
dere Hilfte des Fragments, an der die
Trennung zum Fd-Fragment erfolgt ist,
variabler sein diirfte (Fragione, B ,
Franklin, E : J exp Med 122, 1, 1965)
Vom C-terminalen Ende der H-Kette der
Kaninchen IgG konnte die Aminosdurese-
quenz bereits aufgeklart werden (Givol, D ,
Porter, R : 97, 320, 1965)

Es besteht aus 19 Aminosduren und ist fir

Biochem J

die Fc-abhdngigen Funktionen der Immun-
globuline verantwortlich

Obwohl zahlriche allotypische Determinanten
auf dem Fc-Fragment des menschlichen

IgG lokalisiert sind, zeigen Aminosdure-
und Peptidanalysen, daB bei allen 1gG-
Molekiilen dieser Teil der H-Kette eine be-
sonders konstante Zusammensetzung hat
Eine auffallende Ahnlichkeit besteht zwi-
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sehen der Aminoséduresequenz der Fc-Frag-
mente von Kaninchen-, Menschen- und
Pferde-1gG

Das durch Spaltung von IgG aus Normalse-
rum hergestellte Fc-Fragment kann leicht
kristallisiert werden (Landsteiner, K : The
speeificity of serological reactions: Neuaufl
Dover Publ N Y , 1962)
te Fc-Fragment des Kaninchen-IgG dissozi-

iert bei 0,05 in NaCl und pH 2,7 in Halb-

Das kristallisier-

Diese vereinigen sich bei neutra-
(Niseonoff, A , Wissler, F ,
Arch Biochem

fragmente
lem pH spontan
Lipmann, L, Woernly, D :
89, 230,1960)

Die Halbfragmente des Fe-Fragmentes ha-
ben ein Molekulargewicht von ungefdhr

10 000 Demgegeniiber betrdgt das Moleku-
largewicht der H-Ketten etwa 50 000, das
der L-Ketten 20 000, des gesamten IgG-Mo-
lekiils 140 000 bis 150 000 Molekulargewicht
Aufgrund der unterschiedlichen Molekular-
gewichte ist bei Dissoziation der Fc-Frag-
mente durch Ansduern eine Isolierung der-
selben durch die bekannten Verfahren

der Ultrafiltration, Gradientenzentrifuga-
tion sowie durch Gelfiltration und andere
chromatographische Verfahren moglich

Die C-terminale Gruppe 1dBt sich durch
weitere Aufspaltung vor der nach der Frak-
tionoierung gewinnen (vgl Givol, D ,
Porter, R ) Die Aufspaltung der Immun-
globuline erfolgt enzymatisch durch Papain
oder Pepsin bzw durch milde chemische
Hydrolyse Die Isolierung der Fe-Fragmen-
te bzw der Gewinnung der Halbfragmente
und der C-terminalen Anteile aus diesen

ist also allgemein bekannt

Als Ausgangsstoffe konnen dabei Immun-
globuline aus Blutseren autologer, allo-
gener, wie auch xenogener Herkunft, eben-
so wie auch Immunglobuline, die aus dem
Kulturmedium von Zellkulturen aus anti-

korperbildenden, geklonten Zellen verwen-

det werden Wegen des relativ niederen
Molekulargewichtes der Fc-Fragmente

und ihrer Anteile, die erfindungsgemél
ebenfalls zur Therapie verwendet wer-
den ist auch eine ehemische partielle
oder totale Synthese, wie auch eine Bio-
synthese durch genetic engineering aus
Bakterien oder in Kultur gehaltenen Zel-
len moéglich  Auch solche, kiinstlich ge-
wonnenen Molekiile, kdnnen erfindungs-
gemdB verwendet werden

Die gewiinschte biologische Wirkung der
Fc-Fragmente und ihrer Anteile beruht auf
der Blockierung von Rezeptoren fiir native
Immunglobuline auf Zellmembranen, die
sonst mit nativem IgE besetzt werden wiir-
den und andererseits an der Blockierung
von Antigen-Antikdrperprodukten fir

die Komplementanlagerung Diese Funk-
tionen konnen, wie gesagt, auch durch
Fc-ITalbmolekiile und deren C-terminalen
Anteilen ausgeldost werden

Die allogenen und xenogenen Fragmente
sind trotz ihren Unterschieden in dem An-
teil nahe der Bruchstelle zum Fd-Fragment
wegen der Verkleinerung der Molekiil-
grofle weniger immunogen als native, nicht
fragmentierte Immunglobuline Sie fiihren
deshalb weniger zur Sensibilisierung Eine
weitere Abspaltung der allogenen und xeno-
genen Anteile kann bei Erhalten der Wir-
kung die Vertrdglichkeit weiter verbes-
sern Die Vertrdglichkeit besonders von
xenogenen Fc-Fragmenten kann aber auch
durch tolerogene Dosierung in ansteigen-
den Konzentrationen, bei wiederholten
Applikationen, in kurzen, sich verldngern-
den Zeitabstinden von Stunden bis zu

3-5 Tagen erreicht werden Dabei tritt
die eigentliche therapeutische Wirkung
dann erst bei Erreichung der erforder-
lichen Konzentration nach der zweiten

bis vierten Behandlung ein Man beginnt



dann zweckmidfig mit Konzentrationen, die
fiir die erwiinschte Wirkung unterschwellig
sind und steigt bis zur wirksamen Konzen-
tration an Fiir diese konnen Losungen
der Fc-Fragmente bzw Anteile von die-
sen verwendet werden, die ein Vielfaches
(10 - 30fache) der im Serum enthaltenen
Menge an Fe-Bestandteilen betrdgt Das
Normalserum enthdlt rund 1/7 des Gewich-
tes der Immunglobuline pro ml, also etwa
20 Gramm pro Liter Bei der Anwendung
allogener Fc-Fragmente, Halbfragmente und
C-terminalen Gruppen xenogener Herkunft
ist keine toleranzerzeugende, ecinleitende
Behandlung notwendig

Die therapeutische Anwendung erfolgt in
isotoner, schwachsaurer (pH 4,8 - 6,8)
bzw neutraler Losung, gegebenenfalls auch
in Mischungen mit Blutersatzlésungen,

z B

aus Dextran-, Stdrke- und Aminopec-

tinderivaten Die Behandlung erfolgt
systemisch, parenteral oder durch Inhala-
tion von Aerosol, besonders bei Allergien
der Bronchialschleimhdute und auch oral
Dabei konnen die Wirkstoffe in Form einer
Wasser-in-61-Emulsion in der wiBirigen
Phase (DBP 2640707 - Verfahren zur Her-
stellung von Arzneiprdparaten mit einem
Gehalt von im Darm resorbierbaren Pro-
tein- und Peptidlésungen) oder inkorpo-
riert in Liposomen entsprechend DBP
2650502 (Herstellung von Liposomen, welche
Arzneistoffe enthalten) angewandt werden
Weitere Merkmale und Vorteile von bevor-
zugten Anwendungsformen der Erfindung
ergeben sich aus den nachfolgenden

Beispielen

Beispiel 1

Es werden Fc-Fragmente nach den in der
Beschreibung erwdhnten Verfahren (vgl

auch Carl Steffen: Allgemeine und experi-

mentelle Immunologie und Immunpatho-

logie: Georg Thieme-Verlag, 1968, S 171
und die darin angegebene Literatur) aus
isolierten, gepoolten, humanen Immunglo-
bulinen gewonnen und in Konzentrationen
von 0,5 g, gelost in physiologischer Koch-
salzlosung bei pH 6,8, i m, oder i v inji-

ziert

Beispiel 2

Es werden die C-terminalen Anteile von
Fc-Fragmenten aus gepoolten, xenogenen
Immunglobulinen nach dem Verfahren von
Chem J 97, 320,

1965) gewonnen und diese wie im Beispiel 1

Givol und Porter (Bio

angewandt

Beispiel 3

Es werden xenogene Fc-Fragmente in tole-
rogener Dosierung angewandt, wobei am
ersten Tag in der 1 Stunde 10 ng und

3 -4 Stunden spdter 10 ug, dann am zwei-
ten Tag 10 mg und ab dem dritten Tag je-
weils 0,5 g und in weiteren Abstdnden von
zundchst 2 -3 Tagen 1 g, bis zum Ver-
schwinden der Beschwerden injiziert wer-

den

Beispiel 4

Es werden entsprechend den Angaben in
der Beschreibung die Fc-Fragmente oder
C-terminalen Anteile aus diesen,
chend den DBP 2640707 und 2650502 zu

Emulsionen bzw Liposomen verarbeitet und

entspre-

diese als Aerosol inhaliert, bzw oral und
inkapsuliert in dinndarmlésliche Kapseln ,

appliziert

89
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Beispiel 5

Es werden Fc-Fragmente, die aus Immun-
globulinen, die in Zellkulturen syntheti-
siert wurden, verwendet

Beispiel 6

Es werden Fc-Fragmente oder deren C-ter-
minaler Anteil entsprechend den Methoden
der genetischen Synthese von Insulin syn-

thetisiert und therapeutisch verwendet
Beispiel 7

Es werden Fc-Fragmente oder deren C-ter-
minaler Anteil nach chemischen Methoden
der Peptidsynthese gewonnen und thera-
peutisch verwendet

Beispiel 8

Es werden Fc-Fragmente oder deren C-ter-

minaler Anteil durch eine Kombination der

Syntheseverfahren von Beispiel 6 und 7

gewonnen, wobei im Anschluf an die Bio-
synthese die Syntheseprodukte chemisch
modifiziert werden

Beispiel 9

Es werden Fc-Fragmente in einer Infusions-

16sung aus Dextran appliziert

Beispiel 10

Es werden Fc-Fragmente nach DBP 2650502
in Liposomen inkorporiert, als Aerosol ver-

spritht und inhaliert oder oral eingenommen

Beispiel 11

Es werden Fc-Fragmente in die wilrige
Phase einer Wasser-in-6l-Emulsion nach
DBP 2640707 eingebracht und diese in
einer dinndarmléslichen Kapsel eingenom-

men
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Verfahren zur Anreicherung von tumorhemmenden Wirkfaktoren

EPA Nr : 80106066 6
vom 07 10 1986

Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Gewinnung von sterilen, biologischen Wirk-
faktoren aus einem Substrat aus Zellhomo-
genisaten von Organgeweben oder von Kor-
perfliissigkeiten, insbesondere die Gewin-
nung von sterilen Wirkfaktoren, die zur
Inhibition von Stoffwechselvorgingen in
Tumorzellen verwendbar sind, durch Affi-
nitdtschromatographie der wélirigen Sub-
stralésungen an trdgergebundener DNS
aus fetalen Geweben und/oder aus Tumor-
geweben und/oder in vitro kultivierten
Tumorzellen sowie die Elution von der tré-

gergebundenen DNS

Patentanspriiche

1 Verfahren zur Anreicherung von Wirk-
faktoren zur Inhibition von Stoffwechsel-
vorgidngen in Tumorzellen aus Zellhomo-
genisaten von normalen fetalen oder juve-
nilen Organgeweben oder von Korperflis-
sigkeiten, gekennzeichnet durch

a) die schonende Sterilisation von pulveri-
sierten Ausgangsstoffen, bevorzugt durch
Aufkondensieren flichtiger Sduren oder
Basen,

b) die Abtrennung von Zellkern- und Mem-
branbestandteilen ,

c¢) den enzymatischen Abbau von Lipiden
und Kohlenhydraten,

d) die Entfernung aller Bestandteile mit
einem Molekulargewicht von weniger als

600 und mehr als 1 Mio Dalton aus dem

erhaltenen Reaktionsgemisch,

e) die Affinitdtschromatographie der so
erhaltenen wiaBrigen Substratlésung an
tragergebundener DNS aus fetalen Gewe-
ben und/oder aus Tumorgeweben und/oder
in vitro kultivierten Tumorzellen und

f) die Elution des von der trdgergebunde-
nen DNS zuriickgehaltenen Anteils dieser
Substratlésung, insbesondere durch An-
legen eines elektrischen oder elektro-mag-
netischen Feldes

2 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daB man Verfahrens-
schritt a) in der Weise ausfihrt, dal man
die Substrate im Vakuum Déampfen von Per-
sduren oder von Mischungen von Persédu-
ren und den entsprechenden konzentrier-

ten Sduren aussetzt

Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Gewinnung von tumorhemmenden Wirkfak-
toren aus einem Substrat aus Zellhomoge-
nisaten von Organgeweben und/'oder von
Korperflissigkeiten, insbesondere die
Gewinnung von sterilen Wirkfaktoren, die
zur Inhibition von Stoffwechselvorgidngen
in Tumorzellen verwendbar sind
Aufgrund eigener Versuchsergebnisse iiber
die Beeinflussung des Wachstums und des
Stoffwechsels von menschlichen Gewebe-
zellen in Zellkulturen durch Behandlung
mit makromolekularen Organextrakten (V
Paffenholz und K Theurer: Einflul von

makromolekularen Organsubstanzen auf
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menschliche Zellen in vitro: I Diploide
Kulturen, II Der
Kassenarzt, H 27, S 5218 - 5226, 1978;
H 19, S 1876 - 1887, 1979) wurde fest-

gestellt, daB eine Hemmwirkung auf Tu-

Tumorzellkulturen:

morzellen und heteroploide Zellen durch
héhere Verdinnungen in einer Konzentra-
tion von 107 bis 107’ ¢/ml Kulturmedium
und eine Stimulierung von gesunden Nor-
malzellen durch héhere Konzentrationen
zwischen 10 » bis 10 ~ g/ml Kulturmedium
zu erzielen war Die Wirkfaktoren wurden
als Proteine bzw Peptide identifiziert
Aufgrund dieser Unterschiede war zu ver-
muten, daB es sich um unterschiedliche
Faktoren zur Hemmung und Stimulierung
mit unterschiedlichen Angriffspunkten han-
deln wiirde (K Theurer: Prophylaxe und
Therapie von Pridkanzerosen und Maligno-
men mit makromolekularen Organextrakten:
Krebsgeschehen 4, 80 - 86, 1980) Dies
fihrte zur Entwicklung des vorliegenden
Verfahrens zur Trennung der hemmenden
und stimulierenden Faktoren aus Zellhomo-
genaten Ergebnisse von S R Burzyns-
ky, K Stolzmann, B Szopa, E Stolz-
mann und O P, Kaltenberg: Antineoplaston
A in Cancer Therapy:

mistry and Physics 9, 485 - 500 (1977) zei-

Physiological Che-
gen, daB solche tumorhemmenden Faktoren
im menschlichen Harn von gesunden In-

dividuen enthalten sind und aus diesen ge-
wonnen werden konnen Ebenso ist auch
bereits bekannt, daB in dem Blut von ge-
sunden Individuen tumorhemmende Fakto-

ren enthalten sind

Ziel der Erfindung ist es, die tumorhemmen-
den Wirkfaktoren aus den oben genannten
Organextrakten oder Korperfliissigkeiten
selektiv anzureichern und von unerwiinsch-
ten Begleitsubstanzen zu befreien, um sie
der wissenschaftlichen, therapeutischen und

industriellen Verwertung zugidnglich zu

machen

Gemidl der Erfindung wird das in wéBri-
ger Form vorliegende Substrat, das von
partikuldren Begleitstoffen frei ist bzw
befreit ist, mit Hilfe eines biologischen
Trennmittels, bei dem mindestens eine
Nukleinsdure an eine Trdgersubstanz ge-
koppelt ist, selektiv aufgetrennt, wobei
zunidchst nicht affine Komponenten und
anschlieBend die die affinen Wirkstoffe
enthaltenden Fraktionen eluiert werden
Zur Gewinnung des die affinen Wirkstoffe
enthaltenden Eluats werden besondere
Hilfsmittel eingesetzt, die die Wirkstoffe
vom Trennmittel ablésen Das so erhalte-
ne Eluat kann einer weiteren Fraktionierung
unterworfen werden, wobei physikalisch-
chemische Fraktionierungen bevorzugt sind
Die Auftrennung des Substrates erfolgt
somit erfindungsgemdB durch Affinitdts-
chromatographie bzw durch eine Kombina-
tion von Affinitdtschromatographie und
Elektrophorese Dabei kann die Elektro-
"Free-flow-Eleetro-

Die Affi-

phorese nach Art der
phoresis" durchgefiihrt werden
nitdtschromatographie erlaubt eine selek-
tive Abtrennung der gewiinschten Wirk-
faktoren, wenn die Nukleinsduren, die mit
der Trédgersubstanz unter Bildung des
Trennmittels gekoppelt werden, in Abhédn-
gigkeit von den gewiinschten Eigenschaf-
ten des bzw der zu gewinnenden Wirk-
faktoren ausgesucht werden Die Nuklein-
sduren, die zur Herstellung des Trennmit-
tels eingesetzt werden, werden ihrerseits
aus einem Substrat der eingangs genannten
Art isoliert Hierbei ist es zweckmidfBig, das
Substrat vor der Abtrennung dieser Stoffe
von unerwiinschten oder unwirksamen Be-
gleitstoffen zu befreien Die unerwiinschten
bzw unwirksamen Begleitstoffe kénnen en-
zymatisch abgebaut werden, wonach die

Abbauprodukte durch Dialyse von Bruch-



oder durch Ultrafiltration entfernt werden
Hierbei werden in der Regel Produkte mit
einem Molekulargewicht unter 600 Dalton
beseitigt

Die Herstellung des Trennmittels kann un-
ter Verwendung von hochgereinigten Nu-
kleinsdurefraktionen durch Bindung der-
selben an inertes Trdgermaterial fir die
Affinitdtschromatographie nach an sich be-
kannten Verfahren erfolgen Es wurde ge-
funden, daB bestimmte trdgergebundene
Nukleinsdurefraktionen eine besondere Af-
finitdt zu tumorhemmenden Wirkstoffen be-
sitzen Im einzelnen gliedert sich das
erfindungsgemidflie Verfahren in folgende
Schritte:

a) die schonende Sterilisation der als Aus-
gangsstoffe dienenden fetalen oder juveni-
len Organgewebe in pulverisierter Form
durch Aufkondensieren fliichtiger Séduren
oder Basen zur Inaktivierung etwaiger
viraler Bestandteile bei gleichzeitiger Ver-
besserung der hydrophilen Eigenschaften
durch partielle Lyse in molekulare Unter-
einheiten und die Addition von Resten der
verwendeten Sduren und Basen,

b) die Abtrennung von Zellkern- und Mem-
bran-Bestandteilen aus dem Substrat,

c¢) den enzymatischen Abbau von Lipiden
und Kohlenhydraten,

d) die Entfernung aller Bestandteile mit
einem Molekulargewicht von weniger als

600 und mehr als 1 Mio Dalton aus dem er-
haltenen Reaktionsgemisch,

e) die Chromatographie der so erhaltenen
wilrigen Substratlosung an trdgergebun-
dener DNS aus fetalen Geweben und/oder
aus Tumorgeweben und/oder aus in vitro
kultivierten Tumorzellen und

f) die Elution des von der trdgergebunde-
nen DNS zuriickerhaltenen Anteils der Sub-
stratlosung,

ggfs durch Anlegung eines
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elektrischen Feldes entsprechend dem Stand
der Technik

Voraussetzung fiir die therapeutische An-
wendung von Wirkstoffen aus biologischen
Geweben ist die Sterilitdt beziiglich Viren
Das Verbot der Behandlung mit ionisie-
renden Strahlen bei Arzneimitteln und

die Denaturierung durch chemische Behand-
lung macht ein besonders schonendes Ste-
rilisationsverfahren a) bedeutungsvoll
Dieses Verfahren ist auch fiur die Durch-
fihrung der weiteren Verfahrensschritte
glinstig, weil dabei gleichzeitig eine Ver-
besserung der hydrophilen Eigenschaften
und die partielle Aufspaltung in molekula-
re Untereinheiten erreicht wird Die acide
bzw alkalische Wirkung durch die Addition
von Sduren und Laugen ist durch eine ge-
eignete Pufferung leicht neutralisierbar,
so dal wédhrend des Trennungsvorgangs
ein optimaler pH-Wert gewdhrleistet wird
An Zellkulturen und Tierversuchen konnte
im Vergleich der nach dem Verfahrens-
schritt a) gewonnenen Prédparate mit Pri-
parationen, die nur der Gefriertrocknung
unterworfen wurden, cine signifikant bes-
sere Hemmwirkung auf Tumoren erzielt
werden Es ist deshalb anzunehmen, daf
der Verfahrensschritt a) die Wirksamkeit
des Endproduktes giinstig beeinfluBBt
Bei dem Verfahrensschritt a) werden
Dampfe von konzentrierten Sduren bzw
Basen, vorzugsweise von konzentrierter
Schwefelsdure, Essigsdure, Ameisensidure
oder Didthylamin und/oder Mischungen von
Persduren mit den entsprechenden konzen-
trierten Sduren verwendet, wobei man

die pulverisierten Substrate bzw Konzen-
trate mit der zur Beeinflussung verwende-
ten Substanz im Vakuum bei Raumtempera-
tur ohne zusédtzliche Erwdrmung bedampft
und den Dampf auf dem Substrat konden-

siert In der deutschen Patentschrift
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ist die Verfahrensweise im Hinblick auf
einen partiellen Aufschlul des Ausgangs-
materials beschrieben Es wurde nun ge-
funden daf sich dieses Verfahren bei
Verwendung von Stoffen mit sterilisie-
renden Eigenschaften hervorragend fiir
Sterilisierung eignet Perverbindungen
sind besonders bevorzugt

Es konnte nun in Versuchen mit Organ-
pulvern aus virusinfizierten Hihner-
embryonen nachgewiesen werden, daf

mit einer Modifizierung des Verfahrens

zum gesteuerten chemischen Aufschluf}

von Organen fir therapeutische Zwecke
(Deutsche Patentschrift 1090821) Sterilitdt
erreicht wird Das Verfahren wurde da-
durch modifiziert, daBl die Substrate bei
einem Restwassergehalt von 5 bis 30%
gegeniiber einem Normalwassergehalt

von 60 bis 87% von Frischgeweben, der
Einwirkung von Sdureddmpfen im Vakuum
ausgesetzt werden, denen die entsprechen-
den Persduren, besonders von Ameisen-
sdure, Essigsdure oder Schwefelsédure,

in einem Mischverhdltnis von 1 Teil Per-
sdure zu 1 bis 4 Teilen des entsprechen-
den Sdureanhydrids zugesetzt sind Auch
konnen Didmpfe von Sduren verwendet wer-
den, denen bei der Herstellung eine ge-
ringere Menge von Wasserstoffperoxid zu-
gesetzt wird, als zur Herstellung der Per-
sdurc erforderlich wire, z B zu 10 Tei-
len einer 98%igen Ameisensdure, 0,1 bis
0,8% von 30%igem Wasserstoffsuperoxid
zusammen mit 0,5% konzentrierter Schwe-
felsdure, anstatt 10 Teilen konzentrier-
ter Ameisensdure mit 1 Teil Wasserstoff-
superoxid und zu 10 Teilen Essigsdurean-
hydrid nur 0,5 bis 4 Teile frisches 30%iges
Wasserstoffperoxid anstatt 5 Teile des-
selben Der Vorteil dieses Verfahrens

ist, dafl die "partiellen" Persduren weni-

ger aggressiv und besser manipulierbar,

d h weniger explosiv sind

Bei der Bedampfung des Substrates wird
die Menge der Sédure, die auf dem Substrat
kondensiert, zweckmidfBigerweise so gehal-
ten, daf sie der Einwirkung einer 0,5 bis
2%igen Persdure entspricht Der Konden-
sationsvorgang kann, wenn erforderlich
mehrmals wiederholt werden, indem man

das Vakuum kurz absenkt, bevor man
erneut die Sdureddmpfe einstromen und

auf dem Substrat kondensieren ldfit Die
Einwirkung kann bei nicht begrenzten
Sduremengen einige Minuten, und bei Sédure-
mengen, die auf die Substratmenge abge-
stimmt sind, bis zu mehreren Stunden
betragen

Der Nachweis der Sterilitit des Substrates
erfolgt durch die bekannten Methoden der
Mikrobiologie und Virologie iiber die Ziich-
tung der Viren in Hithnereiern oder in
Zellkulturen Der Nachweis der noch erhal-
tenen biologischen Wirkung der Prdparate
erfolgt durch Bioassay an Zellkulturen

(vgl V Paffenholz und K Theurer: Ein-
fluB von makromolekularen Organsubstan-
zen auf menschliche Zellen in vitro - s o)
sowie durch Tierversuche

Das Verfahren fihrt zu keinen toxisch
wirkenden Produkten, wie z B Hetero-
zyklen, weil die erhaltenen Bruchstiicke
wegen des fehlenden Wassers nicht mitein-
ander reaggregieren oder konjugieren Die
in geringem Ausmafle entstehenden Peroxide
bewirken in den Substraten bei der thera-
peutischen Anwendung eine erwiinschte
Reizwirkung, dhnlich wie bei der thera-
peutischen Anwendung von Ozon Auch
1dBt sich bei diesem Verfahren die nicht
zur Reaktion gekommene Sdure durch Er-
héhung des Vakuums absaugen Sonst kann
auch eine Neutralisierung durch Einblasen
von Alkalidimpfen oder von Merkaptodthanol,

und erneutes Absaugen erfolgen Durch die



dadurch ausgeldste Reduktionswirkung
1aBt sich die vorausgegangene Oxidations-
wirkung zum Teil wieder aufheben

Tis ist auch moglich, gefrorenes, nicht ge-
trocknetes Gewebepulver zundchst bis zum
lirreichen der gewiinschten Restfeuchtig-
keit durch Gefriertrocknung oder in An-
wesenheit hygroskopischer Stoffe bzw von
konzentrierter Schwefelsdure vorzutrock-
nen, bevor man den Sterilisationsvorgang
einleitet Trockengewebe mit einer zu ge-
ringen Restfeuchtigkeit kénnen durch Ein-
leiten von Wasserdampf oder Anfeuchten vor-
behandelt werden

Uber die Peressigsdure als Méglichkeit der
"Kaltesterilisation" bei der Aufbereitung
thermosensibler Instrumente haben K Ban-
semir, H Bellinger, K Disch und W Kist-
ner in "Hygiene und Medizin" 4 (1979)

311 - 316, publiziert

sterilisierende Effekt einer 1 bis 2%igen

Dabei wurde der
Losung auf Papova-Viren, Entero-Viren,
Poliomyelitis Typ I, als auch Coxsackie-
viren Typ B III und Hepatitis-B-Viren
nachgewiesen Auch wurde iber toxiko-
logische Untersuchungen berichtet Die
Anwendung von Sédureldsungen ist jedoch
nicht mit dem vorliegenden Verfahren iden-
tisch, weil hier die Anwendung bei Raum-
temperatur in Form von Sdureddmpfen er-
folgt und beim Trocknungsvorgang die
nicht zur Reaktion gekommene Sédure wie-
der durch Absaugen beseitigt wird

Die Verfahrenssehritte b) bis d) dienen
zur vorbereitenden Abtrennung wirksamer
Bestandteile aus dem aufzuarbeitenden
Substrat und zur Vorbereitung des aufzu-
trennenden Substrates Fiir die Vorbe-
reitung der affinitdtschromatographischen
Apparatur (Verfahrensschritt e)) werden
die DNS-Bestandteile von foetalen Zellen
oder Tumorzellen bendtigt Zu deren Ge-

winnung wird z B die fraktionierte Schwer-

95

krafttrennung von Zell- bzw Gewebe-
homogenaten bzw Suspensionen von ent-
sprechenden Trockenpulvern bis zum
100000 g Uberstand verwendet (vgl V
Allfrey:
The cell: Vol 1I; 1

Isolation of subcellular components:
Brdachet und A E
Mirsky, Editors, Academic Press, London,
1959 - National Cancer Institute Mono-
graph 21: Development of Zonal Centri-
fuges and Auxillary Systems for Tissue
National Cancer
1966)

Zur weiteren Isolierung werden die ein-

Fractionation and Analysis:

Institute Bethesda, Maryland, USA,

zelnen Fraktionen aus Zellkernen mit En-
zymen behandelt z B mit Ptyalin und
Maltase sowie mit Beta- oder Gamma-Am y-
lase zum Abbau von Eiweillkdrpern (Lite-
ratur liber Isolierung von DNA aus Zellen:
W Meinke, D A Goldstein, M R Hall:

Anal 58, 82 (1974); G G Markov,
I G Ivanov: Anal 59, 555 (1974);
I G Ivanov, P Venkov, G G Markov:

5, 219 (1975))

Die Abbauprodukte der enzymatischen

Biochem

Biochm
Preparative Biochem
Reinigung kdénnen durch Dialyse bzw

Ultrafiltration 600 Mol
werden (B L Williams und K Wilson:

Gew beseitigt

Prak-
tische Biochemie - Grundlagen und Techni-
ken, S 106; Georg Thieme Verlag, Stutt-
gart (1978))

Ionenmilieu und pH des Substrates nur so-

Bei der Isolierung darf das

weit verdndert werden, als keine Denatu-
rierung der Wirkstoffe eintritt

Zur Vorbereitung der affinitdtschromato-
graphischen Trennung (Arbeitsschritt e))
wird die entsprechende DNS-Fraktion an
inertes Trdgermaterial, mdglichst durch
kovalente Bindung, an funktionelle, chemi-
sche Gruppen gekoppelt, ohne dafl dabei
reaktive, wirkungsspezifische Bindungs-
stellen blockiert werden Als Trdgermate-
rial kommen in Betracht z B Zellulose,

Sephadex Hydroxylapatit, Polyacrylamid-
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Gel, Polydthylengranulat, Agarose, Glas-
perlen, Silikonpartikel, Kieselgel, Zink-
oxid, Aluminiumhydroxid u a Die Ver-
fahren sind auch hier im einzelnen be-
kannt (vgl E Paoletti et al : J Biol
Chem 249, 3273 (1974); N Sigal et al
Proc Nat Acad Sei, USA 69, 3537
(1972); R L Tsai, H Green: J Mol
Biol , 73, 307 (1973); Sutton, D wund
Kemp, J D : Biochemistry 15, S 3153
(1976); Smith, T et al : Anal Biochem
48, S 27 (1972); 1 A Lautenberger, S
Linn: J Biol Chem 247, 6176 (1972))
Die triagergebundene Nukleinsdurefraktion
wird nun als Sédulenfillung fiir die Af-
finitdtschromatographie verwendet (vgl

P Cuatreeasas: Affinity Chromatography
of Macromolecules: Advances in Enzymo-
logy, Ed by A Meister, 36, 29 (1972),
Interscience, New York; F Friedberg:
Chromatography Reviews 14: 121 (1971))
Dabei wird eine Apparatur als Kombina-
tion von Chromatographie und Elektro-
phorese in Art der "Free-Flow-Electro-
Thobe,
G Werner: Elektrophorese im triagerfreien
Pufferstrom; Z Physiol Chem 351, 865
(1970); K Hannig: Z Anal Chem 338,
211 (1964))

phoresis" verwendet (N Seiler, I

Die Gewinnung von stimulierenden Frak-
tionen aus dem Substrat erfolgt aus dem
primdren Eluat, diejenigen von Hemmfék-
toren aus dem sekunddren Eluat Sobald
die Packung der trigergebundenen Frak-
tion durch Absorption des zu trennen-

den Substrats geséttigt ist, wird die Ap-
paratur mit Pufferlésung geringerer Ionen-
stirke durchgespiilt Danach erfolgt die
sekunddre Elution der absorbierten Frak-
tion Diese Elution kann durch Erhéhung
der Ionenstdrke und Verdnderung des

pH des verwendeten Puffers erfolgen Be-

sonders schonend und vorteilhaft ist eine

neuartige Methode durch Anlegung eines
elektrischen Gleichstromfeldes oder eines
Wechselfeldes geeigneter Frequenz Diese
Art der Elution hat den Vorteil, daf} die
Apparatur nach erneuter Durchspiilung

mit der primdr zur Trennung verwendeten
Pufferlosung erneut verwendet werden kann
Auch die Einwirkung eines elektromagneti-
schen Feldes senkrecht zur DurchfluB-
richtung der Pufferlésung, ggfs in Kom-
bination mit der Elektrophorese dient die-
sem Zweck Die Auftrennung des Substra-
tes in der nach c¢) wie vorstehend beschrie-
benen vorbereiteten Trennapparatur erfolgt
zweckmifigerweise durch getaktete Pro-
Dabei

werden in einem ersten Schritt die nicht-

teinaufgabe und Elutionsschritte

affinen Komponenten gewonnen und nach
einer anschlieBenden Reinigungsspiilung
der Apparatur sekunddr die Elution des ab-
sorbierten Wirkfaktors, wie beschrieben,
durchgefithrt Das sekunddre Eluat ent-
halt die

Zur Gewinnung von tumorhemmenden Fak-

gewiinschten Wirkkomponenten

toren wird die Trennapparatur mit trdger-
gebundener DNS aus foetalen Geweben
und/oder aus verschiedenen Tumorgeweben
konditioniert Der absorbierende Faktor
kann dabei aus einer einzelnen Ausgangs-
substanz oder aus einer Kombination ver-
schiedener Substanzen, wie z B aus ver-
schiedenen Tumorarten und Metastasen,
wie z B aus soliden Tumoren und aus leu-
kdmischen Zellen, die auch in Zellkultur
gewonnen werden, ggfs kombiniert mit
foetalen Geweben bestehen

Die so gewonnenen angereicherten Faktoren
konnen in wiBrigen Losungen oder inkor-
poriert in Liposomen bzw in einer Wasser-
in-O1 Emulsion (vgl deutsche Patentschrif-
ten 2650502, 2656333 sowie 2640707) in der
wilrigen Phase angewandt werden Weitere

Merkmale und Vorteile von bevorzugten Aus-



fihrungsformen der Erfindung ergeben

sich aus den nachfolgenden Heispielen

Beispiel 1

AufschluB und Sterilisation von Trocken-
pulver aus Leber durch Schwefelsdure im

Vakuum

100 g feinpulverisiertes Trockenpulver
aus Leber werden verteilt auf einer Petri'
schale in einer Schichtdicke von 0,5 cm
in einen Exsikkator gebracht, der wahl-
weise mit einem Kidltekondensator iiber ein
Pumpensystem fir Hochvakuum, gleich-
zeitig aber auch mit einem kommunzieren-
den VakuumgefdB in Verbindung steht,
das sich durch ein Ventil vom Ilaupt-
exsikkator absperren 14dBt

Es wird nun zundchst in das kommunizie-
rende Vakuumgefdl konzentrierte Schwe-
felsdure bei Zimmertemperatur eingefiillt
und das Verbindungsventil zum Exsikka-
tor abgesperrt Um eine etwaige Rest-
feuchtigkeit durch hygroskopische Wir-
kung des Trockenpulvers zu beseitigen,
wird nun zunidchst mit Hilfe des Kilte-
kondensators, der mit Accton-Kohlensédure-
Schnee unterkihlt wird, Wasser aus dem
Gewebepulver sublimiert und anschlieBend
unter Abschaltung dieses Kondensators

mit Hilfe eines Hochvakuumaggregates

so lange abgesaugt, bis der Druck im Ex-
-4

sikkator 10

das Ventil zu dem kommunizierenden Gefdl

Torr erreicht Danach wird
gedffnet, so daB nun Schwefelsdure in
dampfféormigem Zustand in den Exsikkator
eindringen kann

Das Vakuum fillt jetzt auf den Dampf-
druck der Schwefelsdure ab Nun wird die
Verbindung zum Rezipienten der Sdure
unterbrochen, vorher aber die kommuni-

zierenden Rezipienten von dem Pumpen-
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aggregat getrennt Durch Einblasen von
Stickstoff in den Exsikkator wird das Va-
kuum tber dem Leberpulver nur gering-
gradig weiter verschlechtert Dadurch kon-
densiert der Schwefelsduredampf auf dem
Leberpulver Nach einer gewissen Einwir-
kungszeit wird die Verbindung zum Pumpen-
system und zum Rezipienten fiir die Sédure
wieder gedffnet und nach Erreichen des
Dampfdruckes der Schwefelsdure der Vor-
gang zweimal wiederholt Zum Schlufl wird
dann die Verbindung zwischen den beiden
kommunizierenden GefdBlen nicht wieder-
hergestellt, sondern lediglich zwischen
Exsikkator und dem Pumpensystem Es

wird nun so lange abgepumpt, bis alle Schwe-
felsdure aus dem Exsikkator entfernt ist,

die nicht chemisch zur Reaktion gekommen

ist Auf diese Weise kann auch die Wasser-
stoffionenkonzentration des Trockenpulvers
aus Leber auf der sauren Seite beliebig ver-
dndert werden Je intensiver und ldnger
die Absaugung erfolgt, um so mehr wird

der pH-Wert neutral

Beispiel 2

Abtrennung unwirksamer Bestandteile

1 g der nach Beispiel 1 gewonnenen fein-
pulverisierten Trockensubstanz aus Leber
wird in 100 ml phosphatgepufferter isotoner
NaCl-Losung (pH 7,4) durch Turbomixer
bei 6 - 10°C homogenisiert und bei 200 g
10 Minuten zentrifugiert Der iiberstand
enthdlt die zytoplasmatischcn Zellbestand-
teile: das Sediment die Zellkern- und Mem-
branfraktion Sediment und iiberstand werden
getrennt weiter aufgearbeitet,

a) Der iiberstand wird mit 40 ml 5 mM Tris
(-Hydroxymcthyl)-Aminomethan in 40 mM
NaCl mit 10 ml Natriumtaurocholatlésung

(80 mg/ml) versetzt und auf pH 9,2 einge-
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stellt Nach Zugabe von 2,5 ml Enzymsus-
pension (Lipase) wird zwei Stunden bei
37°C inkubiert Dadurch werden die
Lipasen abgebaut

Zum Abbau der Polysaccharide zu Glu-
kose wird eine Konzentration von 10 mg
Substrat/ml mit Na-Acetat auf einen pH-
Wert von 4,8 eingestellt Nach Zugabe
von Amyloglukosidase wird bei 40°C zwei
Stunden inkubiert AnschlieBend wird
gegen phosphatgepufferte physiologische
NaCl-Losung (pH 7,4) 24 Stunden dialy-
siert oder das Substrat ultrafiltriert mit
einer Trenngrenze Mol Gew 600

b) Zur Isolierung der DNS aus dem Sedi-
ment wird dieses in 20 ml 0,24 M Na;PC>,
(pH 6,8) mit 1% SDS (Natriumdodecyl-
sulfat), 8 M Harnstoff und 10~* M ADTA
(Athylendiamintetraessigsdure) suspen-
diert und dieser Rohextrakt auf eine

30 x 2,5 cm-Sédule mit Hydroxyapatit
(Ca;o(PO4)s(OH),) gegeben RNS (Ribo-
nukleinsduren), Proteine und Polysaccha-
ride werden mit 0,24 M Na;PC>, (8 M Harn-
stoff) eluiert, wahrend DNS selektiv in
einem zweiten Eluat mit 0,48 M NagPO"-

Puffer gewonnen wird

Beispiel 3

Kopplung von DNS an Tridgermaterial

Die Ankopplung der DNS an Zellulose als
Tridgersubstanz fir die Affinitdtschroma-
tographie:

Eine DNS-Lésung (1-2 mg/ml in 0,01 M
Tris-(Ilydroxymethylaminom ethan-HCI)
(pH 7,4) mit 0,001 M ADTA wird mit trok-
kener Zellulose im Verhdltnis 1 g Zellu-
lose zu 3 ml DNS-Losung gemischt Nach
Trocknen iiber Nacht bei Raumtemperatur
wird das verbleibende Wasser durch Ge-

friertrocknung entfernt, der dabei ent-

stehende Puder in 20 Volumenteilen Tris-
1IC1 suspendiert und bei 4°C einen Tag
inkubiert Die iberschiissige DNS wird
durch Waschen mit Pufferldsung entfernt
und die DNS-Zellulose 1:20 mit Puffer ver-

diinnt in eine 5 mm-Sdule gefiillt

Beispiel 4

Selektive Adsorption und Desorption des
Wirkfaktors

Aus einer Proteinlésung von juveniler
Rinderleber, die in Analogie zu den vor-
hergehenden Beispielen sterilisiert und von
unwirksamen Bestandteilen befreit wurde,
sollen die hemmenden Faktoren angereichert
werden Man benutzt dazu eine rechteckige
Flachgel-Apparatur fir Affinitdtschromato-
graphie mit Elektroden an den dufleren
Lédngsseiten Die Apparatur wird mit der
nach Beispiel 3 gewonnenen DNS-Zellulose
beschickt, wobei die DNS aus foetaler Rin-
derleber gewonnen wurde

Die Trennsdule wird dquilibriert mit 0,001 M
ADTA, 0,01 M Na3;P04 (pH 7,4) bei 37°C
Die zu trennende Probe wird dialysiert gegen
dieselbe Pufferlésung Sie wird dann in
einer Konzentration von 1 mg Protein/ml der
Trennapparatur zugefihrt Das primédre Elu-
at enthdlt die stimulierende Fraktion Nach
einer Trennzeit von 8 Stunden wird die
Apparatur mit Pufferlosung durchgespiilt
Zur sekunddren Elution der von der gebun-
denen DNS absorbierten Faktoren wird bei
weiterer Zugabe des Puffers ein elektrisches
Wechselfeld von 50 kHz und 1000 V, 5 mA
angelegt Gleichzeitig wird die Ionenstdrke
des Puffers durch Zugabe von NaCl bis

1 M kontinuierlich erhéht

Wird ein Gleichstromfeld angelegt (2000 V,
10 mA) kann gleichzeitig eine Auftrennung

nach der elektrophoretischen Beweglichkeit



erreicht werden durch ortlich getrennte
Entnahmestellen

Die gewonnenen Fraktionen werden an
Tumorzellkulturen nach den in '"Der Kas-
senarzt" Heft 19, Mai 1979, S 1816 - 1887
angegebenen Methoden auf ihre Wirksam-
keit gepriift Damit wird die Fraktion
der hochstspezifischen Aktivitdt ermit-
telt, wonach die Charge standardisiert

wird

Beispiel 5

Gewinnung von tumorhemmenden Faktoren

Zur Gewinnung von tumorhemmenden Fak-
toren aus Leber wird die DNS-Fraktion

aus einer Mischung von verschiedenen
soliden Tumoren (z B Melanom, verschie-
dene Arten von Karzinom (Mamma, Prostata,

Lunge, Magen, Darm, Hirn) und ggfs
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Sarkomen aus mesenchymalen Geweben zu-
sammen mit den entsprechenden Metasta-
sen und mit in Kultur geziichteten Leu-
kdmiezcllen (lymphatischen Zellen und mye-
loischen Zellen)) isoliert und entsprechend
Beispiel 3 an Zellulose gekoppelt und dann
wie in Beispiel 4 zur Auftrennung einer
Eiweillosung aus Leber verwendet Der
Hemmfaktor wird durch sekundire Elu-
tion gewonnen und an Tumorzellkulturen
auf seine spezifische Hemmwirkung ge-
prift Auf analoge Weise kann auch DNS
aus Einzeltumoren , ebenso aus foetalen
Geweben, insbesondere foetaler Plazenta
und Leber, eingesetzt werden Auch kon-
nen Korperflissigkeiten entsprechend
aufgetrennt werden Tumorherrmende
Fraktionen lassen sich besonders auch
aus dem maternen Anteil der Plazenta

(Dezidua) gewinnen
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Process for Producing Biologically Active Factors

United States Patent

Number: 4,621,055
Date of Patent: Nov 4, 1986

Abstract

A process for producing” biologically active
factors from a substrate, in the form of
cell homogenates of organ tissues, of
microorganisms, plant components and/or
body fluids

in an aqueous form and freed of accompany-

To this end, the substrate,

ing particulate substances, is selectively
separated by affinity chromatography using
a biological sorbent, in the case of which

at least one nucleic acid (desoxyribonucleic
and/or ribonucleic acid) or at least one pro-
tein or pcptide is coupled to a carrier sub-
stance; in the primary eluate components
having no affinity are present, while the
active factors (which have an affinity) arc
secondarily eluated By binding nucleic
acids or proteins from a given origin to a
carrier, active factors with special proper-
ties such as tumor inhibiting substances,
or stimulating substances may be positively

produced

Cross-References to Related Applications

This application is a continuation-in-part
415,989, filed Sept
8, 1982, now abandoned Application Ser
No 415,898 filed Sept 8,
tinuation of application Ser No
filed Jan 3,

of application Ser No

1982 is a eon-
202, 799,

1980, now abandoned

Background of the Invention

The present invention relates to a process
for producing biologically active factors from
a substrate in the form of cell homogenates
of organ tissues, of microorganisms, of
plant material and/or of body liquids More
specifically, the invention is directed to
obtaining sterile, biologically active factors
which may be used for the Stimulation and,
on the other hand, for the inhibition of
processes of growth, metabolism, and of
synthesis in eukaryotic and prokaryotic

cells and tissues

On the basis of data from my own experiments
with respect to effects on growth and meta-
bolism of human tissue cells in cell cultures
by treatment with macromolecular organ
extracts (V Paffenholz und K Theurer:
EinfluB von makromolekularen Organsub-
stanzen auf menschliche Zellen in vitro,

1 Diploide Kulturen, II

(the effects of macromolecular organ sub-

Tumorzellkulturen

stances on human cells in vitro, I diploid
cultures, II tumor cell cultures): Der Kas-
senarzt, no 27, pages 5218 to 5226, 1978,

no 19, pages 1876 to 1887, 1979), it has
been seen that an inhibitory effect on
tumor cells and heteroploid cells was pro-
duced at high dilutions in a concentration
-6 -9
of 10 to 10
and Stimulation of healthy normal cells was

g/ml of culture medium,

produced using high concentrations be-
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—3 —6
tween 10 ' to 10  g/ml of culture medium
The active factors were identified as pro-
teins and peptides
In view of these differences, it seemed
likely that different factors were effective
for inhibition and Stimulation with different
sites of action (K Theurer: Prophylaxe
und Therapie von Pridkanzerdsen und
Malignomen mit makromolekularen Organ-
extrakten (prophylaxis and therapy of
precanceroses and malignant tumors with
macromolecular organ extracts): Krebs-
geschehen 4, pages 80 to 86, 1980) This
was responsible for the development of the
present process for separating inhibiting
and stimulating factors from cell homogeni-
Studies of S R Burzynsky, Z Stolz-

mann, B Szopa, F Stolzmann and O P

sates

Kaltenberg (Antineplaston A in Cancer
Therapy: Physiological Chemistry and Phy-
sics, 9, pages 485 to 500 (1977)), make

it clear that such tumor inhibiting factors
are present in the urine of healthy indi-
viduals and may be produced therefrom

It ist furthermore known that tumor inhi-
biting factors are present in the blood of
healthy individuals

One purpose of the invention is that of
producing active factors from biological
substrates selectively and freeing them
of undesired accompanying substances so
that they may be used for scientific and
therapeutie purposes and in industry

In the present invention the substrate,
in an aqeuous form, and free or freed of
accompanying particulate substances is
selectively separated using a biological
affinity sorbent, in which at least one
nucleic acid, or at least one protein or
peptide, is coupled with a carrier sub-
stance Non-binding components are eon-
tained in the primary eluate and the active

factors, having an affinitv are secondarilv
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cluated In this respect, the wording
"primary eluate" is used in the sense of

an ecluate which is provided by simple rin-
sing of the sorbent, while on the other
hand , for producing or obtaining the eluate
with the binding activc substances in it,
special adjuvants are used having the

effect of desorbing the active substances

or factors from the affinity sorbent In

this respect not only the primary, but
futhermore the secondary eluate may under-
¢o further fractionation, in which respect,
in the case of the secondary eluate, phy-
sico-chemical fractionating Operations are
preferred

With the selective biological separating pro-
cess of the invention for active substances
or factors it becomes possible for biological-
ly active substances or factors having

given properties to be separated positively
on an substrate made up of a great number
of different materials Separation of the
substrate into components is prcferably
undertaken by affinity chromatography or
by a combination of affinity chromatography
and electrophoresis The electrophoresis
may be undertaken in the form of "Free-
flow-Electrophoresis" The affinity chro-
matography makes possible selective Sepa-
ration into or of desired active factors, in
which respect the nucleic acids or the
Proteins, which are coupled with the
carrier substance for formhg the affinity
sorbent, are selected in a way dependent
on the desired properties of the desired
active factor or factors The nucleic acids,
or, in the other case, the proteins or pep-
tides, used for producing the affinity
sorbent, are, for their part, preferably
isolated from a substrate of the sort noted
at the Start. More speeifieally, if the
nucleic acids, or in the other case, the pro-

teins or peotides for the affinitv sorbent
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are to be isolated from such a substrate, it
is best for the substrate to be freed, be-
fore separating of these substances, of
undesired or ineffective accompanying" sub-
stances The undesired or inefl'cctive
accompanying substances may be enzyma-
tically degraded, whereaf'ter the products
of degradation may be rcmoved by dia-
lysis of fragments or by Ultrafiltration. In
this respect, as a general rule, products
with a molecular vveight under 600 will be
rcmoved, because it has turned out that
the biologically interesting active factors

have a higher molecular vveight, and, more

specially one of the order of 600 to 1,000,000T

The enzymatic degradation is preferably un-
dertaken positively in a vvay dependent

on the sort of desired active substances
Carbohydrates and lipids may, generally
speaking, be rcmoved, while on the other
hand, proteins or nucleic acids will only
be removed if they are undesired as active
substances If only Polypeptides or proteins
are desired as the active substances, this
generally being the case, the nucleic acids
may be degraded as well If, the other way
round, the desired active substances are
nucleic acids, for example for further use
as affinity sorbents, it is then possible

for the Polypeptides or proteins to be
degraded Desoxyribonucleic acid will

most oftcn be the preferred nucleic acid
because, from the biological point of view,
it is more interesting For special purpose,
however, ribonucleic acid may be used
Before separating, and more specifieally,
before the removal of any undesired
accompanying substances, the substrate

is best sterilized If a material change in
the biological substances is not of key im-
portande, conventional ways of sterilizing,
as for example chemical sterilization or

sterilization with ionizing radiation may be

utilized More importantly, however, ste-
rilization by condensing volatile substances
with sterilizing properties onto the sub-
strate, in the form of a powder, is to be
preferred, as the preferred starting ma-
terial is also in the form ol' a powder, the
substances for this purpose which are more
specially preferred are those in the case
of which any excess may be removed by
evaporation or Sublimation Sterilization

is best undertaken in vacuo using pressure
variations

The affinity sorbent may be produced by
coupling highly purified nucleic acid
fractions to inert carrier substance for
affinity chromatography of the substrate
The discovery has been made that carrier-
bound protein or peptide fractions have a
specially high degree of avidity for stimu-
lating acting substances and carrier-
bound nucleic acid fractions have such an
avidity for inhibitory activc substances,
for which reason they are preferred for
use on these lines for producing the active
substances in question in the secondary
eluate In this respect, it is furthermore
important from which biological material
the protein or peptide fractions on the

one hand, and the nucleic acid fractions
on the other hand, are produced, which
are used for producing the affinity sor-
bent, as explained in more detail herein-
after By making the right selection, it

is, for this reason, possible to make certain
that given active factors, present in the
substrate and having given properties,
may be positively separated out

The invention is directed not only to the
process for producing or obtaining the
active factors, but is furthermore directed
to the active factors per se, which may be
obtained with the process of the invention,

and furthermore to the use of such sub-



stances Detailed working examples will

bc given herein of the invention In this
respect, it is to bc noted that the substrate
may be produced from any sort of biologi-
cal material containing active factors

The most important of such starting mate-
rials seem to be body fluids such as blood,
cerebrospinal fluid, amnion-exudates,
transsudates, and fluids expressed from
tissues and urine

In a preferred form, the process of the
invention may be divided into a number of
preferred steps, which may be combined
together in any suitable way, namely:

a) non-destructively sterilizing the starting
materials to eliminate any viral components
while, at the same time, increasing the
quality of the hydrophilic properties, that
is, the water solubility by partial lysis of
the molecular sub-units and the addition
of radicals of the acids and alkalis used

b) separating (first-stage) ineffective or
otherwise undesired components of the sub-
strate ,

¢) coupling of highly purified desoxyribo-
nucleic acid and/or RNA fractions, morc
specially, ribosomal RNA and, on the other
hand, of protein and peptide fractions to
activated inert carrier substance for for-
ming the affinity sorbent for affinity
chromatography of the substrate to be
separated into its components,

d) separating (second-stage) the substrate,

produced in step b), on the affinity sorbent,

prepared in step c), by sample inlet and elu-

tion steps,

e) obtaining tumor-inhibiting factors by
affinity chromatography of substrates
produced from fetal and/or juvenile nor-
mal tissue and/or body liquids of healthy
individuals on carrier-bound DNA,

f) producing stimulating factors,

g) producing organ-speeifie fractions, and
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h) producing fractions from micro-organism
and plant cells

The intermediates of process steps a) may
be used per se The sort of use and fur-
ther processing of the produets made in
this process will be given in further detail
hereinafter On the other hand, steps a)
and b) are not neccssary for processing the
substrate A particularly interesting
aspect of the invention is, however, the
sort of sterilization and first-stage treat-
ment of the substrate to be separated and
electrophoretic elution of the proteins, ad-
sorbed on the carrier-bound substances,
by changing the voltage or current level
and furthermore the use of special starting
materials and their application Scientific
details and the sort of the application and
further processing are in line with the
present stage of development of the art

A condition for therapeutic use of active
substances from biological tissues in steri-
lity with respect to viruses Government
Prohibition of processing medicaments with
ionizing radiation and of denaturizing by
chemical processing makes a specially non-
destruetive sterilization step a) of key
importance This process step is further-
more beneficial with respect to under-
taking further process steps later because,
at the same time, there are better hydro-
philic properties and the partial cleavage
into molecular sub-units is effected The
acidic or alkaline effect produced by
addition of acids and alkalis may readily

be neutralized by the right form of buffer-
ing so as to make certain of the best pll-
value in the separating operation

In the case of cell cultures and animal
experiments a significantly better inhibi-
tory effect on tumors and a stimulating
effect in the case of normal tissue was pro-

duced by preparations obtained using pro-
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cess Step a) than is the case with prepa-
rations which only underwent freeze-
drying For this reason, it seems clear

that process step a) has a favorable ef'fect
on the efficacy of the end-produet

In process step a) use is preferably made
of vapors of concentrated acids or alkalis,
and, more specially, concentrated sulf'uric
acid, acetic acid, formic acid or diethyl-
amine and/or mixture or peracids with the
corresponding concentrated acids, the
pulverized substrates or concentrates being
acted upon by the vapor of the substance
which is to have an effect on them , in
vacuo at room temperature without any
further heating, the vapor condensing

on the substrate In German Pat No
1,090,821, whose process details may be
used in the present invention, the workings
of such a process are noted in connection
with a partial breaking up of the starting
material The discovery has now been made
that on using materials with sterilizing
properties, this process gives very high-
level effects, per-compounds being more
specially preferred in this connection
Obtaining or producing sterile medicaments
from biological tissues, more specially organ
tissues, is frequently hard to undertake
because, using conventional disinfectants,
fill sterility may not be produced without
great denaturization and loss of the thera-
peutic efficacy For this reason, public
health authorities have enacted specially
tight rules for producing such medicaments,
as for example the keeping of isolated
groups of animals and breeding them under
sterile conditions Because of such rules
or conditions, there has been an overly
great increase in price of the products
without, however, producing any fill and
complete warranty for sterility, more spe-

cially with respeet to viruses On the other

hand, the use as well of antibiotics and/or
chemotherapeutic agents having the pro-
perty of inactivating viruses, is linked
with the risk of making the patient aller-
gic

In experiments with organ powders pro-
duced from virus-infected chicken embryos,
it has been possible to make clcar that
sterility may be produced by a modification
of the process for the controlled chemical
breaking up of organs for therapeutic
1090,821)

The process is modified in that the sub-

purposes (see German Pat No

strates, with 5% to 30% of residual water

(in comparison with a normal level of 60%

to 87% of water in fresh tissues) are acted
upon by the vapors of acids in vacuo,
there being the addition, to these acid
vapors, of the corresponding peracids,
more specially of formic acid, acetic acid or
sulfuric acid, in a mixing ratio of 1 part of
peracid to 1 to 4 parts of the corresponding
acid anhydride Furthermore, vapors of
acids may be used, to which on pro-
ducing them, a smaller amount of hydrogen
peroxide is added than will be nccessary

for producing the peracid itself for example
there would be the addition to 10 parts of
98% formic acid of 0,1% to 08% of 30% hydro-
gen peroxide together with 0,5% of concen-
trated sulfuric acid in place of 10 parts

of concentrated formic acid with 1 part of
hydrogen peroxide, and in the case of

10 parts of acetic anhydride there would

be the addition of only 05 to 4 parts of
fresh 30% hydrogen peroxide (in place of

5 parts of the sarne) The useful effect of
this process is that the "partial" peracids
arc less aggressive and may be more readily
handled, that is to say with less danger of
explosion

On causing the substrate to be acted upon

by vapor, the amount of acid, which bccomes



Condensed on the substrate, is best so
controlled that in effect it is equal to a
05% to 2% peracid The condensation Opera-
tion may, if necessary be undertaken a
number of times by stepping down the
vacuum level for a short time before the
acid vapors are run into the apparatus
again for condensing on the substrate If
the amount of acid is not metered, the
sterilization operation may be undertaken
for some minutes, whcreas if the amounts
of acid are limited or measured out for a
given amount of substrate, the operation
may be undertaken for a number of hours
The test for sterility of the substrate

may be undertaken by ways which are
conventional in microbiology and virology
by culturing the viruscs in hen's eggs or
in cell cultures The tcsting or assaying of

the biological activity of the preparations

still in existence is undertaken by bioassay
using cell cultures (see V Paffenholz and
K Theurer: EinfluB von makromolekularen
Organsubstanzen auf menschliche Zellen in
vitro (The effects of macromolecular organ
substances on human cells in vitro), see
page 94) and by animal experiments

The process is not responsible for any pro-
ducts with a toxic effect, as for example
heterocyclic Compounds, because the
fragments produced do not (because of

the absence 6f water) undergo reaction or
conjugation with eaeh other The peroxides
produced at a low level are responsible, on
therapeutic applications, for a desired
stimulating effect in the substrates like
that of ozone when therapeutically used
Furthermore, in the case of this process,
the acid which has so far not undergone
reaction, may be drawn off by stepping

up the vacuum

In other respects, however, it is further-

more possible for neutralization to be caused
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by blowing in alkali vapors as for example
of mercaptoethanol and then drawing off
again By the simultaneous reducing
effect, the oxidation effect may, in part
bc cancelled out again

The use of peracid vapors makes necessary
the use of acid resistant plastic piping and
glands The vessel for the peracids may
best be connected by means of a threeway
cock with the vacuum pump and, on the
other hand, with the reeipient for the
substrate so that, after producing the
vacuum in the substrate reeipient, the
vacuum pump may be cut off and the acid
vapors run into the apparatus

It is furthermore possible for frozen,
undried tissue powder to undergo drying
before hand (by freeze-drying to get down
to the desired residual moisture level, or
by drying in the presence of hygroscopic
materials such as concentrated sulfuric
acid) before the sterilization operation is
started If the residual moisture level in
the dried tissues is overly low, they may
be processed in a first stage by running
water vapor into the apparatus, or by
moistening directly

Details in connection with peracetic acid
for "cold sterilization'" for thermosensitive
instruments have been given in a paper
Bellinger, K Disch
and W Kastner in "Hygiene und Medizin"
4 (1979), pages 311 to 316, from which

it will be seen that sterilizing effects are

produced with a 1% to 2% Solution in the

by K Bansemir, II

case of papova-viruses, Entero-viruses,
Poliomyelitis type I and furthermore in
the casc of Coxsackie viruses type B III
and Hepatitis-B viruses An account was
furthermore given on toxicological testing
The use of acid solutions as such is, how-
ever, not the same as the process of the

present invention, because in it the opera-
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tion takes place at room tcmperature and
with the application in the form of acid
vapors, and furthermore on the drying
operation the acid which has not under-
gone reaction, is drawn off again

The acid vapor lysis process in vacuo a)
is used as such furthermore for controlled
chemical digestion of organs for therapeu-
tic purposes and more specially of fetal,
embryonic juvenile tissues, of fetal bovine
liver, thymus, spieen, cardiac muscle and
brain for producing special preparations
for the treatment of neoplasms and diseases
of the immune system

The sort of digestion and degradation of
biological tissues is of key importance for
their therapeutie effeet, as has been seen
to be the case for fetal and embryonic
organ preparations produced by the process
for controlled chemical digestion of organs
and for therapeutie purposes (German Pat
No 1,090,821)

tions, more specially, of fetal liver, spieen,

The use of such prepara-

thymus, cardiac muscle and brain has not
been responsible for any incompatibility
in the case of animal experiments or in the
case of use on humans The effect of pre-
parations made from fetal and young
bovine liver has been surprising in onco-
logy Although the relation between the
carcino-embryonic antigen (CEA) and
tumor antigen is known, no report has
been come across in the literature to the
effect that good prophylactic and thera-
peutie effects may bc produced in the case
of experimental tumors by using liver pre-
parations This has, however, turned out
to bc the case with preparations produced
by the present process in testing on a
methylcholanthren induced tumor (which
was induced some years back in the Sloan
Kettering Institute of Cancer Research in

New York) on transfer by innoculation to

Furthermore, in animal experiments, it was
possible for antibody formation to be forced
down to a lower level on using preparations
of fetal bovine thymus and fetal spieen

This biological immune suppression is im-
portant for the treatment of allergic diseases
and has furthermore been seen to take place
in the case of man on the therapeutie appli-
cation of such preparations

On the other hand, in animal experiments
using the hemolysis plaque test, as illustra-
ied in Examples 6 and 7, it was possible

to determine that such preparations from
fetal cardiac muscle, fetal liver and brain
make possible an even more intense Stimula-
tion of antibody synthesis than is the case
with conventional immune stimulants

The hemolysis plaque technique makes it
possible to get readings for the level of
immunological defense from the number of
influcnced antibody-forming cells in the
spieen If there is a greater plaque forma-
tion than in the untreated control, this is
a sign for a stepping up of immune defense
while, on the other hand, a lower figure
for plaque formation indicates a drop

in immune response To this end, mice
were sensitized with respect to washed
ovine erythrocytes and additionally
pretreated with preparations (produced

by the claimed process) from fetal organs,
used in an aqueous, diluted form, and
then, at different times later on after

the injection, the mice were splenectomized
Then a spieen cell suspension was made up,
which together with the ovine erythro-
cytes and agarose were poured into petri
dishes as a thin layer After ineubation
for one hour, the devclopment of the
plaque-forming cells took place with dilu-
ted guinea pig complement which is
necessary for the lysis of the cells in

addition The control group was made up



of mice which had not had any organ
preparations

The dry organ powdcrs produced by the
present process from fetal and juvenile
tissues were taken up directly in physiolo-
gical sodium chloride and suspended or
dilutions in water thercof were prepared
Not only the suspensions, but further-
more the diluted solutions may be injected
parenterally

The process step b) for the preliminary
separating off of ineffective components
from the substrate which is to be processed
is, on the one hand, for eonditioning

the affinity sorbent and, on the other hand,
for pre-processing the substrate which

is to be separated For this reason these
two preliminary separating Operations may
be undertaken scparately On the other
hand, for separating operation d) it is
possible to make use as well of substrates
which have not undergone the part-pro-
cesses a) and b), or have only undergone
them in part and which are of different
origins Furthermore, mixtures of different
starting materials may be used, although,
however, it is best for the ineffective
components of the substrate as for example
Polysaccharides, glycogen, lipids and
possible ribonucleic acid (RNA) to be re-
moved conventionally, this furthermore
being true for the DNA from the substrate
to be separated, if such DNA is not the
desired active factor

The Separation off of ineffective or un-
desired components is not necessary in

the case of the substrate to be separated,
because the desired active factor is, as we
have seen, selectively bound by the affinity
sorbent Only the nucleic acid components
(DNA and/or RNA) of the starting sub-
strate or only the protein or peptide

fractions of the same are needed for
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readying the apparatus used for affinity
chromatography For separating, fractional
centrifugation of the cell and tissue homo-
genisates (or suspensions from the dry
powder) is used giving a 100,000 g super-
natant top layer (see V Allfrey: Isola-
tion of subcellular components: The Cell:
Vol 1 1 Brédchet and A E Mirsky,
Editors, Academic Press, London 1959
National Cancer Institute Monograph 21:
Development of Zonal Centrifuges and Aux-
illary Systems for Tissue Fractionation and
Analysis: National Cancer Institute Bethes-
da, Md , USA, 1966)

For further isolation, the Single fractions
of cell nucleic mitochondria, ribosomes and
the supernatant top layer are processed
with enzymes: for example with ptyalin and
maltase and with beta or gamma amylase for
the degradation of saccharides, with amylo-
glucosidase for the degradation of glycogen,
with lipase for the degradation of lipids,
with RNases for the degradation of ribo-
nucleic acids, with DNase for the degrada-
tion of DNA and with proteinases or pep-
tidases (as for example pepsin, papain,
trypsin) for the degradation of proteins
and peptides As will be elear, in the
preliminary Separation of the peptide
fractions, no proteinases or peptidases

are used and, on producing the nucleic
acid fractions, no nucleases are used (For
papers on the isolation of DNA from cells,
see: W Meinke, D A Goldstein, M R

Hall; Anal Biochem 58, 82 (1974) ;

G G Markov, I G
59, 555 (1974); 1 G Ivanov, P Venkov,
G G Markov: Preparative Biochem , 5, 219
(1975))

Ivanov: Anal Biochem

The degradation produets produced by the
enzymatic eleaning step may furthermore be
removed by dialysis or Ultrafiltration to
less than 600 molecular weight (see B L
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Williams and K Wilson: Praktische Bio-
chemie - Grundlagen und Techniken,

page 106; publisher: Georg Thieme Verlag
Stuttgart, (1978))

environment and the pH of the substrate

On isolation the ionic

may only be changed to such a degree

that no denaturing of the active substances
takes placc

For getting ready for the Separation by
affinity chromatography in working step

c), the nucleic acid fraction (mostly DNA)
or, however, the protein or peptide fraction
is coupled to inert carricr material, as far
as possible by covalen bonds, to functional
chemical groups, without this being respon-
sible for the blocking of reactive bonding
sites having a specific effect A carrier
material may, for example, be cellulose,
Sephadex hydroxylapatite, polyacryloamide
gel, granulated Polyethylene, agarose,

glass beads, silicone particles, silica gel,
zinc oxide, aluminium hydroxide etc
Furthermore, detailed forms of the processes
are known in the art (see: E Paoletti et
Chem 249, 3273 (1974)

N Signal et al : Proc Nat Acad Sei

USA 69, 3537 (1972); R L Tsai, H Green:

J Mol Biol, 73, 307 (1973); Sutton, D

and Kemp, J D :
3153 (1976); Smith, I
ehem , 48, page 27 (1972); I A Lauten-
Chem 247, 6176,
(1972); and on the question of binding

al : j Biol

Biochemistry 15, page
et al : Anal Bio-

berger, S Linn: J Biol

of proteins or peptids to carrier substances
see: G F B Schumacher and W B Schill:
Anal Biochem , 48, 9 (1972); E D Sevier:
Anal Biochom 74, 592 (1976))

The carrier-bound nucleic acid or protein
fraction is now used as a column filling

for affinity chromatography (see P Cuatre-
casas: Affinity Chromatography of Macro-
molecules: Advances in Enzymology, Ed

by A Meister: 36, 29, 1972 Interscience,

New York; F Friedberg, Chromatography
Reviews 14; 121, 1971)

In this respect, @a preparative Chromato-
graphie column or a combined apparatus
for chromatography and electrophoresis
on the lines of Free-Flow-Electrophoresis
may be used (see N Seiler, I Thobe,

G Wctner: Elektrophorese im trigerfreien
Pufferstrom (electrophoresis in a carrier-
free buffer current): Z Physiol Chem
351, 865 (1970); K Hannig: Z Anal Chem
338, 211 (1964))

filier in the case of this free-flow electro-

The use of carrier-bound

phoresis has so far not been noted in the

literature

The recovery of stimulating fractions from
the substrate is undertaken in a separating
apparatus with a carrier-bound protein
fraction, while the Separation of the inhi-
biting factors takes place in an apparatus
with DNA fractions, in the secondary eluate
As soon as the packing of carrier-bound
fraction is saturated by absorption of sub-
strate to be separated, the apparatus is
rinsed thoroughly with a buffer Solution

of low ionic strength This secondary
elution takes place of the absorbed fraction
This elution may be undertaken by in-
creasing the ionic strength and changing
the pH value of the buffer used A new
process which is specially useful and

is very free of undesired effects, makes
use of an AC field at a suitable frequency
This sort of elution has so far not been
noted in the literature The useful effect
is that the apparatus may be used again,
after thorough rinsing with the buffer
Solution used for primary desorbing
Furthermore, this purpose is furthered
by the effect of an electromagnetic field
which is normal to the direction of motion
of the buffer Solution, possibly in combi-

nation with electrophoresis The sepa-



ration of the substrate in the separating
apparatus, readied in process step c), is
best undertaken by sequential or on-off inlct
of sample and elution steps In this respect
in a first step, the components without
affinity are produced and then, after
cleaning the apparatus by rinsing as a
secondary step, elution of the absorbed
active factor takes place as detailed earlier
The primary eluate and the secondary
eluate have the opposite effective compo-
nents in them

For producing tumor-inhibiting factors e),
the separating apparatus is best conditioned
with carrier-bound DNA from fetal tissues
and/or from different tumor tissues

The absorbing factor may, for this reason,
be made up of a Single starting substance
or of a combination of different substances
as for example different sorts of tumors
and metastases, such as solid tumors and
leukemic cells, which are produced in cell
cultures, possibly combined with fetal
tissues

The genus or organ specific factors of the
substrates to be separated may be pro-
duced or obtained by using carrier-bound
factors, which are different for the sub-
strate to be separated The separating
operation takes place using the proteins

in question with special degrees of speci-
ficity as absorption materials For this
reason, for example, factors, which are
contained in the liver, may be isolated
from kidney tissue or from an other
tissue: on the same lines it is further-
more possible for feto-embryonic and
carcino-embryonic antigens and compo-
nents to be produced from body fluids
This process 1is furthermore used for
producing inhibiting and stimulating
substances with respect to microorganisms

In this respect, carrier-bound DNA from

111

micro-organisms is used for separating
the substrate of the parallel extracts from
like or different micro-organisms In this
way it is possible for natural biological
antibiotics to bc produced while on the
other hand stimulating factors take effect
on the reproduetion and effect of micro-
organisms with special funetions, as for
example of micro-organisms, modified by
gene transfer for the synthesis of biolo-
gical factors as for example insulin and
interferon On these lines, the desired
effect of olcophagic micro-organisms may
be activated In the same sort of way,
plant factors may be separated, possibly
for producing biological plant protection
On the

other hand, the process may furthermore

substances or growth factors

be used for isolating certain gene scctions
In this respect the protein fraction, which
has becn isolated and identified before-
hand, is used in a carrier-bound form

for separating off the DNA fraction in
question The DNA gene sections to be
isolated will then be in the secondary eluate
Taking a general view it may be seen that
the present invention is more particularly
directed to producing, that is to say obtain-
ing, sterile biological active factors for
stimulating , and on the other hand for
inhibiting, events in connection with growth,
metabolism, synthesis in eukaryoic and
furthermore prokaryoic cells and tissues,
from ccll homogenisates produced from organ
tissues, micro-organisms, plant components
and/or body fluids (blood, cerebrospinal
fluid, amnion-exudates, transudates, fluids
expressed from tissues and urine) A list
and further detail will now be given to
preferred forms of the working steps

detailed so far:

a) the sterilization, with as littlc undesired

effect as possible, of biologically active
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substances, more specially with respect to
viral components and producing better hydro-
philic properties, the partial cleavage into
molecular sub-units and the addition of
radicals from acids and alkalis or bases
(used in vapor form), and more specially

of concentrated sulfuric acid. acetic acid,
formic acid or diethylamine and/or mixtures
of peracids with the parallel concentrated
acids, in which respect the pulverized sub-
strates or concentrates with the agent for
producing the desired effect (and whose
boiling point at atmospheric pressure is
greater than room temperature) put together
in a shut-off or sealed system, but without
mixing, are acted upon by such a vacuum

as makes possible a change of the agent

(for producing the desired effect) into the
vapor phase; and, after the desired effect
has been produced on the substrate, the
unreacted agent is removed again, the
starting materials more specially being frozen
and pulverized organic tissues, and the
chemical agent in vapor form from a present
amount is Condensed firstly onto the sub-
strate by lowering the vacuum, and, after
the desired effect has been produced, the
excess agent is removed again by in-
creasing the vacuum and the products so
processed are used per se or in the further
process steps;

b) the preliminary removal of ineffective
components from the substrate (contain-
ing, for example, polysaccharidcs, lipids,
ribonucleic acids and desoxyribonucleic
acids (DNA) or, however, protein or pep-
tide fractions) takes place by centrifuging
off the cell nuclei and cytoplasmatic com-
ponents and/or enzymatic degradation ,
for example using ptyalin and maltase,
lipases, RNases, DNases, proteinases or
peptidases, dialysis of fragments under

a molecular weight of 600 or Ultrafiltration:

e) the coupling of highly purified desoxy-
ribonucleic acid fractions or, on the other
hand, of protein or peptide fractions to
activated inert carrier material for affin-
ity chromatography of substrates as pro-
duced in step b), in which respect for
producing stimulating factors, carrier
bound protein or peptide fractions (or

in the case of producing inhibiting factors,
carrier-bound DNA fractions) are used for
getting ready a preparative Chromato-
graphie column or a combined Chromato-
graphie and electrophoresis apparatus

on the lines of free-flow electrophoresis,
if desired, with electrophoretic elution by
changing the voltage or current level;

d) separating the substrate produced in
step b) in the separating apparatus as
made ready in step c¢) by sample input
and elution steps, in which respect, in a
first working step the eomponent having
no affinity is produced and in a further
cleaning rinsing operation undertaken on
the apparatus, the elution of the absorbing
active factor ist undertaken by using an
electric DC field or an AC field of the
necessary frequency and/or of an electro-
magnetic-field or by changing the buffer
Solution;

e) producing tumor-inhibiting factors by
affinity chromatography of substrates, from
fetal and juvenile normal tissues and/or
body fluids from healthy individuals, or
carrier-bound desoxyribonucleic acid from
fetal tissues and/or from different tumor
tissues or from tumor cell lines cultivated
in vitro by themselves or in combination
by secondary elution of carrier-bound
fractions (whereas the stimulating factors
are produced by undergoing primary
elution);

f) producing stimulating factors as well

from substrates produced from normal



tissues and/or body fluids of healthy
individuals by affinity chromatography on
carrier-bound protein or peptide fractions
from healthy tissues by a second elution
operation while the inhibiting fractions
are in the first eluate;

g) producing organ specific and/or fetal
components using

lines, the DNA, RNA or protein (or peptide)

on the same general
fractions of the parallel organ tissue more
specially from fetal, embryonic and/or
juvenile tissues of healthy individuals, as
for example liver, thymus, spieen, cardiac
muscle, brain etc ; and

h) producing inhibiting or stimulating sub-
stances for micro-organisms or plants from
the parallel extracts making use of carrier-
bound nucleic acids

The isolated factors may be used in aqueous
solutions or incorporated in liposomes or in
a watcr-in-oil emulsion (see German Pat
Nos 2,650,502, 2,656,333 and 2,640,707) in
an aqueous phase and, on the other hand,
after further separating and clcaning their
struetures may be elucidated and partly

of completely synthesized, this being a
further part of the present invention

The isolated, inhibiting proteins or pep-
tides may furthermore be effective for

the isolation of certain desoxyribonucleic
acids (which may be used as gene sections)
in a carrier-bound form for affinity-
chromatographic Separation of such DNA
the DNA sections,

which are to be enriched or isolated,

mixtures or solutions,
being present in the secondary eluate
An account will now be given of further
measures and useful effects of the inven-
tion using preferred working examples

Example 1

Breaking up and sterilization of dry
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powder produced from liver, using sulfu-
ric acid in vaeuo

One hundred (100) g of finely pulverized
dry liver powder are spread out on to a
petri dish in the form of a 0,5 cm high
layer and placed in a desiccator, which
may bc joined up as desired with a cold
trap by way of a high-vaeuum pump system
or, at the same time, with a communicating
vacuum vessel as voll, which may be shut
off from the main desiccator by a valve
Firstly, coneentrated sulfuric acid at

room temperature is placed in the communi-
cating vacuum vessel and the connection
with the desiccator is shut off For Clear-
ing of any residual moisture caused by
the hygroscopic effect of the dry powder,
firstly, with the help of the cold trap
(which is supercooled with acetone and
carbone dioxide snow), water is sublimed
from the tissue powder and then, shutting
off this condenser, with the help of the

high-vaeuum system exhaustion is taken

down to a pressure in the desiccator of
-4
10 torr Thereupon the valve to the
communication vessel is opened so that it
is now possible for the sulfuric acid in the
form of vapor, to go into the desiccator
The vacuum will now go down to vapor
pressure of the sulfuric acid The connection
to the acid vessel is now shut off, but not,
however, before separating the communica-
tion vessel from the pump system By

blowing nitrogen into the desiccator the

vacuum over the liver powder is only decrcascd

further to a very small degrcc For this

reason, sulfuric acid vapor will be Condensed
onto the liver powder After a certain time
for it to take effect, the connection with

the pump system and with the communication
vessel is opened again for the acid and
after getting to the vapor pressure of the

sulfuric acid, the operation is performed
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two further times Lastly, the connection
betwcen the two communicating vessels is
not opened again and in fact only the
connection between the desiccator and the
pump system is opened Pumping is now
undertaken for exhaustion until all the
sulfuric acid has been cleared Crom the
desiccator which has not chemically reacted
In this way, it is possible, furthermore, for
the hydrogen ion concentration in the dry
powder produced from liver to be put at
any desired acid level The longer and
stronger the exhaustion operation, the more

neutral will be the pH value

Example 2

Preliminary processing of kidney with
diethylamine

Fifty (50)g of deep frozen, finely-divided
grains of fresh calf kidney are to undergo
chemical digestion (in the absence of oxygen
and under the control of diethylamine) and
are then to be dried

The temperature of the frozen kidney Sub-
strate is - 180°C The powder is placed

in a thin layer on a petri dish and placed

in a desiccator, in which a second vessel
with 10 cc of diethylamine, and which is
open, is placed

The diethylamine has a temperature of

0°C On charging the apparatus the
temperature of the kidney powder will go

up to -100°C Using a powerful pump

system a vacuum is produced in the
desiccator as far as a value of 70 torr,
because the vapor pressure of the diethyl-
amine at 0°C is 70 torr Thereupon the
connection with the pump system is shut
off By increasing the temperature of

the diethylamine, this will undergo further
evaporation The gas undergoes reaction

with the frozen kidney grains and is used

up here After the fiill amount of diethyl-
amine has been evaporated on these lines,
the connection with the vacuum pump is
opened again and then using a cold trap,
the substrate is dehydrated and the rest
of the diethylamine is removed by ex-
haustion Lastly, by connecting a diffusion
pump directly to the apparatus, and not
using (i e by-passing) the cold trap

the rest of the drying operation is under-

taken

Example 3

Sterilization of infected chicken fetuses

and egg membranes

This example is with respect to the inacti-
vation of Ncwcastle disease virus (NDV)

in chicken fetuses and egg membranes The
material is taken from infected ineubated
hen's eggs and frozen in liquid nitrogen and
pulverized The frozen powder is placed in
a thin layer on a petri dish and placed in a
desiccator over a dish of concentrated
sulfuric acid The desiccator is joined up
by way of a three-way valve with a high-
vaeuum pump and a pressure vessel in
which there is 10 ml of a mixture of 97 parts
of glacial acetic acid and 3 parts of 30%
H,0,.

I-'irstly, the desiccator vessel is exhausted
for 2 hours until the frozen powder has
been dried to about one half to one quarter
Then, using the valve, the vacuum pump

is shut off from the vessel and the further
vessel with peracid mixture is connected to
the desiccator so that the acid is evaporated
and goes into the desiccator The amount

of acid evaporated will depend on the volume
of the desiccator In some cases, the vacuum
in the desiccator vessel will have to be pro-
duced again and again to make certain that

all the acid is evaporated The time for



taking effect is 30 minutes and thereafter
exhaustion takes place until the powder is
completely dry. However, even after the
effect of the acid, the vessel with the acid
may have its place taken by a vessel with
mercaptocthanol, which is then caused to
take effect on the tissue powder in the
same way as was earlier the case with the
acid, before the drying operation is stopped
by undertaking exhaustion once again.
Furthermore, in place of drying over hygro-
scopic concentrated sulfuric acid, freeze-
drying using a cold trap may be used.

The dried powder so produced will then be

seen to be sterile on virological assay.

Example 4

Sterilization of virus-infected dry powder
Virus-infected dry powder is placed in a
0,5 to 1 cm high layer in petri dishes, which
are put in a desiccator. The desiccator is
then evacuated. Water vapor is let into it
and is Condensed on the substrate so that
the substrate is moistened. Evacuation is
undertaken again. The vapors of an

acid mixture made up of 1 part of performic
acid and 2 parts of 9% of formic acid are

let in. The further operation in this example

are as those in Example 3.
Example 5

Testing on animals
This example is with respect to the results

of animal experiments, in which igbred mice,

before transfer inocculation of 10 tumor
cells, were given three administrations of

a suspension of 1 mg of dry powder of

fetal bovine liver (which has been sterilized
according to the procedure of Example 4).
in physiological sodium Chloride Solution

with 4 days between administration. The
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survival rate of the animals to which the
dried powder was administered was 70%,
while that of the control animals was 0%.
10 inbred

animals in each group, the reproducibility

The tests were undertaken with

being made out to be less than or equal

to + 5% using five test series.

In the therapeutic test, on the fifth,
seventh and ninth days after administration
of tumor material an additional 1 mg of dry
powder of fetal bovine liver was injected

as a suspension. In this case, survival rate
was 80% of the animals and 0% in the case

of the control animals.

Example 6

Hemolysis plaque test

In the hemolysis plaque test, after pre-
treatment with fetal bovine thymus prepa-
rations and in another case with fetal
spieen, antibody synthesis was decreased
below that in untreated animals in the test.
Nine hundred thirty (930) antibody-forming
spieen cells were found in the control
animals in comparison with 875 in the case

of the pre-treated animals.

Example 7

Hemolysis plaque test

Using the hemolysis plaque technique,
fetal cardiac muscle and furthermore brain
was examined after two pre-treatments on
the fourth and second days before admini-
stration of the antigen. In this respect, in
the case of the untreated animals 378,000
plaque-forming cells were to be seen. while
in the case of the treated animals the figure
was 930,225 for each spieen. The highest
value, which was produced with a bacterial
toxin BA-1, was 690,000. In this case,

150 mg/kg bodyweight were administered
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once beforo antigen administration, while
fetal heart at a dilution of 1 to 100, that

is to say 10 mg, was injeeted on the fourth

and second days before antigen administration.

Example 8

Separation of ineffective components

One (1) g of the finely pulverized dry sub-
stance as produced in Example 1 from liver
was homogenized in 100 ml of phosphate-
buffered isotonic NaCl Solution (pH 7,4)
using a turbomixer at 6 to 10 C and centri-
fuged at 200 g for 10 minutes. The super-
natant top layer had the cytoplasmatic cell
components, while the cell nucleus and
membrane fraction was in the Sediment. The
sediment and the supernatant layers were

separated and further processed.

a) The supernatant layer was mixed with 40 ml

of 5 mM tris-(hydroxymethyi)-aminomethane
in 40 mM NaCl with 10 ml of sodium tauro-
cholate Solution (80 mg/ml) and pH adjust-
ment to 9,2 undertaken. After the addition
of 2,5 ml of enzyme suspension (lipase)
ineubation was undertaken for two hours

at 37 C, so that the lipids were degraded.
For degradation of the Polysaccharides

to glucose, at a concentration of 10 mg

of substrate/ml, pH value adjustment

was undertaken with sodium acetate to

4,8. After the addition of amyloglucosidase,
ineubation was carried out for two hours

at 40 C. The the dialysis was undertaken
against phosphate-buffered physiological
NaCl Solution (pH 7,4) for 24 hours or the
substrate was ultrafiltered with a 600 mo-
lecular weight Separation limit.

b) For isolation of the DNA from the sedi-
ment, the last-named is suspended in

20 ml of 0,24 M Na;P04 (pH 6,8) with 1%
SDS (sodium dodecylsulfate) 8M ofurea

and 100 M EDTA (ethylenediaminetetraacetic

acid) and this raw extract run into a 30 by
2,5 cm hydroxyapatite (Ca ((PO4)g(OH)»)
column. RNA (ribonucleic acids), proteins
and Polysaccharides are eluated with
0,24M Na3;P04 (8M Urea), while DNA is
selectively produced in a second eluation
step with 0,48M Na;PC>; buffer. cl

Example 9

a) Coupling of DNA to the carrier material
An account will now be given of the coupl-
ing of DNA to cellulose used as the carrier
substance for affinity-chromatography:

A DNA Solution (1-2 mg/ml in 0,01 M tris-(
hydroxymcthyl)-aminomethane-HCI1, pH 7,4)
with 0.001 M EDTA is mixed with dry
cellulose at a rate of 1 g of cellulose to 3 ml
DNA Solution. After overnight drying at
room temperature the residual water is
removed by freeze-drying, the power so
produced is suspended in 20 parts by
volume of tris-HCIl and ineubated for one
day at 4 C. The excess DNA is removed

by washing with buffer Solution and the
DNA-cellulose is diluted at a rate of 1 to
20 with buffer and placcd in a 5 mm column.
b) Coupling of proteins to carrier material
The coupling of the proteins to agarose gel
as the carrier material is undertaken after
pre-treatment of the gel as will now be made
clear:

Ten (10) g of the 2% gel are suspended in
5 ml of cold SM K;3P04 buffer and the
suspension diluted with distilled water to
get an overall volume of 20 ml. BrCN
(eyanogen bromide Solution, lg/ml) is
added in small amounts. The reaction time
is 10 minutes. The produet is washed until
neutral on a glass sintered or fritted plate
with H,0. The proteins to be coupled (10 -
35 mg) in 0.25M NaHCC>; Solution at pH 9

with 2 g of the gel are placed in a reaction



vessel The coupling reaction eomes to an
end after 24 hours of rotation at room
temperature The products are placed in a
small eolumn and cleaned l'or 6 hours with
05M NaHCOg for 24 hours with 0 1M
boratc - 0 1M NaCl (pH 8,5), for 12 hours
with 0 IM Na acetate - IM NaCl (pll 4 1)
and for 6 hours with double distilled water
at a flow-through rate of 10 ml/hour After
this operation, it is possible for 120 micro-
mole of glycine-leucine and 17 micromole/g

of chymotrypsine to be coupled

Example 10

Selective adsorption and desorption of the
active factor

The purpose of this example is to get the
inhibiting and stimulating factor from the
protein Solution of juvenile bovine liver,
which has been sterilized on the lines of
the earlier examples and freed of ineffeetive
components For this purpose use is made
of a rectangular gel apparatus for affinity-
chromatography with electrodes at the
outer long sides The apparatus is filled
with a DNA cellulose as produced in
Example 9, the DNA having been pro-
duced from fetal bovine liver The separat-
ing eolumn is equilibrilized with 0 001M
EDTA, 00IM Na;P0, (pH 7 4)at 37°C

The sample to bc separated is dialyzed
against the same buffer Solution It is

then run into the separating apparatus at
a concentration of Img/ml, the primary
eluate having the Stimulation fraction in

it After a separating time of 8 hours,

the apparatus was washed out with a
buffer Solution. For secondary elution of
the factors absorbed by the bound DNA,
a further addition of buffer is made and

the apparatus acted upon by an electric
alternating field of 50 KHz at 1000 V,
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5 mA At the same time, the ionic strength
of the buffer is continuously increased by
the addition of NaCl up to IM

On using a direct current field (2000 V

10 mA) Separation in a way dependent

on electrophorctic mobility may be pro-
duced at the same time, the substances
being taken off from separate points

On using lower voltages and direct current
a different distribution dependent on the
current etc of the primary ecluate may be
produced

The fractions produced are assayed on

cell cultures of diploid and heteroploid

lines for measuring their cfficacy On doing
this, the fraction with the most highly
specific activity is made out, the Charge

then being standardized on this basis

Example 11

Producing tumor-inhibiting factors from a
second eluate

For producing tumor-inhibiting factors

from liver, the DNA fraction is isolated

from a mixture of different solid tumors

(for example melanoma, different sorts of
Carcinoma (breast, prostate, lung, stomach
intestine, brain) and possibly sarcomas
from mesenchymal tissues together with

the parallel metastases and leukemie cells,
which have been bred in cultures (lymphatic
cells and myeloic cells) Then the factors
are coupled as in Example 9 to cellulose
and then as in Example 10 arc used for
separating or extracting a protein Solution
from liver The inhibiting factor is produced
by secondary elution and its specific
inhibiting effect is tested on tumor cell
cultures On the same lines it is further-
more possible for DNA from single tumors
and furthermore from fetal tissues, more

specially, fetal placenta and liver, to be
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used. Furthermore. it is possible for body
fluids to be separated on the same lines.
Tumor-inhibiting fractions may be more
specially produced from the maternal part

of the placenta (decidua).

Example 12

Producing stimulating active factors
Stimulating factors may be produced from
liver or from the fetal part of the placcnta
(chorion) as a primary eluate by chromato-
graphy of the substrate on carrier-bound
DNA from healthy tissues. The stimulating
factors arc produced or freed from the
secondary eluate on using carrier-bound
protein or peptide fractions for chromato-

graphy or other separating Operations.

Example 13

Producing organ-speeifie active factors

Organ-specific factors, for example from

brain, may be produced using carrier-bound

DNA or proteins from the organ in question,
that is to say from the brain, on the same
lines as the operation noted in Example 10.
In the same sort of way age-speeifie, for
example fetal stimulating factors may be
produced on analogous carrier-bound DNA

or protein fraction.

Example 14

Inhibiting substances and stimulating
factors taking effect on micro-organisms
or plants, may be produced using carrier-
bound DNA or proteins of the species in
question.

Example 15

Producing DNA fractions

The isolation of ccrtain DKA's, which are
effective as genc scctions, may be under-
taken from mixtures of DNA on protein
fractions, isolatcd using the process of
the present invention. Such substances
will be seen to have a special effect on
bio-assay testing. Such fractions may be
used, when carrier-bound, for the affini-
ty-ehromatography of the parallel DNA
mixtures or solutions, the DNA section

to be enriched or isolated being present

in the secondary eluate.

Example 16

Producing tumor-inhibiting factors

a) For producing tumor-inhibiting factors
from fetal and juvenile calf liver, DNA

from 100 g of meth-A-sarcoma tissue which
was sterilized according to the present
process was isolated on a Chromatographie
column according to the invention, which
had been produced in animal experiments
by implantation of tumor cells in inbred
mice (see Example 26), the DNA being
isolated using the process given in Example
22. Ten (10) mg of this tumor DNA were
coupled to cellulose as in Example 23 and
the DNA-cellulosc, suspended in tris-EDTA-
buffer, was placed in a 0.5 x 20 cm column.
The column was used for separating 1 ml
of the protein Solution (purified as in
Example 22) from juvenile or, in the other
case, fetal calf liver with a protein or pep-
tide level of 5 mg/ml. For this purpose,

the column was eluated with a flow rate

of 2 ml/hour using a tris-EDTA-buffer with
an NaCl gradient of 0.1 m to 2.0m. The
fractions in the rdnge running from 1.8 m
to 2.0 m NaCl were collected and tested
with respect to protein level and DNA level.
The DNA Polymerase-free fractions were

dialysed against physiological saline or dia-



filtered using an ultracentrifuge (with a
molecular weight of 600 for the limit of Sepa-
ration) Next, in animal experiments as in
Example 26 the greatest tumor inhibition

in the meth-A-sarcoma system was measured
In the case of three injcctions of 1 mg
protein/animal on the + S5th + 7th and

+ 9th day after implantation of the tumor,
the most strongly tumor-inhibiting fraction
put up the survival rate to 80% - 100%
and the tumor regression to 60% - 100%
over the control The unseparated raw
extracts from calf liver were responsible, in
the same test system, for survival rates of
40% to 70% and tumor regressions between
1% and 50% The fraction giving the
greatest inhibiting effect was tested in a
number of different testing systems By
centrifuging at 300,000 g and by processing
with Proteinase the material was inactivated
Testing using PAA-electrophoresis gave at
least 5 bands while SDS-electrophorcsis,
used as well, made it clear that there was

a molecular weight scatter between about
600 and 1,000,000 More detailed identi-
fication of the active factors was not
possible, even using the gel-chromato-
graphy, ion exchange chromatography,
isoelectric focussing, preparative iso-
tachophoresis and disk electrophoresis

All the non-biological ways of separating
were responsible for decreased activity

For this reason, the active principle may

be seen to be caused by a number of factors
working together and which may only be
cnriched by DNA cellulose chromatography
or other DNA affinity Chromatographie
processes Furthermore, the purifying of
these active factors may only be undertaken
with these proccsses The yield after purify-
ing two times over was 10% (of the protein

or peptide level of the raw extract) on

using cellulose chromatography The purif-
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ied inhibiting fractions are buffei—solublc
undergo marked decomposition in a freeze-
dried form at 50°C, upwards and are not
degraded by DNA-ases and RNA-ases

b) For producing tumor-inhibiting factors
from fetal 0§ juvenile calf liver, the DNA
from 3 x 10 human melanoma cells was
isolated, which had been roller-cultured
The tumor DNA was coupled to cellulose

as noted in part a), the purified peptide

or protein Solution used in a) being separ-
The DNA-polymerase-
free fractions of the 1 8 to 2 0 m NaCl eluate

ated on the substrate

were tested as in Example 12 in the human
cell culture on melanoma cclls The fraction
with the greatest inhibiting effect reduced

the DNA synthesis of melanoma cglls within

8 hours in a concentration of 10 g/ml of
culture medium to a level equal to only 10%
of the control, whereas the unseparated
raw extract gave, with the same peptide
and protein concentration, an inhibition
of the DNA biosynthesis to a level of 40%
to 60% of the control

c¢) In place of the juvenile and fetal liver
tissue preparations of decidua and thymus
were prepared as noted in parts a) and
b) and tested, the inhibition rates iso-
lated as in a) and b) being of the same

order

Example 17

Producing stimulating active factors

For producing stimulating active factors,
the primary eluates of Example 1 (0 I m
NaCl to 1 6 m NaCl) were collected, the
proteins and peptides being purified by
diafiltration (with a 600 molecular weight
separating limit) and coupled to agarose
in the same way as detailed in Example 24
The protein-agarose conjugate was placed

in an 1 x 60 cm eolumn and a ehorion
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extract, purified as in Example 22, was
separated in the column using tris-HCI with
a pH value of 74 (0 02 m) as an elution
buffer, the NaCl gradient being 0 01 m

to 4 m The fractions produced in the ridnge
0 1 m to 4 m NaCl were tested with respect
to their Stimulation effect in human cell
culture (see Example 27) The test cells
being diploid fibroblasts which by the
addition of 10 ' g of protein/ml of culture
medium of the strongest Stimulation fraction,
were stimulated by 160% to 210% (with respect
to the control) in their DNA

Example 18

pre-processing and sterilization with sulfuric
acid in vacuo

One hundred (100) g of finely divided,
virus-infected dry liver powder underwent
distribution on a petri dish in a layer thick-
ness of 0 5 cm and placed in a desiccator,
the desiccator being connected, as desired,
with a cryosorption condenser by way of

a high vacuum pump system, and at the
same time, however, with a vacuum vessel,
which might be shut off from the main
desiccator by a valve

Firstly, concentrated sulfuric acid at

room temperature was placed in the
vacuum vessel and the valve (connecting
to the desiccator) was turned off To eli-
minate any moisture still present and
caused by the hydroscopic effect of the
dry powder, firstly, using the rel'rigerat-
ing condenser (which was supercooled with
acetone-carbon dioxide snow) water was
sublimed from the tissue powder and then,
after turning off the condenser, evacuation
was undertaken using a high vacuum plant

until the pressure in the desiccator reached
-4

10 torr, whereupon the value to the

vacuum vessel was opened so that sulfuric

acid vapor was able to make its way into
the desiccator

The vacuum level now became equal to the
vapor pressure of sulfuric acid Next, the
connection with the acid vessel was shut
off, but only after the vessel had been cut
off from the pump plant By blowing nitro-
gen into the desiccator, the vacuum over
the liver powder was only decreased to a
small degree further For this reason, the
sulfuric acid vapor was Condensed onto
the liver powder After a certain time for

it to take effect, the connection between

the pump system and the vessel for the

acid was opened up again and, after getting
to the vapor pressure of sulfuric acid, the
operation was undertaken two further times
At the end, the connection between the
desiccator and the pump system was opened
up again, but not between the two vessels
Pumping then took place until all sulfuric
acid had been cleared from the desiccator
which had not taken part in a chemical
reaction In this way, the hydrogen ion con-
centration in the dry liver powder may be
made more or less acid as desired The
longer and the stronger the evacuation the
more neutral the pH value

On using preparations infected with New
Castle disease virus (NDV) it was possible
to see that the virus had been eompletely
inactivated Furthermore, test micro-
organisms (E coli) were eompletely inactiv-

ated by this proccssing

Example 19

Pre-processing and sterilization with di-
ethylamine

Fifty (50) g of deep-frozen, finely divided
particles of fresh calf kidney were to be
digested chemically in the absence of

oxygen and with control by diethylamine,



and then dried The temperature of the
deep-frozen kidney substrate was -180°C
After distribution of the powder in a thin
layer on a petri dish the dish was placed
in a desiccator together with a second vessel
with 10 cc of dicthylaminc, the two vessels
being kept open The diethylamine had a
temperature of 0°C By the time the kidney
powder has been placed in the desiccator
its temperature had increased to -100°C
The desiccator was then evacuated by a
powerful pump system to achieve a vaccum
of 70 torr, this being the vapor pressure
of diethylamine at 0°C Then the desiccator

was shut off from the pump system and by

increasing the temperature of the diethylamine,

the same was further evaporated the gas
undergoing reaction with the frozen kidney
particles and being used up by them After
all the diethylamine has been evaporated

in this way, the connection with the vacuum
pump was opened again and firstly using

a cryosorption unit, the substrate was
dehydrated, the rest of the diethylamine
being taken off by evacuation At the end,
by connection to a diffusion pump and by-
passing the cryosorption unit, the rest of

the drying operation was undertaken

Example 20

Pre-processing and sterilization with per-
acids

This example is with respect to the inact-
ivation of New Castle disease virus (NDV)
in hen egg fetuses and oval membranes,
which after being taken from infected,
brooded hen's eggs were deep-frozen in
liquid nitrogen and finely divided After
distribution of the deep-frozen powder in
a thin layer on a petri dish, it was placed
in a desiccator over a dish fiill of con-

centrated sulfuric acid, the desiccator
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being connected by means of a three-way
coek with a high vacuum pump and a
pressure vessel having in it 10 ml of a
mixture of 97 parts of glacial acetic acid
and 3 parts of 30% H,0,

Firstly, evacuation of the desiccator vessel
took place for two hours until the frozen
powder had dried to about 1/2 to 1/4 and
then the vacuum pump was shut off from
the vessel by way of the valve and the
vessel or receptacle with the peracid mix-
ture was opened so that the receptacle was
connected to with the desiccator and the
acid evaporated, the acid making its way
into the desiccator The amount of acid
evaporating was dependent on the volume
of the desiccator If necessary, the vacuum
in the desiccator vessel had to be produced
twice over so that all the acid was evapora-
ted, the time for taking effect amounting
to 30 minutes After this, evacuation took
place until the powder was completely dry
However, it was furthermore possible,
after the acid had taken effect, for the
receptacle for the acid to have its place
taken by a receptacle with mercaptoethanol
which was then, on the same lines as was
the case with the acid earlier, caused to
have its effect on the tissue powder before
the drying operation was ended by evacuat-
ing again Furthermore, in place of drying
over the hydroscopic, concentrated acid,
freeze-drying using a cryosorption trap
was possible The dried powder produced
was seen to be sterile on virological examina-

tion

Example 21

Pre-processing and sterilization with per-
acids
Virus (NDV)-infected dry powder was placed

in a layer with a thickness of 0,5 cm to I cm
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on petri dishes which were placed in a
desiccator which was then evacuated and
then water vapor was let into it, the vapor
condensing on the substrate and moistening
it Then evacuation was undertaken again,
the vapors being forced into an acid mixture
made up of 1 part of performic acid and

2 parts of 98% formic acid In other respects,

the operation was as in Example 20

Example 22

Clearing inactive components according to
step b)

One (1) g of the finely divided dry liver
substance produced in Example 18 was homo-
genized in 100 ml of phosphate-buffered
isotonic NaCl (pH 7 4) by a turbomixer at
6°C to 10°C and centrifugated at 200 g for
10 minutes, the cytoplasmatic cell components
being in the supernatant liquid whereas the
cell nucleus and membrane fraction were

and

in the sediment, the sediment super-
natant liquid being separated for further
processing

a) The supernatant liquid ¥*° mixed with
40 ml of 5 mM of tris(hydroxymethyl)-amino-
methanc in 40 mM NaCl with 10 ml sodium
taurocholate Solution (80 mg/ml) and pH
adjustment to 9 2 undertaken and after

the addition of 2 5 ml of enzyme suspension
(lipase) ineubation was undertaken for two
hours at 37°C for degrading the lipids

For degrading the Polysaccharides to glu-
cose, a concentration of 1° ™g of substrate/
ml was used, pH adjustment to 4 8 being
undertaken with sodium acetate After the
addition of amyloglucosidase, ineubation
took place for two hours at 40°C, where-
after the material was dialysed for 24 hours
against phophate-buffered physiological
NaCl (ph 7,4) or the substrate was ultra-

filtered with a separating limit at a mole-

cular weight of 600

b) For isolating the DNA, the same was
taken up in 20 ml of 0 24 M Na;P04 (pH
6,8) with 1% SDS (sodium dodecyl sulfate),
8 M urea and 10> M EDTA (ethylene-
diaminetetraacetic acid) as a suspension,
whereupon this raw extract was put in a
30 x 2,5 cm hydroxyapatite (Ca;o(P04)g
(0I1);) column RNA (ribonucleic acids),
proteins and Polysaccharides were eluted
with 0,24 M Na3;P0, (8 M urea), while DNA
was obtained selectively in a second eluate

with 0,48 M Na;P0, buffer

Example 23

Coupling of DNA to cellulose as a carrier
substance for affinity chromatography
according to step c)

A DNA Solution (1-2 mg/ml 001 M tris-
(hydroxymethyl)-aminoethane-HC1 (pH 7,4)
with 0 001 M EDTA was mixed with dry
cellulose at a rate of 1 g of cellulose to

3 ml of DNA Solution. After drying over-
night at room temperature, the rest of
the water was taken off by freeze-drying
and the powder so produced was taken up
on 20 parts by volume of tris HCl and
ineubated for one day at 4°C Uncoupled
DNA was cleared by washing with buffer
Solution and the DNA cellulose was diluted
with buffer at a rate of 1:20 and filled

into a 5 mm column

Example 24

Coupling of proteins to agarose gel as a
carrier substance after pre-processing of

the gel

Ten (10) g of the 2% gel were taken UD in

5 ml of cold 5 M K;PU4 buffer and the suspen-
sion produced diluted with distilled water to

an overall volume of 20 ml BrCN (eyanogen



bromide Solution) 1 g/ml was addcd in small
amounts. After a reaction time of 10 minutes,
the product was washed until neutral on a
glass frit using H,;0. The proteins (10 mg

to 35 mg) to be coupled in 0.25 M NaHCO”"
Solution at pH 9 were placed with 2 g of the
gel in a reaction vessel, the coupling reaction
Coming to an end after 24 hours of turning
the vessel at room temperature. The produets
were purified in a small eolumn for 6 hours
using 0.5 M NaHCO”, for 24 hours using

0.1 M borate-0.1 M borate-0.1 M NaCl (pH
8.5) for 12 hours with 0.1 M sodium acetate-
1 M NaCl (pH 4.1) and 6 hours with doubly
distilled water with a current or flow rate

of 10 ml/hour. After this part of the process
it was possible for 120 micromoles of glycine-
leucine and 1.7 micromoles/g of chymotrypsin

to be coupled.

Example 25

Sclective adsorption and desorption of the
active factors according to step d)

The inhibiting and stimulating factors were
separated from a protein Solution from
juvenile bovine liver, which as in the
earlier examples, was sterilized and freed
from undesired components. Use was made,
for this purpose, of a rectangular flat gel
apparatus for affinity chromatography

with electrodes on the outer long sides.

The apparatus was charged with DNA-cellu-
lose produced as in Example 9, the DNA
having been produced from fetal bovine
liver.
rated with 0.001 M EDTA, 0.01 M Na;PC>,
(pH 7.4) at 37 C. The sample to be se-

parated was dialysed against the same

The separating eolumn was equilib-

buffer Solution. It was then placed in a
concentration of 1 mg of protein/ml into
the separating apparatus. The primary

eluate had within it the stimulating
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fraction. After a separating time of
8 hours, the apparatus was washed
through with buffer Solution. For second-
ary elution of the factors absorbed by

the coupled DNA, on making a further
addition of the buffer, an electric alter-
nating current field of 50 KHz and 1000 V,
5 mA was caused to take effect. At the same
time the ionic strength of the buffer was
steplessly increased by the addition of

NaCl up to 1 M.

On using a direct current field (2000 V.

10 mA) it is possible for Separation to take
place in a way dependent on the electro-
phoretic mobility for output at separate
points. By using lower voltages and direct
current, a representative distribution of
the primary eluate may be caused.

The fractions produced were tested on

cell cultures of diploid and heteroploid

cell lines for activity assay to make out

the fraction with the highest specific
activity, this then being used for standard-

izing the Charge.

Example 26

Activity assay of active factors obtained
according to the present invention in

animal experiments

The experimental animals were (Balb/c-x
C57/bl6) F~ mice (from Jackson Laboratories,
Bar Harbour, Maine, USA).

The tumor system used was meth-A-sarcoma.
The tumor cells were passaged wcckly by
the parenteral injection of 1 x 10" cells. On
the 7th to 12th days after the parenteral
injection the cells were used for the experi-

ments .
5

For the tests 1 x 10 tumor cells were
injected intracutaneously onto the skin of
the belly. Exponential tumor growth then

took place which, after about 4 to 5 weeks,
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was responsible for the death of the animals
The experiments were undertaken with 10
animals in each group The treatment of

the serum groups took place by one to

three intramuscular or intravenous injections
each 1 mg (measured as protein) of the test

fractions
Example 27

Activity assay of active factors obtained
according to the present invention in human
cell culture

Human tumor cells (melanoma, Wish) and
diploid fibroblasts (F II 2, MRC-5) were used
as test cells, all cell cultures going through
a test cycle which was made up of two

growth phases and a minimum phase, addi-
tion of the test substances taking place in
the minimum phase

Growth phase 1: The cells, which had been
stored under liquid nitrogen, were suddenly
thawed and incubated together with MEM-II-
medium (Instamed, Seromed, Munieh) with
additions of penicillin, streptomycin, neo-
mycin and 10% of fetal calf serum at 37"C
After two days the cells were optically
counted after trypsinizing, the cells then
being sown again (2 x 10 cells in each
bottle)

Growth phase 2: After daily change of
medium on the 4th day the cells were
counted again and groups of 05 x 10" cells
were each sown in small culture bottles,
together with nutrient medium and serum
addition

Minimum phase: After 24 hours the medium
was cleared off by aspiration and a mini-
mum medium with a decreased serum addi-
tion (diploid cells: 1%, heteroploid cells:
025%) was put in

Test phase: After 48 hours addition of the

preparation took place, 50 microliters of

preparation being put in each bottle in the
present tests For each sort of preparation
and concentration 3 parallel samples were
made up In the case of short time tests
action was limited to 8 hours Four hours
before the end of this time in each case

50 microliters of methyl-"H-thymidine Solu-
tion (0 5 micro Ci) were put in with a pi-
pette At the end of the action time, the
thymidine which had not been built in,

was cleared by washing four times with

4 separate amounts of 5 ml of 2% perchloric
acid and the cells were hydrolysed for one
hour using 1 N HCL at 70°C The hydro-
lysate was placed in scintillation flasks

and mixed with cocktail (aquasol 2, NEN)
Activity was measured in a Beekman LS-100
As Statistical

quality numbers, relative stand and devia-

Liquid Scintillation Counter

tions of the overall test system of s, + 10%

were achieved

Example 28

Active factors obtained in according to the
present invention for plants

For producing syntheses-stimulating and,
on the other hand, growth-inhibiting materials
10 kg

of roots and leaves of a mixture of different

taking effect on grasses and cereals,

sorts of plants was processed with a 0,1%
NaOCl or O~ disinfeetant Solution for taking
effect on micro-organisms, the Solution tak-
ing effect on the outer faces of the plant
material being put in by dipping or spray-
ing After this , the disinfeetant Solution
was eompletely cleared by washing and the
pieces of plant material were externally dried
generally eompletely, cut up in a rasp mill
and then, once this had been done, pressed
at + 5°C to 10°C in a plant press at up to
200 atmospheres gage The fresh expressed

juice was freed by centrifuging at 800 rpm



to 1000 rpm l'or 3 minutes, or in a continuous
flow centrifuge, of corpuscular components
and then filtered sterile, whereupon adjust-
ment of the molecular weight to a value
grcatcr than 1 million took place The filtrate
was frozen in liquid nitrogen and freeze-dried
in a high vacuum at room temperature The
dried material was finely divided and sulpha-
tized by being acted upon by vapor or con-
centrated sulfuric acid or phosphatized by
being acted upon by vapors of concentrated
phosphoric acid (85%) The dry powder was
now dissolved in isotonic aqueous NaCl

mixed with carbohydrate-(or starch)-degrad-
ing, or furthermore, lipid-degrading enzymes
coupled to a carrier substance Such carrier
coupled enzymes may bc cleared by centri-
fuging, after degrading the substrates, and
used again The low molecular weight sub-
stances produced on degrading up to @ mo-
lecular weight of 600 were cleared by filter-
ing Proteins and nucleic acids were cleared
from fractions with a higher molecular weight
using known methods One part of the
expressed juice processed on these lines was
used for producing nucleic acids by degrad-
ing the protein components using proteolytic
enzymes (papain or trypsin) and the nucleic
acids (DNA and RNA) chemically coupled
with a carrier substance was then placed in
a Chromatographie column and the other part
of the expressed juice separated thereon In
the primary eluate (0 1 M NaCl) growth-
stimulating factors were present By using
an increasing ionic strength (2 M NaCl) pro-
teins absorbed thereon or peptides, were
eluated, these being the growth-inhibiting

active factors

The isolated active factors were tested on
cultured (see Example 12) protoblasts or
plant embryoes to see their effect on the
synthesis metabolism of DNA, RNA or pro-
tein by using radioactive base Compounds
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as for example ~H thymidine or *H-uridine
or, with respect to the cell proliferation

by optical counting Inhibition produced
by the isolated factors was greater than
5% of the controls while Stimulation was

greater than 10% in a minimum medium

Example 29

Active Factors for micro-organisms obtained
in accordance with the present invention
In races of yeast, which had good alcohol
fermentation properties, the fermentation
property was further activated and the
rcsistance to alcohol increascd so that on
fermentation higher alcohol concentration
might be produced For this purpose,

nucleic acids and proteins were separated
from the yeast races in question, mixed

with other sorts of yeasts as in Example 22
Separation was undertaken on the same

lines as in the case of organic substances
(Example 18) by sudden freeze-drying of

the washed yeasts, finely dividing and dry-
ing in a frozen condition and suspending

or dissolving in isotonic physiological solvent
After this, the separating material was pro-
duced from isolated nucleic acids, which were
covalently coupled to a carrier substance,
which was then charged into the separating
apparatus (on the same lines as in Example
23) It was then possible for nucleic acids,
carbohydrates and lipids to be enzymatically
degraded by carrier-coupled enzymes from
the protein Solution to be separated, the
enzymes being separated at the end of the
reactions, by centrifuging

It was, however, possible for the raw extract
as well to be separated in a separating appara-
tus In the primary eluate the stimulating
factors were present while the secondary
eluate Coming from the separating material

had the inhibiting factors The stimulat-
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ing factors were added to the yeast suspension,

to be used for producing aleohol, in a con-

centration of milligrams to nanograms/g or ml.

In this respect the yeasts were suspended

in a physiological Solution without nutrients
or a minimum nutrient Solution. After causing
the stimulating factor to take effect on the
yeast suspension for one hour at 20 C, addi-
tion to the malt to be fermented was under-

taken.

On the same general lines, other active factors

may be produced for the use against other
micro-organisms as for example oil-degrading
microbes. The inhibiting biological active
factors may furthermore be used therapeuti-

cally as biological antibiotics.

Example 30

Active factors obtained in accordance with the

present invention for use against viruses

Inhibiting factors for use against viruses were

produced by separating nucleic acids (DNA
or RNA) and proteins or peptides from iso-
lated viruses or virusinfected tissues, as
for example egg membranes, the nucleic
acids being used as separating materials
(see furthermore Examples 16 to 27). These
inhibiting factors were produced from the
protein Solution, produced at the same time,
or furthermore from tissuc extracts pro-
duced from healthy and, as far as possible,
virusresistant cells from individuals or

cell cultures. The virus-inhibiting factors
were present in the secondary eluate

(1.8 M to 2 M NaCl).

I claim:

1. A process for the concentration of bio-
logically active factors having an inhibit-
ing effect on the growth of neoplastie cells
from cell homogenates of fetal or juvenile
tissues or body fluids which contain said

biologically active factors, which comprises

the steps of:

a) non-destructively sterilizing said cell
homogenates with an acid or diethylamine ;
b) separating the components of cell nucleus
and cytoplasmic components from the steri-
lized starting material;

¢) enzymatically decomposing lipids and
carbohydrates which are obtained from

step b) with an enzyme selected from the
group consisting of lipase, Proteinase and
peptidase;

d) separating the cell substrate and re-
covering a factor having a molecular weight
from about 600 to about 1,000.000;

e) forming a conjugate with DNA isolated
from a cell homogenate with an inert carrier
and forming a biologically activc affinity
sorbent means responsive to selective Separa-
tion with said conjugate;

f) selectively separating said biologically
active factors by elution on said affinity
sorbent, and then

g) separating said biologically active factors
from said affinity sorbent by electrophoresis
or by a buffer Solution,

whercby an enriched amount of said bio-
logically active factors is reeovered.

2. The process of Claim I wherein the cell
substrate to be separated and the biological-
ly active affinity sorbent are each prepared
from like organs, species or agespeeifie
tissue.

3. The process of claim I whercin said cell
substrates is fetal thymus or fetal pancreas
tissue.

4. The process of claim I wherein said cell
substrate is finely divided and sterilized

by a vacuo condensation of vapors of a
member selected from the groups consist-
ing of concentrated sulfuric acid, acetic

acid, formic acid, diethylamine and peracids.
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Verwendung von Anti-Idiotyp-Antikorpern als Zusatz zu P 3501 705 8-41

DE Nr : 36 13 848 7
vom 24 04 1986

Zusammenfassung

Als Zusatz zu P 3501705 8-41 werden Onko-
gene (Tumorgene) bzw pathogene DNS
oder RNS oder daraus gewonnene Abschnit-
te mit pathogener Syntheseinformation aus
Viren, Mikroorganismen oder aus Zellgewe-
ben zur Gewinnung von Idiotyp- sowie
Anti-Idiotyp-Antikdrpern bzw deren anti-
determinanten reaktiven Bezirken verwen-
det und gegebenenfalls mindestens zwei
Bestandteile des Spektrums der verschie-
denen Antikdrperfragmente zusammen mit
biologischen Trdgerstoffen konjugiert zur
Prophylaxe und Therapie von durch die
entsprechende DNA oder RNA induzierten
Malignomen oder Infektionskrankheiten ein-

gesetzt

Patentanspriiche

1 Verwendung von Anti-Idiotyp-Antikdr-
perns als Zusatz zu P 3501705 8-41, wobei
Haptene und Antigene als Ausgangsstoffe
fir die Gewinnung von Anti-Idiotyp-Anti-
korpern dienen, von denen man die anti-
determinanten, reaktiven Bezirke durch
Fragmentierung gewinnt und ggfs minde-
stens zwei Bestandteile des Spektrums der
verschiedenen Anti-Idiotyp-Antikdrper-
fragmente, ggfs zusammen mit Trédger-
stoffen, chemisch kovalent konjugiert da-
durch gekennzeichnet, da Onkogene
(Tumorgene), pathogene DNS oder RNS

bzw daraus gewonnene pathogene Abschnit-

te aus Viren, Mikroorganismen oder aus

Zellgeweben in nativer oder chemisch
modifizierter Form, ggfs unter Zusatz von
Carrierstoffen und Adjuvantien als Aus-
gangsstoffe fiir die Herstellung entspre-
chender Idiotyp- oder Anti-Idiotyp-An-
tikorper dienen, die zur Prophylaxe oder
Therapie von Tumoren bzw Infektions-
krankheiten verwendet werden

2 Verfahren nach Anspruch 1 dadurch
gekennzeichnet, dal Mischungen aus
Idiotyp- und Anti-Idiotyp-Antikérpern
bzw deren Bestandteilen oder Konjuga-
ten verwendet werden

3 Verwendung von antideterminanten
Fragmenten aus Idiotyp-Antikdrpern

nach Anspruch 1 als Carrier bzw Triger-
stoffe fiir mutagene chemische Reagentien
bzw Radionuklide

In P 3501705 8-41 werden Haptene und
Antigene als Ausgangsstoffe fiir die Gewin-
nung von Anti-Idiotyp-Antikérpern ver-
wendet, von denen man die antideterminan-
ten, reaktiven Bezirke durch Fragmentie-
rung gewinnt und ggfs mindestens zwei
Bestandteile des Spektrums der verschie-
denen Anti-Idiotyp-Antikdrperfragmente,
welche die biologischen Wirkungen eines
Ausgangsstoffes imitieren ggfs mit biolo-
gischen Trdgerstoffen chemisch kovalent
konjugiert, um sie dann zur Prophylaxe
oder Therapie, insbesondere von Strahlen-
und Verbrennungsschidden zu verwenden
Vorliegendes Verfahren bezieht sich auf die
Gewinnung und Anwendung von Idiotyp-
und Anti-Idiotyp-Antikdrpern bzw deren

Fragmente, ggfs ebenfalls in konjugierter
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Form gegen Onkogene (Tumorgene) bzw
pathogene DNS oder RNS aus Viren, Mi-
kroorganismen oder Zellgeweben zur Pro-
phylaxe und Therapie von Malignomen oder
Infektionskrankheiten, die durch die ent-
sprechenden Ausgangsstoffe verursacht
werden Ublicherweise werden DNA oder
RNA sowie daraus gewonnene Abschnitte
nicht als Antigene bezeichnet, obwohl die
Bildung von Antikdrpern gegen Zellkern-
Peter

antigene bekannt ist (vgl : Hans

Seelig: Antikorper gegen Zellkernantigene:
Labormedizin und Klinik I: Gustav Fischer
1983)

von DNS und RNS sowie die Gewinnung

Verlag, Stuttgart, Die Isolierung

von einzelnen Abschnitten durch Inzisions-
enzyme gehort heute zum Stand der Technik,
ebenso wie die Gewinnung von Antikdrpern
aus solchen Ausgangsstoffen Die Gewin-
nung von Antikdrpern gegen DNS und
RNS bzw daraus gewonnenen Abschnitten
ist in der Literatur bekannt:
gegen DNS: Robbins et al :
Exp Biol Med 96, 575 (1957); Seligmann,
M: CR Acad Sei Paris 245, 243 (1957);
StraBle: Vox Sang 2, 283
(1957); Ceppelini et al :
Biol

Antikorper

Proc Soc

Micscher u
Soc
Med 96, 572 (1957) RNS-Antikor-

per kdénnen mit natiirlichen und syntheti-

Proc Exp

sierten Ribonukleotiden erhalten werden
1312

(1965); Karol und Tanenbaum: Proc Natl
Acad Sei USA 57, 713 (1967); Nahon et
Acta 149, 127
(1967)), Die Antikdrper erkennen jeweils
unterschiedliche Epitope aus DNS- und RNS-

(Seaman et al : Biochemistry 4,

al : Biochem Biophys

Molekiilen wie Basen, Basensequenzen, Des-
oxyribosephosphatgeriist sowie Helixkon-
formationen Fiir eine bivalente Bindung
der Antikdrper geniigen Segmente von
40 - 50 Basenpaaren (vgl Stollar: Eur J
Biochem 82, 339 (1978)) Solche Anti-

korper konnen die DNS-Synthese blockieren

Clin
52, 365 (1983)) Eine chemische

Modulation oder Konjugation,

(vgl Alarcon-Segovia et al :

Immunol

Exp

z B mit

Ilydralazine verstdrkt die Immunogenitét
(vgl Ann Med 76,
365, (1972); Frcese et al : Mutat Res 5
343 (1968))
ten (1983) geniigt der Austausch oder die

Hahn et al : Intern

Nach amerikanischen Arbei-

Verdnderung eines einzigen Bausteins eines
Gens, z B mit der Bauanweisung fir das
Glycoprotein des Tollwutvirus, um den
Erreger avirulent zu machen (vgl Minch,
Med Wochenschr 128, Nr 16, S 32
(1986)) DNS-Pathogenitdtsfaktoren sind
auch in Mikroorganismen z B bestimmten
Kolibakterien enthalten, die besonders
zu Harnwegsinfekten und Encephalitis
fihren Die Idiotyp-Antikdrper und

deren antideterminante Bestandteile
konnen auch gentechnologisch gewonnene
DNS oder RNS blockieren Bei Zellen,die
durch Retrovien infiziert sind, liegen
sowohl die pathogenen RNS wie die revers-
transkribierte C-DNS der Virusinforma-
tion vor, so dall prophylaktisch wie
therapeutisch beide Faktoren durch Anti-
korper oder Antikorperfragmente blockiert
werden sollten Fragmente der Idiotyp-An-
tikdrper eigenen sieh auch als Schlepper-
stoffe fiir mutagene Radionuklide und
chemische Substanzen zur Beseitigung

DP 3119110)

Die Anwendung infektiéser DNS oder RNS

der Pathogenitdat (vgl

zur Gewinnung von Antikdrpern ist je-
doch prophylaktisch wie auch therapeu-
tisch nicht méglich Die Anti-Idiotyp-
Antikorper konnen jedoch als Ersatz des
Antigens das Antigen imitieren und wirken
selbst nicht pathogen Hierauf beruht
vorliegendes Anwendungsverfahren Es
entstehen Idiotyp-Antikdrper Diese lassen
sich auch aus Zellkulturen monoklonal

oder polyklonal gewinnen und unmittelbar



oder modifiziert zur Therapie verwenden
Die Anti-Idiotyp-Antikérper und ihre Modi-
fikationen sind jedoch zur aktiven Immu-
nisierung und zur Prophylaxe geeignet
Zur Verbesserung der Penetration in in-
fizierten Zellen konnen die Antikérper bzw
Antikdrperfragmente in Liposome, ggfs

mit Zelltropismus inkorporiert werden

Beispiel 1

Es sollen Impfstoffe gegen Onkogene in
Form von Idiotyp- bzw Anti-Idiotyp-An-
tikorper gewonnen werden Als Ausgangs-
stoffe werden kommerziell hergestellte Onko-
gene (DNS-Abschnitte) verwendet und
deren Immunogenitit durch bekannte im-
munologische Methoden (Konjugation, Ad-
juvantien, Immunstimulantien) verstdrkt
Die Gewinnung der Idiotyp-Antikdrper er-
folgt ebenfalls nach bekannten Methoden
der aktiven Immunisierung in vivo oder
aus Zellkulturen Die Idiotyp-Antikdrper
werden unmittelbar therapeutisch verwen-

det Es konnen dazu die antideterminan-

ten Bestandteile isoliert und ggfs minde-
stens zwei Fragmente, ggfs durch ein
Carriermolekiil, konjugiert werden Solche

Pridparate lassen sich dann bevorzugt zur
Gewinnung von Anti-Idiotyp-Antikdrpern
Aus die-

sen konnen ebenfalls die antideterminan-

in vivo oder in vitro verwenden
ten Bestandteile isoliert und ggfs konju-
giert werden fiir die aktive Immunisierung

in vivo oder in vitro Prdparationen aus
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Idiotyp- bzw Anti-Idiotyp-Antikdrpern
werden in Liposomen inkorporiert appli-
ziert (vgl DP '2650502 und 2656333)
Beispiel 2

Es sollen Impfstoffe gegen Retroviren her-
gestellt werden Aus den in vitro in Zell-
oder Gewebekulturen geziichteten Viren
werden die Nukleinsduren und ggfs
daraus die fiir die Pathogenitdt ver-
antwortlichen Abschnitte z B das
Transaktivator-Gen "tat III" aus dem
HTLV HI/LAV isoliert und die Immuno-
genitdt durch bekannte Verfahren ver-
starkt fir die Gewinnung von einem
Spektrum von Idiotyp-Antikdrpern, die
danach unverdndert oder aber wie oben
abgewandelt, zur Therapie verwendet
werden Unabhidngig davon wird eine
Copy-DNS aus der RNS oder den daraus
gewonnenen Abschnitten oder aber

aus der revers-transkribierten DNS aus
Gewebezellen gewonnen und in gleicher
Weise als Ausgangsstoff' fir native oder
abgewandelte Idiotyp wund Anti-Idiotyp-
Antikdrper verwendet Zur prophylak-
tischen und therapeutischen Anwendung
konnen Mischungen der Antikdrper beziig-
lich RNS und DNS bzw deren Abschnitte
verwendet werden Idiotyp-Antikdrper-
fragmente kénnen auch als Vehikel fiir
Radionuklide oder chemische Reagentien
zur Verdnderung der genetischen Infor-

mation verwendet werden (vgl P 2456224)
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Verfahren zur Synthese von biologischen Peptidwirkstoffen

DE Nr : 28191108
vom 29 04 1978

Zusammen mit Porcher, Harald, Dr rer nat ,

Patentanspruch

Verfahren zur Synthese von biologischen
Peptidwirkstoffen, gekennzeichnet durch
die Gewinnung von informativer Ribonu-
kleinsdure (iRNS) mit der Syntheseinforma-

tion fir Anti-Idiotyp-Antikdrper gegen die

biologisch aktive Gruppe des entsprechen-
den Oligo- oder Polypeptid-Molekiils sowie

von Anti-Idiotyp-Antikdrpern und Gewin-

nung von Antikdrperfragmenten der anti-
determinanten Gruppe durch enzymatische

und bzw oder chemische Fragmentierung

Vorliegendes Verfahren dient der Synthese
von Peptidwirkstoffen, wie z B nieder-
molekularen Regulationsstoffen des Syn-
thesestoffwechsels in Form von Inhibitoren,
Repressoren oder Stimulatoren, wie auch
von hormonidhnlichen Stoffen Dabei ist
eine Aufkldarung der chemischen Struktur
des Molekiils nicht erforderlich Vielmehr
werden nach bekannten Verfahren iso-
lierte Molekiile als Muster fir die Gewin-
nung von Stoffen mit dhnlichen biologi-
schen Eigenschaften verwendet, vergleichs-
weise wie bei den Isoenzymen, bei denen
die Wirkgruppe, weniger aber die Gesamt-
struktur des Molekiils fiir die bestimmte
Wirkung verantwortlich ist Der Nachweis
der biologischen Wirkung erfolgt durch
Bioassay, die Erzeugung dieser funktionell
dhnlichen Stoffe durch bekannte immun-
biologische Methoden, die hier in besonderer
Verfahrensweise und Reihenfolge verwen-

det werden Es werden dabei die isolierten

7000 Stuttgart

Peptidwirkstoffe als Antigen verwendet
zur Gewinnung eines primédren Antikor-
pers in einem antikdrpererzeugenden Or-
ganismus (vgl Hans Schmidt: Die
Grundlagen der spezifischen Therapie: Im-
munisierung der Tiere, Bruno Schulz Ver-

lag, Berlin 1940) oder aber in einem

in vitro System zur Erzeugung von An-
tikorpern in Lymphozyten oder Hybrid-
zellen-Kulturen (vgl A Bussard: Cellular
hybridisation in immunology: Vortrag beim
4 Europdischen Immunologie-Meeting,
Budapest 12 - 14 4 1978) Die in vitro
Gewinnung von Antikdrpern hat den Vor-
teil , daf hier nur sehr geringe Anti-
genmengen erforderlich sind und das
Antikorperspektrum durch klonale Anti-
korpersynthese eingeschriankt wird Falls
die Peptidwirkstoffe nicht ausreichend
immunogen sind, kann ihre Immunogeni-
tit durch bekannte Verfahren der Kom-
plettierung durch Konjugation mit einem
Carrier oder durch Verwendung von Adju-
vanten verstiarkt werden (vgl C Stef-
fen: Allgemeine und experimentelle Immu-
nologie und Immunpathologie: Georg Thieme
Verlag:
5 560)

der so gewonnenen Immunglobuline kon-

Herstellung konjugierter Antigene

Zur Reinigung und Isolierung

nen die Verfahren, die ebenfalls in C Stef-
fen S 562 u f angegeben sind, verwendet
werden Auch lassen sich daraus Anti-
korperfragmente, wie leichte und schwere
Ketten und das Fab-Fragment, wie auch
monovalente Antikdrper gewinnen (vgl

C Steffen: S 571 u f ), die den Ausgangs-



stoff spezifisch blockieren und fir solche
Zwecke unmittelbar eingesetzt werden kon-
nen, d h also die Aufhebung einer Inhi-
bition oder Repression wie auch anderer-
seits des stimulierenden Effekts

Die Isolierung des urspriinglichen Peptid-
wirkstoffes zur Gewinnung solcher Immun-
globuline kann nach bekannten Methoden
erfolgen, wie sie K Letnansky verwen-
det hat (Charakterisierung eines tumor-
spezifischen Inhibitors aus dem miitter-
lichen Anteil der Rinderplazenta: oster-
reichische Zeitschrift f Onkologie Vol 4,
Nr 2 -3, S 42 - 45, 1977; vgl auch Ein-
heitspriifung fiir Antigene bei C Stef-

fen S 594) Die antideterminanten Grup-
pen bzw die Antikdrperfragmente werden
nun selbst als Immunogen zur Bildung
eines zweiten Antikdrpers entweder in
vivo oder auch in vitro nach entsprechen-
den Verfahren wie bei der Gewinnung des
Dieser

ersten Antikérpers verwendet

Anti-Idiotyp-Antikérper und besonders

seine determinante reaktive Gruppe in
Form von leichten und schweren Ketten
oder dem Fab-Fragment haben dieselbe
biologische Wirkung, wie der primir als
Antigen verwendete Peptidwirkstoff
Dies 1dBt sich ebenfalls durch Bioassay
testen Die Synthese dieses Anti-Idiotyp-
Antikorpers kann in vitro kontinuierlich
in Hybridzellen aus einem Plasmozytom und
Lymphozyten erfolgen, wobei die Immun-
globuline aus dem Medium der Zellkultur
abgeschopft werden und dieses Medium er-
neuert wird Die Isolierung dieses zwei-
ten Antikdrpers und die Gewinnung der
antideterminanten Gruppe erfolgt nach den
oben beschriebenen, bei Steffen angege-
benen Verfahren Es ist auch mdglich, die
Syntheseinformation fir diesen Anti-Idio-
typ-Antikdrper in vitro analog dem Ver-
fahren von D Jachertz (Flow of Informa-
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tion and gene activation during antibody
synthesis Ann N Y Acad Sei 207
(1973) 122 - 144) als informative RNS zu
gewinnen und diese zur spezifischen Sen-
sibilisierung von Antikdrper-produzieren-
den Individuen zu verwenden Der Vor-
teil dieser Methode liegt in der Wirksam-
keit geringster Mengen dieser informa-
tiven RNA Auch kann diese informative
RNA direkt therapeutisch verwendet wer-
den zur Behandlung von Krankheiten, bei
denen eine Insuffizienz in der Synthese
der biologischen Peptidwirkstoffe besteht
Es besteht die Moglichkeit, daBl bei gene-
tischen Defekten iiber eine reverse Tran-
skriptase diese Syntheseinformation auch
in somatische Zellen aufgenommen werden
kann, so daB dadurch der Defekt iber-

brickt wird

Beispiel 1

Synthese von Tumorhemmstoffen, die aus
dem maternen Anteil der Rinderplazenta
durch Fraktionierung gewonnen wurden
(vgl K Letnansky: Osterreichische
Zeitschrift f Onkologie (1977) S 42 - 45)
und die nur in sehr geringen Mengen aus
dem Gewebe isoliert werden konnen, so daf}
die Aufkldrung der chemischen Struktur
und deren Synthese auf Schwierigkeiten
stot Es wird dabei die durch Bioassay
getestete biologische Fraktion mit dem
niedrigsten Molekulargewicht als Immunogen
zur Sensibilisierung Antikorper-erzeugen-
der Tiere, z B Kaninchen, Schafe,
Hithner u a verwendet und falls das Anti-
gen nicht in ausreichender Menge zur
aktiven Immunisierung mit Boosterung

zur Verfiigung steht, als Immunogen zur
Sensibilisierung von Lymphozyten-Zell-
kulturen bzw Hybrid-Zellkulturen

Der entstehende Antikdérper wird durch
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Bioassay auf seine Fahigkeit zur Blockie-
rung der biologischen Wirkung des ur-
spriinglichen Antigens bzw des Peptid-
Haptens, das zum Vollantigen komplettiert
wurde, getestet Durch Absorption und
Absidttigungsmethoden wird der spezifi-
sche Antikdrper rein gewonnen und seine
antideterminante Gruppe in Form von An-
tikorperfragmenten isoliert und als Antigen
verwendet In vitro konnen iRNA mit der
Syntheseinformation gegen diese Idiotyp-
Gruppe gewonnen werden Diese lassen
sich direkt therapeutisch verwenden, eben-
so aber auch zur Sensibilisierung von An-
tikorper-spendenden Individuen zur Erzeu-
gung eines Anti-Idiotyp-Antikdrpers

Die Antikdrpersynthese kann ebenfalls in

vitro erfolgen, insbesondere auch in Hybrid-

zellen, z B aus Plasmozytom-Zcllen und
Lymphozyten Der gebildete Anti-ldiotyp-

Antikérper wird durch Adsorption bzw

Absittigung nach bekannten Verfahren iso-
liert und seine antideterminante Gruppe
bzw die entsprechenden Antikorperfrag-
mente, die diese enthalten, gewonnen Die
biologische Wirkung des zweiten Antikor-
pers bzw der daraus gewonnenen Anti-
korperbruchstiicke werden durch Bioassay
in gleicher Weise wie urspriinglich der Pep-
tidwirkstoff getestet Die biologischen Wir-
kungen miissen mit diesem iibereinstim-

men, jedoch nicht die chemische Struktur

Beispiel 2

Es sollen biologische Regulationsstoffe mit
analoger Wirkung wie Interferon, Chalone,
Wachstumsfaktoren, Wuchsstoffe wie auch
Releasing und andere Peptidhormone ge-

wonnen werden Das praktische Vorgehen

entspricht jeweils dem Beispiel 1
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Verfahren zur Herstellung von suspendierbaren korpuskuldren Partikeln aus klebrigen,

molekular langfaserig vernetzten Materialien

DE Nr : 35 18 150 8-41
vom 21 05 1985

Zusammenfassung
Aus klebrigen, molekular langfaserigen ver-

Kolla-

gen, Elastin oder Kunststoffen werden

netzten Materialien, wie z B Fibrin,
durch Mahlen in Kédlte-gehdrtetem Zustand
suspendierbarc Partikel gewonnen Diese
konnen wihrend des Herstellungsprozesses ,
insbesondere gegen Viren, nach DP 2944278
bzw EPA 841 12944 8§ sterilisiert und lyo-
philisiert werden Bei Verwendung von
retrahiertem Fibrin als Ausgangsstoff
wird eine Strangulation von lebenden Zel-

len in einer Mischsuspension vermieden

Patentanspriiche

1 Verfahren zur Herstellung von suspen-
dierbaren, korpuskuldren Partikeln aus
stabilen, retrahiertem Fibrin, Kollagen oder
Elastin als Trdgerstoff fir lebende Zellen,
dadurch gekennzeichnet, dal man die Ma-
-70°C ab-

kihlt, in einer tiefgekiihlten Mihle oder

terialien auf Temperaturen unter

Homogenisator mahlt und gewiinschtenfalls
lyophilisiert

2 Verwendung der nach Anspruch 1 ge-
wonnenen Produkte zusammen mit lebenden
Zellen zu therapeutischen Zwecken oder

zur Zell- und Gewebeziichtung in vitro

Die Erfindung ist durch die Patentan-
spriiche 1 und 2 definiert

Klebrige, molekular langfaserig vernetzte
Materialien sind stabiles, retrahiertes Fi-
brin, Kollagen oder Elastin Sie konnten

bisher nicht als suspendierbare, korpus-

Solche

Partikel konnen als Trdgersubstanzen fiir

kulare Partikel hergestellt werden

lebende Zellen therapeutisch fiir die Aus-
fiilllung von Gewebedefekten bei der Wund-
heilung oder Einpflanzung von Implanta-
ten wie auch fir die Gewebeziichtung ver-
wendet werden Bei der Umwandlung von
instabilem in stabiles Fibrin durch den
Blutgerinnungsfaktor XIII (Fibrin stabi-
lisierender Faktor-FSF) werden die im in-
stabilen Fibrin enthaltenen lebenden Zel-
len stranguliert und abgetdtet Erfindungs-
gemdlB wird deshalb fiir solche Zwecke

als Ausgangsstoff stabiles, retrahiertes
Fibrin verwendet Bei der Suspension der
daraus gewonnenen Partikel zusammen
mit lebenden Zellen kann zur Vernetzung
Fibrinogen und Thrombin, mdglichst ohne
den Fibrin stabilisierenden Faktor (FSF),
zugesetzt werden Die Gewinnung von
retrahiertem Fibrin oder der anderen Aus-
gangsstoffe erfolgt nach bekannten Metho-
den Fibrin wird aus Blutplasma bzw Fi-
brinogen gewonnen und von Bceglcit-
stoffen freigespiilt, auf tiefer als -70°C
tiefgefroren und in kéltegehédrtetem Zu-
stand in einer tiefgekihlten Mihle oder
einem Ilomogenisator pulverisiert Das er-
haltene Pulver kann therapeutisch unmittel-
bar verwendet werden oder es wird nach
bekannten Verfahren lyophilisiert

Die gewonnenen Produkte werden vor

der Benutzung in einem Suspensions

mittel, das lebende Zellen, Fibrinogen und
Thrombin, moéglichst ohne den Fibrin-sta-
bilisierenden Faktor (FSF), enthidlt, ge-

mischt und suspendiert Die Konsistenz
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kann je nach Bedarf von fliissig bis pasten-
artig sein. Die suspendierbaren Partikel
des Ausgangsmaterials konnen auch in
vitro fir die Zell- und Gewebeziichtung
Verwendung finden. In gleicher Weise wie
Fibrin werden auch die anderen klebrigen

Materialien aufgearbeitet.

Beispiel

Fibrin wird aus Blut, das mit gerinnungs-
hemmenden Substanzen, wie z.B. Natrium
citricum oder Heparin, versetzt ist, nach
Abzentrifugieren der Blutzellen aus dem
Blutplasma und nach Retraktion unter
sterilen Bedingungen gewonnen und wie-
derholt von BegleitStoffen freigespilt.

Es wird dann in flissigem Stickstoff in
kleineren Portionen eingefroren und in ei-
ner tiefgekiithlten Mahlvorrichtung (Mihle,
Kugelmiihle oder Homogenisator) pulveri-

siert. Das gewonnene Produkt kann un-

mittelbar nach dem Auftauen verwendet
werden oder es wird nach bekannten Metho-
den lyophilisiert. Wahrend der Eyophilisie-
rung kann es selbstverstdndlich einer
Sterilisation gegen Mikroorganismen und
Viren, insbesondere gegen AIDS, unter-
zogen werden. Dabei wird das Substrat

im Vakuum Démpfen von Perséduren oder
von Mischungen von Persduren und den
entsprechenden konzentrierten S&uren aus-
gesetzt. Die Sterilisation kann jedoch auch
mit den anderen bekannten Methoden, wie
z.B. Bestrahlung mit ionisierenden Strah-
len oder durch Antibiotikazusédtze, durch-
gefiihrt werden. Fiir die Anwendung der
Produkte in Form von Suspensionen zusam-
men mit lebenden Zellen werden als Sus-
pensionsmittel geeignete Ndhrmedien und
Zellen beniitzt. Diesen konnen Fibrinogen
und Thrombin, moglichst jedoch ohne den
Fibrin stabilisierenden Faktor, fir eine

Gel-Bildung zugesetzt werden.



Herstellung von Praparaten zur spezifischen
zellularen Immunreaktion
DE Nr : P 35 13 5727

vom 16 04 1985

Zusammenfassung

Es werden 16sliche Antigene oder Allerge-
ne oder die nach DPA 3437757 3 und Zu-
satzanmeldung DPA 3501705 8 sowie

EPA 85102586 6 gewonnenen biomimetisch
analog wirkenden Anti-Idiotyp-Antikor-
per bzw die daraus gewonnenen separa-
ten oder konjugierten antideterminanten
Fragmente als Carrier mit Tropismus zu
Immunzellen verwendet:

a) fiur die spezifische Immunsuppression
oder zur Erzeugung von Immuntoleranz
durch wahlweise Anlagerung oder Bindung
an zytotoxische, zytostatische, antimeta-
dimcre
Radio-

Antihistaminika sowie Anti-Men-

bole, alkylierende Substanzen,
Alkaloide,
nuklide,

kin-Substanzen und bzw

Folsdure-Antagonisten,

oder Extrakte
aus allogenem oder xenogencm foetalen
Thymus, Clorinbzw Trophoblasten;

b) fir die spezifische Stimulation der immu-
nologischen Abwehr

durch Anlagerung oder Bindung von Ex-
trakten aus jugendlichen Lymphknoten,
Thymus, Milz, Knochenmark, Transfer-
faktor und bzw oder Mitogenen

Die Verwendung bestimmter Allergene
bzw Antigene und der analogen biomime-
tischen Stoffe einzeln oder in Kombination
ermoglicht gezielte Indikationen fir Pro-
phylaxe und Therapie, insbesondere bei
atopischen Erkrankungen, bei den ver-
schiedenen Immunpathogenen Organerkran-
kungen einschlieBlich der multiplen Skle-
rose, der Myasthenia gravis, den Kollage-

nosen, bei nicht voll kompatibler Organ-
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Beeinflussung der humoralen und

transplantation, zur Verhinderung von

Arzneimittelresistenz durch induzierte
immunologische Blockierung und anderer-
seits bei der Stimulierung des Impf-
schutzes gegen
Patentanspriiche

1 Verfahren zur Herstellung von Pra-
paraten zur spezifischen Beeinflussung
des Immunsystems der humoralen und zel-
luldiren Abwehr, dadurch gekennzeichnet,
daB natiirliche 16sliche Antigene oder

zum Immunogen komplettierte Haptene

bzw Allergene oder die nach DPA

3437757 3 und DPA 35017058 (EPA
85102586 6) gewonnenen entsprechenden
biomimetisch wirkenden Anti-Idiotyp-Anti-
korper oder die daraus gewonnenen sepa-
raten oder konjugierten anti determinanten
Fragmente als Carrier zu Immunzellen ver-
wendet werden:

a) Zur Immunsuppression oder zur Erzeu-
gung von Immuntoleranz durch wahlweise

Anlagerung oder Bindung an zytotoxische,

zytostatische, antimetabole, alkylierende
Substanzen, dimere Alkaloide, Folsdure-
Antagonisten Radionuklide, Antihista-

minika bzw Anti-Menkin-Substanzen, Di-

dthylcarbazin Dinatrium-Cromyglyeat bzw
Natriumchromolyn Extrakte aus foetalem

Chorion bzw Trophoblast, Methyl-
oder blockierende Sub-

stimulie-

Thymus,
xantine und bzw
stanzen der a-Rczeptoren bzw
rende Substanzen der B-Rezeptoren;

b) zur spezifischen Stimulation des Immun-

systems durch wahlweise Anlagerung oder
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Bindung an Extrakte aus jugendlichen
Lymphknoten, Thymus, Milz, Knochen-
mark, Immunmediatoren, Transferfaktor,
informative Ribonukleinsduren oder Des-
oxyribonukleinsduren fiir die jeweiligen
Antikorpersynthesen und bzw oder Mito-
genen

2 Herstellung von Prdparaten nach An-
spruch la) zur Prophylaxe oder Behand-
lung von atopischen Erkrankungen, da-
durch gekennzeichnet, daB die jeweils sen-
sibilisierenden Allergene oder die biomime-
tischen Analoga einzeln oder kombiniert

als Carrier verwendet werden

3 Herstellung von Préparaten nach An-
spruch la) zur Behandlung der multiplen
Sklerose, dadurch gekennzeichnet, daf
die natiirlichen oder biomimetischen im-
munopathogenen Organantigene des ZNS,
insbesondere enzephalogenes Protein und
bzw oder Myelin des peripheren Nerven-
systems als Carrier verwendet werden

4 Herstellung von Prédparaten nach An-
spruch la) zur Behandlung von Myasthenia
gravis , dadurch gekennzeichnet, daB
Acethylcholin-Rezeptoren der neuro-musku-
liren Endplatten oder entsprechende bio-
mimetische Antigene als Carrier verwen-
det werden

5 Herstellung von Prdparaten nach An-
spruch la) zur Behandlung von immuno-
pathogenen Organerkrankungen z B von
Schilddriise, Leber, Niere, Pankreas, Lun-
ge, Thymus, Nebenniere, BlutgefdBen, Ge-
lenken, Kollagenosen und Sensibilisierun-
gen gegen Hormone und Enzyme , dadurch
gekennzeichnet, dal die sensibilisieren-
den Antigene oder ihre biomimetischen Ana-
loga als Carrier verwendet werden

6 Herstellung von Prédparaten nach An-
spruch la) zur Prophylaxe und Therapie
von AbstoBungsreaktionen nach Organ-

transplantationen, dadurch gekennzeichnet,

daB die nicht-kompatiblen Histokompati-
bilitdtsantigene bzw Organantigene ge-
gen die krankheitsbedingt eine Sensibi-
lisierung besteht, als Carrier verwendet
werden

7 Herstellung von Prédparaten nach An-
spruch la) zur Verhinderung einer immu-
nologischen Blockierung der Wirksamkeit
von immunogenen Arzneimitteln, dadurch
gekennzeichnet, dafl die antigenen Fakto-
ren oder die entsprechenden biomimeti-
schen Analoga als Carrier verwendet wer-
den

8 Herstellung von Prdparaten nach An-
spruch 1b) zur Stimulierung der Abwehr-
funktionen gegen Infektionserreger (Bak-
terien, Viren), Endo- und Exotoxinen,
dadurch gekennzeichnet, daB die jeweili-
gen Impfvaccine oder die analogen biomi-
metischen Impfstoffe gleichzeitig oder zeit-
lich getrennt zur Immunisierung als
Carrier beniitzt werden

9 Herstellung von Prédparaten nach An-
spruch 1b) zur Stimulierung der Abwehr-
funktionen gegen Malignome, dadurch
gekennzeichnet, daB die tumorassoziierten
Antigene oder embryo-foetalen Antigene
oder entsprechenden biomimetischen Ana-
loga als Carrier beniitzt werden

10 Herstellung von Prédparaten nach An-
spruch 1b) zur allgemeinen Immunstimu-
lierung, dadurch gekennzeichnet, daB
Zellmembran-Antigene aus B- und T-Lympho-
zyten oder die entsprechenden biomime-
tischen Analoga als Carrier beniitzt wer-

den

Beschreibung

Die spezifische Beeinflussung der humora-
len und zelluliren Abwehrvorgidnge des
Immunsystems war bisher unbefriedigend

Fiir Prophylaxe und Therapie bietet je-



doch eine antigenspezifische Suppression
andererseits eine Simulierung des Immun-
systems viele spezielle Anwendungsmog-
lichkeiten

Bei vorliegendem Verfahren wird die Fdhig-
keit zur Erkennung des Antigens bzw Al-
lergens durch Immunzellen fiir die selek-
tive Beeinflussung derselben benutzt, in-
dem spezifische Antigene oder Allergene
bzw biomimetisch entsprechend wirkende
Anti-Idiotyp-Antikorper, deren antideter-
minante Fragmente, die einzeln oder mit-
einander zu Vollantigenen konjugiert an-
gewandt werden als Trdgerstoffe (Carrier)
einerseits, fiir Stoffe, die die Immunfunk-
tion solcher Zellen hemmen oder diese Zel-
len selektiv vernichten, so dafl weitere
Immunreaktionen ausbleiben und anderer-
seits diese Immunzellen in ihrer Funktion
stimulieren und zur Proliferation anregen,
so dafl die Immunantwort gegen die ver-
wendeten Carrier selektiv verstiarkt wird
Als Carrier werden jeweils die Antigene
oder Allergene bzw die zum Vollantigen
komplettierten Haptene verwendet, gegen
die die Immunreaktion verdndert werden
soll Es konnen jedoch auch entsprechende
biomimetisch wirksame Stoffe verwendet
werden, die nach DPA 3437757 3 und DPA
3501705 8 sowie EPA 85102586 6 gewonnen
werden Es handelt sich dabei um Anti-
Idiotyp-Antikdrper oder die daraus gewon-
nenen separaten oder konjugierten anti-
determinanten Fragmente Dadurch kon-
nen besonders schwer erreichbare natiir-
liche Haptene oder Antigene sowie Toxine,
die nach Schddigung mit ionisierenden
Strahlen und nach Verbrennungen ent-
stehen, ebenso Tumormarker, DNS und
RNS, Proteide oder Proteine, immunolo-
gisch imitiert werden Die verschiedenen
Anti-Idiotyp-Antikdrper bzw -Fragmente

werden ggf mit biologischen Trédgerstof-
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Auch

lassen sich native Allergene bzw Aller-

fen chemisch kovalent konjugiert

gen-Analoga einzeln oder in Mischungen,

z B aus Bliiten- oder Griser-Pollen, Haus-
staub u a , wie sie z T kommerziell her-
gestellt werden, verwenden Als Allergene
und deren Analoga kdnnen alle mdglichen
Arten dienen, insbesondere Antigene von
Mikroorganismen (Bakterien und Viren),
Pflanzen sowie Gewebeantigene und Fakto-
ren, die zu immunpathogenen Erkrankun-
gen fithren Auch Arzneimittel, gegen

die sich Immunreaktionen ausbilden, konnen
zur Desensibilisierung oder zur Erzeugung
von Immuntoleranz verwendet werden

Es lassen sich auch immunologisch beding-
te Resistenzen gegen Arzneimittel auf-
grund der Blockierung derselben durch
Antikdrper verhindern, oder beseitigen,
ohne daBl der biologische Wirkungsmecha-
nismus des Arzneimittels, z B auf den
Stoffwechsel oder auf genetische Regula-
tionen beeintrdchtigt wird

Zur spezifischen Verhinderung einer Im-
munisierung gegen bestimmte Antigene

oder Allergene, zur Immunsuppression

oder Erzeugung von Immuntoleranz wer-
den die sensibiliserenden Faktoren als
Carrier wahlweise von zytotoxischen und
zytostatischen Substanzen, insbesondere
Antimetabolite wie 6-Mercaptopurin und
Thioguanin, Azaserin, Duazomyzin A und
Mitomycin, Fluorurazil, Thiourazil, den
Folsdure-Antagonisten Methothrexat, Ame-
thopterin, Aminopterin, Actinomycine sowie
Stoffen, die die Proteinsynthese hemmen,

z B Puromycin, Streptomycin, Eryhtro-
myein, Chloramphenicol, Ricin und Diphthe-
rietoxin, ebenso Diaminoacredine, z B
Acriflavin und dimére Alkaloide wie Vin-
blastin und Vincristin, dann aber auch Ra-
dionuklide, Antihistaminika bzw Anti-Men-

kin-Substanzen, Didthylcarbazin, Dinatrium-
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Cromyglycat bzw Natriumchromolyn,
Cyclosporin, Extrakte aus foetalem Thymus,
Chorion bzw Trophoblast, Methylxantine
und bzw oder blockierende Substanzen der
a-Rezeptoren bzw stimulierende Substanzen
der 3-Rezeptoren verwendet Sie sind ge-
eignet, einzeln oder in Kombination ange-
lagert, oder an die Carrier-Molekiile ko-

valent gebunden zu werden Zur spezifi-
schen Stimulation der Immunreaktionen

werden wahlweise Extrakte aus jugend-

lichen Lymphknoten, Thymus, Milz, Kno-
(In-

Transfer-

chenmark, ebenso Immunmediatoren,

terleukine, Interferon u a )
faktor, informative Ribonukleinsduren
oder Desoxyribonukleinsduren fiir die
jeweilige Antikdrpersynthese und bzw
oder Mitogene, z B Concanavalin A, Phy-
tohdmagglutinin und Pokeweedmitogen
sowie Produkte von Bakterien, Metallionen
und Polynukleotide, ebenso stimulierende
Substanzen der a-Rezeptoren wie auch
8-Rezeptoren-Blocker, einzeln oder in
Kombination verwendet

Die Anlagerung der modifizierenden Fakto-
ren fiir die Immunreaktion an die Carrier
erfolgt durch die Inkubation der als Lo-
sung vorliegenden Komponenten oder Lo-
sung der Bestandteile, die in Trockenform
vorliegen, durch die andere flissige Kom-
ponente Es lassen sich aber auch alle mog-
lichen Methoden zur chemischen Konjuga-
tion der Faktoren verwenden, so z B die
Kupplung als Diazonium-Verbindung, die
Behandlung mit Zyanaten, die Umsetzung
mit Carbobenzoxy-Verbindungen, das
Curtius'sche Azid-Verfahren, das Oxazolon-
Verfahren, die Konjugation mit Polysaccha-
riden nach W J T Morgan, Verbindung

mit Carboxyhydraten, Pyridin-Eiwei-Ver-
Verbindungen mit Sulfhydril-
(vgl
Fortschritte der Serologie,

bindungen,
Gruppen zu Disulfid-Briicken u a
A Schmidt:

S 67 u f, Dietrich Steinkopf Verlag,
Darmstadt, 1955; Helmut Friemel:
nologische Arbeitsmethoden, S 480 u f ,
1984)

Zur Immunsuppression und Erzeugung

Immu-

Gustav Fischer Verlag,

von Immuntoleranz sollen die Hemmstoffe
mindestens in dquivalenten Molekiil-Men-
gen mit den Carrier-Molekiilen verwendet
werden Sie konnen jedoch auch ein mehr-
faches betragen Die Dosierung erfolgt
nach den Erkenntnissen iiber die Induk-
tion einer Immunantwort bzw die Erzeu-
gung von Low- oder High-Zone-Toleranz
Bei bestehender Sensibilisierung und vor-
handenen humoralen Antikdrpern oder Im-
munzellen fiir die verzogerte Immunreak-
tion bzw einer Granulomentstehung ist
es zweckmidfig Konzentrationen im ng-
mg/ml Antigen iber lingere Zeitspannen
wiederholt zu applizieren Bei Auslosung
einer Immuntoleranz bei einer nicht aktuel-
len Sensibilisierung ohne erkennbare Im-
munreaktion z B prdsaisonal bei atopi-
schen Erkrankungen, zur Vorbehandlung
einer Organtransplantation oder zur Ver-
hinderung einer immunologischen Blockie-
rung von Arzneimitteln konnen hohe Kon-
zentrationen des Antigens von ug - mg bei
gleichzeitiger Applikation des Hemmstoffes
erfolgen Bei allergischen Erkrankungen

ist die gleichzeitige Kombination mit Anti-
histaminika bzw Anti-Menkin-Stoffen und
einem oder mehreren anderen immunsuppres-
siven Faktoren ebenso wie die wiederholte
Anwendung hoéherer Verdiinnungen in an-
steigenden Konzentrationen wichtig Im
krankheitsfreien Intervall kdnnen jedoch
hohere Konzentrationen in grofBeren Ab-
stinden angewandt werden Sobald Immun-
toleranz gegen ein Arzneimittel vorliegt,
kann dieses auch ohne zusidtzliche Immun-
modulatoren angewandt werden Absolute

Angaben iber die Art der Kombination



der Carrier sowie der als Immunmodulatoren
verwendeten Substanzen, wie auch der Men-
genrelationen und Dosierung, sind wegen
den Unterschieden der Substanzen und
den individuellen Verschiedenheiten nicht
moglich Die einschleichende Dosierung in
Art der Erzeugung einer Low-Zone-Toleranz
ermoOglicht es jedoch, nachteilige Reaktionen
zu vermeiden

Zur spezifischen Stimulation der immuno-
logischen Abwehr werden die Antigene zu-
sammen mit den Stimulationsfaktoren in
gleicher Weise appliziert und dosiert wie bei
der Induktion der Antikdrperbildung bzw
der Boosterung Durch die Kombination
kann die Dosierung jedoch bis auf die Half-
te der sonst iiblichen Dosierung des Anti-
gens ohne Zusatzstoffe reduziert werden
Im Gegensatz zur Anwendung von Adjuvan-
tien werden die Stimulationsfaktoren spe-

zifisch an den zu sensibilisierenden Immun-
zellen wirksam

Beispiel 1

Zur prdsaisonalen Prophylaxe, wie auch
der Therapie einer Atopie gegen ein oder
mehrere exogene Allergene, werden diese
nach vorheriger Allergentestung als kom-
merzielle Prdparate einzeln oder als Aller-
genmischung oder aber die entsprechenden
biomimetischen Anti-Idiotyp-Antikorperpréa-
parationen (vgl DPA 3437757 3, DPA
3501705 8 sowie EPA 85102586 6) als
Carrier fiir funktions- und zellschiadigende
Stoffe verwendet Es werden hier ein Al-
kaloid sowie ein Hemmstoff der Antikérper-
bildung eingesetzt und die beiden unter-
schiedlichen Bestandteile getrennt an den
Carrier gebunden Die beiden kombinierten
Bestandteile werden dann im Verhéltnis 1:1
zusammengemischt Es werden dabei ver-

wendet :
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1 Eine Kombination von Allergen bzw
dem biomimetischen Analogon zusammen
mit dem Alkaloid Vincristin im molekula-
ren Verhdltnis 1:2 Anteilen

2 Eine Kombination von Allergen bzw
dem biomimetischen Analogon mit Natrium-
cromolyn im Verhéltnis 1:1

Zur Vermeidung von anaphylaktischen
Reaktionen besonders bei der saisonalen
Anwendung wird ein Antihistaminprédparat
und/oder Anti-Menkin-Stoffe sowie erRe-
zeptoren-Blocker (z B Phenoxybenzamin)
und B-Rezeptoren-Stimulantien (z B

oder Methyl-

xantine (z B Theophyllin) in unterschwel-

Isoproterenol) und bzw

ligen therapeutischen Konzentrationen
zugesetzt

Die Faktoren der Losungen 1 und 2 kon-
nen chemisch kovalent gebunden werden,
durch alkylierende Reagentien z B Te-
tramin, Busulfan oder durch Briickenbil-
dung durch Diazotierung (vgl Beschrei-
bung) Auch konnen die Faktoren durch
vorherige Inkubation nicht kovalent ad-
sorptiv gebunden werden Auch andere
Mischungsverhidltnisse sind moglich Zur
Umstimmung des Immunsystems konnen
auch Gewebeextrakte aus foetalem Thymus
und dem foetalen Anteil der Plazenta
(Trophoblast oder Chorion) mitverwendet

werden

Beispiel 2

Es sollen Prdparate zur spezifischen Im-
munsuppression der humoralen und zellu-
liren Autosensibilisierung bei Multipler

Sklerose hergestellt werden Als Carrier
wird dazu enzephalitogenes Protein (vgl
Kibler, R F , Shapira, R

properties of an encephalitogenic protein

"Isolation and

from bovine, rabbit and human central

nervous system tissue" J Biol Chem 243
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281 (1968)), sowie Myelin des peripheren

Nervensystems (vgl Paterson P Y "The

demyelinating diseases: clinical and experi-
mental eorrelates" in Immunological Diseases
Sampter, M (ed) 2nd ed Little,

1971) verwendet

Brown
Boston
Es konnen auch die immunologisch imitie-
renden Anti-Idiotyp-Antikdrper oder de-
ren zum Antigen konjugierten antidetermi-
Bei-

de Gewebebestandteile oder die biomimeti-

nanten Fragmente verwendet werden

schen Analoga werden getrennt voneinan-
der mit Proetinsynthese-hemmenden Stof-
fen, z B Erythromycin oder Chloramphe-
nicol im molekularen Verhdltnis von 3:1
Teilen adsorptiv oder kovalent an die
Carrier gebunden Es konnen dazu auch
wie Methotrexat

Auch

Folsdure-Antagonisten,
oder Aminopterin verwendet werden
konnen die beiden Antigene als Trager fiir
unterschiedlich immunsuppressive Chemo-
therapeutika dienen Die getrennt konju-
gierten Anteile werden miteinander ver-
einigt FEine etwaige kovalente Bindung

mit den Trégerstoffen erfolgt entsprechend
der Beschreibung Es konnen auch Mischun-
gen der immunsuppressiven Substanzen

mit Mischungen der Antigene inkubiert

oder chemisch konjugiert werden

Beispiel 3

Es sollen Prdparate zur Behandlung der
Myasthenia gravis hergestellt werden
Dazu wird der aus dem Torpedofisch iso-
lierte Acetyl-Cholin-Rezeptor als Carrier
verwendet (vgl Patrick, J , Lindstrom,
J : "Autoimmune response to acetylcho-
(1973))
Es konnen auch andersartige Organanti-
gene (vgl Vetters, J M,
Folkarde, A ,
gravis" Lancet 2, 29 (1969)) einzeln oder

line rezeptor" Science 180, 821

Simpson, J A ,

"Experimental myasthenia

als Mischung mit den Acetyl-Cholin-Re-
zeptoren verwendet werden oder aber

die entsprechenden analogen Anti-Idio-
typ-Antikorper bzw deren antidetermi-
nante Gruppen, die zum Immunogen kon-
jugiert sind An die als Carrier verwen-
deten Organantigene oder an deren bio-
mimetische Analoga werden zellmembran-
lysierende Stoffe wie Phospholipide, Lyso-
lecithin, Ricin oder Diphtherietoxin zur
Schddigung oder Vernichtung der auto-
sensibilisierten Immunzellen adsorptiv

oder kovalent gebunden

Beispiel 4

Zur Behandlung von immunopathogenen
Organerkrankungen werden die jeweiligen
Organantigene, gegen die eine Autosensi-
bilisierung besteht, nach bekannten Ver-
fahren, z B durch Affinitdtschromato-
graphie an den gebundenen pathogenen
auch EPA 80106066) iso-

Ober die Organ-Auto-Antigene

Antikorper (vgl
liert
konnen Idiotyp-Antikérper gewonnen wer-
den und aus diesen wie auch aus den pri-
miren Auto-Antikdrpern die imitierenden
Anti-Idiotyp-Antikorper als biomimetische
Analoga der Organantigene Sowohl die
isolierten Organantigene, wie auch deren
biomimetische Analoga werden als Carrier
fir die immunsuppressiven oder zellschi-
digenden Substanzen verwendet

Als Ausgangsstoffe fiir die Gewinnung der
Organ-Antigene dienen Schilddrise, Leber,
Niere, Pankreas, Lunge, Thymus, Neben-
niere, BlutgefdBe, Gelenke, Muskulatur
ebenso wie auch Hormone, z B Proteo-
hormone, insbesondere der Hypophyse
sowie Thyreoglobulin und Insulin, sowie
Enzyme gegen die im Organismus eine
Autosensibilisierung besteht Als immuno-

logisch hemmende oder die jeweiligen Klone



der sensibilisierten Immunzellen (Plasma-
zellen, B- und T-Lymphozyten) schédi-
gende oder vernichtende Stoffe werden
z B Mitomycin oder Fluorurazil, Actino-
mycin, Puromycin, Vincristin, Chloramphe-
nicol, einzeln oder wie in den vorhergehen-
den Beispielen in Kombinationen adsorptiv
oder kovalent gebunden Insbesondere
konnen Kombinationen von Zytostatika
wie sie in der moder-
nen Krebstherapie iiblich sind z B Mito-
mycin C, Methyl-CCNU und Cyclophos-
phamid bzw 5 FU, Methyl-CCNU, Vin-

BCNU, Vincristin und

verwendet werden,

cristin oder 5 FU ,
DTIC Auch sind die neueren immunsup-
pressiven Substanzen, wie Cyclosporin A,
Levamisol und Dapson zur Konjugation mit
den sensibilisierenden Stoffen geeignet
Als zytotrope Carrier konnen z B bei Lu-
pus erythematodes auch Nukleinsduren
(DNA und RNA) und Bestandteile von
Mitochondrien bzw die entsprechenden
Anti-Idiotyp-Antikdrper und deren anti-
detewninanten Bestandteile verwendet wer-

den

Beispiel 5

Zur Prophylaxe und Therapie von Absto-
Bungsreaktionen nach Organ- bzw Gewebe-
transplantationen werden als Carrier die
jeweiligen Histokompatibilitdts-Antigene,
durch die sich der Spender- vom Emp-
fingerorganismus unterscheidet sowie

bei krankheitsbedingter Autosensibilisie-
rung die entsprechenden Organantigene
oder aber die jeweiligen biomimetischen Ana-
loga in Form der Anti-Idiotyp-Antikdrper
verwendet Die Isolierung dieser Faktoren
erfolgt durch immunologische Methoden
(vgl Billingham R E :
tation:

266 (1966); Merville, J P

"Tissue transplan-
Scope and prospect" Science 153,

"Human tissue
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transplantation” Adv Immunol 7, 276
(1967))

Als zellschiddigende Substanzen werden
wahlweise einzeln oder in Kombination

Cyclosporin A oder Azathioprin, Vin-

blastin und bzw oder Radionuklide wie

J-131, P-32, Au-198, Y-90, Co-60, Co-137
adsorptiv oder kovalent an die Carrier ge-
bunden

Beispiel 6

Zur Vermeidung von nachteiligen Immun-
reaktionen oder der immunologischen Blok-
kierung der Wirksamkeit von immunogenen
Arzneimitteln, die fir eine Dauersubstitu-
tion erforderlich sind, wie z B Proteo-
hormone, Enzyme oder makromolekulare
Organextrakte oder deren biomimetische
Analoga, insbesondere zur Behandlung von
genetisch bedingten Enzymopathien, chro-
mosomalen Aberrationen, Malignomen u a
wird zur Einleitung der Therapie eine im-
munologische Toleranz gegen die Arznei-
mittel dadurch erzeugt, dall diese als
Carrier fiir zytotoxische, zytolytische
oder zytostatische Stoffe verwendet wer-
den, wie man sie in der Chemotherapie
von Tumoren oder zur Vermeidung von
AbstoBungsreaktionen unabhédngig vom
Antigen anwendet Durch Verwendung
der zytotropen Carrier wird das ubrige
Immunsystem weitgehend fiir erwiinschte
Sobald durch

hohe Dosierung der Konjugate die Immun-

Immunreaktionen geschont

toleranz gegen den Carrier hergestellt

ist, kann das Arzneimittel allein unter

toleranzerhaltenden Bedingungen weiter
verabfolgt werden Bei malignen Erkran-
kungen kann jedoch die Kombinationsbe-
handlung mit hohen Dosierungen der pri-
midr immunogenen Arzneimittel, z B Bio-

logical response modifiers (Organpeptiden
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- und Proteinen) unabhédngig von der Che-

motherapie weitergefiihrt werden.

Beispiel 7

Zur spezifischen Stimulierung der Abwehr-
funktionen gegen Infektionserreger (Bak-
terien oder Viren) wie auch gegen Endo-
und Exotoxine werden die jeweiligen Anti-
gene oder analogen biomimetischen Stoffe
als Carrier fiir Protein- oder Peptid-Frak-
tionen von Extrakten aus jugendlichen
Lymphknoten, Thymus, Milz und bzw.

oder Knochenmark verwendet. Die Organ-
prédparate werden nach bekannten Ver-
fahren hergestellt (vgl. EPA 80106066 u.a.)
Es werden B-Rezeptoren-Blocker und Im-
munmediatoren (Interferon, Interleukine)
sowie Mitogene, z.B. Phytohdmagglutinin,
Pockweedextrakte und bzw. oder Concana-
valin A zusidtzlich adsorptiv an die Anti-
gene angelagert oder kovalent an diese

entsprechend der Beschreibung gebunden.

Beispiel 10

Es werden tumorassoziierte Antigene und
bzw. oder embryofoetale Antigene oder
deren biomimetische Analoga in Form der
Anti-Idiotyp-Antikorper bzw. deren anti-
determinante Bestandteile als Carrier fiir
immunstimulierende Stoffe in Form von
Transferfaktor bzw. Immun-(informative)
RNA oder DNA aus Zellen des Immunsystems,
die in vitro enzymatisch vermehrt worden
sind von an gleichartigen Tumoren Erkrank-
ten verwendet sowie Mediatoren aus Lympho-
zyten und Peptidextrakten aus jugendlichem
Thymus bzw. die entsprechenden Thymus-

hormone wie z.B. Thymosin 1.

Beispiel 9

Zur allgemeinen Immunstimulation des Or-
ganismus werden Zellmembran-Antigene
aus Plasmazellen, B-Lymphozyten und
T-Helferzellen oder die entsprechenden
biomimetischen Analoga als Carrier fir
Phytohdmagglutinin und Dinitrochlorbenzol

(DNCB) verwendet.
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Verfahren zur immunologischen Sensibilisierung von Teilen einer permanent geziichteten,

nicht sensibilisierten Zellinie von malignen Zellen des Immunsystems oder von

Hybridomzellen

DE Nr : 35 09 153 3-41
vom 14 03 1985

Zusammenfassung

Es werden transformierte oder maligne Zel-
len des Immunsystems sowie Hybridomzel-
len aus Immunzellen und malignen Zellen,
die keine immunologische Sensibilisierung
oder Antikdrperbildung erkennen lassen,
in Kultur geziichtet und Teile davon in
vitro sensibilisiert Insbesondere werden
dazu fusionierte Zellen humanen Ursprungs
verwendet Die Sensibilisierung erfolgt
durch Zusatz von iRNA oder iDNA mit der
Syntheseinformation fiir bestimmte Anti-
korper und/oder mit dem entsprechenden
Antigen zum Nihrmedium Gegebenenfalls
werden die Hybridomzellen in Mischkultur
mit Immunzellen aus Lymphknoten, Thymus
und/oder Milz geziichtet Auch kdnnen Ex-
trakte aus solchen Zellen bzw Geweben
oder daraus isolierten oder entsprechend
kiinstlich synthetisierten immunologischen
Mediatoren und Mitogene der Hybridomzell-
kultur zugesetzt werden Die Selektion,
Zichtung und Antikdrpergewinnung aus
den sensibilisierten Hybridomzellen erfolgt

nach bekannten Methoden

Patentanspriiche

1 Verfahren zur immunologischen Sensi-
bilisierung von Teilen einer permanent
gezilichteten, nicht sensibilisierten Zell-
linie von malignen Zellen des Immunsystems
oder von Hybridomzellen, dadurch gekenn-
zeichnet, daB man die Sensibilisierung in

vitro durch Zusatz von informativer RNA

oder informativer DNA als Syntheseinfor-
mation fiir die gewiinschten Antikdrper

in Konzentrationen zwischen ug bis pg pro
ml des Zellkulturmediums vornimmt, wobei
die Gewinnung der informativen RNA oder
der informativen DNA aus Makrophagen,
die mit dem Antigen kontaktiert wurden,
oder aus sensibilisierten Lymphozyten und
die Vermehrung der informativen RNA oder
der informativen DNA in zellfreien Synthe-
sesystemen enzymatisch unter Verwendung
von Replikasen vorgenommen wird

2 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daB man die Sensibilisie-
rung in zusidtzlicher Anwesenheit von

a) Makrophagen und Immunzellen aus
Lymphknoten, Thymus und/oder Milz oder
b) Extrakten solcher Zellen bzw Gewebe
oder

c¢) daraus isolierten immunologischen Me-
diatoren und Mitogenen bzw analogen
Syntheseprodukten

vornimmt

Die Gewinnung von klonalen Antikdrpern
aus animalischen Hybridomzellen, die durch
Fusionierung von sensibilisierten B-Lympho-
zyten und Myelomzellen gewonnen werden,
stoBt auf verschiedene Schwierigkeiten,
besonders bei der Gewinnung der sensi-
bilisierten Lymphozyten und der nicht sen-
sibilisierten Myelomzellen wie auch der
Selektion des Antigens und der Antikor-
per-bildenden Zellen Humane klonale
Antikorper lassen sich wegen der bisher

erforderlichen Sensibilisierung lebender
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Individuen, aus deren Milz die Lympho-
zyten gewonnen werden, wie auch die Ge-
winnung von Myelomzellen zur Fusionie-
rung, nur Uber Freiwillige, die sich zur
Sensibilisierung zur Verfiigung stellen,
gewinnen

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde,
diese Nachteile zu beseitigen Diese Auf-
gabe wird mit den Maflnahmen des Pa-
tentanspruchs 1 geldst Dabei stellt es
eine Selbstverstindlichkeit dar, daB man
mit den so sensibilisierten Zellen die ent-
sprechenden Antikérper gewinnen kann
Der Patentanspruch 2 nennt eine Ausge-
staltung der Erfindung

Die Gewinnung von animalischen wie auch
von humanen klonalen Antikdrpern durch
eine Sensibilisierung in vitro bedeutet
technisch eine betrdchtliche Vereinfachung
gegeniiber der bisherigen Sensibilisierung
in vivo Es kdnnen sowohl isolierte Zell-
linicn der Myelomzellen oder anderen ma-
lignen Zellen des Immunsystems, wie z B
den Plasmozytomen, Lymphozytomen, Thy-
momen wie auch Hybridomzellen, welche
die potentielle Fahigkeit zur Antikorper-
synthese besitzen, ilber unbeschréinkte
Zeitspannen hinweg geziichtet werden

Die Zellinien stehen fiir die Gewinnung
unterschiedlich sensibilisierter Zellklone
unbegrenzte Zeit zur Verfliigung Die ver-
wendeten Zellen diirfen keine andersartige
Sensibilisierung aufweisen, d h sie diir-
fen keine andere Art von Antikérpern
synthetisieren, weil solche Zellen fiir eine
zusdtzliche Sensibilisierung ungeeignet
sind Der Nachweis fehlender Antikdrper-
bildung 148t sich durch bekannte immun-
biologische Methoden mit Hilfe eines Immun-
globulins fithren, das gegen Antikdrper
der Spezies gerichtet ist, von der die Zell-
linie abstammt, z B durch Gcl-Préazipita-

tion mit markierten Anti-Antikorpern, Elek-

trophorese oder Radioimmunassay

Die immunologische Sensibilisierung von
Teilen einer permanent geziichteten, nicht
sensibilisierten Zellinie erfolgt in abge-
zweigten Zellkulturen tiber das Nahrme-
dium Diesem werden informative RNA
(iRNA) oder informative DNA (iDNA) als
Syntheseinformation fiir die gewiinschten
Antikorper in Konzentrationen zwischen
Ug bis pg/ml Nédhrmedium zugesetzt Die
Gewinnung der iRNA oder iDNA erfolgt

aus Makrophagen, die mit dem Antigen kon-
taktiert wurden oder aus sensibilisierten
Lymphozyten Die Syntheseinformation
wird in zellfreien Synthesesystemen enzy-
matisch unter Verwendung von Replikasen
vermehrt (vgl : Fishman, M : J
114, 837 (1961); Fishman, M , Adler, F :

J exp Med 117, 595 (1963); Askonas, B,
Rhodes, J : Nature (Lond ) 205, 470 (1965);
Friedmann, H , Stawitsky, A , Solomon, J :
Science 149, 1106 (1965); Jachertz, D

Z med Mikrobiol Immunol 152, 112
(1966); drs Flow of information and gene
activation during antibody synthesis: Ann
NY Acad Sei 207, 122 - 144 (1973))

Die Kulturen von malignen Zellen des Im-

exp Med

munsystems oder Hybridomzellen, die im-
munologisch in vitro sensibilisiert werden
sollen, konnen als Mischkulturen mit Makro-
phagen und Immunzellen aus Lymphknoten,
Thymus und/oder Milz geziichtet oder mit
Zusatz von Extrakten solcher Zellen bzw
Gewebe oder daraus isolierten immunolo-
gischen Mediatoren sowie Mitogene die auch
kiinstlich synthetisch gewonnen sein kdnnen,
inkubiert werden Die Sensibilisierung
durch iRNA oder iDNA benétigt jedoch
nicht absolut eine Mischkultur mit Immun-

zellen

Nach vollzogener Sensibilisierung gehen
die zugesetzten Lymphozyten und Makro-

phagen schon nach kurzer Zeit spontan



zugrunde. Ks iiberleben die malignen Zel-
len oder Hybridomzellen. Hei Verwendung
von Hybridomzellen kdénnen die nicht fu-
sionierten malignen Zellen mit einem Sc
lektionsmedium, das Aminopterin ent-
hélt, zum Absterben gebracht werden.
Die Selektion der sensibilisierten Anti
korper-synthetisierenden, unbegrenzt
lebensfiahigen Zellklone, deren Weiter-
ziichtung und die Gewinnung der Antikor-
per erfolgt nach bekannten Methoden (vgl.:
Koéhler, G. und C. Milstein: Continuous
culturcs of fused cells sccreting antibody
of predefined speeifity. Nature (London)
Vol. 256, 495 - 497 (1975); Milstein, C.:
Monoclonal antibodies from hybrid myelomes.
Proceedings of the Royal Society (London)
Ser. B. Vol. 211, 393 - 412 (1981);
Wichner, S.: Antikdrperbildung in der
Zellkultur S. 48 in H. Friemel:
gische Arbeitsmethoden:
Verlag, Stuttgart 1984)

Immunolo-

Gustav Fischer
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Beispiel 10

Iis sollen geklonte humane Antikdrper gegen
Herpes-A-Virus erzeugt werden. Dazu wer-
den informative RNA oder DNA nach dem
Verfahren von Jachertz (Ann. N.Y. Acad.
Sei. 207, 122 - 144 (1973)) in Konzentra-
tionen von Mg bis pg pro ml dem Nadhrmedi -
um von humanen Hybridomzellen, die durch
Fusion von humanen Lymphozyten und Mye-
lomzellen, die keine Antikdrperbildung er-

kennen lassen, zugesetzt. Weiter wird dem
Néhrmedium ein Rohextrakt aus nicht sen-
sibilisierten Lymphknoten des Darmes
(Payr'schen Plaques) in Konzentrationen
von ng pro ml zugesetzt. Die Selektion der
Antikorper-produzierenden Zellen, deren
isolierte Weiterziichtung und fortlaufende Ge-
winnung von Antikdrpern gegen Herpes-
Virus erfolgt nach der Methode von Kohler
und Milstein (vgl. Nature Vol. 256, 495 -
497 (1975)). Wihrend der Sensibilisierungs-
phase der Hybridomzellen konnen der Zell-
kultur allogene Makrophagen und/oder
Lymphozyten zugesetzt werden. Diese
sterben nach getaner Helferfunktion nach
kurzer Zeit ab. Ihr Detritus wird bei

der Umsetzung der sensibilisierten Hybridom-

zellen widhrend der Passagen beseitigt.
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Herstellung von konjugierten Antigenen und dagegen gerichteten Antikdrpern

(Immunglobulinen) zu therapeutischen und

DE Nr : 34 44 6842
vom 07 12 1984

Zusammenfassung

Es werden konjugierte Antigene nach be-
kannten Methoden der kovalenten chemi-
schen oder adsorptiven Bindung aus tu-
morassoziierten Antigenen und bzw oder
embryo-foetalem Antigen, insbesondere
aus Trophoblast oder Chorion der Pla-
zenta mit pflanzlichen, mikrobiellen oder
chemisch synthetisierten Antigenen oder
Haptenen bzw tierischen Giften und ge-
gen diese spezifische Antikérper in vivo
oder in vitro zur Prophylaxe oder Thera-
pie von Tumoren hergestellt Die An-
wendung erfolgt nach den Prinzipien der
Erzeugung einer klassischen Arthus-Re-
aktion durch lokale aktive oder passive
Anaphylaxie in Art der Prausnitz-Kiist-
ner'schen Reaktion nach aktiver oder

passiver Sensibilisierung

Patentanspriiche

1 Herstellung von konjugierten Antige-
nen und dagegen spezifisch gerichteten
Antikdrpern bzw Antikdrperseren zur
Prophylaxe und Therapie von Tumoren,
dadurch gekennzeichnet, daB tumorasso-
ziierte Antigene oder Haptene und bzw
oder embryo-foetale Antigene oder Hapte-
ne, insbesondere aus dem Trophoblast
oder Chorion der Plazenta kovalent oder
adsorptiv an pflanzliche, mikrobielle oder
chemisch synthetisierte Antigene oder
Haptene bzw tierische Gifte gebunden
und gegen die Konjugate in vivo oder in

vitro Antikdrper erzeugt werden

prophylaktischen Zwecken bei Tumoren

2 Anwendung nach Anspruch 1 zur Er-
zeugung bzw Ausldsung einer aktiven

oder passiven topischen Anaphylaxie am
Tumorgewebe unter Durchbrechung der

Immuntoleranz gegeniiber Tumorantigenen

Beschreibung

Das Verfahren der Patentanspriiche dient
zur Herstellung von Prdparaten zur Im-
muntherapie von benignen und malignen
Tumoren durch Auslésung einer modifi-
zierten Prausnitz-Kiistner'schen Reaktion
in Form einer aktiven oder passiven Arthus-
Reaktion in oder am Tumorgewebe und
Durchbrechung einer etwa bestehenden
Immuntoleranz gegeniiber kdrpereigenen
Tumorantigenen Dadurch wird nach Aus-
l16sung der Arthus-Reaktion die natiirliche
korpereigene Immunabwehr gegen den Tu-
mor ermdglicht Es werden dazu konju-
gierte Antigene aus tumorassoziierten
Antigenen oder Haptenen und bzw oder
embryo-foetale Antigene, insbesondere
aus Trophoblast und Chorion der Plazenta
spezifisch gegen diese gerichtete Anti-
korper bzw Antikdrperseren bendtigt

Die Arthus-Reaktion ist eine entziindliche,
lokale, topische Reaktion, die durch die
Reaktion prédzipitierender Antikorper mit
den lokal deponierten Antigenen hervorge-
rufen wird Physiologisch beobachtet

man auBer Odemen und Blutungen, vasku-
lire Fibrinoidnekrosc und eine massive
Einwanderung der neutrophilen und eosino-
philen Leukozyten Die Reaktion aus

pflanzlichen, mikrobiellen und bzw oder



chemischen Produkten bzw tierischen
an diese kova-

Die Ge-

Giften konjugiert, d h
lent oder adsorptiv gebunden
winnung von tumorassoziierten Antige-
nen wie auch embryo-foetalen Antigenen
erfolgt nach bekannten Verfahren (vgl
EPA 80106066 6) insbesondere durch Af-
finitdtschromatographische oder immuno-
logische Absidttigungsverfahren

Kiinstlich zusammengesetzte Antigene
konnen nach verschiedenen Verfahren
gewonnen werden; so zum Beispiel durch
Kupplung an Eiweil als Diazonium-Verbin-
dung, die Behandlung mit Zyanaten, die
Umsetzung mit Carbobenzoxy-Verbindun-
gen, das Curtius'sche Azid-Verfahren,
das Oxazolon-Verfahren, die Konjugation
von Polysacchariden mit bakteriellen kon-
jugierten Proteinen nach VVJT Morgan,
Verbindung von Aminosduren mit Carbo-
hydraten, Pyridin-EiweiBverbindungen
und u a (vgl A Schmidt:
der Serologie, S 67 u f :
rich Steinkopf, Darmstadt,

Fortschritte
Verlag: Diet-
1955; Helmut
Immunologische Arbeitsmethoden,
S 480 u f : Gustav Fischer Verlag, Stutt-
1984)

Adjuvantien ist moglich

Friemel:

gart, Auch die Verwendung von
Zur Auslésung des invers passiven Ar-
thusphdnomens werden zur i v -Injektion
die dem Antigen entsprechenden spezi-
fischen Antikdrper bzw Antikdrperseren
bendtigt Diese konnen aus allogenen
oder xenogenen immunisierten Individuen
gewonnen werden Bei gesunden Normal-
individuen fithrt die Immunisierung mit
konjugierten Tumorantigenen bzw embryo-
foetalen Antigenen zu keinen nachteiligen
Nebenreaktionen, weil im Organismus

keine Vorsensibilisierung gegen die ent-
sprechenden Antigene besteht Die Sensi-
bilisierung bewirkt vielmehr einen prophy-

laktischen Immunschutz gegen die Ent-
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stehung von Tumoren mit gleichen Anti
genqualitdten und verhindert die Aus-
bildung von Immuntoicranz gegen solche
Tumorzellen Die Antikérper kdénnen aber
auch in vitro aus Hybridom-Zellen gege-
benenfalls kloniert, erhalten werden
Zweckmifig ist jedoch ein umfassendes
Antikorperspektrum gegeniiber den
konjugierten Antigenen

Zur Auslosung der Prausnitz-Kiistner'sehen
invers passiven Reaktion sind prézipitie-
rende Antikorper erforderlich Die zur

i v -Injektion bendtigten Antikérpermen-
gen liegen je nach Art der Spezies und

der Antigenqualitdt im mg-Bereich des
AK-Stickstoffs/kg Korpergewicht (vgl

B Steffen: Allgemeine und experimentelle
Immunologie und Immunpathologie:
1968)

Um einen generalisierten anaphylaktischen

Georg
Thieme Verlag, Stuttgart,

Schock zu vermeiden, sollte der ausldsen-
den topischen Antigen-Injektion an oder in
den Tumor Adrenalin oder Epinephrin zu-
gesetzt und auch zusédtzlich systemisch
verabreicht werden Das Behandlungsprin-
zip ist die Auslosung einer topischen aller-
gischen Reaktion gegen den Tumor Die
Latenzzeit bei passiver Sensibilisierung
zwischen der intravendsen Antikdrperin-
jektion und der lokalen Auslésung durch
Infiltration des Tumorgewebes oder des
Tumorbettes mit dem konjugierten Antigen
reicht bei der Verwendung von nieht-reagi-
nen Antikorpern, die sich nicht im Gewebe
fixieren, von Minuten bis wenigen Stunden
Die Ausldsungsinjektion kann deshalb un-
mittelbar vor oder nach der chirurgischen
Entfernung des Tumors bei offenem Situs
erfolgen Auch ist die Injektion durch die
Haut moglich Ebenso ist eine topische An-
wendung und Sensibilisierung und Aus-
16sung moglich Fiir die Durchbrechung

einer Immuntoleranz gegen die Tumoranti-
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gene ist die primédre Antigen-Sensihilisie
rung vor der auslésenden Injektion mit
Antikérpern zweckméBig Auch hier ist
auf das relativ kurze Intervall zwischen
Sensibilisierung und Auslésungsinjektion
zu achten, weil auch die Antigene weg-
diffundieren koénnen

Die Anwendung bivalenter pridzipitieren-
der Antikorper verursacht kein Tumor-
Enhancement, wie dies bei aktiver Immu-
nisierung mit den Tumorantigenen mog-
lich ist Waihrend der Ausbildung des
Arthusphidnomens, insbesondere bei ne-
krotischer Entziindung, ist eine chemo-
therapeutische oder antibiotische Zusatz-
therapie gegen etwaige Infektionen ein-
zuleiten und bei Operationen der Gefahr

von Nachblutungen oder Perforationen zu

begegnen

Beispiel 1

Es werden embryo-foetale Antigene aus
Zellmembranen von isoliertem bovinen

oder humanen Trophoblast oder Chorion
der Plazenta nach bekannten biochemischen
Verfahren, insbesondere durch fraktionier-
te Schwerkrafttrennung von chemisch auf-
geschlossenen Homogenaten und unter Be-
seitigung von adulten Gewebefaktoren
durch adsorptionschromatographische Ab-
sdttigung an Sdulen gebundenen Antikdr-
pern gegen adultes Gewebe, wie z B der
Dezidua gewonnen Die Zellfaktoren las-
sen sich auch aus in Massenkulturen ge-
ziichteten Chorionzellen isolieren Zur
nachfolgenden Konjugation kdnnen Einzel-
faktoren wie auch Gemische von embryo-
foetalen Antigenen Verwendung finden
Diese werden an pflanzliche Polysacchari-
de, die mit einer begrenzten Anzahl von
Fettsdureresten substituiert wurden, kon-

jugiert Diese adsorbieren sich ohne Binde-

glied direkt an die Proteine (Hdmmerling,
U , Westphal, O :
46 (1967))
auch die Tannin-Methode angewandt wer-
den (Borduas, A , Grabar, P : Ann
Inst Pasteur 84 903 (1953); Stavitsky,
Al 72, 360 (1954); Roitt, I
tioniach, D : WHO-Book of immunologic
techniques S 20: World Health Organisa-
tion, Genf (1966))

Europ J Biochem 1,

Bei Proteinantigenen kann

Immunol

Auch die Benzidin-Methode ist dazu ge-
eignet (Gordon, J , Rose, B , Sekon, A :
J exp Med 108, 37 (1958); Roberts, I,
Doniach, D : WHO-Book of immunologic
techniques S 1: World Health Organisation
Genf (1966); Stavitsky, A , Arquilla, E :
74, 306 (1955), Timpe, R ,
Furthmayr, H, Wolff, I : Int Arch
Allergy 32, 318 (1967))

J  Immunol

Die konjugierten Antigene werden nun

nach bekannten Verfahren zur Gewinnung
von Antikérpern durch konventionelle
Methoden der Immunisierung von xenogenen
oder allogenen Antikérperbildnern oder
aber in vitro zur Antikoérperbildung in
Lymphozyten oder Hybridomzellen ver-
wendet (Herwart, Ambrosius: Antiserum-
gewinnung aus Tieren, S 25; Fiebig, K :
Herstellung monoklonaler Antikdrper durch
Zellfusion, S 36 und Wichner, S : Antikor-
perbildung in der Zellkultur, S 48 - in

H Friemel: Immunologische Arbeitsmetho-
den: Gustav Fischer Verlag, Stuttgart
(1984))

Die konjugierten Antigene und die Anti-
kdrperprdparate werden zur Erzeugung
eines passiven Arthus-Phdnomens verwen-
det (C
mentelle Immunologie und Immunpathologie,
S 530, Georg Thieme Verlag, Stuttgart)

Steffen: Allgemeine und experi-

Eine aktive topisch-anaphylaktische Reak-
tion kann mit dem konjugierten Antigen

nach Vorsensibilisierung mit diesem ausge-



Beispiel 10

Es werden Antigene aus Einzelorganen oder

Organmischungen von Tierfoeten entspre-
chend Beispiel 1 gewonnen. Auch kdnnen
die Ausgangsstoffe aus humanen foetalen
Zellen oder Gewebekulturen entnommen
werden. Die Konjugation erfolgt mit Dini-
trobenzolsulfonat (vgl. J. Brock: Pripa-
ration von konjugierten Antigenen, S.481,
in H. Eriemel: Immunologische Arbeits-
methoden: Gustav Fischer Verlag, Stutt-
gart (1984)). Nach Beendigung der Reak-
tion wird das DNP-Produkt durch Gel-
chromatographie an Sephadcx gereinigt.
Die Herstellung der entsprechenden An-
tikorper und die Anwendung der Pridpa-

rationen erfolgt wie in Beispiel 1.

Beispiel 3

Die Gewinnung von tumorassoziierten An-
tigenen erfolgt aus Tumorgewebe, das vom
lebenden Organismus gewonnen wird oder
aus kulturgeziichteten Tumorzellen oder

Tumorgeweben analog der Gewinnung von
embryo-foetalen Antigenen nach den Me-

thoden der Préparation von Gewcbsextrak-
ten, (H. Werner: Prdparation von Gewebs-
extrakten, S. 490, in II.Friemel: Immuno-

logische Arbeitsmethoden: Gustav Fischer
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Verlag, Stuttgart (1984)). Die Konjugation
kann mit mikrobiellen oder viralen Anti-
genen. moglichst unter Ausschlul von
Nukleinsdurebestandteilen durch enzyma-
tischen Abbau derselben, mit den beschrie-
benen Konjugationsverfahren erfolgen. Es
sind dazu insbesondere Endo- und Exo-
toxine, wie auch tierische Gifte geeignet
(vgl. II. Schmidt: Fortschritte der Sero-
logie: D. Steinkopf Verlag, Darmstadt
(1955)). Die Kupplung erfolgt als Dia-
zoniumverbindung, die Gewinnung von
Antikdrpern oder Antikdrperseren sowie

auch die Anwendung nach Beispiel 1.

Beispiel 4

Es wird ein Gemisch von embryo-foetalen
Antigenen und Tumorantigenen gewonnen
und weiterverarbeitet entsprechend den
Beispielen 1-3.

Beispiel 5

Die Erzeugung bzw. Ausldsung einer
aktiven oder passiven topischen Anaphyl-
axie (Arthus-Reaktion) am Tumor erfolgt
nach den allgemeinen immunologischen
bzw. allergologischen Grundsdtzen, des-
gleichen die Durchbrechung einer Immun-

toleranz gegen Tumorantigene.
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Verfahren zur Gewinnung von Toxinen,

Strahleneinwirkungen bzw.

DE Nr : 34 41 764 8
vom 1511 1984

Zusammenfassung

Es werden Toxine, die im Gesamtorganis-
mus nach Schéiddigungen durch ionisieren-
de Strahlen, Verbrennungen und/oder
chemische Noxen entstehen, in vitro durch
entsprechende Schéiddigungen von moglichst
fiir den Empfangerorganismus immunolo-
gisch histo- bzw molekular-kompatiblen
Zellen und Gewebe, die insbesondere in
Kulturen geziichtet werden, wie auch von
Blut oder Korperflissigkeiten gewonnen
und nach bekannten Methoden angereichert,

isoliert bzw weiterverarbeitet

Patentanspriiche

1 Verfahren zur Gewinnung von Toxinen,
die nach Schddigungen durch ionisierende
Strahlen, Verbrennungen und bzw oder
chemische Noxen entstehen, dadurch ge-
kennzeichnet, dal foetale bzw fiir den
Empfingerorganismus moglichst immuno-
logisch histo- bzw molekular-kompatible
Zellen oder Gewebe, die insbesondere in
Kulturen geziichtet werden, wie auch
Blut bzw Korperflissigkeiten in vitro
der entsprechenden Noxe ausgesetzt wer-
den und gegebenenfalls Toxine, die mit den
nativen Ausgangsmolekiilen immunologisch
iiber Kreuz reagieren durch Affinitdts-
chromatographie an trdgergebundenen
Antikdrpern abgetrennt werden

2 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dal immunologisch fiir
den Empfingerorganismus histo- bzw

molekular-inkompétible Faktoren abgetrennt

die nach Verbrennungen und bzw. oder

nach chemischen Noxen entstehen

werden

3 Verfahren nach Anspruch 1 und 2,

dadurch gekennzeichnet, daBl verschie-
dene Proben mit unterschiedlicher Do-
sierung der Noxe behandelt und danach
gepoolt werden

Beschreibung

Von der Dosis bzw der Intensitit und zeit-
lichen Einwirkung einer Schéddigung hédngt
Art und Menge der entstehenden Toxine

ab Diese konnen in gesunden Organismen



zur prophylaktischen Immunisierung gegen
eine etwaige spédter einwirkende entspre-
chende Schddigung verwendet werden
(vgl K Theurer: Immunbiologische
Prophylaxe und Therapie des akuten
Strahlensyndroms: Atompraxis A 9 S 327
- 330, 1958)

Es ist zweckmiBig, dazu ein mdglichst
weites Spektrum von Toxinen anzuwen-
den Die Wirkung besteht in der Neutra-
lisation und Inaktivierung von biologisch
aktiven Toxinen, die nach der Einwirkung
entsprechender Schddigungen entstehen,
analog der Wirkung einer Toxin-Antitoxin-
Bindung aufgrund einer aktiven Immuni-
sieimng wie zum Beispiel beim Diphtherie-
Toxin (vgl H Schmidt: Fortschritte
der Serologie: E Steinkopf Verlag, Darm-
stadt; Stewart Seil: Immunologie, Immun-
pathologie und Immunitdt: Verlag Chemie
Weinheim, New York, 1977)

Als Toxine wirken denaturierte und hete-
rozyklisch verdnderte korpereigene Mole-
kiile, insbesondere aus Proteinen, Nuklein-
sduren, Polysacchariden und Lipiden und
deren Kombinationen, sowie neue Kombi-
nationen von molekularen Fragmenten,

die durch die Noxen entstehen Der Grad
der Schédigung ist wohl fiir die Qualitét
als auch fir die Quantitit maBigeblich
Eine genaue Begrenzung ist deshalb nicht
moglich Sie kann von einer geringgradi-
gen Noxe, die das Weiterleben der Zellen
und Gewebe zuldBt, bis zum Zelltod rei-
chen, der innerhalb einer gewissen Zeit-
spanne von einigen Tagen eintritt Eine
vollstindige Zerstdrung der Gewebe und
molekularen Bestandteile ist jedoch nicht
beabsichtigt Bei iiberlebenden Zellen und
Gewebekulturen kann das Kulturmedium
zur Gewinnung der Toxine verwendet wer-
den Es konnen aber auch die Zellen und

Gewebe homogenisiert und Ilomogenate
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nach bekannten Trennungsverfahren auf-
gearbeitet werden Die Entnahme der Zel-
len und Gewebe und ihre Ziichtung erfolgt
nach bekannten Methoden (vgl D Mauers-
berger: Aktuelle Probleme der Zellziichtung,
1971)

Blutzellen kénnen als Sediment, das in

Gustav Fischer Verlag, Stuttgart,

physiologischen Losungen aufgenommen ist,
als Vollblut oder als Ildmolysat der Noxe
ausgesetzt werden Zellfrcie Korperflissig-
keiten wie Blutserum-Plasma, Exsudate
oder Transsudate, Liquor koénnen direkt
oder auch Bestandteile aus ihnen, der
jeweiligen Noxe ausgesetzt werden Bei
Vorhandensein von Blutgruppen-Antigenen
muf} die jeweilige Blutgruppe dem spite-
ren Empfinger entsprechen oder Blutgrup-
pe 0 als Ausgangsmaterial verwendet
werden Auch Histokompatibilitdts-Anti-
gene von Zellen und Geweben spielen des-
halb eine entsprechende Rolle Uberkreuz-
Immunisierungen durch Iso-Antigene miis-
sen vermieden werden Bei Vorhandensein
von Iso-Antigenen wiirde der Empfénger
gegen seine cigenen Korperbestandteile
sensibilisiert werden Dies kdnnte sich
pathogen in Form einer Iso- bzw Auto-
sensibilisierung auswirken und den Impf-
schutz gegen die Toxine beeintrdachtigen
Die imt Empfiangerorganismus bestehende
Immuntoleranz gegen korpereigene Bestand-
teile darf nicht durchbrochen werden Die
Toxine werden hingegen als kdorperfremd
empfunden und wirken immunogen

Die Besecitigung von Iso-Antigenen kann

bei loslichem Ausgangsmaterial, wie auch
nach der Einwirkung der Noxe durch im-
munologische Methoden der Affinitéts-
chromatographie an Antikorpern erfolgen,
die gegen die Iso-Antigene gerichtet sind
Bei einer entsprechenden Behandlung der
Toxine lassen sich dadurch auch Uberkreuz-

Reaktionen mit nativen Korperbestandteilen
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vermeiden Bei Verwendung von Ausgangs-
stoffen vor der Einwirkung von Noxen, die
immunologisch histo- bzw molekularkom-
patibel sind, konnen die Rohprodukte

ohne weitere Isolierung der Toxine als
Impfvaceine verwendet werden Diese las-
sen sich aber auch durch bekannte Metho-
den anreichern, isolieren und insbesondere
nach den Verfahren der DPA 34373573
und DPA 3438777 3 weiterverarbeiten

Als Ausgangsprodukte eignen sich foetale
Gewebe und Flissigkeiten besonders allo-
genen Ursprungs, weil in diesen noch
weniger immunologisch inkompatible Fak-
toren enthalten sind als in adulten Ge-
weben Ideal wire die Verwendung von
autologen Geweben und Kérperflissigkei-
ten In allogenen Geweben koénnen jedoch
wihrend der Zichtung in Kulturen die
inkompatiblen Faktoren verringert werden
Auch ist es moglich, beim Empfianger gegen
die immunhisto- und molekularinkompatib-
len Faktoren durch entsprechende Vorbe-
handlung vor der eigentlichen Vaccination
mit den Toxinen eine Toleranz gegen in-
kompatible Faktoren des spidteren Impf-
DPA 82100130 2)

Es miissen dazu die Prédparationen aus nicht

stoffes zu erzeugen (vgl

geschiddigten Geweben und Korperflissig-
keiten zur Verfiigung stehen Die Toleranz
gegen die inkompatiblen Faktoren sollte
als Low-Zone-Toleranz induziert werden
Ideal fiir die Gewinnung von Toxinen sind
Gewebe und Korperflissigkeiten autologen
Ursprungs, auch aus isogenen Organismen
Diese sind weitgehend immunologisch kom-
patibel Bei Verwendung von xenogenen
Geweben und Korperflissigkeiten miissen
jedoch die immunologisch inkompatiblen
Faktoren durch Absédttigung an entspre-
chenden Antikérpern aus der Toxinpri-
Auch kann die

Vertrdglichkeit durch eine Vorbehandlung

paration beseitigt werden

des Empféingers mit diesen Faktoren vor
der eigentlichen Vaccination mit den
Toxinen gewiéhrleistet werden

Die Schddigung der Gewebe oder Korper-
flussigkeiten durch ionisierende Strahlen
kann mit verschiedenen Strahlenqualitdten,
so zum Beispiel durch Alpha-, Beta- oder
Gamma-, wie auch durch Neutronenstrahlen
aus unterschiedlichen Strahlenquellen er-
folgen Auch ist eine Kombination ver-
schiedener Strahlenarten moglich

Die Schéddigung durch Hitze kann durch
direkte Erwdrmung wie auch durch Wirme-
strahlung mit unterschiedlichen Wellen-
laingen erfolgen Sie darf nicht zur Ver-
kohlung der Gewebe fihren

Die Schiddigung durch chemische Einwir-
kungen erfolgt durch Zusatz der chemi-
schen Substanzen zu den biologischen Ge-
weben und Korperflissigkeiten; insbe-
sondere werden dazu die gidngigen chemi-
schen Kampfstoffe (Gelbkreuz, Griinkreuz,
Blaukreuz) verwendet, dann aber auch
Industriegifte, denen Arbeiter ausgesetzt
sein konnen Die verwendeten chemischen
Substanzen konnen gegebenenfalls nach
einer gewissen Einwirkungszeit vom Reak-
Die Dosis-
findung erfolgt durch Vorversuche

zwischen einer LD 10 bis ED 100 in einer

tionsprodukt abgetrennt werden

zeitlichen Begrenzung gegeniiber Kontrol-
len Der Nachweis der Wirksamkeit der
Toxine, die nach Schiddigungen in biolo-
gischen Geweben entstehen, erfolgt durch
Bioassay in lebenden Individuen und bzw

oder in vitro an Zellkulturen

Beispiel 1

Es sollen Toxine durch Bestrahlung mit
Gamma-Strahlen gewonnen werden, es wird
dazu allogenes menschliches Blut der Blut-

gruppe 0 oder der Blutgruppe entsprechend



dem spdteren Empfianger der Prédparationen
gegebenenfalls von verschiedenen Indivi-
duen gepoolt oder autologes Blut auf vier
verschiedene Proben unterteilt Diese
werden mit letalen Strahlendosen von
einer Kobaltquelle zum Beispiel 800 r,
1000 r, 1200 r und 1500 r kurzzeitbe-
strahlt, danach werden die Proben in
verschiedenen Zeitabstinden von 30 Mi-
nuten bis zu 5 Tagen homogenisiert bzw
hdmolysiert Es kann auch bis zur spon-
tanen Hadmolyse abgewartet werden Ein
Zusatz von Konservierungsmitteln, zum
Beispiel von Kresol, Phenol oder Queck-
silbersalzen ist mdglich Danach werden
die Proben zusammengemischt und daraus
die entstehenden Toxine isoliert oder bei
vorhandener immunologischer Kompatibi-
litdit mit dem Empféngerorganismus das
Homogenisat unmittelbar zur prophylak-
tischen Vaccination verwendet Entspre-
chend kénnen auch andere Strahlenquali-
titen, wie zum Beispiel Alpha-, Gamma-,
Beta- oder Neutronen-Strahlen zur Er-

zeugung der Toxine verwendet werden

Beispiel 2

Es sollen Toxine aus in Kultur geziich-
teten menschlichen Fibroblasten gewon-
nen werden Die in Zellrasen in Mono-
layer-Kulturen wachsenden Zellverbidndc
werden entsprechend Beispiel 1 bestrahlt
Auch hier konnen die Proben unterteilt
werden Bis zum Absterben der Zellen
wird das Ndhrmedium wiederholt durch
neues ersetzt und auf Toxine aufgear-
beitet Es konnen auch die Zellrasen vor
oder nach der Strahlenschddigung enzy-
matisch von der Unterlage abgeldst, mit
physiologischer Losung gewaschen oder
auch ungewaschen homogenisiert werden

Aus dem Ilomogenisat oder auch aus dem
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Nédhrmedium konnen affinitdtschromato-
graphisch durch an Trédger gebundene
Antikdrper, die gegen histo-bzw moleku-
lare Kompatibilitdtsantigene des Spenders
gerichtet sind, die unerwiinschten inkom-

patiblen Bestandteile entfernt werden

Beispiel 3

Es werden Toxine nach Bestrahlung aus
explantierten Uberlebenskulturcn von Or-
gangeweben zum Beispiel aus Skelett-
muskulatur, Leber Driisenorganen oder
Gehirngeweben entsprechend den beiden
Methoden des Beispiels 2 aus dem Nihr-
medium oder als Homogenisat gewonnen

Beispiel 4

Es sollen Toxine nach Erhitzen von biolo-
gischen Geweben oder Fliissigkeiten ge-
wonnen werden Anstatt der Bestrahlung
werden die Proben gegebenenfalls unter-
schiedlichen Temperaturen ausgesetzt, die
iber der tolerierten Temperaturgrenze
von etwa 52°C liegen und andererseits
nicht zu einer Verbrennung oder Verkoh-
lung fiithren Die Schddigung kann durch
Leitungs- oder Strahlungswirme erfolgen
Der Grad der Schidigung wird an der Uber-
lebensrate der Zellen bestimmt Die Ge-
winnung der Toxine erfolgt in analoger

Weise in Beispiel 1-3

Beispiel 5

Es sollen Toxine nach Bestrahlung mit ioni-
sierenden Strahlen und Verbrennungen ge-
wonnen werden Man kann dabei die Pro-
ben wie in den Beispielen 1 -4 getrennt
schiadigen und danach die Toxine poolen
oder man kann die Schddigung der einzelnen

Proben kombiniert durchfithren
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Beispiel 6

Ks sollen Toxine aus Zellgeweben nach
der Exposition mit chemischen Kampf-
stoffen (Gelb-, Grin-, Blau-Kreuz-
Kampfstoffen) oder mit Zytostatika, wie
sie in der Onkologie verwendet werden,
bzw mit Industriegiften gewonnen wer-
den Dabei muBl fir jede chemische
Substanz die Letaldosis der in Kultur ge-
ziichteten Gewebezellen ermittelt werden
Diese sollte zwischen einer LD 10 bis

LD 100 innerhalb von 10 Tagen betra-

gen Die Gewinnung der Toxine kann

wie in Beispiel 4 sowohl aus dem Kultur-
medium wie auch aus dem Zellhomogcnat
erfolgen Eine Kombination von Toxinen,
die nach Bestrahlung oder Verbrennung
entstehen, ist moglich Die zur Schédi-
gung verwendeten chemischen Substan-
zen konnen nach bekannten Trennungs-
methoden vor der Anwendung entfernt

werden, ebenso inkompatible immunolo-
gisch tiberkreuz mit dem Empfédngeror

ganisms reagierende Faktoren
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Herstellung von Impfstoffen und Diagnostika gegen Toxine, Onkogene und antidetermi-

nante Fragmente aus zytotoxischen, immunopathogenen oder allergischen Antikdrpern

DK Nr : 34 38 777 3
vom 23 10 1984

Zusammenfassung

Es wird die Syntheseinformation in Form
von DNA oder informativer RNA fiir die
Induktion von Antikdrpern und Immun-
zellen gewonnen und vervielfédltigt, die
sich gegen Toxine und Faktoren richtet,
die in einem Organismus nach einer Schi-
digung durch ionisierende Strahlen, Ver-
brennungen, Verletzungen oder Intoxi-
kationen ebenso auch gegen Onkogene
aus Tumorzellen sowie gegen antideter-
minante Gruppen aus zytotoxischen bzw
immunopathogenen oder allergischen Anti-

korpern entstehen

Patentanspruch

Herstellung von Impfstoffen zur Prophy-
laxe und Therapie sowie von Diagnostika
nach einem Verfahren, bei dem man die
genetische Syntheseinformation zur Bil-
dung spezifischer Antikérper und Immun-
zellen in Form von DNA oder informativer
RNA aus spezifischen sensibilisierten Im-
munzellen oder Hybridomzellen isoliert
und in einem zellfreien Synthesesystem
enzymatisch vermehrt, dadurch gekenn-
zeichnet, daBl zur Sensibilisierung von
Immun- und Hybridomzellen Toxine, An-
tigene oder Haptene aus Individuen ver-
wendet werden, die nach Schiddigung
durch ionisierende Strahlen, Verbren-
nungen oder andere Noxen, wie Traumen
oder Intoxikationen entstehen, ebenso
onkogene DNA sowie assoziierte Antigene

aus Tumorzellen, und antideterminante

Gruppen von zytotoxischen und immuno-
pathogenen Antikdrpern, die nach der
Transplantation von inkompatiblen Orga-
nen, insbesondere auch Knochen und Haut
oder in Kultur geziichteten Zellen und
Geweben wie auch nach immunopathogenen
Sensibilisierungen gegen korpereigene
Gewebe und Molekiile bei chronischen Or-
ganerkrankungen, insbesondere rheuma-
tischen Erkrankungen, Diabetes oder bei
Allergien entstehen, wobei die Immunogeni-
tit der zur Sensibilisierung verwendeten
Agentien durch immunologische Adjuvantien,
durch Konjugation mit Carrier-Stoffen oder
chemische Modifikation verstdrkt werden
und die Impfstoffe in vivo oder in vitro
auch zur Gewinnung von Antikdrperge-
mischen bzw geklonten Antikérpern ver-

wendet werden konnen

Beschreibung

Die Herstellung ausreichend grofBer Mengen
von Toxinen, Antigenen oder Haptenen

zur aktiven Immunisierung bzw von Immun-
toleranz-vermittelnden Faktoren stoBt auf
verschiedenartige Schwierigkeiten Das
bekannte Verfahren der aktiven Immunisie-
rung ist zudem bei eingetretener Schéidi-
gung therapeutisch ungeeignet, weil der
Impfschutz zu spit eintritt oder das Immun-
system durch die Noxe inkompetent gewor-
den ist, bzw sich eine partielle Immun-
toleranz gegen die Antigene entwickelt

hat

Zur Herstellung von Impfstoffen zur Pro-

phylaxe und Therapie wie auch von Diagno-
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stika gegen Toxine, Onkogene und anti-
determinante Fragmente aus zytotoxi-
schen, immunopathogenen oder aller-
gischen Antikdrpern, wird erfindungs-
gemidl ein Verfahren verwendet, bei dem
man die genetische Syntheseinformation
zur Bildung der spezifischen Antikor-
per und Immunzellen, in Form von DNA
oder informativer RNA aus spezifischen
sensibilisierten Immunzellen oder Hybri-
domzellen in vivo oder in vitro isoliert
und in einem zellfreien Synthesesystem
enzymatisch vermehrt (vgl D Jaehertz:
Z Med Mikrobiol Immunol 152 (1966),
112, v a ; Fishman, M: J exp Med
114 (1961) 857)

Dieses Verfahren wurde bisher zur Ge-
winnung von Impfstoffen, insbesondere
gegen Viren und Mikroorganismen ver-
wendet und wird nun auf nicht unmittel-
bar erreichbare Krankheitsfaktoren an-
gewandt Auch werden DNA-Gen-Ab-
schnitte mit der Syntheseinformation
fiir die Abwehrstoffe verwendet Die
Isolierung solcher DNA ist nach bekann-
ten Gen-technischen Verfahren, insbe-
sondere das "Blotting" von DNA bzw
auch von RNA mit dem Hilfsmittel

von DNA-Proben und komplementédren
Fragmenten moglich (vgl Southern,
EM (1975), J Mol Biol 98, 503 - 517;
Alwine, J C et al (1977) Proc Natl
Acad Sei USA 74, 5350 - 5354; Bur-
nett, WN (1981) Anal Biochem 112,
195 - 203; Reinhart, M P & Malamud,

D (1982) Fed Proc 41, 873 (3550);
Preferoen, M et al (1982) Febs Lett
145, 369 - 372) Die Gewinnung von in-
formativer RNA aus sensibilisierten Zel-
len ist in Verdffentlichungen von J Ja-
ehertz beschrieben

Vorliegendes Verfahren unterscheidet

sich durch die Verwendung besonderer

Ausgangsstoffe und durch die Indikatio-
nen der gewonnenen Impfstoffe und Diag-
nostika

Fiir die Gewinnung der jeweiligen DNA oder
RNA aus Antikorper- bildenden Zellen miis-
sen diese zundchst durch ein besonderes
Immunogen sensibilisiert werden Dazu ist
es moglicherweise erforderlich, die Immuno-
genitdt der zur Sensibilisierung verwen-
deten Agentien durch immunologische Ad
juvanzien, durch Konjugation mit Carrier-
Stoffen oder chemische Modifikation zu
verstirken Bei Verwendung von Nuklein-
sduren konnen diese gegebenenfalls che-
misch in ihrer immunogenen Potenz, z B
durch Methylierung oder andere Methoden
modifiziert werden Die jeweils verab-
reichten Gen-Abschnitte der DNA kdnnen
auch durch Isolierung der Puffs von Chro-
mosomen isoliert werden Aus gekldnten
Zellkulturen lassen sich diese Bestandteile
poolen Auch die RNA konnen einzeln oder
als Mischungen zum Antigen umgewandelt
fir die Sensibilisierung von Antikdrper-
bildenden Zellen verwendet werden Auch
Antikorper oder die determinanten Bezirke
von Anti-Idiotyp-Antikdrpern wie sie

nach P 3437757 3 in einem Verfahren zur
Herstellung von kiinstlichen biomimetischen
Haptenen bzw Antigenen, insbesondere
von Toxinen sowie von Tumormarkers ge-
wonnen werden, lassen sich einzeln, wie
auch in Mischungen, als Antigen zur Sen-
sibilisierung von Immunzellen verwenden,
aus denen dann die gewiinschte DNA bzw
informative RNA isoliert und durch bekann-
te Methoden in einem zellfreien Synthese-
system enzymatisch vermehrt wird Die
Sensibilisierung der Immunzellen kann in
einem ersten Schritt in vivo durch aktive
Immunisierung des Individuums erfolgen
und anschlieBender Weiterziichtung der

Zellen und Fusionierung zu Hybridomzellen



sowie Klonierung dieser Zellen Aus die-
sen Zellkulturen lassen siech Antikdrper
abschopfen, die diagnostisch zum Nach-
weis des Antigens wie auch zur passi-
ven Immunisierung verwendet werden
konnen Auch lassen sich die DNA-Ab-
schnitte und iRNA zur Sensibilisierung
von in vitro-Systemen benutzen, aus
denen dann die entsprechenden Anti-
korper gewonnen werden Zur Verbes-
serung der Endozytose der gewonnenen
DNA-Abschnitte bzw iRNA konnen die-
se in Liposomen, insbesondere nach

DP 2650502 sowie EPA 84111391 3 appli-
ziert werden

Die Gewinnung von Toxinen, die in In-
dividuen nach Schiddigung durch ioni-
sierende Strahlen oder nach Verbren-
nungen entstehen, erfolgt nach bekann-
ten Methoden (vgl K Theurer: Atom-
praxis H 9 S 327 - 330, 1958) In
gleicher Weise lassen sich Syntheseinfor-
mationen fiir Antikdrper und Immunzel-
len gegen Faktoren gewinnen, die nach
Traumen oder Intoxikationen entstehen
Die Syntheseinformation zur Antikor-
perbildung und Sensibilisierung von
Immunzellen gegen onkogene DNA sowie
tumor-assoziierte und karzino-embryo-
nale Antigene werden aus den entspre-
chenden Zellen gewonnen Die Gewinnung
von zytotoxischen und immunopathogenen
Antikorpern und deren antideterminante
Gruppen werden nach der Transplanta-
tion von inkompatiblen Organen, insbe-
sondere auch von Knochen und Haut
oder in Kultur geziichteten Zellen und Ge-
weben gewonnen und zur Sensibilisierung
von Immunzellen verwendet, aus denen
dann die Syntheseinformation isoliert

und vermehrt wird In gleicher Weise kon-
nen auch immunopathogene Antikorper,

wie sie bei verschiedenen chronischen Er-

krankungen entstehen, insbesondere bei
den rheumatischen Erkrankungen, dann
aber auch allergische Antikdrper verwen-
det werden Hier beruht der therapeuti-
sche Effekt auf der Induktion von Anti-
Antikorpern im Patienten durch Uber-
tragung der Syntheseinformation fir
den Gegen-Antikorper Dieses Verfahren
ermdglicht auch eine bestehende Toleranz
beziiglich eines Antigens, insbesondere

bei Tumoren zu durchbrechen, und an-
dererseits in einem sensibilisierten Orga-
nismus Immuntoleranz zu erzeugen Der
Vorteil der nach vorliegendem Verfahren
hergestellten Préparate liegt in der raschen
Wirksamkeit, der hohen Reinheit und

der geringen Dosierung, durch die Neben-

wirkungen vermieden werden

Beispiel 1

Zur

<
@
T

stirkung ihrer Immunogenitdit konnen sie
an Carrier konjugiert, chemisch modifiziert

und bzw oder mit einem immunologischen
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kénnen dann nach den bekannten bioche-
mischen Verfahren der Chromatographie,
Gelfiltration, an lIonenaustauschern oder
durch Elektrophorese fraktioniert werden.
Auch sind Mischungen aus Prédparaten
aus den Plazentaanteilen und bzw. oder
Stroma aus verschiedenen Tumorarten
moglich. Die durch Gewebeziichtung ge-
wonnenen isolierten Tumorzellen kdnnen

auf Tumorantigene aufgearbeitet werden.

Beispiel 1

Zichtung von Rinderdezidua in der Gewe-
bekultur nach préparativer Isolierung vom
embryonalen bzw. foetalen Anteil durch

mechanische Trennung der beiden Plazenta-

anteile.

Beispiel 2

Ziichtung von menschlicher Dezidua nach
prdaparativer Isolierung von Chorion- bzw.
Trophoblastengewebe unter dem Operations-
mikroskop ggfs. nach geeigneter vitaler
Farbung zur Differenzierung des miitter-
lichen und foetalen Gewebes. Anlegen und
Plattenkulturen. Beim Umsetzen Selektio-
nierung der Deziduazellen und Weiterziich-
tung der reinlinigen Zellrasse in grofien
Mengen im Belco-Modular-Roller-System fiir
Zellproduktion oder als trypsinierte Sus-
pensionskultur im Durchstromungssystem,
ggfs. in Konfrontation mit den entspre-
chend isolierten Geweben aus Chorion-Zel-

len.

Beispiel 10

Isolierte Ziichtung von Stroma aus mensch-
lichem Basaliom der Haut. Nach chirurgi-
scher Entfernung wird das Tumorgewebe
in 0,5 mm breite Tranchen geschnitten
und diese unter dem Operationsmikroskop
oder einer hupe auf Stroma und Tumorge-
webe prédpariert. Beide werden entspre-
chend dem Beispiel 2, ggfs. in Konfronta-
tion zueinander, geziichtet, wobei die Nédhr-
16sung von der Tumorkultur auf die Kultur

des Stromagewebes iibergeht.

Beispiel 4

Ziichtung von Stroma aus einem szirrhdsen
Magen-Karzinom. Hier wird zunédchst vom
Gesamttumor eine Mischkultur angelegt.
Diese wird mit ionisierenden Strahlen und
bzw. oder geeigneten zytotoxischen Sub-
stanzen, oder mit spezifisch gegen die
Tumorzellen gerichteten Antikdrperseren
zusammen mit Komplement behandelt. Nach
Vernichtung der Tumorzellen wird das

Stroma isoliert weitergeziichtet und Zell-
klone von etwa noch vorhandenen Tumorzellen
entweder prdparativ oder durch entsprechen-
de MafBnahmen beseitigt bzw. vernichtet.

Bei Vorliegen reiner Zellinien aus dem Stroma
kann dann mit der Massenziichtung desselben

begonnen werden.
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Gewinnung von Wirkstoffen zur Erneuerung und Steigerung des Haarwuchses

DE Nr.: 23 14 019
vom 21.3.1973

Patentanspriiche sind aber Wachstums- und Erneuerungsstoffe

vorhanden. In der Umwandlungsperiode ist

1. Gewinnung von Wirkstoffen zur Erneu- es hingegen moglich, dal Hemmstoffe auf-
erung und Steigerung des Haarwuchses, treten, die in einem Organextrakt aus Haar-
gekennzeichnet durch die Verwendung von follikeln die gewiinschte anregende Wirkung
regenerierenden Haarwurzeln nach Epilation auf den Haarwuchs beeintrdchtigen. Dies
mit ionisierenden Strahlen und bzw. oder konnte eine Erkldrung fir die unterschied-
chemisch medikamentdser Einwirkung von lichen Wirkungen der bisherigen Extrakte
Epilationsmitteln, gegebenenfalls zur aus Haarfollikeln sein.

Zeit der Entstehung des Winterpelzes von Vorliegende Erfindung ermdglicht nun die
Tieren. Synchronisation des Haarwachstum und die
2. Nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch Anreicherung von Wuchsstoffen bzw. die
die Kombination dieser Extrakte mit Hormo- Beseitigung von Hemmstoffen in Extrakten
nen, Vitaminen, Spurenelementen und bzw. aus Haarfollikeln. Die Synchronisation des
oder Organextrakten aus Plazenta, Ovar, Haarwuchses bei den verschiedenen Organ-
Nebennierenrinde, Thymus und foetalen spendern, vorwiegend Tieren mit langen Haa-
BlutgefiBen einzeln oder in Mischungen. ren z.B. Affen, Hunden, Katzen, Kanin-

chen, wird erreicht durch Enthaarung (Epi-
Beschreibung lation) z.B. mit ionisierenden Strahlen oder

chemisch medikamentés z.B. durch die An-

Bei den verschiedensten Organerkrankun- wendung von Thallium, Zytostaticis oder auch
gen werden Organextrakte therapeutisch durch Hormone wie z.B. orale Kontrazeptiva
verwendet. Bei Erkrankungen des Haar- und Ostrogene. Die abgestoBenen Haare sollen
wachstums und der Alopezie wurden Ex- dabei nach einer gewissen Zeitspanne nach-
trakte aus Haut mit Haarwurzeln mit unter- wachsen. In der Medizin sind die Methoden
schiedlichem Erfolg angewandt. Es ist be- und die Dosierungen fiir eine solche tempo-
kannt, daB beim menschlichen Haarwachs- rdare Epilation bekannt. Beim Wiedereinsetzen
tum Zyklen zwischen einer mehrjahrigen des allgemeinen Haarwachstums werden dann
Wachstumsphase (Anagenphase), einer die Organspender geopfert und die Haarfolli-
kurzen Umwandlungsperiode und einer kel in iblicher Weise zu Organhomogenaten
etwa dreimonatigen Ruhepause (Telegen- oder -extrakten verarbeitet.

phase) bestehen. Am Ende dieser Ruhepause Die Epilation 1dBt sich zeitlich bei verschie-
wird das Haar abgestoBen und durch neues denen Tierarten so durchfiihren, daf das
ersetzt, das dann den gleichen Zyklus Wiedereinsetzen des Haarwachstums mit der
durchlduft. Die Zyklen der einzelnen Haare natiirlichen Steigerung des Haarwachstums
sind nicht synchronisiert, so daB alle bei der Bildung des Winterpelzes zusammen-
Stadien des Haarwachstums nebeneinander féllt. Dadurch werden die Voraussetzungen

zu finden sind. Nur in der Wachstumsphase fiir Pridparate mit besonders wachstumsfor-
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dernden Eigenschaften geschaffen. Auch
ist es moglich, Prdparate wédhrend der Zeit
der Bildung des Winterpelzes zu gewinnen.
Auch konnen verschiedene Epilationsmetho-
den z.B. durch Bestrahlung und gleich-
zeitige chemisch-medikamcntése Behand-
lung kombiniert werden.

Die kosmetische bzw. therapeutische An-
wendung solcher Extrakte kann dann kom-
biniert mit Hormonen z.B. Ostrogenen und
Nebennierenrindenhormonen wie auch mit
Vitaminen und Spurenelementen sowie ge-
eigneten anderen Medikamenten, z.B.
Thallium in homdopathischer Dosierung,
erfolgen. Auch Organextrakte z.B. aus
Plazenta, Ovar, Nebenniere, Thymus und
foetalen Blutgefdfen, kdonnen einzeln oder

in Kombination mitverwendet werden.

Beispiel 1

Gewinnung von Extrakten aus regenerieren-
den Haarfollikeln beim Kaninchen. Diese
werden nach bekannten Methoden durch ge-
filterte , weiche Rontgenstrahlen in einer
oder wiederholten Sitzungen auf mehreren
Feldern breitfldchig epiliert. Nach Ausfallen
der Haare und Wiederauftreten des Haar-
wachstums werden die Tiere getdtet und

die Hautschicht mit den regenerierenden
Haarfollikeln nach bekannten Methoden pri-

pariert und verarbeitet.

Beispiel 10

Epilation von Hunden durch dosierte Thal-
liumvergiftung. Bei Wiedereinsetzen des
Ilaarwachstums Weiterverarbeitung der re-

generierenden Haarfollikeln wie in Beispiel 1.
Beispiel 3

Epilation von Affen (Pavianen) durch Zyto-
statica bzw. Antimetabolite z.B. durch Vin-
cristinsulfat. Weiteres Vorgehen wie in

Beispiel 1.
Beispiel 4

Epilation von Katzen durch plotzliches Ab-
setzen einer Behandlung mit Ostrogenen,
wobei die verschiedenen Stadien der Wachs-
tumsphase der Haare gleichzeitig in die Ruhe-
pause Ubergefihrt und nach einiger Zeit

wie beim natiirlichen Haarwuchs abgesto-

Ben werden. Dabei wird das Haarkleid dif-
fus gelichtet. Diese Epilationsmethode kann
terminméBig mit dem natiirlichen Haarwechsel
der Tiere korreliert werden. Weitere Ver-

arbeitung erfolgt nach Beispiel 1.

Beispiel 5

Gewinnung von Extrakten aus regenerieren-
den Haarfollikeln in der Zeit der Entstehung
des Winterfells, gegebenenfalls unter zeit-
lich korrelierter Anwendung der Epilations-
methoden der Beispiele 1-4, wobei auch
verschiedene Epilationsmethoden kombiniert

werden konnen.
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Verwendung chemisch aufgeschlossener Organe in Futtermitteln

zusammen mit Buschmann, Hans, Prof Dr med vet , 8000 Miinchen

DE Nr 22 49 697 5-41
vom 1110 1972

Patentanspruch
Verwendung der Stoffe, die bei einem Ver
fahren zum gesteuerten chemischen Auf-
schluB von Organen fir therapeutische
Zwecke unter Verwendung von Diampfen
chemischer Reagenzien erhalten worden
sind, bei welchem man die pulverférmigen
Substrate mit dem den Aufschlufl bewirken-
den Reagenz, dessen Siedepunkt bei atmo-
sphiarischem Druck iiber der Normaltempe-
Schwefel-

sdure, Essigsdure, Ameisensdure oder Di-

ratur liegt, vorzugsweise konz

dthylamin, in einem geschlossenen System
zusammen, aber getrennt voneinander einem
solchen Vakuum aussetzt, welches die Uber-
fithrung des aufschlieBenden Mittels in die
dampfféormige Phase ermdglicht, und, nach-
dem der gewiinschte AufschluBl des Sub-
strates erreicht ist, das nicht verbrauchte
Reagenz wieder entfernt, wobei man vor-
zugsweise von tiefgekithlten pulverisierten
organischen Geweben ausgeht, und man

das dampfféormige chemische Reagenz aus
einer vorbestimmten Menge durch Absen-
ken des Vakuums zundchst auf dem Sub-
strat niederschldgt und nach der gewiinsch-
ten Einwirkung das iberschiissige Rea-
genz durch Erhéhung des Vakuums wieder
entfernt, als Bestandteil sonst iiblicher
Futtermittel, insbesondere Schweinemast-
und Hiihnermastfutter, in einer EndVer-
diinnung im Mikro- bis Picogrammbereich
pro Gramm Futtermittel, gegebenenfalls
unter weiterem Zusatz oberflidchenaktiver

Substanzen im Mikrogrammbereich pro

Gramm Futtermittel

In der Aufzucht von Schweinen und Hiihnern
wurden zur Anregung des Wachstums und
der Gewichtszunahme Antibiotika und Hor-
mone verwendet Diese gehen beim GenuB
des Fleisches der so vorbehandelten Tiere
auf den Menschen iiber und fithren dort zu
verschiedenartigen gesundheitsschiddigenden
Wirkungen

Im Doppelblindversuch wurde nun in Fiitte-
rungsversuchen festgestellt, daB die bei der
Aufzucht dieser Tiere erwiinschten Wirkun-
gen auch durch die Verwendung von bestimm-
ten Prdparaten aus hochmolekularen Organ-
extrakten zu erzielen sind, wie sie in der
Humanmedizin seit vielen Jahren Verwendung
finden Diese Prédparate besitzen keine nach-
teiligen Nebenwirkungen auf den Menschen ,
auch wenn sie vorher iiber den Organismus
der als Nahrungsmittel dienenden Tiere ver-
stoffwechselt wurden Die Anwendung dieser
Prédparate kann iiber die verwendeten Fut-
termittel oder tber die Wasseraufnahme er-
folgen Es wurde festgestellt, daBl selbst
Tiere, die mit Anabolika- und Antibiotika-
Zusitzen gefiittert wurden, eine weitere Wir-
kungssteigerung bei zusdtzlicher Anwendung
solcher hochmolekularer Organextrakte
zeigten In der Schweinezucht waren z B
tigliche Gewichtszunahmen von durchschnitt-
lich 708 g gegeniiber 554 bis 671 g ohne Or-
ganextrakte festzustellen Die mit den Organ-
extrakt-Zusdtzen gefiitterten Tiergruppen
blieben iiberdies gesund und zeigten keine

nachteiligen Verhaltensweisen Demgegen-
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iber kam es bei den Kontrollgruppen zu
Ausfédllen durch Grippe, Husten, Fellbei-
Ben und bei Hihnern durch Federpicken
Auch traten keine Herz- und Kreislauf-
todesfdlle mehr auf, fir die Schweine
besonders empfindlich sind

Die Erfindung ist im Patentanspruch defi-
niert Fiir die menschliche Erndhrung be-
deuten Zusdtze von hochmolekularen Or-
ganextrakten zum Tierfutter keinerlei
Gefédhrdung

Der Zusatz zum Tierfutter kann unmittel-
bar vor der Fiitterung in Form von wéBri-
gen Dilutionen erfolgen Von diesen Di-
lutionen werden dann jeweils einige ml
auf das Trockenpulver des Tierfutters
mit einer Spritze zerstdubt, bevor dieses
mit zusdtzlichem Wasser versetzt wird
Technisch einfacher ist die Verwendung
fertigen Tierfutters mit Zusdtzen der hoch-
molekularen Organextrakte als Trocken-
pulver Die Verdinnungen der Organ-
trockenpulver werden dabei durch Mi-
schung dieser Pulver im Futtermittel oder
in einem geeigneten Verdinnungsmittel
wie z B Weizenkleie, Haferschrot oder
dgl vorgenommen Dabei wird z B der
Organtrockenextrakt mit dem Futtermittel

gut vermischt, dann in einer zweiten Ver-

diinnungsstufe mit einer weiteren Menge
des Futtermittels Unmittelbar vor der
Fitterung kann die endgiiltige Verdiinnung
hergestellt werden Es kann aber auch der
endgiiltige Verdinnungsgrad gleich einge-
stellt werden

Es hat sich bewidhrt, gleichzeitig einen
oberfliachenaktiven Stoff beizumischen, z B
Natriumlaurylsulfat in einer Endkonzentra-
tion von 10 ug Dadurch wird die Resorp-
tion im Magen-Darm-Kanal erleichtert Das-
selbe gilt auch fir die Verwendung von

wiBrigen Dilutionen

Beispiel

Das Beispiel zeigt die Ergebnisse von Tier-
versuchen, die mit 3 Gruppen zu je 151 Kikei
durchgefiihrt worden sind Die 3 Gruppen
wurden mit dem gleichen Grundfutter ge-
fittert, wobei Gruppe I keine Zusdtze er-
-9
hielt, Gruppe II zusédtzlich mit 10 g des er-
findungsgemdf zu verwendenden hochmole-
kularen Organextraktes pro g Futtermittel
und Gruppe II zusdtzlich mit 20 mg Vir-
giniamyein pro kg Grundfutter versetzt war
Unter Futterverwertung ist dabei der Fut-

terverbraueh pro kg Gewichtszuwachs zu

verstehen
(Tx:mpe Stiickzahl Verluste Durchschnittliche Gesamtzunahme Futterver
wertung
insgesamt pro Tag
I
Ohre Zusiitze 151 B 209,205 4,649 2,012
I1
Mit hochmolekularem
Organextrakt 151 3 219,395 4,875 2,000
107° g pro g Futter
111
Mit 20 mg Virginiamyein 151 4 210,135 4,687 2,006

pro kg Futter

Die Verwertung der Erfindung kann durch gesetzliche Bestimmungen, insbesondere durch
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Verfahren zur Herstellung sowie zur diagnostischen und therapeutischen Anwendung

von Zellextrakten aus Samenzellen und Eizellen

DE Nr : 20 32 988 8
vom 03 06 1970

Patentanspriiche

1 Verfahren zur Herstellung sowie dia-
gnostischen und therapeutischen Anwen-
dung von Zellextrakten aus Samenzellen
und Eizellen mit haploidem Chromosomen
satz, gekennzeichnet durch die Verwen-
dung von korpuskuldren und hochmole-
kularen Fraktionen (Nukleinsduren, Pro-

teinen, Proteiden, Lipiden und Polysaccha-
riden) sowie deren Abbauprodukten, die
nach bekannten Verfahren der Gewebe-
extraktion und der Antigenisolierung ge-
wonnen werden

2 Verfahren nach Anspruch 1, gekenn-
zeichnet durch die Konjugation oder kom-
binierte Anwendung mit andersartigen
Gewebeextrakten, zytotropen Schlepper-
stoffen, nativen und kiinstlichen Hormonen
und bzw oder Spurenelementen

3 Verfahren nach Anspruch 1, zur Iso-
lierung von Spermien mit Y- bzw mit
X-Chromosomen, gekennzeichnet durch
die Herstellung eines Antikérperserums
mit Immunglobulinen gegen Zellkerne aus
Ovarien oder Eizellen mit dem X-Chromo-
som als Antigen nach bekannten immuno-
logischen Verfahren Agglutination von
Spermien mit diesem Serum und Trennung
des agglutiniertcn vom nicht agglutinierten
Sperma

4 Verfahren nach Anspruch 3, zur Her-
stellung eines Immunserums gegen Zell-
kerne mit Y-Chromosomen, gekennzeichnet
durch die Verwendung der isolierten Zell-
kerne aus Spermien mit Y-Chromosomen

zur aktiven Immunisierung eines Antikor-

perbildners

5 Verfahren nach Anspruch 3 und 4, gekenn-
zeichnet durch die Verwendung von Anti-
korperseren mit Immunglobulinen gegen X-
bzw Y-Chromosome zur Isolierung der ge-

gensdtzlichen Spermien

Beschreibung

Vorliegendes Verfahren dient zur Herstel-
lung sowie diagnostischen und therapeuti-
schen Anwendung besonderer Zellextrakte
aus Samenzellen und Eizellen Es ist gekenn
zeichnet durch die Verwendung korpuskula-
rer Zellbestandteile (-Organellen) und von
hochmolekularen Fraktionen solcher Zellen
bzw den aus ihnen gewonnenen Abbaupro-
dukten Die Herstellung solcher Prédparate
geschieht nach bekannten Verfahren der
Organaufarbeitung und -extraktgewinnung
Das Verfahren bezieht sich demnach auf

die Verwendung besonderer Ausgangsstoffe
Unter korpuskuldren Zellbestandteilen bzw
-Organcllen sind insbesondere zu verstehen,
der Zellkern und seine Bestandteile, ebenso
zytoplasmatisehe Zellbestandteile in Art der
Ribosomen,

Mitochondrien, Goligiapparat

und ihre Membranen Diese korpuskuldren
Zellbestandteile bestehen aus Konglomeraten
von Molekiilen; jedoch sind unter den hoch-
molekularen Fraktionen auch freie 1dsliche
Molekiile zu verstehen, insbesondere die
verschiedenartigen Ribonukleinsduren, dann

aber auch DNS, Proteine, Proteide, Fermenie,
Abbauprodukte

konnen als Metabolite in den Zellextrakten

Lipide und Polysaccharide

enthalten sein oder aus den genannten hoch-
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molekularen Stoffen nach bekannten che-
mischen oder fermentchemischen Verfahren
gewonnen werden

Als Ausgangsgewebe konnen sowohl Sper-
mien von Sédugetieren, als auch von Fischen
Verwendung finden und als Eizellen in be-
sonderem MaBe Rogen von Fischen, z B
von Forellen und Karpfen Zur Beseitigung
von Begleitstoffen werden die bekannten
Methoden einschlieBlich der Trypsinbehand-
lung eingesetzt Die AufschlieBung der Zel-
len erfolgt nach dem bekannten Homogeni-
sierungs- und Mahlverfahren, ggfs auch
in tiefgefrorenem Zustand Die Trennung
der Zellorganellen geschieht durch Zentri-
fugation ggfs unter Verwendung eines

Gradienten, z B aus Fruktose Danach

erfolgt ggfs die weitere chemische Auf-
schlieBung nach den bekannten Methoden
der Herstellung fiir Organ- und Zellanti-
bzw -extrakte

gene, Die Auftrennung von

Molekiilen kann durch Gelfiltration, chroma-
tographisch und elektrophoretisch erfolgen
(vgl C Steffen:
mentelle Immunologie und Immunpathologie:

HM

Allgemeine und experi-
Georg-Thieme Verlag, Stuttgart;
Rauen: Biologisches Taschenbuch, Springer-
Verlag sowie einschlidgige Einzelverdffent-
lichungen in Fachzeitschriften)

Es hat sich gezeigt, dal die beanspruchten
Wirkstoffe aus Zellen mit haploidem Chromo-
somensatz als Mischung wie auch zum Teil
isoliert, den Stoffwechsel von normalen Ge-
webezellen unspezifisch in besonderem

MaBe aktivieren und Synthese und Proli-
ferationsvorgidnge ausléosen Diese Wirkung
ist nicht organspezifisch und ibertrifft die
Wirkung von Gewebeextrakten aus anderen
Organarten Die therapeutische Anwen-
dung kann nach allen iiblichen Anwendungs-
arten der Organo-Therapie erfolgen
Eine Kombination oder chemische bzw ad-

hdasive Konjugation mit andersartigen Organ-

extrakten oder zytotropen Zellfraktionen
ist ebenso moglich wie die Kombination bzw
Konjugation mit den verschiedensten natiir-
lichen und synthetischen Hormonen, ins-
besondere aus Schilddriise, Nebenniere,

den Keimdriisen und deren Derivaten,

dann auch mit Spurenelementen, von z B mit
Salzen von Zink, Mangan, Magnesium, Eisen,

Kalzium

Eine besondere Art der weiteren Verwendung,
insbesondere der Antigenbestandteile des X-
bzw Y-Chromosoms aus haploiden Zellen,
liegt in der aktiven Immunisierung von anti-
korperbildenden Individuen Auch diese er-
folgt nach den bekannten immunologischen
Methoden, ggfs

Adjuvantien

unter Mitverwendung von

z B dem Freund'schcn Adjuvans
oder einer kolloidalen Komplexverbindung aus
Aluminium-Hydroxid und Kieselsdure

Die Gewinnung von Antikdrperseren mit Im-
munglobulinen gegen das Y-Chromosom muf
iber die Herstellung eines Antikorperserums
gegen das X-Chromosom erfolgen Man kann
dabei von Sdugetierzellen mit zwei X-Chromo-
somen z B aus Ovar, ausgehen und die Zell-
kerne bzw wihrend der Mitose auch X-Chromo-
some isolieren und als Antigen verwenden

oder aber Antigene aus den haploiden Zell-
kernen von Fischrogen verwenden Dieser
mufl von Begleitstoffen befreit werden, bevor
die Zellkerne isoliert werden, die dann als
Antigen wiederholt parenteral einem antikdr-
perbildenden Individuum eingespritzt wer-
den Das davon erhaltene Antikdrperserum
mit Immunglobulinen gegen X-Chromosome
wird nun bei optimalen Bedingungen Samen-
zellen von Sdugern oder auch Vogeln bzw
Fischen zugesetzt, wobei die Samenzellen
ebenfalls von Begleitstoffen der Sexualdriisen
vorher befreit werden miissen Nach einge-
tretener Agglutination der Samenzellen mit
X-Chromosom werden die nicht agglutinier-

ten Zellen mit Y-Chromosom isoliert und er-



neut dieser Isolierungsprozedur unterwor-
fen Die daraus gewonnenen Zellkerne wer-
den nun in analoger Weise der aktiven Im-
munisierung und Herstellung eines Anti-
serums mit Immunglobulinen gegen Y-Chro-
mosome verwendet Mit diesem Serum kann
man dann in entsprechender Weise ein
Antikorperserum gegen artgleiche homolo-
ge X-Chromosome gewinnen

Die Trennung der mit Immunglobulin be-
ladenen Zellen kann durch Zell-Elektropho-
rese, wie auch durch Schwerkrafttrennung
ggf  unter Mitverwendung eines Gradien-
ten erfolgen

Die Antikdrperseren gegen Zellkernfrak-
tionen mit X-Chromosom bzw Y-Chromosom
konnen zur Geschlechtsbestimmung benutzt
werden Dabei kann das Sperma vor der In-
semination bei erwiinschter Knabengeburt
mit dem Immunglobulin gegen das X-Chro-
mosom und erwiinschter Méaddchengeburt

mit dem Antikorperserum gegen Y-Chromo-
some behandelt werden Bekanntlich héngt
das genetische Geschlecht vom Besitz des
Y-Chromosoms ab Ein Chromosom stammt
jeweils von der Mutter, das andere vom
Vater Die Mutter hat nur X-Chromosome,
der Vater X- sowie Y-Chromosome Zwei
X-Chromosome bedeuten deshalb weiblich,
X- und Y-Chromosome midnnlich  Die Aus-
schaltung des Y-Chromosoms im Sperma
fiithrt also zu weiblichen Individuen, wih-
rend die Ausschaltung des X-Chromosoms
zu ménnlichen fithren mufl Vor der Be-
handlung des Spermas mull dieses von den
Begleitsekreten der Geschlechtsdriisen be-
freit werden Diese Sekrete miissen dann
nachtriaglich aber wieder zugesetzt werden
Auch die Mutter kann mit Antikdrperserum,
insbesondere gegen Y-Chromosom behandelt
werden Dosisabhdngig wird hier mit Verdiin-
nungen des Serums gegen Y-Chromosome

die Aufnahme von Y-chromosomhaltigen Sper-
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mien erleichtert und bei hoheren Konzentra-
tionen dieses Serums die Konzeption mit dem
Y-chromosomenhaltigen Sperma verhindert
Die Antikdrperseren gegen das X- bzw
Y-Chromosom konnen diagnostisch fir die
Bestimmung des Kerngeschleehts ggf unter
Mitverwendung von Immunfluoreszenz- und
Tracermethoden angewandt werden Prépa-
rate aus korpuskuldren Bestandteilen oder
hochmolekularen Extrakten aus haploiden
Zellen finden besonders Anwendung bei
Organerkrankungen zur Forderung von Re-
generation und Zellproliferation, zur For-
derung des Haarwuchses und der Behand-
lung von Fertilitdt und Sterilitét

Bislang wurden keine korpuskuldren oder
hochmolekularen Zellbestandteile aus Zellen
mit haploidem Chromosomensatz prophylaktisch
therapeutisch oder diagnostisch verwendet

Es wurde lediglich versucht, aus den Sexual-
sekreten hormondhnliche Stoffe zu extrahie-
ren Diese haben jedoch keine Bezichung zu

dem vorliegenden Verfahren

Beispiel 1

Herstellung eines Antikdrperserums mit Im-
munglobulinen gegen Y-Chromosome des
Rindes

Nicht denaturierter Rogen von Forellen wird
in gepufferter Tyrode-Salzlésung bei pH 7,4
durch vorsichtiges Zentrifugieren wiederholt
gewaschen Danach werden die Eizellen mit
einer isotonen Trypsinldsung angedaut und
anschliefend von der Loésung freigespiilt,

mit flissigem Stickstoff tiefgekiihlt, in diesem
Zustand gemahlen, wieder aufgetaut und die
Zellkerne durch vorsichtiges Zentrifugieren
in einem Saceharosegradienten gewonnen
Die Homogenisierung kann aber auch im
frischen Zustand erfolgen Die gewonnenen
Zellkerne werden nun gefriergetrocknet

und konnen durch Bedampfung mit Sdurcddmp -
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fen im Vakuum chemisch nach DBP Nr
1090 821 aufgeschlossen werden Es wer-
den nun Kaninchen im Abstand von 8 Ta-
gen, 3 x abwechselnd s ¢, im und ip
aktiv ig)munisiert mit einer Suspension
von 10 Partikel pro ml Lésungsmittel 8 Ta-
ge nach der letzten Boosterung wird das
Tier entblutet und der Agglutinationstiter
des Serums gegeniiber dem Antigen gete-
stet

Es wird nun frisches Stiersperma von Be-
gleitsekretcn aus Prostata und den Sexual-
drisen befreit und mit dem Antikdrperserum
inkubiert Nach eingetretener Agglutination
werden die nicht agglutinierten Spermazel-
len isoliert durch Gradientenzentrifuga-
tion oder Zellelektrophorese Diese Proze-
dur wird 1 - 2mal wiederholt, um die mit
Immunglobulin beladenen Spermien mit
X-Chromosomen zu beseitigen Die isolier-
ten Spermien mit Y-Chromosomen werden
nun in dhnlicher Weise wie die Eizellen auf-
gearbeitet und die daraus gewonnenen Zell-
kerne zur aktiven Immunisierung eines
Kaninchens oder Hammels verwendet Auf
diese Weise werden Immunglobuline gegen
die Y-Chromosome gewonnen

Vor der kiinstlichen Besamung werden die
Samenzellen zundchst aus der Spermafliis-

sigkeit isoliert und wiederholt gewaschen

Danach wird das Anti-Y-Serum zugesetzt
und die nicht agglutinierenden Zellen iso
liert und wieder mit der Samenfliissigkeit
aufgenommen Diese Samenzellen enthalten
das X-Chromosom und werden nun zur
Besamung verwendet, um ein weibliches

Tier als Nachkommen zu erhalten

Beispiel 2

Gewinnung von aufgeschlossenen Total-
extrakten aus Rindersperma mit Y-Chromo
somen

Hier agglutiniert man die gewaschenen Sa-
menzellen des Rindes mit dem Antikdrper-
serum , das nach Beispiel 1 gegen Y-Chromo-
some gewonnen wurde Nach erfolgter Agglu-
tination isoliert man nun die nicht aggluti-
nierten Samenzellen Diese enthalten das
X-Chromosom Damit kann ggf ein Anti-
serum gegen die gleiche Spezies gewonnen
werden

Beispiele fir die Herstellung der korpusku-
laren Zellbestandteile mit hochmolekularen
Extrakten, bzw daraus gewonnenen Abbau-
produkten, diirften sich eriibrigen, weil
die Herstellungsmethoden denen entspre-
chen, wie sie fir die Herstellung von Ge-
webeextrakten und -antigenen aus anderen

Organen verwendet werden
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Verfahren zur Beeinflussung der quantitativen Antikorperbildung bei der aktiven

Immunisierung und der Desensibilisierung

DE Nr.: 19 45 251.8
vom 06.09.1969

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Beeinflussung- der quanti-
tativen Antikdrperbildung bei der aktiven
Immunisierung und der Desensibilisierung
sowie zur Durchbrechung und anderer-
seits zur Erzeugung von spezifischer Immun-
toleranz, dadurch gekennzeichnet, daBl em-
bryonale und bzw. oder foetale, hochmole-
kulare Zellextrakte aus verschiedenen
Organarten und bzw. oder Extrakte aus
infolge Krankheit oder nach vorheriger Sen-
sibilisierung hyperergisch reagierenden ju-
venilen oder adulten lymphatischen Gewe-
ben als Adjuvans mit dem jeweiligen Anti-
gen konjugiert werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dal Antigene aus Mikro-
organismen und Viren sowie Auto- und
Mischvaccine sowie Auto- und Eremdnoso-
den hergestellt werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dal man Allergene ver-
wendet .

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dal Tumorantigene mit
Extrakten aus lymphatischen Organen

und Lymphozyten, die aus Operationspri-
paraten oder aus Blut oder Lymphe von an
Sarkoidose (Morbus Boeck) oder an anderen
hyperergischen Krankheiten leidenden Pa-
tienten gewonnen wurden, inkubiert wer-
den.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dal Tumorantigene zur
aktiven Immunisierung von Freiwilligen

verwendet werden, von denen man danach

aus den Lymphozyten, aus exzidier-
ten Lymphknoten und evtl. Thymus oder
der Milz ein Adjuvans fir Tumorantigene
gewinnt.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daB homologe und bzw.
oder heterologe Immunglobuline, z.B.
Rh-Antikdrper als Antigene verwendet wer-
den.

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, da Extrakte aus den iso-
lierten maternen oder den foetalen Anteilen
der Plazenta als Adjuvans verwendet wer-
den.

8. Verfahren nach Anspruch 1-7, dadurch
gekennzeichnet, daB als Adjuvans zusétz-
lich eine kolloidale Komplexverbindung aus
Aluminiumhydroxid und Kieselsdure mit

Phenolzusatz verwendet wird.

Beschreibung

Vorliegendes Verfahren ermdglicht es, die
Antikorpersynthese nach der aktiven Im-
munisierung quantitativ zu beeinflussen und
insbesondere die Bildung zirkulierender und
zelluldrer Antikdrper zu aktivieren, sowie
bei etwa bestehender Immuntoleranz diese
zu durchbrechen. Andererseits kann die-
ses Verfahren immunologische Toleranz spe-
zifisch fiir ein bestimmtes Antigen erzeugen
oder bei bestehender Sensibilisierung eine
Desensibilisierung bewirken, deren Effekt
besser ist als bei den bisherigen Methoden
der Desensibilisierung. Das Verfahren be-
ruht auf der Verwendung besonderer Ad-

juvantien fir die jeweiligen Antigenprdpa-
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rate, die zur aktiven Immunisierung oder
Desensibilisierung verwendet werden
Als Adjuvantien werden embryonale und
bzw oder foetale hochmolekulare Zellex-
trakte aus verschiedenen Organarten ver-
wendet , ebenso auch Extrakte aus juveni-
len oder adulten lymphatischen Geweben,
so z B aus Milz, Thymus, Lymphknoten
und Lymphozyten, die infolge von Krank-
heit oder nach Sensibilisierung des Spen-
ders mit einem Antigen bzw Antigengc-
misch, hyperergisch reagieren Zur Akti-
vierung der Antikdérperbildung missen da-
bei hohere Konzentrationen des Antigens
und dieser Adjuvantien verwendet wer-
den, d h Dbis zu einer Verdinnung von
—6
10 g Trockensubstanz (vom Antigen und
dem Adjuvans), widhrend zur Desensibili-
sierung dariiberliegende Verdiinnungen bis
-18
iber 10 g Trockensubstanz pro ml
Losungsmittel verwendet werden
Es hat sich gezeigt, daB in embryonalen
und foetalen hochmolekularen Zellextrakten,
die nach besonders schonenden Verfahren
moglichst ohne Denaturierung gewonnen
werden , Faktoren enthalten sind, die,
wenn sie dem Antigen oder Antigengemisch
zugesetzt werden, die Antikdrperproduktion
bei der aktiven Immunisierung weit hoher
steigern, als dies bisher durch andere Ad-
juvantien und Immunisierungsmethoden mog-
lich war Es werden dabei Organvollextrakte,
insbesondere aus embryonaler und bzw oder
Herzmuskel, Milz,
Schilddriise,

mesenchymalem Bindegewebe, Eihduten und

foetaler Leber, Lunge,

Thymus, Bauchspeicheldriise,
Gehirn verwendet, die nach dem Verfahren
des DBP 1090 821 chemisch aufgeschlossen
sein konnen Dabei werden pulverformige
Substrate, die durch Einfrierung, Pulveri-
sierung und Lyophilisation von Frischgewe-
ben gewonnen wurden, bei Normaltempera-

turen den Didmpfen geeigneter Reagenzien

wie z B Schwefelsdure, Essigsdure, Amei-
sensdure, Mercaptodthanol oder Didtylamin
ausgesetzt, deren Siedepunkt bei atmo-
sphdrischem Druck iber der Normaltempe-
ratur liegt, so dafl im Vakuum die 1'Jber-
I'ihrung des aufschlieBenden Mittels in
die dampfformige Phase ermdglicht wird
und nachdem der gewiinschte Aufschluf
des Substrats erreicht ist, das nicht ver-
brauchte Reagenz wieder entfernt werden

kann

Organextrakte aus juvenilen oder adulten
Geweben werden besonders aus Operations-
prdparaten von Patienten gewonnen, die

an hyperergisch-allergischen Erkrankungen
wie z B an Sarkoidose leiden Man verwen-
det dazu besonders Milz, Lymphknoten,
Lunge sowie Lymphozyten, die man aus dem
Blut oder der Lymphe gewinnt Es kdnnen
jedoch auch Gewebeextrakte dieser Organe
und Zellen von gesunden Individuen ver-
wendet werden, die vorher mit Antigenen
sensibilisiert wurden, fir die das besonde-
re Adjuvans, das man hier vorwiegend aus
den Lymphozyten und evtl aus Lymphkno-
ten gewinnt, verwendet werden soll In
Krankheitsfillen, gegen

bestimmte Mikroorganismen oder auch gegen

bei denen sich z B

Krebsantigene eine Immuntoleranz entwickelt
hat,
dung fihrt und bei der Krebskrankheit

die bei Bakterien zur Dauerausschei-

zum Fortschreiten des Tumorwachstums und
der Metastasierung, sind solche Gewebeex-
trakte als Adjuvantien fiir die Antigene

bei der aktiven Immunisierung besonders
wichtig Man gewinnt diese Prdparate nach
aktiver Immunisierung von freiwilligen Spen-
dern mit den entsprechenden Mikroorganis-
men bzw Tumorantigenen

Durch Verwendung der beschriebenen Adju-
vantien kann man auch Antikdrperbildung
gegen homologe und heterologe Immunglo-

buline auslésen und verstdrken Besondere



Indikationen sind hierfiir die Blutinkompa-
tibilititen zwischen Mutter und Kind, die
auf einer ABO-Unvertriaglichkeit und be-
sonders auf dem Rh-Faktor beruhen

Die Adjuvantien aus Organextrakten kon-
nen in gleicher Weise wie andere Adjuvan-
tien und insbesondere das Freund'sehe
Adjuvans bei allen Arten von Antigenen
und Allergenen verwendet werden, so

z B bei mikrobiellen Antigenen, Viren,

Gewebeantigenen, Pollen- und Stauballer-

genen usw Die Wirkung dieser Adjuvantien
ist zum Teil dosisabhdngig, d h daB
zwischen hohen Konzentrationen und

hohen Verdinnungen ein IJmkehreffekt der
Wirkung zustande kommt und daB z B, mit
sehr hohen Verdinnungen von einem Ex-

trakt aus dem foetalen Anteil der Plazenta
-18
in der Konzentration von 10 g pro ml
Losungsmittel ein Hemmeffekt auf die Anti-
korperbildung erzielt wird, widhrend hohe-
bis 1077 die
Bei den Ex-

re Konzentrationen um 10~
Antikorperbildung verstdrken
trakten aus dem maternen Anteil der Plazen-
ta ist die Dosisabhidngigkeit umgekehrt Hier
aktivieren hdhere Verdinnungen wéahrend
hohere Konzentrationen eine llemmwirkung
auslosen Diese Prédparate konnen deshalb
bei geeigneter Dosierung mithelfen eine spe-
zifische immunologische Toleranz gegen ein
bestimmtes Antigen bzw Antigengemisch
wie z B bei Transplantationsantigenen zu
erzeugen Vor einer Organtransplantation
konnen dabei Spender und Empfinger wech-
selseitig mit Antigenen aus Haut, Lymph-
gewebe oder Organgewebe vorbehandelt

werden, denen als Adjuvans ein Extrakt

aus dem foetalen Anteil der Plazenta in Ver-
—16

diinnung von 10 g Trockensubstanz pro

ml Losungsmittel zugesetzt ist

Bei allergischen Erkrankungen werden die

durch Testung ermittelten Antigene in

einer fir die Krankheitsausldosung unter-
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schwelligen Verdiinnung zusammen mit dem
Organadjuvans, in iblicher Weise wie bei
der Hyposensibilisierung wiederholt injiziert
Bei der Anwendung von Auto- und Misch-
vaccinen oder Auto- und Fremdnosoden muf
das Adjuvans ebenfalls entsprechend der
gewiinschten Wirkung dosiert werden

Die Herstellung der Antigene in Form von
Impfstoffen gegen Pilze, Bakterien oder Vi-
ren sowie von Mischvaccinen, Autovaccinen,
Nosoden und Autonosoden, ebenso auch von
Organ- und Gewebeantigenen sowie Immun-
globulinen und Allergenen ist bekannt, des-
gleichen auch die Herstellung der beschrie-
benen embryonalen und foetalen Organex-
trakte; jedoch ist die kombinierte Verwen-

dung von Antigenen und Adjuvantien aus

embryonalen und foetalen Organextrakten sowie

die Verwendung von lymphatischen Geweben
aus hyperergischen natiirlich erkrankten Pa-
tienten oder spezifisch vorsensibilisierten
Spendern bisher nicht erfolgt Hierbei han-
delt es sich um keine einfache Zusammen-
mischung, weil die hochmolekularen Bestand-
teile beider Komponenten chemische bzw
adsorptive Bindungen eingehen Diese Reak-
tionen werden verstdrkt durch vorherige Ak-
tivierung der Bestandteile durch Erwédrmung
bzw Schiitteln oder Ultraschalleinwirkung
und anschlieBende Inkubation bei Temperatu-

ren um 4° Celsius

Die Mitverwendung einer kolloidalen Komplex-
verbindung aus Aluminiumhydroxid und Kie-
selsdure mit Zusatz von Phenol, wie sie in
dem Pridparat "Serum-Activator" der vitOrgan

Arzneimittelfabrik, Ruit, vorliegt, verstdrkt
die adsorptive Bindung mit dem Antigen und
aktiviert zusdtzlich die Antikdrperbildung
Tierexperimentell lieB sich zeigen, daf diese
Komplexverbindung im Gegensatz zum
Freund'sehen Adjuvans besonders die Anti-
korperbildung gegen Globuline verstarkt

Diese Komplexverbindung kann jedoch allein,



190

dem Antigen zugesetzt, die Antikdrperbil-
dung nicht in gleicher Weise steigern oder
beeinflussen, wie die beschriebenen Adju-
vantien aus Organextrakten Mit diesen zu-
sammen sind kolloidale Komplexverbindun-
gen aus Aluminiumhydroxid und Kiesel-
sdure jedoch in der Lage, den Effekt der
Organextrakte noch weiter zu steigern
Korpereigene Immunglobuline werden durch
die kolloidale Komplexverbindung in vitro
zum Antigen umgewandelt, dessen antigene
Wirkung dann durch den Zusatz des Adju-
vans aus Organextrakten noch verstdarkt

werden kann
Beispiel 1

Es soll die Wirkung von Organextrakten aus
foetalem Herzmuskel, foetaler Leber und
foetaler Plazenta in verschiedenen Verdiin-
nungsstufen auf die Antikdrperproduktion ,
bei Verwendung von Schaferythrozyten

als Antigen untersucht werden Dabei wer-
den 0,1 ml einer 20%igen Suspension der
Schaferythrozyten mit 0,5 ml einer Zuberei-
tung der genannten Organprédparate ver-
setzt und am Tage O intraperitoneal an
ingezilichtete Méduse (Charles River) in-
jiziert 5 Tage danach wird die Antikdrper-
produktion der Milzzellen dieser Tiere in
vitro im Hdmolyse-Gel-Test bestimmt Die
Ergebnisse werden mit einer positiven
Kontrolle mit Antigen allein und einer
Kontrolle ohne Antigen verglichen Die
Prdparationen der Organ-Trockensubstan-
zen bestehen in einer Suspension von 15 mg
der jeweiligen Trockensubstanzen in 2 ml
physiologischer Kochsalzlosung Die Dilu-
tion Stdrke III besteht in einer Verdinnung
von 10 ~ g der Trockensubstanzen in phy-
siologischer Kochsalzlosung, die der Dilu-
tion Stdrke II in einer Verdinnung von

9
100 physiologischer Kochsalzlésung

Ergebnisse Plaques-10 ® Milzzellen
1 Kontrolle:
kein Antigen 1
2 Losungsmittel 1
3 Pos
Antigen allein 368

Kontrolle:

4 Antigen + Cor-juv
Trockensubstanz
+ Losungsmittel 2895
5 Antigen + Cor-juv
Dilution St III 412
6 Antigen + Hepar-juv
Trockensubstanz
+ Losungsmittel 3215
7 Antigen + Plazenta
foetalis-Dilution
St III

8 Antigen + Plazenta

1194

foetalis-Dilution
St I 198

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dall die
Antikorperbildung durch Adjuvantien aus
juvenilen Organtrockensubstanzen am stdrksten
stimuliert werden und bei den Dilutionen

durch Stdrke III mehr als durch Stirke II
Foetale Plazenta hemmt hingegen bei Dilu-

tion St II die Antikdrperbildung, wiahrend
sie in Stdrke III die Antikdrperbildung noch

iber 100% stimuliert

Beispiel 2

Herstellung eines kombinierten Impfstoffes
gegen Typhus und Paratyphus Es werden
dabei 1 000 Millionen abgetdtete Typhus- und
500 Millionen abgetdtete Paratyphus A-, B- und
C-Bakterien in 1 ml einer Verdiinnung 10 g
eines hochmolekularen Organextraktes aus

foetalem Rinderdarm aufgenommen



Beispiel 10

Herstellung eines Impfstoffes gegen Polio-
myelitis. Dazu wird cin kauflicher, abge-
toteter Poliomyelitis Impfstoff 1:1 mit einem

Organextrakt aus dem maternen Anteil der

-4
Plazenta in einer Verdiinnung 10 g Trok-
kensubstanz pro ml physiologischer Koch-

salzlosung inkubiert.

Beispiel 1

Herstellung von Autovaccinen bzw. von Misch-
vaccinen. Die nach bekannten Verfahren her-
gestellten Vaccinen werden im Verhidltnis

1:1 mit einer Mischung foetaler Organextrak-
te aus foetaler Lunge, foetaler Haut, foeta-
len Schleimhduten, jeweils in Verdinnung

-9

10 pro ml NaCl-Losung inkubiert.

Beispiel 5
Herstellung einer Autonosode. Die fertig-

ket cdtfids Aofgagnadsayirdm t}ézsfbl‘a‘elﬁnﬁ%blerl

in einer Verdiinnung von 10 g pro ml

Kochsalzlosung gemischt.
Beispiel 6
Herstellung einer Allergenmischung zur

Zur Be-

handlung des Asthma bronchiale wird aus

Hyposensibilisierung bei Allergie.

den getesteten Allergenen bzw. Baktcrien-
antigenen in tblicher Weise der Impfstoff

gewonnen, z.B. aus Pneumokokken, Strep-
tokokken,

von Tu‘%erkulin, und daraus eine Mischung

Staphylokokken unter Zusatz

von 10 g der Trockensubstanzen pro ml

Losungsmittel hergestellt. Diese Verdiin-

nung wird im Verhéltnis 1:1 mit einem Or-

ganextrakt aus dem foetalen Anteil der Pla-

12

zenta in der Verdinnung 10~" inkubiert
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und in iblicher Weise wie bei der Hypo-

sensibilisierung therapeutisch verwendet.

Beispiel 7

Herstellung von Impfstoffen aus Operations-
prdparat von Malignomen: Das Tumorge-
webe wird isoliert, tiefgefroren, pulveri-
siert und lyophilisiert, sodann nach Patent
Nr. 1090821 im Vakuum bei Normaltempera-
tur durch Schwefelsdureddmpfe aufgeschlos-
sen. Von dem erhaltenen Trockenpulver
werden 30 mg + 15 mg eines in entsprechen-
der Weise gewonnenen Trockenpulvers aus
dem Operationsprdparat einer Sarkoidmilz
(Morbus Hoeck) zusammengebracht und

4 ml des kduflichen Prédparates "Serum-
Activator" (vitOrgan Arzneimittelfabrik
GmbH, Ruit bei Stuttgart) zugesetzt.

Es wird nun in einem hochtourigen Homoge-
nisator 10 Sekunden homogenisiert, dann
werden 16 ml einer 0,5%igen Phenollésung
in physiologischer Kochsalzlosung zuge-
mischt und erneut 10 Sekunden homogeni-
siert. AnschlieBend wird die Mischung 1 Mi-
nute lang mit Ultraschall behandelt.

Beispiel 8

Herstellung von Impfstoffen aus Operations-
priparaten von Malignomen: Das nach Bei-
spiel 7 hergestellte Tumorprédparat wird ohne
Zusatz des Prdparates aus Sarkoidmilz in
entsprechender Weise weiterbehandelt bei
alleiniger Verwendung der kolloidalen Kom-
plexverbindung aus Aluminiumhydroxid

und Kieselsdure mit Phenolzusatz als Adju-
vans. Dieses Prdparat wird einem Freiwil-
ligen wiederholt s.c. und i.m. im Abstand
von 3, 5 und 8 Tagen sowie nach 4 Wochen
injiziert. 8 Tage nach der letzten Injektion
wird dem Freiwilligen 200 ml Venenblut

entnommen. Aus diesem wird das Serum
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isoliert und andererseits werden die Lympho-
zyten nach bekannten Methoden abgetrennt
und nach der Methode des Beispiels 7 zu
pulverisierten Dauerprédparaten verarbeitet.
Zur Immunisierung des Patienten wird nun
anstatt des im Beispiel 7 verwendeten Ex-
traktes aus Sarkoidmilz, der Extrakt aus
den Lymphozyten als Adjuvans verwendet.
Das Prédparat wird in gleicher Weise wie im

Beispiel 7 hergestellt.

Beispiel 9

Herstellung von Transplantations-Antigenen
fiir prophylaktische Erzeugung einer spezi-
fischen Immuntoleranz: Durch Probeexzision
entnommene Haut und Lymphknoten werden
zusammen mit Lymphozyten des Blutes so-
wohl vom Spender als auch vom spéteren
Empfinger eines Organtransplantates wie
im Beispiel 7 zu Dauerprdparaten verarbei-
tet. Aus den Trockenprédparaten werden

Homogenate in physiologischer Kochsalz-
—s

16sung in einer Verdiinnung von 10 g
Trockensubstanz pro ml Losungsmittel her-
gestellt und diese jeweils im Verhdltnis 1:1
mit Organextrakten aus dem foetalen _4nteil
der Plazenta in einer Verdiinnung 10 g
Trockensubstanz pro ml Losungsmittel zu-
Die-

se Prdparate werden dann mit physiologi-

sammengebracht und durchgeschiittelt.

scher Kochsalzlosung stufenweise im Hun-
derterschritt, bezogen auf die Antigenmi-
auf 10 ~ und

ggf. noch hdher weiterverdiinnt. Diese Pri-

schungen, iber 10 , 10

parate werden nun in Art einer prophylak-
tischen Hyposensibilisierung wechselseitig,
in ansteigender Dosierung wiederholt inji-
ziert, d.h. der Spender erhdlt die vom
Empféinger gewonnenen Prdparate und der
Empfinger die vom Spender gewonnenen Pra-

parate injiziert.

Beispiel 10

Herstellung von Préparaten gegen Rh-Sen-
sibilisierung von werdenden Miittern. Man
gewinnt und reinigt nach bekannten immuno
logischen Methoden Rh-Antikdrper von sen-
sibilisierten Rh-negativen Frauen oder
Minnern, moglichst der Blutgruppe 0. Die-
ses Serum wird im Verhdltnis 1:1 mit einem
Extrakt aus foetaler Leber in einer Konzen-
tration von 10 ' g Trockensubstanz pro ml
physiologischer Kochsalzlosung inkubiert.
Dann wird entsprechend Beispiel 7 von der
kolloidalen Komplex Verbindung aus Alumi-
niumhydroxid und Kieselsdure mit Phenol-
zusatz je 1 ml zu 4 ml des Kombinationspri-
parates aus Serum und Organ-Adjuvans zu-
gesetzt. Dadurch erfolgt eine weitere Ver-
starkung der Antigenitdt der Serumglobu-

Danach werden ebenfalls im Hunderter-
-2

line.

schritt stufenweise Verdiinnungen iiber 10 ,
10 10 ® bis 10 '* und evtl. hdher herge-
stellt. Wie im Beispiel 8 erfolgt auch hier

die Anwendung in Art einer Hyposensibili-
sierung in ansteigender, jedoch unterschwel-
liger Dosierung. Diese Behandlung kann vor
oder auch wihrend einer Graviditit bei Rh-ne-
gativen Frauen, die bereits gegen das Rh-
Antigen sensibilisiert sind, durchgefiihrt
werden. Frauen, die noch nicht gegen Rh-
Antigene sensibilisiert sind, kdonnen mit hdhe-
ren Konzentrationen behandelt werden, als
bereits vorsensibilisierte Frauen. Wiahrend
einer inkompatiblen Graviditdt kann in Art
einer Hyposensibilisierung eine Dauerbe-

handlung erfolgen.
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Zusatzverfahren zur Herstellung von Arzneimitteln mit selektivem Tropismus

Zusatz zu PK 1 617 886

DE Nr : 18 14 1349
vom 12 12 1968
Patentanspruch

Zusitzliches Verfahren zur Herstellung
von Arzneimitteln mit selektivem Tropismus
gegen Krebs und/bzw

nach Patent (-Anmeldung T 33 356 IV a/

bestimmte Organe

30 h), bei welchem an die nach bekannten
immunologischen, chemischen oder ferment-
chemischen Verfahren gewonnenen Antikor-
perfragmente mit erhaltenem Tropismus zu
den jeweiligen Gewebs- bzw Zellantigenen
nach ebenfalls bekannten Verfahren pharma-
kologisch oder als radioaktive Markierungs-
substanzen wirkende Molekiile chemisch
und/oder adsorptiv angekoppelt werden,
dadurch gekennzeichnet, daBl zytotrope,
gegen mobile Zellen, deren molekulare Be-
standteile aus Geweben oder Korperfliissig-
keiten oder gegen interstitielle oder humora-
le physiologische oder pathologische Kor-
perbestandteile oder Fremdkodrper gerichte-

te Antikorperfragmente verwendet werden

Beschreibung

Das vorliegende Verfahren ist eine Erwei-
terung des Verfahrens nach Patent (-Anmel-
dung T 33 356/1V a/30 h), das zur Herstel-
lung von Arzneimitteln mit selektivem Tro-
pismus gegen Krebszellen und/oder bestimm-
te Organe dient, wobei an die nach bekann-
ten immunologischen, chemischen bzw fer-
mentchemischen Verfahren gewonnenen An-
tikorperfragmente mit erhaltenem Tropis-
mus zu den jeweiligen Gewebs- bzw Zell-

antigenen nach ebenfalls bekannten Ver-

fahren pharmakologisch oder als radioaktive
Markierung wirkende Molekiile chemisch und/
oder adsorptiv angekoppelt werden Die Er-
weiterung besteht darin, daB zytotrope,
gegen mobile Zellen und deren molekulare
Bestandteile aus Geweben oder Korperfliissig-
keiten oder auch gegen interstitielle oder
humorale physiologische oder pathologische
Korperbestandteile oder kdrperfremde Stoffe,
insbesondere Infektionserreger, gerichtete
Antikorperfragmente als Schlepperstoffe ver-

wendet werden

Unter mobilen Zellen aus Geweben sind dabei
z B zu verstehen leukozytdre oder lympho-

zytdre Zellen, Makrophagen, Fibi'ozyten,

Histiozyten u a , unter denen aus Korper-
flissigkeit die lymphozytdren Zellen, wie
dann die

z B Lymphozyten, Plasmazellen,

verschiedenen leukozytidren Zellen, Mono-

zyten, Makrophagen, Thrombozyten, Ery-

throzyten u a , die im Blut, im Lymphsystem,
im Liquor cerebro-spinalis, der Augenfliissig-
keit, in Exsudaten und Transsudaten sowie
in Blasen der Haut, in Wundsekret oder im
Urin enthalten sind

Unter physiologischen, interstitiellen Korper-
bestandteilen ist z B zu verstehen Kollagen-
und andere Intrazellularsubstanzen, unter

pathologischen Korperbestandteilen beispiels-
weise Fibrin,

Hyalin, Fibrinoid, Amyloid, ne-

krotisches bzw verkdsendes Gewebe, Gra-

nulationsgewebe u a Unter Infektionserregern
und korperfremden Stoffen sind beispiels-

weise Mikroorganismen, Viren, Parasiten, Al-
lergene und andere Fremdkdrper zu verstehen

Unter physiologischen humoralen Korperbe-
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standteilen sind zu verstehen z.B. Fibrino-
gen, Albumin, die verschiedenen Arten von
Globulinen, Komplemente, Fermente u.a.
Unter pathologischen humoralen Bestandtei-
len der Korperflissigkeiten sind abwigig
gebildete oder pathologisch auftretende mo-
lekulare Bestandteile zu verstehen.

Es hat sich gezeigt, daBl das Verfahren,
Antikorper als Vehikel fir Pharmaka oder
fiir Tracersubstanzen zu verwenden, auf
vielen Gebieten der Therapie und Diagnostik
verwendbar ist und dabei gegeniiber der
Verwendung von nativen Antikdérpcrmolekii-
len groBe Vorteile bestehen. Diese beruhen
groftenteils auf der kleineren Molekiil-
grofe, die eine geringere Antigenitdt be-
dingt und die Permeabilitit durch das inter-
stitielle Gewebe sowie die Penetration in

Zellen begiinstigt.

Die Methoden zur Gewinnung der jeweiligen
Antikorper und der daraus herzustellenden
Fragmente mit erhaltenem Tropismus zum
Antigen sind bekannt, ebenso die Methoden
fir die chemische Ankopplung der Wirk-
stoffe. Letztere entsprechen den Methoden
zur Herstellung konjugierter Antigene
(vgl. H. Schmidt: Fortschritte der Serolo-
gie: Dietr. Steinkopf Verlag, Oarmstadt;
Kobat und Mayer (1948) Experimental

142, Springfield/Illi-
nois; Wolf und Vasquez: The Lancet No.
7522, S. 905 -909, Vol. II) sowie den Me-

thoden zur Markierung nativer Antikdrper

Immunochemistry: S.

(vgl. H. von Mayersbach: Immunfluoreszenz:

Das édrztliche Laboratorium, 13: 317 - 331
(1967)).

Die Isolierung bzw. Reinigung der Kopp-
lungsprodukte ist ebenfalls allgemein be-
kannt. Es wurden jedoch bisher die Korper-
bruchstiicke nicht in der beschriebenen Wei-

se verwendet.

Beispiel 10

Es soll ein Prédparat zur Immunsuppression
auf der Basis des Antilymphozytenserums
hergestellt werden. Dazu werden gereinigte
Antilymphozyten-Antikdrper nach der Mer-
captoaethanol-Methode in L- und H-Ketten
gespalten und iber Jodacetamid. 6-Methyl-
prednisolon angekoppelt. Nach ausgiebiger
Dialyse gegen physiologische Kochsalz-
16sung erfolgt ein erneuter Zusatz von 6-Me-
thylprednisolon zur Stabilisierung des Kon-
jugates. Es ist moglich, vor oder nach der
Konjugation der Antikdrperbruchstiicke mit
6-Methylprednisolon durch Sédulenchromato-
graphie, Gelfiltration oder Elektrophorese
die L- und H-Ketten zu trennen und sepa-
rat weiter aufzuarbeiten bzw. zu verwenden.
Die Ankopplung kann auch durch Bisdiazo-
benzidin erfolgen. Anstatt des Kortikoides
kann Puryl-6-Histamin oder auch eine geeig-
nete zytotoxische oder -lytische Substanz
angekoppelt werden.

Die Aufspaltung in trope Antikdrperfragmente
kann auch fermentativ z.B. durch Papain
erfolgen, wonach zunidchst die FAB-Fragmente
durch Sdulenchromatographie getrennt und

an diese dann der Wirkstoff angekoppelt wird.

Beispiel 2

Es soll ein Prdparat zur szintigraphischen
Diagnostik von Fibrinablagerungen in Tumoren
hergestellt werden. Nach dem Verfahren von
Dudley, Tee und Watkins (zit. nach Med.
Tribiine No. 6/9 vom Febr. 1968, S. 2) wird
gegen menschliches Fibrin von der Ratte ein
Antikdrperserum gewonnen und im Gegen-
satz zu diesem Verfahren nicht die Immun-
globuline, sondern die daraus gewonnenen
FAB-Fragmente mit dem radioaktiven Isotop

J-125 markiert.



Beispiel 10

Es soll ein Pridparat zur I-'ibrinolyse herge-
stellt werden. Dabei geht man von gerei-
nigten Antifibrinimmunglobulinen aus Die-
se werden nach bekannten immunologischen
Methoden gewonnen und isoliert, dann durch
papain in EAB- und EC-Eragmcnte aufge-
spalten. Der Grad der Fragmentierung

wird durch immunologische Methoden unter
Verwendung cines Anti-FAB- oder FC-Anti-
korperserums verfolgt und bei Erreichen
des optimalen Grades der Aufspaltung das
FAB-Fragment isoliert Gleichzeitig wird
Papain an Bidiazobenzidin gekoppelt und
dieses Konjugat iiberschiissig mit der Lo-
sung der FAB-Fragmente inkubiert

Die Diazotierung kann aber auch durch
Zusatz von Bisdiazobenzidin zu dem Ge-
misch aus Papain und den beiden Antikor-
perfragmenten erfolgen, wobei dann das
zur proteolytischen Aufspaltung der Anti-
korper verwendete Papain an die Antikor-
perbruchstiicke gebunden wird

Die Isolierung der konjugierten FAB-Frag-

mente erfolgt durch Chromatographie oder

Elektrophorese Die fibrinolytische Wirkung
des Priparates kann in vitro getestet wer-
den

Beispiel 4

Gegen den Rheumafaktor (Antiglobulin) soll

ein proteolytisches Prdparat gewonnen wer-
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den Zunidchst wird gegen den Rheumafak-
tor ein heterologes Antikdrperglobulin her-
gestellt und dieses adsorptiv gereinigt
Danach erfolgt wie im Beispiel 3 die fer-
mentative Aufspaltung in FAB- und FC-Frag-
mente mittels Papain Durch Diazotierung
wird nun Trypsin an das FAB-Fragment an-
gekoppelt und durch Gelfiltration das kon-

jugierte FAB-Fragment angereichert
Beispiel 5

Ein bestimmtes, fehlendes Ferment soll in
einer bestimmten Zellart substituiert werden
Dazu werden gereinigte zytotrope Antikdrper
reduktiv chemisch fragmentiert und an die
Bruchstiicke das gewilinschte Ferment durch
Isothiozyanat angekoppelt Die Ankopplung
des Enzyms kann auch nach reversibler
Fermenthemmung durch einen Inhibitor er-
folgen Desgleichen kann auch das Konjugat
des FAB-Fragmentes mit dem aktiven Ferment
inhibiert werden Bei Verwendung von hete-
rologen Antikdrperfragmenten als Schlepper
kann dann gegen die verwendeten FAB-Frag-
mente des Schleppers ein anderes heterolo-
ges Antiglobulin ggf von der zu behandeln-
den Spezies gewonnen werden, wobei man
daraus die tropen Fragmente als Vehikel
fir die geeignete Aktivierungssubstanz des
Enzyms beniitzt Die Behandlung erfolgt hier
zweizeitig Zundchst wird mit dem inaktivier-
ten tropen Fermentprdparat behandelt, das
dann in einem nachfolgendem zweiten Be-

handlungsschritt aktiviert wird
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Verfahren zur Herstellung von Arzneimitteln mit selektivem Tropismus gegen Krebs

und bestimmte Organe

DE Nr : 16 17 8862
vom 06 03 1967

Patentanspriiche

1 Verfahren zur Herstellung organspezifi-
scher und gegen Krebs spezifischer Arznei-
mittel, dadurch gekennzeichnet, dafl man

a) die in bekannter Weise aus Blutkonserven
oder frischem menschlichen oder tierischem
Blut isolierten Leukozyten, insbesondere
Lymphozyten, Plasmazellen und Makropha-
gen mit Tumor-Antigenen inkubiert und
durch bekannte physikalische und bzw
oder chemische Methoden in praemorbiden
Zustand versetzt, konserviert oder aus den
Zellen nach bekannten Methoden die Ribo-
nukleinsduren isoliert und konserviert,

b) diese Prdparate nach bekannten Metho-
den tber Mittlertiere oder in Kulturen von
antikorperbildenden Zellen bzw den daraus
hergestellten oder auch kiinstlich erzeugten
zellfreien Systemen, zur Gewinnung von
Antikorperglobulinen benutzt und bzw oder
c) entsprechende Antikorper aus Blut oder
Korperflissigkeiten des entsprechenden
Krebs-Patienten nach Vorbehandlung mit
den nach Arbeitsgang A hergestellten Pri-
paraten gewinnt, dann

d) diese nach Arbeitsgang b und ¢ gewon-
nenen Antikdrperglobuline nach bekannten
Methoden einzeln oder als Mischung an
Organextrakten aus den Geweben des
normalen Mutterbodens der Geschwulst
absidttigt und

e) die sich nicht bindenden Antikdrperglo-
buline mit Tumorextrakten prizipitiert,
dieses Prdzipitat nach bekannten Metho-
den isoliert und in ihre beiden Bestand-

teile dissoziiert, die Antikdrper und Anti-

gene bzw Haptene, chemisch oder fermen-
tativ in Fragmente mit erhaltenem Tropismus
aufspaltet und

f) an diese Fragmente durch bekannte che-
mische Verfahren krebswirksame bzw zyto-
lytische Medikamente ankoppelt, wobei die

Verfahrensschritte a; a und c;
d und e,

fir sich allein ausgefihrt werden kdnnen

a und b;

sowie d, e, und f, und e und f

2 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daB anstelle der Tumor-
Extrakte, Organ-Extrakte oder Organ-Anti-
gene als Ausgangsstoffe benutzt werden und
im Arbeitsschritt d) andere Organarten, als
diejenigen des Ausgangsproduktes verwendet
werden

3 Verfahren nach Anspruch 1 und 2, da-
durch gekennzeichnet, daB sowohl gesund-
heitsfordernde, wie -schadigende, als auch
unmittelbar und mittelbar pharmakologisch
wirkende chemische Molekiile an die organo-
tropen bzw tumortropen Schleppersubstan-
zen angekoppelt werden

4 Verfahren nach Anspruch 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dall Molekiile verwendet werden,
die durch elektromagnetische Strahlen oder
durch andere Stoffe biologisch inaktiviert

werden

Beschreibung

Bei Spontan-Tumoren reicht die kdrpereigene
immunologische Tumorabwehr durch Antikor-
perglobuline mengenméBig nicht aus Die

Antikorper konnen einen selektiven Tropismus
zu den Tumorzellen besitzen, ohne daB sie

diese schiddigen Die immunologische Krebs-



therapie mufl deshalb sowohl die tumorspe-
zifische Antikdrperbildung, als auch die
zellschddigende Wirkung der Antikorper
auf Tumorzellen verstdrken

Die aktive Immunisierung des Tumor-Pa-
tienten mit Tumor-Antigenen, insbesonde-
re aus dem korpereigenen Tumor, kann die
Antikdrperbildung nur wenig beeinflussen,
weil sich im Verlauf der Tumorkrankheit
eine immunologische Toleranz gegen diese
Tumor-Antigene ausbildet Sofern organ-
spezifische Antigene mitverwendet werden,
besteht bei dieser Art der Behandlung
dann die Gefahr fiir eine Autosensibilisie-
rung gegen das Qrgangewebe des Mutter-
bodens der Geschwulst

Erfindungsgemédfl kann nun die Antikorper-
bildung gegen Tumore eingeleitet oder
aktiviert werden, wenn man Messenger-
Ribonukleinsduren aus sensibilisierten
lymphatischen Zellelcmenten des Blutes
und der Kérperflissigkeiten, wie Makro-
phagen, monozytoide Elemente, kleine
Lymphozyten und spindelférmige Zellen
(Histiozyten) anstatt des Antigens auf
den Patienten tbertrdgt Nach dieser Me-
thode ist auch die Einleitung einer Anti-
korperbildung in Mittler-Tieren sowie in
Gewebekulturen von lymphatischen Gewe-
ben und in den aus solchcn Geweben herge-
stellten zellfreien Synthesesystemen in
vitro moglich Dieses Verfahren der Induk-
tion der Antikdrperbildung durch Messen-
ger-RNS und der Gewinnung von Anti-
korpern in vitro wurde von Jacherts be-
schrieben in Z med Mikrobiol u Immunol
152, 112 - 133 (1966), sowie in den dort
unter Nr 5, 11, 12 und 13 angegebenen
diesbeziiglichen weiteren Verdffentlichungen
Dieses Verfahren wurde jedoch bisher nicht
in der vorliegenden Weise zur Erzeugung
von informativem iRNS und Antikdrpern gegen

Tumoren und normale Organe verwendet

197

Das Verfahren 146t sich ndmlich auch auf
Organ-Extrakte bzw Organ-Antigene als
Ausgangsstoffe iibertragen

Bei vorliegendem Verfahren ist die beson-
dere Methode der aktiven Immunisierung
durch iRNS und der Antikdrpergewinnung
ein Bestandteil der als Verfahrensschritt A
bezeichnet wird

A) Die Gewinnung von Tumorantigenen und
geeigneten Tumor-Extrakten wie auch von
Organ-Antigencn und Organ-Extrakten erfolgt
nach bekannten Verfahren, z B nach DBP-
Anmeldung T 33 036 IVa/3ah; dem DBP

1 090 821;
J Mol Biol

nach Potter,
(1965) u a
der iRNS in Zellen werden bei vorliegendem

z B durch

Appella und Geisser:

Zur Erzeugung

Verfahren auf bekannte Weise,
Schwerkrafttrcnnung, spontane Sedimenta-
tion, Elektrophorese und Siebung aus Blut-
konserven die leukozytdren Blutzellen, ins-
besondere die antikdrpcrbildenden Zellen

isoliert und im natiirlichen Milieu des Blut-
plasmas, gegebenenfalls unter Zusatz von
Antibiotika und bzw oder Chemotherapeuti-
ka oder aber in einem geeigneten Gewebe-

kulturmedium, z B Hanck's Losung + 10%

Kidlberserum sowie Zusatz von Antibiotika

und bzw oder Chemotherapeutika (vgl D
Jacherts: Z Med Mikrobiol u Immunol
152, 1 - 19 (1966)), gegebenenfalls unter

mechanischer Bewegung und Durchliftung
gezichtet Der Tumor-Extrakt bzw die Tu-
mor-Antigene werden entsprechend diesem
Verfahren in Verdiinnungen zugesetzt, z B
von 10_4 bis 10_12 g der Tumor- bzw Or-
gan-Trockensubstanzen oder den entspre-
chenden hoheren Konzentrationen von Frisch-
extrakten pro ml des Gewebekulturmediums
Nach einer Bebriitungszeit von mehreren
Stunden bis Tagen werden die Leukozyten
mit UV-Licht bestrahlt (vgl Jacherts: Z
med Mikrobiol u 152, 262 - 272

(1966)) oder aber durch andere physikali-

Immunol
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sehe Methoden, z B durch kurze Erwir-
mung auf 40°C, Bestrahlung mit ionisie-
renden Strahlen oder durch chemische Ein-
wirkung von radiomimetisch wirkenden Sub-
stanzen, geschddigt Nach Eintreten des
pramorbiden Stadiums, das am beginnenden
Absterben von Zellen der Kultur zu erken-
nen ist, werden die Zellen durch vorsichti-
ges Abschleudern isoliert und mehrmals in
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen
und gefriergetrocknet Es ist auch moglich,
nach Kirby: Progress in nucleic acid re-
search and molecular biology, ed by David-
son and Cohn New York and London:
"Academic Press", die RNS zu préidparieren
und anschlieBend durch Gefriertrocknung
zu konservieren

Die so gewonnenen lymphatischen Zellen
iRNS werden nun in Konzentrationen
3 bis ]69

ml physiologischer Kochsalzlésung als Sus-

bzw
von 10 g Trockensubstanz pro
pension bzw Losung gegebenaifalls wie-
derholt im Arbeitsgang B Mittler-Tieren
injiziert oder in Gewebekulturen unter
Verwendung anderer lymphatischer Zellen
oder geeigneter kiinstlich zusammenge-
setzter zellfreier Synthesesysteme zur Er-
zeugung von Antikdrpern verwendet

C) die Anregung der Antikérperbildung
und Gewinnung von Antikdrpern von
Krebs-Patienten entspricht dem Arbeits-
gang C des vorliegenden Verfahrens
Auch hier erfolgen die Injektionen in Ab-
stinden von Stunden bis einigen Tagen
D) Die nach Arbeitsgang B) und C) ge-
wonnenen Antikdrperglobuline kdnnen
nun im Arbeitsgang D) einzeln oder als
Mischung nach ebenfalls bekannten Ver-
fahren an Organ-Extrakten aus den Gewe-
ben des normalen Mutterbodens der Ge -
schwulst oder den entsprechenden homo-
logen oder heterologen Organ-Extrakten

oder Homogenaten abgesdttigt werden Es

eignet sich dazu das Verfahren der
Adsorption mittels Sdulenchromatographie,
wie auch bekannte immunologische Verfah-
ren der Prédzipitation Dieser Arbeitsschritt
ist besonders wichtig, wenn zur Gewinnung
der Antikdrper bzw der iRNS keine iso-
lierten Tumor-Antigene, sondern Tumor-To-
talextrakte verwendet wurden, die noch
organspezifische Faktoren des normalen Ge-
webes enthalten Der nicht prizipitierte
Teil des Antikdrpers ist vorwiegend tumor-
spezifisch

E) Eine weitere Einengung kann im Arbeits-
gang E) durch Abséttigung an dem ent-
sprechenden Tumor-Extrakt erfolgen Das
durch Antigen-Antikdrperbildung zustande-
kommende Prdzipitat wird nach bekannten
Methoden isoliert und gewaschen und in
seine beiden Bestandteile dissoziiert wobei
die Antikdrper und Antigene bzw Haptene
zuriickgewonnen werden konnen, (vgl z B
Gramlich: Naturwissenschaften 49 (1962), 451)
Die Antikorper-Globuline konnen z B aber
auch nach Dissoziation vom Antigen durch
Ilalbsédttigung mit Ammoniumsulfat gefallt
von der iiberstehenden Antigenldsung ge-
trennt und mit physiologischer Kochsalzlo-
sung gewaschen werden Aus der Uberstehen-
den Antigenldsung werden, z B gegebenen-
falls nach bekannten Verfahren, durch Gel-
Filtration oder Dialyse die Antigene und Hap-
tene isoliert

dann beim Verfahrensschritt A) und B) oder

Die isolierten Antigene kdnnen

aber auch direkt zur aktiven Immunisierung
und erneuten Antikdrpergewinnung verwen-
det werden

F) Die isolierten tumorspezifischen Antikor-
per werden nun im Arbeitsschritt F) nach be-
kannten Verfahren durch milde Reduktion,

z B mit B-Merkaptodthanol, durch Spren-
gung der Disulfidbriicken in Bruchstiicke
gespalten (vgl
J Mol Biol (1965),

Potter, Appella und Geisser,
14, 361 bis 372, Drees-



man: Proc nat Acad Sei 54 (1965) 822
bis 830) Eine Fragmentierung ist auch durch
andere chemische Methoden, z H durch
Anwendung von Salzléosungen und Erwir-
mung, wie auch durch chemische Hydro-
lyse (vgl DBP 1 090 821) und durch fermen-
tative Spaltung, z B mit Papain (vgl

Vos 10; 303 - 313 (1965))

moglich Der Tropismus zum Antigen muf

Kronvall: Sang
dabei fir einen Teil der Bruchstiicke erhal-
ten sein Nach bekannten chemischen Me-
thoden werden nun an diese Bruchstiicke
krebswirksame Arzneimittel gebunden
Diese miissen gegebenenfalls vor der An-
kopplung chemisch aktiviert werden So
werden z H an die freien Sulfhydrilgrup-
pen der Antikorperbruchstiicke Schwefel-
Lost-Derivate, die vorher am Schwefelatom
reduziert worden sind, durch milde Oxida-
tionsmittel angekoppelt Es koénnen jedoch
auch andere bekannte chemische Methoden
der Ankopplung, je nach Verwendung
eines bestimmten Arzneimittels verwendet
werden, wie z B die Diazotierung, Alky-
lierung, das Oxazolon-Verfahren, u a
Gegebenenfalls werden nun die nicht zur
Reaktion gekommenen Antikdrper-Globu-
line erneut durch Aussalzung geféllt und
die im iiberstand vorhandenen angekop-
pelten konjugierten Molekiille z B durch
Dialyse oder Gel-Filtration isoliert und
nach bekannten Verfahren konserviert
Auch die isolierten Tumor-Antigene konnen
einen Tropismus zum gleichartigen Tumor
besitzen Sie eignen sich dann ebenfalls

als Vehikel fiir Arzneimittel, mit denen sie
nach bekannten chemischen Methoden zusam-
mengekoppelt werden kénnen Eine vorhe-
rige Abtrennung und Isolierung der che-
misch reaktiven Gruppe des Molekiils, die
fiir den Tropismus verantwortlich ist, kann
auch hier erfolgen, bevor die chemische

Verbindung mit dem tumorwirksamen Arz-
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Die Vorteile und Anwendungsmoglichkeiten
tumorspezifischer Arzneimittel liegen in der
selektiven Anreicherung der Arzneimittel
am gewinschten Ort der Wirkung Gegen
Krebs werden z B die bekannten zytotoxi-
schen bzw -statischen Substanzen oder
aber auch zytolytische Substanzen, wie z B
Histaminabkémmlinge, das Puryl-Histamin,
das Epsilon-Puryl-Lysin, oder auch das
Dipuryl-Aethylendiamin verwendet, ebenso
ist eine Ubertragung von Nukleinsduren
oder internen Repressoren, sowie von Eiweif3-
kérpern moglich Durch den gezielten Trans-
port wird eine vorzeitige Inaktivierung der
wirksamen Substanzen vermieden Die Ver-
groBerung des Arzneimolekiils durch Ankopp-
lung an ein Antikdrper- oder Antigen-Frag-
rnent verringert die Moglichkeit der Resorp-
tion durch andere Korperzcllen, die keine
Rezeptoren fir das Antikdrpervehikel be-
sitzen Gefédhrliche Nebenwirkungen entfal-

len

Wegen der Individual- und Tumorspezifitét
und der Vielzahl der mdglichen Arzneimittel
und chemischen Ankopplungsmethoden bieten
sich fiir vorliegendes Verfahren umfangreiche
Anwendungsmoéglichkeiten Auch ist eine ge-
trennte Anwendung einzelner Verfahrens-
schritte moglich, so z B von Verfahrens-
schritt A; A und B; A und C; D und E; D,
E und F, sowie auch E und F Als Ausgangs-
produkt bzw Antigen fiir die Herstellung
von Prdparaten kann jede Art von Neoplasma
dienen, einschlieflich der sogenannten Blut-
krebse

Das erfindungsgemidfBe Verfahren ldft sich
auf die Herstellung von organotropen Arznei-
Dort

mitteln lbertragen werden anstatt der

Tumor-Extrakte bzw -Antigene Organextrakte,
oder isolierte Organ-Antigene verwendet

Im Verfahrensschritt D) erfolgt die Absét-
tigung der Antikdérper-Globuline an einem

Extrakt aus einer anderen Organart, z B
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GroBhirn am Extrakt aus Kleinhirn, Zwi-
schenhirn oder Riickenmark; bei solchen
gegen Zwischenhirn an Riickenmark oder
GroBhirn;
Leber oder Herz;
Leber oder Milz;

aus Lymphdrisen an Thymus; bei denen

bei Antikdrpern gegen Niere an
bei solchen gegen Herz
an Nieren, bei solchen
gegen Thymus, an Milz usw Die Gewin-
nung von Organ-Antikérpern nach dem er-
findungsgemédBen Verfahren des Arbeits-
schrittes A) ist, ebenso wie die Kombina-
tion der weiteren Verarbeitung zu organo-
tropen Arzneimitteln, neuartig Hier be-
stehen besonders viele Anwendungsmog-
lichkeiten durch die Ankopplung der ver-
schiedenartigsten Arzneimittel und chemi-
scher Molekiile

sowohl unmittelbar,

Diese konnen biologisch

als auch indirekt wir-
ken, indem sie z B durch elektromagne-
tische Strahlen, die von einem besonderen
Sender abgestrahlt werden,

den Auf diese Weise ist die drahtlose Uber-

angeregt wer-

mittlung von elektrischen Impulsen, z B
auf das Herz oder bestimmte Gehirnteile
moglich, desgleichen auch die Verstiarkung
von lokalen bioelektrischen Vorgdngen und
ihre spezifische Ableitung Am Ort der
Wirkung konnen nicht unmittelbar biologisch
aktive Molekiile durch andere Molekiile akti-

viert werden

Beispiel 1

Es sollen tumorspezifische S-Loste zur Be-
handlung eines Bronchialkarzinoms herge-
stellt werden Die Herstellung gliedert sich
in 6 Arbeitsginge

A) In Arbeitsgang A) werden die Tumor-
Antigene sowie groBmolekulare iRNS zur An-
tikdrpererzeugung gewonnen Dazu wird der
Tumor nach der chirurgischen Entnahme in
kleinere Partikel zerschnitten Diese werden

in physiologischer Kochsalzlosung gespiilt,

dann in verflissigtem Stickstoff schlagartig
gefroren und in tiefgekiihlten Mihlen pul-
verisiert, dann lyophilisiert, anschlieBend
durch die wasserfreie Sduredampf-Hydro-
lyse im Vakuum nach DBP 1 090 821 aufge-
schlossen und als haltbares Dauerprédparat
steril unter LuftabschluBl aufbewahrt Nun
werden aus frischen Blutkonserven von
menschlichem Blut oder auch aus frischem
tierischen Blut durch Sedimentation und
bzw oder andere bekannte Verfahren die
Leukozyten von den roten Blutzellen und
den Thrombozyten abgetrennt und im ent-
sprechenden Blutserum nach bekannten Ver-
fahren, gegebenenfalls unter Zusatz von An-
tibiotika und bzw oder Chemotherapeutika,
in Art einer Gewebekultur geziichtet Es
konnen hierzu auch andere geeignete Néhr-
medien verwendet werden, wie z B  Hanck's-
Losung mit Zusatz von 10% Kélberserum und
eine Kombination von Antibiotika Inner-
halb einer Stunde nach Anlegung der Leuko-
zytenkultur wird dieser ein wéaBriger verdinn-

ter Extrakt aus dem Dauerprdparat des Tumors
—6
in einer Konzentration von 10 g Trocken-
substanz pro ml des Ndhrmediums zugesetzt
Um die Lipide des Tumor-Totalextraktes in
Losung zu bringen, werden 0,01 mg Lauryl-
Natriumsulfat pro ml mitverwendet Es konnen
auch frische Tumor-Extrakte oder Ilomogena-
te benutzt werden
Nach einer Inkubationszeit von 2 Tagen bei
37°C werden die Zellen der Kultur 10 Sekun-
den lang mit UV-Licht aus einer Quecksilber-
Niederdrucklampe mit 8 Watt und UG-Filter
im Abstand von 13 cm bestrahlt Nach etwa
15 Min werden die Zellen aus der Kultur
genommen, dann mehrmals in PBS-Lésung
gewaschen und gefriergetrocknet
B) Im Arbeitsgang B) werden nun Antikor-
per-Globuline gewonnen iiber Mittlertiere
oder aus in-vitro-Kulturen von antikdrper-

bildenden Zellen bzw von geeigneten zell-



freien Systemen Die Methode entspricht

einer aktiven Immunisierung, bei der an-
statt des Antigens die nach Arbeitsgang

A) erhaltenen Prédparate in einer Verdiin-
— 6

nung von 10 g Trockensubstanz pro

ml physiologischer Kochsalzldsung verwen-
det werden Beim Makroorganismus erfolgt
die Injektion parenteral, dreimal in Abstdn-
den von 1, 2 und 3 Tagen Die Antikdrper-
produktion kann dabei unter Verwendung
des Tumor-Antigens nach bekannten Metho-
den der Gel-Prédzipitation tberwacht wer-
den, so daBl nach Erreichen einer ausrei-
chenden Konzentration die Antikérper-Glo-
buline nach bekannten Verfahren aus dem
Blut oder den Korperfliissigkeiten bzw

den Nédhrmedien gewonnen und z B durch
Gel-Filtration an Sephadex G 200 bzw durch
Halbsdttigung mit Ammoniumsulfat angerei-
chert werden Das Fédllungsprodukt der
Ammoniumsulfatldsung wird zentrifugiert
und, nachdem der Uberstand beseitigt ist,
mit physiologischer NaCl gewaschen

C) Im Arbeitsgang C) wird im Tumor-Patien-
ten die Antikorperbildung angeregt und
verstirkt Dabei werden in gleicher Weise ,
wie bei Mittlertieren, die aus Arbeitsgang
A) gewonnenen Prédparate parenteral inji-
ziert Die Gewinnung der Antikdorper-Glo-
buline erfolgt wie im Arbeitsgang B)

D) Im Arbeitsgang D) werden nun die nach
Arbeitsgang B) und C) gewonnenen Anti-
korper-Globuline im Verhdltnis 1:1 zusammen-
gemischt und an Organ-Extrakten aus ge-
sunden Geweben des normalen Mutterbodens
der Geschwulst abgesdttigt Sofern es

nicht moglich ist, aus dem Operations-Pri-
parat gesunde Gewebe zu konservieren, kon-
nen zur Absidttigung auch tierische Organ-
extrakte verwendet werden Das nach be-
kannten Methoden gewonnene Prédzipitat ent-
hélt dfinn die organ- und gegebenenfalls art-

und individualspezifischen Faktoren der
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Antikdrper-Globuline

E) Die nicht zur Reaktion gekommenen Anti-
korper sind sowohl gegen die Tumor-Anti-
gene, als auch gegen exogene Antigene ge-
richtet Um letztere zu beseitigen, erfolgt

im Arbeitsgang E) die Prédzipitation der bis-
her nicht abgesdttigten und sich in Losung
befindlichen Antikérper an dem nach Arbeits-
Auch

hier werden die fettloslichen Bestandteile

gang A) gewonnenen Tumor-Extrakt
dieses Extraktes mitverwendet, indem diese
durch Zusatz von Lauryl-Natriumsulfat der
o a Konzentration emulgiert werden Das
Priazipitat wird nun in idblicher Weise iso-
liert, gewaschen und in seine Bestandteile
dissoziiert Die Antikdrper-Globuline wer-
den durch Halbsdttigung mit Ammoniumsulfat
geféllt und abzentrifugiert Das ubrigblei-
bende Tumor-Antigen kann dann gegebenen-
falls spdter bei einer Wiederholung des Ar-
beitsganges A) verwendet oder aber zur
aktiven Immunisierung von Mittlertieren,
bzw zur Herstellung von organotropen Arz-
neimitteln benutzt werden

F) Im Arbeitsgang F) werden nun die isolier-
ten Antikdrper in B-Mercaptoaethanol vor-
sichtig reduziert
0,3 B-Mercaptoaethanol, 7 M Guanidin-HCI-,
0,5 M Tris-HCI1-Puffer (pH 8,2) verwendet,
bei einem Gehalt von 1 bis 2% der Antikdrper
Globuline
1/2 Stunde bei 37°C werden nun 1 M S-Lost
der Losung zugesetzt und diese eine weitere
Stunde bei 30°C gehalten
10°C abgekiihlt und 0,7 M-Methylenblau als
schwaches Oxidationsmittel zugesetzt Nach

1/2 Stunde wird

Dazu wird eine Ldsung von

Nach einer Einwirkungszeit von

Nun wird auf

einer Einwirkungszeit von
die Losung fir 24 Stunden gegen physiolo-
gische Kochsalzlosung dialysiert und dann
lyophilisiert Vorher konnen die nicht ge-
spaltenen Antikdrper-Globuline durch Ab-
sdttigung mit Ammoniumsulfat ausgefallt,

abzentrifugiert und beseitigt werden Der
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iberstand wird dann erneut gegen physio-
logische Kochsalzlosung dialysiert Das
fertige Prdparat kann in frischem Zustand
therapeutisch verwendet werden oder es
wird lyophilisiert und vor der Anwendung

in einem Losungsmittel aufgeldst

Beispiel 2

Es sollen selektive Arzneimittel gegen ein
Muskel-Sarkom hergestellt werden Die Ar-
beitsschritte A und C entsprechen dem Bei-
spiel 1 Der Arbeitsschritt B entfdllt Im
Arbeitsschritt D erfolgt die Prdzipitation
der vom Patienten gewonnenen Antikdrper
mit einem frischen zellfreien Extrakt aus
Muskelgewebe vom Rind, der unmittelbar
nach der Schlachtung hergestellt wurde

Das Prizipitat wird zentrifugiert und der
iberstand mit dem Tumor-Extrakt inkubiert
Das sich bildende Prizipitat wird gewa-
schen und bei 37 C fir 16 Stunden im Ver-
hiltnis 100:1 mit Mercuripapain als En-

zym in einer Ldsung von 0,01 M Cystein,
0,002 M EDTA, 0,15 M NaCl, 0,1 M Phos-
phatpuffer pH 7,0 inkubiert Das verdaute
Priazipitat wird an Sephadex-G-100 in einer
Sédule von 4,4 x 38 cm nach Equilibrierung
der Sdulen mit 0,005 M Phosphatpuffer von
pH 8,0 in einer Rate von 20 ml pro Stunde
vom verwendeten Papain getrennt Die
Bruchstiicke aus Antikérpern und Anti-
genen bzw Haptenen, werden nun durch
Diazotierung an Tridthylenmelamin (TEM)
Das nicht gebundene TEM wird
durch Gel-Filtration entfernt

gekuppelt

Beispiel 3

Es soll ein selektiv auf das GroBhirn einwir-
kendes Arzneimittel hergestellt werden
Dazu wird im Arbeitsgang A aus einem chir-
urgischen Operationsmaterial menschliches
Gehirn gewonnen und zur Erzeugung von
antikorperbildendcr iRNS verwendet Im Ar-
beitsgang B werden damit Antikdrper vom
Pferd gewonnen Diese werden im Arbeits-
gang D an einem Extrakt aus Riickenmark vom
Rind abgesdttigt Im Arbeitsgang E erfolgt
die Prazipitation der nicht zur Reaktion ge-
kommenen organspezifischen Antikdrper mit
dem Extrakt aus menschlichem Gehirn Das
Priazipitat wird durch 2%ige Glykollésung nach
Olitzki und Frankel dissoziiert (vgl Nature:
126, 723 (1930) und Proc Soz exp Biol a
Med 28, 492 (1931)) und die Globuline durch
Halbsdttigung mit Ammoniumsulfat gefdllt und
zentrifugiert Aus dem Uberstand werden
die Antigene gewonnen und zur Diagnostik
des Tropismus der spdter erhaltenen Préa-
parate sowie des Sensibilisierungsgrades des
Patienten gegen Gehirn verwendet Die Anti-
korper werden fermentativ in Bruchstiicke
gespalten und durch lonenaustauscherchroma-
tographie in DEAE-Zellulose (vgl Franklin

J Clin Invest 39: 1933 (i960)) getrennt
Durch Gel-Prédzipitation mit dem Organ-Anti-
gen wird der organotrope Anteil festgestellt
und dieser durch Diazotierung an das Arznei-

mittel gekoppelt
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Patentanspriiche

1 Verfahren zur Herstellung von resorbier-
baren, therapeutisch wirksamen Fragmen-
Insulin und Fer-
daf} das

ten aus Proteohormonen,
menten, dadurch gekennzeichnet,
iblicherweise fiir die Fragmentierung be-
niitzte chemische Agens zusammen mit dem
verwendeten Losungsmittel im Vakuum ver-
dampft und abgesaugt bzw die erhaltenen
Fragmente getrocknet oder aus der Losung
heraus lyophilisiert werden oder daf} die
nativen Hormone bzw Fermente als Trocken-
pulver mit einem Restwassergehalt bis zu

15% nach dem Verfahren des DBP 1090 821

im Vakuum mit einem bei niederen Drucken
fliichtigen Reagenz, vorzugsweise mit kon-
zentrierter Schwefelsdure, Essigsdure und
bzw oder B-Mcrcaptoaethanol, bei Tempe-
raturen unter 100 Grad bedampft werden,
wobei durch Absenkung des Vakuums und
bzw der Temperatur das Reagenz auf dem
Substrat kondensiert und nach der gewiinsch-
ten Fragmentierung des zu beeinflussenden
Substrates der nicht zur Wirkung gekommene
UberschuB durch Erhéhung des Vakuums

in Dampfform abgesaugt wird

2 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daB die erhaltenen Frag-
mente als Trockensubstanz zusammen mit
einer geeigneten permeabiltitidtssteigernden
Substanz und ggf mit einer neutral reagie-
renden Fiillsubstanz sowie einem Schutzkol-

loid tablettiert werden

therapeutisch wirksamen Fragmenten

Beschreibung

Bislang war es nicht moglich, Proteohormone,
Insulin und Fermente durch die Haut oder
Schleimhédute hindurch zur Resorption zu
bringen In wissenschaftlichen Versuchen
wurde gefunden, daB solchc Wirkstoffe che-
misch aufgespalten und die erhaltenen Frag-
mente zum biologisch aktiven Molekiil rekom-
biniert werden kdonnen Um eine spontane
Rekombination der Bruchstiicke zu vermei-
den wurden die chemischen Radikale der
Bruchstiicke abgesdttigt Bisher wurden
solche Fragmente nicht auf ihre Permeabilitét
und Rekombinationsfiahigkeit in vivo gepriift
und auch nicht therapeutisch verwendet

Es wurde nun gefunden, da bei Mitverwen-
dung einer oberflichenaktiven und permeabi-
litdtssteigernden Substanz, wie z B den
Fettalkoholsulfonaten oder anderen nichtiono-
genen Emulgatoren sowie von Dimethylsulfoxyl
(DMSO), die Fragmente Haut und Schleim-
hdute durchdringen kdnnen Eine Rekombina-
tion ist im Organismus aber nur moglich,
wenn die Fragmente als freie Radikale zur
Resorption gelangen

Das vorliegende Verfahren erméglicht nun,
die Fragmente in einer resorbier- und rekom-
binierbaren Form anzuwenden Es beruht
darauf, die freien Radikale der nach bekannten
chemischen Verfahren gewonnenen Hormone
oder Fermente durch Einfrieren der Losung
bzw durch Trocknung zu konservieren

und dadurch eine spontane Rekombination

zu verhindern Das gleiche Ergebnis wird
durch ein anderes Verfahren erzielt, indem

die nativen Hormone und Fermente als Trok-
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kenpulver mit einem Restwassergehalt bis
zu 15%, mit einem geeigneten chemischen
Agens, das die Fragmentierung bewirkt,
im Vakuum bedampft wird Durch Absen-
ken des Vakuums und bzw oder der Tem-
peratur wird das Reagens auf dem zu frag-
mentierenden Substrat kondensiert und nach
der gewiinschten Fragmentierung der Uber-
schufl, der nicht zur Reaktion gekommen
ist, wieder in Dampfform nach Erhohung

des Vakuums, abgesaugt

Dieses Verfahren hat Ahnlichkeit mit dem
DBP 1090 821; dieses dient besonders der
schonenden Aufschliefung von Organ-Trok-
kensubstanzen Dabei werden ganze Zellen
oder korpuskulare Zcllbestandteile durch
Dampfe von chemischen Reagenzien im
Vakuum oberflichlich mazeriert und da-
durch die Inhaltsstoffe in eine optimal was-
serldsliche Form gebracht

Vorliegendes Verfahren deutet als eine
neue Anwendungsart auf besondere, iso-
lierte Ausgangsstoffe, den Hormonen und
Fermenten Als zusidtzliche Wirkung dieses
Verfahrens 1dat sich die Artspezifitit solcher
Stoffe verringern Dies bedeutet eine Ver-
besserung der therapeutischen Vertrdglich-
keit und ermdéglicht bei somatotropen Hor-
monen, die von Tieren gewonnen werden,
eine therapeutische Wirkung beim Menschen,
insbesondere auch bei parenteraler Applika-
tion

Die therapeutische Anwendung durch Haut
daB die

oder Schleimhdute setzt voraus,

in Trockenform konservierten, chemisch
aktiven Fragmente protrahiert in Ldsung ge-
bracht werden, so dafl keine spo