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Vorwort 

P ro f  D r  K E  T h e u r e r 

Rücksch läge auf vielen Gebieten t e c h n i -

s che r N u t z a n w e n d u n g e n von w i s s e n s c h a f t -

lichen E r k e n n t n i s s e n lassen auch in d e r Me-

dizin an Dogmen d e r Wissenschaf t zweife ln  

Das E r k e n n e n von Ungere imthe i ten u n d 

das Bewußt werden e ine r Anomalie, daß 

die Na tu r in i r g e n d e i n e r Weise die von 

einem Paradigma e r z e u g t e n E r w a r t u n g e n 

de r normalen Wissenschaf t n icht e r f ü l l t , 

ve ran l aß t d a z u , neue Wege zu s u c h e n 

( T h S  K u h n )  

Die symptomat ische The rap i e mit u np h y s i o -

logischen Monosubs tanzen a u f g r u n d e ines 

r e duk t i on i s t i s c he n e inse i t igen U r s a c h e n -

Wi rkungsdenkens ha t die E r w a r t u n g e n 

ebensowenig b e f r i e d i g t wie de r neu e r -

wachte Vitalismus in Form d e r Zel lular-

t he rap i e nach P  Niehans  Die biologische 

F o r s c h u n g ze ig t , daß beim Lebendigen 

Wechselwirkungen u n d eine V e r n e t z u n g 

von Systemen v o r l i e g t , also ein P lura l i smus  

Diesem muß auch eine molekulare The rap ie 

R e c h n u n g t r a g e n  Eine R ü c k b e s i n n u n g auf 

Vorgänge de r Hyg iogenese , d e r Se lbs t -

h e i l u n g , Se lbs t r egu la t ion u n d Se lb s t -

o rgan i sa t ion u n d d e r e n mögliche Beein-

f l u s s u n g d u r c h eine n a t ü r l i c h e The rap i e 

war h ie r die g e s u c h t e A l t e rna t i ve  Diese 

B e g r i f f e e n t s p r e c h e n nach G  Kienlc zwar 

nicht dem wis senscha f t l i chen E r k l ä r u n g s -

a r s e n a l , weil sie n icht aus d e r Notwendig-

keit von Einzelteilen e r k l ä r b a r s ind , die 

d u r c h d e d u k t i v e o d e r r e d u k t i v e Methoden 

isoliert w e r d e n  Trotzdem "kann und muß 

die N a t u r w i s s e n s c h a f t " nach Nobelpre i s -

t r ä g e r Konrad Lorenz "alles was es in d e r 

Welt g i b t , zum Gegens t and i h r e r F o r s c h u n g 

machen"  Die E r f o r s c h u n g d e r Wechsel-

w i r k u n g e n von komplexen Systemen ist 

a u f g r u n d des S c h i c h t e n b a u s d e r realen 

Welt nach Nicolai Hartmann und d e r Sys tem-

theor ie von L v  Ber t a l an f f j r b i s hin zu 

R  Riedl nicht weniger wissenschaf t l i ch als 

die B e s c h ä f t i g u n g mit i sol ier ten F a k t o r e n  

Nach H  Mohr t u t sich u n s e r V e r s t a n d 

jedoch s c h w e r , "komplexe, n icht l i nea re , 

m e h r f a c h v e r s t ä r k t e Systeme in den Griff 

zu bekommen, weil die Kausa l i t ä t , auf die 

wir programmier t s i n d , die l inea ren Zu-

sammenhänge , die den Erfo lg zu b r i n g e n 

s c h e i n e n , ü b e r b e t o n t und die V e r n e t z u n -

g e n , die Nebenwi rkungen u n d R ü c k k o p p -

lungen solange wie i rgend möglich igno-

r i e r t  

A u s g a n g s p u n k t f ü r die Suche nach einem 

e igenen Weg war die Ze l lu la r therap ie nach 

Niehans u n d die En twick lung und E i n f ü h -

r u n g d e r Zystoplasmat ischen T h e r a p i e 

(1951) sowie d e r Methoden d e r Se rum-De-

sens ib i l i s i e rung d u r c h Modifikationen d e r 

E i g e n b l u t b e h a n d l u n g in Form d e r Gegen-

sens ib i l i s i e rung mit küns t l i ch v e r f r e m d e -

t en p a t h o g e n e n A n t i k ö r p e r n ( 1955) und 

a n d e r e r s e i t s mit A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e n 
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(1957)  H i e r ü b e r sollen N a c h d r u c k e von 

V e r ö f f e n t l i c h u n g e n in fo rmie ren  

Die D u r c h s e t z u n g e ine r n e u e n Idee ist 

meist s c h w e r e r , als d iese zu konz ip i e r en  

Wie in d e r Evolution d e r Na tu r t r e i b e n 

auch im persön l i chen Leben E i n s c h r ä n k u n -

gen die Entwick lung v o r a n  Das E r g e b n i s 

waren Pa ten te und P a t e n t a n m e l d u n g e n , 

von denen ein A u s z u g r ü c k l ä u f i g ch rono-

logisch da rges t e l l t wi rd  Vieles konn te 

le ider noch nicht rea l i s ie r t w e r d e n  Die 

Zusammenfassung k a n n und soll desha lb 

den Leser a n r e g e n , die v e r s c h i e d e n e n 

Möglichkeiten d i e se r I d e e n , Hypo thesen 

und Theor ien k e n n e n z u l e r n e n u n d wenn 

möglich zu n u t z e n , um die Welt zu v e r -

b e s s e r n , ohne sie dabei zu z e r s t ö r e n  
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I  Nachdruck von Verö f f en t l i chungen 

Pharmakologie 

E ing l iederung d e r T h e r a p i e mit makromolekularen O r g a n e x t r a k t e n in die moderne Pharma-

kologie 

K  T h e u r e r 

Der Kassena rz t 21, Heft 12 T h e r a p e u t i s c h e Be r i ch t e , Seite 3 - 8 (1981) 

Zusammenfassung 

Die Zytoplasmat ische The rap i e mit makromo-

lekula ren O r g a n e x t r a k t e n ist eine auf den 

ganzen Organ i smus a u s g e r i c h t e t e O r g a n o -

t h e r a p i e mit P r ä p a r a t e n aus Einze lorganen 

und Organkombina t ionen f ü r best immte 

K r a n k h e i t s a r t e n  Die B e h a n d l u n g s p r i n z i p i -

en b e r u h e n auf de r Subs t i t u t i on von Wirk-

f a k t o r e n aus g e s u n d e n t i e r i s chen und fö t a -

len Geweben, d a n n a b e r auch in d e r St imu-

l i e rung und I n d u k t i o n k ö r p e r e i g e n e r F u n k -

t ionen , die d u r c h die Krankhe i t b e e i n t r ä c h -

t igt s i n d , u n d n icht zule tz t in d e r R e p a r a -

t u r von d e f e k t e n Molekülen (DNS-Repa i r ) 

und A u s t a u s c h von Unte re inhe i t en (Do-

mänen in P r o t e i n e n )  Exper imentel le E r -

gebn i s se beweisen diese Wirkungsmecha-

nismen und f u n d i e r e n die E r g e b n i s s e von 

kon t ro l l i e r t en k l in i schen S tud ien u n d Dop-

pe lb l inds tud ien sowie e iner S ta t i s t ik ü b e r 

mehr als z e h n t a u s e n d Behand lungs fä l l e aus 

Klinik und Prax i s d e r Human- u n d Ve te r i -

närmediz in  

Die Pharmakologie ist in s t ä n d i g e r Weiter-

en twick lung (20)  F o r s c h u n g s e r g e b n i s s e 

de r le tz ten J a h r z e h n t e aus d e r Biochemie, 

i n s b e s o n d e r e d e r Molekularbiologie u n d 

Molekulargenet ik sowie d e r O r g a n - u n d 

Transplanta t ions immunologie s ind b i s h e r 

noch n icht in die Pharmakologie voll i n t e -

g r i e r t  Ansätze in diese R i c h t u n g b e s t e -

hen jedoch ü b e r die Rezep to ren theo r i e u n d 

die Lehre von S t r u k t u r - W i r k u n g s b e z i e h u n -

g e n  Auch e r k e n n t das D e u t s c h e Arzne i -

mi t te lgese tz (BGB 1) O r g a n - und Zellbe-

s t and te i l e a u s d r ü c k l i c h als Arzneimit tel a n  

In § 2 werden g e n a n n t : T i e r k ö r p e r , auch 

l e b e n d e r T i e r e , sowie Körper te i l e , - b e -

s t and te i l e und S t o f f w e c h s e l p r o d u k t e von 

Mensch u n d T ie r in bearbe i te tem Z u s t a n d  

Art und Hers te l lung d e r P r ä p a r a t e 

Das Spek t rum de r Wirkstoffe d e r makromo-

leku la ren zytoplasmat ischen O r g a n o t h e r a -

pie* umfaßt na t ive molekulare Ze l lbes tand-

teile von lebenswich t igen he te ro logen 

( x e n o g e n i s c h e n ) u n d zum Teil auch homo-

logen (a l logenischen) fe ta len u n d juveni len 

O r g a n e n wie Pro te ine  Nuk le insäuren 

(RNS u n d DNS) , Lipide und Po lysacchar i -

de bis zu d e r e n monomeren Un te re inhe i t en 

u n d Bes t and t e i l en , den Oligo- u n d Poly-

p e p t i d e n , Nukleot iden u a  Diese werden 

* R e v i t o r g a n - T r o c k e n s u b s t a n z e n , -Di lu -

t ionen mit und ohne Arzne imi t t e lzusä tze , 

- L i n g u a l - P r ä p a r a t e , - A u g e n t r o p f e n , - O r -

g a n s a l b e n , -Liposome  

Hers t e l l e r : v i tOrgan Arzneimit tel GmbH, 

7302 O s t f i l d e r n 1 
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nach einem b e s o n d e r s s chonenden Her -

s t e l l u n g s v e r f a h r e n aus lyophi l i s ie r ten O r -

g a n t r o c k e n p u l v e r n mittels SäuredampfansF-

lyse im Vakuum bei Raumtempera tu r ge -

wonnen (37)  

Daraus werden d a n n physio logisch g e p u f -

f e r t e wäßr ige Lösungen (pH 7 ,2) als Dilu-

t ionen in v e r s c h i e d e n e n V e r d ü n n u n g s s t u -

fen (mg, Mg, n g , p g ) u n t e r Mi tve rwendung 

von Spurene lementen ( C u , Co, Mg, Zn) 

und ob e r f l ä c h e n a k t i v e n S to f fen h e r g e s t e l l t  

Es e r fo lg t eine F r a k t i o n i e r u n g auf Moleku-

largewichte u n t e r 1 Million Dal ton  

Zusätzl ich s t e i g e r n Pharmaka die Wirksam-

keit d e r O r g a n s u b s t a n z e n  O b e r f l ä c h e n -

ak t ive S u b s t a n z e n wirken als A d j u v a n s , 

v e r b e s s e r n die Permeabi l i t ä t , ve rmeiden 

eine Reaggrega t ion von molekularen U n t e r -

e inhe i ten und wirken als Emulgatoren f ü r 

Lipide  Der H e r s t e l l u n g s p r o z e ß d e r makro-

molekularen P r ä p a r a t e v e r h i n d e r t u n k o n -

t ro l l ie r te enzymat i sche und au toka t a ly t i -

sche A b b a u p r o z e s s e  Der Trop i smus gewis-

se r O r g a n f a k t o r e n e r l a u b t , o r g a n o t h e r a -

peu t i s che Wirkstoffe als Vehikel f ü r a n d e r e 

Arzneimi t te l , z B  Hormone und Vitamine, 

zu ve rwenden (Dilut ionen ''N " und Lingu-

a l - P r ä p a r a t e )  

Bei d e r Zytoplasmat ischen The rap i e h a n -

delt es s ich um ein ge sch los senes System 

e ine r molekularen O r g a n o t h e r a p i e zu r s t u -

l'enweisen Dos i e rung nach immunologiseh-

a l lergologischen G r u n d s ä t z e n  D u r c h to -

le rogene D o s i e r u n g mit e insch le ichenden 

Konzen t ra t ionen wird die immunologische 

B a r r i e r e ü b e r w u n d e n , so daß die Organ-

f a k t o r e n in den S tof fwechse l g e s c h ä d i g t e r 

Zellen e ingebaut und k r a n k h e i t s b e d i n g t e 

S to f fwechse lde fek t e ü b e r b r ü c k t werden 

können (10)  Eine i n d i r e k t e Wirkung e r -

folgt ü b e r Immunmcchanismen u n d die 

B e e i n f l u s s u n g v e g e t a t i v e r Reak t ionsab-

läufe  

Die D i r e k t w i r k u n g auf g e s c h ä d i g t e , f eh l -

f u n k t i o n i e r e n d e Organze l len e r fo lg t d u r c h 

Subs t i t u t i on von Enzymen, Nuk le insäu ren 

sowie d u r c h Un te re inhe i t en und B e s t a n d -

teile d i e se r Makromoleküle  Diese können 

zu r R e p a r a t u r molekularer Defek te und 

g e s c h ä d i g t e r Regula t ionsmechanismen wie 

auch als Matrizen f ü r ih re e igene R e p r o d u k -

tion d i e ne n  Die Z u f u h r n e u e r biologischer 

Informat ionen k a n n eine Neu- ode r Umpro-

grammierung bewi rken  Bei S e l b s t h e i l u n g s -

v o r g ä n g e n geht d iese Repara t ionsh i l f e von 

g e s u n d e n Zellgeweben auf d y s f u n k t i o n i e -

r e n d e , k r a n k e Zellen ü b e r  Bei gene t i -

schen Defek ten und Moleku la rkrankhe i t en 

feh len jedoch solche F a k t o r e n ; diese müs -

sen desha lb aus g e s u n d e n Organismen zu -

g e f ü h r t w e r d e n  V o r a u s s e t z u n g f ü r eine 

Wirksamkeit von Biomolekülen ist die Spe -

z i f i t ä t s e r h a l t u n g i h r e r molekularen G r u n d -

s t r u k t u r e n  Zu kleine B r u c h s t ü c k e haben 

keine biologischen Sp e z i f i t ä t s g r a d e m e hr , 

beispie lsweise Aminosäuren , so daß diese 

n u r als Baus te ine f ü r R e p a r a t u r v o r g ä n g e 

d ienen k ö n n e n  

Nachweis d e r Wirkungsmechanismen 

Der O r g a n t r o p i s m u s wurde d u r c h rad io -

ak t ive Mark ie rung d e r O r g a n p r ä p a r a t e 

bewiesen (16, 31)  Auch ließ sich d e r O r -

gan t rop i smus ü b e r die Syn theses t imul ie -

r u n g ana loger O r g a n e ( P a n k r e a s , Gehi rn) 

im T i e r v e r s u c h nachweisen ( 3 )  Die Re-

sorp t ion von o r g a n s p e z i f i s c h e n Fak to ren 

d u r c h die Schleimhäute von Zunge , Skle-

r en und Darm ist T r a c e r - a n a l y t i s c h d u r c h 

Mark ie rung mit f luoreszierenden F a r b s t o f -

fen (23) und mit r ad ioak t iven Nukliden 

(31) nachgewiesen  

Die Wirksamkeit e ine r ora len A n w e n d u n g 

zy top lasmat i scher Fak to ren konn te t i e r -

experimentel l b e s t ä t i g t werden (19)  
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In wiederhol t r e p r o d u z i e r t e n V e r s u c h e n 

mit makromolekularen E x t r a k t e n aus R in -

d e r - C h o r i o n ( fö ta le r Anteil d e r Plazenta) 

mit Konzent ra t ionen im n g - B e r e i c h , k o n n t e 

die semikonse rva t ive D N S - S y n t h e s e um 

mehr als 65 Prozent und die r e inen DNS-

R e p a i r v o r g ä n g e , nach U V - B e s t r a h l u n g , um 

32 Prozent g e s t e i g e r t werden ( 2 )  Nach 

n e u e r e n F o r s c h u n g s e r g e b n i s s e n a u s dem 

Max-P lanck - Ins t i t u t f ü r exper imente l le Me-

dizin in Göt t ingen soll auch eine K o r r e k t u r 

von Feh le rn bei d e r enzymat i schen S y n t h e s e 

von Eiweißket ten möglich sein (10)  

Der Aus t ausch von Unte re inhe i t en zwischen 

Enzymen aus v e r s c h i e d e n e n Organismen 

ist d u r c h die Bi ldung von Enzymchimären 

bewiesen (12)  Z u g e f ü h r t e mRNS k ö n n t e 

d u r c h Reve r se T r a n s k r i p t a s e als DNS ins 

Genom i n t e g r i e r t (27) ode r als Unte re inhe i t 

d u r c h terminale D e s o x y n u k l e o t i d y l - T r a n s -

f e r a se an DNS angekoppe l t werden ( 5 )  

Auch ein Mechanismus d e r H y b r i d i s i e r u n g 

d e f e k t e r RNS mit Poly- ode r Oligo-Ribo-

nuk leo t iden , die als Informat ionsmat r ize 

d i enen , und eine nach fo lgende R e p a r a t u r 

de r DNS, e r s c h e i n t möglich  Schließlich 

ist auch an eine b e s o n d e r e Form d e r g e n e -

t i schen Rekombinat ion d u r c h Ü b e r t r a g u n g 

von g e n e t i s c h e r S u b s t a n z aus F r e m d o r g a -

nismen im Sinne e ine r T r a n s f e k t i o n zu d e n -

ken (11)  Diese könn te zu e ine r E r s a t z -

p rogrammierung g e s c h ä d i g t e r somat i scher 

Zellen f ü h r e n , wobei die neugewonnene I n -

formation rep l iz ie r t w ü r d e  In diesem Fall 

handel t es sich um eine Art molekularer 

T ransp lan ta t ion (31)  

Vers tänd l i cherweise l assen sich a b e r b io-

logisch pos i t ive , o r thomoleku la r i s i e rende 

bzw  e u t h e t i s i e r e n d e Wirkungen expe r imen-

tell nicht so leicht nachweisen wie s chäd i -

gende Wirkungen  Jedoch k o n n t e n Axmann 

und Chandra t i e rexper imente l l in vivo die 

Eiweißsynthese im Gehirn mit Dilutionen 

a u s G e h i r n , und die E iwe ißsyn these im 

P a n k r e a s mit Dilut ionen aus P a n k r e a s in 

n g - K o n z c n t r a t i o n c n um mehr als 50 Pro-

zent wei tgehend o r g a n s p e z i f i s c h st imulie-

ren ( 3 )  

Die k l a s s i schen T r a n s p l a n t a t i o n s e x p e r i -

mente von Spemann (3) und se ine r Schule 

haben geze ig t , daß makromolekulare Or -

g a n e x t r a k t e a u s einem best immten Bezirk 

des Amphibienkeims Fak to ren e n t h a l t e n , 

die zu r D i f f e r e n z i e r u n g von O r g a n a n l a g e n 

f ü h r e n  I n s b e s o n d e r e k o n n t e n ein n e u r a -

ler Fak to r und ein mesenchymaler Fak to r 

isoliert w e r d e n  Beide Fak to ren s ind Pro-

t e ine , d u r c h d e r e n Zusammenwirken es 

zu r Bi ldung vo l l s t änd ige r Keimanlagen 

kommt  In d e r s p ä t e r e n En twick lung lassen 

sich De te rmina t ionss to f fe nachwe i sen , so 

z B  ein c h o n d r o g e n e r Faktor und ein 

N e rve nwa c hs t um s fa k t o r mit Molekularge-

wichten um 60 000  Solche S to f fe d ü r f t e n 

auch eine E inwi rkung auf die Pro l i fe ra t ion 

und D i f f e r e n z i e r u n g von Stamm- und Vor-

läuferze l len f ü r die morphologische Rege -

nera t ion h a b e n  Die I n d u k t i o n s s t o f f e wir -

ken wahrsche in l ich ü b e r den Zellkern 

u n d ak t iv i e r en bestimmte Gene, die dann 

den Anstoß zur Bi ldung ze l l spez i f i scher 

S to f fe geben (18)  

Als Wirkfaktoren kommen auch Mediatoren 

des S to f fwechse l s in B e t r a c h t , wie man 

sie b e s o n d e r s f ü r das Immunsystem ge -

f u n d e n hat (1 )  Ü b e r t r ä g e r s t o f f e von Hor-

monwirkungen wie z B  das zykl ische Ade -

nos inmonophosphat (cAMP), e insch l i eß -

lich d e r a u f - und a b b a u e n d e n Enzyme 

d e r Adenylzyklase und P h o s p h o d i e s t e r a s e 

(34) , dann a b e r auch Regu la t ionss to f f e 

des Wachstums, z B  Chalone (6) und 

P ros t ag land ine (26)  
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Immunologische Mechanismen 

Wegen g e r i n g f ü g i g e r , s t r u k t u r e l l e r Abwei-

c h u n g e n in d e r Sequenz von Aminosäuren 

ode r Nukleot iden wirken xenogen i sche ode r 

al logenische makromolekulare O r g a n s u b s t a n -

zen , je nach D o s i e r u n g , immunogen ode r 

to le rogen o d e r i m m u n s u p p r e s s i v  Die ge -

wünsch te immunologische Wirkung wird 

d u r c h v e r s c h i e d e n e V e r d ü n n u n g s s t u f e n 

de r makromolekularen O r g a n p r ä p a r a t e (36) 

e rz ie l t  Hohe V e r d ü n n u n g e n e r z e u g e n eine 

" low-zone- to le rance" in gee igne t e r Dosie-

r u n g ode r eine Immunsuppres s ion  Mitt-

le re Konzen t ra t ionen sens ib i l i s i e r en , und 

ganz große Mengen lösen eine Immunpara-

lyse a u s  

Die immunologische Wirkung ist also ein 

wesent l icher Teil des t h e r a p e u t i s c h e n Ef-

fek te s von makromolekularen O r g a n f a k t o -

r e n  Dabei ist e ine B e e i n f l u s s u n g des Im-

m u n s y s t e m s , u n a b h ä n g i g vom sens ib i l i s ie -

r enden An t igen , d u r c h V e r ä n d e r u n g d e r 

gesamten immunologischen Reakt ions lage 

ebenso möglich wie eine an t i genspez i f i s ehe 

B e e i n f l u s s u n g  

Dos ierung 

Bei Auto immunkrankhe i ten e r fo lg t die Do-

s i e r u n g nach G e s i c h t s p u n k t e n d e r immuno-

logischen T o l e r a n z e r z e u g u n g d u r c h wiede r -

holte In jek t ionen von höhe ren V e r d ü n n u n -

gen d e r O r g a n a n t i g e n e , in Art e ine r "low-

zone - to l e r ance" , mit pg beg innend u n d an -

s te igend zum Mg-Bereich  Bei e iner I n s u f -

fizienz des Immunsys tems , z B  in d e r 

Ger i a t r i e , ist eine St imul ie rung des S t o f f -

wechsels d u r c h In jekt ion von Dosen in 

mg-Mengen möglich  Die g r ö ß e r e n In j ek -

t ionsmengen können jedoch n u r in l ä n g e r e n 

Zei t in terval len ode r f o r t l a u f e n d in A b s t ä n -

den von n icht mehr als 3 Tagen wieder -

holt in j iz ier t w e r d e n  Deshalb s t ehen von 

jedem E i n z e l p r ä p a r a t , wie auch von jedem 

Kombina t ionsp räpa ra t , eine Reihe v e r s c h i e -

d e n e r V e r d ü n n u n g s g r a d e zu r V e r f ü g u n g  

Bei k r a n k h e i t s b e d i n g t e r Autosens ib i l i s ie -

r u n g wird die B e h a n d l u n g analog d e r s p e -

zif ischen Hyposens ib i l i s i e rung in d e r Aller-

gologie mit hohen V e r d ü n n u n g s g r a d e n b e -

gonnen und die D o s i e r u n g , in sich v e r l ä n -

g e r n d e n A b s t ä n d e n , ind iv idua l i s ie rend ge-

s t e i g e r t  Die immunologischen u n d moleku-

larbiologischen Wirkungen benöt igen zu r 

Ef fek t iv i t ä t eine La tenzze i t  En t sche idend 

ist desha lb die Zeit d e r E inwi rkung bzw  

die Zei t spanne zwischen d e r Wiederholung 

d e r A n w e n d u n g  

Eine F u r c h t vor Eiweiß- und Makromolekü-

len ist h ie r wegen des b e s o n d e r e n Lyse -

v e r f a h r e n s , dem die P r ä p a r a t e u n t e r z o g e n 

w e r d e n , u n d d e r Möglichkeit f ü r eine in -

dividuel le Dos i e rung u n b e g r ü n d e t  Die 

schonende Lyse bedeu te t immunologisch 

eine Hap ten i s i e rung (39)  Sie ve rminde r t 

die Ar t spez i f i t ä t u n t e r Be ibeha l tung d e r 

Organspez i f i t ä t (22) , Zudem bewirk t das 

L y s e v e r f a h r e n , wie auch die F r a k t i o n i e r u n g 

auf Molekulargewichte u n t e r 1 Million Dal-

ton , eine Des infek t ion gegen etwaige I n -

fekt ionskeime und Viren (43)  Trotzdem 

e r fo lgen wiederhol t S t e r i l i t ä t skon t ro l l en  

Immunbiologische Mechanismen 

Niedere A n t i k ö r p e r k o n z e n t r a t i o n e n u n d 

Unte re inhe i t en von A n t i k ö r p e r n , die auch 

ins Zel l innere pe rme ie ren , können sowohl 

eine A k t i v i e r u n g als auch eine Hemmung 

d e r S y n t h e s e v o r g ä n g e bewi rken (42)  

Ant ide te rminan te Bezirke von I soan t i kö r -

p e r n , die sowohl gegen das P r ä p a r a t als 

auch gegen den Empfänge ro rgan i smus ge-

r i ch te t s i n d , können mit Rezep to ren d e r 

Zel loberf läche r e a g i e r e n  Möglich e r s che in t 



15 

auch eine D e r e p r e s s i o n von r ep r imie r t en 

Genen und damit eine S y n t h e s e a k t i v i e -

r u n g , so fe rn sich diese A n t i k ö r p e r b e -

s tand te i l e gegen R e p r e s s o r e n , d a s he iß t 

Hemmstoffe d e r G e n - g e s t e u e r t e n S y n t h e s e , 

r i ch t en (38 )  A n d e r e r s e i t s k ö n n t e die Re-

p r e s s i o n , das he iß t die Hemmung d e r S y n -

t h e s e v o r g ä n g e , z B  beim K r e b s , d u r c h 

an t ide t e rminan te Bez i rke von A n t i k ö r p e r n 

e r f o l g e n , die gegen DNS-Ante i le , i n s b e s o n -

d e r e gegen die Promotorante i le von d e r e -

p r imie r t en T u m o r g e n e n , ge r i ch te t s ind (41)  

E n t s p r e c h e n d e immunogene ode r h a p t e n c 

F a k t o r e n , ve rmut l i ch a b e r auch in t r aze l lu -

läre R e g u l a t i o n s s t o f f e , werden mit O r g a n -

p r ä p a r a t e n ü b e r t r a g e n  Eine E inwi rkung 

auf S y n t h e s e v o r g ä n g e e r s c h e i n t auch auf 

T r a n s l a t i o n s e b e n e an den Ribosomen mög-

l ich  

Molekularbiologische Mechanismen 

Zur Normal is ierung g e s t ö r t e r S to f fwechse l -

v o r g ä n g e werden bei d e r makromolekularen 

O r g a n o t h e r ap i e phy logene t i sch ähnl iche 

F u n k t i o n s - und Regu la t i ons s to f f e aus ge -

sunden Ind iv iduen v e r w e n d e t  Nicht b e -

nöt ig te Fak to ren un t e r l i egen dem normalen 

Metabolismus und A b b a u  Die k ö r p e r e i g e n e n 

Regula t ionen werden n icht b e e i n t r ä c h t i g t  

Es ist anzunehmen , daß die t h e r a p e u t i s c h e 

Wirkung von d e r Konzen t ra t ion und vom 

Ionenmilieu d e r Wirkstoffe a b h ä n g t und 

das Se lekt ionsvermögen d e s O r g a n i s m u s , 

wie auch Feedback-Mechan i smen , die t h e r a -

peu t i sche Wirkung s t e u e r n  Dabei spie len 

auch d e r pH, die T e m p e r a t u r sowie c h r o n o -

biologische u n d Zel l te i lungszyklen eine 

Rolle  Nicht zu b e f ü r c h t e n sind schädl iche 

N e b e n w i r k u n g e n  Auch b e s t e h t ke ine Ge-

f a h r e ines gene t i s chen " e n g i n e e r i n g " d u r c h 

pa thogene Fehl in format ionen , weil h i e r p h y -

siologische S to f fe u n d nicht Gene a u s p a t h o -

genen Mikroorganismen, Viren o d e r k ü n s t -

liche Hybr id i sa t i ons - und Umwandlungspro -

d u k t e ve rwende t w e r d e n  

An biologischen Reak t ionsab läufen sind 

Kofak to ren und Regelmechanismen be t e i -

l ig t  Isol ier te E inze l fak to ren aus Zel l inhal ts-

s t o f f e n s ind desha lb t h e r a p e u t i s c h meist 

wen iger wirksam als das na t ive S t o f f g e -

misch  Trotzdem hat die E r f o r s c h u n g von 

E inze l fak to ren a b e r g roßen Anteil an d e r 

A u f k l ä r u n g de r Wirkungsmechanismen  Da 

jedes Cys t ron , das heißt j edes Gen sowie 

auch j edes O p e r o n , also jeweils zusammen-

a r b e i t e n d e Genor t c , einzeln r egu l i e r t w e r -

d e n , s ind u n t e r s c h i e d l i c h e DNS-Informa-

t ionen f ü r R e p r e s s o r e n mit u n t e r s c h i e d -

l icher Aminosäuresequenz e r f o r d e r l i c h  

Deshalb s ind f ü r eine biologische The rap i e 

Gemische so lcher Fak to ren v o r t e i l h a f t  

Für die Ans i ch t , daß das Ganze wi rksamer 

sein müsse als die e inzelnen Tei le , die 

sich in d e r Mischung nicht nachte i l ig b e -

e i n f l u s s e n , gibt es viele Beispie le , so die 

v e r s c h i e d e n e n Immunglobul ink lassen , die 

Kaskade d e r B l u t g e r i n n u n g s f a k t o r e n und 

des Komplements sowie die Enzymakt iv ie -

r u n g in Wirks to f fgemischen  E r k l ä r b a r ist 

d iese T a t s a c h e d u r c h die Fähigkei t d e r 

Großmoleküle , i h r e R e a k t i o n s p a r t n e r und 

Rezep to ren gegense i t i g zu e r k e n n e n u n d 

mit d iesen zu r e a g i e r e n  

S t a n d a r d i s i e r u n g 

Der Wirkungsnachweis d e r makromoleku-

la ren O r g a n e x t r a k t e e r fo lg t rout inemäßig 

d u r c h T i e r v e r s u c h e (14 ) , Bioassay an 

Zell- u n d Gewebeku l tu ren ( 8 ) , an zel l f re ien 

S y n t h e s e s y s t e m e n (15) sowie d u r c h immun-

biologische Methoden (24) , z B  dem 

Hämolyse -Gel -Tes t , ebenso a b e r auch 

d u r c h den P h a g o z y t o s e t e s t  Es lassen sich 

auch V e r f a h r e n h e r a n z i e h e n , wie sie f ü r 
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die Ti terbest immung' von an t i genen Impf-

s to f fen u n t e r V e r w e n d u n g von s t a n d a r d i -

s ie r ten A n t i k ö r p e r s e r e n angewand t wer -

den ( 2 )  Im Gegensa tz zu Toxinen u n d 

F remds to f f en ist zu b e r ü c k s i c h t i g e n , daß 

die Wirkung n u r an einem g e s c h ä d i g t e n 

ode r n icht optimal w i rkenden biologischen 

System g e p r ü f t we rden k a n n  Die O r g a n -

spez i f i tä t läßt sich nicht p h y s i k a l i s c h -

chemisch , wohl a b e r immunologisch-sero-

logisch bis zum n g - B e r e i c h d u r c h Radio-

immunassay (RIA) wie auch d u r c h Ge lp rä -

zipitat ion nachwei sen  Die E r s t e l l u n g e iner 

Dos i s -Wi rkungsku rve ode r e iner K o n z e n t r a -

t i o n s - W i r k u n g s k u r v e ist bei den molekular -

r e p a r a t i v e n und r ep l i z i e r enden Wirkungs-

mechanismen, in g le icher Weise wie bei 

Immunreak t ionen , die von d e r Reak t ions -

lage d e s Pa t i en ten u n d e iner e twaigen Vor-

sens ib i l i s i e rung a b h ä n g e n , n u r bed ing t 

möglich  Gewisse Hinweise auf die Kompetenz 

des Organ i smus zu r V e r w e r t u n g d e r z u g e -

f ü h r t e n O r g a n s u b s t a n z e n lassen sich d u r c h 

anamnes t i sche Angaben ü b e r die Reak t ions -

b e r e i t s c h a f t auf Medikamente und d u r c h 

Ü b e r p r ü f u n g d e s Immuns ta tus gewinnen  

Indikat ionen 

Die Auswahl d e r O r g a n p r ä p a r a t e f ü r P ro -

phy laxe und The rap ie e r fo lg t nach den p a -

thophys io log ischen E r k e n n t n i s s e n u n t e r 

D e u t u n g d e r Anamnese , d e r Symptomatik 

und d e r B e f u n d e  Diese geben Hinweise 

ü b e r ko r r e l a t i ve Organbe t e i l i gungen am 

K r a n k h e i t s g e s c h e h e n  Dabei s ind Geschlecht 

und Alter des Pa t ien ten wegen d e r Dispo-

sition des Endokr in iums zu b e r ü c k s i c h t i g e n  

A u f g r u n d d e r Organspez i f i t ä t d e r v e r s c h i e -

denen Gewebear ten und -zol len werden 

Fak to ren aus E inze lo rganen , die bei Multi-

morbidi tä t und Bete i l igung v e r s c h i e d e n e r 

O r g a n a r t e n kombinier t werden k ö n n e n , 

f ü r bestimmte Ind ika t ionen f e r t i g e Kombi-

n a t i o n s p r ä p a r a t e aus v e r s c h i e d e n e n O r -

g a n a r t e n , a n g e w a n d t  

A b g r e n z u n g d e r Indikat ionen 

Der Vergleich d e r Pharmakologie von ma-

kromolekularen O r g a n s u b s t a n z e n mit dem 

h e u t e übl ichen Arzneimi t te l schatz e r l aub t 

fo lgende A b g r e n z u n g d e r Ind ika t ionen  Für 

die symptomatisch wi rkenden Pharmaka 

l iegen die Haupt ind ika t ionen in d e r B e h a n d -

lung von In fek t ionen und akut bedroh l i chen 

Z u s t ä n d e n , bei denen das Biosystem nicht 

mehr auf biologische Reize a n s p r i c h t ode r 

zu langsam r e a g i e r t  Dazu gehören E r k r a n -

k u n g e n mit t e m p o r ä r e n , r e v e r s i b l e n Stö-

r u n g e n des S to f fwechse l s und de r O r g a n -

funk t i onen , d a n n a b e r auch i r r e v e r s i b l e 

K r a n k h e i t s z u s t ä n d e , bei denen keine Re-

s t i tu t ion mehr möglich i s t  Bedrohl iche Si-

tua t ionen sol l ten damit zunächs t k u p i e r t 

w e r d e n , um so die V o r a u s s e t z u n g e n f ü r 

eine b e s s e r e A n s p r e c h b a r k e i t auf die o r -

g a n o t h e r a p e u t i s e h e Umst immungstherapie 

zu s c h a f f e n  So können bei schweren 

K r a n k h e i t s z u s t ä n d e n Biomechanismen b lok-

kier t s e in , z B  bei c h r o n i s c h e n I n f e k -

t i o n s k r a n k h e i t e n , a l le rg ischen und rheuma-

t i s chen E r k r a n k u n g e n sowie immunopatho-

genen A u t o a g g r e s s i o n s k r a n k h e i t e n , e b e n -

so a b e r auch bei e n d o k r i n e n S t ö r u n g e n 

und ch ron i s chen O r g a n e r k r a n k u n g e n  Die 

makromolekulare O r g a n o t h e r a p i e ist also 

keine Not fa l l therap ie und im e igent l ichen 

Sinne des Wortes ke ine an t i -b io t i s che T h e -

rapie  

Die e igent l ichen Indika t ionen d e r makromo-

lekula ren O r g a n o t h e r a p i e liegen bei jenen 

E r k r a n k u n g e n , bei d e n e n eine Res t i tu t ion 

d u r c h S e l b s t h e i l u n g s v o r g ä n g e nicht ode r 

nicht mehr möglich i s t , wie z B  bei g e n e -

t i sch bed ing ten E r k r a n k u n g e n eines 
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" e r r o r s of metabol ism", best immten h e r e -

d i t ä r en Krankhe i t sd i spos i t ionen und E n t -

w i c k l u n g s s t ö r u n g e n sowie e rworb enen 

S t o f f w e c h s e l d e f e k t e n , b e s o n d e r s bei c h r o -

n i schen und rez id iv ie renden Leiden und in 

d e r Ger ia t r i e  Zu den Indikat ionen zählen 

auch i a t rogene und pos t in fek t iö se Folge-

s c h ä d e n  Auch gene t i sch b e d i n g t e Regu-

l a t i onss tö rungen d e s S to f fwechse l s d u r c h 

chromosomale Ab e r r a t i onen lassen sich 

g ü n s t i g b e e i n f l u s s e n  Bei zel lulären Mosai-

ken wird vermut l ich die Prol i fe ra t ion u n d 

D i f f e r e n z i e r u n g von Normal Zellen g e g e n -

ü b e r den chromosomal a b e r r e n t e n Zellen 

s t ä r k e r s t imul ie r t , so daß sich die Rela-

tion z u g u n s t e n d e r Normalzellen v e r b e s s e r t  

Deshalb sollte beim Down-Syndrom die Be-

h a n d l u n g möglichst f r ü h e inse tzen ( 9 )  

Es is t dann auch ein Einf luß auf die En t -

wicklung und R e i f u n g d e s Geh i rns mög-

lich  

Eine K r a n k h e i t s p r o p h y l a x e im Sinne e ine r 

S t e i g e r u n g d e r Res i s tenz gegen v i ra le In -

f ek t ionen , In tox ika t ionen und k a n z e r o g e n e 

Noxen gewinnt in unserem Zei ta l ter d e r 

v e r m e h r t e n Umwel t schäd igungen z u n e h -

mend an B e d e u t u n g  P räpa ra t i onen a u s 

dem mate rnen Anteil d e r Plazenta k o n n t e n 

im Doppe lb l indversuch bei V e r f ü t t e r u n g an 

Spontan tumoren e r k r a n k t e n , s y n g e n e n 

Mäusen, wie auch nach A n w e n d u n g von 

Methylcholanthren und a n d e r e n Karz ino-

genen die Ü b e r l e b e n s r a t e um 40 Prozent 

s t e ige rn (46)  Die V e r f ü t t e r u n g d e r Dezi-

d u a p r ä p a r a t e e r fo lg t e ü b e r 84 Wochen  Nach-

teilige Wirkungen w u r d e n nicht b e o b a c h t e t  

Eine I n j e k t i o n s t h e r a p i e , ebenso a b e r auch 

eine dreimalige B e h a n d l u n g mit P r ä p a r a -

tionen aus L e b e r , h a t t e n bis ü b e r 80 P ro -

zent S c h u t z w i r k u n g (46)  In d e r Tumor-

therap ie e r s e t z e n makromolekulare O r g a n -

e x t r a k t e die Methoden d e r unspez i f i s chen 

St imul ierung des Immunsystems mittels 

bak t e r i e l l e r I n f e k t i o n e n , Endotoxinen 

u n d / o d e r chemischen S t o f f e n  Bei Behand-

l u n g sb e g i n n in einem f r ü h e n En twick lungs -

stadium des Tumors konn te t i e r e x p e r i m e n -

tell an v e r s c h i e d e n e n Tumorsys temen bis 

ü b e r 80 Prozent vo l l s tändige Regress ion 

d e r Tumoren erziel t werden (46)  P räpa -

ra t e aus dem mate rnen Anteil d e r R i n d e r -

p lazen ta wirken auf Tumoren ka tabo l i s i e -

r e n d und auf Normalgewebc anabo l i s i e r end  

Der anoxibio t i sche S tof fwechse l d e r Tumo-

r e n wird auf oxida t ive Vorgänge umge-

s te l l t  Nach V e r ö f f e n t l i c h u n g e n von Meda-

war (25) sowie von Wacker (44) wu r d e n 

mit P r ä p a r a t i o n e n aus fö ta le r Leber ode r 

mit fötalen F r i s chgeweben übe rwiegend p r o -

p h y l a k t i s c h e Wirkungen bei Impf tumoren 

e rz i e l t , jedoch keine t h e r a p e u t i s c h e Wir-

k u n g bei b e s t e h e n d e n Tumoren  Mit zy to -

plasmat ischen Organ lysa t en lassen sich 

dagegen auch t h e r a p e u t i s c h e Wirkungen e r -

zielen  Dies s p r i c h t d a f ü r , daß d a s Her -

s t e l l u n g s v e r f a h r e n f ü r die Wirksamkeit d e r 

P r ä p a r a t e von B e d e u t u n g i s t  

An kon t ro l l i e r t en V e r s u c h e n bei d e r 

F ü t t e r u n g von H ü h n e r n , Schweinen und 

Kälbern ä u ß e r t e sich eine Z u f u h r d e r a r t i -

g e r P r ä p a r a t e b i s zu r S c h l a c h t u n g in e ine r 

s ign i f ikan t v e r b e s s e r t e n F u t t e r v e r w e r t u n g 

wie auch d e r Zunahme des Körpe rgewich t s 

und d e r Res i s t enz  Die E r g e b n i s s e waren 

denen bei d e r V e r f ü t t e r u n g von Antibiot i -

ka u n d anabolen Hormonen mindes t ens 

g le ichwer t ig ( 7 )  

Besonde r s wichtige Ind ika t ionen s ind auch 

a top ische E r k r a n k u n g e n und die Umstim-

mung e iner h y p e r e r g i s c h - a l l e r g i s c h e n Re-

ak t ions lage  Dabei is t auf eine Wi rkungs -

u m k e h r von P r ä p a r a t e n aus fötalen und 

jugend l i chen O r g a n e n zu a c h t e n  So hemmt 

z B  föta ler Thymus die Immunreakt ionen 

im J e r n e - T e s t , während jugend l i che r T h y -

mus immunologisch s t imul ierend wirkt (32)  
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Prü fung ' : 

Mit modernen immunologischen Methoden 

d u r c h A n t i g e n - A n t i k ö r p e r - R e a k t i o n e n  

Tie rexper imente l l d u r c h Bioassay - in 

v i t ro in Zell- und Gewebeku l tu ren sowie 

an ze l l f re ien S y n t h e s e s y s t e m e n  

Kontrol l ier te k l in ische V e r s u c h e u n d 

s t a t i s t i s che A u s w e r t u n g d e r E r g e b n i s s e aus 

de r P r ax i s  

Einschle ichende t o l e r a n z e r z e u g e n d e ode r 

immunogene D o s i e r u n g , a b h ä n g i g von d e r 

Reak t ions lage  

D o s i s - W i r k u n g s k u r v e n u r an Zel lkul turen 

möglich  

Keine tox i schen Wirkungen  

Metabolismus, Abbau und A u s s c h e i d u n g 

wie bei k ö r p e r e i g e n e n S t o f f e n  

Biologische B e e i n f l u s s u n g immunologischer 

S y n t h e s e s y s t e m e ( O r g a n a d j u v a n t i e n )  

Keine Arzne imi t t e l schäden  

Keine Gewöhnung o d e r S u c h t  

Kombinat ionsmöglichkeiten mit herkömmli-

chen Pharmaka soweit d iese nicht die Wir-

kungsmechan ismen b lock ie ren  

Wirkung: 

Über u b i q u i t ä r e biologische Mechanismen 

d u r c h T r a n s f e r , I n t e g r i e r u n g und Redupl i -

kat ion von g e n e t i s c h e r Subs t anz in die 

S y n t h e s e - und R e g u l a t i o n s v o r g ä n g e d e s 

in t raze l lu lä ren S to f fwechse l s  Latenzzei t 

bis zum W i r k u n g s e i n t r i t t  Langze i t - ode r 

D a u e r w i r k u n g ü b e r : 

a) immunologische Mechanismen, 

b) molekularbiologische Mechanismen  

Ü b e r t r a g u n g g e n e t i s c h e r Informat ionen 

d u r c h T r a n s f e k t i o n (he te ro loge Gene u n d 

Genbes tand te i l e ) , T r a n s k r i p t i o n d e r ü b e r -

t r a g e n e n Gene, Repairmechanismen (Nukleo-

t ide u n d Repa i r enzyme)  Über t ragung-

f e h l e n d e r ode r beim Pa t ien ten d e f e k t e r Re-

gu la t ionss to f f e ( I n d u k t o r e n , R e p r e s s o r e n ) , 

Enzyme u n d Metabolite des Ze l l s to f fwechse l s  

Regulat ionsmechanismen werden nicht 

b e e i n t r ä c h t i g t  Die A k t i v i e r u n g d e r kör 

p e r e i g e n e n Regula t ionen u n d Normalisie-

r u n g von Funk t ionen sind weniger dos i s -

als z e i t a b h ä n g i g , v e r g l e i c h b a r d e r Immun-

antwor t nach Sens ib i l i s i e rung  

Keine Not fa l l the rap ie  

Umst immungs therap ie  
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Modifikationen d e r E igenb lu tbehand lung - Die Gegensens ib i l i s i e rung und die Behandlung 

mit A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e n 

K  T h e u r e r 

Phys ika l i sche Medizin und Rehabi l i ta t ion , Ze i t schr i f t f ü r p r a x i s n a h e Medizin, Heft 12, 

15  J a h r g a n g , Seite 266 - 268 (Dezember 1974) 

Die B e h a n d l u n g mit Eigenblut gilt als a l t h e r -

g e b r a c h t  Lassen Sie mich desha lb meinen 

A u s f ü h r u n g e n ü b e r Modifikationen d e r Ei-

g e n b l u t t h e r a p i e d r e i aphor i s t i s ch anmuten -

de Sätze v o r a n s t e l l e n , die ich in einem T a -

g u n g s b e r i c h t von P fe i f f e r in " r e fo rmed" 

g e f u n d e n h a b e  Sie l a u t e n : 

1  Die k l in ische Medizin b e s t e h t n icht n u r 

aus e iner Unzahl extrem a u f w e n d i g e r Kon-

zep te  Es hande l t sich vielmehr um die 

s t änd ige Opt imierung des B e w ä h r t e n  

2  Das Aufwend igs t e ist n icht immer das 

B e s t e , u n d schließlich 

3  Das Neue ist meis tens e h e r eine Frage 

des V e r s t e h e n s nicht so s e h r d e s L e r n e n s  

Den wesent l ichen Anstoß zu r En twick lung 

de r Gegensens ib i l i s i e rung ha t mir das Ruch 

von H e r r n l l a fe rkamp ü b e r die E igenb lu t -

b e h a n d l u n g g e g eb e n  Ich möchte ihm 

d a f ü r an d iese r Stelle he rz l i ch d a n k e n  

Dem in diesem Büchlein zusammengefaß ten 

Wissen habe ich Ü b e r l e g u n g e n ü b e r den 

möglichen Wirkungsmechanismus des Bogo-

moletzserums a u f g r u n d immunologischer 

G e s i c h t s p u n k t e g e g e n ü b e r g e s t e l l t  

E igenb lu tbehand lung als unspez i f i s che 

R e i z k ö r p e r t h e r a p i e 

Die E i g e n b l u t b e h a n d l u n g galt b i s dahin als 

Methode d e r u n s p e z i f i s c h e n R e i z k ö r p e r t h e -

r a p i e  Alle Modifikationen b e r u h t e n auf 

e iner par t ie l len D e n a t u r i e r u n g d e r Blu t -

p r ä p a r a t e z B  d u r c h S t ehen la s sen o d e r 

Bes t rah len des Blutes mit UV- ode r K u r z -

wellen bzw  Begasen mit Ozon, was die u n -

spez i f i sche Wirkung noch v e r s t ä r k e n muß te  

Die E r g e b n i s s e d e r Immunologie zeigten 

a b e r , daß im Pa t i en tenb lu t k r a n k h e i t s b e -

zogene Re a k t i onsp roduk t e wie A n t i k ö r p e r , 

A u t o a n t i k ö r p e r , a l le rg ische A n t i k ö r p e r , 

Fermente und z T  auch die sens ib i l i s ie -

r e n d e n S u b s t a n z e n en tha l t en s i n d , die 

sich pa thogen a u s w i r k e n  Vom Organ i smus 

werden die k ö r p e r e i g e n e n Reak t i onsp ro -

d u k t e nicht als F remds to f f e e m p f u n d e n  

Deshalb u n t e r b l e i b e n Gegen reak t i onen  

Demgegenüber ist das Rogomoletzserum 

k ö r p e r f r e m d und desha lb a n t i g e n  Im Ge-

gensa tz zu dem modernen Ant i lymphozy ten-

s e r u m , d a s ebenfa l l s als ant imesenchymal 

beze ichnet werden k a n n , wird das Bogo-

moletzserum in s e h r hohen V e r d ü n n u n g e n 

a n g e w a n d t  Während das ALS die Lympho-

zyten schädig t bzw  v e r n i c h t e t und damit 

auch die humoralen Immunreakt ionen zu-

r ü c k d r ä n g t , soll das Bogomoletzserum 

das mesenchymale Gewebe a k t i v i e r e n  Dies 

ist a u f g r u n d u n t e r s c h i e d l i c h e r Dos i e rung 

möglich  Bis heu t e ha t a b e r das Bogomo-

le tzserum noch nicht das Placet d e r Arzne i -

mittelkommission d e r D e u t s c h e n Ä r z t e -

s c h a f t , während das An t i l ymphozy ten -Se -

rum mit d e r a n d e r s a r t i g e n , s c h ä d i g e n d e n 

Wirkung , volle A n e r k e n n u n g g e n i e ß t , ob -

wohl es im Pr inz ip das se lbe i s t  Schäd i -

gende Wirkungen s ind jedoch l e i ch te r zu 

e r f a s s e n  Um prinzipiel l ähnl iche Reakt io-
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nen wie mit  dem Bogomoletzserum in höhe -

ren V e r d ü n n u n g e n mit dem Blut von Pa-

t ien ten a u s z u l ö s e n , mußten die k r a n k h e i t s -

bezogenen R e a k t i o n s p r o d u k t e zunächs t so 

v e r ä n d e r t w e r d e n , daß sie nach R ü c k f ü h -

r u n g in den Organ i smus nicht mehr als 

k ö r p e r e i g e n e r k a n n t werden u n d spez i f i -

sche Gegenreak t ionen aus lö sen , die immu-

nologisch vom bete i l ig ten Ant igen bzw  

Hapten a b h ä n g i g b l e iben  D e n a t u r i e r e n d e 

Maßnahmen k o n n t e n desha lb f ü r d iese Um-

wand lung zu einem Ant igen nicht in Be-

t r a c h t kommen, ebenfa l l s auch nicht die 

Konjugat ion mit einem a n d e r e n A n t i g e n , 

wie sie seit L a n d s t e i n e r in d e r Immunologie 

b e k a n n t s i n d  Auch Che la tb i ldungen mit 

Schwermetal len sch ienen u n g e e i g n e t , wenn 

man eine u n e r w ü n s c h t e zusä tz l iche Sens i -

b i l i s i e rung des Organ i smus gegen die Um-

w a n d l u n g s p r o d u k t e vermeiden wollte  Ich 

b e n u t z t e desha lb eine s e lb s t en tw icke l t e , 

kolloidale Komplexve rb indung aus Alumini-

umhydroxyd u n d Kiese lsäure mit s t a r k 

a d s o r b i e r e n d e r Wirkung als Zusatz zu k ö r -

p e r e i g e n e A n t i k ö r p e r e n t h a l t e n d e K ö r p e r -

f l ü s s i g k e i t e n , wobei das Adso rba t d u r c h 

Phenol s tab i l i s ie r t und k o n s e r v i e r t w i rd  

Ohne Zusatz von Phenol wäre die immuno-

logische Umwandlung r e v e r s i b e l  A n d e r e r -

se i t s wird d u r c h Phenol die an t igene S p e -

zifi tät nicht v e r ä n d e r t  Bei e twa iger Phe-

nolüberempf indl ichke i t wi rken die hohen 

V e r d ü n n u n g e n des Phenols in Art von 

Nosoden desens ib i l i s i e r end  Als A u s g a n g s -

s to f fe können V e n e n b l u t , Se rum, Plasma, 

Hämolysat , Liquor c e r eb r o sp i n a l i s , E x s u -

date und T r a n s s u d a t e , Ge lenke rgüsse , I n -

halt von K a n t h a r i d e n - B l a s e n u n d auch Ei-

g e n h a r n zum Ant igen umgewandel t w e r d e n  

Die so h e r g e s t e l l t e n Stammlösungen werden 

dann im I l u n d e r t e r s c h r i t t b is 10 1 2 g /ml 

und h ö h e r mit phys io log i scher Kochsalz-

lösung u n t e r s t e r i l en Kautelen v e r d ü n n t  

Diese V e r d ü n n u n g e n werden in ähn l i che r 

Weise wie die A l l e r g e n v e r d ü n n u n g e n bei 

d e r spez i f i schen Hyposens ib i l i s i e rung in 

i n d i v i d u a l i s i e r e n d e r , a n s t e i g e n d e r Dosie-

r u n g wiederhol t r e in j i z i e r t  Die Appl ika-

tion kann i e  , s c  oder auch i m  e r f o l -

gen abe r auch nasa l o d e r l ingual  

Gegenreak t ionen d u r c h Re iz therap ie 

Durch die B e h a n d l u n g werden G e g e n r e a k -

tionen a u s g e l ö s t , die von d e r K o n z e n t r a -

tion des P r ä p a r a t e s d e n Ze i t sbs t änden 

zwischen den Anwe ndunge n und d e r jewei-

ligen Reakt ions lage des Pa t i en ten a b h ä n g e n  

Zur Desens ib i l i s i e rung werden V e r d ü n n u n -
- 1 2 

gen von 10 und höher ans t e igend bis 
-4 etwa 10 a n g e w a n d t  Höhere K o n z e n t r a -

-4 - 2 
t ionen zwischen 10 bis 10 f ü h r e n beim 

Menschen zu r Provokat ion d e r immunolo-

g i schen Vorgänge , wodurch sich in fek t iöse 

Herde e r k e n n e n und e iner S a n i e r u n g zu-

f ü h r e n l a s s e n  Auch k a n n damit die Re-

a k t i o n s b e r e i t s c h a f t des Organ i smus r e a k t i -

v ie r t w e r d e n , z B  bei K r e b s p a t i e n t e n 

ode r auch bei Akne v u l g a r i s bzw  bei Im-

muntoleranz gegen bestimmte B a k t e r i e n , 

z B  bei D a u e r a u s s c h e i d e r n u n d bei den 

sog  D y s b a k t c r i e n  Während f ü r die Ge-

g e n s e n s i b i l i s i e r u n g re la t iv k u r z e In t e rva l l e 

zwischen den einzelnen Appl ika t ionen zu 

wählen s i n d , z B  1 bis 3 Tage t äg l i ch , 

dann 1 b i s 2 Wochen jeden 2  T a g u n d 

schl ießl ich jeden 3  T a g , sollte die Anwen-

d u n g als immunologische Provokat ion z B  

am 1  , 5  , 12  und 20  Tag von je 0 ,5 ml 

s c  ode r i m  e r fo lgen  Ich möchte a n n e h -

men, daß d iese Provoka t ionsmethode f ü r 

den Organ i smus s c h o n e n d e r i s t , als die 

h e u t e of t d u r c h g e f ü h r t e unspez i f i s che Pro-

vokat ion d e s immunologischen Sys tems mit 

B a k t e r i e n e x t r a k t e n , i n s b e s o n d e r e in d e r 

T u m o r b e h a n d l u n g mit d e r 
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g C G - I m m u n i s i e r u n g  

Indikationen f ü r d i e G e g e n s e n s i b i l i s i e r u n g 

s ind e x o g e n e wie e n d o g e n e a l l e r g i s c h e b z w  

h y p e r e r g i s c h e E r k r a n k u n g e n u n d die b io-

log i sche I m m u n s u p p r e s s i o n e insch l i eß l i ch 

von i m m u n o p a t h o g e n e n A u t o a g g r e s s i o n e n  

Vor te i le d e r G e g e n s e n s i b i l i s i e r u n g g e g e n -

ü b e r d e r he rkömml ichen H y p o s e n s i b i l i s i e -

r u n g mit dem A l l e r g e n s i n d : Keine Al le r -

g e n t e s t u n g is t e r f o r d e r l i c h  

K u r e inmalige B l u t e n t n a h m e b z w  e r n e u t e , 

wenn s ich d a s A l l e r g e n s p e k t r u m ä n d e r t , 

wobei d a n n f ü r die n e u e n V e r d ü n n u n g e n 

die v o r a n g e h e n d e u n d die n e u e Stamm-

l ö s u n g zusammengemisch t w e r d e n k ö n n e n  

E i n f a c h e u n d w i r t s c h a f t l i c h e H e r s t e l l u n g 

d e r P r ä p a r a t e  

B e d e u t u n g d e r A n t i k ö r p e r 

Bei a l len E r k r a n k u n g e n , die s ich immuno-

logisch a u s w i r k e n , s ind die k r a n k h e i t s -

b e d i n g t e n A n t i k ö r p e r f r a k t i o n e n e r h ö h t 

g e g e n ü b e r d e n a n d e r e n p r ä f o r m i e r t e n 

A n t i k ö r p e r f r a k t i o n e n o h n e a k t u e l l e B e d e u -

t u n g  I m m u n r e a k t i o n e n s ind k o n z e n t r a -

t i o n s a b h ä n g i g vom A n t i g e n  S e h r h o h e V e r -

d ü n n u n g e n d e s A n t i g e n s b l e i b e n u n t e r -

schwel l ig f ü r die A u s l ö s u n g d e r A n t i k ö r -

p e r b i l d u n g  Etwas w e n i g e r h o h e V e r d ü n -

n u n g e n f ü h r e n z u r s p e z i f i s c h e n Immun-

to l e r anz g e g e n ü b e r dem A n t i g e n , d h  d a ß 

auch bei h ö h e r e n K o n z e n t r a t i o n e n k e i n e 

A n t i k ö r p e r b i l d u n g m e h r e r f o l g t  Mit t lere 

K o n z e n t r a t i o n e n i n d u z i e r e n die A n t i k ö r -

p e r b i l d u n g , u n d s e h r h o h e K o n z e n t r a t i o -

n e n e r z e u g e n e ine a l lgemeine I m m u n p a r a -

l y s e  Die D o s i e r u n g r i c h t e t s ich be i d e r Ge-

g e n s e n s i b i l i s i e r u n g d e s h a l b n a c h d e r k r a n k -

h e i t s b e d i n g t e n A n t i k ö r p e r f r a k t i o n  A n d e r e 

B l u t b e s t a n d t e i l e , d ie e b e n f a l l s zum A n t i g e n 

umgewande l t se in k ö n n e n , b l e iben d a n n 

e n t w e d e r u n t e r s c h w e l l i g o d e r f u h r e n be i 

w i e d e r h o l t e r B e h a n d l u n g z u r T o l e r a n z , 

so d a ß von i h n e n k e i n e n a c h h a l t i g e n Wir-

k u n g e n a u s g e l ö s t w e r d e n  G e g e n r e a k t i o -

nen r i c h t e n s ich d e s h a l b b e s o n d e r s g e g e n 

die a k t u e l l e n k r a n k h e i t s b e d i n g t e n Immun-

r e a k t i o n e n  

1955 h a b e ich beim T h e r a p i e k o n g r e ß in 

K a r l s r u h e auf die No twend igke i t e i n e r 

q u a n t i t a t i v e n S t e u e r u n g v o n o r g a n - u n d 

ze l l immunologischen V o r g ä n g e n h i n g e w i e -

sen ( T h e r a p i e - W o c h e 6, 5 - 6  132, 1955)  

Dor tmals w a r e n i m m u n o p a t h o g e n e A u t o -

a g g r e s s i o n e n noch n i ch t a ls p a t h o g e n i -

s c h e s P r i n z i p a n e r k a n n t  I n e i n e r t i e r -

e x p e r i m e n t e l l e n A r b e i t ü b e r d i e A u s w i r -

k u n g e n von A n t i k ö r p e r s e r e n auf s c h o n 

v o r h a n d e n e g l e i c h a r t i g e A n t i k ö r p e r t i t e r 

h a b e ich 1956 die Möglichkei t e i n e r Bee in-

f l u s s u n g d e r q u a n t i t a t i v e n R e g u l a t i o n e n 

d e r A n t i k ö r p e r b i l d u n g d u r c h e n t s p r e c h e n -

d e A n t i k ö r p e r d e r s e l b e n T i e r s p e z i e s a u f -

g e z e i g t ( Ä r z t l i c h e F o r s c h u n g , X  J a h r g  , 

Hef t 1, S 2 / 1 - 2, vom 10  J a n u a r 1956)  

D e r n ä c h s t e S c h r i t t wa r 1956 die E n t w i c k -

l u n g d e r G e g e n s e n s i b i l i s i e r u n g d u r c h Mo-

d i f i ka t i on d e r E i g e n b l u t b e h a n d l u n g z u 

e i n e r n e u a r t i g e n D e s e n s i b i l i s i e r u n g s m e t h o -

de (Mediz in i sche N r  44 :15 /69 b i s 15/72 , 

1956)  D a r ü b e r k o n n t e ich d a n n beim V  

E u r o p ä i s c h e n A l l e r g i e k o n g r e ß in Basel 

1962 b e r i c h t e n ( K o n g r e ß b e r i c h t S 2 3 0 

b i s 233)  Bei u n s e r e n sei t 1954 a l l j äh r l i ch 

d u r c h g e f ü h r t e n J a h r e s t a g u n g e n ü b e r d ie 

Zy top l a sma t i s che T h e r a p i e u n d die Metho-

d e n d e r S e r u m d e s e n s i b i l i s i e r u n g i n S t u t t -

g a r t h a b e ich 1959 auf d ie Möglichkeit 

e i n e r P r o p h y l a x e d e r E r y t h r o b l a s t o s e be i 

b l u t i n k o m p a t i b l e n S c h w a n g e r s c h a f t e n h i n -

gewiesen ( T a g u n g s b e r i c h t S  13)  Es ist 

mögl ich , d a ß ich damit d e n A n s t o ß z u r 

E n t w i c k l u n g d e r A n t i - D - l m m u n p r o p h y l a x e 

d e r E r y t h r o b l a s t o s e g e g e b e n h a b e  Wie 

Sie w i s s e n , h a t s ich bei n i ch t v o r s e n s i b i -
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l i s ie r ten Müt te rn d iese Methode s e h r s e g e n s -

re ich a u s g e w i r k t , indem sie die Sensib i l i s ie-

r u n g gegen inkompatible B l u t g r u p p e n , ins-

b e s o n d e r e den R h - F a k t o r , f ü r die fo lgenden 

S c h w a n g e r s c h a f t e n z u r ü c k d r ä n g e n bzw  

v e r h i n d e r n  Es werden h ie r menschl iche 

A n t i k ö r p e r gegen die inkompat iblen Blu t -

f ak to ren des Kindes unmi t t e lba r nach d e r 

Gebur t in s e h r h o h e r Dos i e rung d e r Mut ter 

p a r e n t e r a l in j i z ie r t  Diese Methode läßt sich 

abe r bei vo r sens ib i l i s i e r t en Müt te rn nicht 

a n w e n d e n , wohl a b e r die Gegensens ib i l i s ie -

r u n g  Diese muß dann während d e r ganzen 

inkompatiblen S c h w a n g e r s c h a f t d u r c h g e -

f ü h r t w e r d e n  Auch nach O r g a n t r a n s p l a n -

ta t ionen ist an eine solche f o r t l a u f e n d e Ge-

gensens ib i l i s i e rung zu d e n k e n  

Regulat ion d e r Immunantwort 

Heute wird die Regulat ion d e r Immunant -

wort d u r c h A n t i k ö r p e r in den L e h r b ü c h e r n 

de r Immunologie wie z B  v  Humphry u n d 

White im Thieme-Ver lag u n d von Nossal als 

S u h r k a m p - T a s c h e n b u c h b e s c h r i e b e n  Ich 

f r e u e mich, daß d u r c h die G r u n d l a g e n -

f o r s c h u n g die Wirkungsmechanismen und 

Möglichkeiten d i e se r Modifikation d e r Ei-

g e n b l u t b e h a n d l u n g , wie auch d e r Anwen-

d u n g hochmolekula re r O r g a n e x t r a k t e in 

Form hohe r V e r d ü n n u n g e n bei d e r Zyto-

plasmat ischen T h e r a p i e , a n e r k a n n t w e r d e n  

Die A u s w i r k u n g solch h o h e r V e r d ü n n u n -

gen zu r T o l e r a n z e r z e u g u n g bzw  Desens i -

b i l i s i e rung n e n n t man h e u t e " low-zone-

Tole ranz"  

Tierexper imente l le U n t e r s u c h u n g e n von 

Prof  K r a f t , in d e r Medizinischen T i e r -

klinik d e r Univers i t ä t München, b e s t ä t i g e n 

die Wirksamkeit d e r Gegensens ib i l i s i e rung  

In T i e r ä r z t l i c h e r Umschau Nr  6/1973, 

S  273, b e r i c h t e t d i e s e r : "Die d e u t l i c h s t e n 

Erfolge in u n s e r e r Klinik h a b e n wir b i s h e r 

bei h a r t n ä c k i g e n c h r o n i s c h e n H a u t e r k r a n -

k u n g e n v e r s c h i e d e n e r Genese , vor allem 

bei P f e r d e n und Hunden und bei c h r o n i -

schen Affek t ionen d e r Luf twege b e s o n d e r s 

bei P f e r d e n , g e s e h e n  Gerade bei d iesen 

Krankhe i t en s ind as thmatoide Symptome 

h ä u f i g und die GS b r ing t h i e r noch b e s s e -

re Erfolge als die Behand lung mit Cor t i -

co iden"  Prof  Kraf t hat a b e r auch t i e r e x -

per imentel le V e r s u c h e d u r c h g e f ü h r t  wobei 

H u n d e , die gegen Pfe rdef le i sch sens ib i l i -

s ier t w a r e n , nach d e r GS auf den Al le rgen-

e x t r a k t keine Reakt ionen mehr ze ig ten  

Die sens ib i l i s i e r t en Meerschweinchen bl ie-

ben beim Zi t zen-Tes t nach d e r GS ohne 

f e s t s t e l l b a r e Reak t ionen  Bei Meerschwein-

c h e n , die i p  mit P fe rdese rum sens ib i l i -

s ie r t w a r e n , bl ieben nach d e r GS a n a p h y -

lak t i sche Reakt ionen bei A n a p h y l a x i e - V e r -

suchen a u s  Le t z t e r e s hat auch D r  Kind-

l e r , dortmals im B l u t g r u p p e n f o r s c h u n g s -

ins t i tu t u n t e r P r o f  Bahr in B e n s b e r g , 

t i e rexper imente l l an vo r sens ib i l i s i e r t en Ka-

n inchen f e s t g e s t e l l t  

Anwendung von A n t i k ö r p e r - F r a g m e n t e n 

Eine zweite Modifikation de r E i g e nb l u tb e -

h a n d l u n g b e r u h t auf d e r t h e r a p e u t i s c h e n 

A n w e n d u n g von A n t i k ö r p e r - F r a g m e n t e n 

mit erhal tenem Trop i smus zum Ant igen 

bzw  Allergen ode r Hap t en  Basis f ü r 

diese Entwick lung waren Ü b e r l e g u n g e n 

ü b e r die mögliche H a p t e n i s i e r u n g von ma-

kromolekularen O r g a n b e s t a n d t e i l e n d u r c h 

Z e r k l e i n e r u n g d e r Molekülgröße, wie wir 

sie bei d e r Zytoplasmat ischen T h e r a p i e in 

die O r g a n t h e r a p i e e i n g e f ü h r t h a b e n  Der 

I n f o r m a t i o n s c h a r a k t e r d e r molekularen 

Fragmente muß dabei e rha l t en b l e i b e n  

E r s t e Ve r suche ü b e r die A u f s p a l t u n g von 

A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e n habe ich zusammen 

mit P rof  J a c h e r t z 1956 am H y g i e n e - I n s t i -
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tu t in T ü b i n g e n d u r c h g e f ü h r t  P o r t e r hat 

dann 1959 mit d e r A u f k l ä r u n g d e r moleku-

la ren S t r u k t u r von A n t i k ö r p e r n b e g o n n e n , 

wäh rend wir d iese Methode in die T h e r a p i e 

e i n f ü h r t e n  

Die B e h a n d l u n g mit A n t i k ö r p e r - F r a g m e n t e n 

eignet sich b e s o n d e r s f ü r K r a n k h e i t e n , an 

denen ze l l s tändige A n t i k ö r p e r betei l igt s ind 

(Ärz t l i che F o r s c h u n g , zu 11  J g , Heft 5 , 

1/259 - 1/263 v  10  Mai 1957; "Ärzt l iche 

P r a x i s " Nr  42 v  19  Ok tobe r 1957; sowie 

Kongreßber i ch t vom V  Europä i schen Aller-

g i ekong reß 1962, S  230 b is 233)  Es wer-

den dabe i die molekularen Zel lbes tandte i le 

bzw  Rezep to ren f ü r A n t i k ö r p e r d u r c h 

A n t i k ö r p e r - B r u c h s t ü c k e ( le ichte und schwe-

re Ket ten o d e r das F a b - F r a g m e n t ) gegen 

Reakt ionen mit na t iven A n t i k ö r p e r n u n d 

T-Lymphozy ten b lock ie r t  Im Gegensa tz 

zu den A n t i k ö r p e r - B r u c h s t ü c k e n w ü r d e n 

na t ive A n t i k ö r p e r eine Umwandlung d e r 

Zel lbes tandte i le zum Vollant igen bewi rken 

u n d die wei tere E n t s t e h u n g von Autoan t i -

k ö r p e r n u n t e r h a l t e n  Dieser Ci rcu lus 

v i t iosus wird d u r c h b r o c h e n  A n d e r e r s e i t s 

ermöglicht eine A b s ä t t i g u n g d e r a n t i g e n e n 

Zel l rezeptoren d u r c h A n t i k ö r p e r - F r a g m e n t e 

ein Enhancemen t , d h  eine V e r s t ä r k u n g 

bzw  einen Schutz d i e se r Zellen gegen 

zy to tox ische bzw  zy to ly t i sche Wirkungen , 

die u n t e r Mitbetei l igung von Komplement 

s t a t t f i n d e n  Dieses k a n n sich nicht an das 

Konjugat d i e se r A n t i k ö r p e r - B r u c h s t ü c k e 

a n l a g e r n  Auch T - L y m p h o z y t e n , die als 

Killer-Zellen w i r k e n , können d u r c h die 

Block ie rung d e r Rezeptoren nicht mit den 

jeweiligen Körpe rze l l en , gegen die sie ge -

r i ch te t s i n d , r e a g i e r e n und diese v e r n i c h -

t e n  

Diese Methode eignet s ich desha lb b e s o n -

d e r s zu r B e h a n d l u n g d e r s o g e n a n n t e n Kol-

lagenosen u n d A u t o a g g r e s s i o n s k r a n k h e i t e n , 

d a n n a b e r möglicherweise auch z u r E rha l -

t u n g von O r g a n t r a n s p l a n t a t e n  Ungeeignet 

ist sie beim K r e b s  Hier können a b e r die 

A n t i k ö r p e r - F r a g m e n t e mit Trop i smus zu 

Krebsze l len als S c h l e p p e r s t o f f e f ü r zy to -

tox ische S u b s t a n z e n d i e n e n , die sich d a n n 

an den Krebsze l len a n r e i c h e r n und diese 

v e r n i c h t e n  Hie rübe r habe ich 1968 an 

d i e se r Stelle b e r i c h t e t  (Phys ika l  Med  u  

R e h a b , 9  J g , Heft 2 , F e b r  1968, u  

Heft 11, 1968)  Bei Au tosens ib i l i s i e rungs -

v o r g ä n g e n werden h i n g e g e n die Ant ikör -

p e r - B r u c h s t ü c k e an Cort icoide a n g e k o p -

pelt , um die A u s w i r k u n g e n d e r An t igen -

A n t i k ö r p e r - R e a k t i o n e n d u r c h Bi ldung von 

I i - S u b s t a n z e n in den b e t r o f f e n e n Zellen 

zu ve rmeiden  

Weitere Einzelhei ten b i t t e ich aus d e r zu r 

V e r f ü g u n g s t e h e n d e n L i t e r a t u r zu e n t -

nehmen  
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Zur wissenschaf t l i chen Bewer tung d e r sog  "Gegensens ib i l i s i e rung" , e iner modif izier ten 

E igenb lu tbehand lung 

K E  T h e u r e r 

Therap iewoche 35, Heft 13, Seite 1542 - 1546 (März 1985) 

Die Methode d e r Gegensens ib i l i s i e rung (GS) 

wurde empirisch entwickel t u n d expe r imen-

tell u n t e r m a u e r t  Sie ist h e u t e t h e r a p e u -

t i sche Konsequenz d e r in te rna t iona len wis-

s enscha f t l i chen E r k e n n t n i s s e ü b e r die Re-

gulat ion d e r Immunantwort d u r c h A n t i k ö r p e r  

Bei e n t z ü n d l i c h e n , c h r o n i s c h e n , rheuma t i -

schen E r k r a n k u n g e n k a n n die GS ein e n t -

sche idend wich t iger Fak to r e iner Bas i s -

t h e r a p i e se in  

The method of coun te r - sens ib i l i s a t ion was 

empirically devcloped and exper imenta l ly 

p r o v e d  

I t is t he t h e r a p e u t i c consequence of i n t e r -

nat ional sc ien t i f i c f ind ings conce rn ing t h e 

a n t i b o d y - i n d u c e d immune r e s p o n s e  

In case of inflammatory chron ic rheumat ic 

d i s e a s e , t h e coun te r - sens ib i l i s a t i on can be 

a dec is ive f a c t o r of a bas ic t h e r a p y  

En t sche idungsh i l f en f ü r die Bewer tung 

d e r "Gegensens ib i l i s i e rung" als t h e r a p e u -

t i sche Methode 

Die Gegensens ib i l i s i e rung nach T h e u r e r 
© 

(Al lergostop I , v i t O r g a n Arzneimit tel 

GmbH, O s t f i l d e r n - R u i t ) ist eine modif i -

z ier te E i g e n b l u t t h e r a p i e  Die Eigenvol l -

b l u t t h e r a p i e gilt als h i s to r i s che B e h a n d -

lungsmethode u n d wird auch heu te noch in 

Klinik und Prax i s angewandt (4 )  Durch 

p a r e n t e r a l e A n w e n d u n g werden damit ge -

legent l ich ü b e r r a s c h e n d e Heilerfolge e r -

zielt (16a)  Dies gel te auch f ü r die in v e r -

s c h i e d e n e r Weise abgewandel te B e h a n d l u n g 

mit Eigenserum und E igenha rn (19)  Nach 

Hennemann können B l u t ü b e r t r a g u n g e n 

auf Empfänge r mit hochav iden Kä l t e -Agg lu -

t in inen i-eaktionslos v e r t r a g e n w e r d e n  

Benhamou u n d Mitarb  haben 1948 (z i t  

in 16a , S  721) e inen 40jährigen Pa t i en-

ten mit hämoly t i scher Anämie mittels wie-

de rho l t e n In jek t ionen se ines e igenen 

Plasmaglobulins ( a l l e rd ings ohne chemi-

sche V e r f r e m d u n g und Zusatz von Ad ju -

van t i en ) zu desens ib i l i s i e ren v e r s u c h t  

Die Wirkung war ü b e r r a s c h e n d , i n s o f e r n 

d e r Pat ient eine Remission se ine r Sympto-

me e r l e b t e , wobei d e r Kä l t e -Agg lu t ina t ions -

t i t e r von voirher 1:512 auf 1:4 bei o b e r e r 

Grenze bei 20° z u r ü c k g i n g (Editor ial in 

Lancet 1949 No  6555, I, 657)  

T h e u r e r machte f ü r die Wirkung d e r T h e -

rap ie mit Eigenblut u n d E igenha rn r e a k -

t ive Fak to ren v e r a n t w o r t l i c h , die in den 

K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n e n t h a l t e n s ind u n d 

zum K r a n k h e i t s g e s c h e h e n in Bez i ehung 

s t e h e n , i n s b e s o n d e r e pa thogene A n t i k ö r -

p e r , Ant igene und R e g u l a t i o n s f a k t o r e n  

Diese k ö n n e n bei R ü c k ü b e r t r a g u n g in den 

Organ i smus Gegenreak t ionen gegen die 

p a t h o g e n e n Fak to ren aus lösen  Daher d e r 

Name "Gegensens ib i l i s i e rung" ( G S )  Kör-

pe re igene Fak to ren werden vom O r g a n i s -

mus jedoch nicht als k ö r p e r f r e m d e r k a n n t , 

auch wenn s i e , wie die A n t i k ö r p e r , im 

Ver laufe e ine r Krankhe i t a u f t r e t e n  Sie 

lösen desha lb normalerweise ke ine Gegen-

reak t ionen a u s  Dies gesch ieh t a b e r , 
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wenn man sie wie bei d e r GS vo r d e r R ü c k -

f ü h r u n g in den Organismus chemisch v e r -

f remdet , zum Beispiel d u r c h Phenolzusa tz 

und A n l a g e r u n g an ein gee igne t e s A d j u v a n s 

(Aluminiumhydroxid und Kiese lsäure (20)) 

(vg l  ( 1 6 a ) )  Die molekularen B e s t a n d -

teile ode r F a k t o r e n , gegen die keine o d e r 

n u r ge r inge Immuntoleranz b e s t e h t , wie 

zum Beispiel die va r i ab l en , a n t i d e t e r m i n a n -

t e n , N-terminalen Bezi rke d e r A n t i k ö r p e r -

moleküle, e rha l t en d a d u r c h b e v o r z u g t im-

munogene E i g e n s c h a f t e n  S tänd ig v o r h a n d e -

ne B lu tbes t and t e i l e , wie zum Beispiel Al-

bumine und die k o n s t a n t e n A n t i k ö r p e r b e -

z i rke , lösen p r a k t i s c h ke iner le i G e g e n r e a k -

tionen a u s , so daß die e r w ü n s c h t e Immunab-

wehr nicht Not leidet und keiner le i u n e r -

wünsch te Nebenwi rkungen a u f t r e t e n  Es 

werden lediglich die A n t i k ö r p e r a r t e n s u p p r i -

mier t , die in de r B lu tp robe e n t h a l t e n s i n d  

Deshalb muß die Blutabnahme auf d e r Höhe 

des K r a n k h e i t s g e s c h e h e n s e r f o l g e n  Die 

Methode d e r Gegensens ib i l i s i e rung b e d e u -

tet eine Art von a k t i v e r Immunis ie rung mit 

Grenzkonzen t r a t ionen d e r zum Immunogen 

umgewandel ten A n t i k ö r p e r  

Nach t i e rexper imen te l l e r Ü b e r p r ü f u n g (21) 

und S e l b s t v e r s u c h e n hat T h e u r e r d iese Me-

thode in die Therap ie e i n g e f ü h r t (22 - 24)  

Inzwischen werden die wi s senscha f t l i chen 

Grund lagen in allen L e h r b ü c h e r n d e r Im-

munologie e rwähnt (Beispiele s  Tabel le 1)  

Die ak t ive A n t i k ö r p e r b i l d u n g kann d u r c h 

pas s iv z u g e f ü h r t e An t ikö rpe r gedrosse l t 

ode r u n t e r d r ü c k t werden (12, 13, 27)  

Gegenreak t ionen r i ch t en sich b e v o r z u g t ge -

gen die Id io typenspez i f i t ä t ( 2 )  Der Hemm-

ef fek t wirkt sich im wesent l ichen gegen die 

A n t i k ö r p e r b i l d u n g in d e r Pr imärantwor t a u s  

Er wird als homöosta t i scher Mechanismus 

ode r als Feedback-Mechanismus beze ichne t 

(vg l  Tabel le 1 , A : S 7 9 )  

Die Immunsuppres s ion , die man d u r c h Ant i -

k ö r p e r induz ie r t h a t t e , e rwies sich in eini-

gen S tud ien bemerkenswer t spez i f i sch 

(vg l  Tabel le 1, B : S  165)  

Tabelle 1: Auswahl von L e h r b ü c h e r n de r 

Immunologie, die die wissenschaf t l i chen 

Grundlagen d e r GS behande ln 

A  S t e f f e n  C : Allgemeine u n d expe r imen-

telle Immunologie u n d Immunpathologie , 

Thieme, S t u t t g a r t 1968 

B  H u m p h r y , J H , White, R G : Kurzes 

Leh rbuch d e r Immunologie  Thieme  

S t u t t g a r t 1971 

C  Seil, S t : Immunologie, Immunpatho-

logie und Immunität  Ver lag Chemie, 

Weinheim - New York 1977 

D  Friemel, H : Immunologische A r b e i t s -

methoden  F i s c h e r  S t u t t g a r t 1984 

E  Nossal: Immunologie, S u h r k a m p - T a -

s c h e n b u c h 

Das Wirkungspr inz ip d e r Gegensens ib i l i -

s i e r u n g wird auch d u r c h die Ne tzwerk-

theor ie d e r A n t i g e n - A n t i k ö r p e r - R e a k t i o n e n 

des Immunsystems b e s t ä t i g t (vg l  Tabe l -

le 1, A  : S 1 0 5 )  Diese Theor ie geht auf 

Mar rack , He ide lbe rge r und Kendal i  Pau-

l ing, P ressmann und Campbell z u r ü c k 

und w u r d e von Niels Kay J e r n e e r w e i t e r t , 

d e r u a  d a f ü r mit dem Nobelpre is 1984 

ausgeze ichne t w u r d e ( 6 )  

T h e r a p e u t i s c h e Konsequenzen w u r d e n aus 

d iesen wissenschaf t l i chen E r k e n n t n i s s e n 

a u ß e r bei d e r GS bei d e r V e r h i n d e r u n g 

d e r Rh- Immuni s i e rung bei d e r E r y t h r o -

b las tos i s foetalis von F r e d a , Corman und 

Pollack 1967 gezogen  Diese f ü h r t e n die 

S u p p r c s s i o n d e r p r imären Rh- Immunan t -

wort d u r c h pas s ive A n w e n d u n g e ines 

Rh- lgG-Ant i - Immunglobu l ins ein ( v g l  T a -

belle I B : S  209f sowie C : S  126f )  

Die B e h a n d l u n g e r fo lg t h i e r mit einem 
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A n t i - R h - A n t i k ö r p e r s e r u m  In e ine r k l in i -

schen Studie konn te Lehmann 1969 (9) die 

p rop hy l ak t i s che Wirkung d e r GS an zwölf 

Fällen von r h - n e g a t i v e n , sens ib i l i s i e r t en 

II bis VII P a r a - S c h w a n g e r e n nachwei sen  

Die B e h a n d l u n g e r fo lg te h i e r mit dem v e r -

f remdeten Pa t ien tenb lu t während d e r ge -

samten Grav id i t ä t  Im Gegensa tz zu r 

pass iven P rophy laxe von F reda e t al  h a n -

delt es sich h i e r um eine ak t ive Immunisie-

r u n g gegen den p r imären R h - A n t i k ö r p e r  

Die E n t s t e h u n g von A n t i - A n t i k ö r p e r n w u r -

den genere l l 1957 d u r c h Milgrom et al  (11) 

bewiesen  Diese immunisier ten Kaninchen 

mit autogenem Gamma-Globulin, das u n t e r 

s chonenden B e d i n g u n g e n leicht d e n a t u -

r i e r t w u r d e  A n t i k ö r p e r t r a t e n a u f , die s o -

wohl mit dem d e n a t u r i e r t e n au togenen Gam-

maglobulin als auch mit nativem Globulin 

r e a g i e r t e n und A n t i - A n t i k ö r p e r e i g e n s c h a f -

ten ze ig ten  Die N a c h u n t e r s u c h u n g d u r c h 

McCluskey et a l  (10) b e s t ä t i g t e d iese E r -

g e b n i s s e  

Unter Rheumafak to ren d e s menschl ichen 

Serums v e r s t e h t man eine Mischung von 

A n t i k ö r p e r n gegen Gamma-Globulin, also 

A n t i - A n t i k ö r p e r (vg l  Tabel le I B : S  

484f )  Rheumafak to ren s ind jedoch v e r -

mutlich wegen d e r k r a n k h e i t s b e d i n g t e n 

Feh l funk t ion des Immunsystems ke ine Ant i -

I d i o t y p - A n t i k ö r p e r und somit n icht sp ez i -

f isch immunsuppres s iv und t h e r a p e u t i s c h 

wirksam  Hoffmann (5 , 26) konn te ze igen , 

daß d u r c h die GS die Rheumafak to ren 

suppr imie r t werden u n d die K r a n k h e i t s -

symptomatik bei d e r PCP g e b e s s e r t w i rd  

Bei a top ischen E r k r a n k u n g e n werden die 

IgE als a l l e rg i sche A n t i k ö r p e r d u r c h die 

GS s u p p r i m i e r t  Dies ze ig ten E r g e b n i s s e 

von Sch ind le r (16) u n d Kern ( 7 )  

Die S u p p r e s s i o n d e r p r imären A n t i k ö r p e r -

b i ldung k a n n nach d e r Hypothese von 

T h e u r e r b e r e i t s i nne rha lb d e r immunkompe-

t e n t e n desens ib i l i s i e r t en Zellen d u r c h 

A n t i k ö r p e r mit e n t s p r e c h e n d e r Id io typ -

spez i f i t ä t e r fo lgen (25)  

Auch Al le rg ien , die sich nicht d u r c h Al ler -

g e n - T e s t u n g e n e r f a s s e n lassen und d e s -

halb als " u n s p e z i f i s c h " beze ichnet w e r d e n , 

lassen sich mit d e r GS e r fo lg re ich b e h a n -

deln (17)  

Das große Ind ika t ions spek t rum d e r GS 

f indet se ine E r k l ä r u n g in d e r Anwendung 

von ind iv idua l - spez i f i s chen immunopatho-

genen Fak to ren u n d in den Wirkungs -

mechanismen  

Tie rexper imente l l k o n n t e die GS am Modell 

d e r T r a n s p l a n t a t ü b e r l e b e n s z e i t b e s t ä t i g t 

werden (14, 15)  

In d e r Veter inärmediz in war die GS bei 

v e r s c h i e d e n e n T i e r a r t e n mit u n t e r s c h i e d -

l ichen c h r o n i s c h e n E r k r a n k u n g e n t h e r a -

peu t i s ch wirksam ( 8 )  

In d e r Humanmedizin wurden T a u s e n d c 

von B e h a n d l u n g e n d u r c h g e f ü h r t , ohne 

daß nachte i l ige Nebenwi rkungen b e k a n n t 

geworden w ä r e n  Selbst bei v o r h e r k l i -

n isch u n d s t a t i onä r t h e r a p i c r e f r a k t ä r c n 

Pa t ien ten l ießen sich Erfolge e rz ie len  

Davon zeugt eine g roße Anzahl von Publ i-

kat ionen (18 T a g u n g s b c r i c h t e Zys top las -

mat  T h e r a p i e , 1954 - 1984 - v i t O r g a n , 

S t u t t g a r t )  

Die GS e r f a ß t alle Ar t en h y p e r e r g i s c h -

a l l e rg i sche r E r k r a n k u n g e n einschl ießl ich 

immunopathogener Au toagg re s s ions l e iden  

Vorteile d e r GS sind nach Graul ( 3 ) , daß 

keine A l l e r g e n t e s t u n g e r f o r d e r l i c h ist und 

meist eine einmalige Blu ten tnahme a u s -

re ich t bzw  eine e r n e u t e , wenn s ich d a s 

Al l e rgenspek t rum ä n d e r t  Es handel t 

sich also um eine e in fache und w i r t s c h a f t -

liche Methode, die ambulant d u r c h g e f ü h r t 

werden k a n n  

Der Wirkungse in t r i t t d e r GS h ä n g t vom 

Verlauf d e r immunologischen Pr imär-
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und S e k u n d ä r a n t w o r t a b (vg l  Tabel le I D : 

S  26)  Wiede rho lungsbehand lungen nach 4 

bis 5 Wochen s ind desha lb zu empfeh len  

Über die GS wurde bei i n t e rna t iona len 

F a c h k o n g r e s s e n v o r g e t r a g e n , so zum Bei-

spiel beim V  Europä i schen Al le rg iekongreß 

in Basel 1962 (17a, 17b, 23) , beim IV  Euro -

pä i schen Immunologiekongreß in Budapes t 

1978 ( 2 3 b ) , beim Al lergologiekongreß in 

Aachen 1976 (23a) , beim Europä i schen 

Rheumatologiekongreß in Wiesbaden  

Fragenka ta log 

1  Können gegen Immunglobuline ( A n t i k ö r -

p e r ) im autologen System A n t i - A n t i k ö r p e r 

i nduz i e r t werden? 

2  E n t s t e h e n im autologen System b e v o r -

zugt A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r ? 

3  Können A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r die p r i -

mären A n t i k ö r p e r funk t ione l l b lockie ren 

u n d inak t iv i e ren? 

4  Haben gewisse A n t i k ö r p e r p a t h o g e n e t i -

sche E i g e n s c h a f t e n , z B  IgE, Autoan t i -

k ö r p e r ? 

5  Er sche in t es t h e o r e t i s c h möglich, daß 

A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r bei immunopatho-

genen E r k r a n k u n g e n t h e r a p e u t i s c h wi rken? 

6  Wird die E n t s t e h u n g von A n t i - A n t i k ö r -

p e r n d u r c h chemische V e r f r e m d u n g des 

p r imären A n t i k ö r p e r s , z B  d u r c h Phenol 

u n d d u r c h Adjuvanz ien wie Aluminium-

h y d r o x i d und Kiese l säu re , b e g ü n s t i g t ? 

7  Is t d e r sogenann te "Se rum -Ak t i va t o r " 

dazu g e e i g n e t , eine chemische V e r f r e m d u n g 

und A d j u v a n s w i r k u n g an einem A n t i k ö r p e r -

molekül zu bewi rken? 

8  Werden s t änd ig vorkommende Biomole-

küle vom Organ i smus als k ö r p e r e i g e n e r -

k a n n t u n d to l e r i e r t ? 

9  Hängt die Immuntoleranz vom s t ä n d i g e n 

V o r h a n d e n s e i n des Ant igens ab und is t d e s -

halb möglicherweise die Toleranz gegen die 

var iab len Bezi rke d e r A n t i k ö r p e r g e r i n g e r 

als gegen die k o n s t a n t bei allen A n t i k ö r p e r -

a r t e n vorkommenden Bez i rke , so daß sich 

b e v o r z u g t gegen d iese var iab len Bezi rke 

A n t i k ö r p e r bi lden k ö n n e n ? 

10  Unte rb le iben desha lb möglicherweise 

Gegenreak t ionen gegen s t a r k t o l e r i e r t e , 

s t änd ig vorkommende Körpe rbes t and t e i l e ? 

11  Hängt die Menge d e r f ü r eine K r a n k -

heit spez i f i schen A n t i k ö r p e r auch bei 

immunopathogenen Autoaggress ionen und 

a l l e rg i schen E r k a n k u n g e n vom K r a n k h e i t s -

geschehen ab? 

12  Sind pa thogene A n t i k ö r p e r im a k u t e n 

K r a n k h e i t s g e s c h e h e n v e r m e h r t ? 

13  Verminder t sich die Menge d e r n icht 

am K r a n k h e i t s g e s c h e h e n be te i l ig ten Anti-

k ö r p e r ? 

14  Sind die Angaben bezügl ich d e s g ü n -

s t i g s t en Ze i tpunk te s f ü r die Blu ten tnahme 

zu r Gewinnung d e r P r ä p a r a t e f ü r die 

Gegensens ib i l i s i e rung r i ch t ig? 

15  Gibt es Beispiele f ü r die t h e r a p e u t i -

sche Wirkung von A n t i - A n t i k ö r p e r n , i n s -

b e s o n d e r e , b e r u h t die E r y t h r o b l a s t o s e -

p r o p h y l a x e auf d e r Wirkung von Ant i -

A n t i k ö r p e r n , und ist d iese w i s s e n s c h a f t -

lich a n e r k a n n t ? 

16  Is t die E r y t h r o b l a s t o s e p r o p h y l a x e als 

pa s s ive Immunis ie rung zu b e z e i c hne n , 

und k a n n die Gegensens ib i l i s i e rung als 

ak t ive Methode gel ten - s ind Analogie-

sch lüs se b e r e c h t i g t ? 

17  Handelt es s ich bei den F r a g e n 15 

und 16 um immunologische Pr inzipien mit 

Allgemeingült igkei t ? 

18  Kann d a s Pr inz ip d e r Gegensens ib i l i -

s i e r u n g f ü r v e r s c h i e d e n e K r a n k h e i t s a r t e n 

mit immunologischem Pathomechanismus 

ge l ten? 

19  Is t das Pr inz ip d e r Gegensens ib i l i s ie -

r u n g gee igne t , pa thogene A n t i k ö r p e r s p e -

zifisch zu b lockieren und eine Immunsup-
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p rcss ion zu bewi rken? 

20  Gibt es bei en t zünd l i chen rheuma t i s chen 

und i n s b e s o n d e r e c h r o n i s c h e n Gelenker -

k r a n k u n g e n O r g a n a n t i k ö r p e r mit mögl icher-

weise immunopathogenen E i g e n s c h a f t e n ? 

21  Wäre es bei rheumat i schen E r k r a n k u n -

gen e r w ü n s c h t  die O r g a n a n t i k ö r p e r q u a n -

t i ta t iv z u r ü c k z u d r ä n g e n ? 

22  Is t es r i c h t i g , daß die Rheumafak to ren 

A n t i - A n t i k ö r p e r s i n d , die sich h a u p t s ä c h -

lich gegen die k o n s t a n t e n Bezi rke d e r 

A n t i k ö r p e r r i ch t en u n d de sha lb ke ine Ant i -

I d i o t y p - A n t i k ö r p e r da r s t e l l en? 

23  Würden A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r die 

pa thogenen immunologischen Wirkungen von 

p r imären A n t i k ö r p e r n v e r r i n g e r n ? 

24  Sind d e r Abfall von Rheumafak to ren 

und auch die B l u t k ö r p e r c h e n s c n k u n g , wie 

sie f ü r die Gegensens ib i l i s i e rung n a c h g e -

wiesen w u r d e n , als t h e r a p e u t i s c h g ü n s t i g 

zu bewer t en? 

25  Gibt es in d e r in te rna t iona len L i t e r a t u r 

Hinweise f ü r die Wirksamkeit d e r Theor ie 

d e r Gegensens ib i l i s i e rung? 

26  Sind die immunologische V e r f r e m d u n g 

und V e r w e n d u n g von Adjuvanz ien b e r e i t s 

vor d e r Gegensens ib i l i s i e rung angewandt 

worden ; 

27  Bedeute t die V e r l ä n g e r u n g d e r Über le -

benszei t von O r g a n t r a n s p l a n t a t e n einen 

exper imente l len Beweis f ü r die Wirksam-

keit d e r Gegensens ib i l i s i e rung? 

28  Gibt es w i d e r s p r ü c h l i c h e E r g e b n i s s e a u s 

de r p r a k t i s c h e n Anwendung d e r Gegensen -

s ib i l i s ie rung bzw  sind nachte i l ige Wirkun-

gen bei v o r s c h r i f t s g e m ä ß e r A n w e n d u n g 

bekann t geworden? 

29  Welche Konsequenzen hat die Bean twor-

t u n g d e r F ragen 1 b i s 28 f ü r die B e u r t e i -

lung d e r Gegensens ib i l i s i e rung und d e r e n 

A n e r k e n n u n g als wirksame t h e r a p e u t i s c h e 

Methode? 
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Bas i s the rapeu t ikum mit Zel l t ropismus zum Immunsystem und zu Zellmembranen 

K E  T h e u r e r 

E r f a h r u n g s h e i l k u n d e , Ze i t schr i f t f ü r die ä rz t l i che P r a x i s , Band 35, Heft 10, S 684 -

687 (Oktober 1986) 

membranoSOME^ sind ein u n s p e z i f i s c h e s 

Bas i s the rapeu t ikum mit v ie lse i t igen biolo-

g ischen Wirkungen , gee igne t zu r Kombina-

tion mit spez i f i schen A r z n e i f a k t o r e n  Die 

P räpa ra t ionen en tha l t en Liposome, f e in s t e 

F e t t t r ö p f c h e n mit wä ß r i g e r Arzneimi t te l -

lösung im I n n e r n und e n t s p r e c h e n d e kom-

p a k t e Membranf ragmente ohne Inha l t  Beide 

Bes tand te i l e s ind in e iner wäßr igen Arzne i -

mit te l lösung emulg ie r t  Die Lipidmikronen 

b e s t e h e n aus e iner Mischung von Leci thin 

und Choles te r in im Verhä l tn i s 9 :3 , als 

C a r r i e r s u b s t a n z e n s ind Membranbes tandte i le 

aus T h y m u s , Lymphknoten u n d Milz i n k o r -

p o r i e r t  Diese Bes tand te i l e wirken als Sch lep -

p e r s t o f f e zu den homologen Zel lar ten  Im 

wäßr igen Emulsionsmittel sind Chor ion , He-

p a r und Darmschleimhaut mit Zusä tzen von 

Spurene lemen ten (Zn , Mn, Mg, K und Ca) 

e n t h a l t e n  Die P r ä p a r a t e werden nach homöo-

p a th i s chen V e r f a h r e n s w e i s e n als Mischungen 
- 9 

in e iner V e r d ü n n u n g von D9 = 10 bzw  Na-

nogramm h e r g e s t e l l t  

Wirkungsmöglichkei ten d e r membranoSOME , 

i n sbesondere in d e r Immunologie 

Experimentel l wird zur V e r s t ä r k u n g d e r Im-

munabwehr von Ant igenen bei d e r ak t iven 

Immunis ierung d a s F r e u n d ' sehe_Adjuvans in 

Form von Paraf f inöl v e r w e n d e t  Die Anwen-

d u n g in d e r Humanmedizin ist wegen lokaler 

E n t z ü n d u n g s r e a k t i o n e n nicht möglich u n d 

s tößt auch in d e r Veter inärmediz in auf Ab-

l e h n u n g  Bei f lü s s igen Öl -Adjuvanz ien w e r -

den die U n v e r t r ä g l i c h k e i t s r c a k t i o n e n 

d u r c h die f l ä c h e n h a f t e A u s b r e i t u n g auf 

d e r Zellmembran zu einem kon t inu ie r l i -

chen Ü b e r z u g (Film) ausge lös t  Dieser 

Film b e e i n t r ä c h t i g t den S t o f f a u s t a u s c h 

u n d f ü h r t zum Zelltod  membranoSOME1* 

sind h ingegen phys io log ische und meta-

bo l i s i e rba re S t o f f e , die bei Körpe r t empe-

r a t u r z ä h f l ü s s i g s ind und bei denen die 

e inzelnen Fe t tmikronen n icht konf lu ie ren 

u n d beim Zusamment re f fen mit Zellmem-

b r a n e n keinen Ü b e r z u g b i lden  Sie f u -

s ion ieren fokal mit d e r Zellmembran (vg l  

e l ek t ronenop t i s che A b b i l d u n g )  Dabei 

b e s t e h t ein gewis se r Zell tropismus d u r c h 

die e i n g e b r a c h t e n C a r r i e r s t o f f e (DP 

2650502 und Zusatz v e r f a h r e n DP 2656333 

u a )  

Die fokale Fusion mit d e r Zellmembran 

ve r sch l i eß t Membrandefekte bzw  Poren 

d e r Zellmembran  A n d e r e r s e i t s e n t s t e h t 

d u r c h die fokale Fusion ein r e g e n e r a t i v e r 

bzw  r e p a r a t i v e r Reiz auf die gesamte 

Zelle  Dieser f ü h r t allgemein zu r S t o f f -

w e c h s e l a k t i v i e r u n g und zu r R e p a r a t u r 

e twaiger a n d e r e r D e f e k t e  Dabei b e g ü n -

s t igen die in membranoSOME en tha l t enen 

Zel l faktoren aus xenogenen O r g a n g e w e -

ben die R e p a r a t i o n s v o r g ä n g e  

Höher v i skose phys io logische Lipidemul-

sionen f ü h r e n bei d e r empfohlenen An-

w e n d u n g zu ke inen nachte i l igen Wirkun-

*Hers tc l le r : v i tOrgan Arzneimit tel GmbH, 

Os t f i l de rn 1 



34 

gen und werden sowohl lokal , wie auch bei 

sys t emische r Applikat ion e inwandf re i v e r -

t r a g e n  Wichtig i s t , daß mcmbranoSOIYIER 

körpe rwarm nach vorher igem m e h r f a c h e n 

in tens iven D u r c h s c h ü t t e l n appl iz ier t w e r -

d e n  

In d e r Immunologie b ie ten sich mit mem-
TD 

branoSOME neue Möglichkeiten z u r Akt i -

v i e r u n g d e r Makrophagen und Monozyten, 

b e s o n d e r s f ü r die Immunis ierung bei V i r u s -

in fek t ionen  Die am A n f a n g d e r Immunkas-

kade s t e h e n d e n A-Zellen v e r a r b e i t e n das 

Ant igen bzw  den Impfstoff und p r ä s e n t i e -

r en diese den e igent l ichen Immunzellen  

Durch A k t i v i e r u n g des S to f fwechse l s und 

de r R e p a r a t u r v o r g ä n g e werden diese Zel-

len zur Abgabe von Media to r subs tanzen 

( I n t e r l e u k i n e , I n t e r f e r o n e  T u m o r n e k r o s e -

Fak to r ) sowie d e s Major-Histokompatibi l i -

t ä t s - F a k t o r s a n g e r e g t  Auch die e igent l i -

chen Immunzellen, die H- und T - L y m p h o -

z y t e n , T h y m u s , Milz und Lymphknoten 

werden auf diese Weise in ihren Funk t ionen 

s t imul ier t  Zur Normal is ierung d e r Zell-

funk t ion des Immunsystems b ie ten sich Kom-

binat ionen mit gee igne ten zy toplasmat i schen 

O r g a n f a k t o r e n u n d / o d e r a n d e r e n Arzne i -

mi t te lzusä tzen a n  

membranoSOME w i rken normalisierend 

auf das B lu t - und Gefäßsystem sowie auf 

Organfunkt ionen 

Der gesch i lde r t e u n s p e z i f i s c h e Wirkungs-

mechanismus d u r c h Lip idfus ion bee in f luß t 

die Endothelien d e r B lu tge fäße u n d v e r -

b e s s e r t bei i v - I n j e k t i o n die D u r c h b l u -

t u n g s v e r h ä l t n i s s e e r k r a n k t e r O r g a n e  

Spezielle Indikat ionen sind desha lb D u r c h -

b l u t u n g s s t ö r u n g e n und Ar t e r io sk l e rose  

Durch d e r e n Behand lung lassen sich auch 

O r g a n e r k r a n k u n g e n g ü n s t i g b e e i n f l u s s e n  

Bei myogener Muske ldys t roph ie T y p 

Duchenne , ebenso auch bei en t zünd l i chen 

M u s k e l e r k r a n k u n g e n werden beach t l i che 

Ergebn i s se b e r i c h t e t  Das t h e r a p e u t i s c h e 

Pr inzip ist bei rheumat i schen Leiden , eben 

so auch bei E r k r a n k u n g e n d e r g roßen O r -

gane Herz , Lebe r , Lunge , Niere , P a n k r e a s 

und de r D r ü s e n o r g a n e wi rksam  Die Lipid-

bes tand te i l e e r h ö h t e n die Permeabil i tät 

d e r B l u t - L i q u o r - S c h r a n k e f ü r sonst n icht 

p a s s i e r b a r e Arzneimit te l , so daß sich auch 

E r k r a n k u n g e n des zen t r a l en N e r v e n s y -

stems d a d u r c h g ü n s t i g bee in f lu s sen las-

s e n  Es ist bei d e g e n e r a t i v e n wie auch 

en tzünd l i chen E r k r a n k u n g e n und Krampf-

le iden  gegebenenfa l l s an Kombination 

mit den jeweils ind iz ie r ten zytoplasmat i 

sehen S u b s t a n z e n (Rev i to rgan -Di lu t io-

nen bzw  S o l - P r ä p a r a t e ) zu d e n k e n  Be-

v o r z u g t e Anwendungsgeb ie t e s ind die 

Al te r sdcmenz , i n s b e s o n d e r e Morbus Alz-

heimer  Wenn h ie r auch ke ine Heilung 

möglich i s t , so d ü r f t e sieh doch d e r Zu-

s t and v e r b e s s e r n und die P r o g r e d i e n z 

a u f h a l t e n l a s sen  
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D 

membranoSOME f ü r die Neura i therapie 

und die A k u p u n k t u r 

Die Fusion de r membranoSOME mit den 

Zellmembranen löst bei lokaler Injektion 

am neura len S t ö r u n g s f e l d , wie auch an 

Schmerz- und A k u p u n k t u r p u n k t e n einen 

permanenten umstimmenden Reiz aus . Die-

se r ist vollkommen a n d e r s a r t i g als b i she r 

und e röf fne t neue Möglichkeiten. 

Die lokale s . c . - I n j e k t i o n ist auch an e n t -

zündlich gereiz ten Sehnenansä tzen in Ge-

lenknähe oder an gere iz ten Nerven und 

Ganglien mit Injekt ionsmengen von 0,5 -

1,0 ml zu empfehlen. Bei Ar th rosen kann 

die Injektion i n t r aa r t i ku l ä r e r fo lgen . 

Kombinationsmöglichkeiten von membrano-
R R 

SOME mit Revitorgan -Dilutionen und 

Sol-Präpa ra ten 

Bei A u g e n e r k r a n k u n g e n mit NeyOphtin 

(Revi torgan Nr . 58); 

bei B lu tk rankhe i t en mit NeySanguin 

(Rev i to rgan^ Nr. 77) u n d / o d e r NeyHaeminK 

R 

(Revi torgan Nr . 39); 

bei Alters-Demenz und Morbus Alzheimer 

mit Revi torgan -Dilut ionen Nr . 11 u n d / 

oder 36 (S t ä rke 0 - I I . keine T r o c k e n s u b -

s tanz) ; R 

bei Depressionen mit NeyDop N (Revi t -

organ 1 1 Nr . 97N); 
bei erethischem Verhal ten mit NeyCalm 

R (Revi torgan -Dilutionen Nr. 98) u n d / o d e r 
R 

jeweils zusätzlich Gehi rnr inde (Revi torgan -

Dilutionen Nr . 11) u n d / o d e r Zwischenhirn 
R 

(Revi torgan -Dilutionen Nr . 36 - S tä rke 

0 - I I , keine T r o c k e n s u b s t a n z e n ) ; 

bei G e f ä ß e r k r a n k u n g e n mit fetalen Gefäßen 
(Revi torgan Nr . 59) u n d / o d e r Knochen-

R mark NeyHaemin Nr . 39); 

bei immunopathogenen h y p e r e r g i s c h e n Er -
R R 

k r a n k u n g e n mit Neythymun f (Revi torgan 

Nr . 29 f) u n d / o d e r NeyDesib (Revi to r -

gan ^ N r . 78); 

bei Immundefizienz mit Neythymun k 

(Revi torgan N r . 29 k) u n d / o d e r Ney-
R R 

Immun (Revi torgan Nr. 73); 

bei sexuel ler Impotenz (Erekt ionsschwäche) 
R 

mit Corpus cavernosum (Revi torgan Nr . 

35 und Nr . 16 - Injektion evt l . in die 

Schwellkörper 0,5 ml); 

bei Muske le rk rankungen mit NeyTroph 

(Rev i to rgan^ Nr . 96); 

bei Neura l therapie und A k u p u n k t u r mit 

NeyNormin^ N (Rev i to rgan^ Nr. 65 N) 
R R 

u n d / o d e r AntiFocal N (Revi torgan 

Nr. 69 N) ; 

bei O r g a n e r k r a n k u n g e n jeweils mit d e r 

b e t r e f f e n d e n O r g a n a r t , z .B . Leber , Herz , 

Niere , Lunge , Pankreas , Sch i lddrüse , 

Nebenniere , Keimdrüsen u . a . / o d e r den 

en t sp rechenden Kombinat ionspräparaten 

f ü r bestimmte Indikat ionen; 
p> 

in de r Onkologie mit NeyTumorin (Rev i t -

o rgan Nr. 66) u n d / o d e r Decidua (Revi t -

o rgan Nr. 70); 

bei rheumat ischen Ge lenke rk rankungen 
R R mit NeyArthros (Revi torgan Nr. 43) 

R 
u n d / o d e r Decidua (Revi torgan Nr. 70); 

R 
bei S t rah lenschäden mit NeyTumorin (Re-

vi torgan Nr. 66); 

bei E r k r a n k u n g e n der Wirbelsäule (Mor-

bus Bechte rew, Morbus Fores t ie r ) mit 

NeyChondr in^ bei neura len I Irritationen zu-

sätzlich Rückenmark (Rev i to rgan^-Di lu -

t ionen Nr . 13 - S tä rke 0 - I I , keine T r o k -

k e n s u b s t a n z ) . 

Appl ikat ionsar ten 

Die Anwendung von s te r i l en , fe ind ispersen 

Emulsionen d e r membranoSOMEK erfolgt 

nach den Grundsä tzen d e r E rzeugung von 

Immuntoleranz, bevorzugt i . v . oder als 

Zusatz zu In fus ionen , jedoch ist jede an -
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d e r e Appl ikat ionsform einschl ießl ich i n t r a -

a r t i k u l ä r ebenso na tü r l i ch s c  ode r i  m  

möglich  Vor d e r In jekt ion muß d e r Ampul-

leninhalt langsam auf Körperwärme g e b r a c h t 

und gut d u r c h g e s c h ü t t e l t w e r d e n  I n t r a -

venöse In jek t ionen d ü r f e n n u r s e h r l ang-

sam er fo lgen (1 ml in 1 - 2 Min )  Bei o ra -

ler Applikation und Inhala t ion als Aerosol 

wird die Resorp t ion im Darm oder den Lun-

genalveolen d u r c h die Kleinheit d e r Fe t t -

mikronen b e g ü n s t i g t  Die He r s t e l l ung d e r 

Aerosole e r fo lg t mittels U l t r a s c h a l l z e r s t ä u b e r , 

nicht a b e r d u r c h Anwendung von Wärme, 

weil d iese zum Konf lu ieren d e r F e t t t r ö p f c h e n 

f ü h r e n würde u n d n u r fe ine Aerosole bis 

zu den Lungenalveolen ge l angen , wo die Re-

sorp t ion e r f o l g t  Auch die p e r k u t a n e Appli-

kat ion ist möglich  

Zusammensetzung 

membranoSOME en thä l t als Wirkstoff eine 

Mischung makromolekularer O r g a n l y s a t c (Mo-

leku la rgewich t< 10 Dalton nach dem Pro -

te ingehal t s t a n d a r d i s i e r t  

Zusammenfassung 

Ein n e u a r t i g e s t h e r a p e u t i s c h e s Pr inz ip mit 

a u ß e r o r d e n t l i c h i n t e r e s s a n t e n Aspek ten wird 

in d e r Palet te "membranoSOME^ pro injee-

t ione" r ea l i s i e r t  Das Bas i s the rapeu t i cum ist 

d u r c h fo lgende Wirkungen c h a r a k t e r i s i e r t : 

1  als immunbiologisches A d j u v a n s zu r Nor -

mal is ierung d e r Immunabwehr mit r e p a r a t i v e r 

Wirkung ü b e r Zellmembranen von B l u t - , 

Gewebe- und Tumorzel len sowie auf d a s Ge-

fäßsys tem  

2  Zu P e r m e a b i l i t ä t s v e r b e s s e r u n g im Gewebe 

und Ü b e r w i n d u n g d e r B l u t - L i q o u r - S c h r a n k e 

f ü r mit inj iz ier te Arzneimi t te l , i n s b e s o n d e r e 

von biomolekularen zytoplasmat ischcn O r -

g a n e x t r a k t e n ( R e v i t o r g a n ^ - " D i l u t i o n e n " -

D 
Tabelle 2: 1 Ampulle (2 ml) membranoSOME 

pro inj  (D9) en thä l t : 

Chorion 0 67 ng 

Hepar f e t  0,67 ng 

Mucosa in tes t ina l i s c r a s s i f e t  0 ,33 ng 

Mucosa in tes t ina l i s t enu i s f e t  0 ,33 ng 

Z n S 0 4 2,00 ng 

MnS0 4 2,00 ng 

MgCl2 2,00 ng 

KCl 1,00 n g 

CaCl 2 1,00 ng 

i n k o r p o r i e r t in Liposome aus 

Lecithin 5,10 mg 

Choles te r in 0,90 mg 

emulgier t in e ine r wäßr igen 

NaCl-Lösung aus 

Thymus j u v  0,66 ng 

Glandula Lymphonodi 0,66 ng 

Lien 0, 66 ng 

Procain-HCl 0,20 ng 

Na-dodecy l su l fa t 2 00 Mg 

als wäßr ige Lösungen und als Lösungs -

mittel f ü r Rev i to rgan " S o l - P r ä p a r a t e " -

voll lösliche T r o c k e n s u b s t a n z e n )  

3  als n e u a r t i g e s Neura l - und A k u p u n k t u r -

t he rapeu t ikum zur lokalen Appl ika t ion  

Summary 

A novel t y p e ol' t h e r a p e u t i e p r inc ip le with 

reniarkable i n t e r e s t i n g a s p e c t s ist real ized 

with t he "membranoSOME pro in jee t ione"  

T h e s e b a s e t h e r a p e u t i c s a r e c h a r a c t e r i z e d 

t h r o u g h the following e f f e c t s : 

1  as immunbiological ad juvan t for t he n o r -

malisation of the immundefense with r e -

pa i r i ng e f f e c t s from ey tomembranes of 

b lood - , t i s s u e - and tumor cells as well 

a s for t h e v a s c u l a r sys t em  
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2  for t he improvement of the permeabi l i ty 

in the t i s s u e and for t he overcoming of t he 

b l o o d - f l u i d - b a r r i e r for o t h c r medicaments 

which a r e in jec ted para l le l , especial ly of 

biomoleculare cytoplasmat ic o r g a n e x t r a c t s 

(Kevi to rgan - "Di lu t ions" - in h y d r o u s 

solut ions and as so lvens for R e v i t o r g a n R -

" S O L -p r e p a r a t i o n s " - eomplete soluble d r y 

s u b s t a n c e s  

3  as novel n e u r a l - and a c u p u n c t u r e 

t h e r a p e u t i c for t he local appl ica t ion  
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2  Europä i sche P a t e n t s c h r i f t e n 

Europä i sche Pa ten tanmeldung 

V e r f a h r e n zur Hers te l lung von küns t l i chen biomimetischen Haptenen bzw  Ant igenen 

EP N r : 85102586 6 

vom 07 03 1985 

Pr io r i t ä t : 16 10 84 DE 3437757 

19 01 85 DE 3501705 

09 05 84 DE 3417022 

15 05 84 EP 84105554 

15 11 84 DE 3441764 

Zusammenfassung 

Zu t h e r a p e u t i s c h e n ode r d i agnos t i s chen Zwek-

ken werden biomimetisch wirksame k ü n s t l i c h e 

Haptene bzw  Ant igene sowie Toxine als Ant i -

I d i o t y p - A n t i k ö r p e r bzw  d e r e n an t ide t e rmi -

n a n t e , N- terminalen Bez i rke e n t s p r e c h e n d 

den schwer e r r e i c h b a r e n Id io typen d e r A u s -

g a n g s s t o f f e , i n s b e s o n d e r e von T o x i n e n , die 

nach S c h ä d i g u n g mit ion i s i e renden S t r ah l en 

u n d nach V e r b r e n n u n g e n e n t s t e h e n , T u m o r -

marke rn o d e r biologisch wirksamen P ro t e inen , 

Enzymen, Hormonen ode r Re leas ing-Eac to r s 

und Mediatoren des Zel l s tof fwechse ls h e r g e -

s te l l t  Dabei k ö n n e n S to f fe mit v e r s c h i e d e -

ne r Spezi f i tä t mi te inander kombiniert u n d 

mindes tens zwei Bes tand te i l e des S p e k t r u m s 

de r A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r bezügl ich d e s 

id iotypen Bez i rkes e ines A u s g a n g s s t o f f e s , 

gegebenenfa l l s zusammen mit biologischen 

T r ä g e r s t o f f e n chemisch konva len t k o n j u g i e r t 

und d u r c h T r a c e r s t o f f e mark ie r t w e r d e n  

Patentansprüche 

1  V e r f a h r e n zu r He r s t e l l ung von k ü n s t l i -

ehen biomimetischen Haptenen bzw  Ant i -

genen analog d e r Her s t e l l ung biologischer 

Pcp t idwi rks to f f e u n t e r V e r w e n d u n g e ines 

isol ier ten P e p t i d w i r k s t o f f e s zu r Gewinnung 

p r imäre r A n t i k ö r p e r nach DP 2819110, bei 

welchem man gegen die an t ide t e rminan te 

G r u p p e ode r Fragmente des pr imären Idio-

t y p - A n t i k ö r p e r s e inen A n t i - I d i o t y p - A n t i -

k ö r p e r bzw  des sen de te rminan te r eak t ive 

G r u p p e in Form le ich te r ode r s c h w e r e r 

Ket ten ode r d e s s e n Fab -F ragmen te e r z e u g t , 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß schwer e r r e i c h -

b a r e n a t ü r l i c h e Haptene ode r Ant igene 

sowie Tox ine , die nach S c h ä d i g u n g mit 

ion i s ie renden S t r ah l en und nach V e r b r e n -

n u n g e n e n t s t e h e n , T u m o r m a r k e r , Pro te ide 

o d e r Prote ine als A u s g a n g s s t o f f e ve rwende t 

und daß i n s b e s o n d e r e bei V e r w e n d u n g von 

biologisch wirksamen P ro t e inen , z B  En-

zymen , Hormonen, Re leas ing fac to r s und 

Mediatoren d e s Zel l s tof fwechse ls mindes t ens 

zwei Bes tandte i le des S p e k t r u m s d e r v e r -

sch iedenen A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r bzw  

- f r a g m e n t e gegebenen fa l l s mit biologischen 

T r ä g e r s t o f f e n chemisch konva len t k o n j u -

g ie r t w e r d e n  

2  V e r f a h r e n nach Ansp ruch 1 zur Gewin-

n u n g von Diagnos t ika , d a d u r c h g e k e n n z e i c h -

n e t , daß die biomimetischen A n t i - I d i o t y p - A n -

t i k ö r p e r bzw  Wirkfaktoren aus d i e s e n , d u r c h 
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T r a c e r s t o f f e mark ie r t und Mischungen be -

züglich v e r s c h i e d e n a r t i g e r A u s g a n g s s t o f f e , 

wie z B  T u m o r m a r k e r kombiniert w e r d e n  

Besch re ibung 

Die Immunprophylaxe u n d - t h e r a p i e d u r c h 

ak t ive und pass ive Immunis ie rung ist e b e n -

so wie die Immundiagnost ik wei terhin von 

g r ö ß t e r p r a k t i s c h e r B e d e u t u n g  Es werden 

dazu die jeweiligen na tü r l i chen Ant igene 

bzw  Haptene g e b r a u c h t  Diese müssen 

z u e r s t aus einem Stoffgemis ch isoliert 

werden und s t ehen of t n icht in a u s r e i -

c h e n d e r Menge u n d Qualität z u r V e r f ü -

g u n g  Nach V e r b r e n n u n g e n u n d beim 

a k u t e n S t r ah l ensyndrom t r e t e n Toxine 

a u f , die s e k u n d ä r zu r zusä tz l ichen Schä -

d i g u n g d e s Ind iv iduums f ü h r e n ( v g l  

K T h e u r e r : Immunologische P rophy laxe 

und T h e r a p i e des a k u t e n S t r a h l e n s y n -

droms: Atompraxis H  9, S  327 - 330, 

1958)  Auch die Gewinnung von t u m o r -

assoz i ie r ten Ant igenen ( T u m o r m a r k e r n ) 

ode r a n d e r e n Ze l l fak to ren , die vom n o r -

malen abweichen o d e r gegen die sieh im 

Organ i smus eine Au tosens ib i l i s i e rung a u s -

gebi ldet h a t , s töß t auf Schwie r igke i t en  

F ü r d i agnos t i s che wie t h e r a p e u t i s c h e 

Zwecke s ind g r ö ß e r e Ant igenmengen e r -

fo rde r l i ch  Die Ant igene soll ten dabei 

möglichst re in bzw  isol ier t zu r V e r f ü -

g u n g s t e h e n  

Vor l iegendes V e r f a h r e n ermöglicht die 

f o r t l a u f e n d e Gewinnung von biomimeti-

sehen imit ierenden S t o f f e n , analog den 

na tü r l i chen H a p t e n e n , Ant igenen ode r 

T o x i n e n  Die n a t ü r l i c h e n S tof fe werden 

aus Ind iv iduen gewonnen und i so l ie r t , 

die v o r h e r d e r Noxe a u s g e s e t z t waren 

ode r abweichende Zel l faktoren e n t h a l t e n  

Haptene werden zu Vol l -Ant igenen kom-

p le t t i e r t u n d d iese wie Ant igene zur Ge-

winnung eines p r imären A n t i k ö r p e r s nach 

konvent ionel len Methoden in einem g e s u n -

den Individuum in vivo ode r in v i t ro aus 

Kul turen von Hybridomzellen v e r w e n d e t  

Das Ant ikörpe rgemisch k a n n an Normal -

gewebt, d u r c h Adso rp t ionsch roma tog raph ie 

e ingeengt und aus den A n t i k ö r p e r n die an -

t ide te rminan ten G r u p p e n a b g e t r e n n t wer -

d e n  Dieses V e r f a h r e n b e d e u t e t eine spe -

zielle A n w e n d u n g d e s V e r f a h r e n s zur S y n -

t h e s e von biologischen Pep t idwi rks to f f en 

(DP 2819110 vom 29 04 1978)  Die a n t i d e -

t e rminan ten Fragmente d e r e r s t e n Ant ikör -

p e r ode r auch die gesamten A n t i k ö r p e r wer 

den zu r E r z e u g u n g e ines zweiten Ant ikör -

p e r s ebenfa l l s in einem g e s u n d e n Ind iv i -

duum ode r in v i t ro v e r w e n d e t  Dabei e n t -

s t ehen u a  A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r mit 

de r gleichen a n t i g e n e n Spezi f i tä t wie das 

u r s p r ü n g l i c h e An t igen  Da es sich bei To-

x i n e n  die nach B e s t r a h l u n g e n ode r Ver -

b r e n n u n g e n a u f t r e t e n , um ein Gemisch von 

schädl ichen S u b s t a n z e n h a n d e l t , ist h i e r 

eine Klon ie rung , d h  E i n e n g u n g auf einen 

Faktor d e r v e r s c h i e d e n e n A n t i - I d i o t y p - A n -

t i k ö r p e r nicht e r f o r d e r l i c h  Es ist möglich, 

h ie r d a s gesamte A n t i k ö r p e r s p e k t r u m zur 

Gewinnung d e r Impfs to f fe zu v e r w e n d e n  

Für d i agnos t i sche Zwecke können die Ant i -

I d i o t y p - A n t i k ö r p e r bzw  die d a r a u s gewon-

nenen Fak to ren einzeln ode r als Konjuga te 

mit T r a c e r s t o f f e n (Rad io -Nuk l iden ) , E n z y -

men oder F a r b s t o f f e n mark ie r t w e r d e n , wie 

dies f ü r die Mark ie rung von Ant igenen bzw 

von A n t i k ö r p e r n b e k a n n t ist ( vg l  L e h r -

b ü c h e r d e r Immunbiologie)  

Für S c r e e n i n g - T e s t s auf eine immunolo-

g ische Sens ib i l i s i e rung gegen tumoras -

sozi ier tc bzw  embryo- foe ta l e Antip;ene 

sind Mischungen von imi t ie renden Ant i -

genen de r v e r s c h i e d e n e n T u m o r m a r k e r , 

z B  E m b r y o f e t o - P r o t e i n , F e r r i t i n , c a r -

c ino-embryona les Ant igen u a  e r w ü n s c h t  
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Bezüglich d e r Id io typen d e r na tü r l i chen 

Ant igene und Haptene gibt es jeweils ein 

Spekt rum v e r s c h i e d e n e r A n t i - I d i o t y p - A n -

t i k ö r p e r  D u r c h Klon ie rung d e r in v i t ro 

aus Hybridomzellen gewonnenen Ant i -

I d i o t y p - A n t i k ö r p e r lassen sich a b e r auch 

wei tgehend isolierte biomimetische Ant i -

gene bzw  Haptene gewinnen  Bei E r -

z e u g u n g d e r A n t i k ö r p e r im homologen 

System wird die Möglichkeit d e r E n t s t e -

h u n g von a r t - ode r gewebespez i f i sch ü b e r 

Kreuz r e a g i e r e n d e A n t i k ö r p e r v e r h i n d e r t 

bzw  v e r m i n d e r t , weil im g e s u n d e n O r -

ganismus gegen die v o r h a n d e n e n K ö r p e r -

bes t and te i l e ke ine A n t i k ö r p e r gebi ldet 

w e r d e n , a n d e r e r s e i t s a b e r gegen die neu 

e n t s t a n d e n e n Toxine bzw  R e a k t i o n s p r o -

d u k t e , wie auch Tumoran t igene u n d em-

b r y o - f o e t a l e An t i g e n e , gegen die keine 

Immuntoleranz b e s t e h t  Die Gewinnung 

von A n t i k ö r p e r n sollte möglichst in n icht 

vo r sens ib i l i s i e r t en Zellen e r fo lgen  Für 

die E r z e u g u n g des p r imären A n t i k ö r p e r s 

wie auch f ü r die A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r 

können wie in DP 2829110 Ad juvan t i en 

und V e r f a h r e n zu r Komple t t i e rung d u r c h 

Konjugat ion mit einem C a r r i e r Verwen-

d u n g f i n d e n  

Das vor l i egende V e r f a h r e n f ü h r t zu r Ver -

b e s s e r u n g d e r biomimetischen Ef fek t iv i 

ta t d e r A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r bzw  

de r d a r a u s gewonnenen Fragmente d a -

d u r c h , daß mindes t ens zwei Fak to ren 

de r v e r s c h i e d e n e n Einze lkomponenten  

die ein na t ives Ant igen ode r Hapten imi-

t i e r e n , nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n d e r Kon-

jugat ion von Haptenen bzw  Ant igenen c h e -

misch konvalen t mi te inander v e r b u n d e n w e r -

d e n  Die Wirksamkeit wird noch wei ter 

v e r s t ä r k t d u r c h die zusä tz l iche Einbezie-

h u n g von T r ä g e r s t o f f e n in das Kon juga t  

Diese k ö n n e n P ro t e ine , Nuk le insäuren und 

Kohlenhydra te ode r Lipoide wie auch d e r e n 

Bes tand te i l e sein ( v g l  DPA 3417022 7-44; 

T r ä g e r - und Beg le i t s to f fe f ü r biologische 

Wirk- und R e g u l a t i o n s v e r f ä h r e n a u s Zel-

len und Geweben und d e r e n A n w e n d u n g )  

Die Pr io r i t ä t d ieses V e r f a h r e n s wird mit 

b e a n s p r u c h t  Es werden dabei hoch - und 

makromolekulare Oes tandte i le aus biolo-

g i schen Zellen (Mikroorganismen u n d / 

ode r t i e r i s c h e n ode r pf lanz l ichen Geweben) 

sowie B lu t , i n s b e s o n d e r e nicht lös l iche R ü c k -

s t ände a u s Ex t r ak ten d u r c h chemische u n d / 

ode r enzymat i sche S p a l t u n g in Po lypep t ide , 

Pept ide u n d Nukleot ide mit einem Molekular-

gewicht von 500 - 50 000 Dalton f r a g m e n -

t i e r t , und diese einzeln nach S t o f f g r u p p e n 

ode r als Mischung , je nach Indikat ion mit 

biologischen Wirks to f fen , i n s b e s o n d e r e Re-

gu l a t i ons f ak to r e n aus Zellen und Geweben, 

wie auch a n d e r e n Pharmaka , einzeln ode r 

in Kombination k o n j u g i e r t  

Vor l iegendes V e r f a h r e n kann also allgemein 

zu r Gewinnung von biologischen bzw  t h e -

r a p e u t i s c h e n biomimetischen Wirks to f fen , 

welche die Wirkung von n a t ü r l i c h e n S to f -

fen imi t ie ren , ve rwende t w e r d e n , i n s b e -

s o n d e r e auch von Prote inen mit b iologischer 

Wirkung , wie Enzymen, Hormonen, Releas-

i n g f a c t o r s u n d Mediatoren des Zel ls toff-

wechsels  

Es l assen sich alle gee igne ten und b e k a n n -

ten V e r f a h r e n d e r chemischen Konjugat ion 

von Pept iden u n d P ro t e inen , wie auch die 

Konjugat ion d e r s e l b e n mit N u k l e i n s ä u r e n , 

Koh lenhydra t en und Lipiden sowie d e r e n 

Un te re inhe i t en bzw  Bes tand te i l e anwenden  

Dabei sollte die S te reospez i f i t ä t d e s Konju-

ga t s dem Idiotyp-Molekül e n t s p r e c h e n , 

so daß eine B i n d u n g mit dem jeweiligen na -

tü r l i chen Rezeptor-Molekül möglich i s t  

Das V e r f a h r e n eignet sich desha lb f ü r 

die P a r t i a l s y n t h e s e von Molekülen mit 

best immten biologischen Wirkungen und 

zu r S y n t h e s e von Arzneimit te ln und Dia-
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gnos t i ka  Die biologisch ak t iven B e z i r k e , 

i n s b e s o n d e r e d e r A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r -

p e r und d e r e n Fragmente müssen desha lb 

nach außen ge r i ch te t se in  

Die chemische Konjugat ion de r Ant i - Id io -

t y p - A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e kann nach v e r -

s c h i e d e n e n , b e r e i t s b e k a n n t e n V e r f a h r e n 

e r fo lgen analog d e r Her s t e l l ung von k ü n s t -

lich zusammengese tz ten A n t i g e n e n , Pro-

te inen und P ro t e iden , so z B  d u r c h 

K u p p l u n g als Diazon ium-Verb indung , 

die B e h a n d l u n g mit Zyana t en , die Um-

s e t z u n g mit C a r b o b e n z o x y - V e r b i n d u n g e n , 

das C u r t i u s ' s c h e A z i d - V e r f a h r e n , das 

O x a z o l o n - V e r f a h r e n , die Konjugat ion mit 

Po lysacchar iden nach W J T  Morgan, 

V e r b i n d u n g mit C a r b o x y h y d r a t e n , P y r i -

d i n - E i w e i ß - V e r b i n d u n g e n , V e r b i n d u n g e n 

mit S u l f h y d r i l - G r u p p e n zu D i s u l f i d - B r ü k -

ken u a  (vg l  A  Schmidt : F o r t s c h r i t t e 

d e r Serologie , S  67 u  f , Dietr ich S te in-

kopf Ver l ag , D a r m s t a d t , 1955; Helmut 

Friemel: Immunologische Arbe i t sme thoden , 

S  480 u  f  , Gus t av F i s che r Ve r l ag , 1984)  

Der Nachweis d e r e r fo lg t en Konjugat ion 

d e r A u s g a n g s s t o f f e wird d u r c h b e k a n n t e 

phys ika l i sche ode r immunbiologisehe Ver -

g l e i c h s u n t e r s u c h u n g e n g e f ü h r t , wie z B  

die Best immung d e r Molekulargewichte , 

ch roma tog raph i sche und e l e k t r o p h o r e t i -

sche A u f t r e n n u n g e n , i n s b e s o n d e r e d u r c h 

I l o c h d r u c k - F l ü s s i g k e i t s c h r o m a t o g r a p h i e , 

Immunelek t rophorese u a  Der Nachweis 

d e r Wirkung e r fo lg t d u r c h Bioassay in 

v i t ro an Zell- und G e w e b e k u l t u r e n , an 

ze l l f re ien S y n t h e s e s y s t e m e n o d e r pha rmako-

logisch im T i e r v e r s u c h  

Die A n w e n d u n g d e r Konjuga te e r fo lg t f ü r 

d i agnos t i s che wie auch t h e r a p e u t i s c h e 

Zwecke in Human- u n d Veter inärmediz in , 

wie auch zu r B e e i n f l u s s u n g von Zel lkul tu-

r e n , Mikroorganismen und Pf l anzen  

Beispiel 1 

S y n t h e s e von küns t l i c he n biomimetischen 

Ant igenen analog den tumorassoz i ie r ten An-

t igenen a u s Tumorgewebe  Sie e r fo lg t in 

g le icher Weise wie in DEP 2819110 Beispiel 

1  Es w e r d e n nach b e k a n n t e n A u f b e r e i t u n g s -

v e r f a h r e n die jeweiligen Tumormarke r iso-

liert und in konvent ione l le r Weise zur Sen-

s ib i l i s i e rung von A n t i k ö r p e r - e r z e u g e n d e n 

Tie ren bzw  zu r Sens ib i l i s i e rung von Hybr i -

domzellen v e r w e n d e t  Es können auch em-

b r y o - f o e t a l e Zel lmarker , die bei Tumorzel len 

wieder a u f t r e t e n , in g le icher Weise v e r a r -

bei te t w e r d e n  

Die e n t s t e h e n d e n p r imären A n t i k ö r p e r wer -

den d u r c h Bioassay auf ih re Fähigkei t zu r 

B lock ie rung d e r biologischen Wirkung des 

u r s p r ü n g l i c h e n Ant igens bzw  H a p t e n s , 

das zum Voll-Antigen komple t t ie r t w u r d e , 

gegebenenfa l l s u n t e r Anwendung von r a -

diologischen T r a c e r m e t h o d e n g e t e s t e t  D u r c h 

Adsorp t ion und Ab sä t t i gung an Normalge-

webe wird d e r spez i f i sche A n t i k ö r p e r o d e r 

das A n t i k ö r p e r s p e k t r u m gere in ig t u n d 

zum Ant igen komple t t i e r t , ode r a b e r die 

an t ide t e rminan ten G r u p p e n als A n t i k ö r p e r -

f r agmen te isoliert u n d ebenfa l l s zum Ant i -

gen komple t t i e r t , b evo r man sie z u r Gewin-

n u n g von A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n in 

einem a n d e r e n , nicht vo r sens ib i l i s i e r t en 

Immunsystem v e r w e n d e t  Auch h ie r k a n n 

die A n t i k ö r p e r s y n t h e s e in v i t ro ü b e r I ly-

bridomzellen e r fo lgen  Die gewonnenen Ant i -

I d i o t y p - A n t i k ö r p e r können wie die d a r a u s 

gewonnenen an t ide t e rminan ten Fragmente 

zum d iagnos t i schen Nachweis e n t s p r e c h e n -

d e r p r i m ä r e r A n t i k ö r p e r aus den K ö r p e r -

f lü s s igke i t en d u r c h A n t i g e n - A n t i k ö r p e r -

reak t ionen ve rwende t w e r d e n  Der p r i -

märe A n t i k ö r p e r u n d die aus ihm gewon-

nenen an t ide t e rminan ten G r u p p e n lassen 

sich t h e r a p e u t i s c h wie auch d iagnos t i sch 
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e n t s p r e c h e n d DP 2456224 v e r w e n d e n  

Dabei werden d iese mit Zytos ta t ika o d e r 

zyto toxisch wirksamen S u b s t a n z e n ode r 

mit Radionukl iden gekoppe l t  

Beispiel 2 

Gewinnung von immunogenen, die Wir-

k u n g von tox i schen F a k t o r e n , wie sie 

bei L e t a l b e s t r a h l u n g mit ion is ie renden 

S t rah len in einem Individuum e n t s t e h e n , 

biomimetisch imit ierenden A n t i - I d i o t y p -

A n t i k ö r p e r n  

Die Gewinnung d e r "Radiotoxine ' ' e r fo lg t 

wie in Atomprax i s , H  9, S  327 - 330, 

1958, a n g e g e b e n  Auße r Blu t lysa t k a n n 

dazu auch Gewebehomogenat , i n sbeson -

d e r e aus Knochenmark , L e b e r u n d Milz 

ve rwende t w e r d e n  Wie in Beispiel 1 

wird die Immunogenität d e r Fak to ren zur 

Gewinnung von p r imären A n t i k ö r p e r n in 

einem nicht vo r sens ib i l i s i e r t en Immun-

system in vivo o d e r in v i t ro v e r s t ä r k t  

Die d a r a u s gewonnenen A n t i k ö r p e r werden 

gegebenenfa l l s an Normalgewebe a b s o r p -

t ionschromatograph i sch gere in ig t und wie 

in Beispiel 1 zu A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p c r n 

w e i t e r v e r a r b e i t e t  Diese werden zum Anti-

gen komple t t ie r t und zur P rophy laxe bzw  

Therap ie von S t r a h l e n s c h ä d e n als Impf-

vaccine o d e r zu Diagnost ika v e r w e n d e t  

Beispiel 3 

Gewinnung von " V e r b r c n n u n g s t o x i n e n " -

ähnl ichen Ant igenen bzw  H ap t e n e n  Aus -

gang d a f ü r s ind V e r b r e n n u n g s g e s c h ä d i g t e 

Indiv iduen a u s d e r e n Blut o d e r K ö r p c r g e -

webe die V e r b r e n n u n g s t o x i n e isoliert we r -

d e n  Nach DP 3441764 8 können d iese 

ebenso wie die S t r a h l e n t o x i n e auch aus e n t -

sp rechend geschäd ig t en Gewebs- und Zell-

k u l t u r e n gewonnen w e r d e n  Die wei te re 

V e r a r b e i t u n g zu r A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n 

bzw  - f r a g m e n t e n e r fo lg t wie in Beispiel 1 

und 2 a n g e g e b e n  Ks können Kombinat ions-

impfs toffe aus biomimetisch wi rkenden S t r a h -

len toxinen und V e r b r e n n u n g s t o x i n e n 

d u r c h Kombination be ide r Fak toren g e w o n -

nen w e r d e n  

Beispiel 4 

Nach DEP 2819110 und DP 3437754 3 werden 

nach konvent ione l len Methoden ode r aus in 

v i t r o - Z e l l k u l t u r e n von Lymphozyten o d e r 

I lybr idom-Zel len An t i - Id io typ -An t ikö rpe r 

gewonnen ( v g l : Herwar t Ambrosius : Ant i -

s e r u m g e w i n n u n g aus T i e r e n , S  25 und 

S  Wichner: A n t i k ö r p e r b i l d u n g in d e r Zell-

k u l t u r , S  48 - in II  Friemel: Immunolo-

gische Arbe i t sme thoden : Gus tav F i s c h e r 

Ve r l ag , S t u t t g a r t 1984)  Von den Ant i - Id io-

t y p - A n t i k ö r p e r n werden die an t i de t e rminan -

ten Fragmente enzymat isch a b g e sp a l t e n 

und ch roma tog raph i sch i so l ier t  Bei Ver-

wendung e ines P ro te ins ode r P ro te ids als 

Ausgangss to l ' f ( Id io typ-Molekül) z B  einem 

best immten Enzym wie d e r GPT (Glutamat -

P y r u v a t - T r a n s a m i n a s e ) e n t s t e h e n mehr als 

zehn v e r s c h i e d e n e pr imäre Id io typ -Ant i -

k ö r p e r g e g e n ü b e r den v e r s c h i e d e n e n O b e r -

f l ächenbez i rken des Moleküls  Von diesen 

A n t i k ö r p e r n werden die N-terminalen Be-

z i rke bzw  an t ide t e rminan ten G r u p p e n als 

Ant igen f ü r die E r z e u g u n g von e n t s p r e c h e n -

den A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n v e r w e n d e t  

Die Gewinnung d e r s e l b e n e r fo lg t möglichst 

in einem autologen System bezügl ich d e r 

p r imären A n t i k ö r p e r , weil dor t d e r Tole-

r a n z b r u c h g e g e n ü b e r den var iab len 

Bez i rken d e s p r imären A n t i k ö r p e r s und 

die E n t s t e h u n g von A n t i - A n t i k ö r p e r n mit 

I d i o t y p - E i g e n s c h a f t e n g e g e n ü b e r einem 

T o l e r a n z b r u c h bezügl ich d e r k o n s t a n t e n 

Bez i rke , d e r n icht die funkt ione l len G r u p -
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pcn b e t r e f f e n w ü r d e , e r l e i ch te r t i s t  Von 

den isol ier ten a n t i d e t e r m i n a n t e n , N - t e r -

minalen Bezi rken d e r A n t i - I d i o t y p - A n t i -

k ö r p e r werden nun mindes t ens zwei Mo-

leküle mi te inander k o n j u g i e r t  Wenn die 

F r a g m e n t i e r u n g z B  f ü r die le ichten und 

schweren Ket ten d e r A n t i k ö r p e r d u r c h 

A u f s p a l t u n g mit Mercaptoäthanol an den 

D i s u l f i d b r ü c k e n e r fo lg t und eine Rekombi-

nat ion bzw  Reaggrega t ion d u r c h b e k a n n t e 

Methoden v e r h i n d e r t w i rd , können die 

i so l ier ten Fragmente d u r c h B i n d u n g de r 

f r e i en S H - G r u p p e n kon jug i e r t w e r d e n  

Ohne Bindeglied lassen sich auch Konju-

ga te aus Po lysacchar iden gewinnen , die 

mit e ine r b e g r e n z t e n Anzahl von Fe t t -

s ä u r e r e s t e n s u b s t i t u i e r t s i n d  Diese a d -

s o r b i e r e n sich d i r ek t an den Pro te inen 

bzw  Pept iden (Hämmerl ing, U ; West-

p h a l , O : Eu rop  J  Bioehem  1, 46 (1967) )  

B e s o n d e r s gee ignet zu r Konjugat ion s ind 

auch die Fab^- und Fab2~ Fragmente d e r 

A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r  

Bei den A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e n kann auch 

die Tannin-Methode angewand t werden 

( B o r d u a s , A  , G r a b a r , P : Ann  I n s t  

P a s t e u r 84, 903 (1953); S t r a v i t s k y , A : 

J  Immunol  72, 306 (1954); Roi t t , I  u n d 

Doniach, D : WIIO-Book of immunologic 

t e c h n i q u e s , S  20: World Health O r g a n i -

sa t ion , Genf (1966) )  

Auch die Benzidin-Methode ist dazu gee ig-

net (Gordon , J  ; Rose , B , Sekon , A : 

J  e x p  Med  108, 37 (1958); R o b e r t s , I ; 

Doniach, D: WHO-Book of immunologic 

t e c h n i q u e s , S l ; World Health Organ i s a t i on , 

Genf (1966); S t r a v i t s k y , A  , Arqui l la , E: 

J  Immunol  74, 306 (1955); T impe , R , 

F u r t h m a y r , 11 , Wolff, I : I n t  A r c h  

Al lergy 32, 318 (1967) )  

Von J  Brock w u r d e die Konjugat ion d u r c h 

Ni t robenzolsu l fonat publ iz ie r t ( v g l  P r ä p a -

rat ion von k o n j u g i e r t e n A n t i g e n e n , S  481 

in II  Friemel: Immunologische A r b e i t s -

methoden: Gus tav F i scher Ver lag , S t u t t -

g a r t (1984) )  Nach Beend igung d e r Reak-

tion wird das DNP P roduk t d u r c h Ge l -Chro-

matographie an Sephadex g e r e i n i g t  

Beispiel 5 

Es werden nach den b e n a n n t e n Methoden 

Konjugate aus einem Gemisch von a n t i d e t e r -

minanten Bezi rken von An t i - Id io typ -An t i -

k ö r p e r n bezügl ich dem somatot ropen Hor-

mon (Wachstumshormon) gewonnen  

Beispiel 6 

Es werden Konjuga te a u s A n t i - I d i o t y p - A n -

t i k ö r p e r f r a g e m e n t e n mit d e r Wirkung des 

Enzyms Arg inase h e r g e s t e l l t  Dazu wird 

als u r s p e z i f i s c h e T r ä g e r s u b s t a n z das Koh-

l e n h y d r a t Dex t r an mit einem Molekularge-

wicht k le ine r als 10 000 v e r w e n d e t  

In g le icher Weise können auch S e p h a d e x -

I o n e n a u s t a u s c h e r f ü r die Konjugat ion v e r -

wendet w e r d e n  

Beispiel 7 

Zur Konjugat ion kommen A n t i - I d i o t y p - A n -

t i k ö r p e r f r a g m e n t e mit Nukleot iden ode r Des-

ox inuk leo t iden , gegebenenfa l l s in Kombina-

tion mit Koh lenhydra t en u n d / o d e r Lipiden  

Beispiel 8 

Zur Konjugat ion kommen A n t i - I d i o t y p - A n -

t i k ö r p e r f r a g m e n t e mit Lipiden und Pep-

t iden als Fragmente von O r g a n e x t r a k t e n 

mit einem Molekulargewicht von 3000 Dal-

t o n , die nach DPA 3417022 7-44 gewon-

nen w u r d e n  
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Beispiel 9 

Es worden m e h r e r e A n t i - I d i o t y p - A n t i -

k ö r p e r bezügl ich e ines Idiotyp-Moleküls 

ode r d a r a u s gewonnene Fragmente mit an -

t ide te rminan ten Bezi rken ode r Konjuga te 

von d i e s e n , gegebenen fa l l s u n t e r Einbe-

z iehung e ines T r ä g e r s t o f f e s mit T r a c e r -

molekülen f ü r den immunologischen Nach-

weis e iner humoralen o d e r zel lulären Sen-

s ib i l i s i e rung kon jug i e r t ( v g l : Mark ie rung 

von P ro te inen : Hans A r t h u r Schulze in 

H  Friemel: Immunologische Arbe i t sme tho-

den : Gus tav F i scher Ver lag , S t u t t g a r t 

( 1984); R o d b a r d , D, , Weiß, G H : 

Mathematical t h e o r y of immunoradiometric 

( labeled a n t i b o d y ) a s s a y ; Anal  Biochem  

52, 10 (1973))  

Beispiel 10 

Als Ant igen zum Nachweis e ine r immuno-

logischen Sens ib i l i s i e rung gegenübe r T u -

mormarkern werden un t e r s ch i ed l i che 

biomimetrisch imi t ierende Fak to ren f ü r 

v e r s c h i e d e n a r t i g e Tumormarke r , z B  

CEA, F e r r i t i n , a -Fe top ro te in u a  aa g e -

misch t  



46 

Europäische Patentanmeldung 

V e r f a h r e n zur schonenden Ster i l isat ion von biologischen Wirksto f fen , insbesondere 

von Organgeweben für therapeut ische Zwecke gegenüber Mikroorganismen und V i r e n . 

EP N r : 84112944  8 

vom 07 10 80 

Pr io r i t ä t : 02  11 79 DE 2944278 

Zusammenfassung 

Das V e r f a h r e n dient zu r s c h o n e n d e n S t e r i -

l isation von biologischen Wirks toffen g e g e n -

ü b e r Mikroorganismen und Vi ren  Die S u b -

s t r a t e werden dabei im Vakuum Dämpfen 

von P e r s ä u r e n ode r von Mischungen von 

P e r s ä u r e n und den e n t s p r e c h e n d e n k o n -

z e n t r i e r t e n S ä u r e n a u s g e s e t z t  

Patentansprüche 

1  V e r f a h r e n zur s chonenden Ster i l i sa t ion 

von biologischen Wirks to f fen , i n s b e s o n d e r e 

von Organgeweben f ü r t h e r a p e u t i s c h e Zwek-

ke g e g e n ü b e r Mikroorganismen und Vi r en , 

die einem g e s t e u e r t e n chemischen A u f -

sch luß u n t e r V e r w e n d u n g von D ä m p f e n 

und chemischen Reagenzien u n t e r w o r f e n wer -

d e n , bei welchen man die pu lve r fö rmigen 

S u b s t r a t e mit dem den Aufsch luß b e w i r k e n -

den Reagenz , d e s s e n S i edepunk t bei atmo-

sphär i schem Druck ü b e r d e r Normaltempe-

r a t u r l i eg t , i n s b e s o n d e r e k o n z  Schwefe l -

s ä u r e , E s s i g s ä u r e , Ameisensäure o d e r Di-

äthylamin in einem a b g e s c h l o s s e n e n System 

zusammen, a b e r g e t r e n n t v o n e i n a n d e r , 

einem solchen Vakuum a u s s e t z t , welches 

die Ü b e r f ü h r u n g d e s a u f s c h l i e ß e n d e n Mit-

te ls in die dampfförmige Phase e rmögl ich t , 

u n d , nachdem d e r gewünsch t e Auf sch luß 

des S u b s t r a t e s e r r e i c h t i s t , das nicht v e r -

b r a u c h t e Reagenz wieder e n t f e r n t , wobei 

man i n s b e s o n d e r e von t i e f g e k ü h l t e n und 

p u l v e r i s i e r t e n Geweben a u s g e h t  u n d man 

das dampfförmige chemische Reagenz aus 

e iner vorbes t immten Menge d u r c h Ab-

s e n k e n des Vakuums zunächs t auf dem 

S u b s t r a t n i e d e r s c h l ä g t , u n d nach d e r ge -

w ü n s c h t e n E inwi rkung das ü b e r s c h ü s s i g e 

Reagenz d u r c h E r h ö h u n g des Vakuums 

wieder e n t f e r n t , d a d u r c h g e -

k e n n z e i c h n e t , daß man die S u b -

s t r a t e im Vakuum Dämpfen von P e r s ä u r e n 

ode r von Mischungen von P e r s ä u r e n und 

den e n t s p r e c h e n d e n k o n z e n t r i e r t e n Säu -

ren a u s s e t z t  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß die Säu redämp fe 

ein Mischungsve rhä l tn i s von 1 Teil P e r -

s ä u r e zu 1 - 4 Teilen d e s e n t s p r e c h e n d e n 

S ä u r e a n h y d r i d s au fwe i sen  

Der A n m e l d u n g s g e g e n s t a n d b e t r i f f t ein 

V e r f a h r e n zu r s chonenden Ster i l i sa t ion 

von biologischen Wi rks to f f en , i n sb e so n -

d e r e Organgeweben f ü r t h e r a p e u t i s c h e 

Zwecke gegen Mikroorganismen u n d gegen 

Viren , die einem g e s t e u e r t e n chemischen 

Aufsch luß u n t e r V e r w e n d u n g von Dämp-

fen und chemischen Reagenzien u n t e r -

worfen w e r d e n  Der An m e l d u n g sg e g e n -

s tand ist d u r c h d a s V e r f a h r e n nach An-

s p r u c h 1 g e k e n n z e i c h n e t  Der A n s p r u c h 

2 hat eine wei tere A u s g e s t a l t u n g d e s 

V e r f a h r e n s nach A n s p r u c h 1 zum Gegen-
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s t a n d  

Die Gewinnung s t e r i l e r Arzneimit tel aus 

biologischen Geweben , i n s b e s o n d e r e aus 

O r g a n g c w e b e n , s töß t auf Schwie r igke i t en , 

weil mit den übl ichen Des infek t ionsmi t te ln 

nicht ohne s t a r k e D e n a t u r i e r u n g u n d t h e -

r a p e u t i s c h e VV'irkungseinbußc absolu te 

Ster i l i tä t e r r e i c h t werden k a n n  Deshalb 

wu r d e n von d e r G e s u n d h e i t s b e h ö r d e f ü r 

die Her s t e l l ung solcher Arzneimittel be -

s o n d e r s e r s c h w e r e n d e Auf lagen gemacht , 

wie z B  Hal tung i so l i e r t e r T i e r h e r d e n u n d 

Aufzuch t u n t e r S t e r i l b e d i n g u n g e n  Diese 

Auf lagen f ü h r e n zu e ine r kaum t r a g b a r e n 

V e r t e u e r u n g d e r P r o d u k t e , ohne daß damit 

eine abso lu te Gewähr f ü r S te r i l i t ä t , i n s b e -

s o n d e r e gegen Vi ren , e r r e i c h t werden k ö n n t e  

Die Mi tve rwendung von Ant ibiot ika und 

bzw  oder Chemothe rapeu t ika , die imstande 

s i n d , Viren zu i n a k t i v i e r e n , ist h ingegen 

mit dem Risiko d e r A l l e rgen i s i e rung d e s 

Pa t ien ten b e h a f t e t  

Es konn te n u n in V e r s u c h e n mit O r g a n -

p u l v e r n aus v i r u s i n f i z i e r t e n H ü h n e r e m b r y -

onen nachgewiesen w e r d e n , daß mit einem 

modif iz ier ten V e r f a h r e n zum g e s t e u e r t e n 

chemischen Aufsch luß von O r g a n e n f ü r 

t h e r a p e u t i s c h e Zwecke, das im P a t e n t a n -

s p r u c h de f in i e r t i s t , S te r i l i tä t e r r e i c h t w i r d  

Das V e r f a h r e n zum g e s t e u e r t e n chemischen 

Aufsch luß von o r g a n i s c h e n S to f fen u n d 

biologischen Geweben f ü r t h e r a p e u t i s c h e 

Zwecke ist Gegens tand d e r DE-PS 1090821 

und b e t r i f f t , daß man die pu lve r fö rmigen 

S u b s t r a t e mit dem den Auf sch luß b e w i r k e n -

den R e a g e n z , d e s s e n S i edepunk t bei atmo-

sphär i schem Druck ü b e r d e r Normaltempe-

r a t u r l i eg t , i n s b e s o n d e r e k o n z  Schwefe l -

s ä u r e , E s s i g s ä u r e , Ameisensäure ode r 

Diäthylamin in einem a b g e s c h l o s s e n e n S y -

stem zusammen, ode r g e t r e n n t v o n e i n a n d e r , 

einem solchen Vakuum a u s s e t z t , welches die 

Ü b e r f ü h r u n g d e s au f sch l i eßenden Mittels in 

die dampfförmige Phase ermögl icht , u n d , 

nachdem d e r gewünsch te Auf sch luß des 

S u b s t r a t e s e r r e i c h t i s t , das nicht v e r -

b r a u c h t e Reagenz wieder e n t f e r n t , wobei 

man i n s b e s o n d e r e von t i e f g e k ü h l t e n und 

p u l v e r i s i e r t e n o r g a n i s c h e n Geweben a u s -

g e h t , u n d man d a s dampfförmige chemi-

sche Reagenz aus e iner vorbes t immten 

Menge d u r c h Ab senken d e s Vakuums zu-

n ä c h s t auf dem S u b s t r a t n i e d e r s c h l ä g t , 

und nach d e r g e w ü n s c h t e n E inwi rkung 

das ü b e r s c h ü s s i g e Reagenz d u r c h E r -

h ö h u n g d e s Vakuums wieder e n t f e r n t  

Das V e r f a h r e n w u r d e vorzugsweise da -

d u r c h mod i f i z i e r t , daß die S u b s t r a t e bei 

einem R e s t w a s s e r g e h a l t von 5 bis 30% ge -

g e n ü b e r einem Normalwassergehal t von 

60 b is 87% von F r i s c h g e w e b e n , d e r Ein-

w i r k u n g von Säuredämpfen im Vakuum 

a u s g e s e t z t w e r d e n , denen die e n t s p r e c h e n -

den P e r s ä u r e n , b e s o n d e r s Ameisensäure , 

E s s i g s ä u r e o d e r Schwefe l s äu re , in einem 

Mischungsve rhä l tn i s von 1 Teil P e r s ä u r e 

zu 1 b i s 4 'leilen d e s e n t s p r e c h e n d e n Säu-

r e a n h y d r i d s zugese t z t s i n d  Auch k ö n n e n 

Dämpfe von S ä u r e n ve rwende t w e r d e n , 

denen bei d e r H e r s t e l l u n g eine g e r i n g e r e 

Menge von W a s s e r s t o f f p e r o x y d zugese tz t 

w i rd , a ls z u r He r s t e l l ung d e r P e r s ä u r e 

e r f o r d e r l i c h wä re , z B  zu 10 Teilen 

e ine r 96%igen Amei sensäu re , 0 ,1 bis 0,8% 

von 30%igem W a s s e r s t o f f p e r o x y d zusam-

men mit 0,5% k o n z S c h w e f e l s ä u r e , a n s t a t t 

10 Teilen konz  Ameisensäure n u r 1 Teil 

W a s s e r s t o f f p e r o x y d , und zu 10 Teilen 

E s s i g s ä u r e a n h y d r i d n u r 0,5 bis 4 Teile 

f r i s c h e s 30%iges W a s s e r s t o f f p e r o x y d an -

s t a t t 5 Teile d e s s e l b e n  Der Vorteil d i e -

ses V e r f a h r e n s i s t , daß die "par t i e l l en" 

P e r s ä u r e n weniger a g g r e s s i v und b e s s e r 

m a n i p u l i e r b a r , d h  weniger explosiv 

s i n d  

Bei d e r B e d a m p f u n g des S u b s t r a t e s soll 
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die Menge d e r S ä u r e , die auf dem S u b s t r a t 

k o n d e n s i e r t , d e r E inwi rkung e iner 0 ,5 bis 

2'&gen P e r s ä u r e e n t s p r e c h e n  Der Konden-

s a t i o n s v o r g a n g k a n n , wenn e r f o r d e r l i c h , 

mehrmals wiederholt w e r d e n , indem man 

das Vakuum k u r z a b s e n k t , bevor man e r n e u t 

die Säu redämp fe e ins t römen u n d auf dem 

S u b s t r a t k o n d e n s i e r e n l äß t  Die E inwi rkung 

kann bei n icht b e g r e n z t e n Säuremengen 

einige Minuten , und bei S ä u r e m e n g e n , die 

auf die S u b s t r a t m e n g e abgest immt s i n d , b is 

zu m e h r e r e n S t u n d e n b e t r a g e n  

Der Nachweis d e r Ster i l i tä t d e s S u b s t r a t e s 

e r fo lg t d u r c h die b e k a n n t e n Methoden d e r 

Mikrobiologie und Virologie ü b e r die Züch-

t u n g d e r Viren in H ü h n e r e i e r n ode r in Zell-

k u l t u r e n  Der Nachweis d e r noch e r h a l t e n e n 

biologischen Wirkung d e r P r ä p a r a t e e r -

folgt d u r c h Bioassay an Ze l lku l turen (V  Paf -

fenholz und K  T h e u r e r : Einf luß von ma-

kromolekularen O r g a n s u b s t a n z e n auf mensch-

liche Zellen in v i t ro : Der K a s s e n a r z t , H 27 , 

Sep tember 1978 und H  19, Mai 1979, S  876 -

877) sowie d u r c h T i e r v e r s u c h e  

Das V e r f a h r e n f ü h r t zu ke inen toxisch wir -

k e n d e n P r o d u k t e n , wie z B  He te rozyk len , 

weil die e r h a l t e n e n B r u c h s t ü c k e wegen d e s 

f e h l e n d e n Wassers n icht mi te inander r e a g g r e -

g ie ren o d e r k o n j u g i e r e n  Die in geringem 

Ausmaße e n t s t e h e n d e n P e r o x y d e bewi rken 

in den S u b s t r a t e n bei d e r t h e r a p e u t i s c h e n 

A n w e n d u n g eine e r w ü n s c h t e Re i zwi rkung , 

ähnl ich wie bei d e r t h e r a p e u t i s c h e n Anwen-

d u n g von Ozon  Auch läßt sich bei diesem 

V e r f a h r e n die n icht zu r Reakt ion gekommene 

S ä u r e d u r c h E r h ö h u n g des Vakuums a b s a u -

g e n  Sonst kann a b e r auch eine Neut ra l i -

s i e r u n g d u r c h Einblasen von Alkal idämpfen, 

z B  von Merkaptoäthanol u n d e r n e u t e s Ab-

s a u g e n e r f o l g e n  Durch die gleichzei t ige 

R e d u k t i o n s w i r k u n g läßt s ich die O x y d a t i o n s -

w i r k u n g zum Teil wieder r ü c k g ä n g i g machen  

ännmnHnnir von Dämpfen von P e r s ä u r e n 

e r f o r d e r t s ä u r e r e s i s t e n t e K u n s t s t o f f -

sch läuche und - d i c h t u n g e n  Der Rezi-

pient f ü r die P e r s ä u r e k a n n zweckmä-

ßigerweise d u r c h einen Dreiwegehahn mit 

d e r Vakuumpumpe und a n d e r e r s e i t s dem 

Rezipienten f ü r d a s S u b s t r a t v e r b u n d e n 

w e r d e n , so daß man nach E r z e u g u n g 

des Vakuums im S u b s t r a t - R e z i p i e n t e n 

die Vakuumpumpen a b s p e r r e n und die 

Säuredämpfe e ins t römen lassen k a n n  

Es ist auch möglich, g e f r o r e n e s , n icht 

g e t r o c k n e t e s Gewebepu lve r , zunächs t 

b i s zum Er re ichen d e r gewünsch t en R e s t -

feuch t igke i t d u r c h G e f r i e r t r o c k n u n g ode r 

in Anwesenhei t h y g r o s k o p i s c h e r S to f fe 

bzw  von k o n z e n t r i e r t e r Schwefe l säu re 

v o r z u t r o c k n e n , bevor man den Ster i l i -

s a t i o n s v o r g a n g e in le i te t  T r o c k e n g e w e -

be mit e iner zu ge r ingen R e s t f e u c h t i g -

keit können d u r c h Einlei ten von Wasser-

dampf ode r A n f e u c h t e n vo rbehande l t we r -

d e n  

ü b e r die P e r e s s i g s ä u r e als Möglichkeit 

d e r "Kal ts ter i l i sa t ion ' ' be i d e r A u f b e r e i -

t u n g the rmosens ib l e r I n s t r u m e n t e haben 

K  Bansemir , H  Be l l inger , K  Disch und 

W  Käs tne r in "Hygiene und Medizin" 4 

(1979), 311 - 316 pub l i z i e r t  Dabei w u r d e 

d e r s t e r i l i s i e rende Ef fek t e ine r 1 - b i s 

2%igen Lösung auf P a p o v a - V i r e n , En te ro -

Vi ren , Poliomyelitis T y p I , als auch Cox-

sack ie -Vi ren T y p B III und Hepa t i t i s -B-

Vi ren , nachgewiesen  Auch wurde ü b e r 

toxikologische U n t e r s u c h u n g e n b e r i c h t e t  

Die Anwendung von S ä u r e l ö s u n g e n ist je-

doch nicht mit dem b e a n s p r u c h t e n Ver -

f a h r e n i den t i s ch , weil h i e r die A n w e n d u n g 

bei Raumtempera tu r in Form von S ä u r e -

dämpfen e r f o l g t , u n d beim T r o c k n u n g s -

v o r g a n g die n icht zu r Reakt ion gekomme-

ne S ä u r e wieder d u r c h Absaugen bese i -

t igt w i rd  Desgle ichen werden nach 

"Weyls: Handbuch d e r Hyg iene , Band VIII: 
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Die Des in fek t i on" , B a r t h , Leipzig 1922, 

S 983 - 987, P e r s ä u r e n n u r in f l ü s s i g e r 

Phase e i n g e s e t z t  

Beispiel 1 

Das Beispiel zeigt die I n a k t i v i e r u n g von 

New Cast le Disease Vi rus (NDV) in H ü h n e r -

foe ten u n d E ihäu ten  Diese werden nach 

de r Entnahme a u s in f i z ie r t en b e b r ü t e t e n 

H ü h n e r e i e r n in f lüssigem St icks tof f t i e f -

g e f r o r e n u n d p u l v e r i s i e r t  Das t i e fge -

f r o r e n e Pu lve r wird in d ü n n e r Schicht auf 

e iner Pe t r i scha le ver te i l t und in einem Ex-

s ikka to r ü b e r eine Schale mit k o n z e n t r i e r -

t e r Schwefe l säu re g e b r a c h t  Der Exs ikka to r 

s t e h t ü b e r einem Dre iwegehahn mit d e r 

Hochvakuumpumpe und einem D r u c k g e f ä ß , 

in dem sich 10 ml e ine r Mischung von 1 Teil 

P e r e s s i g s ä u r e mit 2 Teilen E s s i g s ä u r e b e -

f i n d e t , in V e r b i n d u n g  Es wird n u n zunächs t 

das E x s i k k a t o r g e f ä ß 2 S t u n d e n lang e v a k u -

i e r t , bis das g e f r o r e n e Pu lve r zu etwa 1/2 

bis 1/4 g e t r o c k n e t i s t  Dann wird die Vaku-

umpumpe d u r c h d a s Ventil abgekoppe l t und 

d e r Rezipient mit P e r s ä u r e m i s c h u n g zum 

Exs ikka to r g e ö f f n e t , so daß die S ä u r e v e r -

dampft und in den Exs ikka to r g e l a n g t  

Es h ä n g t vom Volumen des E x s i k k a t o r s ab , 

wieviel S ä u r e v e r d a m p f t  Gegebenenfa l l s 

muß wiederhol t das Vakuum im E x s i k k a t o r -

gefäß e r n e u e r t w e r d e n , damit die gesamte 

S ä u r e v e r d a m p f t  Die E inwi rkungsze i t be -

t r ä g t 30 Minuten  Danach wird bis z u r Voll-

t r ockenhe i t das Pu lver a b g e s a u g t  Es k a n n 

a b e r auch nach d e r S ä u r e e i n w i r k u n g d e r 

Rezipient f ü r S ä u r e d u r c h einen solchen 

mit Merkaptoäthanol e r s e t z t werden u n d d ie-

ses in g le icher Weise, wie v o r h e r die S ä u r e , 

auf d a s Gewebepulver zur E inwi rkung ge-

b r a c h t w e r d e n , b e v o r man den T r o c k n u n g s -

v o r g a n g d u r c h e r n e u t e s Absaugen b e e n d e t  

Auch k a n n ans te l le d e r T r o c k n u n g ü b e r d e r 

h y g r o s k o p i s c h e n konz  Schwefe l säu re 

die G e f r i e r t r o c k n u n g mittels e iner Kühl-

falle e r f o l g e n  Das gewonnene T r o c k e n -

p u l v e r erweis t sich d a n n bei d e r virolo-

g ischen Ü b e r p r ü f u n g als s t e r i l  

Beispiel 2 

Es soll v i r u s i n f i z i e r t e s T r o c k e n p u l v e r 

s t e r i l i s i e r t w e r d e n  Dazu b r i n g t man das 

T r o c k e n p u l v e r in e iner Schich td icke von 

0,5 bis 1 cm auf Pe t r i s cha l en , die in e inen 

Exs ikka to r g e b r a c h t w e r d e n  Dieser wird 

n u n evaku ie r t und dann Wasserdampf 

e inge le i t e t , d e r sich auf dem S u b s t r a t 

k o n d e n s i e r t u n d d ieses b e f e u c h t e t  Es 

wird n u n e r n e u t e v a k u i e r t und dann die 

Dämpfe e ine r S ä u r e m i s c h u n g aus 1 Teil 

Pe rame i sensäu re mit 2 Teilen 98%iger 

Ameisensäure e inge le i te t  Im wei te ren 

v e r f ä h r t man wie Beispiel 1  
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Europäische Patentanmeldung 

Herste l lung von A r z n e i - und Diätmittel aus Mi lch, Sahne oder B u t t e r f e t t und deren 

V e r w e n d u n g 

EP Nr  : 84111391 3 

vom 25 09 1984 

Pr io r i t ä t : 11 04 84 DE 3413541 

13 09 84 DE 3433609 

Zusammenfassung 

Eet tmikronen aus Milch o d e r S a h n e , wie 

auch B u t t e r u n t e r E inbez iehung von be -

k a n n t e n Fak toren von küns t l i c he n u n d 

bzw  ode r Zellmembranen und bzw  ode r 

Tracer -Molekülen zu Ta rge t -Ze l l en und 

bzw  ode r l ipidlösliche Pharmaka werden 

zur He r s t e l l ung von Liposomen oder Mem-

b r a n f r a g m e n t e n mit i n k o r p o r i e r t e n Pharma-

ka als Diä t - ode r Arzneimit te l v e r w e n d e t , 

wobei in d e r ä u ß e r e n , wäßr igen Phase d e r 

Doppelemulsion a n d e r s a r t i g e r Arzneimit-

tel als in den Liposomen bzw  Liposomen-

membranen en tha l t en sein können u n d die 

Milchproteine bzw  - s a c c h a r i d e d u r c h Arz -

neimi t te l lösungen e r g ä n z t ode r e r s e t z t 

w e r d e n  

Patentansprüche 

1  Hers t e l lung von Arzne i - und Diätmittel 

aus Milch  Sahne ode r B u t t e r f e t t d u r c h Ho-

mogenis ieren bzw  B e h a n d l u n g mit Ul t ra -

schal l , d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß vor 

dem Homogenisieren biologisch wirksame 

Fak to ren aus Mikroorganismen, Pf lanzen 

ode r xenogenen Organgeweben in Form von 

Pro te inen und bzw  ode r Nuk le in säu ren und 

bzw  o d e r d e r e n Un te re inhe i t en und Be-

s tandte i le ( P e p t i d e , Nukleot ide , Nukleo-

annh a n d e r s a r t i g e , wasser lös l iche 

Pharmaka , einzeln ode r in Mischung als 

E r g ä n z u n g ode r Ersa tz d e r Milcheiweiße 

und bzw  ode r - s a c c h a r i d e d e r wäßr igen 

Phase zugese tz t und in Liposome aus Ee t t -

mikronen i nko rp o r i e r t w e r d e n , wobei die 

ä u ß e r e wäßr ige Phase d u r c h a n d e r s a r -

t ige Arzneimi t te l lösungen als im I n n e r e n 

de r Liposomen e r s e t z t und d e r Liposomen-

membran T r a c e r - S u b s t a n z e n mit Zel l t ro-

pismus zu Ta rge t -Ze l l en ode r l ipidlösliche 

Pharmaka konva len t ode r a d s o r p t i v a n g e -

koppel t ode r e inge lage r t sein können 

u n d solche Liposomenmembranen auch zu 

e iner Lipid- in-Wasser-Emuls ion mit zu -

sä tz l ichen Arzneimit te ln in d e r wäßr igen 

Phase ve rwende t w e r d e n  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1, 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß Milch- ode r 

B u t t e r f e t t zusammen mit b e k a n n t e n Mem-

b r a n f a k t o r e n , i n s b e s o n d e r e Phosphol ip i -

den u n d Choles te r in zu Liposomen oder 

Membranf ragmenten v e r a r b e i t e t w e r d e n  

3  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 und 2, 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß i n d e r ä u -

ßeren wäßr igen Phase Antibiot ika ode r an -

timikrobielle bzw  - v i r a l e Chemothe rapeu -

t ika u n d in den Liposomen ze l l r epa ra t ive 

und -membrans t ab i l i s i e r ende Pharmaka 

ve rwende t w e r d e n  

4  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 bis 3, 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß lösliche 

Al lergene einzeln ode r als Mischung in 
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die Liposome inko rp o r i e r t w e r d e n  

Beschreibung 

Das V e r f a h r e n b e t r i f f t die Her s t e l l ung von 

Arzne i - und Diätmittel aus Milch, Sahne ode r 

B u t t e r f e t t mit biologischen Wirkfak toren aus 

Mikroorganismen, Pf lanzen ode r xenogenen 

Organgeweben in Form von Prote inen und 

bzw  ode r d e r e n Unte re inhe i ten und Be-

s tand te i l e wie Pep t ide , Nukleot ide , Nukleo-

s ide , wie auch a n d e r s a r t i g e n , wasser lös l i -

chen Pha rmaka , einzeln ode r in Mischung 

zur E r g ä n z u n g ode r zum Ersa t z d e r Milch-

eiweiße bzw  - s a c c h a r i d e  Die biologischen 

Wirkfak toren und bzw  ode r Arzneimit tel 

werden d u r c h Homogenisieren ode r Einwir -

k u n g von Ultraschal l in Liposomen a u s Milch-

o d e r B u t t e r f e t t i n k o r p o r i e r t  

Speziell f ü r die Gewinnung von Arzneimi t -

te ln wird das V e r f a h r e n wei te r a u s g e s t a l -

te t d u r c h die V e r w e n d u n g von Lipiden aus 

Milch, Sahne ode r B u t t e r , zusammen mit 

Choles te r in u n d Phosphol ip iden bzw  Fak-

to ren von Zellmembranen wie sie b i s h e r z u r 

Gewinnung von Liposomen und k ü n s t l i c h e n 

Membranen ve rwende t w e r d e n  Dabei k ö n n e n 

zusä tz l iche Fak to ren mit einem Trop i smus 

zu Ta rge t -Ze l l en als Tracer -Moleküle ( v g l  

T h e u r e r : DP 2650502 und DP 3339907 7) 

sowie l ipidlösliche Arzneimit tel in die Lipo-

somenmembran e ingebau t o d e r an d iese kova -

lent ode r a d s o r p t i v g e b u n d e n w e r d e n  Kohlen-

h y d r a t e u n d Pro te ine d e r Milch ode r Sahne 

können mit b e k a n n t e n Methoden bese i t ig t 

und e iner a n d e r s a r t i g e n V e r w e n d u n g z u g e -

f ü h r t w e r d e n  

Liposomen sind k le ins te Fe t t b l ä schen mit 

wäßrigem Inhalt im Zen t rum  Diese e n t -

s t ehen d u r c h Homogenis ierung o d e r Ul t ra-

scha l le inwirkung aus Fe t tmikroncn  Die 

H e r s t e l l u n g s v e r f a h r e n s ind b e k a n n t , z B  

Heydon u n d Tay lo r : J  T h e o r e t  Biol  4  

281 ( 1963): Müller, F u d i n , T i t i en , West-

co t t : N a t u r e 194, 979 (1962); Gregor ia -

d e s : Feds L e t t e r s 36, 3 (1973); Bangham: 

P r o g r  Biophys  Mol  Biol  18, 19 (1968) 

und Rahmann, Rosentha l u n d C e r n y ; 

Science 180, 300 (1973): J  Lab  Klin  

Med  83, 640 ( 1974); P roceed ings of So-

cie ty for exper imenta l Biology and Medi-

cine 146, 1173 - 1176 (1974) 

Bei T h e u r e r , K E : DP 2650502 vom 

04 11 1976 und Zusa t zpa t en t DP 3339907 7 

werden Enzyme, ze l l spezi f i sche Immunglo-

bul ine o d e r spez i f i s che F a k t o r e n , die den 

Ta rge t -Ze l l en e n t s p r e c h e n aus Zell- und 

Gewebeex t r ak t en bzw  d a r a u s i so l ier ten 

Membranen an die Liposomenmenbran 

bzw  an Membranbes tandte i le chemisch 

kovalent ode r ad so rp t i v g e b u n d e n , um 

einen Zel l t ropismus mit v e r b e s s e r t e r Ad-

sorp t ion zu e r r e i c h e n  

Liposome w u r d e n als T r ä g e r f ü r die v e r -

s ch i edens t en Arzneimit te l , Enzyme, Ei-

we iß lösungen , wie auch zum T r a n s p o r t 

von Nuk le in säu ren und d e r e n Un te re in -

he i ten g e b r a u c h t (vg l  T i b s , S e p t  1976, 

S  203 ff u n d Febs L e t t e r s , F e b r  1976) 

Die V e r w e n d u n g von Milch u n d Sahne mit 

z B  30 - 50% Fe t tan te i l , in V e r b i n d u n g 

mit zugesetz tem löslichcn Eiweiß , und 

bzw  ode r Nuk le insäu ren und bzw  ode r 

d e r e n Unte re inhe i t en und wäßr ige Be-

s tand te i l e in wäßr igen Lösungen ist b i s -

h e r n icht e r f o l g t , obwohl Milch zum Zwek-

ke d e r Ha l tba rmachung u n d Konserv ie -

r u n g ohne Zusä tze seit langem homogeni-

s ie r t wird (H-Milch als Vollmilch ode r Ma-

germi lch)  Auch die e r f i n d u n g s g e m ä ß e n 

P r o d u k t e s ind bei V e r w e n d u n g s t e r i l e r 

Ausgangsmate r ia l i en gut h a l t b a r  

Es werden f r i s c h e ode r k o n s e r v i e r t e bio-

logische Wirkfaktoren i n k o r p o r i e r t  Aus 

Mikroorganismen können Vaccine o d e r 

s t e r i l e Auto lysa te aus Kul tu ren aus p h y -
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s iologischen B a k t e r i e n a r t e n , wie z B  

Escher ich ia Coli, S t r ep tococcus faeca l i s , 

Lactobacter ium bifidum u a  ve rwende t wer -

d e n , ebenso S t o f f w e c h s e l p r o d u k t e von 

Mi lchsäureb i ldnern  Auch aus Viren k ö n -

nen nicht infekt iöse Bes t and te i l e , wie z B  

isol ier te Eiweißanteile o d e r Nukleot ide v e r -

wendet w e r d e n  Als pf lanzl iche Wirkfakto-

ren k ö n n e n solche aus P f l a n z e n p r e ß s ä f t e n 

u n d allgemein lösliche u n d h a l t b a r e P h y t o -

t h e r a p e u t i k a ve rwende t w e r d e n  

Fak to ren aus Organgeweben mit Zel l t ropis-

mus ermöglichen eine Vehike l funk t ion zu 

k o r r e s p o n d i e r e n d e n Geweben, wenn sie in 

die Lipidmembran e ingebau t w e r d e n  Sonst 

k ö n n e n a b e r die b e a n s p r u c h t e n Wirkfakto-

r e n aus u n t e r s c h i e d l i c h e n O r g a n a r t e n e in -

zeln o d e r als Mischungen ü b e r die Lipo-

some z u r Wirkung geb rach t w e r d e n  Es 

hande l t s ich bei den Wirkfaktoren um Bio-

logical Response Modifiers (vg l  P o r c h e r I I : 

Med  Klin  77, Nr  6, 10 - 12 (1982) sowie 

T h e u r e r , K E : Pharmakologie: Einglie-

d e r u n g d e r Therap ie mit makromolekula-

r en O r g a n e x t r a k t e n in die moderne Pharma-

kologie: Der Kassena rz t 21, 12 (1981), sowie 

A k t i v i e r u n g von S e l b s t h e i l u n g s v o r g ä n g e n -

Hygiogenese d u r c h O r g a n o - und Immuno-

t h e r a p i e : Der p r a k t  T i e r a r z t , II  6 und 7 

(1982))  Es b e s t e h t die Möglichkeit d e r v e r -

s c h i e d e n a r t i g s t e n Kombination von Fakto-

r e n , auch als Mischung von Mikroorganis -

men u n d pf lanz l ichen Bes tand te i l en und 

O r g a n f a k t o r e n  

Die Zusa t z s to f f e können als wäßr ige Lösun-

gen zur Milch ode r Sahne zugese t z t w e r d e n  

Auch ist es möglich, T r o c k e n p r o d u k t e zu 

v e r w e n d e n  Die Lösungen d e r s e l b e n e r fo lg t 

zweckmäßig mit Milch, wie z B  die So l -P rä -

p a r a t e von Rev i to rgan  Die Konzen t ra t ionen 

d e r Zusätze l iegen im mg- bis p g - B e r e i c h  

Normalerweise werden Mengen z u g e s e t z t , die 

T<r<~>n7onti"ntinri im F e r t i g p r o d u k t von Mg 

bis ng ermögl ichen  

Es können alle Ar t en von wasser lös l ichen 

und nicht l ipidlösl ichen Pharmaka in die 

Liposome i n k o r p o r i e r t w e r d e n , i n sb e so n -

d e r e Hormone, Vitamine, Spurene lemen te 

wie auch chemische Pharmaka d e r v e r -

s c h i e d e n s t e n A r t  Lipidlösliche Pharma-

ka lassen sich zusä tz l ich zu T r a c e r - S u b -

s t anzen d e r Lipid-Kombination f ü r die 

Liposomenmembran v e r w e n d e n  Der An-

teil von Milch- ode r B u t t e r f e t t b e t r ä g t 

bis zu 40%; die Menge d e r Arzneimit tel 

b is zu 10% d e r Lip idmischung  Die jeweils 

optimale Methode ist sowohl von d e r Art 

d e r Liposomenmembran, wie auch von d e r 

jeweils in die Membran zu i n k o r p o r i e r e n -

den o d e r anzukoppe lnden S u b s t a n z ab -

h ä n g i g  Fragmente von Liposomenmem-

b r a n e n werden in wäßr igen Arzneimi t te l -

lösungen emulg ie r t  Die Applikat ion k a n n 

sowohl lokal als auch sys temisch e r f o l g e n  

Die wäßr ige Phase d e r Milch, Sahne o d e r 

B u t t e r k a n n d u r c h wäßr ige Arzneimit te l -

lösungen e r g ä n z t o d e r a u s g e t a u s c h t wer -

d e n  Auch lassen sich in d e r ä u ß e r e n , 

wäßr igen Phase a n d e r s a r t i g e Arzneimit te l 

v e r w e n d e n , als d i e j en igen , die in den Lipo-

somen i n k o r p o r i e r t s i n d  Es muß d a n n nach 

Hers t e l lung d e r Liposomen die Arzneimit -

t e l lösung , die bei d e r He r s t e l l ung d e r 

Liposomen ve rwende t w u r d e , gegen eine 

a n d e r e a u s g e t a u s c h t w e r d e n  In den Li-

posomen und Membranf ragmenten se lbs t 

können dann zusätz l ich noch a n d e r e P h a r -

maka neben den T r a c e r s t o f f e n Verwen-

d u n g f i nden  Es gibt desha lb v e r s c h i e -

dena r t i ge Kombinat ionsmöglichkei ten  Bei 

ch ron i schen E r k r a n k u n g e n des Darmka-

nals (Colitis u l ce rosa , Morbus C r o h n ) 

sowie dem in tes t ina len S t r ah l ensynd rom 

werden bei P r ä p a r a t e n f ü r die ora le Appli-

kat ion in d e r ä u ß e r e n wäßr igen Phase 

nicht ode r schlecht r e s o r b i e r b a r e , lös-
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liehe an t i in fek t iöse S to f fe wie z B  Salazo-

p y r i n und in d e r i nne ren Phase d e r Lipo-

somen Pept ide aus Darmschle imhaut , Leber 

und T h y m u s gegebenenfa l l s zusammen mit 

Glukokor t ikoiden und in den Liposomen-

membranen zy to t rope Fak to ren a u s Darm-

schleimhaut o d e r A n t i k ö r p e r bzw  Ant ikö r -

p e r f r a g m e n t e auch aus geklonten An t ikö r -

p e r n , die o rganspez i f i s ch gegen Darmschleim-

hau t ge r i ch t e t s i n d , v e r w e n d e t  Als t h e r a -

p e u t i s c h e r Faktor lassen sich in d e r Lipo-

somenmembran zusä tz l ich Lipide aus Zell-

membranen analog d e r g e s c h ä d i g t e n Gewebe-

a r t wie auch lipidlösliche Pharmaka e i n s e t -

zen  Zur S tab i l i s i e rung d e r Emulsion b e s o n -

d e r s aus Lip idmembranen , s i n d , wie auch 

von Liposomen-Suspens ionen allgemein be -

k a n n t e Emulgatoren gee igne t  

Beispiel 1 

Es soll ein D i ä t - P r ä p a r a t f ü r Magen-Darm-

S t ö r u n g e n aus Vollmilch he rges t e l l t w e r d e n  

Dazu wird eine Organkombina t ion , e n t s p r e -

chend den zy toplasmat i schen O r g a n - P r ä p a -

ra ten d e r Firma v i tOrgan Arzneimit te l GmbH, 

D-7302 O s t f i l d e r n - R u i t , v e r w e n d e t  Dieses 

P r ä p a r a t ist auf 15 mg vol l - lös l icher T r o k -

k e n s u b s t a n z e inges te l l t und en thä l t Fak to-

ren mit Molekulargewicht zwischen 1000 und 

1 Million e iner Mischung von Pro te inen u n d 

Nukle insäuren sowie d e r e n Un te r e inhe i t en  

Es werden davon 10 mg in 10 1 Milch ge lös t , 

so daß die Endkonzen t r a t i on 1 ug p ro ml 
— 6 

(10 ) b e t r ä g t  Anschl ießend wird die 

Milch mit e ine r Scha l l -Le i s tung von 120 -

240 W bei e iner B e t r i e b s f r e q u e n z von 35 kHz 

während e iner ha lben S t u n d e beschal l t und 

danach in üb l icher Weise f ü r d e n V e r b r a u c h 

in gee igne ten Mengen a b g e f ü l l t  

Beispiel 2 

Hers t e l lung von P r ä p a r a t e n aus Mikroorga-

nismen  Hier we rden nicht in fek t iöse 

E x t r a k t e aus Bak te r ien und bzw  oder 

Vi ren , in g le icher Weise wie in Beispiel 1, 

v e r a r b e i t e t  Auch ist eine Kombination 

mit O r g a n e x t r a k t e n möglich  Die Endkon-

zen t r a t i on d e r E x t r a k t e aus Mikroorga-

nismen liegt im p g - B e r e i c h p ro ml  Es 

müssen desha lb zu 10 1 Milch 10 ng Wirk-

s toff zugese t z t w e r d e n  

Beispiel 3 

P h y t o t h e r a p e u t i s c h e Fak to ren werden in 

g le icher Art wie in Beispiel 1 und 2 - a u f -

g r u n d pharmakolog i scher E r k e n n t n i s s e -

einzeln o d e r in Kombination mit Mikroor-

ganismen oder O r g a n f a k t o r e n v e r w e n d e t  

Beispiel 4 

Es soll ein r o b o r i e r e n d e s D i ä t - P r ä p a r a t 

aus Sahne he rges t e l l t we rden  Dazu wird 

e ine O r g a n m i s c h u n g wie in R e v i t o r g a n ^ 

NeyGeront , in g le icher Weise wie in 

Beispiel 1, v e r w e n d e t  

Beispiel 5 

Es soll ein P r ä p a r a t zu r S t imul ie rung des 

Sympa th iko tonus mit ka t abo l i s i e r ende r 

Wirkung a u s Vollmilch he rges t e l l t w e r d e n  

Hierzu wird eine Organkombina t ion , wie 

in NeyDop R ( R e v i t o r g a n ^ Nr  97), in 
- 9 

e iner Endkonzen t r a t i on von 10 v e r w e n -

d e t  Zusätzl ich können E inze lo rganex-

t r a k t e , wie z B  Thyreog lobu l in aus 

S c h i l d d r ü s e , mit v e r w e n d e t w e r d e n  
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Beispiel 6 

Es soll ein Arzneimit tel zu r P rophy laxe d e r 

Pollenallergie u n t e r V e r w e n d u n g von But -

t e r he rges t e l l t w e r d e n  Dazu wird f r i s c h e 

ode r g e f r o r e n e B u t t e r zusammen mit Ei-

ode r Sojalecithin u n d Choles te r in im Ver -

hä l tn i s 3 :5 :2 Teile als Mischung d u r c h E r -

wärmen beim Schme lzpunk t , möglichst u n -

t e r Aussch luß von S a u e r s t o f f , g e g e b e n e n -

falls d u r c h Abdecken d e r Schmelze mit 

chemisch i n e r t e n Gasen und u n t e r Druck 

von ü b e r 1 Atmosphäre d u r c h eine Düse 

in eine wäßr ige Arzneimit te l lösung v e r -

s p r ü h t , so daß sich eine Emulsion aus F e t t -

t r ö p f c h e n u n d Liposomen b i lde t  

Dem Lipidgemisch kann ein Ex t r ak t a u s 

P ro t e inen , Pep t i de n , Nukleot iden ode r 

Lipiden a u s Schlcimhautzel len und bzw  

ode r aus lymphat i schen Zellen und Makro-

phagen in d e r Endkonzen t r a t i on bis zu 

1% d e r L ip idbes tand te i l e zugese t z t w e r d e n  

Als Arzne i lösung wird die wäßr ige Lösung 

e ines Gemisches v e r s c h i e d e n e r Pol lenant i -

g e n e , die zu r Allergie f ü h r e n k ö n n e n , ge -

gebenenfa l l s mit Zusatz von Theophyl l in 

(1 ,3 -Dime thy lxan th in ) in e ine r K o n z e n t r a -

tion b is zu 0 ,2 g/ml Lösungsmit te l u n d bzw  

ode r Diphenylmethy lp iperaz in ( l - ( 3 - ( 4 - D i -

p h e n y l m e t h y l ) - l - P e p e r a z i n y l ) - p r o p h y l ) - l , 3-

d ihydro -2H-benz imidazo l -2 -on) in e ine r 

Konzen t ra t ion b is zu 30 mg/ml L ö s u n g s -

mit te l , b e n u t z t  Zur wei te ren Ausb i ldung 

von Liposomen wird die Emulsion bzw  S u s -

pens ion d e r E inwi rkung von Ultrasehal l 

be i e iner Le i s tung von 100 - 200 W u n d 

e ine r B e t r i e b s f r e q u e n z von 35 kHz wäh-

r e n d 15 Minuten a u s g e s e t z t  Die ä u ß e r e 

wäßr ige Phase d e r Al le rgen- bzw  Arzne i -

mi t te l lösung wird d u r c h b e k a n n t e Methoden 

d e r Molekularf i l t ra t ion bzw  - z e n t r i f u g a t i o n 

bei Spülen d e r Liposomenfrakt ion mit i so-

t n n e r nhvs io loe i sche r Lösung e n t f e r n t u n d 

g-egebenenfalls e r n e u t v e r w e n d e t  Dem 

Suspens ionsmi t te l d e r Liposome wird eine 

Mischung aus wasser lös l ichen O r g a n e x -

t r a k t e n aus Nebenn ie r e , foetalem Thymus 

und foeta ler Plazenta vom Rind in e iner 

Endkonzen t r a t i on von ng /ml Lösungsmi t -

tel z u g e s e t z t  Die Applikat ion des P räpa -

r a t e s kann in Form eines Aerosols d u r c h 

Inhala t ion ode r oral e r f o l g e n  

Beispiel 7 

Frischmilch wird von Eiweiß und Sacchar i -

den d u r c h b e k a n n t e Methoden (E lek t ro -

p h o r e s e , Dia lyse , F lüss igke i t schromato-

g r a p h i s c h e V e r f a h r e n , Aussa lzen mit Am-

moniumsulfat , Ausfä l len mit T r i c h l o r e s s i g -

s ä u r e ode r Abrahmen) b e f r e i t u n d die 

wäßr ige Lösung d u r c h eine Arzne i lö sung , 

in welcher die Fe t tbe s t and te i l e r e s u s p e n -

d ie r t ode r -emulg ie r t w e r d e n , e r s e t z t  

Durch Homogenisieren ode r Ul t raschal le in-

w i r k u n g werden aus den Fe t tmikronen Li-

posome h e r g e s t e l l t , in denen die Arzne i -

lösung i nko rp o r i e r t i s t  D u r c h Fil t rat ion 

bei Übers t römtechn ik wird das S u s p e n -

sionsmittel gegen eine a n d e r e Art von 

wäßr ige r Arzneimi t te l lösung a u s g e t a u s c h t , 

zum Beispiel d u r c h die Lösung e iner n i c h t 

r e s o r b i e r b a r e n b a k t e r i o s t a t i s c h ode r b a k -

ter iozid wi rkenden S u b s t a n z  

Beispiel 8 

Es w e r d e n Frischmilch o d e r - s a h n e eine 

Arzne imi t te l lösung , z B  von Insu l in , von 

Wachstumshormonen, von Somatot ropin , 

von Cor t i son , von einem l l e rzg lykos id 

ode r von i rgendeinem a n d e r e n Arzneimit -

tel in gee igne te r Menge u n d Konzent ra t ion 

z u g e s e t z t , b evo r Liposome d u r c h Homoge-

n is ie ren he rges t e l l t w e r d e n  Die wäßr ige 

Lösung d e r ä u ß e r e n Phase k a n n d u r c h 
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physio logische Lösungen v e r d ü n n t ode r a b e r 

zu e r n e u t e r V e r w e n d u n g wie in Beispiel 2 

gegen eine a n d e r s a r t i g e Arzneimi t te l lösung 

bzw  phys io logische Lösung a u s g e t a u s c h t 

we rden  Nach I n k o r p o r i e r u n g in Liposome 

können die Arzneimi t te lzusä tze auch d u r c h 

Gegens to f fe inak t iv ie r t sowie ausgefä l l t o d e r 

bese i t ig t w e r d e n  

Beispiel 9 

Die in DP 3413541  3 a n g e f ü h r t e n Beispiele 1-5 

d ienen bei A n w e n d u n g von mehr als lOfach 

h ö h e r e n Konzen t ra t ionen und Dos ie rungen 

d e r z u g e s e t z t e n Wirkstoffe zu r He r s t e l l ung 

von Arzneimi t te ln  
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Europäische Patentanmeldung 

T r ä g e r - und Eeglei tstof fe für biologische Wi rk - und Regulat ionsfaktoren aus Zellen 

und Geweben und deren A n w e n d u n g . 

EP Nr  : 84105554 4 

vom 16 05 1984 

P r io r i t ä t : 09 05 84 DE 3417022 

Zusammenfassung 

Die Ef fek t iv i t ä t d e r Anwendung von p f l a n z -

lichen und t i e r i schen Wirks tof fen - i n sb e so n -

d e r e Hormonen, R e g u l a t i o n s f a k t o r e n , Ü b e r -

t r ä g e r s t o f f e n , Enzymen, ebenso von Vita-

minen und Spurene lementen - wird v e r b e s -

s e r t , indem diese an Po lypep t ide , Pept ide 

und bzw  ode r Nukleot ide als T r ä g e r - u n d 

Begle i t s to f fe g e b u n d e n w e r d e n , die man aus 

mikrobiel len, pf lanz l ichen u n d bzw  oder 

t i e r i s chen Makromolekülen d u r c h chemische 

Hydro lyse ode r enzymat i schen Abbau ge-

winn t  Die Alka l i s ie rung d e r be ladenen 

T r ä g e r - und Begle i t s to f fe - u n t e r Mi tver -

w e n d u n g von Spurene lemen ten und mögli-

cherweise von o b e r f l ä c h e n a k t i v e n S u b s t a n -

zen - wirkt Umwel tsehädigungen d e r Flora 

e n t g e g e n  Dabei können auch e n e r g i e ü b e r -

t r a g e n d e Systeme mi tverwende t w e r d e n  

Das "Waldsterben ' ' infolge Adap ta t i ons -

schwier igke i ten an Umwel t sve rände rungen 

ist ein b e v o r z u g t e s A n w e n d u n g s g e b i e t , 

ebenso a b e r auch die V e r b e s s e r u n g d e r 

A u s n u t z u n g und V e r w e r t u n g von F u t t e r -

mitteln und d e r Res is tenz gegen In fek t ionen 

u n d S t r e s s in d e r Aufzuch t von Nu tz t i e r en 

und die P rophy laxe und T h e r a p i e von Schä -

den d u r c h ionis ierende S t r ah l en und zy to -

toxische S u b s t a n z e n  Die Wirksamkeit von 

Arzneimit teln d e r Human- und V e t e r i n ä r -

medizin wird v e r b e s s e r t und p r o t r a h i e r t  

In d e r Bakter iologie werden die P r ä p a r a t e 

zu r S t imul ie rung d e s Wachstums von Mi-

kroorgan ismen u n d in d e r Gewebezüch-

t u n g zu r V e r b e s s e r u n g des Angehens von 

Zel lkul turen sowie zur E r h a l t u n g d e r Spe-

zifi tät u n d d e r Zel l te i lungskapazi tä t den 

Nährmedien z u g e s e t z t  

Patentansprüche 

1  T r ä g e r - und Begle i t s to f fe f ü r biolo-

g ische Regu la t i ons fak to ren und Pharmaka , 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß hoch - und 

makromolekulare Bes tand te i l e aus biolo-

g i schen Zellen (Mikroorganismen und 

bzw  ode r t i e r i s chen ode r pf lanz l ichen 

Geweben) sowie B lu t , i n s b e s o n d e r e nicht 

lösliche R ü c k s t ä n d e aus E x t r a k t e n d u r c h 

chemische u n d bzw  o d e r enzymat i sche 

Spa l tung und Bese i t i gung von Lipiden, 

Zellulose und Po lysacchar iden in Polypep-

t ide , Pept ide und Nukleot ide mit einem 

Molekulargewicht von 500 b is 50 000 Dal-

ton f r agmen t i e r t und diese einzeln nach 

S t o f f g r u p p e n o d e r als Mischung , je nach 

Ind ika t ion , mit biologischen Wirks to f fen , 

i n s b e s o n d e r e R e g u l a t i o n s f a k t o r e n aus 

Zellen u n d Geweben, wie auch a n d e r e n 

Pha rmaka , einzeln o d e r in Kombination 

kon jug i e r t und das pH d u r c h P u f f e r s u b -

s t anzen ode r a lka l i s ie renden Salzen auf 

7 ,1 b i s 7 ,8 e inges te l l t w e r d e n  

2  V e r w e n d u n g von Polypept iden u n d Pep -

t iden nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h g e k e n n -
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ze ichne t , daß diese fo lgende Aminosäuren 

e n t h a l t e n : Alanin , A s p a r a g i n s ä u r e , Glu ta -

m i n s ä u r e , Pheny la lan in , T h y r o s i n , T r y p t o -

p h a n , O r n i t h i n , Lys in , C y s t e i n , C y s t i n , 

Methionin  

3  B e v o r z u g t e biologische Wirk- u n d Re-

g u l a t i o n s f a k t o r e n sowie Pharmaka zu r 

Konjugat ion an die T r ä g e r - u n d Beg le i t -

s t o f f e , gekennze ichne t d u r c h die Ve rwen-

d u n g von O r g a n - und P f l a n z e n e x t r a k t e n , 

p f lanz l ichen u n d t i e r i s c h e n Hormonen, i n s -

b e s o n d e r e Wachs tums- , S to f fwechse l - u n d 

Gewebehormonen, Ant ihormonen , Ü b e r t r ä -

g e r s t o f f e n , z B  N e u r o t r a n s m i t t e r , Biolo-

gical Response Modif iers , Abwehrs t imula-

to r en , P a r a m u n i t ä t s i n d u c e r n , Redox- u n d 

E n e r g i e ü b e r t r ä g e r s y s t e m e n , z B  NAD, 

NADP u n d A T P , Enzymen , Ant ienzymen , 

Vitaminen, Chemothe rapeu t ika e insch l i eß -

lich zy tos t a t i s chen u n d zy to tox i schen S u b -

s t a n z e n , o b e r f l ä c h e n a k t i v e n S u b s t a n z e n , 

P u f f e r s u b s t a n z e n u n d gegebenen fa l l s Bi-

k a r b o n a t e , - P h o s p h a t e o d e r - Z i t r a t e von 

Natr ium, Kalium, Magnesium, Mangan, 

Aluminium, Spurene l emen te u a  

4  V e r w e n d u n g d e r P r äp a r a t i o n e n nach An-

s p r u c h 1 - 3 gegen Umweltschäden von 

Bäumen u n d Pf lanzen in Form von T r o c k e n -

p u l v e r n o d e r wäßr igen Lösungen  

5  V e r w e n d u n g d e r P r äp a r a t i o n e n z u r V e r -

b e s s e r u n g d e r F u t t e r v e r w e r t u n g und d e r 

Gewichtszunahme von N u t z t i e r e n  

6  V e r w e n d u n g d e r P r äp a r a t i o n e n z u r P r o -

phylaxe und T h e r a p i e von Schäden d u r c h 

ionis ie rende S t rah len u n d zy to tox i sche S u b -

s t a n z e n  

7  V e r w e n d u n g d e r P r äp a r a t i o n e n im N ä h r -

medium von B a k t e r i e n - , Zell- u n d Gewebe -

k u l t u r e n  

Beschreibung 

A u f g r u n d des V o r u r t e i l s , daß Beg le i t s to f fe 

sich nachte i l ig auswi rken k ö n n t e n , b e -

s t eh t in d e r Pharmakologie die Tendenz 

zur Monotherapie mit i so l ier ten Wirk-

f a k t o r e n  Die exper imente l le Empirie 

zeigt jedoch eine h ö h e r e Ef fek t iv i tä t von 

na tü r l i chen mul t i faktor ie l len Wirks tof f -

gemischen als von iso l ier ten Einze l fak to-

ren (vg l  K E  T h e u r e r : Pharmakologie : 

E ing l i ede rung d e r Therap ie mit makromo-

leku la ren O r g a n e x t r a k t e n in die moderne 

Pharmakologie: Der Kassena rz t 21, 12 

( 1 9 8 1 ) ) U n v e r ä n d e r t e N a t u r s t o f f e müs-

sen dabei vom Empfänge ro rgan i smus zum 

g r o ß e n Teil in Un te re inhe i t en und - B e -

s t and te i l e zer leg t w e r d e n , bevo r sie zu r 

Wirkung ge l angen  Nicht unmi t t e lba r 

wirksame Bes tand te i l e we rden v e r s t o f f -

wechsel t und wei te r a b g e b a u t  Sie d ienen 

z T  auch als Repa ra tu rma te r i a l f ü r d e -

f ek t e S t r u k t u r e n , wie auch als T r a n s p o r t -

vehikel und Depo t s to f f e  

Durch vo r l i egendes V e r f a h r e n werden die 

biologischen T r ä g e r - und Beg le i t s to f fe 

in eine d i r e k t wirksame Form vor i h r e r 

A n w e n d u n g z usa m m e nge füg t  Es hande l t 

sich dabei um küns t l i che A b b a u p r o d u k t e 

von Eiweiß u n d Nuk le insäu ren aus biolo-

g i schen Zellen u n d Geweben , i n s b e s o n d e r e 

a u s nicht lö s l i chen , k o r p u s k u l ä r e n u n d 

S t r u k t u r - B e s t a n d t e i l e n , aus a p a t h o g e n e n 

Mikroorganismen u n d bzw  oder t i e r i s c h e n 

u n d bzw  ode r pf lanz l ichen Geweben  Als 

Ausgangsmate r i a l k a n n d e r nicht w a s s e r -

lösliche R ü c k s t a n d von e ine r p r imären 

A u f s c h l i e ß u n g u n d E x t r a k t i o n d e r N a t u r -

s t o f f e d i e n e n  R ü c k s t ä n d e aus d e r Zen t r i -

fuga t ion ode r Fi l t ra t ion werden ü b l i c h e r -

weise v e r w o r f e n  Die e r f i n d u n g s g e m ä ß e 

Wei te rve rwendung b e d e u t e t de sha lb auch 

e inen w i r t s cha f t l i chen N u t z e n , jedoch 

k ö n n e n auch d i r ek t na t ive Zellen u n d Ge-

webe ve rwende t w e r d e n  I so l i e rung u n d 

Abbau von hochmolekularem, n icht lös-
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liehom Eiweiß und Nuk le insäu ren e n t s p r e -

chen dem Stand d e r Technik ( v g l  Biochem  

T a s c h e n b u c h : H M  Hauen; S p r i n g e r V e r -

l ag )  I so l i e rung u n d Abbau e r fo lgen in 

v e r s c h i e d e n e n S t u f e n , gegebenenfa l l s nach 

F e t t e x t r a k t i o n d u r c h n icht d e n a t u r i e r e n d e 

Fe t t lösungsmi t t e l , chemische Hy d r o l y se , wie 

auch enzyrnatisch bis zu Po lypep t iden , P e p -

t iden und Nukleot iden mit einem Molekular-

gewicht zwischen 500 und 50 000 Dalton  

Kleinere B r u c h s t ü c k e können mi tverwendet 

ode r a b e r d u r c h Dialyse , Gelf i l t ra t ion o d e r 

ch romatograph i sehe V e r f a h r e n ohne E r h i t -

zung s e p a r i e r t w e r d e n  Zunächs t werden 

die Po lysaccha r ide , d a n n die Eiweiße und 

schl ießl ich die Nuk le in säu ren zur g e w ü n s c h -

ten G r ö ß e n o r d n u n g a b g e b a u t  Zum enzyma-

t i schen Abbau werden t r ä g e r g e b u n d e n e En-

zyme ( P r o t e a s e n , z B  Peps in , Papa in , 

Bromelin u a ; Res t r i k t i onsenzyme , 

DNasen , RNasen) bei ihrem jeweiligen pH-

Wirkstoffoptimum verwende t und nach ge -

t a n e r Wirkung d u r c h Zen t r i fuga t ion o d e r 

Fi l t ra t ion f ü r eine e r n e u t e V e r w e n d u n g zu-

r ü c k g e w o n n e n  Beim s tu fenwe i sen Abbau 

muß jeweils das optimale pH f ü r die v e r -

wende ten Enzyme d u r c h P u f f e r z u s ä t z e e in -

geste l l t w e r d e n  Als T r ä g e r s u b s t a n z f ü r 

Enzyme e ignen sich Kolloide u n d Par t ike l 

aus Zellulose ( S e p h a d e x ) , Kolloidum und 

a n d e r e n K u n s t s t o f f e n  Die Pep t idmischung 

sollte die Aminosäuren Alanin , A s p a r a g i n -

s ä u r e , Gys te in , C y s t i n , G lu taminsäure , 

Methionin, Pheny la lan in , T h y r o s i n und 

T r y p t o p h a n e n t h a l t e n  Nach d e r F ragmen-

t i e r u n g können Pept ide und Nukleot ide 

g e t r e n n t vone inande r ode r a b e r auch ge -

mischt als T r ä g e r - und Beg le i t s to f fe v e r -

wendet w e r d e n  Der amphote re C h a r a k t e r 

d e r Pept ide u n d Nukleot ide e r l aub t kova -

l en te , wie auch a d s o r p t i v e B i n d u n g e n mit 

den zu k o n j u g i e r e n d e n biologischen Wirk-

s t o f f e n , jedoch s ind auch b e s o n d e r e che -

mische K o n j u g a t i o n s v e r f a h r e n , wie sie 

i n s b e s o n d e r e zu r Gewinnung von k o n j u -

g ie r t en Ant igenen ve rwende t werden 

(vg l  H  Schmidt : F o r t s c h r i t t e d e r Sero-

logie, Verlag Dietr ich S t e i n k o p f f ) mög-

lich  

Die T r ä g e r - und Begle i t s to f fe können 

f ü r alle Ar t en von Arzneimi t te ln , i n sbe -

s o n d e r e f ü r biologische Arzneimi t te l , 

P f l anzen - und O r g a n e x t r a k t e , Hormone, 

Ü b e r t r ä g e r s t o f f e , Biological Response 

Modif iers , Redox- und E n e r g i e - ü b e r t r a -

gende Systeme und bzw  o d e r Enzyme 

ve rwende t w e r d e n  

Zur B e e i n f l u s s u n g d e r F lora , von Bäumen 

und P f l anzen , werden Pf lanzenhormone 

bzw  Wuchss tof fe ( A u x i n e ) , die auch s y n -

the t i s ch gewonnsen sein k ö n n e n , einzeln 

ode r in Kombination v e r w e n d e t  Phy tok i -

ne werden b e s o n d e r s in V e r b i n d u n g mit 

Nukleot iden e i n g e s e t z t  Die Indo less ig -

s ä u r e - D e r i v a t e , Gibberel l ine u n d Absci -

s i n s ä u r e werden b e v o r z u g t mit Pep t iden 

k o n j u g i e r t  Es k a n n jedoch auch eine 

Kombination mit Pep t iden u n d s o g e n a n n t e n 

Gewebehormonen , wie auch aller a n d e r e n 

menschl ichen u n d t i e r i s chen Hormone v e r -

wendet w e r d e n  Durch die Konjugat ion wird 

die d i r e k t e V e r f ü g b a r k e i t d e r Hormone bei 

d e r A n w e n d u n g v e r r i n g e r t und die An-

s p r e c h b a r k e i t e r h ö h t  Dabei kommt eine p r o -

t r a h i e r t e Depo twi rkung z u s t a n d e  Für die 

Konjugat ion mit T r ä g e r - und Beglc i t s to f fen 

e ignen sich auch Wirkfaktoren aus Zellen 

und Geweben, die in einem speziel len v o r -

a u s g e h e n d e n E x t r a k t i o n s v o r g a n g gewon-

nen w e r d e n , wie z B  von s o g e n a n n t e n 

' 'Biological Response Modif iers" , Abwehr -

s t imula to ren , Pa ramun i t ä t s induce rn , 

Ü b e r t r ä g e r s t o f f e n , z B  N e u r o t r a n s m i t -

t e r , E n d o r p h i n e n , Encepha l inen , I n t e r -

f e r o n e , P ros t ag land ine und a n d e r e r Re-

gu l a t i ons f ak to r en sowie Redox- und E n e r -
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g i e - ü b e r t r a g e n d e Sys teme , Enzyme, die die 

T r ä g e r s u b s t a n z e n nicht wei te r a b b a u e n  

Ebenso is t es a b e r auch möglich, Hemmsub-

s tanzen bes t immter VVirkfaktoren, i n s b e -

s o n d e r e Ant ihormone o d e r Ant ienzyme, zu 

k o n j u g i e r e n  Das pH so lcher P r o d u k t e 

sollte auf etwa 7,4 e inges te l l t w e r d e n  Die 

Konzent ra t ion d e r Wirksubs tanzen b e t r ä g t 

zwischen 1:10 bis 1:10000 d e r T r ä g e r s u b -

s t a n z  Das P roduk t kann auch h i e r als 

lösl iches T r o c k e n p r ä p a r a t o d e r als wäßr ige 

Lösung h e r g e s t e l l t w e r d e n  

Die P r ä p a r a t e bes i tzen bei Mensch und T ie r 

keiner le i nachte i l ige N e b e n w i r k u n g e n  Bei 

Ve rwendung von Molekulargewichten b is 

zu etwa 3000 Dalton s ind auch ke ine n a c h -

tei l igen S e n s i b i l i s i e r u n g s v o r g ä n g e zu b e -

f ü r c h t e n  Sonst könn ten d ie se d u r c h immuno-

log isch- to le rogene Dos ie rung in a n s t e i g e n -

d e r Konzen t ra t ion u n d k u r z e n I n t e r v a l l e n , 

b e g i n n e n d mit s e h r hohen V e r d ü n n u n g e n , 

v e r h i n d e r t w e r d e n  Die A n w e n d u n g bei Tie-

ren kann ü b e r Fu t t e rmi t t e l , denen sie be i -

gemischt w e r d e n , ode r ü b e r die Wasserauf -

nahme e r f o l g e n  Es w u r d e f e s t g e s t e l l t , daß 

se lbs t T i e r e , die mit Anabolika und Ant i -

b io t ika -Zusä tzen g e f ü t t e r t w u r d e n , eine wei-

t e r e W i r k u n g s s t e i g e r u n g bei zusä tz l i cher 

Anwendung so lcher P räpa ra t i onen ze ig ten , 

die mit O r g a n e x t r a k t - Z u s ä t z e n g e f ü t t e r t e n 

T i e r g r u p p e n ü b e r d i e s g e s u n d bl ieben u n d 

keine nachte i l igen Verha l tensweisen ze ig t en  

Demgegenüber kam es bei Kon t ro l l g ruppen 

zu Ausfäl len d u r c h G r i p p e , H u s t e n , Fell-

beißen u n d bei H ü h n e r n d u r c h F e d e r p i c k e n  

Auch t r a t e n ke ine He rz - u n d K r e i s l a u f t o d e s -

fälle mehr a u f , f ü r die Schweine b e s o n d e r s 

empfindlich s i n d  F ü r die menschl iche E r -

n ä h r u n g b e d e u t e n Zusätze d i e s e r P r ä p a -

ra te zum T i e r f u t t e r ke iner le i G e f ä h r d u n g , 

weil alle F a k t o r e n v e r s t o f f w e c h s e l t werden 

und keine R ü c k s t ä n d e b i lden  Die Anwen-

d u n g e r fo lg t in e ine r E n d v e r d ü n n u n g von 

mg bis ng mit einem Wirs toffgehal t von 

ug bis p g  Es hat sich b e w ä h r t , g le ichzei-

t ig eine o b e r f l ä c h e n a k t i v e Subs t anz b e i -

zumischen , z B  N'at r iumlaurylsulfa t in 

e iner Endkonzen t r a t i on von 10 ng  Da-

d u r c h wird die Resorp t ion und Ver te i -

lung im Organ i smus e r l e i c h t e r t  Das-

selbe gilt auch f ü r die V e r w e n d u n g von 

wäßr igen V e r d ü n n u n g e n  

Solche P r äp a r a t i o n e n e ignen sich auch 

zu r Anwendung als Arzneimit tel und Diä-

t e t ika bei Menschen  A u f g r u n d d e r Ver -

w e n d u n g v e r s c h i e d e n a r t i g e r Wirkstoffe 

s ind u n t e r s c h i e d l i c h e Indika t ionen mög-

l ich  H e r v o r z u h e b e n ist die P rophy laxe 

und T h e r a p i e von Schäden d u r c h ioni-

s i e r e n d e S t r ah l en u n d Zy tos ta t ika  Bei 

Bes t r ah l en mit e ine r LD 50 werden dabe i 

in Kombination mit zy toplasmat ischen O r -

g a n e x t r a k t e n (NeyTumorin d e r v i t O r -

gan Arzneimit tel GmbH, 7302 O s t f i l d e r n -

Rui t ) die Ü b e r l e b e n s r a t e auf 100% ges te i -

ge r t ( v g l  P  Schick : S t r a h l e n s c h u t z s u b -

s t anzen auf zy top lasmat i scher Basis (Re -
R 

v i t o rgan ) im Tes t mit letalen S t r a h l e n -

dosen : The rap i ewoche , S o n d e r a u s g a b e 33, 

21 A, 1983)  Auch in d e r Onkologie e r -

sche in t d e r Einsatz so lcher P r ä p a r a t e be -

s o n d e r s zu r P r o p h y l a x e , eventue l l als 

Diätetikum a u s s i c h t s r e i c h  
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E r f i n d u n g s g e m ä ß war die V e r w e n d u n g von 

T r ä g e r - bzw  Begle i t s to f fen f ü r biologi-

sche Wi rk fak to ren , in V e r b i n d u n g mit 

pH-Eins t e l lung und Mi tve rwendung o b e r -

f l ä c h e n a k t i v e r S u b s t a n z e n , b i s h e r u n b e -

k a n n t  In d e r d e u t s c h e n P a t e n t s c h r i f t 

2249697 vom 11 10 1972 werden als Bes t and -

teil sons t üb l i che r Fu t te rmi t t e l S to f fe v e r -

w e n d e t , die bei einem V e r f a h r e n zu r ge -

s t e u e r t e n chemischen A u f s c h l i e ß u n g von 

O r g a n e n f ü r t h e r a p e u t i s c h e Zwecke, u n -

t e r V e r w e n d u n g von Dämpfen chemischer 

Reagenz ien , e rha l t en worden s i n d  Dieses 

V e r f a h r e n k a n n auch z u r Gewinnung d e r 

b e a n s p r u c h t e n T r ä g e r - und Be gleit S tof fe , 

wie auch zu r Gewinnung d e r b io log i schen 

Wirkstoffe v e r w e n d e t we rden  Die T r ä g e r -

s to f f e we rden d u r c h wei tere V e r a r b e i t u n g 

d e r R ü c k s t ä n d e nach Ex t rak t ion gewonnen  

Dies b e d e u t e t eine v e r b e s s e r t e A u s n ü t z u n g 

d e r A u s g a n g s s u b s t a n z e n und b i r g t n icht 

zule tz t auch ökonomische Vorteile in s i ch  

Der g rundsä t z l i che Un te r sch ied b e s t e h t 

a b e r d a r i n , daß bei vor l iegendem V e r l ä h -

ren T r ä g e r - und Beg le i t subs t anzen s e p a -

ra t gewonnen u n d dann s e k u n d ä r mit Wirk-

f a k t o r e n kon jug ie r t w e r d e n  

Die DPA 2110683 vom 5 3 1981 is t ein An -

w e n d u n g s v e r f a h r e n zu r R e s i s t e n z s t e i g e -

r u n g , Besch l eun igung des Wachstums, 

V e r k ü r z u n g d e r R e i f u n g s z e i t , E r t r a g s -

s t e i g e r u n g , E r l e i c h t e r u n g von Mutat ionen 

u n d K r e u z u n g s b e r e i t s c h a f t sowie Krä f t i -

g u n g von Teilen d e r Flora und Akt iv ie -

r u n g von N u t z - und He i lp f l anzen -Sä f t en  

Auch dor t werden ke ine e n t s p r e c h e n d e n 

T r ä g e r - bzw  Beg le i t subs t anzen f ü r Wirk-

s to f f e v e r w e n d e t  Saa tgu t ode r P f l a n z e n -

teile we rden mit E x t r a k t e n aus g e s u n d e n 

und bzw  ode r Mikroorganismen und bzw  

oder aus Pf lanzen b e h a n d e l t  Die v e r -

wende ten E x t r a k t e werden nach b e k a n n t e n 

V e r f a h r e n a u s den g e n a n n t e n biologischen 

Geweben h e r g e s t e l l t , desg le ichen auch 

F rak t i onen , die man aus den E x t r a k t e n 

gewinn t , i n s b e s o n d e r e Lipide, Poly-

sacchar ide , P ro te ide , Pro te ine u n d die 

v e r s c h i e d e n e n N u k l e i n s ä u r e n  Demnach 

b e s t e h e n die E x t r a k t e nicht aus Poly-

p e p t i d e n , Nukleo t iden , die als T r ä g e r -

bzw  Beg le i t s to f fe v e r w e n d e t werden k ö n -  

n e n  Es wäre dazu auch ein zweiter A r -

b e i t s g a n g d e r Konjugat ion e r f o r d e r l i c h  

Auch wird keine A b p u f f e r u n g b e a n s p r u c h t  

Die Konjugat ion von zusä tz l ichen Wirk-

s to f fen e r fo lg t an hochmolekulare S to f f e , 

die bei vorl iegendem V e r f a h r e n nicht zu r 

Anwendung kommen  Auch h i e r b e d e u t e t 

das V e r f a h r e n einen ökonomischen Vortei l , 

weil die A u s g a n g s s t o f f e b e s s e r g e n u t z t 

u n d die Bes tandte i le und Un te re inhe i t en 

von Makromolekülen biologisch unmi t te l -

b a r v e r w e r t e t w e r d e n , was zu e iner b e s -

s e r e n Ef fek t iv i t ä t f ü h r t  

Beispiel 1 

Zur V o r b e u g u n g u n d B e h a n d l u n g von Schä -

den an Bäumen u n d Pf lanzen d u r c h Milieu-

u n d Umwelteinf lüsse (Walds te rben) wer -

den als T r ä g e r - und Begle i t s to f fe Poly-

pep t ide u n d Nukleotide v e r w e n d e t , f ü r 

die als Ausgangsmate r i a l Pf lanzen u n d / o d e r 

t i e r i sche Gewebe bzw  Blut d i e ne n  Die 

Auf sc h l i e ßung von Zellen bzw  Degrad i e -

r u n g von Makromolekülen e r fo lg t nach 

b e k a n n t e n s chonenden biochemischen 

Methoden (vg l  Biochemisches T a s c h e n -

b u c h : U M  Rauen : S p r i n g e r V e r l a g ) , 

bei denen die Spezi f i tä t d e r Un te re inhe i -

ten u n d Bes tand te i l e e rha l t en b le ib t  

Die Gewebe werden möglichst in t i e f g e -

kühltem Zus tand gemahlen ode r auch 

f r i s c h bei T e m p e r a t u r e n u n t e r 56° C in 

nahezu i so toner phys io log i scher Lösung 

homogenis ie r t , wobei das M i s c h u n g s v e r -
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hä l tn i s von Ausgangsmate r i a l und L ö s u n g s -

mittel f e s tge leg t i s t  Zur E n t f e r n u n g von 

Lipiden k a n n diese Homogenis ierung auch 

in Fe t t l ö sungsmi t t e ln , z B  Pe t ro l ä the r 

e r f o l g e n , aus dem nach D e k a n t i e r u n g 

die Lip idf rak t ion gewonnen wi rd , wäh rend 

die R ü c k s t ä n d e in wäßr ige Lösungsmit te l 

zu r Wei te rbehand lung aufgenommen wer-

d e n  Die gesamte A u f a r b e i t u n g von p f l a n z -

lichen und t i e r i s chen A u s g a n g s s t o f f e n 

kann g e t r e n n t o d e r a b e r auch bei Mischun-

gen e r f o l g e n  Die löslichen Fak to ren des 

Homogenats w e r d e n zu r wei te ren A u f a r -

b e i t u n g auf Wirkfaktoren d u r c h Z e n t r i f u -

g ieren und bzw  oder F i l t r i e ren e n t f e r n t 

und d e r R ü c k s t a n d mit S ä u r e bzw  Alkali-

lösungen a u f g e s c h l o s s e n  Nach e r f o l g t e r 

S ä u r e - H y d r o l y s e , i n s b e s o n d e r e von Poly-

saccha r iden u n d Zellulose, wie auch von 

Prote iden und P ro t e inen , werden Enzyme 

e i n g e s e t z t  Bei s t a r k saurem pH wird zu-

nächs t Pepsin zum Abbau von Pro te inen 

v e r w e n d e t , bei Alka l i s ie rung T r y p s i n  Es 

können jedoch auch a n d e r e p ro teo ly t i sche 

Enzyme e ingese tz t w e r d e n , wobei das pH-

Optimum f ü r die Enzymwirkung d u r c h Al-

ka l i s i e rung bzw  A n s ä u e r u n g e inges te l l t 

wi rd  Zusätzl ich k ö n n e n Harns to f f u n d bzw  

ode r o b e r f l ä c h e n a k t i v e S u b s t a n z e n , i n s b e -

sonde re N a t r i u m l a u r y l s u l f a t , mi tverwende t 

we rden  Danach wird e r n e u t z e n t r i f u g i e r t 

bzw  f i l t r i e r t u n d die Po lypep t id - bzw  Pep-

t i d f r ak t ion gewonnen  Der R ü c k s t a n d wird 

mit RNasen bzw  DNasen ode r R e s t r i k t i o n s -

enzymen zu Polynukleot iden und Nukleot i -

den a b g e b a u t  Auch h i e r k ö n n e n bei op t i -

malem pH o b e r f l ä c h e n a k t i v e S u b s t a n z e n 

oder Harns to f f mi tverwende t w e r d e n  Zum 

enzymat ischen Abbau w e r d e n die Enzyme 

an kolloidale o d e r k o r p u s k u l a r e T r ä g e r -

s t o f f e , z B  aus Zellulose ( S e p h a d e x ) , 

Kollodium oder a n d e r e gee igne te K u n s t -

s tof fe g e b u n d e n , die es e r l a u b e n , die En-

zyme d u r c h Zen t r i fuga t ion r ü c k z u g e w i n n e n 

u n d e r n e u t wieder zu v e r w e n d e n  Auch 

k ö n n e n f ü r die enzymat i sche A u f t r e n n u n g 

ch roma tog rap h i s che V e r f a h r e n ve rwende t 

w e r d e n , die eine Wiede rbenü tzung d e r 

Enzyme ermögl ichen  Die e rha l t enen Poly-

pep t ide u n d Pept ide u n d a n d e r e r s e i t s 

die Nukleot ide werden n u n g e t r e n n t f ü r 

sich o d e r als Mischung e r f i n d u n g s g e m ä ß 

v e r w e n d e t ode r z u r s p ä t e r e n V e r w e n d u n g 

in Lösungen o d e r als T r o c k e n p u l v c r 

k o n s e r v i e r t  

Zur B e k ä m p f u n g d e s Walds te rbens und 

S t ä r k u n g d e r W i d e r s t a n d s k r ä f t e d e r Flora 

d u r c h Subs t i t u t i on von biologischen F a k -

to ren und Pharmaka wird eine Mischung von 

A b s c i s i n s ä u r e (1 Teil) mit ß - Indo l e s s ig -

s ä u r e o d e r a - N a p h t h y l e s s i g s ä u r e (1000 Tei -

l e ) , G ibbe r i l i n säu re (100 Teile) u n d Cyto-

kin ine (10 Teile) sowie Nicot inamid-ade-

n in -d inuc leo t id u n d bzw  ode r das e n t -

s p r e c h e n d e Phospha t (100 Te i l e ) , mög-

l icherweise auch A d e n o s i n t r i p h o s p h a t 

(je 10 - 100 Teile) an 104- b is 10G-Teile 

d e r Nuk leo t id -Po lypep t idmischung g e b u n -

d e n  A u f g r u n d d e r amphotä ren E igen-

s c h a f t e n d e r T r ä g e r - bzw  Begle i t s to f fe 

ist e ine Sa lzb i ldung möglich, sons t k ö n n e n 

auch b e k a n n t e chemische Konjuga t ions -

me thoden , wie Diazo t i e rung , das Oxazo-

l a n - V e r f a h r e n in V e r b i n d u n g ü b e r Iso-

z y a n a t e , C a r b o b e n z o x y - V e r b i n d u n g e n 

und a n d e r e v e r w e n d e t we rden  Bei Ü b e r -

s ä u e r u n g d e r Umwelt bzw  d e r Böden 

werden z u r N e u t r a l i s i e r u n g den P r ä p a -

ra t ionen gee igne te chemische P u f f e r s y s t e -

me z u g e s e t z t , die d a s pH zwischen 7,2 

und 7 ,8 e inste l len ode r e n t s p r e c h e n d e 

B i k a r b o n a t e , - P h o s p h a t e o d e r Ci t ra t von 

Kalium, Natrium o d e r Aluminium sowie 

gee igne te Spurene lemen te von Mn, Mg, 

Zn, Cu bzw  Eisen z u g e s e t z t  Ebenso 

können auch o b e r f l ä c h e n a k t i v e S u b s t a n z e n 
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mi tverwendet w e r d e n  Die Mischung d e r 

T r o c k e n p u l v e r kann d i r e k t zu r Einmischung 

in Torf o d e r Kompost ode r zum B e s t r e u e n 

des Bodens als Düngermi t te l v e r w e n d e t 

w e r d e n  Zum B e s p r ü h e n des Laubs o d e r 

d e r Nadeln d e r Pflanzen bzw  Bäume wer -

den Lösungen h e r g e s t e l l t , mit einem Gehalt 

von mg bis Mg d e r Mischung in wä ß r i g e r 

Lösung mit pH zwischen 7 , 1 und 7 ,8  

Beispiel 2 

Zur A n r e g u n g d e s Wachstums und d e r Ge-

wich tszunahme von Nutz t i e ren werden Poly-

p e p t i d e , Pept ide und Nukleot ide , die a n a -

log dem Beispiel 1 gewonnen w u r d e n , als 

T r ä g e r s t o f f e f ü r biologische Wirkstoffe 

v e r w e n d e t , die nach DP 2249697 gewonnen 

w e r d e n  Diese dienen als Zusatz zu den 

sons t übl ichen Fu t te rmi t t e ln ode r k ö n n e n auch 

ü b e r die Wasseraufnahme z u g e f ü h r t w e r d e n  

Das Gewich t sve rhä l tn i s von Wirks tof fen u n d 
- 3 - 4 

T r ä g e r s t o f f e n b e t r ä g t 10 b is 10  Bei 

e ine r Dos ie rung des F e r t i g p r o d u k t e s im 

Mikrogrammbereich p r o Gramm Fut te rmi t te l 

bzw  Milliliter Wasser d e r P r äp a ra t i on kön-

nen anabole Hormone, Vitamine, E lek t ro -

lyte und Spurene lemen te sowie auch o b e r -

f l ächenak t ive S u b s t a n z e n zugese tz t w e r d e n  

Die V e r w e n d u n g de r T r ä g e r s t o f f e ermöglicht 

eine E i n s p a r u n g d e r z u g e s e t z t e n biologi-

schen Wirkstoffe und b e d e u t e t eine wesen t -

liche V e r b e s s e r u n g des DP 2249697  

Beispie l 3 

V e r w e n d u n g d e r T r ä g e r s u b s t a n z nach Bei-

spiel 1 zu r P rophy laxe und The rap i e von 

Schäden d u r c h ion is ie rende S t r ah l en ode r 

zy to tox ische E i n w i r k u n g e n  Hier werden 

die T r ä g e r - bzw  Beg le i t subs t anzen f ü r 

zy top lasmat i sche O r g a n e x t r a k t e , i n s b e s o n -

d e r e aus dem mate rnen Anteil d e r P lazen ta , 

T h y m u s , L e b e r , Knochenmark - even tue l l 

als E i n z e l o r g a n e x t r a k t e , ode r als Kom-

binat ionen - , i n s b e s o n d e r e wie sie in dem 

Präpa ra t NeyTumorin vo r l i egen , v e r -

wende t  Das Gewich t sve rhä l tn i s d e r 

T r ä g e r - bzw  Beg le i t subs t anzen zu den 

zytoplasmat i schen O r g a n e x t r a k t e n be -
2 3 

t r ä g t 10 bis 10 / g , die A n w e n d u n g s k o n -
—6 

zen t ra t ion mit d e r P räpa ra t i on 10 b is 

10 9 g /ml bei i m - o d e r i v - I n j e k t i o n e n 

z B  nach dem S t r a h l e n s c h a d e n 4 S t u n -

d e n , 8 S t u n d e n , 2 T a g e , 6 T a g e , 11 Tage 

und 14 T a g e  Die B e h a n d l u n g wirkt sich 

auf eine r a s c h e r e Wiederhers te l lung d e r 

Leukozytenzahl und eine s ign i f ikan te Stei-

g e r u n g d e r Ü b e r l e b e n s r a t e a u s  

Beispiel 4 

V e r w e n d u n g d e r T r ä g e r - und Beg le i t sub -

s tanz nach Beispielen 1 bis 3 in d e r Hu-

man- und Ve te r inä rmediz in , in Verb in -

d u n g mit speziellen o r g a n o t h e r a p e u t i s c h e n 

Wirks tof fen (vg l  Zytoplasmat ische O r g a -

n o - T h e r a p i e nach T h e u r e r ) und zy to -

tox i schen bzw  zy tos t a t i s chen Pharmaka 

in d e r Onkologie  Hier b e t r ä g t das Mi-

s c h u n g s v e r h ä l t n i s d e r Wirkstoffe zu den 

T r ä g e r s t o f f e n 1:100 bis 1:10000  Die V e r -

w e n d u n g d e r T r ä g e r s t o f f e und zy top l a s -

mat ischen O r g a n f a k t o r e n v e r b e s s e r t die 

Ver t r äg l i chke i t zy to tox i sche r bzw  zy to-

s t a t i s c h e r S u b s t a n z e n u n d e r l aub t eine 

v ie l fach h ö h e r e D o s i e r u n g  Die Res i s tenz 

gegen In fek t ionen wird ge s t e ige r t und 

die Lebensqual i tä t e r h a l t e n bzw  v e r -

b e s s e r t  

Beispiel 5 

V e r w e n d u n g d e r T r ä g e r - und Begle i t -

Stoffe nach Beispielen 1 - 3 , für die Kon-

jugat ion mit Wirks tof fen aus O r g a n e x -
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t r a k t e n , Vitaminen, Hormonen, S p u r e n e l e -

menten u n d Elek t ro ly ten als Zusatz zum 

Nährmedium von Zell- und G e w c b e k u l t u r e n , 

bei mindes t ens gleichem Ef fek t auf die V e r -

b e s s e r u n g d e s Angehens d e r Zellen und Ge-

webe bei d e r A n z ü c h t u n g , auf den S y n -

t h e s e s t o f f w e c h s e l und auf die S t ab i l i s i e rung  

G e g e n ü b e r E n t d i f f e r e n z i e r u n g bzw  d e r 

B e e i n f l u s s u n g d e r Pro l i fe ra t ions fäh igke i t 

ermöglicht die k o n j u g i e r t e A n w e n d u n g d e r 

Wirkstoffe mit T r ä g e r s t o f f e n eine E i n s p a r u n g 

an Wirkstoffen  

Beispiel 6 

V e r w e n d u n g d e r T r ä g e r - und Beg le i t s to f fe 

nach Beispielen 1, 2 und 5  Es werden dabei 

jedoch B a k t e r i e n w u c h s s t o f f e und Wirkfak toren 

aus B a k t e r i e n e x t r a k t e n mit den T r ä g e r s t o f f e n 

k o n j u g i e r t  Die T r ä g e r s t o f f e se lbs t k ö n n e n 

a u s Massenzüch tungen und Mikroorganismen 

gewonnen w e r d e n  Als Nährmedien f ü r die 

Gewinnung d e r Bak te r i enmassen zu r H e r -

s t e l l u n g d e r T r ä g e r s t o f f e können dabei 

R ü c k s t ä n d e d e r Ex t r ak t i on von Pf lanzen und 

T ie rgewebc bzw  -Zellen d i e ne n  Die k o n j u -

g i e r t e n T r ä g e r - und Beg le i t s to f fe werden 

z u r S t imul ie rung des Wachstums in Bak te -

r i e n k u l t u r e n in Konzent ra t ionen von Mg bis 

p g z u g e s e t z t  
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Europäische Patentanmeldung 

Erzeugnisse zur intravasalen Applikation von wasserlöslichen bzw. emulgierbaren 

antigenen Organext rak ten 

EP N r : 82100130 2 

vom 06 01 1982 

Zusammenfassung 

Die E r f i n d u n g b e t r i f f t p h a r m a z e u t i s c h e 

E r z e u g n i s s e z u r i n t r a v a s a l e n Appl ika t ion 

von wasse r lös l i chen bzw  e m u l g i e r b a r e n 

a n t i g e n e n O r g a n e x t r a k t e n a u s E inze lo rga -

n e n o d e r Organkombina t ionen mit n a t i v e n 

molekula ren u n d h a p t e n e n Bes t and t e i l en 

bzw  Un t e r e i nhe i t en fe ta len u n d / o d e r j u -

ven i l en , x e n o g e n e n o d e r a l logenen U r -

s p r u n g s im K o n z e n t r a t i o n s b e r e i c h von pg 

b is g /ml I n j e k t i o n s l ö s u n g zu r I n t e r v a l l -

o d e r D a u e r b e h a n d l u n g bei Malignomen, 

g e n e t i s c h o d e r chromosomal b e d i n g t e n E r -

k r a n k u n g e n , zur spez i f i s chen Immunsup-

p r e s s i o n bei k r a n k h e i t s b e d i n g t e n o d e r 

d u r c h V o r b e h a n d l u n g z B  d u r c h Zell-

t h e r a p i e e n t s t a n d e n e immunopathogene 

Autosens ib i l i s i e rungen , z u r E r z e u g u n g 

u n d E r h a l t u n g e ine r To le ranz g e g e n O r -

g a n t r a n s p l a n t a t e und die Folgen von O r -

g a n i n f a r k t e n , V e r b r e n n u n g e n u n d c h i r -

u r g i s c h e n E i n g r i f f e n  Es w e r d e n dabe i 

d ie E r z e u g n i s s e in v e r d ü n n t e n wäßr igen 

Lösungen im K o n z e n t r a t i o n s b e r e i e h pg b is 

lig/ml I n j e k t i o n s l ö s u n g u n d die e n t s p r e c h e n -

d e n T r o c k e n s u b s t a n z e n mit Lösungsmi t t e l , 

die zu r H e r s t e l l u n g von I n j e k t i o n s l ö s u n g e n 

im K o n z e n t r a t i o n s b e r e i c h von mg b is g /ml 

I n j e k t i o n s l ö s u n g e r f o r d e r l i c h s i n d , h e r g e -

s te l l t und die t o l e r a n z e r z e u g e n d e n E igen-

s c h a f t e n , g g f s  d u r c h A d j u v a n t i e n u n d 

chemische V e r ä n d e r u n g e n d e r A u s g a n g s -

s t o f f e , v e r b e s s e r t  

Patentansprüche 

1  Pha rmazeu t i s che E r z e u g n i s s e zu r i n -

t r a v a s a l e n Appl ika t ion von w a s s e r l ö s -

l ichen bzw  e m u l g i e r b a r e n a n t i g e n e n 

O r g a n e x t r a k t e n a u s E inze lo rganen o d e r 

Organkombina t ionen mit na t i ven moleku-

l a r e n u n d h a p t e n e n Bes t and te i l en bzw  

U n t e r e i n h e i t e n fe ta len u n d / o d e r juven i len , 

x e n o g e n e n o d e r a l logenen U r s p r u n g s im 

K o n z e n t r a t i o n s b e r e i c h von mg bis g /ml 

I n j e k t i o n s l ö s u n g , d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , 

d a ß sie e ine o d e r m e h r e r e v e r d ü n n t e 

wäßr ige Lösungen d i e s e r O r g a n s u b s t a n -

zen im K o n z e n t r a t i o n s b e r e i c h pg b is Mg/ml 

I n j e k t i o n s l ö s u n g und die e n t s p r e c h e n d e n 

T r o c k e n s u b s t a n z e n mit Lösungsmi t t e l , die 

z u r H e r s t e l l u n g von I n j e k t i o n s l ö s u n g e n 

im K o n z e n t r a t i o n s b e r e i c h von mg b i s 

g/ml I n j e k t i o n s l ö s u n g e r f o r d e r l i c h s i n d , 

e n t h a l t e n  

2  E r z e u g n i s s e nach A n s p r u c h 1 g e k e n n -

ze ichnet d u r c h die Mi tve rwendung von 

immunbiologischen A d j u v a n t i e n  

3  E r z e u g n i s s e nach A n s p r u c h 1 - 2 mit 

v e r b e s s e r t e r Löslichkeit u n d v e r r i n g e r -

t e r Immunogeni tä t d u r c h S u l f a t i e r u n g , 

P h o s p h o r y l i e r u n g , H a l o g e n i s i e r u n g , Ni-

t r i e r u n g , C a r b o x y l i e r u n g , Ä t h y l i e r u n g , 

H y d r i e r u n g o d e r S u b s t i t u t i o n von aroma-

t i s c h e n o d e r a l k y l i e r e n d e n S u b s t a n z e n  

4  E r z e u g n i s s e nach A n s p r u c h 1 - 3 , g e -

k e n n z e i c h n e t d u r c h die zusä tz l i che Ver -

w e n d u n g von E x t r a k t e n aus fetalem 

T h y m u s , N e b e n n i e r e , f e t a l e r Milz, f e t a -
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lern Anteil d e r Plazenta ( C h o r i o n ) , T r o p h o -

b l a s t , fe ta len Lymphkno ten , einzeln ode r 

als Mischung  

Beschre ibung 

Bei d e r t i e rexper imente l l en u n d t h e r a p e u -

t i s chen A n w e n d u n g von x e n o g e n e n , d h  

von a r t v e r s c h i e d c n e n Ind iv iduen s tammen-

den T o t a l e x t r a k t e n aus v e r s c h i e d e n e n O r -

g a n a r t e n w u r d e f e s t g e s t e l l t , daß die t h e -

r a p e u t i s c h e Wirkung dos i s - und ze i t ab-

h ä n g i g i s t  I n s b e s o n d e r e zeigt sich dies 

bei d e r Regres s ion von Malignomen und 

Tumorme ta s t a sen  Es s ind dazu wiederhol -

te B e h a n d l u n g e n mit Dos i e rungen im mg-

bis g -Be re i ch e r f o r d e r l i c h  Diese Dosie-

r u n g f ü h r t zu r immunologischen Sensibi l i -

s i e r u n g , zu a l l e rg i schen Reakt ionen und zu 

e ine r W i r k u n g s e i n s c h r ä n k u n g , i n s b e s o n d e -

r e bei s p ä t e r e n Wiede rho lungsbehand lun -

g e n  A n d e r e r s e i t s ha t die A n w e n d u n g 

an Zel lku l turen geze ig t , daß die Wirkung 

dor t auch bei Wiede rho lungsbehand lungen 

r e p r o d u z i e r b a r war u n d d a ß d iese Wirkung 

d u r c h Inhibi t ion d e r O r g a n e x t r a k t e mit 

den e n t s p r e c h e n d e n A n t i k ö r p e r n v e r h i n -

d e r t w i rd  Es war desha lb a n z u n e h m e n , 

daß auch in vivo die B lock ie rung d e r 

t h e r a p e u t i s c h e n Wirkung d e r O r g a n p r ä p a -

ra te auf e ine r A n t i k ö r p e r b i l d u n g gegen 

dieselbe b e r u h t  Die E r z e u g u n g e iner 

spez i f i schen Immuntoleranz gegen die t h e -

r apeu t i sch wirksamen O r g a n f a k t o r e n 

war bei den re la t iv hohen e r f o r d e r l i c h e n 

Konzent ra t ionen b i s h e r nicht möglich  

Es wurde n u n g e f u n d e n , daß d u r c h i n t r a -

vasale Applikat ion von wasser lös l ichen und 

emulg ie rbaren O r g a n t r o c k e n p u l v e r n in 

a n s t e i g e n d e r Dos i e rung und sich v e r l ä n -

ge rnden Ze i t abs t änden eine aus r e i chend 

stabile Toleranz f ü r die wiederhol te An-

wendung d e r t h e r a p e u t i s c h e r f o r d e r l i c h e n 

h ö h e r e n Konzen t ra t ion im mg- bis g - B e -

re ich p ro ml Lösungsmit te l e r r e i ch t w u r -

d e n  Solche Lösungen sind jedoch nicht 

h a l t b a r u n d fal len r a s c h a u s , so daß sie 

unmi t t e lba r vor d e r A n w e n d u n g aus voll 

löslichen bzw  emulg ie rba ren O r g a n t r o k -

k e n p u l v e r n h e r g e s t e l l t werden m ü s s e n  

E r f i n d u n g s g e m ä ß werden n u n pha rma-

zeu t i sche E r z e u g n i s s e b e r e i t g e s t e l l t , 

die eine o d e r m e h r e r e v e r d ü n n t e wäßr ige 

Lösungen d i e s e r O r g a n s u b s t a n z e n im Kon-

z e n t r a t i o n s b e r e i c h pg bis wg/ml I n j e k -

t ions lösung und die e n t s p r e c h e n d e n T r o k -

k e n s u b s t a n z e n mit Lösungsmi t te l , die 

z u r Her s t e l l ung von In j ek t ions lösungen im 

Konzen t r a t i onsbe re i ch von mg bis g/ml 

I n j e k t i o n s l ö s u n g , e n t h a l t e n  

Die immunologische Toleranz b e d e u t e t 

im Gegensa tz zum Begri f f d e r Arzne i -

mit te l to leranz ( v g l  A  S c h r e y : Toleranz 

bei N i t r a t p r ä p a r a t e n : Med  Klinik, A  25 

S  24/699 (1981)) n icht eine V e r r i n g e r u n g 

d e r pharmakolog ischen Wirksamkeit d e r 

a n g e w a n d t e n P r ä p a r a t e , vielmehr wird ge -

r a d e d iese d u r c h die immunologische To -

leranz gegen d a s Arzneimit te l e r h a l t e n  

Es e r s che in t möglich, daß an de r E n t s t e -

h u n g von Arzne imi t te l -Toleranz im pha rma-

kologischen Sinne ebenfa l l s immunologische 

Reakt ionen gegen d a s Arzneimit tel be t e i -

ligt s i n d  Diese werden d u r c h E r z e u g u n g 

e ine r immunologischen To le ranz , d h  

d u r c h U n t e r d r ü c k u n g d e r A n t i k ö r p e r -

b i l d u n g gegen das Arzneimit tel v e r h i n d e r t  

Die T o l e r a n z e r z e u g u n g gegen xenogene 

A n t i k ö r p e r s e r e n , wie sie aus d e r Se rum-

The rap i e von In fek t ionsk rankhe i t en b e -

k a n n t i s t , b e t r i f f t vollkommen a n d e r e 

Ind ika t ionen u n d ke ine I n h a l t s s t o f f e von 

Zel lgeweben  Im Pr inz ip sollen d a d u r c h 

a l l e r g i s c h - a n a p h y l a k t i s c h e Reakt ionen v e r -

h i n d e r t w e r d e n  Sie dient also nicht d e r 

E r h a l t u n g d e r t h e r a p e u t i s c h e n Wirksam-
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kei l d e r angewand ten A n t i k ö r p e r s e r e n 

( v g l  W  Gronemeyer , II  Schmidt in 

K  Hansen : Leh rbuch d e r Al lergie , Georg 

Thieme Ver lag , S t u t t g a r t , 1957)  

Auch die Desens ib i l i s i e rung mit s o g e n a n n -

t en Organ-Di lu t ionen im Rahmen d e r Zyto-

p lasmat i schen T h e r a p i e ( v g l  Lei t faden 

d e r Zytoplasmat ischen T h e r a p i e : v i tOrgan 

Arzneimit tel GmbH, 7302 O s t f i l d e r n 1 

b  S t u t t g a r t ) bes i tz t un t e r sch i ed l i che In -

d ika t ionen und A n w e n d u n g s f o r m e n  Ls h a n -

del t sich dabei um keine ech t en Lösungen 

und Emulsionen d e r O r g a n s u b s t a n z e n , 

vielmehr en tha l t en d iese noch k o r p u s k u -

lä re Bes t and te i l e  Deshalb können die Kon-

zen t r a t i onen im n g - u n d p g - B e r e i e h nicht 

i v  angewand t w e r d e n  Desgle ichen auch 

n icht die Suspens ionen aus den T r o c k e n s u b -

s t a n z e n  Suspens ionen von diesen können 

n u r i n t r a m u s k u l ä r appl iz ier t w e r d e n  Die 

mi tve rwende ten k o r p u s k u l ä r e n Ze l lbes tand-

tei le wi rken als A d j u v a n s d e r ge lös ten F a k -

t o r e n immunogen und v e r h i n d e r n eine To-

l e r a n z e r z e u g u n g gegen d a s P r ä p a r a t  

Auch werden zusätz l ich immunologische 

Adjuvan t i en zu r V e r s t ä r k u n g d e r An t ikö r -

p e r b i l d u n g m i t v e r w e n d e t , um b e s o n d e r s 

bei d e g e n e r a t i v e n E r k r a n k u n g e n und g e r i -

a t r i s c h e n Ind ika t ionen einen o r g a n s p e z i -

f i s chen Reiz d u r c h die e n t s t e h e n d e n Ant i -

k ö r p e r zu e r z e u g e n  Bei d e r e r f i n d u n g s -

gemäßen A n w e n d u n g d e r vollösl ichen u n d 

emulg ie rba ren O r g a n t r o c k e n p u l v e r wird je-

doch d iese A n t i k ö r p e r b i l d u n g ve rmieden  

Deshalb u n t e r s c h e i d e n sich auch die Ind i -

k a t i o n e n  Der Zus tand d e r i n d u z i e r t e n 

immunologischen Toleranz bleibt so lange 

e r h a l t e n , als d a s Ant igen in a u s r e i c h e n d e r 

Konzent ra t ion im Organismus v o r h a n d e n 

i s t  Deshalb muß zu r E r z e u g u n g e ine r s t a -

bilen immunologischen Toleranz u n d d e r e n 

A u f r e c h t e r h a l t u n g das Ant igen in mg- bis 

g -Konzen t r a t i onen fo r t l a u f e nd in j iz ier t 

w e r d e n B e i Kombina t ionsbehand lungen 

mit An t igenmischungen aus v e r s c h i e d e -

nen O r g a n e n müssen desha lb die O r g a n -

f ak to ren gegen die die Toleranz e r w ü n s c h t 

i s t , f o r t l a u f e n d ve rab fo lg t wei 'den , wäh-

r e n d man a n d e r e F a k t o r e n , gegen die 

e ine Toleranz nicht mehr benö t ig t w i rd , 

nicht wei ter anzuwenden b r a u c h t  Nach 

Ausse tzen d e r to le rogenen Applikat ion 

von mehr als 5 Tagen ist mit einem Tole-

r a n z v e r f a l l zu r e c h n e n  Eine Wiederho-

l u n g s b e h a n d l u n g macht es desha lb no t -

wend ig , e r n e u t die Toleranz d u r c h e in -

sch le ichende Dos ie rungen wieder a u f -

z u b a u e n  Zur P r ü f u n g d e r Toleranz bzw  

e iner möglichen Sens ib i l i s i e rung gegen 

die v e r w e n d e t e n P r ä p a r a t e k ö n n e n d iese 

als Ant igen f ü r A n t i g e n - A n t i k ö r p e r - R e a k -

t ionen in vivo o d e r in v i t ro b e n u t z t we r -

d e n  Bei v o r l i e g e n d e r Sens ib i l i s i e rung 

muß die B e h a n d l u n g mit umso h ö h e r e n 

V e r d ü n n u n g e n wieder b e g o n n e n w e r d e n , 

je a u s g e p r ä g t e r die Sens ib i l i s i e rung i s t  

Umso k ü r z e r müssen d a n n auch die Ap~ 

p l ika t ionsabs t ände gewählt w e r d e n  Nor-

malerweise wird die Konzent ra t ion ü b e r 

p g , n g , pg auf mg u n d even tue l l g/ml 

Organ lösung g e s t e i g e r t , nachdem man vor 

d e r i v - A p p l i k a t i o n e inen Sens ib i l i t ä t s -

t e s t d u r c h kon junk t iva l e A n w e n d u n g o d e r 

i e - I n j e k t i o n d u r c h f ü h r t  Bei positivem 

T e s t e r g e b n i s sollte eine Desens ib i l i s i e rung 

bei i e - , s c - o d e r o r a l e r Appl ikat ion 

nach den G e s i c h t s p u n k t e n d e r Allergolo-

gie d u r c h g e f ü h r t w e r d e n  Bei r e a k t i o n s -

f r e i e r Ver t räg l i chke i t d e r Konzent ra t ion 

lag kann dann die Applikat ion d e r a n s t e i -

genden Konzen t r a t i onen , b e g i n n e n d von 

p g , i v  e r fo lgen  Es is t möglich, Fak to-

r e n gegen die eine A n t i k ö r p e r b i l d u n g 

u n t e r b u n d e n werden soll, z u n ä c h s t tole-

r o g e n zu dos ie ren und n ach e i n g e t r e t e -

n e r Toleranz dann a n d e r s a r t i g e Fak to ren 
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die ind i rek t ü b e r A n t i k ö r p e r z u r Wirkung 

ge l angen , wie z B  F a k t o r e n , die d u r c h 

das V e r f a h r e n zu r I so l i e rung von wi rk -

samen Fak to ren aus biologischen Gewe-

ben (EPA 29893) gewonnen w u r d e n , im-

munogen zu d o s i e r e n  Dabei bleibt dann 

die v o r h e r i n d u z i e r t e Toleranz gegen die 

zue r s t a n g e w a n d t e n a n d e r s a r t i g e n Fakto-

ren e r h a l t e n , so daß s ich die A n t i k ö r p e r -

b i ldung ausschl ieß l ich gegen die immuno-

gen dos i e r t en F a k t o r e n r i c h t e t  

Die Zel l therapie nach Niehans u n t e r s c h e i -

det s ich von vo r l i egende r A n w e n d u n g 

d u r c h die V e r w e n d u n g von Zel l suspens io-

n e n , während h i e r voll lösl iche und emul-

g i e r b a r e O r g a n p r ä p a r a t e v e r w e n d e t wer -

d e n  Ze l lp räpara te k ö n n e n n icht i v  ap -

pl iz ier t w e r d e n  

Die wiederhol te In jek t ions implanta t ion 

g r ö ß e r e r Mengen kann zu r p a t h o g e n e n 

Al l e rg i s i e rung o d e r a b e r z u r Immunpara-

lyse f ü h r e n  Le tz te re b e d e u t e t eine Blok-

k i e r u n g des Immunsys tems , so daß auch 

e r w ü n s c h t e A n t i k ö r p e r a u sb l e ib e n  Wie-

d e r h o l u n g s b e h a n d l u n g e n s ind e r s t nach 

Monaten möglich, wenn sich die Sensibi l i -

s i e r u n g sp o n t a n v e r l o r e n h a t  

Die voll wasser lös l ichen O r g a n t r o c k e n -

p u l v e r en tha l t en k r i s t a l l i s i e r t e P ro t e ide , 

P ro te ine , Nuk le in säu ren (Ribonukle in -

s ä u r e n u n d D e s o x y r i b o n u k l e i n s ä u r e n ) , 

Pep t ide , Enzyme, Po lysacchar ide und Li-

p ide , sowie d e r e n Unte re inhe i t en u n d Be-

s t and te i l e  Es ha t sich geze ig t , daß Mi-

s c h u n g e n von na t iven Makromolekülen 

mit i h r en Unte re inhe i t en die E r z e u g u n g 

von Toleranz gegen die angewand ten P r ä -

pa ra t e e r l e i c h t e r n  Ebenso wirken sich 

chemische V e r ä n d e r u n g e n wie z B  scho-

nende Hydro lyse und S u l f a t i e r u n g , Phos -

p h o r y l i e r u n g , Ha logen i s i e rung  Ni t r ie-

r u n g , C a r b o x y l i e r u n g , Ä t h y l i e r u n g , Al-

k y l s u b s t i t u t i o n , aromat ische Subs t i t u t i on 

Alky l i e rung , A r y l i e r u n g , g ü n s t i g aus 

u n d v e r b e s s e r n die Wirksamkeit g e g e n -

ü b e r na t iven wäßr igen Fr i schhomogena-

ten o d e r - l yophy l i s a t en um bis zu 60%  

Die Wasse r s to f f ionenkonzen t ra t ion und 

die T e m p e r a t u r während d e r Aufa rb e i -

t u n g s ind f ü r die Wirksamkeit des End-

p r o d u k t e s ebenfa l l s en t s che idend (vg l  

EP-A-29893)  Wie e rwähn t k ö n n e n auch 

isol ier te Te i l f ak to ren aus e ine r O r g a n a r t , 

wie auch Organkombina t ionen angewand t 

w e r d e n  Es ist auch möglich, das Mole-

ku la rgewich t d u r c h Fi l t ra t ion e inzus te l len 

u n d die P r ä p a r a t e z B  nach dem Eiweiß-

gehal t oder a n d e r e n Wirkfaktoren zu s t a n -

d a r d i s i e r e n  Optimale Wirkungen w u r d e n 

mit voll wasser lös l ichen O r g a n t r o c k e n -

p u l v e r n e r z i e l t , die d u r c h L y o p h i l i s a t e n 

e inges t e l l t e r Lösungen e rha l t en w u r d e n , 

die d u r c h h o c h t o u r i g e Zen t r i fuga t ion und 

Fi l t ra t ion aus Suspens ionen von s u l f a t i e r -

t en T r o c k e n p u l v e r n (EP-A-29893) gewon-

nen w e r d e n  In analoger Weise k ö n n e n 

a b e r auch Suspens ionen von lyophi l i s ie r ten 

T r o c k e n p u l v e r n wie auch Frischhomogenate 

aus Organgeweben a u f g e a r b e i t e t w e r d e n  

Das Verhä l tn i s von Pro te inen bzw  Pro-

te iden zu Po lysacchar iden , Nuk le insäu ren 

und Lipiden u n t e r e i n a n d e r k a n n f e s t g e -

legt w e r d e n  Durch Mi tve rwendung von 

Emulgatoren bzw  D e t e r g e n t i e n , z B  Na-

t r iumdodecy l su l f a t in h ö h e r e n V e r d ü n n u n -

g e n , die nicht d e n a t u r i e r e n , we rden Li-

pide e m u l g i e r b a r  Auch ist eine par t ie l le 

Ex t r ak t ion d e r O r g a n v o l l e x t r a k t e d u r c h 

Lipidlösungsmit te l wie auch ein enzyma-

t i s c h e r Abbau u n e r w ü n s c h t e r Fak to ren 

möglich  Prinzipiel l s ind alle i n t r a v a s a l e n 

Appl ika t ionsformen zu r A n w e n d u n g gee ig -

n e t  G r u n d v o r a u s s e t z u n g ist die I n d u k t i o n 

und E r h a l t u n g von immunologischer Tole-

ranz ü b e r eine sogenann te Low-Zone-Tole-

r a n z ( v g l  J H  Humphrey und R White: 
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Thieme Ver lag , S t u t t g a r t ) , die jedoch bis 

zu h ö h e r e n Konzen t ra t ionen im mg- bis 

g - B e r c i c h e rwei te r t w i rd  Die alleinige 

Low-Zone-Toleranz wird sons t a u f g r u n d 

von V e r d ü n n u n g e n von pg b is ug d u r c h 

die t h e r a p e u t i s c h e r f o r d e r l i c h e n Konzen-

t r a t i onen d e r ü r g a n e x t r a k t e d u r c h b r o c h e n  

Ebenso wicht ig sind auch die s ich v e r l ä n -

g e r n d e n Appl ika t ionsabs tände von S t u n d e n 

b i s h ö c h s t e n s 3 - 5 Tagen bei gleichzei t ig 

a n s t e i g e n d e r Dos ie rung und die i v - I n -

jekt ion bzw  - I n f u s i o n  Dieses Vorgehen 

bes i t z t g e g e n ü b e r der E r z e u g u n g von 

High-Zone-Tole ranz den Vortei l , daß die 

e r w ü n s c h t e n Reakt ionen des Immunsystems 

gegen a n d e r e An t igene , z B  Tumor - ode r 

I n f e k t i o n s - s p e z i f i s c h e Ant igene nicht be-

e i n t r ä c h t i g t w e r d e n , also keine allgemeine 

Immunpara lyse e i n t r i t t  Trotzdem e r fo lg t 

d u r c h a n s t e i g e n d e Dos i e rung auf Konzen-

t r a t i o n e n von mg bis g/ml Lösungsmit te l 

e ine E r w e i t e r u n g d e r Toleranz auf phy lo -

gene t i sch v e r w a n d t e An t igene  Es e n t -

s t e h t dabei eine Art Ü b e r k r e u z - T o l e r a n z 

bezügl ich d e r xenogenen Ant igene und 

a l logener bzw  indiv idue l le r An t igenqua l i -

t ä t en wie sie in den k ö r p e r e i g e n e n , e n t -

s p r e c h e n d e n O r g a n a r t e n vorkommen  

Dies e r ö f f n e t wei te re wichtige Ind ika t ions -

geb ie t e d i e se r immunologisch to le rogenen 

A n w e n d u n g von voll wasser lös l ichen bzw  

emulg i e rba ren O r g a n t r o c k e n p u l v e r n aus 

u n t e r s c h i e d l i c h e n O r g a n a r t e n , einzeln u n d 

in Mischungen  

Die Ind ika t ionen d e r b e a n s p r u c h t e n E r -

zeugn i s se sind k r a n k h e i t s b e d i n g t e o d e r 

d u r c h V o r b e h a n d l u n g mit Zel l therapie e n t -

s t a n d e n e immunopathogene Autosens ib i l i -

s i e r u n g e n u n d A u t o a g g r e s s i o n e n  Es e r -

folgt do r t eine Desens ib i l i s i e rung u n d To-

l e r a n z e r z e u g u n g mit analogen O r g a n a r t e n , 

gegen die eine A n t i k ö r p e r b i l d u n g b e s t e h t  

Die wiederhol te sys temische Applikat ion 

g r ö ß e r e r Organmengen im mg-Bere ich 

f ü h r t g e g e n ü b e r d e r b i s h e r n u r einma-

l igen A n w e n d u n g d e r h ö h e r e n Konzen t r a -

t ionen zu r V e r b e s s e r u n g d e r t h e r a p e u t i -

s chen Wirkung und zu r Aushe i lung  

Genet isch o d e r chromosal bed ing te E r k r a n -

k u n g e n b e d ü r f e n e iner s t ä n d i g e n S u b s t i -

tu t ion von Fak to ren aus S t o f f w e c h s e l - g e -

s u n d e n Zellen und Geweben in e iner Do-

s i e r u n g , die sonst die Gefahr e ine r Ant i -

k ö r p e r b i l d u n g gegen die wirksamen Fak to-

ren e insch l i eß t  Bei d e r Zel l therapie nach 

Niehans s ind desha lb Wiederho lungsbehand-

lungen beim Down-Syndrom n u r in A b s t ä n -

den von f r ü h e s t e n s 1/2 J a h r bis 1 J a h r 

möglich  Die immunologisch to lerogene An-

w e n d u n g e r l aub t n u n eine D a u e r b e h a n d -

l u n g  

Bei O r g a n t r a n s p l a n t a t e n k a n n d u r c h v o r h e -

r ige E r z e u g u n g u n d f o r t l a u f e n d e U n t e r h a l -

t u n g e iner s tabi len Ü b e r k r e u z - T o l e r a n z 

gegen al logene und individuel le O r g a n -

An t igene , die b i s h e r b e s t e h e n d e Immun-

b a r r i e r e d u r c h b r o c h e n w e r d e n  Die Auf -

r e c h t e r h a l t u n g d e r gegen xenogene u n d 

allogene O r g a n f a k t o r e n i n d u z i e r t e n Tole-

ranz macht die O r g a n t r a n s p l a n t a t i o n zei t -

lich u n a b h ä n g i g  Es muß a b e r mindes tens 

5 Tage vor d e r O r g a n v e r p f l a n z u n g eine 

in t ens ive V o r b e h a n d l u n g in Form d e r 

S c h n e l l e r z e u g u n g von Toleranz d u r c h 

s e h r k u r z e Appl ika t ions in te rva l le d e r An-

s t i eg zu r Vol ldos ierung d u r c h g e f ü h r t 

w e r d e n  Bei längerem Abs t and bis z u r 

O r g a n t r a n s p l a n t a t i o n muß die Toleranz 

d u r c h wei ter a n s t e i g e n d e Dos ie rung v e r -

s t ä r k t u n d a u f r e c h t e r h a l t e n w e r d e n  Eben-

so auch nach e r f o l g t e r O r g a n t r a n s p l a n t a -

t ion  Die e r r e i c h t e Organ to le ranz k a n n 

d u r c h Verwendung d e r app l iz ie r t en O r -

g a n p r ä p a r a t e o d e r von B lu t - bzw  Gewebe-

zellen des S p e n d e r s als Ant igen vo r und 



69 

nach d e r O r g a n t r a n s p l a n t a t i o n d u r c h Ant i -

g e n - A n t i k ö r p e r - R e a k t i o n ü b e r p r ü f t w e r -

d e n  

Bei O r g a n i n f a r k t e n , z B  vom Herzmus-

kel u n d pa renchymatösen O r g a n e n sowie 

Apoplexien b ie ten sich ebenfa l l s vollkommen 

neue Möglichkeiten d u r c h die p r ä v e n t i v e , 

möglichst f r ü h z e i t i g e T o l e r a n z e r z e u g u n g 

in d e r Zeit b is zum n e k r o t i s c h e n Zerfal l 

des i n f a r z i e r t e n Gewebes  Die F r e i s e t z u n g 

d e r Ze l l inha l t s s to f fe , die z u r Autosens ib i -

l i s i e rung f ü h r t , e r fo lg t e r s t nach einigen 

T a g e n  Die e n t s t e h e n d e n A u t o a n t i k ö r p e r 

werden f ü r Komplikationen des Hei lungs-

v e r l a u f s u n d f ü r d a s A u f t r e t e n von Re-

i n f a r k t e n ve ran twor t l i ch gemacht  Die 

möglichst f r ü h z e i t i g e Induk t ion von Ü b e r -

k r e u z - T o l e r a n z v e r h i n d e r t die E n t s t e h u n g 

von A u t o a n t i k ö r p e r n und damit d iese Kom-

p l ika t ionen  Die to le rogene B e h a n d l u n g 

muß desha lb gleich nach dem I n f a r k t e r -

e ignis e inse tzen u n d b is zu r Abhe i lung 

d u r c h g e f ü h r t w e r d e n  Einer Kombinat ions-

b e h a n d l u n g mit a n d e r e n i n t e n s i v - t h e r a -

peu t i s chen Methoden s t eh t n i ch t s im Wege  

Zur P räven t ion von Ope ra t i ons fo lgen , die 

ebenfa l l s auf d e r Basis e ine r Autosens ib i -

l i s i e rung b e r u h e n , k a n n ähnl ich wie bei 

d e r O r g a n t r a n s p l a n t a t i o n mit P r ä p a r a t e n 

analog d e n e n , die bei dem c h i r u r g i s c h e n 

Eingrif f geschäd ig t w e r d e n , mindes t ens 

5 Tage v o r Opera t ion eine Ü b e r k r e u z - T o -

leranz e r z e u g t w e r d e n  

Bei V e r b r e n n u n g e n s t eh t kein l ä nge re s 

In te rva l l b i s z u r Bi ldung von Autoan t i -

k ö r p e r n zu r V e r f ü g u n g  Trotzdem kann 

auch h i e r gleich eine e n t s p r e c h e n d e Be-

h a n d l u n g mit P r ä p a r a t e n analog den v e r -

b r a n n t e n Geweben s t a t t f i n d e n  Bei Ver-

b r e n n u n g e n wie auch bei Opera t ions fo lgen 

geht es a b e r auch d a r u m , die I n t ens i t ä t 

de r S e n s i b i l i s i e r u n g s v o r g ä n g e d u r c h O r -

g a n p r ä p a r a t e , i n s b e s o n d e r e aus foetalem 

Thymus , foe ta le r Milz, foetalem Anteil 

d e r P lazen ta , Nebenn ie re und Lymphkno-

ten in Form von Einzel- ode r Kombina-

t i o n s p r ä p a r a t e n zu v e r r i n g e r n  Die tole-

rogene Dos ie rung ist h i e r auf die e inge-

se t z t en P r ä p a r a t e bezogen und nicht auf 

die e igent l ich g e s c h ä d i g t e n O r g a n e  Diese 

allgemeine biologische Immunsuppress ion 

kommt bei allen E r k r a n k u n g e n in B e t r a c h t , 

die auf A u t o a n t i k ö r p e r b i l d u n g b e r u h e n , 

i n s b e s o n d e r e auch bei E r k r a n k u n g e n d e r 

Gelenke u n d des Z e n t r a l n e r v e n s y s t e m s  

Sie k a n n als Kombina t ionsbehand lung zu-

sammen mit d e r geziel ten T o l e r a n z e r z e u -

g u n g gegen best immte Organe o d e r O r g a n -

kombinat ionen d u r c h g e f ü h r t w e r d e n  

Es e r s c h e i n t möglich, daß es im Gegen-

satz zu A d j u v a n t i e n  die die Immunogeni-

tä t v e r s t ä r k e n , auch solche g ib t , die die 

To l e r anzb i ldung v e r s t ä r k e n k ö n n e n  Zu 

d e n k e n ist dabei an Nukleotide ode r Nu-

kleoside ode r p e r m e a b i l i t ä t s v e r ä n d e r n d c 

S tof fe wie z B  Dina t r iumehromoglyca t  

Solche t o l e r a n z b e g ü n s t i g e n d e Adjuvan t i en 

können bei den a n g e g e b e n e n Ind ika t ionen 

zusä tz l ich mit ve rwende t w e r d e n  Für die 

B e h a n d l u n g f ü r K r e b s k r a n k h e i t e n e r -

sche in t jedoch eine allgemeine Immunsup-

p re s s ion ode r die zusä tz l iche A n w e n d u n g 

so lcher t o l e r a n z b e g ü n s t i g e n d e r Medika-

mente n ich t g e e i g n e t , weil d a d u r c h die 

phy lakogene Immunabwehr b e e i n t r ä c h t i g t 

w e r d e n  

Die fo lgenden Beispiele e r l ä u t e r n die 

p r a k t i s c h e A n w e n d u n g  

Beispiel 1 

Die B e h a n d l u n g von malignen Tumoren 

( z B  d e s Mammakarzinoms mit Knochen-

m e t a s t a s e n ) e r fo lg t mit Einzel- ode r Kom-

b i n a t i o n s p r ä p a r a t e n aus maternem Anteil 

d e r P lazen ta , jugendlichem T h y m u s , L e b e r , 
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Milz , P a n k r e a s , Gehi rnante i len , Nabel-

s t r a n g ode r Ep iphyse zusammen mit dem 

O r g a n des Pr imär tumors ode r dem Sitz d e r 

Metas tasen , in diesem Falle B r u s t d r ü s e 

und Knochenmark , zusammen mit j u g e n d -

lichem T e s t e s ohne Spermatogenese wegen 

d e r Hormonabhängigkei t des Tumors ode r 

mit Mischungen aus mindes t ens 2 d e r e in-

g a n g s g e n a n n t e n Komponenten zu glei-

chen Teilen bei immunologisch to l e rogene r 

Dos ie rung d e r wäßr igen Lösungen in V e r d ü n -

n u n g e n p g , n g , ng und mg aus den voll 

wasser lös l ichen und emulg ie rba ren O r g a n -

t r o c k e n s u b s t a n z e n bzw  - p u l v e r n  Durch 

langsame i v - I n j e k t i o n o d e r T r o p f i n f u s i o n 

mit üb l ichen I n f u s i o n s l ö s u n g e n , d e n e n die 

P r ä p a r a t e zugese tz t s i n d , we rden am l T a g 

d e r B e h a n d l u n g 4 - 6 ml, am 2  T a g 6 ml 

d e r V e r d ü n n u n g p g , am 3  und 4  T a g je 

6 ml d e r Konzent ra t ion n g , am 5  Tag 6 ml 

d e r Konzent ra t ion Mg und am 8  T a g 2 ml, 

am 11  , 15  und 19  T a g je 4 ml und d a -

nach 2 mal wöchentl ich (Montag und Don-

n e r s t a g ) je 2 ml d e r Konzent ra t ion mg/ml , 

an s t e igend bis zu e ine r Gesamtmenge p r o 

Applikat ion von 1 g app l i z i e r t  Bei s t a t io -

n ä r e r B e h a n d l u n g k a n n die Anwendung 

in t ens iv i e r t w e r d e n  Am 1  T a g 10 - 20 ml 

d e r Konzent ra t ion p g ver te i l t auf 2 - 3 Ga-

b e n , am 2  Tag 10 - 20 ml d e r Konzen t r a -

t ion n g , ve r te i l t auf 2 Gaben und am 3 T a g 

10 - 20 ml d e r Konzent ra t ion p g , sodann 

am 4  Tag 2-4 ml, am 7  T a g 4 - 10 ml, 

am 9  T a g 10 - 20 ml d e r Konzen t ra t ion 

mg/ml  Danach dann 2mal wöchentl ich 

(Montag, D o n n e r s t a g ) je 2 - 6 ml d e r Kon-

zen t ra t ion mg, gegebenenfa l l s a n s t e i g e n d 

auf eine tägl iche Gesamtmenge von 1 g  Zu-

sätzl ich werden P r ä p a r a t e d e r gleichen O r -

ganzusammense t zung in Konzen t ra t ion mg/ml 

in Kapseln o d e r in Liposomen, Suspens io -

n e n , oral 3mal tägl ich 8 - 1 0 T r o p f e n v e r a b -

re ich t  

Die B e h a n d l u n g k a n n als I n t e r v a l l b e h a n d -

lung bis zum Verschwinden d e r Symptome 

oder als 3-Wochen-Kur d u r c h g e f ü h r t 

w e r d e n  Eine Wiederholung ist bei e r n e u -

t e r V e r s c h l e c h t e r u n g des K r a n k h e i t s z u -

s t a n d e s jederzei t möglich, sons t a b e r in 

sich v e r l ä n g e r n d e n Ab s t ä n d e n von 2, 3, 

4 und 6 Monaten  Zur Tumorp räven t ion 

bei Ris ikopat ien ten werden Wiederholungs-

k u r e n in A b s t ä n d e n von 1/2 bis 1 J a h r 

d u r c h g e f ü h r t  

Vor d e r e r s t e n i v - A p p l i k a t i o n empfiehlt 

es sich auch bei Wiede rho lungsbehand lun -

gen eine V o r t e s t u n g d e r Reakt ions lage 

d u r c h i c - / s c - I n j e k t i o n e n von 2 ml d e r 

Konzent ra t ion pg v o r z u n e h m e n  Bei a u s -

b l e ibende r Reakt ion kann dann 1 - 4 S t u n -

den danach mit d e r i v - A p p l i k a t i o n b e -

gonnen w e r d e n  Bei d e r D a u e r a n w e n d u n g 

kann nach d e r 3wöchigen B e h a n d l u n g 

auf i m  o d e r s c - I n j e k t i o n e n eventuel l 

mit R e t a r d - ode r D e p o t - P r ä p a r a t e n ü b e r -

gegangen w e r d e n  Diese sollen p ro T a g 

Wirks tof fmengen von Mg bis g f r e i s e t z e n  

Bei Androgen -ho rmonabhäng igcm P r o s t a -

takarzinom werden neben P r o s t a t a - P r ä -

p a r a t e n , die dem Mut te rboden d e r Meta-

s t a s e n e n t s p r e c h e n d e n u n d solche aus 

Ovar v e r w e n d e t  In ähn l i che r Weise v e r -

f ä h r t man auch bei a n d e r e n T u m o r a r t e n  

In T i e r v e r s u c h e n an Mäusen, Ra t ten u n d 

Hamstern wurde f e s t g e s t e l l t , daß die to -

lerogen dos i e r t en lösl ichen O r g a n e x t r a k t e 

zu e ine r s ign i f ikan ten V e r b e s s e r u n g d e r 

t h e r a p e u t i s c h e n Wirkung bezügl ich d e r 

Regress ion d e r Tumormenge , dem Aus-

bleiben von Metas tasen und d e r Allgemein-

w i r k u n g f ü h r e n g e g e n ü b e r d e r A n w e n d u n g 

von O r g a n p r ä p a r a t e n mit k o r p u s k u l ä r e n , 

nicht löslichen Bes t and te i l en  Nach a n f ä n g -

l icher T u m o r r e g r e s s i o n beg inn t do r t 

4 - 6 Wochen nach B e h a n d l u n g s b e g i n n ein 

e r n e u t e s Tumorwachs tum  Dieses wird 
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d u r c h die to le rogene A n w e n d u n g von voll 

lösl ichen O r g a n e x t r a k t e n v e r h i n d e r t  

Beispiel 2 

E r z e u g u n g von Toleranz d u r c h E r z e u g n i s s e 

mit voll wasse r lös l i chen O r g a n e x t r a k t e n , 

die u n s p e z i f i s c h e ine ü b e r s c h i e ß e n d e im-

munologische Reak t ions lage mit d e r T e n -

denz z u r v e r s t ä r k t e n A n t i k ö r p e r b i l d u n g 

normal is ie ren und die bei e x o g e n e n Aller-

gien wie auch bei immunopathogenen Auto-

i m m u n c r k r a n k u n g c n , bei V e r b r e n n u n g e n , 

O r g a n t r a n s p l a n t a t e n u n d g e g e n O p e r a t i o n s -

folgen a n g e w a n d t w e r d e n , ohne daß eine 

sp e z i f i s c he Tole ranz gegen die p a t h o g e n e n 

An t igene o d e r Al lergene e r z e u g t w i rd  Es 

werden dazu voll lösl iche O r g a n t r o c k e n -

s u b s t a n z e n , bzw  - p u l v e r a u s foetalem 

T h y m u s , f o e t a l e r Milz, foetalem Anteil d e r 

P lazen ta , N e b e n n i e r e u n d L y m p h k n o t e n , 

e inzeln o d e r in be l i eb ige r Mischung aa v e r -

wendet  Diese P r ä p a r a t e k ö n n e n auch 

gle ichzei t ig mit d e r sp e z i f i s c h e n Desens i -

b i l i s i e rung u n d T o l e r a n z e r z e u g u n g g e g e n 

exogene wie e n d o g e n e p a t h o g e n e An t igene 

o d e r a b e r mit d e r s o g e n a n n t e n G e g e n s e n -

s ib i l i s i e rung u n t e r V e r w e n d u n g von zum 

Ant igen umgewande l t en A n t i k ö r p e r n bzw  

Reaginen a n g e w a n d t w e r d e n  

Das B e h a n d l u n g s s c h e m a u n t e r s c h e i d e t sich 

vom Beispiel 1 d u r c h die A n w e n d u n g von 

jeweils n u r 2 - 4 ml d e r v e r s c h i e d e n e n Ver -

d ü n n u n g s s t u f e n  Die B e h a n d l u n g wird 

nach dem Ve r sc h wi n d e n d e r Symptome 

1 - 2 Wochen w e i t e r g e f ü h r t  

Die Wirkung d i e s e r T h e r a p i e k o n n t e am 

Abs inken d e r Immunglobul ine E und dem 

Ans te igen d e r Reak t ionsschwel le f ü r die 

Aus lösung a l l e r g i s c h e r Reak t ionen f e s t g e -

stellt w e r d e n  Es is t w a h r s c h e i n l i c h , daß 

de r T h e r a p i e e r f o l g auch bei a l l e rg i sch d i s -

pon ie r t en Pa t i en ten d a u e r h a f t e r i s t , als bei 

d e r r e inen D e s e n s ib i l i e r u n g und d e r Ver -

w e n d u n g von nicht wasse r lös l i chen O r -

g a n p r ä p a r a t e n , bei n icht t o l e r o g e n e r 

D o s i e r u n g  

Beispiel 3 

Zur D e s e n s i b i l i s i e r u n g und E r z e u g u n g von 

Ü b e r k r e u z - T o l e r a n z bei immunopa thogenen 

A u t o a g g r e s s i o n s k r a n k h e i t e n wie z B  d e r 

c h r o n i s c h e n Nephr i t i s o d e r den Kollageno-

sen w e r d e n voll lösl iche P r ä p a r a t e analog 

d e n O r g a n a r t e n v e r w e n d e t , gegen die 

s ich die A u t o a n t i k ö r p e r r i c h t e n  Die Be-

h a n d l u n g e r fo lg t z u n ä c h s t s c  o d e r i m  

mit a n s t e i g e n d e r D o s i e r u n g von pg ü b e r 

ng zu p g  Bei s t a r k e r Symptomatik am 

1  T a g e v t l  3- und am 2  Tag 2mal t ä g -

lich i n A b s t ä n d e n von 2 - 3 S t u n d e n , 

sodann einmal tägl ich jeweils 1 - 4 ml  

Bei g u t e r Ve r t r ä g l i c hke i t wird z u r n ä c h s t 

h ö h e r e n Konzen t ra t ion ü b e r g e g a n g e n  

Nach E r r e i c h e n d e r Mg-Konzentrat ion wird 

die i v - A p p l i k a t i o n , b e g i n n e n d mit de r 

h ö c h s t e n A u s g a n g s v e r d ü n n u n g von je -

weils 2 - 4 ml d e r a n s t e i g e n d e n Konzen-

t r a t i o n b is mg/ml , als In jek t ion o d e r als 

In fus ion e i n g e s e t z t  Eine g le ichzei t ig kom-

b i n i e r t e A n w e n d u n g von P r ä p a r a t e n e n t -

s p r e c h e n d Beispiel 2 b e s c h l e u n i g t den 

T h e r a p i e e r f o l g  Diese r k o n n t e ob j ek t iv i e r t 

w e r d e n d u r c h Abs inken d e r b e s t e h e n d e n 

Eos inophi l ie , d e r Lymphozytose und d e r 

A u t o a n t i k ö r p e r  

Beispiel 4 

Zur E r z e u g u n g von Ü b e r k r e u z - T o l e r a n z 

v o r e i n e r a l logenen N i e r e n t r a n s p l a n t a -

t ion wird m i n d e s t e n s 5 Tage vo r d e r T r a n s -

p l a n t a t i o n , möglichst a b e r 2 - 3 Wochen 

v o r h e r , mit P r ä p a r a t e n a u s foe ta le r u n d 

j u g e n d l i c h e r Schweincn ie re in ä h n l i c h e r 
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Weise wie in Beispiel 1 b e h a n d e l t  Es k ö n -

nen dabei Mischpräpa ra te e n t s p r e c h e n d 

Beispiel 2 zusä tz l ich mi tverwende t w e r d e n  

Zur A u f r e c h t e r h a l t u n g e iner s tab i len To-

leranz werden alle 3 - 4 Tage bis z u g -

Mengen in Konzen t ra t ionen mg/ml zunächs t 

i  v  app l i z i e r t  

T ie rexper imente l l konn te bei d e r Übe r -

p f l a n z u n g von R a t t e n h a u t auf Mäuse eine 

s ign i f ikan te V e r l ä n g e r u n g d e r Über le -

bensze i t d e r T r a n s p l a n t a t e d u r c h die Vor -

b e h a n d l u n g d e r Mäuse mit wasser lös l ichen 

E x t r a k t e n aus R a t t e n h a u t , g e g e n ü b e r n i c h t -

behande l t en T ie ren nachgewiesen w e r d e n  

Beispiel 5 

Zur E r z e u g u n g von Ü b e r k r e u z - T o l e r a n z bei 

O r g a n i n f a r k t e n und Apoplexien werden P r ä -

p a r a t e analog d e r b e t r o f f e n e n O r g a n a r t mög-

lichst f r ü h z e i t i g nach dem I n f a r k t e r e i g n i s 

bei r a s c h e r K o n z e n t r a t i o n s s t e i g e r u n g wie 

in Beispiel 1 app l i z i e r t  Gleichzeit ig können 

Mischpräpara te e n t s p r e c h e n d Beispiel 2 

angewandt w e r d e n  Die B e h a n d l u n g wird 

bis z u r k l in ischen Aushe i lung und Normali-

s i e r u n g d e r Laborpa rame te r f o r t g e s e t z t  

Bei Apoplexien e r fo lg t ab dem 3  T a g zu-

sätzl ich die i n t r a t h e k a l e A n w e n d u n g von 

jeweils 1 - 2 ml d e r V e r d ü n n u n g e n pg und 

n g  Die B e h a n d l u n g kann zusätz l ich zu d e r 

übl ichen I n t e n s i v t h e r a p i e d u r c h g e f ü h r t 

w e r d e n  Die Konzen t ra t ionen u n d Appli-

ka t ionsmengen d ü r f e n n u r bei e inwand-

f r e i e r Ver t räg l i chke i t g e s t e i g e r t w e r d e n , 

sons t muß die Konzent ra t ion und die Appli-

ka t ionsmenge mindes tens u m 1 - 2 S t u f e n , 

d h  Dezimalen gesenk t w e r d e n  Dies gilt 

f ü r alle Ind ika t ionen  
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Zusammenfassung 

Die E r f i n d u n g b e t r i f f t die B e s c h i c h t u n g d e r 

Ober f l äche von a l loplas t ischen o d e r von d e -

v i ta l i s i e r ten biologischen Materialien u n d 

von O r g a n t r a n s p l a n t a t e n , die mit Zellge-

weben des Empfänge ro rgan i smus in d i r e k -

ten Kontakt kommen, d u r c h Auf - ode r Ein-

wachsen e ines Zel l rasens von in K u l t u r ge -

züch t e t en Zellen e ines S p e n d e r s  Während 

de r Ku l t iv i e rung werden Zellen al logenen 

oder xenogenen U r s p r u n g s d u r c h Zusatz 

von E x t r a k t e n a u s Zellgeweben ode r Blu t -

bes tand te i l en des Empfänge ro rgan i smus zum 

Nährmedium , an den E mp f ä n g e r o r g a n i sm u s 

a d a p t i e r t  A n d e r e r s e i t s wird im E m p f ä n g e r -

o rgan i smus d u r c h wiederhol te V o r b e h a n d -

lung in a n s t e i g e n d e r Dos i e rung mit Ge-

weben d e s S p e n d e r s bzw  den zu ü b e r -

t r a g e n d e n Zel lkul turen bzw  o d e r d e k a n -

t i e r t en Nährmedien Immuntoleranz e r z e u g t  

Bei V e r w e n d u n g von autologen Zellgeweben 

ist d iese gegense i t ige Adapt ion nicht e r -

forder l ich  

Die E inp f l anzung e r fo lg t u n t e r V e r w e n d u n g 

von Biok lebern , die f ü r K ö r p e r f l ü s s i g k e i -

ten d i f fus ibe l s ind und denen g e z ü c h t e t e 

Zellen ode r d a r a u s gewonnene E x t r a k t e 

bzw  E x t r a k t e a u s dem Implan ta t ionsbe t t 

o d e r von a n d e r e n O r g a n e n , i n s b e s o n d e r e 

foeta len Geweben sowie a n d e r e wachs tums-

s t imul ie rende S tof fe zugese tz t werden  

Die Gewebeexplanta t ion und Zellzüch-

t u n g e r fo lg t nach b e k a n n t e n Methoden 

d e r Zell- und G e w eb e z ü c h t u n g  

Patentansprüche 

1  V e r f a h r e n zur V o r b e r e i t u n g von Im-

p lan ta t ionen , wobei a l loplast ischc o d e r 

dev i t a l i s i e r t e biologische Materialien f ü r 

die R e k o n s t r u k t i o n von Gewebedefek ten 

an K n o c h e n , an S e h n e n , an B l u t g e f ä ß e n , 

an Haut und an s e r ö s e n Häuten sowie f ü r 

den Er sa t z von Zähnen , Gelenken (Endo-

p r o t h e s e n ) u n d S e h n e n , i n s b e s o n d e r e 

aus dev i t a l i s i e r t en Knochen , Knochen-

s p ä n e n und - s p l i t t e r n , S e h n e n , aus 

K u n s t s t o f f e n , Keramik, Biogläsern und 

a n d e r e n gee igne t en Materialien u n d a u s 

Kombinationen v e r s c h i e d e n e r biologisch-

chemisch i n e r t e r , zu r Implantat ion gee ig-

n e t e r Materialien b e n u t z t w e r d e n , sowie 

V e r f a h r e n zu r V o r b e r e i t u n g von T r a n s -

p l a n t a t i one n , wobei allogene ode r xeno -

g e n e , l ebende Gewebe b e n u t z t w e r d e n , 

dadu rch g e k e n n z e i c h n e t , daß man die 

Obe r f l äche d e r a l loplas t i schen Materialien 
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bzw  d e r a l logenen o d e r xenogenen Gewebe 

besch i ch t e t d u r c h An- bzw  Einwachsen ei-

nes Zel l rasens von in Ku l tu r g e z ü c h t e t e n , 

einem S p e n d e r entnommenen l ebenden Ge-

webezel len , daß man aus den Zellen des 

S p e n d e r s ode r d a r a u s h e r g e s t e l l t e n Zell-

e x t r a k t e n und bzw  ode r d e k a n t i e r t e n 

Nährmedien , in denen die Zellen gezüch te t 

w e r d e n , P r ä p a r a t e z u r to le rogenen Vorbe -

h a n d l u n g des Empfänge r s h e r s t e l l t , wo-

bei man bei d e r Z ü c h t u n g d e r S p e n d e r - Z e l -

len , His tokompat ib i l i t ä t s fak toren aus dem 

s p ä t e r e n E m p f ä n g e r , sowie Gewebe-s t imu-

l ie rende F a k t o r e n , i n s b e s o n d e r e a u s foe ta -

len u n d jugend l ichen O r g a n g e w e b e n , den 

Zel lku l turen zuse tz t u n d daß man Biokle-

b e r f ü r die T r a n s p l a n t a t i o n bzw  Implanta-

t ion b e r e i t s t e l l t , die f ü r K ö r p e r f l ü s s i g k e i -

t en d i f fu s ib e l s ind und die e n t s p r e c h e n d e 

Spende r -Ze l l en o d e r d a r a u s gewonnene 

Ze l lex t rak te und a n d e r e Wachs tums- fö r -

d e r n d e Fak to ren e n t h a l t e n k ö n n e n  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß man s t e r i l e , allo-

p las t i sche Materialien mit n e t z - ode r 

schwammart ig d u r c h b r o c h e n e r S t r u k t u r 

o d e r a u f g e r a u h t e r bzw  f e inpo röse r O b e r -

f läche z u r A u f z ü c h t u n g d e s Zel l rasens v e r -

wendet  

3  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß man e x t r a h i e r t e Zähne 

ode r Biopsiematerial aus d e r v o r g e s e h e n e n 

Implanta t ionss te l le des Emp fänge r s z u r 

H e r s t e l l u n g d e r Gewebezellen bzw  Gewebe-

kul tu i ' en v e r w e n d e t  

4  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß die aus dem S p e n d e r 

in v i t ro gezüch t e t en Zellen, i n s b e s o n d e r e 

Os t eob la s t en , Odon tob la s t en , Chondrob la -

s t e n , Myoblas ten , F ibrob las ten ode r e p i t h e -

liale Zellen sind und auf dem v o r g e s e h e n e n 

Implantat an v e r s c h i e d e n e n Stel len a n g e -

impft u n d d a u e r n d ode r r hy thmisch mit 

geeignetem Nährmedium nach b e w ä h r -

ten Methoden d e r Ze l lzüch tung b e f e u c h -

te t w e r d e n , gegebenenfa l l s u n t e r Verwen-

d u n g b e s o n d e r e r mechanischer E in r i ch -

t u n g e n f ü r das kont inu ie r l i che Drehen 

des s p ä t e r e n Implanta tes im Nährmedium  

5  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß die Vi ta lkonserv ie -

r u n g des h e r g e s t e l l t e n Implanta tes bzw  

T r a n s p l a n t a t e s in einem gee igne ten N ä h r -

medium bei T e m p e r a t u r e n zwischen +5° 

und + 35°C ode r in t i e fge f ro r enem Zus tand 

nach den b e k a n n t e n s c h o n e n d e n Methoden 

d e r Gewebezüch tung und Gewebekonse r -

v i e r u n g , gegebenenfa l l s u n t e r Zusatz von 

Vi t r ika t ions f lüs s igke i t en e r f o l g t  

6  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 - 4 , da -

d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß als S p e n d e r -

o rgan foetale Gewebe, Haut , E ihäu te , 

N a b e l s t r a n g , P lazen ta , T h y m u s , B lu t -

a d e r n , Knorpe l , Ge lenkkapse l , Knochen-

mark o d e r Zahnleis te ve rwende t w e r d e n  

7  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 - 6 , d a -

d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß z u r Adapt ion 

d e r Spenderze l l en an den Empfänge r d e n 

Nährmedien wachs tumss t imul ie rende S to f -

fe o d e r D i f f e r e n z i e r u n g s t o f f e o d e r allo-

gene ode r xenogene O r g a n e x t r a k t e bzw  

- h y d r o l y s a t e , i n s b e s o n d e r e Gewebeex t r ak -

t e aus K ö r p e r - ode r Blutzel len bzw  - s e -

rum des s p ä t e r e n E m p f ä n g e r s , zugese tz t 

w e r d e n  

8  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 7 , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß S t imula t ions fak to ren , 

die nach dem V e r f a h r e n z u r Gewinnung 

von biologischen Wirkstoffen nach EPA 

Nr  80 160 066 6 gewonnen s i n d , z u r 

Ze l lzüchtung und bei d e r Implantat ion 

ve rwende t w e r d e n  

9  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1, d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß dem Biokleber f ü r 

die Implantat ion bzw  T r a n s p l a n t a t i o n 

Wachstums- und D i f f e r e n z i e r u n g s f a k t o r e n 
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a u s Ge wetrczellen o d e r S u s p e n s i o n e n d e r 

g e z ü c h t e t e n Zellen zu d e r f l ü s s igen Phase 

e ines Gels o d e r zu einem F ib r inogenkon-

z e n t r a t , zu e iner Thrombin lösung ode r 

zu möglichen a n d e r e n B iok lebe rn , die auch 

zu r Imprägna t ion des Implan ta tes bzw  des 

Implan ta t ionsbe t t e s ve rwende t w e r d e n , zu-

gegeben w e r d e n  

10  V e r f a h r e n zu r He r s t e l l ung von P rä -

p a r a t e n zu r E r z e u g u n g von Immuntoleranz 

g e g e n ü b e r h is to inkompat ib len Gewebebe-

s t and te i l en des zugehör igen S p e n d e r s in 

einem Empfänger e ines O r g a n t r a n s p l a n t a -

t e s , d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß diese 

P r ä p a r a t e aus dem S p e n d e r d e s O r g a n t r a n s -

p l an ta t e s gewonnen w e r d e n  

Claims 

1  Method for t h e p r ep a r a t i o n of g r a f t s , in 

tha t alloplastic or devi ta l ized biological ma-

ter ia l i s u sed for t h e r e c o n s t r u c t i o n of 

t i s sue d e f e c t s on b o n e s , t e n d o n s , blood 

v e s s e l s , sk in and on s e rous sk in s as well 

a£ for t h e replacement of t e e t h , joints 

( e n d o p r o t h e s i s ) and t e n d o n s , in p a r t i c u l a r 

from devi ta l ized b o n e s , bone ch ips and 

s p l i n t e r s , t e n d o n s , from p la s t i c , ceramic , 

biological g lass and o t h e r su i t ab le mater ia ls 

and from combinat ions of va r ious biologic-

chemically i n e r t mater ia l s , su i tab le for im-

planta t ion ( g r a f t i n g ) , as well as method 

for t h e p r ep a r a t i o n of t r a n s p l a n t a t i o n s 

( g r a f t s ) , in t ha t a l logenous o r x e n o g e n o u s , 

l iving t i s s u e i s u s e d , c h a r a c t e r i z e d in t h a t , 

the al loplastic material s u r f a c e or t h e allo-

genous o r xenogenous t i s s u e r e spec t ive ly 

a re coated by s u r f a c e growth or g rowing 

in of a cell s u b s t r a t e cu l t iva ted from l iving 

t i s sue cells t a k e n from a d o n o r , p r e p a r a -

t ions fo r t h e to le rogenous p r e t r e a t m e n t of 

the ree ip ient a r e p r o d u c e d from the d o n o r ' s 

cells or from cell e x t r a c t s made of the l a t t e r 

cells o r from decan ted n u t r i t i v e s u b s t a n c e , 

by a d d i n g to the cell c u l t u r e s , when cu l -

t u r i n g donor ce l l s , his tocompatibi l i ty 

f a c t o r s of t h e i n t ended r ee ip i en t , as 

well as t i s s u e s t imula t ing f a c t o r s , o r ig i -

n a t i n g in p a r t i c u l a r from foetal and j uve -

nile o r g a n t i s s u e s , b ioadhes ive for t he 

t r a n s p l a n t a t i o n or implantation is made 

available with t h e body f lu ids a r e unab le 

to d i f f u s e and which can contain t he 

c o r r e s p o n d i n g donor cells or t he cell 

e x t r a c t s of same and o t h e r g rowth c a u s i n g 

f a c t o r s  

2  Method in accordancc with claim 1, 

c h a r a c t e r i z e d in t ha t s te r i le alloplastic 

mater ia ls with lat t ice or sp onge t y p e p e r -

fo ra t ed s t r u e t u r e s o r roughened o r f ine 

po rous s u r f a c e s a r e used fo r c u l t u r i n g 

the cell s u b s t r a t e  

3  Method in accordance with claim 1, 

c h a r a c t e r i z e d in t ha t e x t r a c t e d t ee th or 

b iopsy material from the r ee ip i en t ' s p lanned 

implant ( g r a f t ) posi t ion i s u sed for the 

p rodue t ion of t i s s u e cells or t i s sue cu l -

t u r e s  

4  Method in accordance with claim 1, 

c h a r a c t e r i z e d in tha t t h e cells grown from 

t h e donor in v i t r o , in p a r t i c u l a r a re os teo-

b l a s t s , o d o n t o b l a s t s , c h o n d r o b l a s t s , myo-

b l a s t s , f i b r o b l a s t s o r epithelial cells vacc i -

na t ed a t va r ious poin ts on t he i n t ended 

implant ( g r a f t ) and moistened con t inuous ly 

or rhy thmica l ly with a su i tab le n u t r i t i v e 

medium in accordance with t h e p r o v e n 

methods of cell cu l t i va t ing , if n e c e s s a r y 

by u s i n g special mechanical dev ices 

a s s u r i n g con t inuous ro ta t ion of t h e l a t e r 

implant ( g r a f t ) in t he n u t r i t i v e medium  

5  Method in accordance with claim 1, 

c h a r a c t e r i z e d in t ha t the vital conse rva t ion 

of t he p r o d u c e d implant ( g r a f t ) o r t r a n s -

p lant is made in a su i t ab le n u t r i t i v e 

medium at a t e m p e r a t u r e between + 5° 
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and + 35°C or in a deep f rozen condit ion 

in accordance with the known gent le and 

ea r e fu l method of t i s s u e c u l t u r e and t i s s u e 

c o n s e r v a t i o n , i f n e c e s s a r y by add ing v i t r i -

cat ion f l u id s  

6  Method in accordance with Claims 1 - 4 , 

cha rac t e r i zed in tha t foetal t i s s u e , s k i n , 

e g g s k i n , umbilical c o r d , p l acen t a , t h y m u s 

g l a n d , blood v e s s e l s , c a r t i l age , joint 

c a p s u l e , bone marrow or den ta l r i dge a re 

employed  

7  Method in accordance with Claims 1 - 6 , 

cha rac t e r i zed in t h a t , for t he adapt ion of 

t h e donor cell to the rec ip ient g rowth 

s t imula t ing material or d i f f e ren t i a t ion ma-

te r ia l or a l logenous or xenogenous o r g a n 

e x t r a c t s o r h y d r o l y s a t e s , in p a r t i c u l a r 

t i s s u e e x t r a c t from body or blood cells or 

serum of t he la te r recipient a re added to 

t h e n u t r i t i v e media  

8  Method in accordance with Claim 7, 

cha rac t e r i zed in t ha t t he s t imulat ing 

f a c t o r s ob ta ined in accordance with t h e 

method for ob ta in ing biologically ac t ive 

p r inc ip les as b e i n g s t ipu la ted in EPA 

No  80 106 066 6, a r e u s e d for cell cu l t i -

vat ion and g r a f t i n g  

9  Method in accordance with claim 1, 

c h a r a c t e r i z e d in tha t for implantat ion 

or t r a n s p l a n t a t i o n the b ioadhes ive i s 

added growth and d i f f e ren t i a t ion f a c t o r s 

from t i s s u e cells or s u sp e n s i o n s of t he 

cu l t iva ted cells to t he liquid phase of a 

gel or to a f ib r inogen c o n c e n t r ä t e , to a 

th rombin Solution or to permit o t h e r bio-

a d h e s i v e s , which a r e also u sed for implants 

o r g r a f t i n g s u b s t r a t e impregna t ion  

Reven d i ca t i o n s 

1  Procede p o u r la p r e p a r a t i o n d ' implan ta -

t ions d a n s lequel sont u t i l i sees des mat ie res 

a l loplas t iques ou des mat ie res dev i ta l i sees 

biologiques pou r la r e c o n s t r u c t i o n de 

d e f a u t s t i s su la i r e s aux o s , t e n d o n s , 

va i s seaux s a n g u i n s ä la peau et aux p e a u x 

s e r e u s e s , a insi que pour le remplacement 

d e d e n t s , a r t i cu la t ions ( e n d o p r o t h e s e s ) 

e t t e n d o n s , p r o v e n a n t en pa r t i cu l i e r d 'os 

dev i t a l i ses , copeaux d 'os e t e squ i l l e s , 

t e n d o n s , de mat ieres p l a s t i q u e s , ce ramique , 

b ioer i s t aux e t a u t r e s mat ie res a p p r o p r i e e s 

e t de combinaisons de p l u s i e u r s mat ie res 

i n e r t e s du point de vue biologico-chimique 

e t a p p r o p r i e e s p o u r des implan ta t ions , 

a insi que des p rocedes p o u r la p r e p a r a -

tion de t r a n s p l a n t a t i o n s pour lesque ls 

sont u t i l i ses des t i s s u s v ivan t a l logenes 

ou x e n o g e n e s , c a r ac t e r i s e p a r le fait q u e 

l 'on r e v e t la s u r f a c e des mat ie res allo-

p l a s t i ques r e s p  dos t i s s u s al logenes ou 

xenogenes d ' u n e pelouse g r e f f e e de cellules 

t i s su l a i r e s v i v a n t e s p r e l evecs s u r u n 

d o n n e u r e t mises d a n s u n e c u l t u r e ; que 

l 'on obt ien t des cellules du d o n n e u r ou 

des e x t r a i t s de cel les-ci e t / o u des boui l lons 

de c u l t u r e d e c a n t e s , d a n s l e sque l s les 

cellules sont cu l t i vees , d e s p r e p a r a t i o n s 

p o u r le p re t r a i t emen t to le rogene du 

r e c e v e u r tout en a joutan t aux c u l t u r e s 

des cellules du d o n n e u r des f a c t e u r s h i s to -

compatibles venan t du r e c e v e u r , a ins i que 

des f a c t e u r s s t imulant les t i s s u s p r o v e -

nan t en pa r t i cu l i e r de t i s s u s o r g a n i q u e 

foe taux ou juven i l e s ; et que l 'on t ient ä 

disposi t ion p o u r la t r a n s p l a n t a t i o n r e s p  

L' implantat ion des colles biologiques d i f f u -

sible pou r les l i q u e u r s corpore l ies e t pou -

van t con ten i r les cellules du d o n n e u r ou 

les e x t r a i t s fa i t s de cel les-ci ou d ' a u t r e s 

f a c t e u r s f a vo r i s a n t la c ro i s sance  

2  Procede selon speci f ica t ion 1, c a r a c t e -

r i se p a r le fait que l 'on ut i l ise des mat ie res 

s t e r i l e s a l loplas t iques d ' u n e s t r u e t u r e ä 

p e r e e e s re t i cu lees ou s p o n g e u s e s ou avec 

une s u r f a c e r u g u e u s e r e s p  aux miero-
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po rcs p o u r eu l t i vc r la pelouse cel lu la i re  

3  Procede selon speci f ica t ion 1, c a r a c t e -

r i se pa r lc f'ait que l 'on uti l ise p o u r o b -

t en i r des cellules t i s s u l a r i e s r e s p  des cu l -

t u r e s t i s s u l a i r e s , des d e n t s a r r a c h e e s ou 

des mat ie res b iops iques du r e c e v e u r  

4  Procede selon speci f ica t ion 1, c a r a c t e -

r i se p a r le f'ait que les cellules du d o n n e u r 

cu l t ivees in v i t r o , sont en pa r t i cu l i e r 

d ' o s t eob la s t e s , odon tob la s t e s , c h o n d r o -

b l a s t e s , myob las t e s , f i b rob l a s t e s ou des 

cellules ep i the l ia les , qui sont g r e f f e e s ä 

d i v e r s po in ts s u r l ' implant p r e v u e t qui 

sont en pe rmanence ou de maniere r y t h -

mique humec tees avec un bouillon de 

c u l t u r e a p p r o p r i e d ' a p r e s des methodes 

ep rouvees de la c u l t u r e cel lulai re ; le cas 

echeant en u t i l i sant des ins ta l la t ions mecani-

q u e s pa r t i cu l i e r e s p o u r r e t o u r n e r de fagon 

cont inue l ' implant p r e v u d a n s le bouillon 

de c u l t u r e  

5  Procede selon la speci f ica t ion 1, c a r a c t e -

r i se pa r le fait que la conse rva t ion vi ta le 

de l ' implant r e s p  du g r e f f o n ob tenu se fait 

dans un bouillon de c u l t u r e a p p r o p r i e ä 

une t e m p e r a t u r e e n t r e + 5 et + ou 

congele d ' a p r e s des methodes connues de 

la c u l t u r e et de la conse rva t ion t i s su l a i r e , 

le cas echean t en y a jou tan t des l iquides 

v i t r i f i a n t s  

6  Procede selon les spec i f ica t ions 1 - 4 , 

c a r ac t e r i s e p a r le fait que sont u t i l i ses 

comme o r g a n e du d o n n e u r des t i s s u s ; p e a u , 

membranes ovu l a i r e s , cordon ombilical, 

p l acen ta , t h y m u s , v e i n e s , c a r t i l a g e , 

capsu les a r t i c u l a i r e s , moelle o s s e u s e ou 

lame d e n t a i r e  

7  Procede selon les spec i f ica t ions 1 - 6 , 

ca rac t e r i s e p a r le fait que p o u r a d a p t e r les 

cellules du d o n n e u r au r e c e v e u r sont 

a joutees aux bouillon de c u l t u r e d e s s u b -

s tances s t imulant la c ro i s sance ou des 

s u b s t a n c e s de d i f f e renc ia t ion ou des e x t r a i t s 

r e s p  d ' h y d r o l y s a t s d ' o r g a n e s al logenes 

ou x e n o g e n e s , en pa r t i cu l i e r des e x t r a i t s 

t i s su l a i r e s des cellules du c o r p s ou du s a n g , 

r e s p  d u serum sangu in d u f u t u r r e c c v e u r  

8  Procede selon la speci f ica t ion 7, c a r a c t e -

r i s e pa r le fait que sont u t i l i ses des f ac -

t e u r s s t imu lan t s , l e sque l s sont o b t e n u s 

d ' a p r e s le p rocede p o u r l 'ob tent ion de bio-

c a t a l y s e u r s d ' a p r e s EPA No  80 106 066 6 

p o u r la c u l t u r e des cel lules e t l ' implanta-

t ion  

9  Procede selon la speci f ica t ion 1, c a r a c t e -

r i se p a r le fait que sont a jou tes a la colle 

biologique p o u r l ' implanta t ions r e s p  t r a n s -

p lan ta t ion des f a c t e u r s de c ro i s sance ou 

de d i f f e r en t i a t i on p r o v e n a n t de cellules 

t i s su l a i r e s ou de s u s p e n s i o n s de cellules 

cu l t ivees meles ä la phase l iquide d ' u n 

gel ou un c o n c e n t r e f i b r i n o g e n e , une Solu-

t ion de th rombine ou d ' a u t r e s colles bio-

logiques pos s ib l e s , qu i sont u t i l i sees pou r 

impregner l ' implant ou le lit de l ' implant  

10  Procede p o u r l 'ob ten t ion de p r e p a r a -

t ions e n g e n d r a n t la to le rance immunitaire 

c o n t r e les s u b s t a n c e s t i s su l a i r e s h i s to -

compatibles du d o n n e u r d a n s le r e c e v e u r 

d ' u n t r a n s p l a n t d ' o r g a n e , c a r a c t e r i s e p a r 

le fait q u e ces p r e p a r a t i o n s sont o b t e n u e s 

d u d o n n e u r d u t r a n s p l a n t  

B e s c h r e i b u n g 

Die E r f i n d u n g b e t r i f f t die V o r b e r e i t u n g 

von Implanta t ionen von a l loplas t i schen 

ode r dev i t a l i s i e r t en biologischen Materia-

l ien , wie auch von al logenen und mögl icher-

weise x e n o g e n e n O r g a n t r a n s p l a n t a t e n vo r 

d e r Implantat ion bzw  T r a n s p l a n t a t i o n  

Es wird dabei auf d e r Ob e r f l ä c he des 

Implanta tes bzw  T r a n s p l a n t a t e s , die mit 

Zellgewebe o d e r Knochen des Empfänger -

o rgan i smus in Kontakt kommen soll, ein 

Zel l rasen von in Ku l tu r g e z ü c h t e t e n l eben -
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den Gewcbezellen nach den b e k a n n t e n 

Methoden d e r Zel lkul tur a u f g e z ü c h t e t 

u n d zum Auf - bzw  Einwachsen , auch in 

K r y p t e n o d e r Poren des a l loplas t i schen 

Materials g e b r a c h t  Dabei können Zellen 

v e r w e n d e t w e r d e n , die a u s autologen Ex-

p lan ta t en vom s p ä t e r e n Empfänger o d e r 

von a l logenen , xenogenen bzw  foetalen 

S p e n d e r n ku l t i v i e r t w e r d e n  

Zur Erz ie lung d e r Gewebever t r äg l i chke i t 

mit dem s p ä t e r e n Empfänge ro rgan i smus 

müssen allogene und xenogenc Gewebe 

während d e r Ku l t iv i e rung an den Empfän-

ge ro rgan i smus a d a p t i e r t w e r d e n  Foetale 

Zellen benö t igen diese Kondi t ion ie rung 

n i c h t  A n d e r e r s e i t s muß im E m p f ä n g e r -

o rgan i smus d u r c h wiederhol te V o r b e h a n d -

lung mit den e n t s p r e c h e n d e n Zellen o d e r 

d a r a u s h e r g e s t e l l t e n Ze l lex t rak ten bzw  

dem Medium d e r Zell- bzw  Gewebekul -

t u r e n eine immunologische Toleranz e r -

zeugt w e r d e n  

A u f g e z ü c h t e t e Zellen auf a l loplas t i schen 

Materialien und G e w e b e t r a n s p l a n t a t e n b e -

sch leun igen d a s Einheilen u n d v e r b e s s e r n 

die V e r a n k e r u n g im Wundbet t d u r c h Neu-

b i l d u n g von Zellen, i n s b e s o n d e r e von 

Bindegewebsf ib r i l l en und I n t e r z e l l u l a r -

s u b s t a n z  Dadurch kommt eine wei tgehend 

phys io logische V e r a n k e r u n g des Implanta -

t e s z u s t a n d e  Die B e s c h i e h t u n g mit l eben -

den Zellen ist abe r auch f ü r O r g a n t r a n s -

p l an t a t e ein Vortei l , weil die a u f g e z ü c h t e t e n 

Zellen e ine höhe re Ze l l te i lungsra te bes i t zen 

als d ie jen igen d e r O r g a n o b e r f l ä c h e u n d 

bei V e r w e n d u n g von al logenen ode r xeno -

genen S p e n d e r n d u r c h eine kond i t ion ie r t e 

V o r b e h a n d l u n g des Empfänge r s mit den 

His tokompat ib i l i tä t s faktoren d e r aufgezüch-

t e t en Zellen u n d möglichst auch d e s O r g a n -

t r a n s p l a n t a t e s eine immunologische Ab-

s t o ß u n g s r e a k t i o n vermieden w i r d  Bei Im-

p lan ta t ionen und T r a n s p l a n t a t i o n e n , die 

ohne v o r h e r i g e A u f z ü c h t u n g von Zell-

r a sen e r f o l g e n , ist in vivo das Aufwach-

sen von Zellen e r s c h w e r t , weil im Wund-

be t t die Zellen im Gewebe g e b u n d e n 

sind und nicht f r e i vorkommen  Die Auf -

z ü c h t u n g e ines Geweberasens in v i t ro 

d u r c h Be impfung mit Ze l l suspens ionen 

wird d u r c h die g r ö ß e r e Ober f l äche d e r 

i so l ier ten Zellen b e g ü n s t i g t  Die K u l t i -

v i e r u n g d e r Zellen k a n n schon l ä n g e r e 

Zeit vo r d e r O r g a n v e r p f l a n z u n g auch aus 

Gewebeexplan ta ten ode r a u s l e u k o z y t ä r e n 

Blutzel len des O r g a n s p e n d e r s e r f o l g e n  

Bei V e r w e n d u n g a l logener o d e r x e n o g e n e r 

Zellen ist eine wechse lse i t ige Kondit ionie-

r u n g vom E m p f ä n g e r auf den zu ü b e r t r a -

genden Spende rze l l en und - g e w e b e n mög-

l ich  Die ü b e r t r a g e n e n Zellen übe rnehmen 

eine Ve rmi t t l e r funk t i on zum E m p f ä n g e r -

o r g a n i s m u s  

Als a l loplas t ische Materialien werden v o r -

wiegend K u n s t s t o f f e , Keramik, Biogläser 

u n d Meta l l eg ie rungen , auch in Kombi-

nat ion v e r w e n d e t  Als Implanta te d ienen 

auch dev i t a l i s i e r t e biologische Materialien 

z B  aus Knochen , K n o c h e n s p ä n e n und 

- s p l i t t e r n sowie Z ä h n e n , S e h n e n , H o r n -

h ä u t e n , E ihäu ten u n d N a b e l s c h n u r  

Diese werden z u r R e k o n s t r u k t i o n von Ge-

webede fek t en an Knochen , S e h n e n , B lu t -

g e f ä ß e n , Hau t , s e r ö s e n Häuten sowie 

zum Ersa t z von Gelenken als E n d o p r o t h e -

sen wie auch von Sehnen v e r w e n d e t  

Bei d e r Implanta t ion von Zähnen u n d Zahn-

e r sa t z ist d e r F a s e r v e r b u n d zwischen Im-

p lan ta t u n d Knochen nicht n u r z u r Fixie-

r u n g , s o n d e r n auch wegen des epi the l ia-

len A b s c h l u s s e s nach außen zur Mund-

höhle , z u r Vermeidung von In fek t ionen und 

d e r B i ldung von in fek t iö sen Herden im Ge-

biet des Z a h n e r s a t z e s wicht ig  

Die E r f i n d u n g be inha l t e t auch die Ver -

w e n d u n g von B i o k l e b e r n , die f ü r K ö r p e r -
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f lü s s igke i t en d i f fu s ib e l s i n d , wie z B  Fi-

b r in , das aus e iner Mischung von Fibr ino-

gen und Thrombin e n t s t e h t ode r v e r f l ü s -

s ig te s Kollagen ode r Elast in mit einem Ver -

f e s t i g e r  Es werden dabei Gewebe- o d e r 

Zel lex t rak te aus den ku l t i v i e r t en Zellen 

o d e r a n d e r e n wachs tumss t imul ie renden Fak-

t o r e n , wie sie i n s b e s o n d e r e nach EPA 

Nr  80 106 066 6 gewonnen w e r d e n , dem 

wäßr igen Lösungsmit te l des Bioklebers zu-

g e s e t z t  Es k ö n n e n auch isol ier te Zellen 

aus d e r K u l t u r in den Kleber e i n g e b r a c h t 

w e r d e n  Diese werden d a n n bei d e r R e t r a k -

tion des F ib r in s zusammengepreß t und d a r -

aus Zel l inha l t ss tof fe in Fre ihei t g e s e t z t , 

welche die b indegewebige Organ i sa t ion 

des Bioklebers d u r c h Ersa tz mit k ö r p e r -

e igenen Geweben b e s c h l e u n i g t  

F ü r die E inp f l anzung a l lop las t i scher Mate-

rialien b ie te t eine Mikroporosi tä t ode r n e t z -

bzw  schwammart ig d u r c h b r o c h e n e S t r u k -

t u r d e r Obe r f l äche f ü r die f e s t e V e r a n k e -

r u n g des Implanta tes Vor te i le  Metalle, 

auf d e n e n Zellen nicht sp o n t a n anwachsen , 

werden mit d a f ü r gee igne ten Material ien, 

z B  aus iner tem K u n s t s t o f f , B iog lä se rn , 

Porzellan o d e r a b e r mit F i b r i n , Kollagen 

o d e r Elast in vor d e r Be impfung mit Zellen 

b e s c h i c h t e t  Die Implantat ion von solchen 

E n d o p r o t h e s e n e r f o r d e r t e inen K u n s t s t o f f -

"Zement"  Die E r f i n d u n g b e t r i f f t jedoch 

die A u f z ü c h t u n g eines f e s t g e w a c h s e n e n 

Zel l rasens und nicht die dazu v e r w e n d e t e n 

Material ien  

Die Zel lkul turen werden aus G e w e b e p r o b e n , 

die c h i r u r g i s c h ode r d u r c h Biopsie von ei-

nem S p e n d e r gewonnen w e r d e n , nach b e -

k a n n t e n Methoden d e r Zell- u n d Gewebe-

z ü c h t u n g ange leg t ( v g l  Br ig i t t e Mauers-

b e r g e r : Aktuel le Probleme d e r Zellzüch-

t u n g : Gus tav F i sche r Ver lag S t u t t g a r t , 

1971; Karl F r i ed r i ch B a u e r : Methodik d e r 

Zell- und G e w e b e z ü c h t u n g : S  Hirzel V e r -

lag S t u t t g a r t , 1974)  Bei Zähnen k ö n n e n 

S t anzzy l inde r a u s d e r v o r g e s e h e n e n Im-

p lan ta t ionss te l l e o d e r e x t r a h i e r t e Zähne 

f ü r die A n z ü c h u n g d e r Ze l lku l turen v e r -

wendet w e r d e n  D u r c h Klonen können v e r -

sch iedene Zel lar ten gezüch te t w e r d e n , 

wie z B  O s t e o b l a s t e n , Odon tob l a s t en , 

G h o n d r o b l a s t e n , Myoblas ten , F i b r o b l a s t e n , 

epi thel ia le Zellen u n d a n d e r e  Die gewon-

nenen Zellinien k ö n n e n d a n n in Massen-

z ü c h t u n g wei ter ku l t i v i e r t w e r d e n  Es 

ist zweckmäßig z u r B e s c h i c h t u n g von Im-

p lan ta t en bzw  T r a n s p l a n t a t e n die Zell-

a r t e n zu v e r w e n d e n , die zum Anwachsen 

im Wundbet t b e s o n d e r s gee igne t s i n d , 

also vo rzugswe i se F ib rob l a s t en  Diese 

lassen sich auch b e s o n d e r s leicht z ü c h t e n , 

weil sie eine g r o ß e Zel l te i lungspotenz be -

s i t z e n  Es k ö n n e n auch he te rop lo ide Zel-

len ohne onkogene Potenz V e r w e n d u n g 

f i n d e n  Die e x p l a n t i e r t e n Zellen werden 

gegebenen fa l l s in wiederhol ten Passagen 

gezüch t e t und dabe i mit Wirkfak toren a u s 

O r g a n e x t r a k t e n s t imul ie r t , z B  aus Le-

b e r , P lazen ta , T h y m u s , foetalem Binde-

gewebe  aus Nabe l schnur ode r a n d e r e n 

foe ta len Geweben ( v g l  EPA 80 106 066 6; 

P a f f e n h o l z , V  und T h e u r e r , K  Einf luß 

von makromolekularen O r g a n s u b s t a n z e n 

auf menschl iche Zellen in v i t ro : Der Kas-

s e n a r z t 27, S e p t  1978)  

Zur Be impfung des s te r i l en Implan ta tes wer -

den d u r c h enzymat i sche Ablösung d e r Zel-

len vo r d e r Unte r lage Zel l suspens ionen 

gewonnen  Diese werden auf das Implantat 

o d e r T r a n s p l a n t a t an v e r s c h i e d e n e n Stellen 

au fge impf t und dann d a u e r n d ode r r h y t h -

misch mit gee igne ten Nährmedien nach be -

w ä h r t e n Methoden d e r Zell Züchtung be -

f e u c h t e t  Jede mechanische Alterat ion d e r 

Zellen muß dabei vermieden w e r d e n  

Zur Adapt ion an den s p ä t e r e n Empfänge r 

we rden allogene o d e r xenogene Gewebe mit 
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e n t s p r e c h e n d e n E x t r a k t e n a u s o r g a n g e w e -

b e n o d e r a u s B lu tze l l en b z w  - s e r u m d e s 

spä te ren E m p f ä n g e r s in einem Minimal-

nährmedium m i n d e s t e n s w ä h r e n d 4 S t u n -

den b e h a n d e l t  Dies k a n n u n m i t t e l b a r v o r 

der Implan ta t ion g e s c h e h e n  Die P r o t e i n -

oder P e p t i d k o n z e n t r a t i o n d e r v e r w e n d e t e n 

O r g a n e x t r a k t e l iegt zwischen mg u n d n g / m l 

N ä h r m e d i u m  

Zur V o r b e h a n d l u n g d e s E m p f ä n g e r s von mit 

a l l o g e n e n o d e r x e n o g e n e n Zellen b e s e t z t e n 

I m p lan t a t en o d e r O r g a n t r a n s p l a n t a t e n wird 

dieser m i n d e s t e n s 2 T a g e v o r d e r Imp lan -

tation mit s t e i g e n d e n Zel lzahlen o d e r K o n -

zentra t ionen d e s e iwe ißha l t i gen E x t r a k t e s 

und bzw  o d e r d e n d e k a n t i e r t e n K u l t u r -

medien d e r e n t s p r e c h e n d e n Z e l l k u l t u r e n 

b e h a n d e l t . Diese V o r b e h a n d l u n g e n t s p r i c h t 

der E r z e u g u n g e i n e r Low-Zone T o l e r a n z  

D i e T o l e r a n z e r z e u g u n g wird g e f ö r d e r t 

durch die A n w e n d u n g e i n e r M i s c h u n g 

v o n na t iven Molekülen u n d i h r e n U n t e r e i n -

heiten b z w  B e s t a n d t e i l e n  Es k ö n n e n d a z u 

auch s u l f a t i e r t e u n d p h o s p a t i e r t e T r o c k e n -

extrakte d e r Gewebe b z w  d e r g e z ü c h t e t e n 

Gewebezellen p a r e n t e r a l w iede rho l t i n j i -

z j e r t wie auch in s t e i g e n d e n K o n z e n t r a t i o -

n e n oral b z w  e n t e r a l g e g e b e n e n f a l l s i n 

Liposomen o d e r in d e r w ä ß r i g e n P h a s e 

einer W a s s e r - i n - ö l - E m u l s i o n in d ü n n d a r m -

löslichen Kapse ln a n g e w a n d t w e r d e n  Bei 

der p a r e n t e r a l e n I n j e k t i o n w e r d e n a n s t e i -

gende K o n z e n t r a t i o n e n vom p g - b i s m g - B e -

reich in s ich v e r l ä n g e r n d e n I n t e r v a l l e n 

v o n S tunden b i s 2 - 3 T a g e n a n g e w a n d t  

Es können g e z ü c h t e t e Zellen a u s E ihau t u n d 

Nabelstrang wie a u c h a u s a n d e r e n K ö r p e r -

bereichen, i n s b e s o n d e r e a u s H a u t , P l a z e n -

t a Thymus , B l u t a d e r n o d e r Zahn le i s t e 

verwendet w e r d e n  Zur immunologisch 

tolerogenen V o r b e h a n d l u n g d e s E m p f ä n g e r s 

lassen s ich auch g e z ü c h t e t e Ze l len , wie 

aUCh vom S p e n d e r g e w o n n e n e Zellen o d e r 

G e w e b e e x t r a k t e v e r w e n d e n  Nich tkom-

p a t i b l e F a k t o r e n k ö n n e n a u c h a u s d e k a n -

t i e r t e n K u l t u r m e d i e n , i n d e n e n d ie Vi ta l -

k o n s e r v i e r u n g s t a t t f i n d e t , g e w o n n e n 

w e r d e n  Z u r V o r b e r e i t u n g von a l logenen 

b z w  x e n o g e n e n O r g a n t r a n s p l a n t a t e n w e r -

d e n n i c h t k o m p a t i b l e F a k t o r e n a u s dem 

S p e n d e r o r g a n i s m u s d e s T r a n s p l a n t a t e s , 

a u c h in Form von g e z ü c h t e t e n Zellen o d e r 

e iweiß- b z w  p e p t i d h a l t i g e n O r g a n e x t r a k -

t e n z u r V o r b e h a n d l u n g d e s E m p f ä n g e r s 

v e r w e n d e t  

D a s V e r f a h r e n von O ' C o n n o r , N  e t a l  

( D r  H  G r e e n ) ( L a n c e t 1 , 75, 1981) ü b e r 

d ie A b d e c k u n g von V e r b r e n n u n g e n mit i n 

K u l t u r g e z ü c h t e t e m Ep i the l u n t e r s c h e i d e t 

s ich g r u n d s ä t z l i c h v o n v o r l i e g e n d e m V e r -

f a h r e n d u r c h d ie A u f g a b e n s t e l l u n g u n d d ie 

A r t d e r A n w e n d u n g  Die i n K u l t u r g e z ü c h -

t e t e n Ze l lgewebe w e r d e n auf d ie ä u ß e r e 

K ö r p e r o b e r f l ä c h e als H a u t e r s a t z a u f g e -

b r a c h t  Bei v o r l i e g e n d e m V e r f a h r e n w e r -

d e n j edoch die g e z ü c h t e t e n Zellen i n - v i t r o 

auf a l l op l a s t i s chen o d e r d e v i t a l i s i e r t e n 

b io log i schen Mate r i a l i en , wie a u c h auf O r -

g a n t r a n s p l a n t a t e n a ls Ze l l r a scn a u f g e z ü c h -

te t u n d a n d e r e r s e i t s f ü r die Kond i t i on i e -

r u n g d e s E m p f ä n g e r o r g a n i s m u s v e r w e n d e t  

Die I mp l a n t a t e b z w  T r a n s p l a n t a t e w e r d e n 

b e v o r z u g t i n s K ö r p e r i n n e r e i m p l a n t i e r t , 

u n d e s w e r d e n a l logene o d e r x e n o g e n e 

S p e n d e r z e l l e n v e r w e n d e t , d ie be i d e r Zell-

z ü c h t u n g d u r c h I n k o m p a t i b i l i t ä t s f a k t o r e n 

a u s dem E m p f ä n g e r o r g a n i s m u s k o n d i t i o n i e r t 

w e r d e n  Bei d e r e r w ä h n t e n L i t e r a t u r s t e l l e 

w e r d e n z u r A b d e c k u n g v o n V e r b r e n n u n g e n 

a u s s c h l i e ß l i c h au to loge Gewebe v e r w e n d e t , 

s o d a ß d i e s e k o n d i t i o n i e r e n d e V o r b e r e i -

t u n g d e r Zellen u n d d e s E m p f ä n g e r o r g a n i s -

mus n i ch t b e k a n n t w a r  

Die V e r w e n d u n g von v o r b e r e i t e t e n Imp lan -

t a t e n mit a u f g e z ü c h t e t e n a l l o g e n e n , x e n o -

g e n e n o d e r f o e t a l e n Geweben u n d Zel len , 
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biete t t ro t z d e r e r f o r d e r l i c h e n Vorbere i -

t u n g des Emp fänge r s den Vortei l , e iner 

k ü r z e r e n V o rb e r e i t u n g s z e i t als bei d e r 

A n z ü c h t u n g von autologem Gewebe  Auch 

w u r d e in d e r a n g e f ü h r t e n L i t e r a tu r s t e l l e 

ausschl ieß l ich Hautep i the l v e r w e n d e t , das 

sich von den im vo r l i egenden V e r f a h r e n 

v e r w e n d e t e n Zel lar ten g r u n d s ä t z l i c h u n -

t e r s c h e i d e t  

Die a l loplas t i schen Implanta te mit a u f g e -

züchtetem Zell r a s e n werden in Art d e r 

V i t a lkonse rv i e rung bei d e r Gewebezüch-

t u n g in einem Nährmedium bei T e m p e r a t u -

r e n zwischen + 5° und + 35° C g e h a l t e n , 

wobei eine B e n e t z u n g d e r a u f g e z ü c h t e t e n 

Zellen und d e r Schutz vor mechan i sche r 

Al tera t ion gewähr le i s te t se in muß  Ein 

s t u f enwe i se s E in f r i e r en ist bei V e r w e n d u n g 

von Vi t r ika t ions f lüs s igke i t en z B  Dime-

t h y l s u l f o x y d ode r Glyzerin möglich  Das 

A u f t a u e n e r fo lg t wie bei d e r Gewebe- u n d 

Ze l lku l t iv ie rung und e r f o r d e r t eine a n -

sch l ießende Kond i t ion ie rung in Nährmedien 

mit den g e n a n n t e n w a c h s t u m s f ö r d e r n d e n 

S t o f f e n  O r g a n t r a n s p l a n t a t e können je-

doch nicht k ä l t e k o n s e r v i e r t w e r d e n  

Weitere Merkmale u n d Vortei le von b e v o r -

zug t en A u s f ü h r u n g s f o r m e n d e r E r f i n d u n g 

e r g e b e n sich aus den nach fo lgenden Bei-

sp ie len  

Beispiel 1 

Es sollen nach l ä n g e r zurück l iegendem 

Zahnver lus t Zähne aus a l loplas t i schen Ma-

ter ia l ien implant ier t werden u n t e r Mitver-

w e n d u n g von autologen Zel lgeweben, die 

v o r h e r auf dem Implantat a u f g e z ü c h t e t 

w e r d e n  

Als Implantat werden v o r g e f e r t i g t e , s t e r i -

le Materialien aus Biokeramik o d e r Bio-

g läse rn v e r w e n d e t , die in Größe und Form 

mit dem v o r g e s e h e n e n Implan ta tbe t t ü b e r -

einst immen  Mindes tens 1 Woche vo r d e r 

Implantat ion wird c h i r u r g i s c h o d e r d u r c h 

Nadelbiopsie Gewebe aus d e r s p ä t e r e n Im-

p lan ta t ionss te l l e gewonnen , u n t e r s t e r i -

len Kautelen mit phys io log i schen Salz-

lö sungen ( T y r o d e - L ö s u n g , H a n k s - , Locke-

o d e r K i n g e r l ö s u n g ) gespül t und in einem 

d e r b e k a n n t e n na tü r l i chen Nährmedien, 

z B  nach Bake r ode r Lewis ode r a b e r in 

einem küns t l i c he n Nährmedium b e k a n n t e r 

chemischer Zusammense tzung , z B  nach 

Eagle , Ear l , E v e n s , Nagel , P a r k e r , White 

u a  mit Zusatz e ine r gee igne ten Antibio-

t i kamischung , z B  aus Aureomycin , Baci-

t r a c i n , Chloramphenicol , Neomycin, Peni-

ci l l in, Polymycin, S t r ep tomyc in , T e r r a -

myein bei T e m p e r a t u r e n zwischen + 5° und 

+ 30°C zum Zellaboratorium g e b r a c h t  Dort 

wird nach b e k a n n t e n Ze l lzüch tungsmetho-

d e n , die zu möglichst i n t e n s i v e r Zel lpro-

l i fera t ion f ü h r e n , aus dem Explanta t die 

Ze l lku l t iv ie rung d u r c h g e f ü h r t  Es ist dabe i 

möglich, d u r c h wiederhol tes Umsetzen d e r 

K u l t u r e n , best immte Zel lar ten d u r c h Klo-

nen isoliert zu z ü c h t e n u n d auch eine 

M a s s e n z ü c h t u n g d e r Zellen d u r c h z u f ü h r e n  

Zur S t imul ie rung des Zellwachstums w e r -

den zy top lasmat i sche O r g a n e x t r a k t e , wahl-

weise einzeln ode r in Mischungen , aus foe-

ta le r Zahnle i s te , L e b e r , foe ta le r Plazenta 

und T h y m u s , wie auch gegebenenfa l l s 

von a n d e r e n he t e ro logen O r g a n a r t e n , z B  

vom Rind , in e ine r Konzent ra t ion von 
- 4 - 6 

10 bis 10 g Pro te in /ml Nährmedium 

bei den e inze lnen Passagen z u g e s e t z t  Es 

können dazu auch S t imula t ions fak toren 

v e r w e n d e t w e r d e n , die nach EPA 80 106 066 6 

aus dense lben O r g a n a r t e n gewonnen wu r d e n 

ode r a n d e r e b e k a n n t e , w a c h s t u m s f ö r d e r n -

de und e n t z ü n d u n g s h e m m e n d e E x t r a k t e 

wie z B  Carnos in ( v g l  K  Nagai: En t -

z ü n d u n g s h e m m u n g d u r c h die F ö r d e r u n g 

d e r s p o n t a n e n Heilung mittels L - C a r n o s i n : 



82 

Langonbecks Arch  C h i r  351, 39 f f  

(1980) ) , Ep idermis -Wuchsfak tor (D  Gos-

podarowiez et a i : Anm  Ev  Biochem  45 

(1976) 531 - 558), Somatotropin u a  

Eine adap t ive A n p a s s u n g d e r k u l t i v i e r t e n 

Zellen an den s p ä t e r e n Empfänger bzw  

die T o l e r a n z e r z e u g u n g im E m p f ä n g e r , ist 

bei V e r w e n d u n g au to loger Gewebe nicht 

e r f o r d e r l i c h  

Aus e iner Monolayer -Kul tur wird mindes tens 

2 - 3 Tage vor d e r v o r g e s e h e n e n Implanta-

tion d e r Zellrasen d u r c h T r y p s i n - V e r s e n -

lösung abgelös t ode r d u r c h Enzymein-

w i r k u n g eine Zel lsuspension gewonnen , die 

von Enzymen f r e i g e s p ü l t , auf das v o r g e -

sehene Implantat an v e r s c h i e d e n e n Ste l len , 

die s p ä t e r mit dem Implanta t ionsbe t t in Be-

r ü h r u n g kommen, aufge impf t wi rd  Um d a s 

Aufwachsen des Zel l rasens zu e r l e i c h t e r n , 

kann nach b e k a n n t e n Methoden (vg l  B  

M a u e r s b e r g e r : Zell- und Gewebezüch tung : 

G  F i scher Ver lag , S t u t t g a r t , 1977) die 

a l loplas t i sche Mater ia lunter lage vor d e r Be-

impfung d e r Zel lsuspension ode r dem Auf -

b r i n g e n e ines b e r e i t s gezüch t e t e n Zell-

r a s e n s , mit F ib r in , Kollagen ode r Elast in 

besch ich te t w e r d e n  Die be impf ten Stellen 

des Implanta tes werden u n t e r K u l t u r b e -

d i n g u n g e n en twede r f o r t l a u f e nd ode r 

r hy thmisch in t e rmi t t i e rend mit Nähr lösung 

b e f e u c h t e t  Zur r h y t h m i s c h e n B e f e u c h t u n g 

werden die Zahnexp lan ta t e z B  an den 

L ä n g s e n d e n d r e h b a r f ix ie r t u n d in e ine r 

Wanne mit Medium e i n g e t a u c h t  Die Umdre-

h u n g b e s o r g t eine speziel le A p p a r a t u r  

Nachdem d e r Zel l rasen fes t auf dem Implan-

ta t angewachsen i s t , wird d i e se r in ein 

T r a n s p o r t g e f ä ß ü b e r g e f ü h r t  In dem T r a n s -

p o r t g e f ä ß muß die B e f e u c h t u n g d e r Zellen 

mit s aue r s to f fha l t i gem Nährmedium zur Im-

plan ta t ion gewähr le i s te t se in  Es wird 

dazu T y r o d e - L ö s u n g mit Zusatz von 50 -

100 Einhei ten Penicillin und S t rep tomycin 

p ro ccm v e r w e n d e t  Die T e m p e r a t u r 

während des T r a n s p o r t e s wird zwischen 

+ 5°C und + 20°C geha l t en  Gleichzeit ig 

wird s epa ra t ein Teil d e r v e r we n d e t e n 

Zel lsuspension im Nährmedium mi tge l i e fe r t  

Von d i e se r werden bei d e r V o r b e r e i t u n g 
3 

des Bioklebers aus F ibr in x x 10 Zellen/ 

ccm in die Thrombin lösung e ingemisch t , 

die i h r e r s e i t s mit dem F ib r i noge nkonz e n -

t r a t zusammengemischt w i rd  Bei E r re i chen 

des gee igne ten Po lymer i sa t ionsgrades des 

sich ausb i ldenden F i b r i n s , wird d e r Bio-

k leber unmi t te lbar vor dem Implantat in 

das e r ö f f n e t e Wundbet t e i n g e b r a c h t  Zuvor 

kann man das Wundbet t und das Implan-

tat mit d e r Zel lsuspension p r ä p a r i e r e n  

Ans ta t t d e r E i n b r i n g u n g von s u s p e n d i e r t e n 

Zellen in den Biokleber ode r z u r v o r h e r i -

gen B e n e t z u n g des Implanta tes können auch 

wachs tumss t imul ie rende O r g a n e x t r a k t e oder 

E x t r a k t e aus den ku l t i v i e r t en Zellen wie 

bei den Zel lku l turen ve rwende t w e r d e n  

Der implant ie r te Zahn soll im Kie fe rknochen 

möglichst f e s t s i t z e n  Bei d e r Implantat ion 

wird jede Bewegung des Implan ta tes vermie-

d e n , die zu e iner A b s c h i e b u n g des Zell-

r a s e n s f ü h r e n könn te  Die R ä n d e r des 

Wundbet tes werden nach de r E inp f l anzung 

möglichst d icht am Implantat d u r c h Nähte 

a d a p t i e r t und d e r a u s d e r Wunde h e r a u s -

r a g e n d e Teil des Implanta tes d u r c h Schie-

n e n v e r b a n d bis zum Fes twerden des Im-

p l a n t a t e s f i x i e r t  

Beispiel 2 

F ü r den So fo r t e r s a t z von Einzelzähnen wer -

den Implanta te mit a u f g e z ü c h t e t e n , v i ta l -

k o n s e r v i e r t e n Zellen v o r r ä t i g g e h a l t e n  Es 

werden dabei Zellen a u s foe t a l e r , mensch -

l icher Zahnleis te u n d / o d e r a u s Amnion, 

Nabe l schnur u n d / o d e r Plazenta a u f -

g e z ü c h t e t  Zur V e r b e s s e r u n g d e s Einwach-
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s ens wird mindes t ens 1/2 S t u n d e vor d e r Im-

planta t ion Blutserum vom E m p f ä n g e r , gege -

benenfa l l s in Mischung mit dem wäßr igen 

E x t r a k t aus Homogenaten d e r weißen Blu t -

zöllen, d e r Nähr lö sung f ü r die A u f z ü c h t u n g 

von Zellen auf dem Implantat z u g e s e t z t  

Das Wundbe t t , das Implantat sowie auch 

de r Biokleber w i rd , wie in Beispiel 1, mit 

wachs tumss t imul ie renden und e n t z ü n d u n g s -

hemmenden Fak to ren v o r b e r e i t e t  

Beispiel 3 

Die V e r w e n d u n g von al logenen und x e n o g e -

nen Zel lkul turen e r f o r d e r t eine kondi t io-

n i e r e n d e V o r b e r e i t u n g d e r Zellen und 

mögl ichs t auch des Empfänge ro rgan i smus  

Gleichzeit ig mit den in Beispiel 1 b e s c h r i e -

benen wachs tumss t imul ie renden F a k t o r e n , 

werden B l u t s e r u m , E x t r a k t e aus Zellhomo-

gena ten von weißen Blutzel len und bzw  

oder von Biopsiematerial vom s p ä t e r e n 

Empfänge ro rgan i smus einem Minimalnähr-

medium während 8 S t u n d e n ode r wenn mög-

lich , während 1 ode r 2 Pas sagen vor d e r 

Implantat ion z u g e s e t z t  Danach wird d a s 

optimale Nährmedium mit wachs tumss t imu-

l i e renden Fak to ren ebenfa l l s mit d iesen Zu-

sä tzen v e r w e n d e t  Der v o r g e s e h e n e Empfän-

ge ro rgan i smus wird mit His tokompat ib i l i tä ts -

f a k t o r e n aus dem S p e n d e r o r g a n i s m u s o d e r 

aus den z u r T r a n s p l a n t a t i o n v o r g e s e h e n e n 

Ze l lku l tu ren , in Form von Einzelzellen o d e r 

Ze l l ex t r ak ten , während mindes t ens 3 Tagen 

vor d e r Implanta t ion , in s t e i g e n d e r Dosie-

r u n g , wiederholt v o r b e h a n d e l t  Es werden 

dazu b e s o n d e r e Zell- bzw  G c w e b s p r e ß s ä f t e 

aus den ku l t i v i e r t en Zellen und bzw  ode r 

das d e k a n t i e r t e Kulturmedium p a r e n t e r a l 

ode r o r a l , in s ich v e r l ä n g e r n d e n zei t l ichen 

Abs t änden zunächs t h a l b s t ü n d l i c h , d a n n 

3- b is 2mal t äg l i ch , sodann in täg l ichen Ab-

s t ä n d e n vo r d e r Implantat ion v e r a b r e i c h t  

Auch können Suspens ionen d e r g e z ü c h -

t e t e n Zel lkul turen in a n s t e i g e n d e r Zell-
2 4 

zahl , z B  beg innend mit 10 -, dann 10 -ß 

bis 10 Zellen/ccm zusammen mit V e r d ü n -

n u n g e n d e r Ku l tu r f lü s s igke i t in n g , Mg, 

mg Prote in/ccm in phys io log i sche r Lösung 

appl iz ier t w e r d e n  

Beispiel 4 

Kondi t ion ie rung von T r a n s p l a n t a t u n d 

E mp f ä n g e r o r g a n i sm u s f ü r die O r g a n t r a n s -

p lan ta t ion e ine r a l logenen , n icht vollkom-

pat ib len Niere: 

Vom lebenden O r g a n s p e n d e r werden min-

d e s t e n s 8 Tage vor d e r N i e r e n s p e n d e , 

wie in Beispiel 3, His tokompat ib i l i tä t sant i -

gene aus Zellgeweben gewonnen  I n s b e -

s o n d e r e werden a u s l eukozy tä ren Blu t -

zellen bzw  a u s Biopsiematerial Zel lkul tu-

r e n a n g e l e g t  Zur E r z e u g u n g von Immun-

to leranz des E m p f ä n g e r s g e g e n ü b e r dem 

T r a n s p l a n t a t , we rden Blutserum des S p e n -

d e r s , Ze l lex t rak te a u s den g e z ü c h t e t e n 

Zellen o d e r l ebende Zel l suspens ionen in 

a n s t e i g e n d e r Dos i e rung während mindes t ens 

3 T a g e n vor d e r T ransp l an t a t i on wiede r -

holt in a n s t e i g e n d e r Dos i e rung und sich 

v e r l ä n g e r n d e n In t e rva l l en dem Empfänge r 

app l i z i e r t  Diese to le rogene Vorb ehand -

lung des E m p f ä n g e r s gegen das T r a n s -

p lan ta t kann gle ichzei t ig kombinier t mit 

d e r V o r b e h a n d l u n g gegen die da rau f a u f -

gezüch t e t en Zellen, falls diese nicht vom 

selben S p e n d e r wie d a s T r a n s p l a n t a t s t am-

men, vorgenommen w e r d e n  

Bei V e r w e n d u n g von Le ichenorganen wird 

das O r g a n nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n d e r 

O r g a n t r a n s p l a n t a t i o n d u r c h vi ta le Kon-

s e r v i e r u n g am Leben e rha l t en ( v g l  K F  

B a u e r : Methodik d e r Zell- und Gewebe-

z ü c h t u n g - üb e r die O r g a n e x p l a n t a t i o n )  

Gleichzeit ig we rden Zel lexplantate ku l t i -
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v i e r t u n d d a r a u s Ze l lex t rak te mit Histo-

kompat ib i l i t ä t s fak to ren gewonnen  Es können 

dazu B l u t p r ä p a r a t e (Se rum, Blutzel len) vom 

S p e n d e r o r g a n i s m u s mi tverwende t w e r d e n  

Der Empfänge ro rgan i smus wird wäh rend 

mindes t ens 4 - 8 T a g e n vor d e r O r g a n t r a n s -

p lan ta t ion damit v o r b e h a n d e l t  A n d e r e r -

se i t s wird wäh rend d i e se r Zeit dem N ä h r -

medium f ü r das O r g a n e x p l a n t a t von außen , 

wie auch von innen d u r c h Ansch luß an das 

Gefäßsys tem des E x p l a n t a t e s , Näh r lö sung 

mit Zusatz d i e se r His tokompat ib i l i tä t s fakto-

ren vom s p ä t e r e n Empfänge r in a n s t e i g e n d e n 

Konzen t ra t ionen ü b e r n g , n g , mg Eiweiß-

gehal t /ml Medium, in sich v e r l ä n g e r n d e n 

A b s t ä n d e n von 1/2 S t u n d e b is 6 - 8 S t u n -

d e n , mehrmals z u g e s e t z t  Gleichzeit ig wer -

d e n auch h i e r wachs tumss t imul ie rende Fak-

t o r e n , wie in Beispiel 1 mi tve rwende t  

Für die V e r w e n d u n g von al logenen u n d 

i n s b e s o n d e r e x e n o g e n e n Eihäuten ode r Na-

b e l s c h n u r in d e r C h i r u r g i e , is t eine immu-

no log i sch- to le rogene V o r b e h a n d l u n g des 

E m p f ä n g e r o r g a n i s m u s , mit Zellen ode r Zell-

e x t r a k t e n a u s den zu ü b e r p f l a n z e n d e n Ge-

weben zweckmäßig  Die se rösen Häute wer -

den e n t s p r e c h e n d dem v o r h e r g e h e n d e n Bei-

sp ie l , während d e r Ku l t iv i e rung an den 

Empfänge r o d e r an al logene Histokompat i -

b i l i t ä t s f ak to ren aus dem E m p f ä n g e r o r g a n i s -

m u s , a d a p t i e r t  

Das A u f z ü c h t e n von autologen ode r an den 

Empfänge r a d a p t i e r t e n Zellen auf d a s O r g a n -

t r a n s p l a n t a t e r f o l g t , wie bei a l loplas t i schen 

Implan ta ten  Es werden dazu möglichst foe-

tale Zellen, nach wenigen Zel l te i lungen, 

v e r w e n d e t  Eine Kondi t ion ie rung d i e s e r 

Ku l tu ren wird sowohl mit Gewebefak to ren 

vom s p ä t e r e n E mp f ä n g e r o r g a n i sm u s , wie 

auch mit solchen aus dem S p e n d e r o r g a n i s m u s 

d e r O r g a n t r a n s p l a n t a t e o d e r den d a r a u s k u l -

t i v i e r t en Zellen, d u r c h g e f ü h r t  Auch die 

T r a n s p l a n t a t i o n e r fo lg t in ähn l i che r Weise 

u n t e r B e r ü c k s i c h t i g u n g spezie l ler c h i r u r -

g i s che r T e c h n i k e n  Das Wundbett wird 

nach vollkommener Blu t s t i l lung ebenfa l l s 

mit wachs tumss t imul ie renden E x t r a k t e n 

und Fak to ren vor d e r O r g a n ü b e r p f l a n z u n g 

p r ä p a r i e r t  Auch k ö n n e n Biokleber mit 

w a c h s t u m s f ö r d e r n d e n und s y n t h e s e s t i m u -

l ie renden E i g e n s c h a f t e n ve rwende t wer -

d e n  

Beispiel 5 

Die V o r b e r e i t u n g e iner Ge lenks -Endo-

p r o t h e s e , z B  des Knie- o d e r H ü f t g e -

l e n k s , e r fo lg t g r u n d s ä t z l i c h in g le icher 

Weise wie die Implantat ion von Z ä h n e n  

Es werden h i e r b e v o r z u g t k u l t i v i e r t e Os teo-

b l a s t en u n d F ib rob l a s t en , möglichst a u s 

Gewebeexplan ta ten vom E m p f ä n g e r o r g a n i s -

mus ode r a b e r a l logenen U r s p r u n g s an den 

Stellen a u f g e z ü c h t e t , die im Knochen f i -

x ie r t werden sol len  Es werden dazu auch 

foe ta le , al logene Zellen a u s Ge lenken , 

Gelenkkapse l u n d Knochen v e r w e n d e t , 

die an den s p ä t e r e n E mp f ä n g e r o r g a n i sm u s 

d u r c h V o r b e h a n d l u n g mit Histokompatibi l i -

t ä t s f a k t o r e n vom E m p f ä n g e r , in Form von 

Ze l lex t rak ten aus Blutzel len o d e r Biopsie-

mater ia l , a d a p t i e r t s i n d  Bei V e r w e n d u n g 

von allogenem ode r xenogenem Zellmaterial 

wird d e r Empfänge r e n t s p r e c h e n d den 

v o r h e r i g e n Beispielen immunologisch to le ro-

gen v o r b e h a n d e l t  

Beispiel 6 

Die T r a n s p l a n t a t i o n von dev i ta len Geweben 

e r fo lg t in g le icher Weise wie in Beispiel 1, 

d u r c h Aufwachsen e ines vom E m p f ä n g e r -

o rgan i smus to l e r i e r t en Ze l l r a sens , d e r 

gle ichzei t ig wie im Beispiel 5 an d a s T r a n s -

p lan ta t adap t i e r t i s t  
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Beispiel 7 

Käl tekonserv ie rung des mit Zellen besch ich -

te ten Implantates: 

Unter Zusatz von Käl teschutzmit te ln , z . B . 

36% Ammoniumacetat, 39% Dimethylsulfoxyd 

oder 40% Glyzerin zur Nähr lösung, er fo lg t 

ein s tufenweises Eingef r ie ren d u r c h Abküh-

lung von -1  bis - 2 C pro Minute bis min-

des t ens - 90 C, möglichst bis -196 C. 

Bei d ieser Tempera tur bleiben die Zellge-

webe f ü r fast u n b e g r e n z t e Zeit revi ta l i -

s i e r b a r . Die A u f t a u u n g erfolgt ebenfal ls 

nach bekann ten Methoden d e r Gewebe-

und Zel lzüchtung (vg l . K .F . Bauer) ent -

weder d u r c h sch lagar t iges Erwärmen auf 

37 C o d e r , je nach Thermoschockbelas t -

barkei t des Implantatmaterials du rch s t u -

fenweises Erwärmen von 0,3  bis 3 C pro 

Minute. Nach A u f t a u u n g ist wie bei d e r 

Rout inezüchtung d e r Zell- und Gewebekul-

t u r e n weiter zu v e r f a h r e n . 
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Europä ische P a t e n t s c h r i f t 

V e r w e n d u n g von Fc -Fragmen ten bzw  d e r e n C-terminaiem Anteil a u s Immunglobulinen 

EPA N r : 81105245 2 

vom 07 07 81 

Zusammenfassung 

Die E r f i n d u n g b e t r i f f t die t h e r a p e u t i s c h e 

V e r w e n d u n g von Fc -F ragmen ten bzw  d e r e n 

c- terminalem Anteil a u s Immunglobulinen 

zu r B e h a n d l u n g von a l l e rg i s chen , a top i -

schen u n d immunopathogenen A u t o a g g r e s -

s i o n s k r a n k h e i t e n , i n s b e s o n d e r e d e s r h e u -

mat ischen Fo rmenkre i s e s  Die Arzneimit te l 

werden a u s i so l i e r t en , na t iven Immunglo-

b u l i n e n , aus gek lon ten Ze l lku l tu ren o d e r 

auch d u r c h part iel le o d e r to ta le biologische 

und bzw  ode r chemische S y n t h e s e gewon-

n e n  Die Anwendung e r fo lg t vo rzugswe i se 

p a r e n t e r a l sys temisch o d e r auch d u r c h 

Inhala t ion e ines Aerosols o d e r o r a l , mög-

l icherweise von Wasser - in-Ul-Emuls ionen 

o d e r i n k o r p o r i e r t in Liposomen  

P a t e n t a n s p r ü c h e 

1  V e r w e n d u n g von F c - F r a g m e n t e n aus 

Immunglobulinen und bzw  ode r d e n d a r a u s 

gewonnenen Ha lb f ragmen ten o d e r dem C - t e r -

minalen Ante i l , die nach b e k a n n t e n V e r -

f a h r e n gewonnen w e r d e n , zu r B e h a n d l u n g 

von a l l e rg i s chen , a top i schen u n d immuno-

p a t h o g e n e n A u t o a g g r e s s i o n s k r a n k h e i t e n , 

i n s b e s o n d e r e des rheuma t i s chen Formen-

k r e i s e s und von s o g e n a n n t e n Kol lagenosen  

2  V e r w e n d u n g d e r P r ä p a r a t e nach An-

s p r u c h 1 , gekennze i chne t d u r c h die Gewin-

n u n g d e r Fe -F ra gm e n t e bzw  i h r e r Anteile 

aus Immunglobul inen, die a u s Ze l lku l tu ren 

e r h a l t e n w e r d e n  

3  V e r w e n d u n g von P r ä p a r a t e n nach An-

s p r u c h 1 , gekennze ichne t d u r c h die 

par t ie l le ode r to ta le S y n t h e s e nach bio-

gene t i s chen ode r chemischen Methoden  

4  V e r w e n d u n g d e r P r ä p a r a t e nach An-

s p r u c h 1 - 3 , gekennze ichne t d u r c h 

d e r e n I n k o r p o r i e r u n g in Liposomen  

5  V e r w e n d u n g d e r P r ä p a r a t e nach An-

s p r u c h 1 , gekennze ichne t d u r c h die Aero-

sol - Inhala t ion und von wäßr igen Lösungen 

ode r von Liposomensuspens ionen  

6  V e r w e n d u n g d e r P r ä p a r a t e nach An-

s p r u c h 1 - 3 , gekennze ichne t d u r c h 

die E i n b r i n g u n g in die wäßr ige Phase 

e ine r Wasse r - in -ö l -Emuls ion  

7  Ve rwendung d e r P r ä p a r a t e nach An-

s p r u c h 1 - 3 , gekennze ichne t d u r c h Lö-

s u n g e n in übl ichen Infus ionsmi t te ln ode r 

P l a smaexpande rn  

B e s c h r e i b u n g 

Die E r f i n d u n g b e t r i f f t die t h e r a p e u t i s c h e 

V e r w e n d u n g von Fc -F ragmen ten bzw  dem 

C-terminalen Anteil aus Immunglobul inen, 

die aus dem Blut von S p e n d e r n o d e r 

d u r c h biologische o d e r chemische S y n t h e s e 

e rha l t en w e r d e n , z u r B e h a n d l u n g von al-

l e r g i s c h e n , a top i schen und immunopatho-

genen A u t o a g g r e s s i o n s k r a n k h e i t e n , i n s -

b e s o n d e r e des rheuma t i s chen Formenkre i -

s e s  

Seit 1957 werden A n t i k ö r p e r - F r a g m e n t e 

im na tü r l i chen Mischungsve rhä l tn i s d e r in 

B r u c h s t ü c k e gespa l t enen Immunglobuline 

aus P a t i e n t e n b l u t , i n s b e s o n d e r e leichte 

u n d schwere K e t t e n , wie auch das Fab-
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Fragment und Fc-Fragment b e s o n d e r s zu r 

B e h a n d l u n g rhe um a t i s c he r E r k r a n k u n g e n 

und a n d e r e r immunopathogener A u t o a g r e s -

s i o n s k r a n k h e i t e n , z B  L u p u s e ry thema-

todes v i scera l i s und a n d e r e r s o g e n a n n t e r 

Kollagenosen ve rwende t ( K T h e u r e r : 

Arz t l  F o r s c h u n g 11  J g , H 5  1-259 -

1-263, Mai 1957 - d e r s : Arz t l  P rax i s N r  

42, O k t  1957 - d e r s : K o n g r e ß b e r i c h t 

vom V  Europä i schen Al le rg iekongreß Ba-

se l , 1962, S  230 - 233 - d e r s : Modifika-

t ionen d e r E i g e n b l u t b e h a n d l u n g - die Ge-

gensens ib i l i s i e rung u n d die B e h a n d l u n g mit 

A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e n : Phys ika l i sche Me-

dizin u n d Rehabi l i ta t ion 15  J g  H  12, 

S  266 - 268, 1974)  

Die t h e r a p e u t i s c h e A n w e n d u n g von iso-

l i e r ten F r a k t i o n e n , i n s b e s o n d e r e des Fc-

Fragmen tes bzw  d e s s e n C- te rmina len An-

tei ls ist b i s h e r n icht e r f o l g t , obwohl be -

kann t war , daß d e r Fe-Antei l des Immun-

globul ins Bez iehung zur Komplemcnt-Akti -

v i e r u n g und -F ixa t i on bes i t z t (Kurzes L e h r -

buch d e r Immunologie von J o h n  H  Humph-

r e y und Rober t G  White - H e r a u s g e b e r 

E  Mycher , 1971, Georg Thieme Ver lag , 

S t u t t g a r t , S  99)  A n d e r e r s e i t s ist b e k a n n t , 

daß d e r Fc-Antei l d e r Immunglobuline i n s b e -

s o n d e r e von IgE an d e r Aus lö sung von 

a l l e rg i schen Reakt ionen d u r c h F r e i s e t z u n g 

von H - S u b s t a n z e n aus Markophagen be te i -

ligt i s t  Die B e h a n d l u n g a l l e rg i sche r E r k r a n -

k u n g e n e r fo lg t jedoch mit dem n a t i v e n , 

humanen Immunglobulin G (R  Golsong: 

Immunglobulin G hi l f t auch bei Poll inosen; 

Ärz t l  P rax i s 41, S  1638 - 1640, 1981 -

H S  B e r n t o n : The Use of Gamma Globuline 

in Al le rgy ; S o u t h  Md  Jou rna l J  50, 

934, 1957)  A n d e r e r s e i t s werden autologe 

Immunglobuline aus dem Pa t i en tenb lu t d u r c h 

ein A d j u v a n s zum Ant igen umgewandel t und 

in s t e i g e n d e r Konzent ra t ion und Dosis wie-

derho l t in j iz ier t ( K T h e u r e r : Medizinische 

44: 1569 - 1572, 1976)  

E r f i n d u n g s g e m ä ß w u r d e nun f e s t g e s t e l l t , 

daß isol ier te F e - F r a g m e n t e , wie auch 

d e r e n C- t e rmina l e r Antei l , von Immunglo-

bul inen bei p a r e n t e r a l e r A n w e n d u n g ohne 

nachte i l ige N e b e n w i r k u n g e n eine b e s c h l e u -

n ig te t h e r a p e u t i s c h e Wirkung e n t f a l t e n , 

und daß auch he te ro loge P räpa ra t i onen 

vom Rind, P f e r d o d e r Hammel gut v e r t r a -

gen w e r d e n  Daß d iese isol ier te Anwen-

d u n g e r s t so viele J a h r e nach E n t d e c k u n g 

d e r Zusammense tzung d e r Immunglobuline 

a u s molekularen Unte re inhe i t en und d e r 

F u n k t i o n s a u f k l ä r u n g , b e s o n d e r s auch des 

F e - F r a g m e n t s , bei den g e n a n n t e n Ind ika -

t ionen e r f o l g t , deu t e t auf b i s h e r b e s t e h e n -

de Vorur te i l e h i n , die e r f i n d u n g s g e m ä ß 

ü b e r w u n d e n w e r d e n  

Das Fe -Fragmen t se tz t sich aus den a b g e -

sp a l t e ne n Res ten d e r be iden I I -Ket ten d e r 

Immunglobuline zusammen und en thä l t 

das C- te rmina le Ende d e r Po lypep t id -Ke t -

t e  Beim menschl ichen IgG ist das F c - F r a g -

men t , zumindest im C- te rmina len Abschni t t , 

s e h r gleichmäßig a u f g e b a u t , wobei die a n -

d e r e Hälf te d e s F r a g m e n t s , an d e r die 

T r e n n u n g zum Fd-Fragmen t e r fo lg t i s t , 

v a r i a b l e r sein d ü r f t e (F rag ione , B  , 

F r a n k l i n , E : J  e x p  Med  122, 1 , 1965)  

Vom C- te rmina len Ende d e r H-Ket te d e r 

Kaninchen IgG konnte die Aminosäurese-

quenz b e r e i t s a u f g e k l ä r t werden (Givol , D  , 

P o r t e r , R : Biochem  J  97, 320, 1965)  

Es b e s t e h t a u s 19 Aminosäuren und ist f ü r 

die F c - a b h ä n g i g e n Funk t ionen d e r Immun-

globuline v e r a n t w o r t l i c h  

Obwohl zahl r iche a l lo typische Determinanten 

auf dem Fc -Fragmen t des menschl ichen 

IgG lokal is ier t s i n d , zeigen Aminosäure-

und P e p t i d a n a l y s e n , daß bei allen IgG-

Molekülen d i e se r Teil d e r H-Ket te eine b e -

s o n d e r s k o n s t a n t e Zusammense tzung h a t  

Eine au f fa l l ende Ähnl ichkei t b e s t e h t zwi-
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sehen d e r Aminosäuresequenz d e r F c - F r a g -

mente von K a n i n c h e n - , Menschen- und 

P f e r d e - I g G  

Das d u r c h Spa l tung von IgG aus Normalse-

rum h e r g e s t e l l t e Fc -Fragmen t kann leicht 

k r i s t a l l i s i e r t werden ( L a n d s t e i n e r , K : The 

spee i f ic i ty of serological r eac t ions : Neuauf l  

Dover Pub l  N Y , 1962)  Das k r i s t a l l i s i e r -

te Fc -Fragmen t des Kaninchen-IgG d issoz i -

i e r t bei 0,05 in NaCl und pH 2,7 in Halb-

f r a g m e n t e  Diese ve re in igen sich bei n e u t r a -

lem pH sp o n t a n (Niseonof f , A , Wissler, F , 

Lipmann, L , Woernly, D : A r c h  Biochem  

89, 230,1960)  

Die Ha lb f ragmente des F e - F r a g m e n t e s h a -

ben ein Molekulargewicht von u n g e f ä h r 

10 000  Demgegenübe r b e t r ä g t das Moleku-

largewicht d e r H-Ket ten etwa 50 000, das 

d e r L-Ke t t en 20 000, des gesamten IgG-Mo-

leküls 140 000 b is 150 000 Molekulargewicht  

A u f g r u n d d e r u n t e r s c h i e d l i c h e n Molekular-

gewichte ist bei Dissoziation d e r F c - F r a g -

mente d u r c h A n s ä u e r n eine I so l i e rung d e r -

se lben d u r c h die b e k a n n t e n V e r f a h r e n 

d e r Ul t r a f i l t r a t ion , G r a d i e n t e n z e n t r i f u g a -

tion sowie d u r c h Gelf i l t ra t ion u n d a n d e r e 

ch roma tog raph i sche V e r f a h r e n möglich  

Die C- te rmina le G r u p p e läßt sich d u r c h 

wei te re A u f s p a l t u n g vor d e r nach d e r F r a k -

t iono ie rung gewinnen ( v g l  Givol, D , 

P o r t e r , R )  Die A u f s p a l t u n g d e r Immun-

globuline er fo lg t enzymat isch d u r c h Papain 

ode r Peps in bzw  d u r c h milde chemische 

Hydro lyse  Die I so l i e rung d e r F e - F r a g m e n -

t e bzw  d e r Gewinnung d e r Ha lb f ragmente 

und d e r C- te rmina len Antei le aus d iesen 

ist also allgemein b e k a n n t  

Als A u s g a n g s s t o f f e können dabe i Immun-

globuline aus B lu t s e r en a u t o l o g e r , allo-

g e n e r , wie auch x e n o g e n e r H e r k u n f t , e b e n -

so wie auch Immunglobul ine, die aus dem 

Kulturmedium von Ze l lku l tu ren aus a n t i -

k ö r p e r b i l d e n d e n , gek lon ten Zellen v e r w e n -

det w e r d e n  Wegen des re la t iv n i ede ren 

Molekulargewichtes d e r Fc -F ragmen te 

und i h r e r Ante i le , die e r f i n d u n g s g e m ä ß 

ebenfa l l s z u r T h e r a p i e ve rwende t wer -

d e n  ist auch eine ehemische par t ie l le 

ode r totale S y n t h e s e , wie auch eine Bio-

s y n t h e s e d u r c h gene t ic e n g i n e e r i n g aus 

Bak te r i en ode r in Kul tu r geha l t enen Zel-

len möglich  Auch so lche , küns t l i ch ge -

wonnenen Moleküle, k ö n n e n e r f i n d u n g s -

gemäß ve rwende t w e r d e n  

Die gewünsch te biologische Wirkung d e r 

Fc -F ragmen te und i h r e r Anteile b e r u h t auf 

d e r B lock ie rung von Rezep to ren f ü r na t ive 

Immunglobuline auf Zel lmembranen, die 

sons t mit nativem IgE bese t z t werden w ü r -

den und a n d e r e r s e i t s an d e r B lock ie rung 

von A n t i g e n - A n t i k ö r p e r p r o d u k t e n f ü r 

die Komplementan lagerung  Diese F u n k -

t ionen k ö n n e n , wie g e s a g t , auch d u r c h 

Fc-IIalbmoleküle und d e r e n C- te rmina len 

Antei len ausge lös t w e r d e n  

Die al logenen und xenogenen F ragmen te 

s ind t ro tz i h r en U n t e r s c h i e d e n in dem An-

teil nahe d e r Bruchs t e l l e zum F d - F r a g m e n t 

wegen d e r V e r k l e i n e r u n g de r Molekül-

g röße weniger immunogen als n a t i v e , n icht 

f r a g m e n t i e r t e Immunglobul ine  Sie f ü h r e n 

desha lb weniger zu r Sens ib i l i s i e rung  Eine 

wei tere Abspa l t ung d e r a l logenen und x e n o -

genen Anteile k a n n bei E rha l t en d e r Wir-

k u n g die Ver t r äg l i chke i t wei te r v e r b e s -

s e r n  Die Ver t r äg l i chke i t b e s o n d e r s von 

xenogenen F c - F r a g m e n t e n kann a b e r auch 

d u r c h to le rogene D o s i e r u n g in a n s t e i g e n -

den Konzen t r a t i onen , bei wiederhol ten 

Appl ika t ionen , in k u r z e n , sich v e r l ä n g e r n -

den Ze i t abs t änden von S t u n d e n b is zu 

3 - 5 T a g e n e r r e i c h t w e r d e n  Dabei t r i t t 

die e igent l iche t h e r a p e u t i s c h e Wirkung 

d a n n e r s t bei E r r e i c h u n g d e r e r f o r d e r -

l ichen Konzent ra t ion nach d e r zweiten 

bis v i e r t e n B e h a n d l u n g e in  Man beg inn t 
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dann zweckmäßig mit Konzen t r a t i onen , die 

f ü r die e r w ü n s c h t e Wirkung un t e r schwe l l i g 

s ind und s te ig t b is zu r wirksamen Konzen-

t r a t i on an  Für diese können Lösungen 

d e r Fc -F ra gm e n t e bzw  Anteile von d ie -

sen v e r w e n d e t w e r d e n , die ein Vielfaches 

(10 - 30fache) d e r im Serum e n t h a l t e n e n 

Menge an Fe -Bes t and te i l en b e t r ä g t  Das 

Normalserum en thä l t r u n d 1/7 d e s Gewich-

t e s d e r Immunglobuline p r o ml, also etwa 

20 Gramm p r o L i t e r  Bei d e r A n w e n d u n g 

a l logener F c - F r a g m e n t e , Halbfragmente u n d 

C- te rmina len G r u p p e n x e n o g e n e r H e r k u n f t 

i s t ke ine t o l e r a n z e r z e u g e n d e , e in le i tende 

B e h a n d l u n g no twend ig  

Die t h e r a p e u t i s c h e A n w e n d u n g e r fo lg t in 

i so tone r , s c h w a c h s a u r e r (pH 4,8 - 6 ,8 ) 

bzw  n e u t r a l e r Lösung , gegebenen fa l l s auch 

in Mischungen mit B l u t e r s a t z l ö s u n g e n , 

z B  a u s D e x t r a n - , S t ä r k e - und Aminopec-

t i n d e r i v a t e n  Die B e h a n d l u n g e r fo lg t 

sy s t emi sch , p a r e n t e r a l o d e r d u r c h Inha la -

t ion von Aerosol , b e s o n d e r s bei Al lergien 

d e r Bronchia lschle imhäute u n d auch o ra l  

Dabei können die Wirks tof fe in Form e ine r 

Wasser - in -ö l -Emuls ion in d e r wäßr igen 

Phase (DBP 2640707 - V e r f a h r e n z u r H e r -

s t e l lung von A r z n e i p r ä p a r a t e n mit einem 

Gehalt von im Darm r e s o r b i e r b a r e n P ro -

t e in - und Pep t i d lö sungen ) o d e r i n k o r p o -

r i e r t in Liposomen e n t s p r e c h e n d DBP 

2650502 ( H e r s t e l l u n g von Liposomen, welche 

Arzne i s to f f e e n t h a l t e n ) angewand t w e r d e n  

Weitere Merkmale u n d Vorteile von b e v o r -

zug t en Anwendungs fo rmen d e r E r f i n d u n g 

e r g e b e n sich aus den nach fo lgenden 

Beispie len  

Beispiel 1 

Es werden Fc -F ra gm e n t e nach den in d e r 

B e s c h r e i b u n g e r w ä h n t e n V e r f a h r e n (vg l  

auch Carl S t e f f e n : Allgemeine u n d e x p e r i -

mentelle Immunologie und Immunpatho-

logie: Georg Th ieme-Ver l ag , 1968, S  171 

u n d die da r in a n g e g e b e n e L i t e r a t u r ) aus 

i so l i e r t en , gepool ten , humanen Immunglo-

bu l inen gewonnen u n d in Konzen t ra t ionen 

von 0,5 g, gelöst in phys io log i scher Koch-

sa lz lösung bei pH 6 ,8 , i m , ode r i v  in j i -

z i e r t  

Beispiel 2 

Es werden die C- te rmina len Anteile von 

Fc -F ragmen ten aus gepool ten , x e n o g e n e n 

Immunglobul inen nach dem V e r f a h r e n von 

Givol und P o r t e r (Bio  Chem  J  97, 320, 

1965) gewonnen u n d d iese wie im Beispiel 1 

a n g e w a n d t  

Beispiel 3 

Es werden xenogene Fc -Fragmen te in to le-

r o g e n e r D o s i e r u n g a n g e w a n d t , wobei am 

e r s t e n Tag in d e r 1  S t u n d e 10 ng u n d 

3 - 4 S t u n d e n s p ä t e r 10 u g , dann am zwei-

t e n T a g 10 mg und ab dem d r i t t e n T a g je -

weils 0,5 g und in wei te ren A b s t ä n d e n von 

z u n ä c h s t 2 - 3 Tagen 1 g , b i s zum Ver -

schwinden d e r Beschwerden inj iz ier t w e r -

d e n  

Beispiel 4 

Es werden e n t s p r e c h e n d den Angaben in 

d e r B e s c h r e i b u n g die Fc -F ragmen te o d e r 

C- te rmina len Antei le aus d i e s e n , e n t s p r e -

chend den DBP 2640707 und 2650502 zu 

Emulsionen bzw  Liposomen v e r a r b e i t e t und 

d iese als Aerosol i nha l i e r t , bzw  oral und 

inkapsu l i e r t in dünndarmlös l iche Kapseln , 

app l i z i e r t  
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Beispiel 5 

Es werden F c - F r a g m e n t e , die aus Immun-

g lobu l inen , die in Zel lkul turen s y n t h e t i -

s i e r t w u r d e n , v e r w e n d e t  

Beispiel 6 

Es werden Fc -F ragmen te ode r d e r e n C - t e r -

minaler Anteil e n t s p r e c h e n d den Methoden 

d e r gene t i s chen S y n t h e s e von Insul in s y n -

t h e t i s i e r t und t h e r a p e u t i s c h v e r w e n d e t  

Beispiel 7 

Es werden Fc -F ra gm e n t e ode r d e r e n C - t e r -

minaler Anteil nach chemischen Methoden 

d e r P e p t i d s y n t h e s e gewonnen und t h e r a -

peu t i s ch v e r w e n d e t  

Beispiel 8 

Es werden Fc -Fragmente ode r d e r e n C - t e r -

minaler Anteil d u r c h eine Kombination d e r 

S y n t h e s e v e r f a h r e n von Beispiel 6 und 7 

gewonnen , wobei im Anschluß an die Bio-

s y n t h e s e die S y n t h e s e p r o d u k t e chemisch 

modifiziert w e r d e n  

Beispiel 9 

Es w e r d e n Fc -Fragmen te in e iner I n f u s i o n s -

lösung aus D e x t r a n app l i z ie r t  

Beispiel 10 

Es werden Fc -Fragmen te nach DBP 2650502 

in Liposomen i n k o r p o r i e r t , als Aerosol v e r -

s p r ü h t und inhal ier t ode r oral eingenommen  

Beispiel 11 

Es werden Fc -Fragmen te in die wäßr ige 

Phase e ine r Wasser - in -ö l -Emuls ion nach 

DBP 2640707 e i n g e b r a c h t und d iese in 

e ine r dünndarmlös l ichen Kapsel eingenom-

men  
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Europä ische P a t e n t s c h r i f t 

V e r f a h r e n zur A n r e i c h e r u n g von tumorhemmenden Wirkfaktoren 

EPA N r : 80106066 6 

vom 07 10 1986 

Zusammenfassung 

Die E r f i n d u n g b e t r i f f t ein V e r f a h r e n zu r 

Gewinnung von s t e r i l e n , b iologischen Wirk-

f ak to ren aus einem S u b s t r a t aus Zellhomo-

gen isa ten von Organgeweben ode r von Kör-

p e r f l ü s s i g k e i t e n , i n s b e s o n d e r e die Gewin-

n u n g von s te r i l en Wi rk fak to ren , die zu r 

Inhibi t ion von S to f fwechse lvo rgängen in 

Tumorzellen v e r w e n d b a r s i n d , d u r c h Aff i -

n i t ä t s ch roma tog raph ie d e r wäßr igen S u b -

s t r a l ö s u n g e n an t r ä g e r g e b u n d e n e r DNS 

aus fe ta len Geweben u n d / o d e r aus Tumor -

geweben u n d / o d e r in v i t ro ku l t i v i e r t en 

Tumorzel len sowie die Elution von d e r t r ä -

g e r g e b u n d e n e n DNS  

P a t e n t a n s p r ü c h e 

1  V e r f a h r e n z u r A n r e i c h e r u n g von Wirk-

f a k t o r e n zu r Inhibi t ion von S to f fwechse l -

v o r g ä n g e n in Tumorzel len a u s Zellhomo-

gen isa ten von normalen fe ta len o d e r j u v e -

nilen Organgeweben ode r von K ö r p e r f l ü s -

s igke i t en , g e k e n n z e i c h n e t d u r c h 

a) die s chonende Ster i l i sa t ion von p u l v e r i -

s i e r t en A u s g a n g s s t o f f e n , b e v o r z u g t d u r c h 

A u f k o n d e n s i e r e n f l ü c h t i g e r S ä u r e n ode r 

B a s e n , 

b) die A b t r e n n u n g von Ze l lkern- und Mem-

b r a n b e s t a n d t e i l e n , 

c) den enzymat i schen Abbau von Lipiden 

und K o h l e n h y d r a t e n , 

d) die E n t f e r n u n g al ler Bes tand te i l e mit 

einem Molekulargewicht von weniger als 

600 und mehr als 1 Mio  Dalton a u s dem 

e r h a l t e n e n Reak t ionsgemisch , 

e) die Af f in i t ä t s ch roma tog raph ie d e r so 

e r h a l t e n e n wäßr igen S u b s t r a t l ö s u n g an 

t r ä g e r g e b u n d e n e r DNS aus fe ta len Gewe-

ben u n d / o d e r aus Tumorgeweben u n d / o d e r 

in v i t ro ku l t i v i e r t en Tumorzel len und 

f ) die Elution des von d e r t r ä g e r g e b u n d e -

nen DNS z u r ü c k g e h a l t e n e n Antei ls d i e se r 

S u b s t r a t l ö s u n g , i n s b e s o n d e r e d u r c h An-

legen e ines e l ek t r i s chen ode r e l ek t ro -mag-

ne t i s chen Fe ldes  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß man V e r f a h r e n s -

s c h r i t t a ) in d e r Weise a u s f ü h r t , daß man 

die S u b s t r a t e im Vakuum Dämpfen von P e r -

s ä u r e n o d e r von Mischungen von P e r s ä u -

r e n u n d den e n t s p r e c h e n d e n k o n z e n t r i e r -

t en S ä u r e n a u s s e t z t  

Besch re ibung 

Die E r f i n d u n g b e t r i f f t ein V e r f a h r e n zu r 

Gewinnung von tumorhemmenden Wirkfak-

to ren aus einem S u b s t r a t a u s Zellhomoge-

n i sa ten von Organgeweben und / ' ode r von 

K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n , i n s b e s o n d e r e die 

Gewinnung von s te r i l en Wi rk fak to ren , die 

zu r Inhibi t ion von S t o f f w e c h s e l v o r g ä n g e n 

in Tumorzel len v e r w e n d b a r s ind  

A u f g r u n d e igene r V e r s u c h s e r g e b n i s s e ü b e r 

die B e e i n f l u s s u n g d e s Wachstums und des 

S to f fwechse l s von menschl ichen Gewebe-

zellen in Zel lkul turen d u r c h B e h a n d l u n g 

mit makromolekularen O r g a n e x t r a k t e n (V  

Paffenholz und K  T h e u r e r : Einf luß von 

makromolekularen O r g a n s u b s t a n z e n auf 
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menschl iche Zellen in v i t ro : I  Diploide 

K u l t u r e n , I I  Tumorze l lku l tu ren : Der 

K a s s e n a r z t , H  27, S  5218 - 5226, 1978; 

H  19, S  1876 - 1887, 1979) w u r d e f e s t -

ges t e l l t , daß eine Hemmwirkung auf T u -

morzellen und he te rop lo ide Zellen d u r c h 

h ö h e r e V e r d ü n n u n g e n in e ine r K o n z e n t r a -
-6 -9 

tion von 10 bis 10 g/ml Kulturmedium 

und eine S t imul ie rung von g e s u n d e n Nor-

malzellen d u r c h h ö h e r e Konzen t ra t ionen 

zwischen 10 ^ bis 10 ^ g/ml Kulturmedium 

zu erzielen war  Die Wirkfaktoren w u r d e n 

als Pro te ine bzw  Pept ide iden t i f i z i e r t  

A u f g r u n d d iese r Un te r sch iede war zu v e r -

m u t e n , daß es sich um un t e r s ch i ed l i che 

Fak to ren z u r Hemmung und S t imul ie rung 

mit un t e r s ch i ed l i chen A n g r i f f s p u n k t e n h a n -

deln w ü r d e ( K T h e u r e r : P rophy laxe und 

T h e r a p i e von P r ä k a n z e r o s e n und Maligno-

men mit makromolekularen O r g a n e x t r a k t e n : 

K r e b s g e s c h e h e n 4, 80 - 86, 1980)  Dies 

f ü h r t e zu r Entwick lung d e s vo r l i egenden 

V e r f a h r e n s z u r T r e n n u n g d e r hemmenden 

u n d s t imul ie renden Fak to ren a u s Zellhomo-

g e n a t e n  E r g e b n i s s e von S R  B u r z y n s -

k y , K  Stolzmann, B  Szopa , E  Stolz-

mann und O P , Ka l t enbe rg : Ant ineoplas ton 

A in Cancer T h e r a p y : Physiological Che -

mis t ry and Phys ics 9, 485 - 500 (1977) zei-

g e n , daß solche tumorhemmenden Fak to ren 

im menschl ichen Harn von g e s u n d e n In-

d iv iduen en tha l t en s ind und a u s diesen ge -

wonnen werden k ö n n e n  Ebenso ist auch 

b e r e i t s b e k a n n t , daß in dem Blut von ge-

s u n d e n Ind iv iduen tumorhemmende Fak to -

r e n en tha l t en s i n d  

Ziel d e r E r f i n d u n g ist e s , die tumorhemmen-

den Wirkfak toren aus den oben g e n a n n t e n 

O r g a n e x t r a k t e n o d e r K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n 

se lek t iv a n z u r e i c h e r n und von u n e r w ü n s c h -

t en Beg le i t subs t anzen zu b e f r e i e n , um sie 

d e r w i s senscha f t l i chen , t h e r a p e u t i s c h e n und 

indus t r i e l l en V e r w e r t u n g zugängl ich zu 

machen  

Gemäß d e r E r f i n d u n g wird d a s in wäßr i -

ge r Form vor l i egende S u b s t r a t , das von 

p a r t i k u l ä r e n Begle i t s to f fen f r e i ist bzw  

be f r e i t i s t , mit Hilfe e ines biologischen 

T re nnm i t t e l s , bei dem mindes t ens eine 

Nuk le insäure an eine T r ä g e r s u b s t a n z ge -

koppel t i s t , se lekt iv a u f g e t r e n n t , wobei 

zunächs t n icht a f f ine Komponen ten und 

ansch l ießend die die a f f i nen Wirks toffe 

e n t h a l t e n d e n F rak t ionen eluier t w e r d e n  

Zur Gewinnung des die a f f inen Wirkstoffe 

e n t h a l t e n d e n Elua ts we rden b e s o n d e r e 

Hilfsmittel e i n g e s e t z t , die die Wirks toffe 

vom Trennmi t t e l ab lösen  Das so e r h a l t e -

ne Eluat k a n n e iner wei te ren F r a k t i o n i e r u n g 

u n t e r w o r f e n w e r d e n , wobei phys ika l i s ch -

chemische F r a k t i o n i e r u n g e n b e v o r z u g t s ind  

Die A u f t r e n n u n g d e s S u b s t r a t e s e r fo lg t 

somit e r f i n d u n g s g e m ä ß d u r c h A f f i n i t ä t s -

chromatograph ie bzw  d u r c h eine Kombina-

tion von Af f in i t ä t s ch roma tog raph ie und 

E l e k t r op h o r e s e  Dabei k a n n die E lek t ro -

phorese nach Art d e r "Free - f low-Elee t ro -

p h o r e s i s " d u r c h g e f ü h r t w e r d e n  Die Af f i -

n i t ä t s ch roma tograph ie e r l aub t eine se lek-

t ive A b t r e n n u n g d e r g e w ü n s c h t e n Wirk-

f a k t o r e n , wenn die N u k l e i n s ä u r e n , die mit 

d e r T r ä g e r s u b s t a n z u n t e r B i ldung des 

Trennmi t t e l s gekoppel t w e r d e n , in Abhän-

gigkei t von den g e w ü n s c h t e n E igenscha f -

ten des bzw  d e r zu gewinnenden Wirk-

f a k t o r e n a u s g e s u c h t w e r d e n  Die Nuklein-

s ä u r e n , die zu r H e r s t e l l u n g des T rennmi t -

te ls e ingese tz t w e r d e n , werden i h r e r s e i t s 

aus einem S u b s t r a t d e r e i n g a n g s g e n a n n t e n 

Art i so l ie r t  Hierbei ist es zweckmäßig, das 

S u b s t r a t vo r d e r A b t r e n n u n g d i e s e r S tof fe 

von u n e r w ü n s c h t e n o d e r unwi rksamen Be-

g le i t s to f fen zu b e f r e i e n  Die u n e r w ü n s c h t e n 

bzw  unwirksamen Begle i t s to f fe können en -

zymatisch a b g e b a u t w e r d e n , wonach die 

A b b a u p r o d u k t e d u r c h Dialyse von B r u c h -
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ode r d u r c h Ul t ra f i l t ra t ion e n t f e r n t w e r d e n  

Hierbei werden in d e r Regel P r o d u k t e mit 

einem Molekulargewicht u n t e r 600 Dalton 

b e s e i t i g t  

Die He r s t e l l ung des T rennmi t t e l s kann u n -

t e r V e r w e n d u n g von h o c h g e r e i n i g t e n Nu-

k l e i n s ä u r e f r a k t i o n e n d u r c h B indung d e r -

se lben an i n e r t e s T räge rma te r i a l f ü r die 

Af f in i t ä t s ch roma tograph ie nach an sich b e -

k a n n t e n V e r f a h r e n e r f o l g e n  Es wurde ge -

f u n d e n , daß best immte t r ä g e r g e b u n d e n e 

N u k l e i n s ä u r e f r a k t i o n e n eine b e s o n d e r e Af-

f ini tä t zu tumorhemmenden Wirks tof fen be -

s i t z en  Im e inzelnen g l ieder t sich das 

e r f i n d u n g s g e m ä ß e V e r f a h r e n in fo lgende 

S c h r i t t e : 

a ) die s chonende Ster i l i sa t ion d e r als Aus -

g a n g s s t o f f e d i enenden fe ta len ode r j uven i -

len Organgewebe in p u l v e r i s i e r t e r Form 

d u r c h A u f k o n d e n s i e r e n f l ü c h t i g e r S ä u r e n 

ode r Basen z u r I n a k t i v i e r u n g e twa iger 

v i ra le r Bes tand te i l e bei g le ichze i t iger Ver -

b e s s e r u n g d e r h y d r o p h i l e n E igenscha f t en 

d u r c h par t ie l le Lyse in molekulare U n t e r -

e inhe i ten u n d die Addit ion von Res ten d e r 

v e r w e n d e t e n S ä u r e n und B a s e n , 

b) die A b t r e n n u n g von Ze l lkern- und Mem-

b r a n - B e s t a n d t e i l e n aus dem S u b s t r a t , 

c) den enzymat i schen Abbau von Lipiden 

und K o h l e n h y d r a t e n , 

d) die E n t f e r n u n g al ler Bes tand te i l e mit 

einem Molekulargewicht von weniger als 

600 und mehr als 1 Mio Dalton a u s dem e r -

ha l t enen Reak t ionsgemisch , 

e ) die Chromatograph ie d e r so e r h a l t e n e n 

wäßr igen S u b s t r a t l ö s u n g a n t r ä g e r g e b u n -

d e n e r DNS aus fe ta len Geweben u n d / o d e r 

aus Tumorgeweben u n d / o d e r a u s in v i t ro 

ku l t iv i e r t en Tumorzel len und 

f ) die Elution d e s von d e r t r ä g e r g e b u n d e -

nen DNS z u r ü c k e r h a l t e n e n Antei ls d e r S u b -

s t r a t l ö s u n g , g g f s  d u r c h An legung e ines 

e l ek t r i s chen Feldes e n t s p r e c h e n d dem Stand 

d e r T e c h n i k  

V o r a u s s e t z u n g f ü r die t h e r a p e u t i s c h e An-

w e n d u n g von Wirkstoffen a u s biologischen 

Geweben ist die Ster i l i tä t bezügl ich V i r en  

Das Verbot d e r B e h a n d l u n g mit ionisie-

r e n d e n S t r ah l en bei Arzneimit teln und 

die D e n a t u r i e r u n g d u r c h chemische B e h a n d -

l u n g macht ein b e s o n d e r s s c h o n e n d e s S t e -

r i l i s a t i o n s v e r f a h r e n a ) b e d e u t u n g s v o l l  

Dieses V e r f a h r e n ist auch f ü r die D u r c h -

f ü h r u n g d e r wei teren V e r f a h r e n s s c h r i t t e 

g ü n s t i g , weil dabe i gle ichzei t ig eine Ver -

b e s s e r u n g d e r h y d r o p h i l e n E i g e n s c h a f t e n 

und die par t ie l le A u f s p a l t u n g in molekula-

re Un te re inhe i t en e r r e i c h t w i rd  Die acide 

bzw  alkal ische Wirkung d u r c h die Addit ion 

von S ä u r e n und Laugen ist d u r c h eine ge-

e igne te P u f f e r u n g leicht n e u t r a l i s i e r b a r , 

so daß während des T r e n n u n g s v o r g a n g s 

ein optimaler pH-Wert gewähr le is te t wi rd  

An Zel lku l turen und T i e r v e r s u c h e n konn te 

im Verg le ich d e r nach dem V e r f a h r e n s -

s c h r i t t a ) gewonnenen P r ä p a r a t e mit P r ä -

p a r a t i o n e n , die n u r d e r G e f r i e r t r o c k n u n g 

u n t e r w o r f e n w u r d e n , eine s ign i f ikan t b e s -

se re Hemmwirkung auf Tumoren erziel t 

w e r d e n  Es ist desha lb a n z u n e h m e n , daß 

d e r V e r f a h r e n s s c h r i t t a ) die Wirksamkeit 

d e s E n d p r o d u k t e s g ü n s t i g b e e i n f l u ß t  

Bei dem V e r f a h r e n s s c h r i t t a) werden 

Dämpfe von k o n z e n t r i e r t e n Säu ren bzw  

B a s e n , vo rzugswe i se von k o n z e n t r i e r t e r 

Schwefe l s äu re , E s s i g s ä u r e , Ameisensäure 

o d e r Diäthylamin u n d / o d e r Mischungen von 

P e r s ä u r e n mit den e n t s p r e c h e n d e n konzen -

t r i e r t e n S ä u r e n v e r w e n d e t , wobei man 

die p u l v e r i s i e r t e n S u b s t r a t e bzw  Konzen-

t r a t e mit d e r z u r B e e i n f l u s s u n g v e r w e n d e -

ten S u b s t a n z im Vakuum bei Raumtempera-

t u r ohne zusä tz l iche Erwärmung bedampf t 

u n d den Dampf auf dem S u b s t r a t k o n d e n -

s i e r t  I n d e r d e u t s c h e n P a t e n t s c h r i f t 
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ist die V e r f a h r e n s w e i s e im Hinblick auf 

einen par t ie l len Aufsch luß d e s A u s g a n g s -

mater ia ls b e s c h r i e b e n  Es wurde n u n ge-

f u n d e n  daß sich d ieses V e r f a h r e n bei 

V e r w e n d u n g von S to f fen mit s te r i l i s ie -

r e n d e n E igenscha f t en h e r v o r r a g e n d f ü r 

S t e r i l i s i e rung e i g n e t  P e r v e r b i n d u n g e n 

sind b e s o n d e r s b e v o r z u g t  

Es k o n n t e n u n in V e r s u c h e n mit O r g a n -

p u l v e r n aus v i r u s i n f i z i e r t e n H ü h n e r -

embryonen nachgewiesen w e r d e n , daß 

mit e ine r Modif iz ierung des V e r f a h r e n s 

zum g e s t e u e r t e n chemischen A u f s c h l u ß 

von O r g a n e n f ü r t h e r a p e u t i s c h e Zwecke 

(Deu t sche P a t e n t s c h r i f t 1090821) Ster i l i tä t 

e r r e i c h t w i rd  Das V e r f a h r e n w u r d e d a -

d u r c h modif iz ie r t , daß die S u b s t r a t e bei 

einem Res twasse rgeha l t von 5 bis 30% 

g e g e n ü b e r einem Normalwassergehal t 

von 60 bis 87% von F r i s c h g e w e b e n , d e r 

E inwi rkung von Säu redämpfen im Vakuum 

a u s g e s e t z t w e r d e n , denen die e n t s p r e c h e n -

den P e r s ä u r e n , b e s o n d e r s von Ameisen-

s ä u r e , E s s i g s ä u r e o d e r Schwefe l s äu re , 

in einem Mischverhä l tn i s von 1 Teil P e r -

s ä u r e zu 1 bis 4 Teilen d e s e n t s p r e c h e n -

den S ä u r e a n h y d r i d s z uge se t z t s i n d  Auch 

k ö n n e n Dämpfe von S ä u r e n v e r w e n d e t w e r -

den , denen bei d e r He r s t e l l ung eine ge -

r i n g e r e Menge von Wasse r s to f fpe rox id zu -

gese tz t w i r d , als z u r Her s t e l l ung d e r P e r -

s ä u r c e r f o r d e r l i c h wä re , z B  zu 10 Tei -

len e ine r 98%igen Ameisensäure , 0 ,1 b i s 

0,8% von 30%igem Wasse r s to f f supe rox id 

zusammen mit 0,5% k o n z e n t r i e r t e r Schwe-

f e l s ä u r e , a n s t a t t 10 Tei len k o n z e n t r i e r -

t e r Ameisensäure mit 1 Teil Wasse r s to f f -

supe rox id und zu 10 Teilen E s s i g s ä u r e a n -

h y d r i d n u r 0 ,5 bis 4 Teile f r i s c h e s 30%iges 

Wasse r s to f fpe rox id a n s t a t t 5 Teile d e s -

se lben  Der Vorteil d ieses V e r f a h r e n s 

i s t , daß die "par t ie l len" P e r s ä u r e n weni-

ge r a g g r e s s i v und b e s s e r man ipu l i e rba r , 

d h  weniger explos iv s i n d  

Bei de r Bedampfung des S u b s t r a t e s wird 

die Menge d e r S ä u r e , die auf dem S u b s t r a t 

k o n d e n s i e r t , zweckmäßigerweise so gehal-

t e n , daß sie d e r E inwi rkung e ine r 0 ,5 bis 

2%igen P e r s ä u r e e n t s p r i c h t  Der Konden-

s a t i o n s v o r g a n g k a n n , wenn e r f o r d e r l i c h  

mehrmals wiederholt w e r d e n , indem man 

das Vakuum ku r z a b s e n k t , bevor man 

e r n e u t die Säuredämpfe e ins t römen und 

auf dem S u b s t r a t kondens ieren l äß t  Die 

E inwi rkung k a n n bei nicht b e g r e n z t e n 

Säuremengen einige Minuten , und bei S ä u r e -

mengen , die auf die S u b s t r a t m e n g e a b g e -

stimmt s i n d , b is zu m e h r e r e n S t u n d e n 

b e t r a g e n  

Der Nachweis d e r Ster i l i tä t des S u b s t r a t e s 

e r fo lg t d u r c h die b e k a n n t e n Methoden d e r 

Mikrobiologie und Virologie ü b e r die Züch-

t u n g d e r Viren in H ü h n e r e i e r n ode r in 

Ze l lku l tu ren  Der Nachweis d e r noch e rha l -

t enen biologischen Wirkung d e r P r ä p a r a t e 

e r fo lg t d u r c h Bioassay an Ze l lku l tu ren 

( v g l  V  Paffenholz u n d K  T h e u r e r : Ein-

f luß von makromolekularen O r g a n s u b s t a n -

zen auf menschl iche Zellen in v i t ro - s o ) 

sowie d u r c h T i e r v e r s u c h e  

Das V e r f a h r e n f ü h r t zu ke inen toxisch 

wi rkenden P r o d u k t e n , wie z B  Hetero-

zyk len , weil die e r h a l t e n e n B r u c h s t ü c k e 

wegen des feh lenden Wassers n icht mitein-

a n d e r r e a g g r e g i e r e n o d e r k o n j u g i e r e n  Die 

in geringem Ausmaße e n t s t e h e n d e n Peroxide 

bewirken in den S u b s t r a t e n bei d e r t h e r a -

p e u t i s c h e n A n w e n d u n g eine e r w ü n s c h t e 

Re i zwi rkung , ähnlich wie bei d e r t h e r a -

p eu t i s chen A n w e n d u n g von Ozon  Auch 

läßt sich bei diesem V e r f a h r e n die n icht 

zu r Reakt ion gekommene S ä u r e d u r c h E r -

h ö h u n g des Vakuums a b s a u g e n  Sonst k a n n 

auch eine N e u t r a l i s i e r u n g d u r c h Einblasen 

von Alkalidämpfen o d e r von Merkap toä thano l , 

und e r n e u t e s Absaugen e r f o l g e n  Durch die 
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d a d u r c h ausge lös te R e d u k t i o n s w i r k u n g 

läßt s ich die v o r a u s g e g a n g e n e Oxida t ions -

w i r k u n g zum Teil wieder a u f h e b e n  

Iis ist auch möglich, g e f r o r e n e s , nicht ge -

t r o c k n e t e s Gewebepulver zunächs t bis zum 

l i r re ichen d e r g e w ü n s c h t e n R e s t f e u c h t i g -

keit d u r c h G e f r i e r t r o c k n u n g oder in An-

wesenhei t h y g r o s k o p i s c h e r S to f fe bzw  von 

k o n z e n t r i e r t e r Schwefe l säu re v o r z u t r o c k -

nen , bevo r man den S t e r i l i s a t i onsvo rgang 

e in le i te t  T rockengewebe mit e iner zu ge-

r i n g e n R e s t f e u c h t i g k e i t können d u r c h Ein-

leiten von Wasserdampf ode r A n f e u c h t e n v o r -

behande l t w e r d e n  

Über die P e r e s s i g s ä u r e als Möglichkeit d e r 

"Kal tes ter i l i sa t ion" bei d e r A u f b e r e i t u n g 

the rmosens ib l e r I n s t r u m e n t e haben K  Ban-

semir , H  Bel l inger , K  Disch und W  Käs t -

n e r in "Hygiene u n d Medizin" 4 (1979) 

311 - 316, pub l i z i e r t  Dabei w u r d e d e r 

s t e r i l i s i e rende E f f ek t e iner 1 b i s 2%igen 

Lösung auf P a p o v a - V i r e n , E n t e r o - V i r e n , 

Poliomyelitis Typ I , als auch Coxsackie-

v i r e n T y p B III u n d Hepa t i t i s -B-Vi ren 

n a c h g e w i e s e n  Auch wurde ü b e r toxiko-

logische U n t e r s u c h u n g e n b e r i c h t e t  Die 

Anwendung von S ä u r e l ö s u n g e n ist jedoch 

n icht mit dem vor l i egenden V e r f a h r e n iden -

t i s c h , weil h i e r die A n w e n d u n g bei Raum-

t e m p e r a t u r in Form von Säu redämp fen e r -

folgt und beim T r o c k n u n g s v o r g a n g die 

n icht z u r Reakt ion gekommene S ä u r e wie-

d e r d u r c h Ab saugen bese i t ig t wi rd  

Die V e r f a h r e n s s e h r i t t e b) b i s d) d ienen 

z u r v o r b e r e i t e n d e n A b t r e n n u n g wi rksamer 

Bes tand te i l e a u s dem a u f z u a r b e i t e n d e n 

S u b s t r a t und z u r V o r b e r e i t u n g des a u f z u -

t r e n n e n d e n S u b s t r a t e s  F ü r die Vorbe-

r e i t u n g d e r a f f i n i t ä t s c h r o m a t o g r a p h i s c h e n 

A p p a r a t u r ( V e r f a h r e n s s c h r i t t e ) ) werden 

die DNS-Bes tand te i l e von foetalen Zellen 

o d e r Tumorzel len b e n ö t i g t  Zu d e r e n Ge-

winnung wird z B  die f r a k t i o n i e r t e S c h w e r -

k r a f t t r e n n u n g von Zell- bzw  Gewebe-

homogenaten bzw  Suspens ionen von e n t -

s p r e c h e n d e n T r o c k e n p u l v e r n bis zum 

100000 g Ü b e r s t a n d ve rwende t ( v g l  V  

Al l f r ey : Isolation of subce l lu la r components : 

The cell: Vol  I ; I  Brächet u n d A E  

Mirsky , E d i t o r s , Academic P r e s s , London , 

1959 - National Cancer I n s t i t u t e Mono-

g r a p h 21: Development of Zonal C e n t r i -

f u g e s and Auxi l lary Sys tems for T i s s u e 

Frac t iona t ion and Analys is : National Cance r 

I n s t i t u t e B e t h e s d a , Mary land , USA, 1966)  

Zur wei teren I so l i e rung werden die e in-

zelnen F rak t ionen a u s Zel lkernen mit En-

zymen behande l t z  B  mit Ptyal in und 

Maltase sowie mit Be ta - o d e r Gamma-Am y-

lase zum Abbau von Eiweißkörpern (Li te-

r a t u r ü b e r I so l i e rung von DNA aus Zellen: 

W  Meinke, D A  Golds te in , M R  Hall: 

Anal  Biochem  58, 82 (1974); G G  Markov , 

I G  Ivanov : Anal  Biochm  59, 555 (1974); 

I G  I v a n o v , P  Venkov , G G  Markov: 

P r e p a r a t i v e Biochem  5, 219 (1975) )  

Die A b b a u p r o d u k t e d e r enzymat i schen 

Re in igung können d u r c h Dialyse bzw  

Ul t ra f i l t ra t ion 600 Mol  Gew  besei t ig t 

werden (B L Williams und K  Wilson: P r a k -

t i s che Biochemie - Grund lagen und T e c h n i -

k e n , S  106; Georg Thieme Ver lag , S t u t t -

g a r t (1978))  Bei d e r I so l i e rung dar f das 

Ionenmilieu u n d pH des S u b s t r a t e s n u r so-

weit v e r ä n d e r t w e r d e n , als ke ine Dena tu -

r i e r u n g d e r Wirks toffe e i n t r i t t  

Zur V o r b e r e i t u n g d e r a f f in i t ä t s ch roma to -

g r a p h i s c h e n T r e n n u n g ( A r b e i t s s c h r i t t e ) ) 

wird die e n t s p r e c h e n d e DNS-Frak t ion an 

i n e r t e s T r ä g e r m a t e r i a l , möglichst d u r c h 

kova len te B i n d u n g , an funk t ione l l e , chemi-

sche G r u p p e n g e k o p p e l t , ohne daß dabe i 

r e a k t i v e , w i r k u n g s s p e z i f i s c h e B i n d u n g s -

s te l len b lockier t w e r d e n  Als T r ä g e r m a t e -

rial kommen in Be t rach t z B  Zellulose, 

Sep hadex H y d r o x y l a p a t i t , Polyacrylamid-
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Gel, P o l y ä t h y l e n g r a n u l a t , Aga rose , Glas-

p e r l e n , S i l ikonpar t ike l , Kieselgel , Zink-

ox id , Aluminiumhydroxid u a  Die V e r -

f a h r e n s ind auch h i e r im e inzelnen b e -

k a n n t ( v g l  E  Paolett i e t a l : J  Biol  

Chem  249, 3273 (1974); N  Sigal et al  : 

P roc  Na t  Acad  S e i , USA 69, 3537 

(1972); R L  Tsa i , H  Green : J  Mol  

Bio l , 73, 307 (1973); S u t t o n , D  und 

Kemp, J D : Biochemistry 15, S  3153 

(1976); Smith , I  et al  : Anal  Biochem  

48, S  27 (1972); I A  L a u t e n b e r g e r , S  

Linn: J  Biol  Chem  247, 6176 (1972) )  

Die t r ä g e r g e b u n d e n e N u k l e i n s ä u r e f r a k t i o n 

wird n u n als Säu len fü l lung f ü r die Af-

f in i t ä t s ch roma tograph ie v e r w e n d e t ( v g l  

P  C u a t r e e a s a s : Aff in i ty C h r o m a t o g r ap h y 

of Macromolecules: Advances in Enzymo-

logy , Ed  by A  Meis ter , 36, 29 (1972) , 

I n t e r s c i e n c e , New York; F  F r i e d b e r g : 

C h r o m a t o g r ap h y Reviews 14: 121 (1971) )  

Dabei wird eine A p p a r a t u r als Kombina-

tion von Chromatograph ie und E lek t ro -

p h o r e s e in Art d e r "Free -F low-Elec t ro -

p h o r e s i s " v e r w e n d e t (N  Se i le r , I  T h o b e , 

G  Werner : E l e k t r op h o r e se im t r ä g e r f r e i e n 

P u f f e r s t r o m ; Z  Physio l  Chem  351, 865 

(1970); K  Hannig: Z  Anal  Chem  338, 

211 (1964) )  

Die Gewinnung von s t imul ie renden F r a k -

t ionen aus dem S u b s t r a t e r fo lg t a u s dem 

p r imären Elua t , d ie jen igen von Hemmfäk-

to ren aus dem s e k u n d ä r e n E lua t  Sobald 

die P a c k u n g d e r t r ä g e r g e b u n d e n e n F r a k -

t ion d u r c h Absorp t ion des zu t r e n n e n -

den S u b s t r a t s gesä t t ig t i s t , wird die Ap-

p a r a t u r mit P u f f e r l ö s u n g g e r i n g e r e r Ionen-

s t ä r k e d u r c h g e s p ü l t  Danach e r fo lg t die 

s e k u n d ä r e Elution d e r a b s o r b i e r t e n F r a k -

tion  Diese Elution k a n n d u r c h E r h ö h u n g 

d e r I o n e n s t ä r k e und V e r ä n d e r u n g d e s 

pH d e s v e r w e n d e t e n P u f f e r s e r f o l g e n  Be-

s o n d e r s schonend und vo r t e i lha f t is t eine 

n e u a r t i g e Methode d u r c h An legung e ines 

e l e k t r i s c h e n Gleichst romfeldes o d e r e ines 

Wechselfeldes gee igne te r F r e q u e n z  Diese 

Art d e r Elution hat den Vorte i l , daß die 

A p p a r a t u r nach e r n e u t e r D u r c h s p ü l u n g 

mit d e r pr imär z u r T r e n n u n g v e r w e n d e t e n 

P u f f e r l ö s u n g e r n e u t ve rwende t werden k a n n  

Auch die Einwirkung e ines e lek t romagne t i -

s chen Feldes s e n k r e c h t z u r D u r c h f l u ß -

r i c h t u n g d e r P u f f e r l ö s u n g , g g f s  in Kom-

binat ion mit d e r E l e k t r op h o r e se d ient die-

sem Zweck  Die A u f t r e n n u n g des S u b s t r a -

t e s in d e r nach c) wie v o r s t e h e n d b e s c h r i e -

benen v o r b e r e i t e t e n T r e n n a p p a r a t u r e r fo lg t 

zweckmäßigerweise d u r c h ge t ak t e t e Pro-

t e i n a u f g a b e und E l u t i o n s s c h r i t t e  Dabei 

werden in einem e r s t e n Schr i t t die n i c h t -

a f f inen Komponenten gewonnen und nach 

e ine r ansch l i eßenden R e i n i g u n g s s p ü l u n g 

d e r A p p a r a t u r s e k u n d ä r die Elution des ab -

s o r b i e r t e n Wi rk fak to r s , wie b e s c h r i e b e n , 

d u r c h g e f ü h r t  Das s e k u n d ä r e Eluat e n t -

hält die g e w ü n s c h t e n Wirkkomponenten  

Zur Gewinnung von tumorhemmenden Fak-

to ren wird die T r e n n a p p a r a t u r mit t r ä g e r -

g e b u n d e n e r DNS aus foeta len Geweben 

u n d / o d e r aus v e r s c h i e d e n e n Tumorgeweben 

kond i t i on i e r t  Der a b s o r b i e r e n d e Faktor 

k a n n dabei a u s e ine r e inzelnen A u s g a n g s -

s u b s t a n z o d e r aus e ine r Kombination v e r -

sch i edene r S u b s t a n z e n , wie z B  a u s v e r -

sch i edenen Tumora r t en u n d Metas tasen , 

wie z B  a u s soliden Tumoren und aus leu-

kämischen Zellen, die auch in Zel lkul tur 

gewonnen w e r d e n , g g f s  kombinier t mit 

foetalen Geweben b e s t e h e n  

Die so gewonnenen a n g e r e i c h e r t e n Fak to ren 

können in wäßr igen Lösungen ode r i n k o r -

por i e r t in Liposomen bzw  in e ine r Wasser-

in-Öl Emulsion (vg l  d e u t s c h e P a t e n t s c h r i f -

t e n 2650502, 2656333 sowie 2640707) in d e r 

wäßr igen Phase angewand t w e r d e n  Weitere 

Merkmale und Vorteile von b e v o r z u g t e n Aus-
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f ü h r u n g s f o r m e n d e r E r f i n d u n g e r g e b e n 

sieh aus den nach fo lgenden Heispielen  

Beispiel 1 

Aufsch luß und Ster i l i sa t ion von T r o c k e n -

p u l v e r aus Leber d u r c h Schwefe l säu re im 

Vakuum 

100 g f e i n p u l v e r i s i e r t e s T r o c k e n p u l v e r 

aus Leber werden ver te i l t auf e ine r P e t r i 1 

schale in e iner Sch ich td icke von 0,5 cm 

in einen Exs ikka to r g e b r a c h t , d e r wahl-

weise mit einem Kä l t ekondensa to r ü b e r ein 

Pumpensystem f ü r Hochvakuum, g le ich-

zeit ig a b e r auch mit einem kommunzieren-

den Vakuumgefäß in V e r b i n d u n g s t e h t , 

das sich d u r c h ein Ventil vom I l aup t -

e x s i k k a t o r a b s p e r r e n l ä ß t  

Es wird n u n zunächs t in das kommunizie-

r e n d e Vakuumgefäß k o n z e n t r i e r t e Schwe-

f e l s ä u r e bei Zimmertempera tur e ingefül l t 

und das V e r b i n d u n g s v e n t i l zum Exs ikka-

t o r a b g e s p e r r t  Um eine etwaige Res t -

f euch t igke i t d u r c h h y g r o s k o p i s c h e Wir-

k u n g des T r o c k e n p u l v e r s zu b e s e i t i g e n , 

wird n u n zunächs t mit Hilfe d e s Kälte-

k o n d e n s a t o r s , d e r mit Acc ton -Koh lensäu re -

Schnee u n t e r k ü h l t w i r d , Wasser aus dem 

Gewebepulver subl imiert und ansch l ießend 

u n t e r A b s c h a l t u n g d ieses Kondensa to r s 

mit Hilfe e ines H o c h v a k u u m a g g r e g a t e s 

so lange a b g e s a u g t , bis d e r Druck im Ex-
- 4 

s ikka to r 10 T o r r e r r e i c h t  Danach wird 

das Ventil zu dem kommunizierenden Gefäß 

g e ö f f n e t , so daß n u n Schwefe l säu re in 

dampfförmigem Zus tand in den Exs ikka to r 

e i nd r ingen k a n n  

Das Vakuum fällt je tz t auf den Dampf-

d r u c k d e r Schwefe l säu re a b  Nun wird die 

V e r b i n d u n g zum Rezipienten d e r S ä u r e 

u n t e r b r o c h e n , v o r h e r a b e r die kommuni-

z ie renden Rezip ienten von dem Pumpen-

a g g r e g a t g e t r e n n t  D u r c h Einblasen von 

S t icks tof f in den Exs ikka to r wird das Va-

kuum ü b e r dem L e b e r p u l v e r n u r g e r i n g -

g r a d i g wei ter v e r s c h l e c h t e r t  Dadurch k o n -

d e n s i e r t d e r Schwefe l säuredampf auf dem 

L e b e r p u l v e r  Nach e ine r gewissen Einwir-

k u n g s z e i t wird die V e r b i n d u n g zum Pumpen-

system und zum Rezipienten f ü r die S ä u r e 

wieder geöf fne t u n d nach E r r e i chen des 

D a m p f d r u c k e s d e r Schwefe l säu re d e r Vor-

gang zweimal wiederho l t  Zum Schluß wird 

dann die V e r b i n d u n g zwischen den beiden 

kommunizierenden Gefäßen nicht wiede r -

h e r g e s t e l l t , s o n d e r n lediglich zwischen 

Exs ikka to r und dem Pumpensys tem  Es 

wird n u n so lange a b g e p u m p t , b i s alle Schwe-

f e l s ä u r e aus dem Exs ikka to r e n t f e r n t i s t , 

die n icht chemisch z u r Reakt ion gekommen 

i s t  Auf d iese Weise kann auch die Wasser-

s t o f f i one nkonz e n t r a t i on des T r o c k e n p u l v c r s 

aus Leber auf d e r s a u r e n Seite bel iebig v e r -

ä n d e r t w e r d e n  J e i n t e n s i v e r und l änge r 

die A b s a u g u n g e r f o l g t , um so mehr wird 

d e r pH-Wert n e u t r a l  

Beispiel 2 

A b t r e n n u n g unwi rksamer Bes tand te i l e 

1 g d e r nach Beispiel 1 gewonnenen fe in -

pu lve r i s i e r t en T r o c k e n s u b s t a n z aus Leber 

wird in 100 ml p h o s p h a t g e p u f f e r t e r i so toner 

NaCl-Lösung (pH 7,4) d u r c h T u rb om i xe r 

bei 6 - 10°C homogenis ier t und bei 200 g 

10 Minuten z e n t r i f u g i e r t  Der ü b e r s t a n d 

en thä l t die zy top lasmat i schcn Ze l lbes tand-

te i le : das Sediment die Ze l lkern- und Mem-

b r a n f r a k t i o n  Sediment u n d ü b e r s t a n d werden 

g e t r e n n t wei ter a u f g e a r b e i t e t , 

a) Der ü b e r s t a n d wird mit 40 ml 5 mM T r i s 

( -Hydroxymc thy l ) -Aminome than in 40 mM 

NaCl mit 10 ml Na t r iumtaurocho la t lösung 

(80 mg/ml) v e r s e t z t und auf pH 9,2 e inge -
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s t e l l t  Nach Zugabe von 2,5 ml Enzymsus -

pens ion (Lipase) wird zwei S t u n d e n bei 

37°C i n k u b i e r t  D a d u r c h werden die 

Lipasen a b g e b a u t  

Zum Abbau d e r Polysacchar ide zu Glu-

kose wird eine Konzen t ra t ion von 10 mg 

S u b s t r a t / m l mit Na-Aceta t auf e inen pH-

Wert von 4,8 e inges te l l t  Nach Zugabe 

von Amyloglukosidase wird bei 40°C zwei 

S t u n d e n i n k u b i e r t  Anschl ießend wird 

gegen p h o s p h a t g e p u f f e r t e phys io log ische 

NaCl-Lösung (pH 7 ,4) 24 S t u n d e n d ia ly -

s ie r t ode r d a s S u b s t r a t u l t r a f i l t r i e r t mit 

e ine r T r e n n g r e n z e Mol  Gew  600  

b) Zur I so l i e rung d e r DNS a u s dem Sedi-

ment wird d ieses in 20 ml 0,24 M Na3PC>4 

(pH 6 ,8) mit 1% SDS (Nat r iumdodecyl -

s u l f a t ) , 8 M Harns to f f und 10~3 M AD TA 

( Ä t h y l e n d i a m i n t e t r a e s s i g s ä u r e ) s u s p e n -

d ie r t und d i e se r R o h e x t r a k t auf eine 

30 x 2 ,5 cm-Säule mit Hydroxyapa t i t 

( C a 1 0 ( P O 4 ) 6 ( O H ) 2 ) g e g e b e n  RNS (Ribo-

n u k l e i n s ä u r e n ) , Pro te ine und Polysaccha-

r ide werden mit 0,24 M Na3PC>4 (8 M H a r n -

s t o f f ) e l u i e r t , während DNS se lek t iv in 

einem zweiten Eluat mit 0,48 M NagPO^-

P u f f e r gewonnen wi rd  

Beispiel 3 

Kopplung von DNS an Träge rma te r i a l 

Die A n k o p p l u n g d e r DNS an Zellulose als 

T r ä g e r s u b s t a n z f ü r die Af f in i t ä t sch roma-

t o g r a p h i e : 

Eine DNS-Lösung (1-2 mg/ml in 0 ,01 M 

Tr i s - ( I Iydroxymethy laminom e than -HCl ) 

(pH 7 ,4) mit 0,001 M ÄDTA wird mit t r o k -

k e n e r Zellulose im Verhä l tn i s 1 g Zellu-

lose zu 3 ml DNS-Lösung gemisch t  Nach 

T r o c k n e n ü b e r Nacht bei Raumtempera tu r 

wird das v e r b l e i b e n d e Wasser d u r c h Ge-

f r i e r t r o c k n u n g e n t f e r n t , d e r dabe i e n t -

s t e h e n d e P u d e r in 20 Volumenteilen T r i s -

1IC1 s u s p e n d i e r t und bei 4°C einen Tag 

i n k u b i e r t  Die ü b e r s c h ü s s i g e DNS wird 

d u r c h Waschen mit P u f f e r l ö s u n g e n t f e r n t 

und die DNS-Zellulose 1:20 mit P u f f e r v e r -

d ü n n t in eine 5 mm-Säule g e f ü l l t  

Beispiel 4 

Selekt ive Adsorp t ion und Desorpt ion des 

Wirkfak tors 

Aus e ine r Pro te in lösung von juven i l e r 

R i n d e r l e b e r , die in Analogie zu den v o r -

h e r g e h e n d e n Beispielen s te r i l i s ie r t und von 

unwirksamen Bes tand te i l en b e f r e i t w u r d e , 

sollen die hemmenden Fak to ren a n g e r e i c h e r t 

w e r d e n  Man b e n u t z t dazu eine r ech t eck ige 

F l a c h g e l - A p p a r a t u r f ü r Af f in i t ä t sch romato -

g rap h i e mit E lek t roden an den ä u ß e r e n 

Längsse i t en  Die A p p a r a t u r wird mit d e r 

nach Beispiel 3 gewonnenen DNS-Zellulose 

b e s c h i c k t , wobei die DNS a u s foe ta le r R in -

d e r l e b e r gewonnen w u r d e  

Die T r e n n s ä u l e wird äqu i l ib r i e r t mit 0,001 M 

ÄDTA, 0 ,01 M N a 3 P 0 4 (pH 7 ,4) bei 37°C  

Die zu t r e n n e n d e Probe wird d ia lys ie r t gegen 

dieselbe P u f f e r l ö s u n g  Sie wird dann in 

e iner Konzent ra t ion von 1 mg Pro te in /ml d e r 

T r e n n a p p a r a t u r z u g e f ü h r t  Das p r imäre Elu-

at en thä l t die s t imul ierende F rak t ion  Nach 

e iner Trennze i t von 8 S t u n d e n wird die 

A p p a r a t u r mit P u f f e r l ö s u n g d u r c h g e s p ü l t  

Zur s e k u n d ä r e n Elution d e r von d e r g e b u n -

denen DNS a b s o r b i e r t e n Fak to ren wird bei 

we i t e re r Zugabe d e s P u f f e r s ein e l e k t r i s c h e s 

Wechselfeld von 50 kHz und 1000 V, 5 mA 

a n g e l e g t  Gleichzeit ig wird die I o n e n s t ä r k e 

des P u f f e r s d u r c h Zugabe von NaCl b i s 

1 M kont inu ie r l i ch e r h ö h t  

Wird ein Gleichstromfeld angeleg t (2000 V, 

10 mA) k a n n gleichzei t ig eine A u f t r e n n u n g 

nach d e r e l e k t r o p h o r e t i s c h e n Beweglichkei t 
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e r r e i c h t werden d u r c h ört l ich g e t r e n n t e 

Entnahmes te l l en  

Die gewonnenen Frak t ionen werden an 

Tumorze l lku l tu ren nach den in ' 'Der Kas-

s e n a r z t " Heft 19, Mai 1979, S  1816 - 1887 

angegebenen Methoden auf ih re Wirksam-

keit g e p r ü f t  Damit wird die Frakt ion 

d e r h ö c h s t s p e z i f i s c h e n Akt ivi tä t ermit -

t e l t , wonach die C h a r g e s t a n d a r d i s i e r t 

wi rd  

Beispiel 5 

Gewinnung von tumorhemmenden Fak to ren 

Zur Gewinnung von tumorhemmenden Fak -

to ren aus Leber wird die DNS-Frak t ion 

aus e ine r Mischung von v e r s c h i e d e n e n 

soliden Tumoren ( z B  Melanom, v e r s c h i e -

dene Ar t en von Karzinom (Mamma, P r o s t a t a , 

Lunge , Magen, Darm, Hirn) und g g f s  

Sarkomen aus mesenchymalen Geweben zu -

sammen mit d e n e n t s p r e c h e n d e n Metasta-

sen und mit in Kul tu r g e z ü c h t e t e n Leu-

kämiezcllen ( lymphat i schen Zellen und mye-

loischen Zel len)) isoliert und e n t s p r e c h e n d 

Beispiel 3 an Zellulose gekoppel t und dann 

wie in Beispiel 4 zu r A u f t r e n n u n g e iner 

Eiweißlösung aus Leber v e r w e n d e t  Der 

Hemmfaktor wird d u r c h s e k u n d ä r e Elu-

tion gewonnen und an Tumorze l lku l tu ren 

auf seine spez i f i sche Hemmwirkung ge-

p r ü f t  Auf analoge Weise k a n n auch DNS 

a u s Einzel tumoren , ebenso aus foetalen 

Geweben , i n s b e s o n d e r e foe ta le r Plazenta 

und Lebe r , e ingese tz t w e r d e n  Auch kön-

nen K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n e n t s p r e c h e n d 

a u f g e t r e n n t w e r d e n  Tumorherrmende 

F rak t ionen lassen sich b e s o n d e r s auch 

a u s dem ma te rnen Anteil d e r Plazenta 

(Dezidua) gewinnen  
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3  US-Pa ten t 

Process for Producing Biologically Act ive Fac tors 

United S t a t e s Patent 

Number : 4,621,055 

Date of Pa t en t : Nov  4, 1986 

Abs t r ac t 

A p r o c e s s for producing - biologically ac t ive 

f ac to r s from a s u b s t r a t e , in t h e form of 

cell homogenates of o r g a n t i s s u e s , of 

microorganisms , plant components a n d / o r 

body f l u i d s  To t h i s e n d , t he s u b s t r a t e , 

in an aqueous form and f r e e d of accompany-

ing pa r t i cu l a t e s u b s t a n c e s , i s se lec t ively 

s e p a r a t e d b y a f f in i ty c h r o m a t o g r a p h y u s i n g 

a biological s o r b e n t , in the case of which 

at least one nucleic acid (desoxyr ibonuc le i c 

a n d / o r r ibonucleic ac id) or a t least one p r o -

te in or p cp t i d e is coupled to a c a r r i e r s u b -

s t a n c e ; in t he p r imary e luate components 

h a v i n g no a f f in i ty a re p r e s e n t , while the 

ac t ive f a c t o r s (which h a v e an a f f i n i t y ) a r c 

secondar i ly e lua t ed  By b ind ing nucleic 

ac ids or p ro t e in s from a given or igin to a 

c a r r i e r , ac t ive f a c t o r s with special p r o p e r -

t i es such as tumor inh ib i t ing s u b s t a n c e s , 

or s t imula t ing s u b s t a n c e s may be posi t ively 

p r o d u c e d  

C r o s s - R e f e r e n c e s to Related Appl icat ions 

Th i s appl icat ion is a c o n t i n u a t i o n - i n - p a r t 

of appl icat ion S e r  No  415,989, filed S e p t  

8, 1982, now a b a n d o n e d  Application S e r  

No  415,898 filed S e p t  8, 1982 is a eon-

t inua t ion of appl icat ion S e r  No  202, 799, 

filed J a n  3, 1980, now a b a n d o n e d  

Background of t he Invent ion 

The p r e s e n t invent ion re la tes to a p r o c e s s 

for p r o d u c i n g biologically ac t ive f a c t o r s from 

a s u b s t r a t e in t h e form of cell homogenates 

of o r g a n t i s s u e s , of microorganisms, of 

p lant material a n d / o r of body l iquids  More 

spec i f ica l ly , t h e invent ion is d i r ec t ed to 

ob ta in ing s t e r i l e , biologically act ive f ac to r s 

which may be u s e d for t he Stimulation a n d , 

on t he o t h e r h a n d , for the inhibi t ion of 

p r o c e s s e s of g r o w t h , metabolism, and of 

s y n t h e s i s in euka ryo t i c and p r o k a r y o t i c 

cells and t i s s u e s  

On the bas i s of da t a from my own expe r imen t s 

with r e s p e c t to e f f e c t s on growth and meta-

bolism of human t i s sue cells in cell c u l t u r e s 

by t r ea tmen t with macromolecular o r g a n 

e x t r a c t s (V  Paffenholz und K  T h e u r e r : 

Einf luß von makromolekularen O r g a n s u b -

s t anzen auf menschl iche Zellen in v i t r o , 

I  Diploide K u l t u r e n , I I  Tumorze l lku l tu ren 

( t h e e f f e c t s o f macromolecular o r g a n s u b -

s t ances on human cells in v i t r o , I  diploid 

c u l t u r e s , I I  tumor cell c u l t u r e s ) : Der Kas-

s e n a r z t , no  27, p a g e s 5218 to 5226, 1978, 

no  19, pages 1876 to 1887, 1979), it h a s 

been seen t ha t an inh ib i to ry e f fec t on 

tumor cells and he teroploid cells was p r o -

duced at h igh d i lu t ions in a concen t ra t ion 

- 6 - 9 

of 10 to 10 g/ml of c u l t u r e medium, 

and Stimulation of hea l thy normal cells was 

p r o d u c e d u s i n g high concen t r a t i ons b e -
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— 3 — 6 

tween 10 ' to 10 g/ml of c u l t u r e medium  

The act ive f a c t o r s were ident i f ied as p r o -

te ins and p e p t i d e s  

In view of t h e s e d i f f e r e n c e s , it seemed 

likely tha t d i f f e r e n t f a c t o r s were e f f ec t ive 

for inhibi t ion and Stimulation with d i f f e r e n t 

s i t es of act ion (K  T h e u r e r : P rophy laxe 

und The rap i e von P r ä k a n z e r ö s e n und 

Malignomen mit makromolekularen O r g a n -

e x t r a k t e n ( p r o p h y l a x i s and t h e r a p y of 

p r e c a n c e r o s e s and malignant tumors with 

macromolecular o rgan e x t r a c t s ) : K r eb s -

geschehen 4, pages 80 to 86, 1980)  Th i s 

was r e spons ib l e for t h e development of t he 

p r e s e n t p r o c e s s for s e p a r a t i n g inh ib i t ing 

and s t imula t ing f a c t o r s from cell homogeni-

s a t e s  S tud ies of S R  B u r z y n s k y , Z  Sto lz-

mann , B  Szopa , F  Stolzmann and O P  

Ka l t enbe rg (Ant inep las ton A in Cance r 

T h e r a p y : Physiological Chemis t ry and P h y -

s i c s , 9, pages 485 to 500 (1977) ) , make 

i t c lear tha t such tumor inh ib i t ing f a c t o r s 

a r e p r e s e n t in t he u r ine of hea l thy ind i -

v idua l s and may be p r o d u c e d t h e r e f r o m  

I t ist f u r t h e r m o r e known tha t tumor inhi-

b i t ing f a c t o r s a r e p r e s e n t in t he blood of 

hea l thy ind iv idua l s  

One p u r p o s e of t he invent ion is t ha t of 

p r o d u c i n g ac t ive f ac to r s from biological 

s u b s t r a t e s select ively and f r e e i n g them 

of u n d e s i r e d accompanying s u b s t a n c e s so 

tha t they may be used f o r sc ien t i f ic and 

t h e r a p e u t i e p u r p o s e s and in i n d u s t r y  

In the p r e s e n t invent ion the s u b s t r a t e , 

in an aqeuous form, and f r e e or f r e e d of 

accompanying pa r t i cu l a t e s u b s t a n c e s i s 

se lect ively s e p a r a t e d u s i n g a biological 

a f f in i ty s o r b e n t , in which at least one 

nucleic ac id , or at least one p ro te in or 

p e p t i d e , is coupled with a c a r r i e r s u b -

s t a n c e  Non-b ind ing components a r e eon-

ta ined in the p r imary eluate and the ac t ive 

f a c t o r s , h a v i n g an a f f i n i t v  a r e secondar i lv 

e l u a t e d  In t h i s r e s p e c t , the wording 

"pr imary e lua te" is used in the sense of 

an eluate which is provided by simple r i n -

s ing of t h e s o r b e n t , while on the o t h e r 

h a n d , for producing or ob ta in ing the e lua te 

with the binding ac t ivc s u b s t a n c e s in i t , 

special a d j u v a n t s a r e used h a v i n g the 

e f f ec t of desorbing t he ac t ive s u b s t a n c e s 

or f a c t o r s from t h e a f f in i ty s o r b e n t  In 

t h i s r e s p e c t not only t he p r i m a r y , b u t 

futhermore t h e s econda ry e luate may under-

go further fractionation, in which r e s p e c t , 

in t h e case of the seconda ry e lua te , p h y -

sico-chemical fractionating Operations a r e 

p r e f e r r e d  

With t h e select ive biological s e p a r a t i n g p r o -

c e s s of the inven t ion for act ive s u b s t a n c e s 

or f a c t o r s i t becomes poss ible for biological-

ly act ive s u b s t a n c e s or f a c t o r s h a v i n g 

given p r o p e r t i e s to be s epa ra t ed posi t ively 

on an s u b s t r a t e made up of a g rea t n u m b e r 

of d i f f e r e n t mate r ia l s  Separa t ion of t h e 

s u b s t r a t e into components i s p r c f e r a b l y 

u n d e r t a k e n by a f f in i ty ch romatography o r 

by a combination of a f f in i ty c h r o m a t o g r a p h y 

and e l e c t r o p h o r e s i s  The e l ec t ropho re s i s 

may be u n d e r t a k e n in t he form of "Free -

f low-E lec t rophores i s "  The a f f in i ty c h r o -

ma tog raphy makes poss ible se lect ive Sepa-

ra t ion into or of des i r ed ac t ive f a c t o r s , in 

which r e s p e c t t h e nucleic acids or t he 

P r o t e i n s , which a r e coupled with t he 

c a r r i e r s u b s t a n c e for f o r m h g the a f f in i ty 

s o r b e n t , a re selected in a way d e p e n d e n t 

on the des i r ed p r o p e r t i e s of the des i red 

ac t ive fac tor o r f a c t o r s T h e nucleic acids , 

o r , i n t h e o t h e r c a s e , t he p r o t e i n s o r p e p -

t i d e s , used for p r o d u c i n g the a f f in i ty 

s o r b e n t , a r e , for the i r p a r t , p r e f e r a b l y 

isolated from a s u b s t r a t e of the sort noted 

at t he Start. More spee i f iea l ly , if t he 

nucleic a c id s , o r in the o t h e r case , t he p r o -

t e in s o r p eo t i de s for the a f f in i tv s o r b e n t  
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a r e to be isola ted from such a s u b s t r a t e , i t 

is b e s t for t h e s u b s t r a t e to be f r e e d , be-

fo re s e p a r a t i n g of t h e s e s u b s t a n c e s , o f 

u n d e s i r e d o r i n e f f e c t i v e accompanying" s u b -

s t a n c e s  The u n d e s i r e d o r inef l 'cc t ive 

a c c o m p a n y i n g s u b s t a n c e s may be enzyma-

tical ly d e g r a d e d , whe rea f ' t e r t h e products 

of d e g r a d a t i o n may be rcmoved by d i a -

lys i s of f r a g m c n t s or by Ultrafiltration. In 

t h i s r e s p e c t , as a ge ne ra l rule, p r o d u c t s 

with a molecular vveight u n d e r 600 will be 

r c m o v e d , b e c a u s e i t h a s t u r n e d ou t t h a t 

t h e biologically i n t e r e s t i n g ac t ive factors 

h a v e a h i g h e r molecular vveight, a n d , more 

specia l ly one of t h e o r d e r of 600 to 1,000,000T 

T h e enzymat ic d e g r a d a t i o n i s p r e f e r a b l y u n -

d e r t a k e n pos i t ive ly in a vvay d e p e n d e n t 

on t h e so r t of d e s i r e d ac t ive s u b s t a n c e s  

C a r b o h y d r a t e s and l ip ids may , g e n e r a l l y 

s p e a k i n g , be r c m o v e d , while on t h e o t h e r 

h a n d , p r o t e i n s or nucle ic ac ids will only 

be removed i f t h e y a r e u n d e s i r e d as ac t ive 

s u b s t a n c e s  I f only P o l y p e p t i d e s o r p r o t e i n s 

a r e d e s i r e d a s t h e ac t ive s u b s t a n c e s , t h i s 

g e n e r a l l y b e i n g t h e c a s e , t h e nuc le ic ac ids 

may be d e g r a d e d as well  I f , t h e o t h e r way 

r o u n d , t h e d e s i r e d ac t ive s u b s t a n c e s a r e 

nuc le ic a c i d s , for example fo r further u s e 

as a f f i n i t y s o r b e n t s , i t i s t h e n poss ib le 

fo r t h e P o l y p e p t i d e s o r p r o t e i n s t o b e 

d e g r a d e d  D e s o x y r i b o n u c l e i c acid will 

most o f t c n be t h e p r e f e r r e d nuc le ic acid 

b e c a u s e , from t h e biological point of v iew, 

i t i s more i n t e r e s t i n g  For specia l p u r p o s e , 

h o w e v e r , r i bonuc le i c acid may be u s e d  

B e f o r e s e p a r a t i n g , and more spee i f i ea l l y , 

b e f o r e t h e removal o f a n y u n d e s i r e d 

a c c o m p a n y i n g s u b s t a n c e s , t h e s u b s t r a t e 

is b e s t s t e r i l i z e d  If a mater ia l c h a n g e in 

t h e biological s u b s t a n c e s is not of k e y im-

p o r t a n ö e , convent iona l ways of s t e r i l i z i n g , 

a s f o r example chemical s t e r i l i za t ion o r 

s t e r i l i za t ion with ioniz ing r ad i a t i on may be 

u t i l i zed  More i m p o r t a n t l y , h o w e v e r , s t e -

r i l izat ion by c o n d e n s i n g volat i le s u b s t a n c e s 

with s t e r i l i z ing p r o p e r t i e s on to t h e s u b -

s t r a t e , in t he form of a p o w d e r , is to be 

p r e f e r r e d , a s t h e p r e f e r r e d s t a r t i n g ma-

t e r i a l is also in t h e form ol' a p o w d e r , t h e 

s u b s t a n c e s for t h i s p u r p o s e which a r e more 

spec ia l ly p r e f e r r e d a r e t h o s e in t h e case 

of which a n y e x c e s s may be removed by 

e v a p o r a t i o n or Subl imat ion  Ster i l i za t ion 

i s b e s t u n d e r t a k e n i n vacuo u s i n g p r e s s u r e 

v a r i a t i o n s  

The a f f i n i t y s o r b e n t may be p r o d u c e d by 

coup l ing h igh ly p u r i f i e d nucle ic acid 

f r a c t i o n s t o i ne r t c a r r i e r s u b s t a n c e fo r 

a f f i n i t y c h r o m a t o g r a p h y o f t h e s u b s t r a t e  

The d i s c o v e r y h a s b e e n made t h a t c a r r i e r -

bound p r o t e i n or p e p t i d e f r a c t i o n s h a v e a 

spec ia l ly h igh d e g r e e of av id i ty for s t imu-

l a t ing a c t i n g s u b s t a n c e s a n d c a r r i e r -

b o u n d nucle ic acid f r a c t i o n s h a v e such an 

a v i d i t y fo r i n h i b i t o r y ac t ivc s u b s t a n c e s , 

f o r which r e a s o n t h e y a r e p r e f e r r e d for 

u s e o n t h e s e l ines fo r p r o d u c i n g t h e ac t ive 

s u b s t a n c e s in q u e s t i o n in the s e c o n d a r y 

e l u a t e  In t h i s r e s p e c t , i t i s f u r t h e r m o r e 

impor t an t from which biological mater ia l 

t h e p r o t e i n o r p e p t i d e f r a c t i o n s o n t h e 

one h a n d , and t h e nuc le ic acid f r a c t i o n s 

o n t h e o t h e r h a n d , a r e p r o d u c e d , which 

a r e u s e d for p r o d u c i n g t h e a f f i n i t y s o r -

b e n t , a s exp la ined in more de ta i l h e r e i n -

a f t e r  By making t h e r i g h t s e l ec t ion , i t 

i s , fo r t h i s r e a s o n , pos s ib l e t o make c e r t a i n 

t h a t g iven ac t ive f a c t o r s , p r e s e n t i n t h e 

s u b s t r a t e a n d h a v i n g g iven p r o p e r t i e s , 

may be pos i t ive ly s e p a r a t e d o u t  

T h e i nven t ion i s d i r e c t e d not on ly to t h e 

p r o c e s s fo r p r o d u c i n g o r o b t a i n i n g t h e 

ac t ive f a c t o r s , b u t i s f u r t h e r m o r e d i r e c t e d 

to t h e ac t i ve f a c t o r s p e r s e , which may be 

ob t a ined with t h e p r o c e s s o f t h e i n v e n t i o n , 

and f u r t h e r m o r e t o t h e u s e o f s u c h s u b -
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s t a n c e s  Detailed work ing examples will 

bc given here in of the inven t ion  In th i s 

r e s p e c t , i t i s to bc noted t ha t t he s u b s t r a t e 

may be p r o d u c e d from any sor t of biologi-

cal material con ta in ing ac t ive f a c t o r s  

The most important of such s t a r t i n g mate-

r ia ls seem to be body f lu ids such as b lood, 

ce r eb rosp ina l f l u id , a m n i o n - e x u d a t e s , 

t r a n s s u d a t e s , and f lu ids e x p r e s s e d from 

t i s s u e s and u r i n e  

In a p r e f e r r e d fo rm, t he p r o c e s s of the 

invent ion may be d iv ided into a number of 

p r e f e r r e d s t e p s , which may be combined 

t o g e t h e r in any su i tab le way , namely: 

a ) n o n - d e s t r u c t i v e l y s te r i l i z ing t he s t a r t i n g 

mater ia ls to eliminate any viral components 

while, a t t he same t ime, i n c r e a s i n g t h e 

qual i ty of t h e hydroph i l i c p r o p e r t i e s , t ha t 

i s , t h e water solubil i ty by par t ia l lys i s of 

t h e molecular s u b - u n i t s and t h e addi t ion 

of radica ls of t h e acids and alkalis u s e d  

b ) s e p a r a t i n g ( f i r s t - s t a g e ) i ne f f ec t ive o r 

o the rwise u n d e s i r e d components of t h e s u b -

s t r a t e , 

c) coupl ing of h igh ly pu r i f i ed d e s o x y r i b o -

nucleic acid a n d / o r RNA f r a c t i o n s , morc 

specia l ly , ribosomal RNA a n d , on t h e o t h e r 

h a n d , of p ro t e in and p ep t i d e f r a c t i o n s to 

ac t iva ted iner t c a r r i e r s u b s t a n c e for f o r -

ming t h e a f f in i ty s o r b e n t for a f f i n i t y 

c h r o m a t o g r a p h y of t he s u b s t r a t e to be 

s e p a r a t e d into i ts componen t s , 

d ) s e p a r a t i n g ( s e c o n d - s t a g e ) the s u b s t r a t e , 

p r o d u c e d in s t e p b ) , on t h e a f f in i ty s o r b e n t , 

p r e p a r e d in s t ep c ) , by sample inlet and e lu -

tion s t e p s , 

e ) ob ta in ing tumor - inh ib i t i ng f a c t o r s by 

a f f in i ty c h r o m a t o g r a p h y of s u b s t r a t e s 

p r o d u c e d from fetal a n d / o r juveni le n o r -

mal t i s sue a n d / o r body l iquids of hea l thy 

individuals on c a r r i e r - b o u n d DNA, 

f ) p r o d u c i n g s t imulat ing f a c t o r s , 

g ) p r o d u c i n g o r g a n - s p e e i f i e f r a c t i o n s , and 

h ) p r o d u c i n g f r ac t i ons from micro-organism 

and plant ce l ls  

T h e in te rmedia tes of p r o c e s s s t e p s a) may 

be used p e r se  The sor t of use and f u r -

t h e r p r o c e s s i n g of t he p r o d u e t s made in 

t h i s p r o c e s s will be given in f u r t h e r detail 

h e r e i n a f t e r  On the o t h e r h a n d , s t e p s a ) 

and b) a r e not n e c c s s a r y for p r o c e s s i n g the 

s u b s t r a t e  A pa r t i cu l a r ly i n t e r e s t i n g 

aspec t of t he invent ion i s , h o w e v e r , t h e 

sor t of s ter i l iza t ion and f i r s t - s t a g e t r e a t -

ment of t he s u b s t r a t e to be s epa ra t ed and 

e l ec t rophore t i c elution of t he p r o t e i n s , a d -

so rbed on t h e c a r r i e r - b o u n d s u b s t a n c e s , 

by c h a n g i n g t h e vol tage or c u r r e n t level 

and f u r t h e r m o r e the use of special s t a r t i n g 

mater ia ls and the i r appl ica t ion  Scient i f ic 

de ta i l s and the sort of t h e applicat ion and 

f u r t h e r p r o c e s s i n g are in line with t he 

p r e s e n t s t a g e of development of the a r t  

A condit ion for t h e r a p e u t i c use of ac t ive 

s u b s t a n c e s from biological t i s s u e s in s t e r i -

lity with r e s p e c t to v i r u s e s  Government 

Prohibition of p r o c e s s i n g medicaments with 

ionizing rad ia t ion and of d e n a t u r i z i n g by 

chemical p r o c e s s i n g makes a special ly non-

d e s t r u e t i v e s ter i l izat ion s t e p a) of key 

impor tance  Th i s p r o c e s s s t e p i s f u r t h e r -

more beneficial with r e s p e c t to u n d e r -

t a k i n g f u r t h e r p roces s s t e p s la ter b e c a u s e , 

a t t he same t ime, t h e r e a r e b e t t e r h y d r o -

philic p r o p e r t i e s and the par t ia l c leavage 

into molecular s u b - u n i t s i s e f f e c t e d  The 

acidic or alkaline e f fec t p r o d u c e d by 

addi t ion of ac ids and alkalis may readi ly 

be neu t ra l i zed by the r i g h t form of b u f f e r -

ing so as to make ce r t a in of the bes t p l l -

value in t h e s e p a r a t i n g ope ra t i on  

In t he case of cell c u l t u r e s and animal 

expe r imen t s a s ign i f ican t ly b e t t e r inhib i -

to ry e f fec t on tumors and a s t imula t ing 

e f fec t in t h e case of normal t i s sue was p r o -

duced by p r e p a r a t i o n s ob ta ined u s i n g p r o -
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ces s Step a) t han is the case with p r e p a -

r a t i ons which only u n d e r w e n t f r e e z e -

d r y i n g  For t h i s r e a s o n , i t seems c lear 

tha t p r o c e s s s t ep a) has a f avorab le ef'fect 

on the e f f icacy of the e n d - p r o d u e t  

In p r o c e s s s t ep a) use is p r e f e r a b l y made 

of v a p o r s of concen t r a t ed acids or a lkal is , 

a n d , more spec ia l ly , concen t r a t ed sulf 'uric 

ac id , acetic ac id , formic acid or d i e t h y l -

amine a n d / o r mix ture or p e r a c i d s with t h e 

c o r r e s p o n d i n g concen t r a t ed ac ids , the 

pu lver ized s u b s t r a t e s o r c o n c e n t r a t e s be ing 

acted upon by the vapor of t h e s u b s t a n c e  

which is to have an e f fec t on them , in 

vacuo at room t e m p e r a t u r e without any 

f u r t h e r h e a t i n g , the vapor condens ing 

on the s u b s t r a t e  In German Pa t  No  

1,090,821, whose p r o c e s s deta i ls may be 

used in the p r e s e n t i nven t ion , t h e work ings 

of such a p r o c e s s a re noted in connect ion 

with a par t ia l b r e a k i n g up of t he s t a r t i n g 

mater ia l  The d i s cove ry has now been made 

tha t on u s i n g mater ia ls with s te r i l i z ing 

p r o p e r t i e s , th i s p r o c e s s g ives v e r y h i g h -

level e f f e c t s , p e r - c o m p o u n d s be ing more 

specially p r e f e r r e d in th i s connec t ion  

Ob ta in ing or p r o d u c i n g s te r i le medicaments 

from biological t i s s u e s , more special ly o r g a n 

t i s s u e s , i s f r e q u e n t l y h a r d to u n d e r t a k e 

b e c a u s e , u s i n g convent ional d i s i n f e c t a n t s , 

füll s t e r i l i ty may not be p r o d u c e d without 

g r ea t dena tu r i za t ion and loss of the t h e r a -

peut ic e f f i c a c y  For th i s r e a s o n , publ ic 

hea l th au tho r i t i e s have enac ted specially 

t igh t r u l e s for p r o d u c i n g such medicaments , 

as for example t h e keep ing of isolated 

g r o u p s of animals and b r e e d i n g them u n d e r 

s te r i le cond i t ions  Because of such ru l e s 

o r c o n d i t i o n s , t h e r e has been an over ly 

g rea t i nc rease in p r ice of t he p r o d u c t s 

w i thou t , h o w e v e r , p r o d u c i n g any füll and 

complete w a r r a n t y for s t e r i l i t y , more s p e -

cially with r e s p e e t to v i r u s e s  On the o t h e r 

h a n d , the use as well of ant ib io t ics a n d / o r 

chemotherapeu t i c a g e n t s hav ing the p r o -

p e r t y of inac t iva t ing v i r u s e s , i s l inked 

with t he r isk of making the pa t ien t a l l e r -

g ic  

In expe r imen t s with o r g a n powders p r o -

duced from v i r u s - i n f e c t e d chicken embryos , 

i t has been poss ible to make c lcar tha t 

s t e r i l i ty may be p roduced by a modification 

of the p r o c e s s for the control led chemical 

b r e a k i n g up of o r g a n s for t h e r a p e u t i c 

p u r p o s e s ( see German Pa t  No  1 090,821)  

The p r o c e s s is modified in tha t the s u b -

s t r a t e s , with 5% to 30% of res idua l water 

(in comparison with a normal level of 60% 

to 87% of water in f r e s h t i s s u e s ) a re ac ted 

upon by t h e v a p o r s of acids in vacuo , 

t h e r e be ing t h e add i t ion , to t h e s e acid 

v a p o r s , o f the c o r r e s p o n d i n g p e r a c i d s , 

more special ly of formic ac id , acetic acid or 

s u l f u r i c ac id , in a mixing ra t io of 1 pa r t of 

pe rac id to 1 to 4 p a r t s of the c o r r e s p o n d i n g 

acid a n h y d r i d e  F u r t h e r m o r e , v a p o r s of 

ac ids may be u s e d , to which  on p r o -

d u c i n g them, a smaller amount of h y d r o g e n 

pe rox ide is added than will be n c c e s s a r y 

for p r o d u c i n g the perac id i t s e l f  for example 

t h e r e would be the addi t ion to 10 p a r t s of 

98% formic acid of 0,1% to 0 8% of 30% h y d r o -

gen perox ide t o g e t h e r with 0,5% of concen-

t r a t e d s u l f u r i c acid in place of 10 p a r t s 

of concen t r a t ed formic acid with 1 pa r t of 

h y d r o g e n p e r o x i d e , and in t h e case of 

10 p a r t s of acet ic a n h y d r i d e t h e r e would 

be the addi t ion of only 0 5 to 4 p a r t s of 

f r e s h 30% h y d r o g e n pe rox ide (in place of 

5 p a r t s of t h e sarne)  T h e u s e f u l e f fec t of 

th i s p r o c e s s i s t ha t t he "par t i a l " p e r a c i d s 

a r c less a g g r e s s i v e and may be more readi ly 

h a n d l e d , tha t is to say with less d a n g e r of 

explos ion  

On c a u s i n g the s u b s t r a t e to be acted upon 

by v a p o r , the amount of ac id , which bccomes 



107 

Condensed on the s u b s t r a t e , is bes t so 

control led tha t in e f fec t it is equal to a 

0 5% to 2% p e r a c i d  The condensa t ion Opera-

tion may, if n e c e s s a r y  be u n d e r t a k e n a 

number of times by s t e p p i n g down the 

vacuum level fo r a shor t time before the 

acid v a p o r s a re r u n into t h e a p p a r a t u s 

again for c o n d e n s i n g on the s u b s t r a t e  I f 

t h e amount of acid is not m e t e r e d , t h e 

s ter i l izat ion opera t ion may be u n d e r t a k e n 

for some minu tes , whcreas if t he amounts 

of acid a r e limited or measured out for a 

given amount of s u b s t r a t e , the opera t ion 

may be u n d e r t a k e n for a number of h o u r s  

The t e s t for s t e r i l i ty of t he s u b s t r a t e 

may be u n d e r t a k e n by ways which a r e 

convent ional in microbiology and virology 

by c u l t u r i n g t he v i r u s c s in h e n ' s e g g s o r 

in cell c u l t u r e s  The t c s t i n g or a s s a y i n g of 

t he biological ac t iv i ty of t he p r e p a r a t i o n s 

still in ex i s t ence is u n d e r t a k e n by b ioassay 

u s i n g cell c u l t u r e s (see V  Paf fenholz and 

K  T h e u r e r : Einf luß von makromolekularen 

O r g a n s u b s t a n z e n auf menschl iche Zellen in 

v i t ro (The e f f e c t s of macromolecular o r g a n 

s u b s t a n c e s on human cells in v i t r o ) , see 

page 94) and by animal e x p e r i m e n t s  

The p r o c e s s i s not r e spons ib l e for any p r o -

d u c t s with a toxic e f f e c t , as for example 

he te rocyc l i c Compounds, b ecause t h e 

f r a g m e n t s p r o d u c e d do not ( because of 

t h e ab sence öf wa te r ) u n d e r g o reac t ion or 

con juga t ion with eaeh o t h e r  The p e r o x i d e s 

p roduced at a low level a re r e s p o n s i b l e , on 

t h e r a p e u t i c app l ica t ions , for a des i r ed 

s t imula t ing e f f ec t in t h e s u b s t r a t e s like 

tha t of ozone when the rapeu t i ca l ly u s e d  

F u r t h e r m o r e , in the case of t h i s p r o c e s s , 

t h e acid which has so f a r not u n d e r g o n e 

r eac t i on , may be d rawn off by s t e p p i n g 

up the vacuum  

In o t h e r r e s p e c t s , h o w e v e r , i t i s f u r t h e r -

more poss ib le for neu t ra l i za t ion to be caused 

by blowing in alkali v a p o r s as for example 

of mercap toe thano l and t hen d rawing off 

aga in  By the s imul taneous r e d u c i n g 

e f f e c t , t h e oxidat ion e f fec t may, in p a r t  

bc cancelled out aga in  

The u s e of pe rac id v a p o r s makes n e c e s s a r y 

t he u s e of acid r e s i s t a n t plas t ic p ip ing and 

g l a n d s  The vessel for the pe rac ids may 

bes t be connec ted by means of a t h r e e w a y 

cock with the vacuum pump a n d , on t h e 

o t h e r h a n d , with t h e ree ip ien t for t h e 

s u b s t r a t e s o t h a t , a f t e r p r o d u c i n g the 

vacuum in t h e s u b s t r a t e r e e ip i en t , the 

vacuum pump may be cut off and the acid 

v a p o r s r u n into t h e a p p a r a t u s  

I t is f u r t h e r m o r e poss ib le for f r o z e n , 

u n d r i e d t i s s u e powder t o u n d e r g o d r y i n g 

b e f o r e hand (by f r e e z e - d r y i n g to get down 

to t h e des i r ed res idua l mois ture level , or 

by d r y i n g in the p r e s e n c e of hyg roscop i c 

mater ia l s such as concen t r a t ed s u l f u r i c 

ac id) b e f o r e t he s ter i l iza t ion opera t ion is 

s t a r t e d  If the r e s idua l mo i s tu re level in 

t h e d r i ed t i s s u e s is over ly low, they may 

be p roces sed in a f i r s t s t age by r u n n i n g 

wa te r vap o r into t he a p p a r a t u s , o r by 

mois tening d i r e c t l y  

Details in connect ion with pe race t i c acid 

for "cold s ter i l iza t ion ' ' for t he rmosens i t i ve 

i n s t r u m e n t s have been given in a p a p e r 

by K  Bansemir , II  Bc l l inger , K  Disch 

and W  K a s t n e r in "Hygiene und Medizin" 

4 (1979) , pages 311 to 316, from which 

i t will be seen tha t s te r i l i z ing e f f e c t s a r e 

p r o d u c e d with a 1% to 2% Solution in t h e 

case of p a p o v a - v i r u s e s , E n t e r o - v i r u s e s , 

Poliomyelitis t y p e I and f u r t h e r m o r e in 

t h e casc of Coxsackie v i r u s e s t y p e B III 

and Hepa t i t i s -B v i r u s e s  An account was 

f u r t h e r m o r e g iven on toxicological t e s t i n g  

The use of acid so lu t ions as such i s , how-

e v e r , not t he same as t he p r o c e s s of t h e 

p r e s e n t i nven t ion , b ecause in i t t h e o p e r a -
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tion t akes place at room t c m p e r a t u r e and 

with the appl icat ion in t h e form of acid 

v a p o r s , and f u r t h e r m o r e on the d r y i n g 

opera t ion the acid  which h a s not u n d e r -

gone r eac t i on , is drawn off aga in  

The acid vapor lysis p r o c e s s in vacuo a) 

i s used as such f u r t h e r m o r e for control led 

chemical d iges t ion of o r g a n s for t h e r a p e u -

tic p u r p o s e s and more special ly of f e t a l , 

embryonic juveni le t i s s u e s , of fetal bovine 

l ive r , t h y m u s , sp i een , ca rd iac muscle and 

b r a i n for p r o d u c i n g special p r e p a r a t i o n s 

for the t r ea tment of neoplasms and d i seases 

of t he immune sys t em  

The sor t of d iges t ion and d e g r a d a t i o n of 

biological t i s s u e s is of key importance for 

t h e i r t h e r a p e u t i e e f f e e t , a s has been seen 

to be t h e case for fetal and embryonic 

o r g a n p r e p a r a t i o n s p r o d u c e d by the p r o c e s s 

for control led chemical d iges t ion of o r g a n s 

and for t h e r a p e u t i e p u r p o s e s (German Pa t  

No  1 ,090 ,821)  The u s e of such p r e p a r a -

t i o n s , more spec ia l ly , of fetal l i ve r , sp i een , 

t h y m u s , ca rd iac muscle and b ra in h a s not 

been r e spons ib l e for any incompatibi l i ty 

in t he case of animal expe r imen t s or in the 

case of u s e on humans  The e f fec t of p r e -

p a ra t i ons made from fetal and y o u n g 

bovine l iver h a s been s u r p r i s i n g in onco-

logy  Al though the re la t ion be tween t h e 

ca rc ino -embryon ic an t igen (CEA) and 

tumor an t igen is known, no r e p o r t h a s 

been come ac ros s in t h e l i t e r a t u r e to t he 

e f fec t tha t good p rophy lac t i c and t h e r a -

peut ie e f f e c t s may bc p r o d u c e d in t he case 

of exper imenta l t umors by u s ing l iver p r e -

p a r a t i o n s  T h i s h a s , h o w e v e r , t u r n e d out 

to bc t h e case with p r e p a r a t i o n s p r o d u c e d 

by t h e p r e s e n t p r o c e s s in t e s t i n g on a 

me thy lcho lan th ren induced tumor (which 

was induced some y e a r s back in t h e Sloan 

K e t t e r i n g I n s t i t u t e of Cance r Resea r ch in 

New York) on t r a n s f e r by innoculat ion to 

F u r t h e r m o r e , in animal e x p e r i m e n t s , it was 

poss ib le for an t ibody formation to be forced 

down to a lower level on u s i n g p r e p a r a t i o n s 

of fetal bovine thymus and fetal s p i e e n  

Th i s biological immune s u p p r e s s i o n is im-

p o r t a n t for the t r ea tmen t of a l lergic d i s ea se s 

and h a s f u r t h e r m o r e been seen to t ake place 

in t he case of man on t h e t h e r a p e u t i e appl i -

cat ion of such p r e p a r a t i o n s  

On the o t h e r h a n d , in animal expe r imen t s 

u s i n g the hemolysis p l aque t e s t , a s i l l u s t r a -

ied in Examples 6 a n d 7, it was poss ible 

to de te rmine tha t such p r e p a r a t i o n s from 

fe ta l ca rd iac muscle , fetal l iver and b ra in 

make possible an even more in t ense Stimula-

t ion of an t ibody s y n t h e s i s t h a n is t he case 

with convent ional immune s t imulan t s  

The hemolysis p laque t echn ique makes i t 

poss ib le to get r e a d i n g s for the level of 

immunological d e f e n s e from t h e n u m b e r of 

in f lucnced a n t i b o d y - f o r m i n g cells in t h e 

sp i een  If t h e r e is a g r e a t e r p laque forma-

tion t h a n in t h e u n t r e a t e d con t ro l , t h i s i s 

a s ign for a s t e p p i n g up of immune d e f e n s e 

while , on t he o t h e r h a n d , a lower f i g u r e 

for p laque formation ind ica tes a d r o p 

in immune r e s p o n s e  To t h i s e n d , mice 

were sens i t ized with r e s p e c t to washed 

ovine e r y t h r o c y t e s and addi t ional ly 

p r e t r e a t e d with p r e p a r a t i o n s ( p r o d u c e d 

by the claimed p r o c e s s ) from fetal o r g a n s , 

used in an a q u e o u s , d i lu ted form, and 

t h e n , a t d i f f e r e n t t imes l a t e r on a f t e r 

t h e in jec t ion , t h e mice were sp lenectomized  

Then a spieen cell su spens ion was made u p , 

which t o g e t h e r with the ovine e r y t h r o -

c y t e s and a g a r o s e were p o u r e d into p e t r i 

d i s h e s as a th in l a y e r  A f t e r ineubat ion 

for one h o u r , the devclopment of t h e 

p l aque - fo rming cells took place with d i lu-

t ed guinea p ig complement  which is 

n e c e s s a r y for t h e lysis of the cells in 

add i t ion  The control g r o u p was made up 
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of mice which had not had a n y o rgan 

p r e p a r a t i o n s  

The d r y o rgan powdcrs p r o d u c e d by the 

p r e s e n t p r o c e s s from fetal and juveni le 

t i s s u e s were t aken up d i rec t ly in phys io lo-

gical sodium chlor ide and s u s p e n d e d or 

d i lu t ions in wa te r thercof were p r e p a r e d  

Not only t he s u s p e n s i o n s , bu t f u r t h e r -

more t h e d i lu ted solut ions may be in jec ted 

p a r e n t e r a l l y  

The p r o c e s s s t e p b ) for the pre l iminary 

s e p a r a t i n g off of ine f fec t ive components 

from t h e s u b s t r a t e which is to be p roces sed 

i s , on the one h a n d , for eond i t ion ing 

the a f f in i ty s o r b e n t a n d , on t he o t h e r h a n d , 

fo r p r e - p r o c e s s i n g the s u b s t r a t e which 

i s to be s e p a r a t e d  For th i s r e a s o n  t h e s e 

two pre l iminary s e p a r a t i n g Operat ions may 

be u n d e r t a k e n s c p a r a t e l y  On t h e o t h e r 

h a n d , for s e p a r a t i n g opera t ion d) i t i s 

possible to make use as well of s u b s t r a t e s 

which have not u n d e r g o n e t h e p a r t - p r o -

c e s s e s a ) and b ) , o r have only u n d e r g o n e 

them in p a r t and which a r e of d i f f e r e n t 

o r i g i n s  F u r t h e r m o r e , mix tu re s o f d i f f e r e n t 

s t a r t i n g mater ia ls may be u s e d , a l t h o u g h , 

h o w e v e r , i t i s b e s t for t h e i ne f f ec t ive 

components of t he s u b s t r a t e as for example 

Po lysaccha r ides , g lycogen , l ipids and 

poss ible r ibonucle ic acid (RNA) to be r e -

moved convent iona l ly , th i s f u r t h e r m o r e 

be ing t r u e for t he DNA from the s u b s t r a t e 

to be s e p a r a t e d , if such DNA is not t he 

des i r ed act ive f a c t o r  

The Separat ion off of ine f fec t ive or u n -

des i r ed components is not n e c e s s a r y in 

t he case of t he s u b s t r a t e to be s e p a r a t e d , 

because t h e des i r ed ac t ive fac tor i s , as we 

have s e e n , se lect ively bound by the a f f i n i t y 

s o r b e n t  Only t he nucleic acid components 

(DNA a n d / o r RNA) of t he s t a r t i n g s u b -

s t r a t e or only the p ro te in or pep t ide 

f r ac t i ons of the same a r e needed for 

r e a d y i n g the a p p a r a t u s used for a f f in i ty 

c h r o m a t o g r a p h y  For s e p a r a t i n g , f rac t iona l 

c e n t r i f u g a t i o n of t h e cell and t i s sue homo-

gen i sa t e s (or s u s p e n s i o n s from t h e d r y 

powder ) is used g iv ing a 100,000 g s u p e r -

na t an t top layer ( see V  Al l f rey : Isola-

tion of subce l lu la r components : The Cell: 

Vol  1  I  Bräche t and A  E  Mirsky , 

E d i t o r s , Academic P r e s s , London  1959 

National Cancer I n s t i t u t e Monograph 21: 

Development of Zonal C e n t r i f u g e s and Aux-

illary Sys tems for T i s s u e Fract ionat ion and 

Analys i s : National Cancer I n s t i t u t e B e t h e s -

d a , Md  , USA, 1966)  

For f u r t h e r isolat ion, t he Single f r a c t i o n s 

of cell nucleic mi tochondr ia , r ibosomes and 

the s u p e r n a t a n t top layer a r e p roces sed 

with enzymes : for example with p tyal in and 

maltase and with beta or gamma amylase for 

the deg rada t i on of s a c c h a r i d e s , with amylo-

glucos idase for t h e deg rada t i on of g lycogen , 

with l ipase for t he d e g r a d a t i o n of l ip ids , 

with RNases for the d e g r a d a t i o n of r ibo-

nucleic a c i d s , with DNase for the d e g r a d a -

tion of DNA and with p ro t e ina se s or p e p -

t idases (as for example p e p s i n , p a p a i n , 

t r y p s i n ) for t h e d e g r a d a t i o n of p ro t e in s 

and p e p t i d e s  As will be e l ea r , in t h e 

pre l iminary Separation of the pep t ide 

f r a c t i o n s , no p r o t e i n a s e s or p e p t i d a s e s 

a r e u s e d a n d , on p r o d u c i n g t h e nucleic 

acid f r a c t i o n s , no nuc leases a r e u s e d  (For 

p a p e r s on t h e isolat ion of DNA from cel ls , 

see : W  Meinke, D A  Goldste in , M R  

Hall; Anal  Biochem  58, 82 (1974) ; 

G G  Markov, I G  Ivanov : Anal  Biochem  

59, 555 (1974); I G  I v a n o v , P  Venkov , 

G G  Markov: P r e p a r a t i v e Biochem , 5, 219 

(1975) )  

The d e g r a d a t i o n p r o d u e t s p r o d u c e d by the 

enzymatic e lean ing s t ep may f u r t h e r m o r e be 

removed by dia lys is or Ultrafiltration to 

less t h a n 600 molecular weight ( see B L  
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Williams and K  Wilson: P r a k t i s c h e Bio-

chemie - Grund l agen u n d T e c h n i k e n , 

page 106; p u b l i s h e r : Georg Thieme Ver lag 

S t u t t g a r t , (1978) )  On isolation t h e ionic 

envi ronment and the pH of the s u b s t r a t e 

may only be changed to such a d e g r e e 

tha t no d e n a t u r i n g of the ac t ive s u b s t a n c e s 

t a k e s p lacc  

For g e t t i n g r e a d y for t h e Separat ion by 

a f f i n i t y c h r o m a t o g r a p h y in work ing s t e p 

c ) , t h e nucleic acid f r ac t i on (mostly DNA) 

o r , h o w e v e r , t h e p ro te in o r pep t ide f r ac t ion 

i s coupled to ine r t c a r r i c r mater ia l , as fa r 

as poss ib le by covalen b o n d s , to func t iona l 

chemical g r o u p s , without t h i s be ing r e s p o n -

sible for t he blocking of r eac t ive bond ing 

s i tes h a v i n g a speci f ic e f f e c t  A c a r r i e r 

mater ia l may , for example , be cel lulose, 

Sephadex h y d r o x y l a p a t i t e , polyacryloamide 

ge l , g r anu l a t ed Po lye thy lene , a g a r o s e , 

g lass b e a d s , silicone p a r t i c l e s , silica gel , 

zinc ox ide , aluminium h y d r o x i d e e t c  

F u r t h e r m o r e , detai led forms of t he p roce s se s 

a r e known in t he a r t ( see : E  Paolett i e t 

a l : j  Biol  Chem  249, 3273 (1974) 

N  Signal et al  : Proc  Nat  Acad  Sei  

USA 69, 3537 (1972); R L T s a i , H G r e e n : 

J  Mol  B io l , 73, 307 (1973); S u t t o n , D  

and Kemp, J D : Biochemistry 15, page 

3153 (1976); Smith, I  et a l : Anal  Bio-

e h e m , 48, page 27 ( 1972); I  A  L a u t e n -

b e r g e r , S  Linn: J  Biol  Chem  247, 6176, 

(1972); and on the ques t ion of b ind ing 

of p r o t e i n s or pep t i d s to c a r r i e r s u b s t a n c e s 

see : G F B  Schumacher and W B  Schill : 

Anal  B iochem , 48, 9 (1972); E D  Sev ie r : 

Anal  Biochom  74, 592 (1976) )  

The c a r r i e r - b o u n d nucleic acid or p ro t e in 

f r ac t i on is now used as a column fil l ing 

for a f f in i ty ch roma tog raphy (see P  C u a t r e -

ca sa s : Af f in i ty Chroma tog raphy of Macro-

molecules : Advances in Enzymology, Ed  

by A Meis te r : 36, 29, 1972  I n t e r s c i e n c e , 

New York; F  F r i e d b e r g , C h r o m a t o g r ap h y 

Reviews 14; 121, 1971)  

In this r e s p e c t , a p r e p a r a t i v e Chromato-

graph ie column or a combined a p p a r a t u s 

for ch roma tog raphy and e l ec t rophores i s 

on the l ines of F ree -F low-Elec t rophores i s 

may be used ( see N  Sei le r , I  T h o b e , 

G  Wctner: E l ek t rophorese im t r ä g e r f r e i e n 

Pu f f e r s t rom (e l ec t rophores i s in a c a r r i e r -

f r e e b u f f e r c u r r e n t ) : Z  Physiol  Chem  

351, 865 (1970); K  Hannig : Z  Anal Chem  

338, 211 (1964) )  The u s e of c a r r i e r - b o u n d 

fil ier in t h e case of t h i s f ree - f low e lec t ro -

phores i s has so f a r not been noted in t he 

l i t e r a t u r e  

The r e c o v e r y of s t imula t ing f r ac t ions from 

t h e s u b s t r a t e is u n d e r t a k e n in a s e p a r a t i n g 

a p p a r a t u s with a c a r r i e r - b o u n d p ro te in 

f r a c t i o n , while t h e Separat ion of t h e inhi -

b i t ing f a c t o r s t akes place in an a p p a r a t u s 

with DNA f r a c t i o n s , in t h e s econda ry e lua te  

As soon as t he pack ing of c a r r i e r - b o u n d 

f rac t ion is s a t u r a t e d by abso rp t ion of s u b -

s t r a t e to be s e p a r a t e d , t h e a p p a r a t u s i s 

r i n sed t h o r o u g h l y with a b u f f e r Solution 

of low ionic s t r e n g t h  This secondary 

elution t a k e s place of t he a b s o r b e d f r a c t i o n  

Th i s elut ion may be u n d e r t a k e n by in-

c r e a s i n g the ionic s t r e n g t h and c h a n g i n g 

the pH va lue of the b u f f e r u s e d  A new 

p r o c e s s which is special ly u se fu l and 

i s v e r y f r e e of u n d e s i r e d e f f e c t s , makes 

u s e of an AC field at a su i table f r e q u e n c y  

Th i s sor t of elut ion has so f a r not been 

noted in the l i t e r a t u r e  The u s e f u l e f fec t 

i s tha t t he a p p a r a t u s may be used aga in , 

a f t e r t h o r o u g h r i n s i n g with t h e b u f f e r 

Solution u sed for p r imary d e s o r b i n g  

F u r t h e r m o r e , th i s p u r p o s e i s f u r t h e r e d 

by the e f fec t of an e lec t romagnet ic field 

which is normal to the d i rec t ion of motion 

of t h e b u f f e r Solution, poss ib ly in combi-

nation with e l e c t rop ho re s i s  The s e p a -
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rat ion of t he s u b s t r a t e in t h e s e p a r a t i n g 

a p p a r a t u s , read ied in p r o c e s s s t ep c ) , i s 

bes t u n d e r t a k e n by sequen t ia l o r on-of f inlct 

of sample and elution s t e p s  In t h i s r e spec t 

in a f i r s t s t e p , t h e components without 

a f f in i ty a re p roduced and t h e n , a f t e r 

c leaning the a p p a r a t u s by r i n s i n g as a 

s econda ry s t e p , e lut ion of the a b s o r b e d 

act ive fac tor t a k e s place as detai led e a r l i e r  

The p r imary e luate and the s econda ry 

eluate have t h e oppos i te e f f e c t i ve compo-

n e n t s in them  

For p r o d u c i n g tumor - inh ib i t i ng f a c t o r s e ) , 

the s e p a r a t i n g a p p a r a t u s i s b e s t condi t ioned 

with c a r r i e r - b o u n d DNA from fetal t i s s u e s 

a n d / o r from d i f f e r e n t tumor t i s s u e s  

The a b s o r b i n g fac tor may, for t h i s r e a s o n , 

be made up of a Single s t a r t i n g s u b s t a n c e 

or of a combination of d i f f e r e n t s u b s t a n c e s 

as for example d i f f e r e n t s o r t s of tumors 

and m e t a s t a s e s , such as solid tumors and 

leukemic cel ls , which are p r o d u c e d in cell 

c u l t u r e s , poss ib ly combined with fetal 

t i s s u e s  

The g e n u s or o r g a n speci f ic f a c t o r s of t he 

s u b s t r a t e s to be s e p a r a t e d may be p r o -

duced o r ob ta ined by u s i n g c a r r i e r - b o u n d 

f a c t o r s , which a r e d i f f e r e n t for t he s u b -

s t r a t e t o be s e p a r a t e d  The s e p a r a t i n g 

opera t ion t a k e s place u s i n g the p r o t e i n s 

in ques t ion with special d e g r e e s of spec i -

f ici ty as abso rp t ion mater ia l s  For t h i s 

r e a s o n , fo r example , f a c t o r s , which a r e 

conta ined in t h e l ive r , may be isolated 

from k idney t i s s u e or from an o t h e r 

t i s s u e : on t he same l ines i t is f u r t h e r -

more poss ible for f e to -embryon ic and 

ca rc ino-embryon ic a n t i g e n s and compo-

n e n t s to be p r o d u c e d from body f lu id s  

This p r o c e s s i s f u r t h e r m o r e used for 

p r o d u c i n g inh ib i t ing and s t imula t ing 

s u b s t a n c e s with r e s p e c t to microorganisms  

In t h i s r e s p e c t , c a r r i e r - b o u n d DNA from 

micro-organisms is used for s e p a r a t i n g 

the s u b s t r a t e of the paral lel e x t r a c t s from 

like or d i f f e r e n t mic ro -o rgan i sms  In t h i s 

way it is poss ib le for n a t u r a l biological 

ant ib iot ics to bc p r o d u c e d while on t h e 

o t h e r hand s t imula t ing f a c t o r s t ake e f f ec t 

on t he r e p r o d u e t i o n and e f fec t of micro-

organ i sms with special f u n e t i o n s , as for 

example of mic ro -o rgan i sms , modified by 

gene t r a n s f e r for t h e s y n t h e s i s of biolo-

gical f a c t o r s as for example insulin and 

i n t e r f e r o n  On the se l ines , the des i r ed 

e f fec t of olcophagic micro-organisms may 

be a c t i v a t e d  In t he same sort of way, 

plant f a c t o r s may be s e p a r a t e d , poss ib ly 

for p r o d u c i n g biological plant p ro tec t ion 

s u b s t a n c e s or g rowth f a c t o r s  On the 

o t h e r h a n d , t he p r o c e s s may f u r t h e r m o r e 

be u sed for i sola t ing ce r t a in gene scc t ions  

In th i s r e s p e c t  t he p ro te in f r a c t i o n , which 

has becn isolated and ident i f ied b e f o r e -

h a n d , is used in a c a r r i e r - b o u n d form 

for s e p a r a t i n g off t he DNA f rac t ion in 

q u e s t i o n  The DNA gene sec t ions to be 

isolated will t hen be in t he s econda ry e lua t e  

T a k i n g a genera l v iew  it may be seen t ha t 

t he p r e s e n t invent ion is more pa r t i cu l a r ly 

d i r ec t ed to p r o d u c i n g , tha t i s to say o b t a i n -

ing , s t e r i l e biological ac t ive f ac to r s for 

s t imulat ing , and on the o t h e r hand for 

inh ib i t ing , e v e n t s in connect ion with g r o w t h , 

metabolism, s y n t h e s i s in eukaryo ic and 

f u r t h e r m o r e p roka ryo i c cells and t i s s u e s , 

from ccll homogenisa tes p r o d u c e d from o r g a n 

t i s s u e s , mic ro -o rgan i sms , p lant components 

a n d / o r body f lu id s (b lood, ce r eb rosp ina l 

f l u id , a m n i o n - e x u d a t e s , t r a n s u d a t e s , f lu ids 

e x p r e s s e d from t i s s u e s and u r i n e )  A list 

and f u r t h e r detai l will now be given to 

p r e f e r r e d forms of the working s t e p s 

detai led so f a r : 

a) the s t e r i l i za t ion , with as litt lc u n d e s i r e d 

e f fec t as poss ib le , of biologically act ive 
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s u b s t a n c e s , more specially with respec t to 

viral components and p roduc ing b e t t e r h y d r o -

philic p r o p e r t i e s , the part ial cleavage into 

molecular s u b - u n i t s and the addition of 

radicals from acids and alkalis or bases 

(used in vapor fo rm) , and more specially 

of concent ra ted su l fu r ic ac id . acetic acid, 

formic acid or diethylamine a n d / o r mix tures 

of perac ids with the parallel concen t ra ted 

ac ids , in which respect the pulver ized s u b -

s t r a t e s or concen t ra tes with the agent for 

p roduc ing the des i red ef fec t (and whose 

boiling point at a tmospheric p r e s s u r e is 

g r ea t e r than room tempera tu re ) put toge ther 

in a shu t -o f f or sealed sys tem, bu t without 

mixing, a re acted upon by such a vacuum 

as makes possible a change of the agent 

( for p roduc ing the des i red e f f ec t ) into the 

vapor phase ; a n d , a f t e r the des i red effect 

has been produced on the s u b s t r a t e , the 

unreac ted agent is removed again , the 

s t a r t i ng materials more specially being f rozen 

and pulver ized organic t i s s u e s , and the 

chemical agent in vapor form from a p resen t 

amount is Condensed f i r s t ly onto the s u b -

s t r a t e by lowering the vacuum, and , a f t e r 

the des i red e f fec t has been p r o d u c e d , the 

excess agent is removed again by in-

c reas ing the vacuum and the p r o d u c t s so 

processed a re used p e r se or in the f u r t h e r 

p rocess s t eps ; 

b) the preliminary removal of ineffec t ive 

components from the s u b s t r a t e (conta in-

ing , for example, po lysacchar idcs , l ip ids , 

r ibonucleic acids and desoxyr ibonucle ic 

acids (DNA) o r , however , prote in or pep -

t ide f rac t ions ) t akes place by c e n t r i f u g i n g 

off the cell nuclei and cytoplasmatic com-

ponents a n d / o r enzymatic degrada t ion , 

for example u s ing ptyalin and maltase, 

l ipases , RNases , DNases, p ro te inases or 

pep t idases , dialysis of f r agment s u n d e r 

a molecular weight of 600 or Ult raf i l t ra t ion: 

e) the coupl ing of highly pur i f ied desoxy-

ribonucleic acid f rac t ions o r , on the o ther 

hand , of protein or pept ide f rac t ions to 

act ivated iner t c a r r i e r material for a f f i n -

ity chromatography of s u b s t r a t e s as p ro -

duced in s tep b ) , in which respec t for 

p roduc ing st imulat ing f a c t o r s , c a r r i e r 

bound protein or pept ide f rac t ions (or 

in the case of p roduc ing inhibi t ing f ac to r s , 

c a r r i e r - b o u n d DNA f rac t ions ) a re used for 

ge t t ing ready a p r ep a r a t i ve Chromato-

graphie column or a combined Chromato-

graphie and e lec t rophores i s a p p a r a t u s 

on the lines of f ree-f low e lec t rophores i s , 

if d e s i r e d , with e lec t rophoret ic elution by 

changing the voltage or c u r r e n t level; 

d) s epa ra t ing the s u b s t r a t e produced in 

s tep b) in t he s epa ra t ing a p p a r a t u s as 

made ready in s tep c) by sample input 

and elution s t e p s , in which r e s p e c t , in a 

f i r s t working s tep the eomponent hav ing 

no af f in i ty is p roduced and in a f u r t h e r 

cleaning r ins ing operat ion u n d e r t a k e n on 

the a p p a r a t u s , the elution of the absorb ing 

active fac tor ist unde r t aken by u s i n g an 

electric DC field or an AC field of the 

necessa ry f r e q u e n c y a n d / o r of an e lect ro-

magnetic-f ield or by changing the b u f f e r 

Solution; 

e) p roduc ing tumor- inh ib i t ing f ac to r s by 

af f in i ty chromatography of s u b s t r a t e s , from 

fetal and juvenile normal t i s sues a n d / o r 

body f lu ids from heal thy individuals , or 

c a r r i e r - b o u n d desoxyribonucleic acid from 

fetal t i s sues a n d / o r from d i f f e ren t tumor 

t i s sues or from tumor cell lines cul t ivated 

in v i t ro by themselves or in combination 

by secondary elution of c a r r i e r - b o u n d 

f rac t ions (whereas the st imulat ing fac tors 

a re p roduced by unde rgo ing pr imary 

e lu t ion) ; 

f) p roduc ing stimulating f ac to r s as well 

from s u b s t r a t e s produced from normal 
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t i s s u e s a n d / o r body f lu ids of hea l thy 

indiv iduals by a f f in i ty c h r o m a t o g r a p h y on 

c a r r i e r - b o u n d p ro te in o r pep t ide f r ac t i ons 

from hea l thy t i s s u e s by a second elution 

op e r a t i o n  while the inh ib i t ing f r a c t i o n s 

a r e in the f i r s t e lua te ; 

g ) p r o d u c i n g o r g a n speci f ic a n d / o r fetal 

components u s i n g  on the same genera l 

l ines , t he DNA, RNA or p ro te in (or p e p t i d e ) 

f r ac t i ons of t he paral lel o rgan t i s s u e  more 

specially from fe ta l , embryonic a n d / o r 

juveni le t i s s u e s of hea l thy ind iv idua l s , as 

for example l ive r , t h y m u s , s p i e e n , ca rd iac 

muscle , b r a in e t c ; and 

h ) p r o d u c i n g inh ib i t ing o r s t imulat ing s u b -

s t ances for micro-organisms or p l an t s from 

the paral lel e x t r a c t s making use of c a r r i e r -

bound nucleic ac ids  

The isolated f a c t o r s may be used in aqueous 

solut ions or i nco rpo ra t ed in liposomes or in 

a watcr - in-o i l emulsion ( see German Pa t  

Nos  2 ,650,502, 2 ,656,333 and 2,640,707) in 

an aqueous phase a n d , on the o t h e r h a n d , 

a f t e r f u r t h e r s e p a r a t i n g and c lcaning the i r 

s t r u e t u r e s may be e luc ida ted and pa r t l y 

of completely s y n t h e s i z e d , t h i s be ing a 

f u r t h e r p a r t o f the p r e s e n t inven t ion  

The i so la ted , inh ib i t ing p ro t e in s o r p e p -

t ides may f u r t h e r m o r e be e f f e c t i v e for 

t he isolation of ce r t a in desoxyr ibonuc le ic 

acids (which may be used as gene sec t ions ) 

in a c a r r i e r - b o u n d form for a f f i n i t y -

chromatograph ic Separat ion of such DNA 

mix tu res or so lu t i ons , the DNA sec t i ons , 

which a r e to be enr iched or i so la ted , 

be ing p r e s e n t in the s econda ry e lua te  

An account will now be given of f u r t h e r 

measu res and use fu l e f f e c t s of the inven-

tion u s i n g p r e f e r r e d work ing examples  

Example 1 

Break ing up and s ter i l izat ion of d r y 

powder p roduced from l iver , u s i n g s u l f u -

ric acid in vaeuo  

One h u n d r e d (100) g of f inely pu lve r i zed 

d r y l iver powder a re sp r ead out on to a 

p e t r i d ish in t h e form of a 0 ,5 cm high 

layer and placed in a des i cca to r , which 

may bc joined up as des i red with a cold 

t r a p by way of a h igh-vaeuum pump system 

o r , at t he same time, with a communicat ing 

vacuum vesse l as voll, which may be shu t 

off from the main des icca tor by a va lve  

F i r s t ly , coneen t r a t ed s u l f u r i c acid a t 

room t e m p e r a t u r e is placed in t he communi-

ca t ing vacuum vessel and the connect ion 

with t h e des icca to r is shu t o f f  For Clear-

ing of any res idual mois ture caused by 

t h e hygroscop ic e f fec t o f the d r y p o w d e r , 

f i r s t l y , with t h e help of the cold t r a p 

(which is supercooled with acetone and 

c a r b o n e dioxide snow) , water is sublimed 

from the t i s sue powder and t h e n , s h u t t i n g 

off t h i s c o n d e n s e r , with the help of the 

h igh-vaeuum system exhaus t ion is t aken 

down to a p r e s s u r e in t he des icca tor of 
-4 

10 t o r r  T h e r e u p o n t h e valve to t he 

communication vesse l is opened so tha t it 

is now poss ible for t he s u l f u r i c ac id  in t h e 

form of vapo r , to go into t he de s i cca to r  

The vacuum will now go down to vapor 

p r e s s u r e of the s u l f u r i c ac id  The connect ion 

to t h e acid vessel is now shu t o f f , bu t n o t , 

h o w e v e r , be fo re s e p a r a t i n g the communica-

tion ve s se l from t h e pump sys t em  By 

blowing n i t rogen into t he d e s i c c a t o r  the 

vacuum o v e r t h e l iver powder i s only d e c r c a s c d 

f u r t h e r to a v e r y small d e g r c c  For t h i s 

r e a s o n , s u l f u r i c acid vapor will be Condensed 

onto the l iver p o w d e r  A f t e r a ce r t a in time 

for i t to t ake e f f e c t , t he connect ion with 

t he pump system and with the communication 

vesse l is opened again for the acid and 

a f t e r g e t t i n g to t h e vapor p r e s s u r e o f t h e 

s u l f u r i c ac id , t he opera t ion is per formed 
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two f u r t h e r t imes  Las t ly , the connect ion 

betwcen the two communicating vesse l s is 

not opened again and in fact only t he 

connect ion between t h e des icca tor and t h e 

pump system is opened  Pumping is now 

u n d e r t a k e n for exhaus t ion unt i l all t h e 

s u l f u r i c acid h a s been c leared Crom the 

des icca tor which has not chemically r e a c t e d  

In th i s way, i t is poss ib le , f u r t h e r m o r e , for 

t he h y d r o g e n ion concen t ra t ion in t he d r y 

powder p r o d u c e d from l iver to be put at 

any des i red acid level  The longer and 

s t r o n g e r the exhaus t ion ope ra t i on , t h e more 

n e u t r a l will be t he pH va lue  

Example 2 

Prel iminary p r o c e s s i n g of k idney with 

diethylamine 

Fi f ty (50)g of deep f r o z e n , f ine ly -d iv idcd 

g r a i n s of f r e s h calf k idney a re to u n d e r g o 

chemical d iges t ion (in the absence of o x y g e n 

and u n d e r t he control of d ie thylamine) and 

a r e then to be d r i e d  

The t e m p e r a t u r e of the f rozen k idney Sub-

s t r a t e is - 180°C  The powder is placed 

in a th in layer on a p e t r i d ish and placed 

in a d e s i c c a t o r , in which a second vesse l 

with 10 cc of d ie thylamine , and which is 

open , i s p laced  

The diethylamine has a t e m p e r a t u r e of 

0°C  On c h a r g i n g the a p p a r a t u s t he 

t e m p e r a t u r e of the k idney powder will go 

up to -100°C  Using a power fu l pump 

system a vacuum is p r o d u c e d in t he 

des icca tor as fa r as a value of 70 t o r r , 

because t he vapor p r e s s u r e of the d i e thy l -

amine at 0°C is 70 t o r r  T h e r e u p o n the 

connect ion with the pump system is shu t 

o f f  By i nc r ea s ing the t e m p e r a t u r e of 

t h e d ie thylamine , th i s will u n d e r g o f u r t h e r 

evapo ra t i on  The gas u n d e r g o e s react ion 

with t he f rozen kidney g r a i n s and is used 

up h e r e  A f t e r t he füll amount of d ie thyl -

amine has been evapora t ed on t he se l ines , 

t he connect ion with t he vacuum pump is 

opened again and t h e n u s i n g a cold t r a p , 

the s u b s t r a t e i s d e h y d r a t e d and the r e s t 

of the diethylamine is removed by ex -

haus t ion  Las t ly , by connec t ing a d i f fu s ion 

pump d i rec t ly to the a p p a r a t u s , and not 

u s ing ( i e  b y - p a s s i n g ) the cold t r a p  

the r e s t of t he d r y i n g opera t ion is u n d e r -

t a k e n  

Example 3 

Steri l izat ion of in fec ted ch icken f e t u s e s 

and egg membranes 

Th i s example is with r e spec t to the inact i -

vation of Ncwcastle d i sease v i r u s (NDV) 

in ch icken f e t u s e s and e g g membranes  The 

material i s t aken from i n f e c t e d  ineuba ted 

h e n ' s e g g s and f rozen in liquid n i t rogen and 

p u l v e r i z e d  The f rozen powder is placed in 

a th in layer on a pe t r i d ish and placed in a 

des icca tor ove r a dish of concen t r a t ed 

su l fu r i c ac id  The des icca tor is joined up 

by way of a t h r e e - w a y valve with a h igh -

vaeuum pump and a p r e s s u r e vesse l in 

which t h e r e is 10 ml of a mix ture of 97 p a r t s 

of glacial acet ic acid and 3 p a r t s of 30% 

H 2 O 2 . 

l- 'irstly, t he des icca tor vesse l is e x h a u s t e d 

for 2 h o u r s unt i l the f rozen powder has 

been d r i ed to about one half to one q u a r t e r  

T h e n , u s i n g the va lve , t he vacuum pump 

is shu t off from the vesse l and t h e f u r t h e r 

vessel with perac id mix tu re is connec ted to 

the des icca tor so tha t t he acid is evapo ra t ed 

and goes into t he des i cca to r  The amount 

of acid evapora t ed will d e p e n d on t h e volume 

of the des i cca to r  In some c a s e s , t he vacuum 

in t h e des icca tor vessel will have to be p r o -

duced again and again to make ce r t a in tha t 

all the acid is e v a p o r a t e d  T h e time for 
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tak ing effect is 30 minutes and t h e r e a f t e r 

exhaust ion takes place until the powder is 

completely d r y . However, even a f t e r the 

effect of the acid, the vessel with the acid 

may have i ts place taken by a vessel with 

mercaptocthanol , which is then caused to 

take effect on the t i ssue powder in the 

same way as was ear l ier the case with the 

acid , before the d r y i n g operat ion is s topped 

by unde r t ak ing exhaust ion once again . 

Fu r the rmore , in place of d r y i n g over h y g r o -

scopic concent ra ted su l fu r ic acid, f r eeze -

d r y i n g us ing a cold t r a p may be used . 

The dried powder so produced will then be 

seen to be s ter i le on virological a s say . 

Example 4 

Sterilization of v i rus - in fec ted d r y powder 

Virus- infec ted dry powder is placed in a 

0,5 to 1 cm high layer in pe t r i d i shes , which 

a re put in a des icca tor . The desiccator is 

then evacua ted . Water vapor is let into it 

and is Condensed on the s u b s t r a t e so that 

the s u b s t r a t e is moistened. Evacuation is 

u n d e r t a k e n again . The vapors of an 

acid mixture made up of 1 par t of performic 

acid and 2 p a r t s of 98% of formic acid are 

let in. The f u r t h e r operat ion in th i s example 

are as those in Example 3. 

Example 5 

Tes t ing on animals 

This example is with respec t to the r e s u l t s 

of animal exper iments , in which inbred mice, 
5 

before t r a n s f e r inocculation of 10 tumor 

cells , were given t h r e e administrat ions of 

a suspension of 1 mg of d r y powder of 

fetal bovine liver (which has been steri l ized 

according to the p rocedure of Example 4) . 

in physiological sodium Chloride Solution 

with 4 days between adminis t ra t ion. The 

surv iva l ra te of the animals to which the 

dried powder was administered was 70%, 

while tha t of the control animals was 0%. 

The t e s t s were u n d e r t a k e n with 10 inbred 

animals in each g r o u p , the reproducibi l i ty 

being made out to be less than or equal 

to + 5% us ing five test se r i e s . 

In the the rapeu t i c t e s t , on the f i f t h , 

seven th and ninth days a f t e r administrat ion 

of tumor material an additional 1 mg of d r y 

powder of fetal bovine liver was injected 

as a suspens ion . In th is case , survival r a t e 

was 80% of the animals and 0% in the case 

of the control animals. 

Example 6 

Hemolysis p laque tes t 

In the hemolysis plaque t e s t , a f t e r p r e -

t rea tment with fetal bovine thymus p r e p a -

ra t ions and in ano ther case with fetal 

sp ieen , ant ibody syn thes i s was decreased 

below that in un t r ea t ed animals in the t e s t . 

Nine h u n d r e d t h i r t y (930) an t ibody-forming 

spieen cells were found in the control 

animals in comparison with 875 in the case 

of the p r e - t r e a t e d animals. 

Example 7 

Hemolysis plaque tes t 

Using the hemolysis plaque t echn ique , 

fetal cardiac muscle and fu r the rmore brain 

was examined a f t e r two p r e - t r e a t m e n t s on 

the four th and second days before admini-

s t ra t ion of the an t i gen . In this r e s p e c t , in 

the case of the un t r ea t ed animals 378,000 

p laque- forming cells were to be s een . while 

in the case of the t r e a t e d animals the f i g u r e 

was 930,225 for each spieen. The highest 

value , which was produced with a bacter ia l 

toxin BA-1, was 690,000. In th i s case , 

150 mg /kg bodyweight were administered 
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once beforo ant igen adminis t ra t ion, while 

fetal hear t at a dilution of 1 to 100, that 

is to say 10 mg, was injeeted on the f o u r t h 

and second days be fo re ant igen adminis t ra t ion. 

Example 8 

Separat ion of ineffect ive components 

One (1) g of the finely pulver ized d r y s u b -

s tance as produced in Example 1 from liver 

was homogenized in 100 ml of phospha te -

bu f f e r ed isotonic NaCl Solution (pH 7,4) 

u s ing a turbomixer at 6  to 10 C and cen t r i -

fuged at 200 g for 10 minutes . The s u p e r -

natant top layer had the cytoplasmatic cell 

components , while the cell nuc leus and 

membrane f rac t ion was in the Sediment. The 

sediment and the supe rna t an t l ayers were 

separa ted and f u r t h e r p roces sed . 

a) The sup e r n a t a n t layer was mixed with 40 ml 

of 5 mM t r i s - (hydroxymethy i ) -aminomethane 

in 40 mM NaCl with 10 ml of sodium t a u r o -

cholate Solution (80 mg/ml) and pH a d j u s t -

ment to 9,2 u n d e r t a k e n . Af t e r the addition 

of 2,5 ml of enzyme suspension ( l ipase) 

ineubation was u n d e r t a k e n for two hours 

at 37 C, so tha t the lipids were d e g r a d e d . 

For degradat ion of the Polysacchar ides 

to glucose, at a concentrat ion of 10 mg 

of s u b s t r a t e / m l , pH value adjustment 

was u n d e r t a k e n with sodium acetate to 

4 ,8 . Af t e r the addition of amyloglucosidase, 

ineubation was car r ied out for two hou r s 

at 40 C. The the dialysis was u n d e r t a k e n 

against p h o s p h a t e - b u f f e r e d physiological 

NaCl Solution (pH 7,4) for 24 hou r s or the 

s u b s t r a t e was u l t ra f i l te red 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 N a 3 P 0 4 (pH 6,8) with 1% 

SDS (sodium dodecylsul fa te) 8M o f u r e a 
_3 

and 10 M EDTA (ethylenediaminetet raacet ic 

acid) and th is raw ex t rac t run into a 30 by 

2,5 cm hydroxyapa t i t e (Ca 0 ( P O 4 ) g ( O H ) 2 ) 

column. RNA (ribonucleic ac ids ) , p ro te ins 

and Polysaccharides a re eluated with 

0,24M N a 3 P 0 4 (8M Urea) , while DNA is 

selectively produced in a second eluation 

s tep with 0,48M Na3PC>4 b u f f e r . cl 

Example 9 

a) Coupling of DNA to the ca r r i e r material 

An account will now be given of the coupl-

ing of DNA to cellulose used as the ca r r i e r 

subs t ance for a f f in i ty -ch romatography : 

A DNA Solution (1-2 mg/ml in 0,01 M t r i s - ( 

hydroxymcthyl ) -aminomethane-HCl , pH 7,4) 

with 0.001 M EDTA is mixed with d ry 

cellulose at a ra te of 1 g of cellulose to 3 ml 

DNA Solution. Af te r overn igh t d r y i n g at 

room tempera tu re the residual water is 

removed by f r e e z e - d r y i n g , the power so 

produced is suspended in 20 p a r t s by 

volume of tris-HCl and ineubated for one 

day at 4 C. The excess DNA is removed 

by washing with b u f f e r Solution and the 

DNA-cellulose is diluted at a ra te of 1 to 

20 with b u f f e r and placcd in a 5 mm column. 

b) Coupling of p ro te ins to ca r r i e r material 

The coupling of the p ro te ins to agarose gel 

as the ca r r i e r material i s u n d e r t a k e n a f t e r 

p re - t r ea tmen t of the gel as will now be made 

c lear : 

Ten (10) g of the 2% gel a re suspended in 

5 ml of cold 5M K 3 P 0 4 b u f f e r 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 produe t is washed unti l 

neut ra l on a glass s in tered or f r i t t ed plate 

with H 2 0 . The prote ins to be coupled (10 -

35 mg) in 0.25M NaHCC>3 Solution at pH 9 

with 2 g of t he gel a re placed in a react ion 
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v e s s e l  T h e c o u p l i n g r e a c t i o n eomes to an 

e n d a f t e r 24 h o u r s of ro t a t i on at room 

t e m p e r a t u r e  T h e p r o d u c t s a r e p laced in a 

small eolumn and c l eaned l'or 6 h o u r s with 

0 5M NaHCOg  for 24 h o u r s with 0 1M 

b o r a t c - 0 1M NaCl (pH 8 , 5 ) , f o r 12 h o u r s 

with 0  IM Na a c e t a t e - IM NaCl (p l l 4 1 ) 

and fo r 6 h o u r s with d o u b l e d i s t i l l ed w a t e r 

at a f l o w - t h r o u g h r a t e of 10 m l / h o u r  A f t e r 

t h i s o p e r a t i o n , i t i s pos s ib l e fo r 120 micro-

mole of g l y c i n e - l e u c i n e and 1 7 mic romole /g 

of c h y m o t r y p s i n e to be c o u p l e d  

Example 10 

Selec t ive a d s o r p t i o n a n d d e s o r p t i o n o f t h e 

ac t ive f a c t o r 

The p u r p o s e o f t h i s example i s to get t h e 

i n h i b i t i n g a n d s t imu la t i ng f a c t o r from t h e 

p r o t e i n Solution of j uven i l e b o v i n e l i v e r , 

which h a s been s t e r i l i z ed on the l ines of 

t h e e a r l i e r examples a n d f r e e d o f i n e f f e e t i v e 

c o m p o n e n t s  For t h i s p u r p o s e u s e i s made 

of a r e c t a n g u l a r gel a p p a r a t u s fo r a f f i n i t y -

c h r o m a t o g r a p h y wi th e l e c t r o d e s a t t h e 

o u t e r long s i d e s  T h e a p p a r a t u s i s f i l led 

with a DNA cel lu lose as p r o d u c e d in 

Example 9 , t h e DNA h a v i n g b e e n p r o -

d u c e d from fe t a l b o v i n e l i v e r  T h e s e p a r a t -

ing eolumn is equ i l ib r i l i zed with 0 001M 

EDTA, 0 01M N a 3 P 0 4 (pH 7 4 ) a t 37°C  

The sample t o bc s e p a r a t e d i s d i a lyzed 

a g a i n s t t h e same b u f f e r Solut ion  I t i s 

t h e n r u n in to t h e s e p a r a t i n g a p p a r a t u s a t 

a c o n c e n t r a t i o n of l m g / m l , t h e p r i m a r y 

e lua t e h a v i n g t h e Stimulation f r a c t i o n in 

i t  A f t e r a s e p a r a t i n g time of 8 h o u r s , 

t h e a p p a r a t u s was w a s h e d out with a 

b u f f e r Solution. Fo r s e c o n d a r y e lu t ion of 

t h e f a c t o r s a b s o r b e d b y t h e b o u n d DNA, 

a f u r t h e r add i t ion of b u f f e r i s made a n d 

t h e a p p a r a t u s a c t e d u p o n b y a n e l ec t r i c 

a l t e r n a t i n g f ield of 50 KHz at 1000 V, 

5 mA  At t h e same t ime, t h e ionic s t r e n g t h 

o f t h e b u f f e r i s c o n t i n u o u s l y i n c r e a s e d by 

t h e add i t i on of NaCl up to IM  

On u s i n g a d i r e c t c u r r e n t f ield (2000 V  

10 mA) Sepa ra t i on in a way d e p e n d e n t 

on e l e c t r o p h o r c t i c mobil i ty may be pro-

d u c e d a t t h e same t ime, t h e s u b s t a n c e s 

b e i n g t a k e n off from s e p a r a t e p o i n t s  

O n u s i n g lower v o l t a g e s a n d d i r e c t c u r r e n t  

a d i f f e r e n t d i s t r i b u t i o n  d e p e n d e n t on t h e 

c u r r e n t e t c  o f t h e p r i m a r y e lua te may be 

p r o d u c e d  

The f r a c t i o n s p r o d u c e d a r e a s s a y e d o n 

cell c u l t u r e s of diploid a n d he t e rop lo id 

l ines fo r m e a s u r i n g t h e i r c f f i c a c y  O n d o i n g 

t h i s , t h e f r a c t i o n with t h e most h i gh l y 

spec i f i c a c t i v i t y is made o u t , t h e Charge 

t h e n b e i n g s t a n d a r d i z e d o n t h i s b a s i s  

Example 11 

P r o d u c i n g t u m o r - i n h i b i t i n g f a c t o r s from a 

second e lua t e 

For p r o d u c i n g t u m o r - i n h i b i t i n g f a c t o r s 

from l i v e r , t h e DNA f r a c t i o n i s i so la ted 

from a m i x t u r e of d i f f e r e n t solid t u m o r s 

( f o r example melanoma, d i f f e r e n t s o r t s o f 

Carcinoma ( b r e a s t , p r o s t a t e , l u n g , s t o m a c h  

i n t e s t i n e , b r a i n ) a n d p os s ib ly s a r c o m a s 

from mesenchymal t i s s u e s t o g e t h e r with 

t h e pa ra l l e l m e t a s t a s e s a n d leukemie ce l l s , 

which h a v e been b r e d i n c u l t u r e s ( l y m p h a t i c 

cel ls and myeloic c e l l s )  T h e n t h e f a c t o r s 

a r e coup led as in Example 9 to ce l lu lose 

a n d t h e n as in Example 10 a r c u s e d fo r 

s e p a r a t i n g or e x t r a c t i n g a p r o t e i n Solution 

from l i v e r  T h e i n h i b i t i n g f a c t o r i s p r o d u c e d 

by s e c o n d a r y e lu t ion a n d i t s spec i f i c 

i n h i b i t i n g e f f e c t i s t e s t e d on tumor cell 

c u l t u r e s  On t h e same l ines i t i s f u r t h e r -

more p o s s i b l e f o r DNA from s ing l e t u m o r s 

and f u r t h e r m o r e from fetal t i s s u e s , more 

s p e c i a l l y , fe ta l p l a c e n t a a n d l i v e r , t o be 
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u s e d . Fu r the rmore . i t is possible for body 

f luids to be separa ted on the same l ines. 

Tumor- inhibi t ing f rac t ions may be more 

specially produced from the maternal par t 

of the placenta (dec idua ) . 

Example 12 

Producing stimulating active fac tors 

Stimulating fac to r s may be produced from 

liver or from the fetal par t of the placcnta 

(chor ion) as a pr imary eluate by chromato-

g r a p h y of the s u b s t r a t e on c a r r i e r - b o u n d 

DNA from heal thy t i s s u e s . The stimulating 

f ac to r s a rc produced or f reed from the 

secondary eluate on us ing c a r r i e r - b o u n d 

prote in or pept ide f rac t ions for chromato-

g r a p h y or o ther sepa ra t ing Operat ions. 

Example 13 

Producing o rgan-spee i f i e active fac tors 

Organ-spec i f i c f ac to r s , for example from 

b r a i n , may be produced us ing c a r r i e r - b o u n d 

DNA or p ro te ins from the organ in quest ion, 

that is to say from the b r a i n , on the same 

lines as the operation noted in Example 10. 

In the same sort of way age-spee i f i e , for 

example fetal st imulating fac tors may be 

produced on analogous c a r r i e r - b o u n d DNA 

or protein f rac t ion . 

Example 1 4 

Inhibi t ing subs tances and st imulating 

fac tors t ak ing effect on micro-organisms 

or p l an t s , may be p roduced us ing c a r r i e r -

bound DNA or pro te ins of the species in 

ques t ion . 

Example 15 

Producing DNA f rac t ions 

The isolation of ccr ta in DKA's, which a re 

ef fec t ive as genc scc t ions , may be u n d e r -

taken from mixtures of DNA on protein 

f r ac t ions , isolatcd us ing the process of 

the p re sen t invent ion. Such subs tances 

will be seen to have a special effect on 

bio-assay t e s t i ng . Such f rac t ions may be 

u s e d , when c a r r i e r - b o u n d , for the a f f in i -

ty -ehromatography of the parallel DNA 

mixtures or solut ions, the DNA section 

to be enr iched or isolated being p resen t 

in the secondary e lua te . 

Example 1 6 

Producing tumor- inhib i t ing fac tors 

a) For p roduc ing tumor- inhib i t ing fac to r s 

from fetal and juvenile calf l ive r , DNA 

from 100 g of meth-A-sarcoma t i s sue which 

was ster i l ized according to the p re sen t 

p rocess was isolated on a Chromatographie 

column according to the invent ion , which 

had been produced in animal exper iments 

by implantation of tumor cells in inbred 

mice (see Example 26), the DNA be ing 

isolated u s ing the process given in Example 

22. Ten (10) mg of th is tumor DNA were 

coupled to cellulose as in Example 23 and 

the DNA-cellulosc, suspended in t r i s -EDTA-

b u f f e r , was placed in a 0.5 x 20 cm column. 

The column was used for sepa ra t ing 1 ml 

of the prote in Solution (pur i f i ed as in 

Example 22) from juvenile o r , in the o the r 

case , fetal calf l iver with a prote in or pep -

t ide level of 5 mg/ml. For th is p u r p o s e , 

the column was eluated with a flow ra te 

of 2 ml /hour us ing a t r i s - E D T A - b u f f e r with 

an NaCl gradient of 0 .1 m to 2 . 0 m . The 

f rac t ions in the r änge r u n n i n g from 1.8 m 

to 2.0 m NaCl were collected and t e s t ed 

with respec t to protein level and DNA level. 

The DNA Polymerase- f ree f rac t ions were 

dialysed against physiological saline or dia-
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f i l te red u s i n g an u l t r a c e n t r i f u g e (with a 

molecular weight of 600 for the limit of Sepa-

r a t i o n )  Next , in animal expe r imen t s as in 

Example 26  the g rea t e s t tumor inhibit ion 

in t h e meth-A-sa rcoma sys tem was m e a s u r e d  

In the case of t h r e e in jcc t ions of 1 mg 

pro te in /an imal on t he + 5th  + 7th and 

+ 9th day a f t e r implantat ion of the tumor , 

the most s t r o n g l y t umor - inh ib i t i ng f rac t ion 

put up the su rv iva l r a t e to 80% - 100% 

and the tumor r e g r e s s i o n to 60% - 100% 

ove r t he con t ro l  The u n s e p a r a t e d raw 

e x t r a c t s from calf l iver were r e s p o n s i b l e , in 

t h e same t e s t sy s t em, for su rv iva l r a t e s of 

40% to 70% and tumor r e g r e s s i o n s be tween 

10% and 50%  The f rac t ion g iv ing the 

g r ea t e s t inh ib i t ing e f fec t was t e s t ed in a 

number of d i f f e r e n t t e s t i n g s y s t e m s  By 

c e n t r i f u g i n g at 300,000 g and by p r o c e s s i n g 

with Proteinase t he material was i nac t iva t ed  

T e s t i n g u s i n g PAA-e lec t rophores i s gave a t 

least 5 b a n d s while SDS-e l e c t rop ho rc s i s , 

u s e d as well, made i t c lear tha t t h e r e was 

a molecular weight s c a t t e r between about 

600 and 1,000,000  More detai led i den t i -

f ication of t h e act ive f ac to r s was not 

poss ib le , even u s i n g the ge l -ch romato-

g r a p h y , ion e x c h a n g e c h r o m a t o g r a p h y , 

isoelectr ic f o c u s s i n g , p r e p a r a t i v e iso-

t a c h o p h o r e s i s and disk e l e c t rop ho re s i s  

All t h e non-biological ways of s e p a r a t i n g 

were r e spons ib le for dec reased ac t i v i t y  

For th i s r e a s o n , t he act ive pr inc ip le may 

be seen to be caused by a number of f a c t o r s 

work ing t o g e t h e r and which may only be 

cn r i ched by DNA cellulose c h r o m a t o g r a p h y 

or o t h e r DNA a f f in i ty Chromatographie 

p r o c e s s e s  F u r t h e r m o r e , the p u r i f y i n g o f 

t h e s e act ive f a c t o r s may only be u n d e r t a k e n 

with t h e s e p r o c c s s e s  The yield a f t e r p u r i f y -

ing two times ove r was 10% (of t he p ro te in 

or pep t ide level of t he raw e x t r a c t ) on 

u s i n g cellulose c h r o m a t o g r a p h y  The p u r i f -

ied inh ib i t ing f r ac t i ons a r e buffei—solublc 

u n d e r g o marked decomposition in a f r e e z e -

d r i ed form at 50°C, u p w a r d s and a r e not 

d e g r a d e d by DNA-ases and RNA-ases  

b ) For p r o d u c i n g tumor - inh ib i t i ng f a c t o r s 

from fetal or juveni le calf l i ve r , t he DNA g 

from 3 x 10 human melanoma cells was 

i so la ted , which had been r o l l e r - c u l t u r e d  

The tumor DNA was coupled to cellulose 

as noted in pa r t a ) , t he pur i f i ed pep t ide 

or prote in Solution u sed in a) be ing s e p a r -

a ted on the s u b s t r a t e  The DNA-po lymerase -

f r e e f r ac t ions of t h e 1 8 to 2 0 m NaCl e lua te 

were t e s t e d as in Example 12 in the human 

cell c u l t u r e on melanoma ccl ls  The f r ac t ion 

with t h e g r e a t e s t inh ib i t ing e f fec t r educed 

the DNA s y n t h e s i s of melanoma cells within 
_5 

8 h o u r s in a concen t ra t ion of 10 g/ml of 

c u l t u r e medium to a level equal to only 10% 

of t he con t ro l , whereas t h e u n s e p a r a t e d 

raw e x t r a c t g a v e , with the same p ep t i d e 

and pro te in c onc e n t r a t i on , an inhibi t ion 

of t he DNA b iosyn thes i s to a level of 40% 

to 60% of t he con t ro l  

c) In place of t he juveni le and fe ta l l iver 

t i s s u e p r e p a r a t i o n s of dec idua and thymus 

were p r e p a r e d as noted in p a r t s a) and 

b) and t e s t e d , t h e inhibit ion r a t e s iso-

lated as in a) and b) be ing of the same 

o r d e r  

Example 17 

Produc ing s t imula t ing ac t ive f a c t o r s 

For p r o d u c i n g s t imula t ing act ive f a c t o r s , 

t he p r imary e lua tes of Example 1 ( 0 1 m 

NaCl to 1 6 m NaCl) were col lec ted , the 

p r o t e i n s and p ep t i de s be ing pu r i f i ed by 

d ia f i l t ra t ion (with a 600 molecular weight 

s e p a r a t i n g limit) and coupled to a g a r o s e 

in t he same way as deta i led in Example 24  

The p r o t e i n - a g a r o s e con juga te was placed 

in an 1 x 60 cm eolumn and a ehor ion 
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e x t r a c t , p u r i f i e d as in Example 22, was 

s e p a r a t e d in t he column u s i n g t r i s -HCl with 

a pH value of 7 4 (0 02 m) as an elution 

b u f f e r , the NaCl g rad ien t be ing 0 01 m 

to 4 m  The f r a c t i o n s p r o d u c e d in the r ä n g e 

0 1 m to 4 m NaCl were t e s t ed with r e spec t 

to t he i r Stimulation e f fec t in human cell 

c u l t u r e ( see Example 27)  The t e s t cells 

be ing diploid f ib rob la s t s which  by the 

addi t ion of 10 J g of p ro te in /ml of c u l t u r e 

medium of the s t r o n g e s t Stimulation f r a c t i o n , 

were s t imulated by 160% to 210% (with r e s p e c t 

to t h e cont ro l ) in t he i r DNA  

Example 1 8 

p r e - p r o c e s s i n g and s ter i l iza t ion with s u l f u r i c 

acid in vacuo 

One h u n d r e d (100) g of finely d i v i d e d , 

v i r u s - i n f e c t e d d r y liver powder u n d e r w e n t 

d i s t r ibu t ion on a pe t r i d ish in a l ayer th ick-

n e s s of 0 5 cm and placed in a d e s i c c a t o r , 

t he des icca tor be ing connec t ed , a s d e s i r e d , 

with a c ryoso rp t ion c onde nse r by way of 

a h igh vacuum pump sys t em, and at t he 

same t ime, howeve r , with a vacuum v e s s e l , 

which might be shut off from the main 

des icca tor by a va lve  

F i r s t l y , concen t r a t ed s u l f u r i c acid a t 

room t e m p e r a t u r e was placed in t h e 

vacuum vesse l and the valve ( connec t ing 

to t h e des i cca to r ) was t u r n e d o f f  To eli-

minate any mois ture still p r e s e n t and 

caused by the hydroscop ic e f fec t of t h e 

d r y powder , f i r s t l y , u s i n g t h e r e l ' r i ge ra t -

ing c o n d e n s e r (which was supercooled with 

a c e t o n e - c a rb o n dioxide snow) wa te r was 

sublimed from t h e t i s s u e powder and t h e n , 

a f t e r t u r n i n g off the c o n d e n s e r , evacuat ion 

was u n d e r t a k e n us ing a h igh vacuum plant 

unt i l the p r e s s u r e in the des icca tor reached 
- 4 

10 t o r r , whereupon the value to t he 

vacuum vesse l was opened so tha t s u l f u r i c 

acid vapor was able to make i t s way into 

t he des i cca to r  

The vacuum level now became equal to t he 

vapor p r e s s u r e of s u l f u r i c ac id  Next , the 

connect ion with t he acid vesse l was s h u t 

o f f , bu t only a f t e r the vessel had been cut 

off from t h e pump p l a n t  By blowing n i t r o -

gen into t h e d e s i c c a t o r , the vacuum ove r 

t he l iver powder was only dec rea sed to a 

small d e g r e e f u r t h e r  For th i s r e a s o n , the 

su l fu r i c acid vapor was Condensed onto 

the l iver powder  A f t e r a ce r ta in time for 

i t to t ake e f f e c t , t he connect ion between 

the pump system and the vesse l for the 

acid was opened up again a n d , a f t e r ge t t i ng 

to the vapor p r e s s u r e of s u l f u r i c ac id , t h e 

opera t ion was u n d e r t a k e n two f u r t h e r t imes  

At the e n d , t h e connect ion between t h e 

des icca tor and the pump system was opened 

up aga in , b u t not between the two ve s se l s  

Pumping t h e n took place unt i l all s u l f u r i c 

acid had been c leared from the des icca tor 

which had not t aken pa r t in a chemical 

r eac t ion  In th i s way, the h y d r o g e n ion con-

cen t ra t ion in t h e d r y l iver powder may be 

made more or less acid as d e s i r e d  The 

longer and the s t r o n g e r t he evacua t i on  t he 

more neu t ra l the pH va lue  

On us ing p r e p a r a t i o n s infected with New 

Cast le d i sease v i r u s (NDV) it was poss ible 

to see tha t t he v i r u s had been eompletely 

inac t iva t ed  F u r t h e r m o r e , t e s t micro-

organisms (E  coli) were eompletely inac t iv -

ated by th i s p r o c c s s i n g  

Example 19 

P r e - p r o c e s s i n g and s ter i l iza t ion with d i -

e thylamine 

Fi f ty (50) g of d e e p - f r o z e n , f inely d iv ided 

pa r t i c l e s of f r e s h calf k idney were to be 

d iges ted chemically in t h e absence of 

o x y g e n and with control by d ie thylamine , 
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and then d r i e d  The t e m p e r a t u r e of t h e 

d e e p - f r o z e n k idney s u b s t r a t e was -180°C  

Af t e r d i s t r i bu t i on of the powder in a t h in 

layer on a p e t r i d i s h  t h e dish was placed 

in a des icca to r t o g e t h e r with a second vesse l 

with 10 cc of d ic thy laminc , the two vesse l s 

be ing kep t o p e n  The die thylamine had a 

t e m p e r a t u r e of 0°C  By t h e time the k idney 

powder h a s been placed in t h e des icca to r 

i ts t e m p e r a t u r e had inc reased to -100°C  

The des icca to r was t h e n evacua ted by a 

power fu l pump system to achieve a vaccum 

of 70 t o r r , th i s be ing the vapor p r e s s u r e 

of die thylamine at 0°C  Then the des icca to r 

was shu t off from the pump system and by 

i nc r ea s ing the t e m p e r a t u r e of t h e d ie thy lamine , 

the same was f u r t h e r e v a p o r a t e d  t h e gas 

u n d e r g o i n g react ion with t he f r o z e n k idney 

pa r t i c l es and be ing u s e d up by them  A f t e r 

all t h e die thylamine has been evapora t ed 

in t h i s way, t h e connect ion with t h e vacuum 

pump was opened again and f i r s t ly u s i n g 

a c ryosorp t ion u n i t , t he s u b s t r a t e was 

d e h y d r a t e d , t h e r e s t o f t h e die thylamine 

be ing t aken off by evacua t ion  At the e n d , 

by connect ion to a d i f fus ion pump and b y -

p a s s i n g t h e c ryoso rp t ion u n i t , t h e r e s t o f 

t h e d r y i n g opera t ion was u n d e r t a k e n  

Example 20 

P r e - p r o c e s s i n g and s ter i l iza t ion with p e r -

acids 

Th i s example is with r e spec t to t he i nac t -

ivation of New Cast le d i sease v i r u s (NDV) 

in hen e gg f e t u s e s and oval membranes , 

which a f t e r b e i n g t aken from i n f e c t e d , 

b rooded h e n ' s e g g s were d e e p - f r o z e n in 

liquid n i t r ogen and f inely d iv ided  Af t e r 

d i s t r i bu t i on of t h e d e e p - f r o z e n powder in 

a th in layer on a pe t r i d i s h , it was placed 

in a des icca tor o v e r a dish füll of con-

c e n t r a t e d s u l f u r i c ac id , t he des icca tor 

be ing connec ted by means of a t h r e e - w a y 

coek with a h igh vacuum pump and a 

p r e s s u r e vesse l hav ing in it 10 ml of a 

mix tu re of 97 p a r t s of glacial acet ic acid 

and 3 p a r t s of 30% H 2 0 2  

F i r s t l y , evacuat ion of the des icca to r vesse l 

took place for two h o u r s unt i l the f rozen 

powder had d r i ed to about 1/2 to 1/4 and 

t hen the vacuum pump was shu t off from 

the vesse l by way of t h e valve and the 

vesse l or recep tac le with the perac id mix-

t u r e was opened so tha t the recep tac le was 

connec ted to with t he des icca to r and the 

acid e v a p o r a t e d , the acid making its way 

into t h e de s i cca to r  The amount of acid 

e v a p o r a t i n g was d e p e n d e n t on the volume 

of t h e de s i cca to r  If n e c e s s a r y , the vacuum 

in t he des icca to r vesse l had to be p roduced 

twice o v e r so tha t all the acid was e v a p o r a -

t e d , t he time for t a k i n g e f fec t amount ing 

to 30 minu tes  A f t e r t h i s , evacuat ion took 

place unt i l the powder was completely d r y  

However , i t was f u r t h e r m o r e poss ib le , 

a f t e r t h e acid had t aken e f f e c t , for t h e 

r ecep tac l e for t he acid to h a v e its place 

t aken by a r ecep tac le with mercap toe thano l 

which was t h e n , on t he same lines as was 

t he case with t h e acid ea r l i e r , caused to 

have i t s e f fec t on t h e t i s sue powder be fo re 

t h e d r y i n g opera t ion was ended by e v a c u a t -

ing aga in  F u r t h e r m o r e , in place of d r y i n g 

o v e r t h e h y d r o s c o p i c , concen t r a t ed ac id , 

f r e e z e - d r y i n g u s i n g a c ryoso rp t ion t r a p 

was poss ib le  The d r i ed powder p roduced 

was seen to be s te r i le on virological examina-

t ion  

Example 21 

P r e - p r o c e s s i n g and s ter i l izat ion with p e r -

ac ids 

Vi rus (NDV)- in fec t ed d r y powder was placed 

in a l ayer with a t h i c k n e s s of 0 ,5 cm to 1 cm 
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on p e t r i d i shes which were placed in a 

des icca tor which was then evacua ted and 

then water vapor was let into i t , t he vap o r 

c o n d e n s i n g on the substrate and mois tening 

i t  Then evacuat ion was unde r t aken a g a i n , 

t h e vapor s be ing forced into an acid mix tu re 

made up of 1 p a r t of performic acid and 

2 p a r t s of 98% formic acid  In o t h e r r e s p e c t s , 

t he opera t ion was as in Example 20  

Example 22 

Clear ing inact ive components acco rd ing to 

s t ep b) 

One (1) g of the finely divided d r y l iver 

s u b s t a n c e produced in Example 18 was homo-

genized in 100 ml of phospha te -buf fe red 

isotonic NaCl (pH 7 4) by a t u rb omixe r at 

6°C to 10°C and centrifugated at 200 g for 

10 minutes , the cytoplasmatic cell components 

be ing in the supernatant liquid whereas t h e 

cell nuc leus and membrane f rac t ion were 

in the sed iment , the sediment a n d s u p e r -

na t an t liquid be ing separated for f u r t h e r 

p r o c e s s i n g  

a) The s u p e r n a t a n t liquid w a s mixed with 

40 ml of 5 mM of t r i s (hydroxymethyl) -amino-

methanc in 40 mM NaCl with 10 ml sodium 

taurochola te Solution (80 mg/ml) and pH 

ad jus tment to 9 2 undertaken and a f t e r 

t he addi t ion of 2 5 ml of enzyme suspens ion 

( l ipase) ineubat ion was under taken for two 

h o u r s at 37°C for degrading the l ip ids  

For d e g r a d i n g the Polysaccharides to g lu-

cose , a concentra t ion of 1° mg of s u b s t r a t e / 

ml was u s e d , pH adjustment to 4 8 be ing 

u n d e r t a k e n with sodium acetate  A f t e r t he 

addi t ion of amyloglucosidase, ineubat ion 

took place for two hours at 40°C, w h e r e -

a f t e r the material was dialysed for 24 h o u r s 

aga ins t phophate-buffered physiological 

NaCl (ph 7 ,4) or the substrate was u l t r a -

f i l t e red with a separating limit at a mole-

cular weight of 600  

b) For isola t ing the DNA, the same was 

taken up in 20 ml of 0 24 M N a 3 P 0 4 (pH 

6 ,8) with 1% SDS (sodium dodecyl s u l f a t e ) , 

8 M u r e a and 1 0 - 3 M EDTA ( e t h y l e n e -

d iamine te t raace t ic ac id) as a s u s p e n s i o n , 

w h e r e u p o n th i s raw e x t r a c t was p u t in a 

30 x 2 ,5 cm h y d r o x y a p a t i t e ( C a 1 Q ( P 0 4 ) g 

(0 I1 ) 2 ) column  RNA (r ibonucle ic a c i d s ) , 

p r o t e i n s and Po lysacchar ides were eluted 

with 0,24 M N a 3 P 0 4 (8 M u r e a ) , while DNA 

was ob ta ined select ively in a second e lua te 

with 0,48 M N a 3 P 0 4 b u f f e r  

Example 23 

Coupling of DNA to cellulose as a c a r r i e r 

s u b s t a n c e for a f f in i ty ch roma tog raphy 

acco rd ing to s t e p c ) 

A DNA Solution ( 1 - 2 mg/ml 0 01 M t r i s -

(hyd roxyme thy l ) - aminoe thane -HCl (pH 7 ,4) 

with 0 001 M EDTA was mixed with d r y 

cellulose at a r a t e of 1 g of cellulose to 

3 ml of DNA Solution. A f t e r d r y i n g o v e r -

n igh t a t room t e m p e r a t u r e , t h e r e s t of 

the wa te r was t aken off by f r e e z e - d r y i n g 

and t h e powder so p r o d u c e d was t aken up 

on 20 p a r t s by volume of t r i s HCl and 

ineuba ted for one day at 4°C  Uncoupled 

DNA was c leared by wash ing with b u f f e r 

Solution and the DNA cellulose was d i lu ted 

with b u f f e r at a r a t e of 1:20 and fil led 

into a 5 mm column  

Example 24 

Coupl ing of p ro t e ins to aga rose gel as a 

c a r r i e r s u b s t a n c e a f t e r p r e - p r o c e s s i n g o f 

t he gel 

Ten (10) g of the 2% gel were t aken UD in 

5 ml of cold 5 M K
3 P Ü 4 b u f f e r and the s u s p e n -

sion p r o d u c e d di lu ted with dist i l led water to 

an overa l l volume of 20 ml  BrCN (eyanogen 
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bromide Solution) 1 g/ml was addcd in small 

amounts. Af te r a reaction time of 10 minutes, 

the product was washed unti l neut ra l on a 

glass f r i t us ing H,70. The p ro te ins (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 react ion vesse l , the coupling reaction 

Coming to an end a f t e r 24 hou r s of t u r n i n g 

the vessel at room t empera tu re . The p rodue t s 

were puri f ied in a small eolumn for 6 hours 

us ing 0.5 M NaHCO^, for 24 hou r s us ing 

0 .1 M b o r a t e - 0 . 1 M b o r a t e - 0 . 1 M NaCl (pH 

8.5) for 12 hou r s with 0.1 M sodium ace ta te -

1 M NaCl (pH 4.1) and 6 hou r s with doubly 

distilled water with a c u r r e n t or flow ra te 

of 10 ml /hour . Af te r th i s pa r t of the p rocess 

it was possible for 120 micromoles of glycine-

leucine and 1.7 micromoles/g of chymotryps in 

to be coupled. 

Example 25 

Sclcctive adsorpt ion and desorpt ion of the 

act ivc fac to r s according to s tep d) 

The inhibi t ing and st imulat ing fac tors were 

separa ted from a prote in Solution from 

juvenile bovine l iver , which as in the 

ear l ier examples, was steri l ized and f reed 

from undes i r ed components . Use was made, 

for th i s p u r p o s e , of a r ec t angu la r flat gel 

appa ra tu s for a f f in i ty chromatography 

with e lect rodes on the o u t e r long s ides . 

The a p p a r a t u s was charged with DNA-cellu-

lose produced as in Example 9, the DNA 

having been p roduced from fetal bovine 

l iver . The s epa ra t i ng eolumn was equi l ib-

rated with 0.001 M ED TA, 0.01 M Na3PC>4 

(pH 7.4) at 37 C. The sample to be se-

para ted was dialysed against the same 

b u f f e r Solution. It was then placed in a 

concentra t ion of 1 mg of prote in/ml into 

the s epa ra t ing a p p a r a t u s . The pr imary 

eluate had within it t he st imulat ing 

f rac t ion . Af te r a s epa ra t ing time of 

8 h o u r s , the a p p a r a t u s was washed 

t h r o u g h with b u f f e r Solution. For second-

a ry elution of the fac tors absorbed by 

t he coupled DNA, on making a f u r t h e r 

addit ion of the b u f f e r , an electric a l t e r -

na t ing c u r r e n t field of 50 KHz and 1000 V, 

5 mA was caused to take e f f ec t . At the same 

time the ionic s t r e n g t h of t he b u f f e r was 

s tep less ly increased by the addition of 

NaCl up to 1 M. 

On us ing a di rect c u r r e n t field (2000 V. 

10 mA) it is possible for Separation to take 

place in a way dependen t on the electro-

phoret ic mobility for ou tpu t at separa te 

points . By us ing lower vol tages and d i rec t 

c u r r e n t , a r ep re sen t a t i ve d i s t r ibu t ion of 

the pr imary eluate may be caused . 

The f rac t ions produced were tes ted on 

cell cu l t u r e s of diploid and heteroploid 

cell lines for act ivi ty assay to make out 

the f ract ion with the h ighest specific 

ac t iv i ty , th i s then being used for s t a n d a r d -

izing the Charge. 

Example 26 

Activity assay of act ive fac tors obtained 

accord ing to the p re sen t invention in 

animal exper iments 

The experimental animals were (Ba lb / c -x 

C57/b l6) F^ mice (from Jackson Labora tor ies , 

Bar Ha rbou r , Maine, USA). 

The tumor system used was meth-A-sarcoma. 

The tumor cells were passaged wcckly by 

the pa ren te ra l injection of 1 x 10^ cells. On 

the 7th to 12th days a f t e r t h e pa ren te ra l 

injection the cells were used for the expe r i -

ments . 
5 

For the t e s t s 1 x 10 tumor cells were 

injected in t racu taneous ly onto the skin of 

the bel ly . Exponential tumor growth then 

took place which, a f t e r about 4 to 5 weeks , 
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was r e spons ib l e for the dea th of t he animals  

The expe r imen t s were u n d e r t a k e n with 10 

animals in each g r o u p  The t r ea tmen t of 

t h e serum g r o u p s took place by one to 

t h r e e in t r amuscu la r o r i n t r a v e n o u s in jec t ions 

each 1 mg (measured as p ro t e in ) of t h e t e s t 

f r a c t i o n s  

Example 27 

Act ivi ty a s say of ac t ive f ac to r s ob ta ined 

acco rd ing to t he p r e s e n t invent ion in human 

cell c u l t u r e 

Human tumor cells (melanoma, Wish) and 

diploid f i b r o b l a s t s ( F I I 2 , MRC-5) were u sed 

as t e s t ce l l s , all cell c u l t u r e s going t h r o u g h 

a t e s t cycle which was made up of two 

growth p h a s e s and a minimum p h a s e , add i -

tion of t h e t e s t s u b s t a n c e s t a k i n g place in 

t h e minimum p h a s e  

Growth p h a s e 1: The cel ls , which had been 

s t o r ed u n d e r liquid n i t r o g e n , were s u d d e n l y 

thawed and incuba ted t o g e t h e r with MEM-II-

medium ( Ins t amed , Seromed, Munieh) with 

add i t ions of penici l l in, s t r ep tomyc in , neo-

mycin and 10% of fe ta l calf serum at 37"C  

A f t e r two d a y s t he cells were opt ical ly 

coun ted a f t e r t r y p s i n i z i n g , t h e cells t h e n g 

b e i n g sown again (2 x 10 cells in each 

b o t t l e )  

Growth p h a s e 2: A f t e r daily change of 

medium on t h e 4th day t h e cells were 

counted again and g r o u p s of 0 5 x 10^ cells 

were each sown in small c u l t u r e b o t t l e s , 

t o g e t h e r with n u t r i e n t medium and serum 

add i t ion  

Minimum p h a s e : A f t e r 24 h o u r s t h e medium 

was c leared off by asp i ra t ion and a mini-

mum medium with a dec rea sed serum add i -

tion (diploid cel ls : 1%, he teroploid cel ls : 

0 25%) was p u t i n  

Tes t p h a s e : A f t e r 48 h o u r s addi t ion of t he 

p r e p a r a t i o n took p lace , 50 microl i ters of 

p r e p a r a t i o n be ing put in each bot t le in t h e 

p r e s e n t t e s t s  For each sor t of p r e p a r a t i o n 

and concen t r a t ion 3 paral lel samples were 

made u p  In the case of shor t time t e s t s 

action was limited to 8 h o u r s  Four h o u r s 

be fo re t h e end of th i s time in each case 

50 microl i ters of me thy l -^H- thymid ine Solu-

t ion (0 5 micro Ci) were pu t in with a p i -

p e t t e  At t h e end of the action t ime, t he 

thymidine which had not been built i n , 

was c leared by washing fou r times with 

4 s e p a r a t e amounts of 5 ml of 2% perch lo r i c 

acid and the cells were h y d r o l y s e d for one 

hou r u s i n g 1 N HCL at 70°C  The h y d r o -

lysa te was placed in scint i l la t ion f l a sks 

and mixed with cocktail (aquasol 2, NEN)  

Act ivi ty was measured in a Beekman LS-100 

Liquid Scinti l lation C o u n t e r  As Statistical 

qua l i ty n u m b e r s , re la t ive s t and and dev ia -

t ions of t he overal l t e s t system of s r + 10% 

were ach i eved  

Example 28 

Active f a c t o r s obta ined in accord ing to t h e 

p r e s e n t invent ion for p l a n t s 

For p r o d u c i n g s y n t h e s e s - s t i m u l a t i n g a n d , 

on t he o t h e r h a n d , g r o w t h - i n h ib i t i n g mater ia ls 

t a k i n g e f f ec t on g r a s s e s and c e r e a l s , 10 kg 

of roo ts and leaves of a mix tu re of d i f f e r e n t 

s o r t s of p l an t s was p roces sed with a 0,1% 

NaOCl or O^ d i s in fee t an t Solution for t a k i n g 

e f fec t on micro-organ isms , the Solution t a k -

ing e f fec t on the o u t e r f aces of t h e plant 

material be ing pu t in by d ipp i ng or s p r a y -

ing  A f t e r th i s , the d i s in fee t an t Solution 

was eompletely c leared by wash ing and the 

pieces of plant material were ex t e rna l ly dr ied 

genera l ly eompletely, cut up in a r a s p mill 

and t h e n , once th i s had been done , p r e s s e d 

at + 5°C to 10°C in a p lant p r e s s at up to 

200 a tmosphe res g a g e  The f r e s h e x p r e s s e d 

juice was f r e e d by c e n t r i f u g i n g at 800 rpm 
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to 1000 rpm l'or 3 m i n u t e s , or in a c o n t i n u o u s 

flow c e n t r i f u g e , o f c o r p u s c u l a r c o m p o n e n t s 

and t h e n f i l t e r e d s t e r i l e , w h e r e u p o n a d j u s t -

ment of t h e molecular we igh t to a va lue 

g r c a t c r t h a n 1 million took p l a c e  T h e f i l t r a t e 

was f r o z e n in l iquid n i t r o g e n a n d f r e e z e - d r i e d 

in a h i g h vacuum at room t e m p e r a t u r e  T h e 

d r i e d mater ia l was f ine ly d i v i d c d a n d s u l p h a -

t i zed b y b e i n g ac t ed u p o n b y v a p o r o r c o n -

c e n t r a t e d s u l f u r i c acid o r p h o s p h a t i z c d b y 

b e i n g a c t e d u p o n b y v a p o r s o f c o n c e n t r a t e d 

p h o s p h o r i c acid (85%)  T h e d r y p o w d e r was 

now d i s s o l v e d in i so tonic a q u e o u s NaCl 

mixed with c a r b o h y d r a t e - ( o r s t a r c h ) - d e g r a d -

i n g , o r f u r t h e r m o r e , l i p i d - d e g r a d i n g e n z y m e s 

coup led to a c a r r i e r s u b s t a n c e  S u c h c a r r i e r 

c o u p l e d e n z y m e s may b c c l e a r e d b y c e n t r i -

f u g i n g , a f t e r d e g r a d i n g the s u b s t r a t e s , a n d 

u s e d a g a i n  T h e low molecular we igh t s u b -

s t a n c e s p r o d u c e d on d e g r a d i n g up to a mo-

l ecu la r weigh t of 600 were c l e a r e d by f i l t e r -

i n g  P r o t e i n s a n d nuc le ic a c i d s were c l e a r e d 

from f r a c t i o n s wi th a h i g h e r molecular we igh t 

u s i n g k n o w n m e t h o d s  One p a r t o f t h e 

e x p r e s s e d ju ice p r o c e s s e d o n t h e s e l ines was 

u s e d fo r p r o d u c i n g nuc le ic a c i d s b y d e g r a d -

i n g t h e p r o t e i n c o m p o n e n t s u s i n g p r o t e o l y t i c 

e n z y m e s ( p a p a i n o r t r y p s i n ) a n d t h e nuc le i c 

a c i d s (DNA a n d RNA) chemical ly coup led 

with a c a r r i e r s u b s t a n c e was t h e n p laced in 

a Chromatographie eolumn and t h e o t h e r p a r t 

o f t h e e x p r e s s e d ju ice s e p a r a t e d t h e r e o n  In 

t h e p r i m a r y e lua t e ( 0 1 M NaCl) g r o w t h -

s t imu la t i ng f a c t o r s w e r e p r e s e n t  B y u s i n g 

an i n c r e a s i n g ionic s t r e n g t h (2 M NaCl) p r o -

t e i n s a b s o r b e d t h e r e o n o r p e p t i d e s , we re 

e l u a t e d , t h e s e b e i n g t h e g r o w t h - i n h i b i t i n g 

a c t i v e f a c t o r s  

T h e i so la ted ac t i ve f a c t o r s w e r e t e s t e d o n 

c u l t u r e d ( s e e Example 12) p r o t o b l a s t s o r 

p l an t e m b r y o e s t o see t h e i r e f f e c t on t h e 

s y n t h e s i s metabol ism of DNA, RNA or p r o -

te in by u s i n g r a d i o a c t i v e b a s e Compounds 

as fo r example ^H t h y m i d i n e or 3 H - u r i d i n e 

o r , wi th r e s p e c t t o t h e cell p r o l i f e r a t i o n  

b y opt ica l c o u n t i n g  Inh ib i t ion p r o d u c e d 

b y t h e i so la ted f a c t o r s was g r e a t e r t h a n 

5% of t h e c o n t r o l s while Stimulation was 

g r e a t e r t h a n 10% in a minimum medium  

Example 29 

Ac t ive F a c t o r s f o r m i c r o - o r g a n i s m s o b t a i n e d 

i n a c c o r d a n c e with t h e p r e s e n t i n v e n t i o n 

In r a c e s of y e a s t , which h a d good alcohol 

f e r m e n t a t i o n p r o p e r t i e s , t h e f e r m e n t a t i o n 

p r o p e r t y was f u r t h e r a c t i v a t e d and t h e 

r c s i s t a n c e to alcohol i n c r e a s c d so t h a t on 

f e r m e n t a t i o n h i g h e r alcohol c o n c e n t r a t i o n 

might b e p r o d u c e d  For t h i s p u r p o s e , 

nuc le i c a c i d s and p r o t e i n s were s e p a r a t e d 

f rom t h e y e a s t r a c e s i n q u e s t i o n , mixed 

with o t h e r s o r t s o f y e a s t s as in Example 22  

S e p a r a t i o n was u n d e r t a k e n o n t h e same 

l ines a s i n t h e ca se o f o r g a n i c s u b s t a n c e s 

(Example 18) by s u d d e n f r e e z e - d r y i n g of 

t h e w a s h e d y e a s t s , f ine ly d i v i d i n g a n d d r y -

i n g in a f r o z e n cond i t ion and s u s p e n d i n g 

o r d i s s o l v i n g in i so ton ic phys io log ica l s o l v e n t  

A f t e r t h i s , t h e s e p a r a t i n g mater ia l was p r o -

d u c e d from i so la ted nuc le ic a c i d s , which w e r e 

c o v a l e n t l y coup led to a c a r r i e r s u b s t a n c e , 

which was t h e n c h a r g e d in to t h e s e p a r a t i n g 

a p p a r a t u s (on t h e same l ines as in Example 

23 )  I t was t h e n p o s s ib l e f o r nuc le ic a c i d s , 

c a r b o h y d r a t e s a n d l ip ids t o be enzymat ica l ly 

d e g r a d e d b y c a r r i e r - c o u p l e d e n z y m e s from 

t h e p r o t e i n Solution to be s e p a r a t e d , t h e 

e n z y m e s b e i n g s e p a r a t e d a t t h e e n d o f t h e 

r e a c t i o n s , b y c e n t r i f u g i n g  

I t w a s , h o w e v e r , p o s s ib l e fo r t h e raw e x t r a c t 

as well to be s e p a r a t e d in a s e p a r a t i n g a p p a r a -

t u s  I n t h e p r i m a r y e lua t e t h e s t imu la t i ng 

f a c t o r s w e r e p r e s e n t while t h e s e c o n d a r y 

e l u a t e Coming from t h e s e p a r a t i n g ma te r i a l 

h a d t h e i n h i b i t i n g f a c t o r s  T h e s t imu la t -
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ing fac tors were added to t he yeast su spens ion , 

to be used for p roduc ing aleohol, in a con-

centra t ion of milligrams to nanograms /g or ml. 

In th is respec t the yeas t s were suspended 

in a physiological Solution without nu t r i en t s 

or a minimum nu t r i en t Solution. Af te r caus ing 

the st imulating factor to take ef fec t on the 

yeast suspension for one hour at 20 C, addi -

tion to t he malt to be fermented was u n d e r -

t aken . 

On the same general l ines , o ther active fac tors 

may be p roduced for the use against o the r 

micro-organisms as for example o i l -degrad ing 

microbes. The inhibi t ing biological act ive 

fac tors may fu r the rmore be used t h e r a p e u t i -

cally as biological ant ibiot ics . 

Example 30 

Active fac tors obtained in accordance with the 

p re sen t invention for use against v i ru se s 

Inhibi t ing f ac to r s for use against v i ru se s were 

produced by sepa ra t ing nucleic acids (DNA 

or RNA) and prote ins or pep t ides from iso-

lated v i ru ses or v i rus infec ted t i s s u e s , as 

for example egg membranes , the nucleic 

acids be ing used as sepa ra t ing materials 

(see f u r t h e r m o r e Examples 16 to 27). These 

inhibi t ing fac tors were produced from the 

protein Solution, p roduced at the same time, 

or f u r t h e r m o r e from t i ssuc ex t r ac t s p r o -

duced from heal thy a n d , as fa r as poss ib le , 

v i r u s r e s i s t a n t cells from individuals or 

cell c u l t u r e s . The v i rus - inh ib i t ing fac tors 

were p re sen t in the secondary eluate 

(1 .8 M to 2 M NaCl). 

I claim: 

1. A p rocess for the concentrat ion of bio-

logically act ive fac tors having an inhibi t -

ing effect on the growth of neoplastie cells 

from cell homogenates of fetal or juvenile 

t i s sues or body f luids which contain said 

biologically act ive f ac to r s , which comprises 

the s t eps of: 

a) non-des t ruc t ive ly s ter i l iz ing said cell 

homogenates with an acid or diethylamine ; 

b) sepa ra t ing the components of cell nucleus 

and cytoplasmic components from the s t e r i -

lized s t a r t i ng material; 

c) enzymatically decomposing lipids and 

c a r b o h y d r a t e s which are obtained from 

s tep b) with an enzyme selected from the 

group consis t ing of l ipase , Proteinase and 

pep t idase ; 

d) separa t ing the cell s u b s t r a t e and re -

cover ing a factor hav ing a molecular weight 

from about 600 to about 1,000.000; 

e) forming a conjugate with DNA isolated 

from a cell homogenate with an iner t c a r r i e r 

and forming a biologically activc af f in i ty 

sorbent means respons ive to selective Separa-

tion with said con juga te ; 

f) selectively separa t ing said biologically 

act ive fac tors by elution on said af f in i ty 

s o rb e n t , and then 

g) sepa ra t ing said biologically act ive fac tors 

from said af f in i ty sorbent by e lec t rophores is 

or by a b u f f e r Solution, 

whercby an enr iched amount of said bio-

logically act ive fac tors is r eeove red . 

2. The process of Claim I whcrein t he cell 

s u b s t r a t e to be separa ted and the biological-

ly act ive a f f in i ty sorbent are each p r e p a r e d 

from like o r g a n s , species or agespeeif ie 

t i s sue . 

3. The process of claim I whercin said cell 

s u b s t r a t e s is fetal thymus or fetal panc reas 

t i s sue . 

4. The process of claim I wherein said cell 

s u b s t r a t e is finely divided and ster i l ized 

by a vacuo condensat ion of vapo r s of a 

member selected from the g roups cons is t -

ing of concent ra ted su l fu r ic acid, acetic 

ac id , formic acid, diethylamine and pe rac ids . 
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4  Deu t sche P a t e n t s c h r i f t e n 

Verwendung von A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n 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  pa thogene DNS 

oder RNS o d e r d a r a u s gewonnene Abschn i t -

te mit p a t h o g e n e r Syn these in fo rmat ion aus 

Vi ren , Mikroorganismen ode r aus Zellgewe-

ben zur Gewinnung von Id io typ- sowie 

A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n bzw  d e r e n an t i -

de t e rminan ten r e a k t i v e n Bez i rken v e r w e n -

det und gegebenenfa l l s mindes t ens zwei 

Bes tandte i le des S p e k t r u m s d e r v e r s c h i e -

denen A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e zusammen mit 

biologischen T r ä g e r s t o f f e n kon jug ie r t zu r 

P rophy laxe und The rap i e von d u r c h die 

e n t s p r e c h e n d e DNA oder RNA induz i e r t en 

Malignomen oder I n f e k t i o n s k r a n k h e i t e n e in -

g e s e t z t  

P a t e n t a n s p r ü c h e 

1  V e r w e n d u n g von A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r -

p e r n s als Zusatz zu P 3501705 8-41, wobei 

Haptene und Ant igene als A u s g a n g s s t o f f e 

f ü r die Gewinnung von A n t i - I d i o t y p - A n t i -

k ö r p e r n d i e n e n , von denen man die an t i -

d e t e r m i n a n t e n , r e a k t i v e n Bezi rke d u r c h 

F r a g m e n t i e r u n g gewinnt und g g f s  minde-

s t e n s zwei Bes tandte i le des S p e k t r u m s d e r 

v e r s c h i e d e n e n A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r -

f r a g m e n t e , g g f s  zusammen mit T r ä g e r -

s t o f f e n , chemisch kovalent k o n j u g i e r t da -

d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß Onkogene 

( T u m o r g e n e ) , pa thogene DNS oder RNS 

bzw  d a r a u s gewonnene pa thogene Abschn i t -

t e aus V i r en , Mikroorganismen o d e r aus 

Zellgeweben in n a t i v e r ode r chemisch 

modi f iz ie r te r Form, g g f s  u n t e r Zusatz von 

C a r r i e r s t o f f e n u n d Ad juvan t i en als Aus -

g a n g s s t o f f e f ü r die Hers t e l lung e n t s p r e -

c h e n d e r Id io typ- o d e r A n t i - I d i o t y p - A n -

t i k ö r p e r d i e n e n , die zu r P rophy laxe ode r 

T h e r a p i e von Tumoren bzw  I n f e k t i o n s -

k r a n k h e i t e n ve rwende t w e r d e n  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß Mischungen aus 

Id io typ- und A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n 

bzw  d e r e n Bes tand te i l en o d e r Konjuga-

ten ve rwende t w e r d e n  

3  V e r w e n d u n g von an t ide t e rminan ten 

F ragmen ten aus Id io typ -Ant ikö rpe rn 

nach A n s p r u c h 1 als C a r r i e r bzw  T r ä g e r -

s t o f f e f ü r mutagene chemische Reagent ien 

bzw  Radionukl ide  

In P 3501705 8-41 w e r d e n Haptene u n d 

Ant igene als A u s g a n g s s t o f f e f ü r die Gewin-

n u n g von A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n v e r -

wende t , von denen man die an t ide t e rminan-

t e n , r e a k t i v e n Bezi rke d u r c h Fragment i e -

r u n g gewinnt und g g f s  mindes tens zwei 

Bes tand te i l e des S p e k t r u m s d e r v e r s c h i e -

denen A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e , 

welche die biologischen Wirkungen e ines 

A u s g a n g s s t o f f e s imitieren g g f s  mit biolo-

g i schen T r ä g e r s t o f f e n chemisch kovalent 

k o n j u g i e r t , um sie dann zu r P rophy laxe 

o d e r T h e r a p i e , i n s b e s o n d e r e von S t r a h l e n -

und V e r b r e n n u n g s s c h ä d e n zu v e r w e n d e n  

Vor l iegendes V e r f a h r e n bezieht sich auf die 

Gewinnung u n d A n w e n d u n g von Id io typ-

und A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n bzw  d e r e n 

F ragmen te , g g f s  ebenfa l l s in k o n j u g i e r t e r 
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Form gegen Onkogene (Tumorgene ) bzw  

p a t h o g e n e DNS o d e r RNS aus V i r en , Mi-

k roorgan i smen ode r Zellgeweben zu r Pro-

phy laxe und The rap ie von Malignomen oder 

I n f e k t i o n s k r a n k h e i t e n , die d u r c h die e n t -

s p r e c h e n d e n A u s g a n g s s t o f f e v e r u r s a c h t 

w e r d e n  Üblicherweise werden DNA o d e r 

RNA sowie d a r a u s gewonnene Abschn i t t e 

n icht als Ant igene b e z e i c h n e t , obwohl die 

Bi ldung von A n t i k ö r p e r n gegen Zel lkern-

an t igene b e k a n n t ist ( v g l : Hans Pe te r 

Seelig: A n t i k ö r p e r gegen Ze l lke rnan t igene : 

Labormedizin u n d Klinik I : Gus tav F i sche r 

Ver lag , S t u t t g a r t , 1983)  Die I so l i e rung 

von DNS und RNS sowie die Gewinnung 

von e inzelnen Abschn i t t en d u r c h Inz i s ions -

enzyme gehör t heu t e zum Stand de r T e c h n i k , 

ebenso wie die Gewinnung von A n t i k ö r p e r n 

aus solchen A u s g a n g s s t o f f e n  Die Gewin-

n u n g von A n t i k ö r p e r n gegen DNS und 

RNS bzw  d a r a u s gewonnenen Abschn i t t en 

ist in d e r L i t e r a t u r b e k a n n t : A n t i k ö r p e r 

gegen DNS: Robbins e t a l : P roc  Soc  

E x p  Biol  Med  96, 575 (1957); Sel igmann, 

M : C R  Acad  Sei  Par i s 245, 243 (1957); 

Micscher u  S t r äß le : Vox S a n g  2, 283 

(1957); Ceppel ini e t a l : P roc  Soc  E x p  

Biol  Med  96, 572 (1957)  R N S - A n t i k ö r -

p e r können mit n a t ü r l i c h e n und s y n t h e t i -

s i e r t e n Ribonukleot iden e r h a l t e n werden 

(Seaman et a l : Biochemistry 4, 1312 

(1965); Karol und Tanenbaum: Proc  Natl  

Acad  Sei  USA 57, 713 (1967); Nahon et 

a l : Biochem  Biophys  Acta 149, 127 

(1967) ) , Die A n t i k ö r p e r e r k e n n e n jeweils 

u n t e r s c h i e d l i c h e Epitope aus DNS- u n d RNS-

Molekülen wie Basen , B a s e n s e q u e n z e n , Des -

o x y r i b o s e p h o s p h a t g e r ü s t sowie Helixkon-

format ionen  F ü r eine b iva len te B i n d u n g 

d e r A n t i k ö r p e r genügen Segmente von 

40 - 50 B a se np a a r e n ( v g l  Stol lar : E u r  J  

Biochem  82, 339 (1978) )  Solche Ant i -

k ö r p e r k ö n n e n die DNS-Syn these b lock ie ren 

(vg l  Alarcon-Segovia e t a l : Clin  Exp  

Immunol  52, 365 (1983) )  Eine chemische 

Modulation o d e r Konjuga t ion , z B  mit 

I lydra laz ine v e r s t ä r k t die Immunogenität 

( v g l  Hahn e t a l : Ann  I n t e r n  Med  76, 

365, (1972); F rcese et a l : Mutat  Res  5 

343 (1968) )  Nach amer ikanischen Arbe i -

t en (1983) g e n ü g t d e r Aus t ausch ode r die 

V e r ä n d e r u n g e ines e inzigen Baus te ins e ines 

Gens , z B  mit d e r Bauanwei sung f ü r d a s 

Glycoprote in des To l lwu tv i rus , um den 

E r r e g e r av i ru len t zu machen ( v g l  Münch, 

Med  Wochenschr  128, Nr  16, S  32 

(1986) )  D N S - P a t h o g e n i t ä t s f a k t o r e n s ind 

auch in Mikroorganismen z B  best immten 

Kol ibakter ien e n t h a l t e n , die b e s o n d e r s 

zu H a r n w e g s i n f e k t e n und Encephal i t i s 

f ü h r e n  Die I d i o t y p - A n t i k ö r p e r und 

d e r e n an t ide te rminan te Bes tandte i le 

können auch gentechnologisch gewonnene 

DNS oder RNS b lock ie ren  Bei Zel len,die 

d u r c h Re t rov ien inf iz ier t s i n d , l iegen 

sowohl die p a t h o g e n e n RNS wie die r e v e r s -

t r a n s k r i b i e r t e C-DNS d e r Vi rus in fo rma-

tion v o r , so daß p r o p h y l a k t i s c h wie 

t h e r a p e u t i s c h beide Fak to ren d u r c h Ant i -

k ö r p e r ode r A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e blockier t 

werden sol l ten  Fragmente d e r I d i o t y p - A n -

t i k ö r p e r e igenen sieh auch als S c h l e p p e r -

s t o f f e f ü r mutagene Radionukl ide u n d 

chemische S u b s t a n z e n z u r Bese i t i gung 

d e r Pa thogeni tä t ( vg l  DP 3119110)  

Die A n w e n d u n g in f ek t iö se r DNS ode r RNS 

zu r Gewinnung von A n t i k ö r p e r n ist je-

doch p rophy l ak t i s ch wie auch t h e r a p e u -

t i sch nicht möglich  Die An t i - Id io typ -

A n t i k ö r p e r können jedoch als Er sa tz des 

An t igens das Ant igen imitieren u n d wirken 

se lbs t n icht p a t h o g e n  Hierauf b e r u h t 

vo r l i egendes A n w e n d u n g s v e r f a h r e n  Es 

e n t s t e h e n I d i o t y p - A n t i k ö r p e r  Diese l a s sen 

sich auch aus Zel lkul turen monoklonal 

o d e r polyklonal gewinnen und unmi t t e lba r 
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ode r modifiziert zu r The rap i e v e r w e n d e n  

Die A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r und ih r e Modi-

f ika t ionen s ind jedoch zur ak t iven Immu-

n i s i e r u n g und zur P rophy laxe g e e i g n e t  

Zur V e r b e s s e r u n g d e r Pene t ra t ion in in-

f iz ie r ten Zellen können die A n t i k ö r p e r bzw  

A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e in Liposome, g g f s  

mit Zel l t ropismus i n k o r p o r i e r t w e r d e n  

Beispiel 1 

Es sollen Impfs to f fe gegen Onkogene in 

Form von Id io typ - bzw  A n t i - I d i o t y p - A n -

t i k ö r p e r gewonnen w e r d e n  Als A u s g a n g s -

s to f fe we rden kommerziell h e r g e s t e l l t e Onko-

gene (DNS-Abschn i t t e ) v e r w e n d e t und 

d e r e n Immunogenität d u r c h b e k a n n t e im-

munologische Methoden (Konjuga t ion , Ad-

j u v a n t i e n , Immunst imulant ien) v e r s t ä r k t  

Die Gewinnung d e r I d i o t y p - A n t i k ö r p e r e r -

folgt ebenfa l l s nach b e k a n n t e n Methoden 

d e r ak t iven Immunis ie rung in vivo o d e r 

a u s Ze l lku l tu ren  Die I d i o t y p - A n t i k ö r p e r 

werden unmi t t e lba r t h e r a p e u t i s c h v e r w e n -

d e t  Es können dazu die an t i de t e rminan -

ten Bes tandte i le isol ier t u n d g g f s  minde-

s t e n s zwei F r a g m e n t e , g g f s  d u r c h ein 

Car r i e rmolekü l , k o n j u g i e r t w e r d e n  Solche 

P r ä p a r a t e lassen sich d a n n b e v o r z u g t z u r 

Gewinnung von A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n 

in vivo o d e r in v i t ro v e r w e n d e n  Aus d ie -

sen können ebenfa l l s die an t i de t e rminan -

t en Bes tand te i l e isoliert und g g f s  kon ju -

gier t we rden f ü r die ak t ive Immunis ie rung 

in vivo o d e r in v i t ro  P räpa ra t ionen a u s 

Id io typ - bzw  A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n 

werden in Liposomen i n k o r p o r i e r t appl i -

ziert ( vg l  DP '2650502 und 2656333)  

Beispiel 2 

Es sollen Impfs to f fe gegen Re t rov i r e n h e r -

gestel l t w e r d e n  Aus den in v i t ro in Zell-

ode r Gewebeku l tu ren gezüch t e t en Viren 

werden die Nuk le insäuren und g g f s  

d a r a u s die f ü r die Pa thogeni tä t v e r -

an twor t l i chen A b s c h n i t t e  z B  das 

T r a n s a k t i v a t o r - G c n "tat III" aus dem 

HTLV III/LA V isoliert u n d die Immuno-

geni tä t d u r c h b e k a n n t e V e r f a h r e n v e r -

s t ä r k t f ü r die Gewinnung von einem 

Spek t rum von I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n , die 

danach u n v e r ä n d e r t o d e r a b e r wie oben 

abgewande l t , zu r T h e r a p i e ve rwende t 

w e r d e n  Unabhäng ig davon wird eine 

Copy-DNS aus d e r RNS o d e r den d a r a u s 

gewonnenen Abschn i t t en ode r a b e r 

aus d e r r e v e r s - t r a n s k r i b i e r t e n DNS aus 

Gewebezellen gewonnen u n d in g le icher 

Weise als Ausgangss to f f ' f ü r na t ive o d e r 

abgewande l t e Id io typ u n d An t i - Id io typ -

A n t i k ö r p e r v e r w e n d e t  Zur p r o p h y l a k -

t i s chen u n d t h e r a p e u t i s c h e n A n w e n d u n g 

können Mischungen d e r An t ikörpe r bezüg-

lich RNS und DNS bzw  d e r e n Abschn i t t e 

v e r w e n d e t w e r d e n  I d i o t y p - A n t i k ö r p e r -

f r a g m e n t e können auch als Vehikel f ü r 

Radionukl ide o d e r chemische Reagent ien 

zu r V e r ä n d e r u n g d e r gene t i s chen I n f o r -

mation v e r w e n d e t w e r d e n ( v g l  P 2456224)  
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V e r f a h r e n zur S y n t h e s e von biologischen Pep t idwi rks to f f en 

DE Nr  : 2819110 8 

vom 29 04 1978 

Zusammen mit P o r c h e r , Ha ra ld , D r r e r n a t , 7000 S t u t t g a r t 

P a t e n t a n s p r u c h 

V e r f a h r e n zu r S y n t h e s e von biologischen 

P e p t i d w i r k s t o f f e n , gekennze ichne t d u r c h 

die Gewinnung von in format iver R ibonu-

k l e in säu re ( iRNS) mit d e r S y n t h e s e i n f o r m a -

tion f ü r A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r gegen die 

biologisch ak t ive G r u p p e des e n t s p r e c h e n -

den Oligo- o d e r Polypept id-Moleküls sowie 

von A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n u n d Gewin-

n u n g von A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e n d e r an t i -

de t e rminan ten G r u p p e d u r c h enzymat i sche 

und bzw  o d e r chemische F r a g m e n t i e r u n g  

Vor l iegendes V e r f a h r e n dient d e r S y n t h e s e 

von P e p t i d w i r k s t o f f e n , wie z B  n i e d e r -

molekularen Regu la t i ons s to f f en des S y n -

t h e s e s t o f f w e c h s e l s in Form von I n h i b i t o r e n , 

R e p r e s s o r e n o d e r S t imula toren , wie auch 

von hormonähnl ichen S t o f f e n  Dabei is t 

e ine A u f k l ä r u n g d e r chemischen S t r u k t u r 

d e s Moleküls n icht e r f o r d e r l i c h  Vielmehr 

werden nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n iso-

l ier te Moleküle als Muster f ü r die Gewin-

n u n g von S to f fen mit ähn l ichen biologi-

schen E i g e n s c h a f t e n v e r w e n d e t , v e r g l e i c h s -

weise wie bei den Isoenzymen, bei d e n e n 

die W i r k g r u p p e , weniger a b e r die Gesamt-

s t r u k t u r des Moleküls f ü r die bestimmte 

Wirkung ve ran twor t l i ch i s t  Der Nachweis 

d e r biologischen Wirkung e r fo lg t d u r c h 

Bioassay , die E r z e u g u n g d iese r funkt ione l l 

ähnl ichen S tof fe d u r c h b e k a n n t e immun-

biologische Methoden, die h i e r in b e s o n d e r e r 

Ve r f ah renswe i se und Reihenfolge v e r w e n -

det w e r d e n  Es werden dabei die i so l ie r ten 

Pep t i dwi rk s to f f e als Ant igen ve rwende t 

zu r Gewinnung e ines p r imären Ant ikör -

p e r s in einem a n t i k ö r p e r e r z e u g e n d e n O r -

ganismus ( v g l  Hans Schmidt : Die 

Grund lagen d e r spez i f i schen T h e r a p i e : Im-

m u n i s i e r u n g d e r T i e r e , B r u n o Schulz Ver -

l ag , Berl in 1940) o d e r a b e r in einem 

in v i t ro System z u r E r z e u g u n g von An-

t i k ö r p e r n in Lymphozyten ode r H y b r i d -

ze l l en -Kul tu ren ( v g l  A  B u s s a r d : Cellular 

hyb r id i s a t i on in immunology: V o r t r a g beim 

4  Europä i schen Immunologie-Meeting, 

B u d a p e s t 12  - 14 4 1978)  Die in v i t ro 

Gewinnung von A n t i k ö r p e r n ha t den Vor-

teil , daß h ie r n u r s e h r ge r inge Ant i -

genmengen e r f o r d e r l i c h s ind u n d d a s 

A n t i k ö r p e r s p e k t r u m d u r c h klonale Ant i -

k ö r p e r s y n t h e s e e i n g e s c h r ä n k t wi rd  Falls 

die Pep t i dwi rk s to f f e n icht a u s r e i c h e n d 

immunogen s i n d , kann ih r e Immunogeni-

tä t d u r c h b e k a n n t e V e r f a h r e n d e r Kom-

p l e t t i e r u n g d u r c h Konjugat ion mit einem 

C a r r i e r o d e r d u r c h V e r w e n d u n g von Ad ju -

v a n t e n v e r s t ä r k t werden ( v g l  C  S t e f -

f e n : Allgemeine u n d exper imente l le Immu-

nologie und Immunpathologie: Georg Thieme 

Ver lag : Her s t e l l ung k o n j u g i e r t e r Ant igene 

5  560)  Zur Re in igung und I so l i e rung 

d e r so gewonnenen Immunglobuline k ö n -

nen die V e r f a h r e n , die ebenfa l l s in C  S t e f -

fen S  562 u f  a n g e g e b e n s i n d , v e r w e n d e t 

w e r d e n  Auch lassen sich d a r a u s Ant i -

k ö r p e r f r a g m e n t e , wie leichte u n d schwere 

Ket ten und das F a b - F r a g m e n t , wie auch 

monovalente A n t i k ö r p e r gewinnen (vg l  

C S t e f f e n : S  571 u f ) , die den A u s g a n g s -
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stoff spez i f i sch b lockie ren und f ü r solche 

Zwecke unmi t t e lba r e ingese tz t werden kön-

n e n , d h  also die A u f h e b u n g e ine r Inh i -

bition ode r Repress ion wie auch a n d e r e r -

se i t s des s t imul ie renden E f f e k t s  

Die I so l i e rung des u r s p r ü n g l i c h e n Pep t id -

w i r k s t o f f e s zu r Gewinnung solcher Immun-

globuline k a n n nach b e k a n n t e n Methoden 

e r f o l g e n , wie sie K  Le tnansky v e r w e n -

det hat ( C h a r a k t e r i s i e r u n g eines t um or -

spez i f i schen Inh ib i to r s aus dem m ü t t e r -

l ichen Anteil d e r R inde rp l azen t a : ö s t e r -

re ich i sche Ze i t schr i f t f  Onkologie Vol  4, 

Nr  2 - 3, S  42 - 45, 1977; v g l  auch Ein-

h e i t s p r ü f u n g f ü r Ant igene bei C  S t e f -

fen S  594)  Die an t ide t e rminan ten G r u p -

pen bzw  die A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e werden 

n u n se lbs t als Immunogen z u r Bi ldung 

e ines zweiten A n t i k ö r p e r s e n t w e d e r in 

vivo o d e r auch in v i t ro nach e n t s p r e c h e n -

den V e r f a h r e n wie bei d e r Gewinnung d e s 

e r s t e n A n t i k ö r p e r s v e r w e n d e t  Dieser 

A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r und b e s o n d e r s 

seine de te rminan te r eak t ive G r u p p e in 

Form von le ichten und schweren Ket ten 

ode r dem F a b - F r a g m e n t haben d iese lbe 

biologische Wirkung , wie d e r pr imär als 

Ant igen v e r w e n d e t e P e p t i d w i r k s t o f f  

Dies läßt sich ebenfa l l s d u r c h Bioassay 

t e s t e n  Die S y n t h e s e d ieses An t i - Id io typ -

A n t i k ö r p e r s k a n n in v i t ro kont inu ie r l i ch 

in Hybr idzel len aus einem Plasmozytom und 

Lymphozyten e r f o l g e n , wobei die Immun-

globuline aus dem Medium d e r Zel lkul tur 

a b g e s c h ö p f t werden und d ieses Medium e r -

n e u e r t w i rd  Die I so l i e rung d ie ses zwei-

t en A n t i k ö r p e r s und die Gewinnung d e r 

an t i de t e rminan t en G r u p p e e r fo lg t nach den 

oben b e s c h r i e b e n e n , bei S t e f f en a n g e g e -

benen V e r f a h r e n  Es ist auch möglich, die 

Syn these in fo rmat ion f ü r d iesen Ant i - Id io -

t y p - A n t i k ö r p e r in v i t ro analog dem V e r -

f a h r e n von D  Jache r t z (Flow of Informa-

tion and gene ac t ivat ion d u r i n g an t ibody 

s y n t h e s i s  Ann  N Y  Acad  Sei  207 

(1973) 122 - 144) als informat ive RNS zu 

gewinnen u n d d iese zur spez i f i schen Sen -

s ib i l i s i e rung von A n t i k ö r p e r - p r o d u z i e r e n -

den Ind iv iduen zu v e r w e n d e n  Der Vor-

teil d i e s e r Methode liegt in d e r Wirksam-

keit g e r i n g s t e r Mengen d iese r in forma-

t iven RNA  Auch kann diese informat ive 

RNA d i r ek t t h e r a p e u t i s c h ve rwende t wer -

den zu r B e h a n d l u n g von K r a n k h e i t e n , bei 

denen eine Insuf f i z i enz in d e r S y n t h e s e 

d e r biologischen Pep t i dwi rk s to f f e b e s t e h t  

Es b e s t e h t die Möglichkeit , daß bei g e n e -

t i s chen Defek ten ü b e r eine r e v e r s e T r a n -

s k r i p t a s e diese Syn these in fo rmat ion auch 

in somatische Zellen aufgenommen werden 

k a n n , so daß d a d u r c h d e r Defekt ü b e r -

b r ü c k t w i r d  

Beispiel 1 

S y n t h e s e von Tumorhemmstof fen , die a u s 

dem ma te rnen Anteil d e r R inde rp l azen ta 

d u r c h F r a k t i o n i e r u n g gewonnen wu r d e n 

( v g l  K  L e t n a n s k y : ö s t e r r e i c h i s c h e 

Ze i t schr i f t f  Onkologie (1977) S  42 - 45) 

u n d die n u r in s e h r g e r i n g e n Mengen aus 

dem Gewebe isoliert we rden k ö n n e n , so daß 

die A u f k l ä r u n g d e r chemischen S t r u k t u r 

und d e r e n S y n t h e s e auf Schwier igkei ten 

s t ö ß t  Es wird dabe i die d u r c h Bioassay 

g e t e s t e t e biologische Frak t ion mit dem 

n i e d r i g s t e n Molekulargewicht als Immunogen 

zu r Sens ib i l i s i e rung A n t i k ö r p e r - e r z e u g e n -

d e r T i e r e , z B  Kan inchen , S c h a f e , 

H ü h n e r u a  ve rwende t und falls das Anti-

gen nicht in a u s r e i c h e n d e r Menge zu r 

ak t iven Immunis ie rung mit Boos t e rung 

z u r V e r f ü g u n g s t e h t , als Immunogen zu r 

Sens ib i l i s i e rung von Lymphozyten-Zel l -

k u l t u r e n bzw  H y b r i d - Z e l l k u l t u r e n  

Der e n t s t e h e n d e A n t i k ö r p e r wird d u r c h 
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Bioassay auf seine Fähigkei t zu r Blockie-

r u n g d e r biologischen Wirkung des u r -

s p r ü n g l i c h e n Ant igens bzw  des Pep t i d -

H a p t e n s , das zum Vollantigen komple t t ie r t 

w u r d e , g e t e s t e t  Durch Absorp t ion und 

Absä t t i gungsme thoden wird d e r spez i f i -

sche A n t i k ö r p e r re in gewonnen und se ine 

an t ide t e rminan te G r u p p e in Form von An-

t i k ö r p e r f r a g m e n t e n isoliert und als Ant igen 

v e r w e n d e t  In v i t ro können iRNA mit d e r 

Syn these in fo rmat ion gegen diese Id io typ -

G r u p p e gewonnen w e r d e n  Diese lassen 

sich d i r ek t t h e r a p e u t i s c h v e r w e n d e n , e b e n -

so a b e r auch zur Sens ib i l i s i e rung von An-

t i k ö r p e r - s p e n d e n d e n Ind iv iduen zu r E r z e u -

g u n g eines A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r s  

Die A n t i k ö r p e r s y n t h e s e k a n n ebenfa l l s in 

v i t ro e r f o l g e n , i n s b e s o n d e r e auch in H y b r i d -

zel len , z B  aus Plasmozytom-Zcllen u n d 

Lymphozy ten  Der gebi ldete A n t i - l d i o t y p -

A n t i k ö r p e r wird d u r c h Adsorp t ion bzw  

A b s ä t t i g u n g nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n iso-

liert und se ine an t ide te rminan te G r u p p e 

bzw  die e n t s p r e c h e n d e n A n t i k ö r p e r f r a g -

mente , die d iese e n t h a l t e n , gewonnen  Die 

biologische Wirkung des zweiten Ant ikör -

p e r s bzw  d e r d a r a u s gewonnenen Ant i -

k ö r p e r b r u c h s t ü c k e werden d u r c h Bioassay 

in gle icher Weise wie u r s p r ü n g l i c h d e r Pep-

t idwi rks tof f g e t e s t e t  Die biologischen Wir-

k u n g e n müssen mit diesem übere ins t im-

men, jedoch n icht die chemische S t r u k t u r  

Beispiel 2 

Es sollen biologische Regu la t i ons s to f f e mit 

ana loger Wirkung wie I n t e r f e r o n , Chalone , 

Wachs tumsfak to ren , Wuchss tof fe wie auch 

Releas ing u n d a n d e r e Pept idhormone ge-

wonnen w e r d e n  Das p r a k t i s c h e Vorgehen 

e n t s p r i c h t jeweils dem Beispiel 1  
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V e r f a h r e n zur Herste l lung von suspendierbaren k o r p u s k u l ä r e n Part ike ln aus k l e b r i g e n , 

molekular langfaser ig v e r n e t z t e n Mater ia l ien 

DE N r  : 35 18 150 8-41 

vom 21 05 1985 

Zusammenfassung 

Aus k l e b r i g e n , molekular l ang fa se r i gen v e r -

ne t z t en Mater ial ien, wie z B  F ib r in , Kolla-

g e n , Elast in o d e r K u n s t s t o f f e n werden 

d u r c h Mahlen in Kä l t e -gehär t e t em Zus tand 

s u s p e n d i e r b a r c Par t ike l gewonnen  Diese 

können während des H e r s t e l l u n g s p r o z e s s e s , 

i n s b e s o n d e r e gegen Vi ren , nach DP 2944278 

bzw  EPA 841 12944 8 s te r i l i s ie r t u n d lyo-

phi l i s ier t w e r d e n  Bei V e r w e n d u n g von 

r e t r a h i e r t e m Fibr in als Ausga ngs s t o f f 

wird eine S t rangu la t ion von l ebenden Zel-

len in e iner Mischsuspens ion ve rmieden  

Patentansprüche 

1  V e r f a h r e n zu r He r s t e l l ung von s u s p e n -

d i e r b a r e n , k o r p u s k u l ä r e n Par t ike ln aus 

s t ab i l en , r e t r ah i e r t em F ib r in , Kollagen ode r 

Elast in als T r ä g e r s t o f f f ü r l ebende Zellen, 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß man die Ma-

ter ia l ien auf T e m p e r a t u r e n u n t e r -70°C a b -

k ü h l t , in e iner t i e f g e k ü h l t e n Mühle ode r 

Homogenisator mahlt und gewünsch t en fa l l s 

lyophi l i s ie r t  

2  V e r w e n d u n g d e r nach A n s p r u c h 1 ge -

wonnenen P r o d u k t e zusammen mit l ebenden 

Zellen zu t h e r a p e u t i s c h e n Zwecken ode r 

zu r Zell- und Gewebezüch tung in v i t r o  

Die E r f i n d u n g ist d u r c h die P a t e n t a n -

s p r ü c h e 1 und 2 d e f i n i e r t  

Klebr ige , molekular l a n g f a s e r i g v e r n e t z t e 

Materialien s ind s t ab i l e s , r e t r a h i e r t e s Fi-

b r i n , Kollagen ode r Elas t in  Sie konn ten 

b i s h e r nicht als s u s p e n d i e r b a r e , k o r p u s -

k u l a r e Par t ike l he rges t e l l t w e r d e n  Solche 

Part ikel können als T r ä g e r s u b s t a n z e n f ü r 

l ebende Zellen t h e r a p e u t i s c h f ü r die Aus-

f ü l l u n g von Gewebedefek ten bei d e r Wund-

h e i l u n g o d e r E inp f l anzung von Implanta-

t en wie auch f ü r die Gewebezüch tung v e r -

wendet w e r d e n  Bei d e r Umwandlung von 

instabilem in s tab i les Fibr in d u r c h den 

B l u t g e r i n n u n g s f a k t o r XIII (F ib r in s t ab i -

l i s i e rende r F a k t o r - F S F ) werden die im in -

s tab i len Fibr in en tha l t enen l ebenden Zel-

len s t r a n g u l i e r t u n d a b g e t ö t e t  E r f i n d u n g s -

gemäß wird desha lb f ü r solche Zwecke 

als A u s g a n g s s t o f f s t ab i l e s , r e t r a h i e r t e s 

Fibrin v e r w e n d e t  Bei d e r Suspens ion d e r 

d a r a u s gewonnenen Par t ike l zusammen 

mit l ebenden Zellen kann zu r V e r n e t z u n g 

Fibr inogen und Thrombin , möglichst ohne 

den F ibr in s t ab i l i s i e renden Faktor ( F S F ) , 

z u g e s e t z t w e r d e n  Die Gewinnung von 

r e t r a h i e r t e m Fibr in o d e r d e r a n d e r e n Aus-

g a n g s s t o f f e e r fo lg t nach b e k a n n t e n Metho-

d e n  Fibr in wird a u s Blutplasma bzw  Fi-

b r inogen gewonnen u n d von Bcglc i t -

s t o f f e n f r e i g e s p ü l t , auf t i e f e r als -70°C 

t i e f g e f r o r e n und in kä l t egehär te tem Zu-

s t and in e ine r t i e f g e k ü h l t e n Mühle ode r 

einem Ilomogenisator p u l v e r i s i e r t  Das e r -

ha l tene Pu lve r kann t h e r a p e u t i s c h unmi t te l -

b a r ve rwende t werden ode r es wird nach 

b e k a n n t e n V e r f a h r e n lyophi l i s ie r t  

Die gewonnenen P r o d u k t e werden vor 

d e r B e n u t z u n g in einem Suspens ions 

mi t te l , das l ebende Zellen, F ibr inogen und 

Thrombin , möglichst ohne den F i b r i n - s t a -

b i l i s i e renden Faktor ( F S F ) , e n t h ä l t , ge-

mischt u n d s u s p e n d i e r t  Die Konsis tenz 
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kann je nach Bedarf von f lüss ig bis pas t en -

a r t ig se in . Die suspend ie rba ren Part ikel 

des Ausgangsmater ia ls können auch in 

v i t ro f ü r die Zell- und Gewebezüchtung 

Verwendung f inden . In gleicher Weise wie 

Fibrin werden auch die anderen k lebr igen 

Materialien au fgea rbe i t e t . 

Beispiel 

Fibrin wird aus Blut , das mit g e r i n n u n g s -

hemmenden Sub s t anzen , wie z . B . Natrium 

citricum oder Hepar in , ve r se t z t i s t , nach 

Abzen t r i fug ie ren d e r Blutzellen aus dem 

Blutplasma und nach Retrakt ion u n t e r 

s ter i len Bedingungen gewonnen und wie-

derhol t von Be gleit Stoffen f r e i g e sp ü l t . 

Es wird dann in flüssigem Stickstoff in 

k le ineren Port ionen e ingef ro ren und in ei-

n e r t i e fgekühl ten Mahlvorr ichtung (Mühle, 

Kugelmühle oder Homogenisator) pu lver i -

s i e r t . Das gewonnene Produkt kann u n -

mittelbar nach dem Auf tauen verwendet 

werden oder es wird nach bekannten Metho-

den lyophi l is ier t . Während de r Eyophilisie-

r u n g kann es se lbs tvers tänd l ich e iner 

Steril isation gegen Mikroorganismen und 

Viren , insbesondere gegen AIDS, u n t e r -

zogen werden . Dabei wird das Subs t r a t 

im Vakuum Dämpfen von Pe r säu ren oder 

von Mischungen von Pe r säuren und den 

e n t s p r e c h e n d e n konzen t r i e r t en Säuren aus -

gese t z t . Die Steri l isat ion kann jedoch auch 

mit den ande ren bekann ten Methoden, wie 

z . B . Bes t rah lung mit ionis ierenden S t r a h -

len oder d u r c h Ant ibiot ikazusätze , d u r c h -

g e f ü h r t we rden . F ü r die Anwendung d e r 

Produkte in Form von Suspens ionen zusam-

men mit lebenden Zellen werden als Sus-

pensionsmittel geeignete Nährmedien und 

Zellen b e n ü t z t . Diesen können Fibrinogen 

und Thrombin , möglichst jedoch ohne den 

Fibrin s tabi l i s ierenden Faktor , f ü r eine 

Gel-Bildung zugesetz t werden . 
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Herste l lung von Präparaten zur spezif ischen Beeinf lussung der humoralen und 

zel lulären Immunreaktion 

DE N r : P 35 13 572 7 

vom 16 04 1985 

Zusammenfassung 

Es werden lösliche Ant igene ode r Al lerge-

ne ode r die nach DPA 3437757 3 u n d Zu-

sa tzanmeldung DPA 3501705 8 sowie 

EPA 85102586 6 gewonnenen biomimetisch 

analog w i rkenden A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r -

p e r bzw  die d a r a u s gewonnenen s e p a r a -

ten ode r k o n j u g i e r t e n an t ide t e rminan ten 

Fragmente als C a r r i e r mit Trop i smus zu 

Immunzellen v e r w e n d e t : 

a ) f ü r die spez i f i s che Immunsuppres s ion 

ode r zu r E r z e u g u n g von Immuntoleranz 

d u r c h wahlweise A n l a g e r u n g ode r B i n d u n g 

an zy to tox i sche , z y t o s t a t i s c h e , an t imeta-

bole , a lky l i e rende S u b s t a n z e n , dimcre 

Alkaloide, F o l s ä u r e - A n t a g o n i s t e n , Radio-

n u k l i d e , Ant ih is taminika sowie Ant i -Men-

k i n - S u b s t a n z e n u n d bzw  ode r E x t r a k t e 

aus allogenem o d e r xenogencm foetalen 

T h y m u s , C l o r i n b z w  T r o p h o b l a s t e n ; 

b) f ü r die spez i f i sche Stimulation d e r immu-

nologischen Abwehr 

d u r c h A n l a g e r u n g ode r B i n d u n g von Ex-

t r a k t e n aus jugendl ichen Lymphkno ten , 

T h y m u s , Milz, Knochenmark , T r a n s f e r -

f ak to r u n d bzw  o d e r Mitogenen  

Die V e r w e n d u n g best immter Al lergene 

bzw  Ant igene und d e r analogen biomime-

t i s chen S tof fe einzeln ode r in Kombination 

ermöglicht geziel te Indika t ionen f ü r P ro -

phy l axe und T h e r a p i e , i n s b e s o n d e r e bei 

a top i schen E r k r a n k u n g e n , bei den v e r -

sch iedenen Immunpa thogenen O r g a n e r k r a n -

k u n g e n einschl ießl ich d e r mult iplen Skle-

r o s e , d e r Myasthenia g r a v i s , den Kollage-

n o s e n , bei nicht voll kompat ib le r O r g a n -

t r a n s p l a n t a t i o n , z u r V e r h i n d e r u n g von 

Arzne imi t t e l res i s t enz du rch induz ie r t e 

immunologische Block ie rung u n d a n d e r e r -

se i t s bei d e r S t imul ie rung des Impf-

s c h u t z e s g e g e n  

Patentansprüche 

1  V e r f a h r e n zur H e r s t e l l u n g von P rä -

p a r a t e n zu r spez i f i schen B e e i n f l u s s u n g 

des Immunsystems d e r humoralen und zel-

lulären A b w e h r , d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , 

daß na tü r l i che lösliche Ant igene ode r 

zum Immunogen komple t t i e r te Haptene 

bzw  Al lergene o d e r die nach DPA 

3437757 3 und DPA 3501705 8 (EPA 

85102586 6) gewonnenen e n t s p r e c h e n d e n 

biomimetisch wi rkenden A n t i - I d i o t y p - A n t i -

k ö r p e r o d e r die d a r a u s gewonnenen s e p a -

r a t e n o d e r k o n j u g i e r t e n ant i de t e rminan t en 

Fragmente als C a r r i e r zu Immunzellen v e r -

wendet w e r d e n : 

a ) Zur Immunsuppres s ion ode r zu r Erzeu-

g u n g von Immuntoleranz d u r c h wahlweise 

A n l a g e r u n g ode r B indung an zy to tox i sche , 

z y t o s t a t i s c h e , ant imetabole , a lky l i e rende 

S u b s t a n z e n , dimere Alkaloide, Fo l säure -

A n t a g o n i s t e n  Radionukl ide , An t ih i s t a -

minika bzw  A n t i - M e n k i n - S u b s t a n z e n , Di-

ä t h y l c a r b a z i n  Dina t r ium-Cromyglyea t bzw  

Nat r iumchromolyn  E x t r a k t e a u s foetalem 

T h y m u s , Chorion bzw  T r o p h o b l a s t , Methyl-

xan t ine und bzw  ode r b lock ie rende S u b -

s t anzen d e r a - R c z e p t o r e n bzw  stimulie-

r e n d e S u b s t a n z e n d e r ß - R e z e p t o r e n ; 

b) z u r spez i f i s chen Stimulation des Immun-

s y s t e m s d u r c h wahlweise A n l a g e r u n g o d e r 
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B indung an Ex t r ak t e aus jugendl ichen 

Lymphkno ten , T h y m u s , Milz, Knochen-

m a r k , Immunmediatoren, T r a n s f e r f a k t o r , 

informat ive R ibonuk le insäuren ode r Des-

o x y r i b o n u k l e i n s ä u r e n f ü r die jeweiligen 

A n t i k ö r p e r s y n t h e s e n und bzw  ode r Mito-

g e n e n  

2  Her s t e l l ung von P r ä p a r a t e n nach An-

s p r u c h l a ) zu r P rophy laxe o d e r Be ha nd -

lung von a top i schen E r k r a n k u n g e n , da -

d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß die jeweils s e n -

s ib i l i s ie renden Al lergene o d e r die biomime-

t i schen Analoga einzeln o d e r kombinier t 

als C a r r i e r v e r w e n d e t w e r d e n  

3  Her s t e l l ung von P r ä p a r a t e n nach An-

s p r u c h l a ) z u r B e h a n d l u n g de r mult iplen 

Sk le rose , d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß 

die na tü r l i chen ode r biomimetischen im-

munopa thogenen O r g a n a n t i g e n e d e s ZNS, 

i n s b e s o n d e r e enzephalogenes Pro te in und 

bzw  oder Myelin des p e r i p h e r e n N e r v e n -

sys t ems als C a r r i e r v e r w e n d e t w e r d e n  

4  H e r s t e l l u n g von P r ä p a r a t e n nach An-

s p r u c h l a ) zu r Behand lung von Myasthenia 

g r a v i s , d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß 

Ace thy lcho l in -Rezep to ren d e r n e u r o - m u s k u -

lä ren Endp la t t en ode r e n t s p r e c h e n d e bio-

mimetische Ant igene als C a r r i e r v e r w e n -

de t w e r d e n  

5  Her s t e l l ung von P r ä p a r a t e n nach An-

s p r u c h l a ) zu r B e h a n d l u n g von immuno-

p a t h o g e n e n O r g a n e r k r a n k u n g e n z B  von 

S c h i l d d r ü s e , L e b e r , Nie re , P a n k r e a s , Lun -

g e , T h y m u s , Nebenn ie r e , B l u t g e f ä ß e n , Ge-

l e n k e n , Kollagenosen und Sens ib i l i s i e run-

gen gegen Hormone und Enzyme , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß die sens ib i l i s i e ren-

den Ant igene ode r i h r e biomimetischen Ana-

loga als C a r r i e r ve rwende t w e r d e n  

6  Her s t e l l ung von P r ä p a r a t e n nach An-

s p r u c h l a ) zu r P rophy laxe und T h e r a p i e 

von A b s t o ß u n g s r e a k t i o n e n nach O r g a n -

t r a n s p l a n t a t i o n e n , d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , 

daß die n ich t -kompat ib len Histokompati-

b i l i t ä t san t igene bzw  O r g a n a n t i g e n e ge-

gen die k r a n k h e i t s b e d i n g t eine Sens ib i -

l i s i e rung b e s t e h t , als C a r r i e r ve rwende t 

w e r d e n  

7  Her s t e l l ung von P r ä p a r a t e n nach An-

s p r u c h l a ) zu r V e r h i n d e r u n g e iner immu-

nologischen Block ie rung d e r Wirksamkeit 

von immunogenen Arzneimit te ln , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß die an t igenen Fakto-

r e n o d e r die e n t s p r e c h e n d e n biomimeti-

s chen Analoga als C a r r i e r ve rwende t wer -

den  

8  H e r s t e l l u n g von P r ä p a r a t e n nach An-

s p r u c h l b ) z u r S t imul ie rung d e r Abwehr -

f u n k t i o n e n gegen I n f e k t i o n s e r r e g e r (Bak -

t e r i e n , V i r e n ) , Endo- und Exo tox inen , 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß die jeweili-

gen Impfvacc ine o d e r die analogen biomi-

met ischen Impfs to f fe gle ichzei t ig ode r ze i t -

lich g e t r e n n t zu r Immunis ie rung als 

C a r r i e r b e n ü t z t w e r d e n  

9  Hers t e l lung von P r ä p a r a t e n nach An-

s p r u c h l b ) zu r S t imul ie rung d e r Ab w e h r -

funk t i onen gegen Malignome, d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß die tumorassoz i i e r t en 

Ant igene ode r embryo- foe ta len Ant igene 

o d e r e n t s p r e c h e n d e n biomimetischen Ana-

loga als C a r r i e r b e n ü t z t w e r d e n  

10  Her s t e l l ung von P r ä p a r a t e n nach An-

s p r u c h l b ) zu r allgemeinen Immunstimu-

l i e r u n g , d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß 

Zel lmembran-Ant igene a u s B- u n d T-Lympho-

zy ten ode r die e n t s p r e c h e n d e n biomime-

t i s chen Analoga als C a r r i e r b e n ü t z t wer -

d e n  

B e s c h r e ib u n g 

Die spez i f i sche B e e i n f l u s s u n g d e r humora-

len und zel lulären A b w e h r v o r g ä n g e des 

Immunsystems war b i s h e r u n b e f r i e d i g e n d  

F ü r P rophy laxe u n d The rap i e bie te t je-
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doch eine an t i gensp ez i f i s che S u p p r e s s i o n 

a n d e r e r s e i t s eine Simul ie rung des Immun-

sys tems viele spezielle Anwendungsmög-

l ichke i ten  

Bei vor l iegendem V e r f a h r e n wird die Fähig-

keit zu r E r k e n n u n g d e s An t igens bzw  Al-

l e rgens d u r c h Immunzellen f ü r die se lek-

t ive B e e i n f l u s s u n g d e r s e l b e n b e n u t z t , in-

dem spez i f i sche Ant igene o d e r Al lergene 

bzw  biomimetisch e n t s p r e c h e n d wi rkende 

A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r , d e r e n a n t i d e t e r -

minante F r a g m e n t e , die einzeln ode r mit-

e inande r zu Vol lant igenen kon jug i e r t an -

gewandt we rden als T r ä g e r s t o f f e ( C a r r i e r ) 

e i n e r s e i t s , f ü r S t o f f e , die die Immunfunk-

tion so lcher Zellen hemmen ode r d iese Zel-

len se lekt iv v e r n i c h t e n , so daß wei te re 

Immunreakt ionen ausb le iben und a n d e r e r -

se i t s d iese Immunzellen in i h r e r Funk t ion 

s t imul ieren u n d z u r Prol i fe ra t ion a n r e g e n , 

so daß die Immunantwort gegen die v e r -

wende ten C a r r i e r se lekt iv v e r s t ä r k t w i rd  

Als C a r r i e r werden jeweils die Ant igene 

ode r Al le rgene bzw  die zum Vollantigen 

komple t t i e r t en Haptene v e r w e n d e t , gegen 

die die Immunreakt ion v e r ä n d e r t we rden 

soll  Es k ö n n e n jedoch auch e n t s p r e c h e n d e 

biomimetisch wirksame S to f fe v e r w e n d e t 

w e r d e n , die nach DPA 3437757 3 u n d DPA 

3501705 8 sowie EPA 85102586 6 gewonnen 

w e r d e n  Es hande l t sich dabei um Ant i -

I d i o t y p - A n t i k ö r p e r ode r die d a r a u s gewon-

nenen s e p a r a t e n ode r k o n j u g i e r t e n a n t i -

de t e rminan ten F r a g m e n t e  D a d u r c h k ö n -

nen b e s o n d e r s s chwer e r r e i c h b a r e n a t ü r -

liche Haptene o d e r Ant igene sowie Tox ine , 

die nach S c h ä d i g u n g mit ion i s i e renden 

S t r ah l en u n d nach V e r b r e n n u n g e n e n t -

s t e h e n , ebenso T u m o r m a r k e r , DNS u n d 

RNS, Pro te ide o d e r P ro t e ine , immunolo-

gisch imitiert w e r d e n  Die v e r s c h i e d e n e n 

A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r bzw  - F r a g m e n t e 

werden g g f  mit b iologischen T r ä g e r s t o f -

fen chemisch kovalent k o n j u g i e r t  Auch 

lassen sich na t ive Allergene bzw  Aller-

gen-Analoga einzeln ode r in Mischungen , 

z B  aus B lü ten - oder G r ä s e r - P o l l e n , Haus -

s t a u b u a  , wie sie z T  kommerziell h e r -

gestel l t w e r d e n , v e r w e n d e n  Als Allergene 

und d e r e n Analoga können alle möglichen 

Ar ten d i e n e n , i n s b e s o n d e r e Ant igene von 

Mikroorganismen (Bak te r i en und V i r e n ) , 

Pflan zen sowie Gewebeant igene und Fak to-

r e n , die zu immunpathogenen E r k r a n k u n -

gen f ü h r e n  Auch Arzneimit te l , gegen 

die s ich Immunreakt ionen a u s b i l d e n , können 

z u r Desens ib i l i s i e rung o d e r zu r E r z e u g u n g 

von Immuntoleranz ve rwende t w e r d e n  

Es l assen sich auch immunologisch b e d i n g -

t e Res i s t enzen gegen Arzneimit te l a u f -

g r u n d d e r Block ie rung d e r s e l b e n d u r c h 

A n t i k ö r p e r v e r h i n d e r n , ode r b e s e i t i g e n , 

ohne daß d e r biologische Wirkungsmecha-

nismus des Arzneimi t te l s , z B  auf den 

S tof fwechse l ode r auf gene t i sche Regula -

t ionen b e e i n t r ä c h t i g t w i rd  

Zur spez i f i schen V e r h i n d e r u n g e ine r Im-

m u n i s i e r u n g gegen best immte Ant igene 

o d e r Al le rgene , zu r Immunsuppress ion 

o d e r E r z e u g u n g von Immuntoleranz wer -

den die sens ib i l i s e renden Fak to ren als 

C a r r i e r wahlweise von zy to tox i schen und 

z y t o s t a t i s c h e n S u b s t a n z e n , i n s b e s o n d e r e 

Antimetaboli te wie 6 -Mercap topur in u n d 

T h i o g u a n i n , A z a s e r i n , Duazomyzin A und 

Mitomycin, F luoru raz i l , Th iouraz i l , den 

Fo l säu re -An tagon i s t en Me tho th rexa t , Ame-

t h o p t e r i n , Aminopter in , Actinomycine sowie 

S t o f f e n , die die P r o t e i n s y n t h e s e hemmen, 

z B  Puromycin , S t r ep tomyc in , E r y h t r o -

myein , Chloramphenicol , Ricin u n d Diph the -

r i e t o x i n , ebenso Diaminoacredine, z B  

Acr i f lav in u n d dimäre Alkaloide wie Vin-

b las t in u n d Vinc r i s t i n , dann a b e r auch Ra-

d ionuk l ide , Antihis taminika bzw  Anti-Men-

k i n - S u b s t a n z e n , D iä thy lca rbaz in , Dina t r ium-
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Cromyglycat bzw  Nat r iumchromolyn, 

Cyc lospor in , E x t r a k t e aus foetalem T h y m u s , 

Chorion bzw  T r o p h o b l a s t , Methylxant ine 

und bzw  ode r b lock ie rende S u b s t a n z e n d e r 

a - R e z e p t o r e n bzw  s t imul ie rende S u b s t a n z e n 

de r 3 - R e z e p t o r e n v e r w e n d e t  Sie s ind ge -

e i g n e t , einzeln ode r in Kombination a n g e -

lager t , ode r an die Carr ie r -Moleküle ko-

valent g e b u n d e n zu w e r d e n  Zur spez i f i -

s chen Stimulation d e r Immunreakt ionen 

werden wahlweise E x t r a k t e a u s j u g e n d -

l ichen Lymphkno ten , T h y m u s , Milz, Kno-

c h e n m a r k , ebenso Immunmediatoren, ( I n -

t e r l e u k i n e , I n t e r f e r o n u a )  T r a n s f e r -

f a k t o r , informat ive R ibonuk le insäuren 

ode r D e s o x y r i b o n u k l e i n s ä u r e n f ü r die 

jeweilige A n t i k ö r p e r s y n t h e s e und bzw  

ode r Mitogene, z B  Concanaval in A, P h y -

tohämagglu t in in und Pokeweedmitogen 

sowie P r o d u k t e von Bak te r i en , Metallionen 

u n d Polynukleo t ide , ebenso s t imul ierende 

S u b s t a n z e n d e r a -Rezep to ren wie auch 

8 - R e z e p t o r e n - B l o c k e r , einzeln ode r in 

Kombination v e r w e n d e t  

Die A n l a g e r u n g d e r modif iz ierenden Fak to-

r e n f ü r die Immunreakt ion an die C a r r i e r 

e r fo lg t d u r c h die Inkuba t ion d e r als Lö-

s u n g vor l i egenden Komponenten ode r Lö-

s u n g d e r Bes tand te i l e , die in Trockenform 

v o r l i e g e n , d u r c h die a n d e r e f lüss ige Kom-

p o n e n t e  Es l a s sen sich a b e r auch alle mög-

l ichen Methoden zu r chemischen Konjuga-

tion d e r Fak to ren v e r w e n d e n , so z B  die 

K u p p l u n g als D iazon ium-Verb indung , die 

B e h a n d l u n g mit Zyana ten , die Umsetzung 

mit C a r b o b e n z o x y - V e r b i n d u n g e n , d a s 

C u r t i u s ' s c h e A z i d - V e r f a h r e n , das Oxazolon-

V e r f a h r e n , die Konjugat ion mit Polysaccha-

r i d e n nach W J T  Morgan, V e r b i n d u n g 

mit C a r b o x y h y d r a t e n , Py r id in -E iwe iß -Ver -

b i n d u n g e n , V e r b i n d u n g e n mit S u l f h y d r i l -

G r u p p e n zu D i su l f i d -Brücken u a  ( v g l  

A  Schmidt : F o r t s c h r i t t e d e r Serologie , 

S  67 u f , Die t r ich Ste inkopf Ver l ag , 

Da r m s t a d t , 1955; Helmut Friemel: Immu-

nologische Arbe i t sme thoden , S  480 u f  , 

Gus tav F i scher Ver lag , 1984)  

Zur Immunsuppress ion und E r z e u g u n g 

von Immuntoleranz sollen die Hemmstoffe 

mindes t ens in äqu iva len ten Molekül-Men-

gen mit den Carr ie r -Molekülen ve rwende t 

w e r d e n  Sie können jedoch auch ein m e h r -

f aches b e t r a g e n  Die Dos ie rung e r fo lg t 

nach den E r k e n n t n i s s e n ü b e r die I n d u k -

tion e iner Immunantwort bzw  die E rzeu -

g u n g von Low- o d e r H igh -Zone -To le r anz  

Bei b e s t e h e n d e r Sens ib i l i s i e rung u n d v o r -

h a n d e n e n humoralen A n t i k ö r p e r n ode r Im-

munzellen f ü r die v e r z ö g e r t e Immunreak-

tion bzw  e iner Granu lomen t s t ehung ist 

es zweckmäßig  Konzen t ra t ionen im n g -

mg/ml Ant igen ü b e r l änge re Ze i t spannen 

wiederholt zu app l i z i e r en  Bei Aus lösung 

e ine r Immuntoleranz bei e ine r nicht a k t u e l -

len Sens ib i l i s i e rung ohne e r k e n n b a r e Im-

munreak t ion z B  p räsa i sona l bei a top i -

schen E r k r a n k u n g e n , zu r V o r b e h a n d l u n g 

e ine r O r g a n t r a n s p l a n t a t i o n o d e r zu r V e r -

h i n d e r u n g e iner immunologischen Blockie-

r u n g von Arzneimit te ln können hohe Kon-

zen t r a t ionen des Ant igens von ug - mg bei 

g le ichzei t iger Applikat ion d e s Hemmstoffes 

e r f o l g e n  Bei a l l e rg i schen E r k r a n k u n g e n 

ist die gleichzei t ige Kombination mit Ant i -

his taminika bzw  Ant i -Menk in -S to f f en u n d 

einem oder m e h r e r e n a n d e r e n i m m u n s u p p r e s -

s iven Fak to ren ebenso wie die wiederhol te 

Anwendung h ö h e r e r V e r d ü n n u n g e n in an -

s t e igenden Konzen t ra t ionen wicht ig  Im 

k r a n k h e i t s f r e i e n In t e rva l l k ö n n e n jedoch 

höhe re Konzen t ra t ionen in g r ö ß e r e n Ab-

s t änden angewand t w e r d e n S o b a l d Immun-

to leranz gegen ein Arzneimit tel vo r l i eg t , 

kann d ieses auch ohne zusä tz l iche Immun-

modulatoren angewand t w e r d e n  Absolu te 

Angaben ü b e r die Art d e r Kombination 
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d e r C a r r i e r sowie d e r als Immunmodulatoren 

ve rwende t en S u b s t a n z e n , wie auch d e r Men-

gcnre la t ionen und D o s i e r u n g , s ind wegen 

den Un te r sch ieden d e r S u b s t a n z e n und 

den individuel len Ver sch iedenhe i t en nicht 

möglich  Die e insch le ichende D o s i e r u n g in 

Art d e r E r z e u g u n g e iner Low-Zone-Toleranz 

ermöglicht es j edoch , nachte i l ige Reakt ionen 

zu ve rme iden  

Zur spez i f i schen Stimulation d e r immuno-

logischen Abwehr werden die Ant igene zu -

sammen mit den S t imula t ions fak toren in 

g le icher Weise appl iz ier t und dos ie r t wie bei 

d e r Indukt ion d e r A n t i k ö r p e r b i l d u n g bzw  

d e r B o o s t e r u n g  Durch die Kombination 

k a n n die Dos i e rung jedoch bis auf die Hälf-

te d e r sons t übl ichen Dos i e rung des Ant i -

gens ohne Zusa t z s to f f e r e d u z i e r t w e r d e n  

Im Gegensa tz zu r A n w e n d u n g von A d j u v a n -

t ien werden die S t imula t ions fak to ren s p e -

zif isch an den zu sens ib i l i s i e renden Immun-

zellen wirksam  

Beispiel 1 

Zur p räsa i sona len P r o p h y l a x e , wie auch 

d e r T h e r a p i e e iner Atopie gegen ein ode r 

m e h r e r e exogene Al le rgene , werden d iese 

nach v o r h e r i g e r A l l e r g e n t e s t u n g als kom-

merzielle P r ä p a r a t e einzeln ode r als Aller-

genmischung ode r a b e r die e n t s p r e c h e n d e n 

biomimetischen A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r p r ä -

pa ra t ionen ( v g l  DPA 3437757 3, DPA 

3501705 8 sowie EPA 85102586 6) als 

C a r r i e r f ü r f u n k t i o n s - und ze l l schädigende 

S tof fe v e r w e n d e t  Es werden h i e r ein Al-

kaloid sowie ein Hemmstoff d e r A n t i k ö r p e r -

b i l d u n g e ingese tz t und die beiden u n t e r -

schiedl ichen Bes tand te i l e g e t r e n n t an den 

C a r r i e r g e b u n d e n  Die be iden kombinier ten 

Bes tand te i l e werden dann im Verhä l tn i s 1:1 

zusammengemischt  Es w e r d e n dabei v e r -

wendet : 

1  Eine Kombination von Allergen bzw  

dem biomimetischen Analogon zusammen 

mit dem Alkaloid Vincr i s t in im molekula-

r en Verhä l tn i s 1:2 Antei len  

2  Eine Kombination von Al lergen bzw  

dem biomimetischen Analogon mit Natr ium-

cromolyn im Verhä l tn i s 1 :1  

Zur Vermeidung von a n a p h y l a k t i s c h e n 

Reakt ionen b e s o n d e r s bei d e r saisonalen 

A n w e n d u n g wird ein An t ih i s t aminpräpa ra t 

u n d / o d e r An t i -Menk in -S to f fe sowie er Re-

z e p t o r e n - B l o c k e r ( z B  Phenoxybenzamin) 

u n d ß -Rezep to ren -S t imulan t i en ( z B  

I sop ro t e reno l ) und bzw  ode r Methyl-

xan t ine ( z B  Theophyl l in ) in u n t e r s c h w e l -

l igen t h e r a p e u t i s c h e n Konzen t ra t ionen 

z u g e s e t z t  

Die Fak to ren d e r Lösungen 1 und 2 kön-

nen chemisch kovalent g e b u n d e n w e r d e n , 

d u r c h a lky l i e rende Reagent ien z B  Te-

t r amin , Busu l fan ode r d u r c h B r ü c k e n b i l -

d u n g d u r c h Diazot ie rung ( v g l  B e s c h r e i -

b u n g )  Auch können die Fak to ren d u r c h 

v o r h e r i g e Inkuba t ion nicht kovalent ad -

s o r p t i v g e b u n d e n w e r d e n  Auch a n d e r e 

Mi sc hungsve rhä l t n i s s e s ind möglich  Zur 

Umstimmung des Immunsystems können 

auch Gewebeex t r ak t e aus foetalem Thymus 

und dem foetalen Anteil d e r Plazenta 

( T r op h ob l a s t ode r Chor ion) mi tverwendet 

w e r d e n  

Beispiel 2 

Es sollen P r ä p a r a t e z u r spez i f i schen Im-

m u n s u p p r e s s i o n d e r humoralen u n d zel lu-

lären Au tosens ib i l i s i e rung bei Multipler 

Sk le rose he rges t e l l t w e r d e n  Als C a r r i e r 

wird dazu enzepha l i togenes Prote in ( v g l  

Kib le r , R F , S h a p i r a , R  "Isolation and 

p r o p e r t i e s of an encephal i togenic p ro te in 

from bov ine , r abb i t and human cen t r a l 

n e r v o u s system t i s s u e " J  Biol  Chem  243 
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281 (1968) ) , sowie Myelin des p e r i p h e r e n 

N e r v e n s y s t e m s ( v g l  P a t e r s o n  P Y  "The 

demyel ina t ing d i s e a s e s : clinical and e x p e r i -

mental e o r r e l a t e s " in Immunological Diseases 

S a m p t e r , M ( e d ) 2nd e d  Li t t le , Brown 

Boston 1971) v e r w e n d e t  

Es k ö n n e n auch die immunologisch imitie-

r e n d e n A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r ode r de -

r e n zum Ant igen k o n j u g i e r t e n an t ide te rmi -

n a n t e n Fragmente ve rwende t w e r d e n  Bei-

de Gewebebes tand te i l e ode r die biomimeti-

schen Analoga werden g e t r e n n t vone inan -

d e r mit P r o e t i n s y n t h e s e - h e m m e n d e n S to f -

f e n , z B  Ery th romyc in o d e r Chloramphe-

nicol im molekularen Verhä l tn i s von 3:1 

Teilen adso rp t i v ode r kovalent an die 

C a r r i e r g e b u n d e n  Es können dazu auch 

F o l s ä u r e - A n t a g o n i s t e n , wie Methot rexat 

ode r Aminopter in ve rwende t w e r d e n  Auch 

k ö n n e n die be iden Ant igene als T r ä g e r f ü r 

un t e r s ch i ed l i ch immunsuppres s ive Chemo-

t h e r a p e u t i k a d i enen  Die g e t r e n n t k o n j u -

g i e r t en Antei le w e r d e n mi te inander v e r -

e in ig t  Eine e twaige kova len te B i n d u n g 

mit den T r ä g e r s t o f f e n e r fo lg t e n t s p r e c h e n d 

d e r B e s c h r e i b u n g  Es können auch Mischun-

gen d e r immunsuppres s iven S u b s t a n z e n 

mit Mischungen d e r Ant igene inkub ie r t 

o d e r chemisch k o n j u g i e r t w e r d e n  

Beispiel 3 

Es sollen P r ä p a r a t e z u r B e h a n d l u n g d e r 

Myasthenia g r a v i s he rges t e l l t w e r d e n  

Dazu wird d e r aus dem T o rp e d o f i s c h iso-

l ier te Ace ty l -Cho l in -Rezep to r als C a r r i e r 

v e r w e n d e t ( v g l  P a t r i c k , J , L inds t rom, 

J : "Autoimmune r e s p o n s e t o ace ty lcho-

line r e z e p t o r " Science 180, 821 (1973) )  

Es können auch a n d e r s a r t i g e O r g a n a n t i -

gene ( v g l  V e t t e r s , J M , Simpson, J A , 

Fo lka rde , A , "Exper imental myas then ia 

g r a v i s " Lancet 2, 29 (1969)) einzeln ode r 

als Mischung mit den Ace ty l -Chol in -Re-

zep to ren ve rwende t werden oder a b e r 

die e n t s p r e c h e n d e n analogen Ant i - Id io-

t y p - A n t i k ö r p e r bzw  d e r e n an t ide te rmi -

nan t e G r u p p e n , die zum Immunogen kon-

jug ie r t s i n d  An die als C a r r i e r v e r w e n -

de t en O r g a n a n t i g e n e o d e r an de ren bio-

mimetische Analoga werden zel lmembran-

ly s i e r ende S to f fe wie Phosphol ip ide , Lyso-

lec i th in , Ricin o d e r Diph the r i e tox in zu r 

S c h ä d i g u n g o d e r V e r n i c h t u n g d e r au to -

sens ib i l i s i e r t en Immunzellen a d s o r p t i v 

ode r kovalent g e b u n d e n  

Beispiel 4 

Zur Behand lung von immunopathogenen 

O r g a n e r k r a n k u n g e n werden die jeweiligen 

O r g a n a n t i g e n e , gegen die eine Au tosens i -

b i l i s i e rung b e s t e h t , nach b e k a n n t e n V e r -

f a h r e n , z B  d u r c h Af f in i t ä t sch romato -

g rap h i e an den g e b u n d e n e n pa thogenen 

A n t i k ö r p e r ( v g l  auch EPA 80106066) iso-

l i e r t  Ober die O r g a n - A u t o - A n t i g e n e 

können I d i o t y p - A n t i k ö r p e r gewonnen wer -

den und aus d iesen wie auch aus den p r i -

mären A u t o - A n t i k ö r p e r n die imi t ie renden 

A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r als biomimetische 

Analoga d e r O r g a n a n t i g e n e  Sowohl die 

i so l ie r ten O r g a n a n t i g e n e , wie auch d e r e n 

biomimetische Analoga werden als C a r r i e r 

f ü r die immunsuppres s iven ode r ze l l schä-

d igenden S u b s t a n z e n v e r w e n d e t  

Als A u s g a n g s s t o f f e f ü r die Gewinnung d e r 

O r g a n - A n t i g e n e d ienen S c h i l d d r ü s e , L e b e r , 

Nie re , P a n k r e a s , L u n g e , T h y m u s , Neben-

n i e r e , B l u t g e f ä ß e , Gelenke , Musku la tu r 

ebenso wie auch Hormone, z B  Pro teo-

hormone , i n s b e s o n d e r e d e r Hypophyse 

sowie Thyreog lobu l in und Insu l in , sowie 

Enzyme gegen die im Organ i smus eine 

Autosens ib i l i s i e rung b e s t e h t  Als immuno-

logisch hemmende o d e r die jeweiligen Klone 
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d e r sens ib i l i s i e r t en Immunzellen (Plasma-

zel len, B- und T - L y m p h o z y t e n ) s chäd i -

gende ode r v e r n i c h t e n d e S to f f e werden 

z B  Mitomycin ode r F luoru raz i l , Act ino-

mycin , Puromycin , V inc r i s t i n , Chloramphe-

nicol , einzeln o d e r wie in den v o r h e r g e h e n -

den Beispielen in Kombinationen a d s o r p t i v 

ode r kovalent g e b u n d e n  I n s b e s o n d e r e 

können Kombinationen von Zytos ta t ika 

ve rwende t w e r d e n , wie sie in d e r moder-

nen K r e b s t h e r a p i e üblich s i n d  z B  Mito-

mycin C, Methyl-CCNU und Cyclophos-

phamid bzw  5 FU, Methyl-CCNU, Vin-

c r i s t in ode r 5 FU , BCNU, Vincr i s t in und 

DTIC  Auch sind die n e u e r e n immunsup-

p r e s s i v e n S u b s t a n z e n , wie Cyclospor in A, 

Levamisol und Dapson zur Konjugat ion mit 

den sens ib i l i s i e renden S to f fen gee igne t  

Als zy to t rope C a r r i e r können z B  bei Lu-

p u s e ry thema todes auch Nuk le insäu ren 

(DNA u n d RNA) und Bes tandte i le von 

Mitochondrien bzw  die e n t s p r e c h e n d e n 

A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r und d e r e n an t i -

de tewninanten Bes tand te i l e v e r w e n d e t w e r -

d e n  

Beispiel 5 

Zur P rophy laxe und The rap i e von A b s t o -

ßungs reak t i onen nach O r g a n - bzw  Gewebe-

t r a n s p l a n t a t i o n e n werden als C a r r i e r die 

jeweiligen His tokompat ib i l i t ä t s -Ant igene , 

d u r c h die sich d e r S p e n d e r - vom Emp-

f ä n g e r o r g a n i s m u s u n t e r s c h e i d e t sowie 

bei k r a n k h e i t s b e d i n g t e r Autosens ib i l i s ie-

r u n g die e n t s p r e c h e n d e n O r g a n a n t i g e n e 

ode r a b e r die jeweiligen biomimetischen Ana-

loga in Form d e r A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r 

v e r w e n d e t  Die I so l i e rung d i e se r Fak to ren 

e r fo lg t d u r c h immunologische Methoden 

(vg l  Billingham R E : "Tissue t r a n s p l a n -

ta t ion : Scope and p r o s p e c t " Science 153, 

266 (1966); Mervil le, J P  "Human t i s s u e 

t r a n s p l a n t a t i o n " Adv  Immunol  7, 276 

(1967) )  

Als ze l l schäd igende S u b s t a n z e n werden 

wahlweise einzeln ode r in Kombination 

Cyclospor in A o d e r Aza th iopr in , Vin-

b las t in und bzw  o d e r Radionukl ide wie 

J -131 , P-32 , Au-198, Y-90, Co-60, Co-137 

a d s o r p t i v o d e r kovalent an die C a r r i e r ge -

b u n d e n  

Beispiel 6 

Zur Vermeidung von nachte i l igen Immun-

reak t ionen ode r d e r immunologischen Blok-

k i e r u n g d e r Wirksamkeit von immunogenen 

Arzneimi t te ln , die f ü r eine D a u e r s u b s t i t u -

tion e r f o r d e r l i c h s i n d , wie z B  Pro teo-

hormone , Enzyme o d e r makromolekulare 

O r g a n e x t r a k t e o d e r d e r e n biomimetische 

Analoga, i n s b e s o n d e r e zu r B e h a n d l u n g von 

gene t i sch b e d i n g t e n Enzymopa th ien , c h r o -

mosomalen A b e r r a t i o n e n , Malignomen u a  

wird zur Ein le i tung d e r The rap i e eine im-

munologische Toleranz gegen die Arzne i -

mittel d a d u r c h e r z e u g t , daß diese als 

C a r r i e r f ü r zy to tox i sche , zy to ly t i sche 

o d e r zy tos t a t i s che S to f fe ve rwende t wer -

d e n , wie man sie in d e r Chemotherap ie 

von Tumoren ode r z u r Vermeidung von 

A b s t o ß u n g s r e a k t i o n e n u n a b h ä n g i g vom 

Ant igen a n w e n d e t  Durch V e r w e n d u n g 

d e r z y t o t r o p e n C a r r i e r wird d a s ü b r i g e 

Immunsystem wei tgehend f ü r e r w ü n s c h t e 

Immunreakt ionen g e s c h o n t  Sobald d u r c h 

hohe D o s i e r u n g d e r Konjugate die Immun-

to leranz gegen den C a r r i e r he rges t e l l t 

i s t , kann das Arzneimit te l allein u n t e r 

t o l e r a n z e r h a l t e n d e n B e d i n g u n g e n wei ter 

v e r a b f o l g t w e r d e n  Bei malignen E r k r a n -

k u n g e n k a n n jedoch die Kombinat ionsbe-

h a n d l u n g mit hohen Dos ie rungen d e r p r i -

mär immunogenen Arzneimit te l , z B  Bio-

logical r e sponse modif iers (Organpep t iden 
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- und Pro te inen) unabhängig von d e r Che-

motherapie we i t e rge führ t werden. 

Beispiel 7 

Zur spezif ischen St imulierung de r Abwehr-

funk t ionen gegen I n f e k t i o n s e r r e g e r (Bak-

te r ien oder Viren) wie auch gegen Endo-

und Exotoxine werden die jeweiligen Anti-

gene oder analogen biomimetischen Stoffe 

als Car r i e r f ü r Protein- oder P e p t i d - F r a k -

t ionen von Ex t rak ten aus jugendlichen 

Lymphknoten , Thymus , Milz und bzw. 

oder Knochenmark v e r w e n d e t . Die Organ -

p r ä p a r a t e werden nach bekann ten Ver -

f a h r e n herges te l l t (vg l . EPA 80106066 u . a . ) 

Es werden ß-Rezeptoren-Blocker und Im-

munmediatoren ( I n t e r f e r o n , In te r leuk ine) 

sowie Mitogene, z . B . Phytohämagglut in in , 

Pockweedext rakte und bzw. oder Concana-

valin A zusätzl ich adsorp t iv an die Anti-

gene angelager t oder kovalent an diese 

e n t sp r e c h e n d d e r Beschre ibung geb unden . 

Beispiel 10 

Es werden tumorassozi ier te Antigene und 

bzw. oder embryofoetale Antigene oder 

de ren biomimetische Analoga in Form de r 

Ant i - Id io typ-Ant ikörper bzw. de ren ant i -

de terminante Bestandtei le als Car r i e r f ü r 

immunstimulierende Stoffe in Form von 

T r a n s f e r f a k t o r bzw. Immun-( informative) 

RNA oder DNA aus Zellen des Immunsystems, 

die in v i t ro enzymatisch vermehr t worden 

sind von an gleichart igen Tumoren E r k r a n k -

ten verwendet sowie Mediatoren aus Lympho-

zyten und Pep t idex t rak ten aus jugendlichem 

Thymus bzw. die e n t s p r e c h e n d e n Thymus-

hormone wie z . B . Thymosin 1. 

Beispiel 9 

Zur allgemeinen Immunstimulation des Or -

ganismus werden Zellmembran-Antigene 

aus Plasmazellen, B-Lymphozyten und 

T-Helferzel len oder die en t sp rechenden 

biomimetischen Analoga als Car r i e r f ü r 

Phytohämagglut inin und Dinitrochlorbenzol 

(DNCB) ve rwende t . 
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V e r f a h r e n zur immunologischen Sensibi l is ierung von Tei len einer permanent gezüchte ten , 

nicht sensibi l is ierten Zell inie von malignen Zellen des Immunsystems oder von 

Hybridomzel len 

DE N r : 35 09 153 3-41 

vom 14 03 1985 

Zusammenfassung 

Es werden t r a n s f o r m i e r t e ode r maligne Zel-

len d e s Immunsys tems sowie Hybridomzel-

len a u s Immunzellen und malignen Zellen, 

die ke ine immunologische Sens ib i l i s i e rung 

ode r A n t i k ö r p e r b i l d u n g e r k e n n e n l a s sen , 

in Kul tu r gezüch te t und Teile davon in 

v i t ro sens ib i l i s i e r t  I n s b e s o n d e r e werden 

dazu fu s ion i e r t e Zellen humanen U r s p r u n g s 

v e r w e n d e t  Die Sens ib i l i s i e rung e r fo lg t 

d u r c h Zusatz von iRNA o d e r iDNA mit d e r 

Syn these in fo rma t ion f ü r bestimmte Anti-

k ö r p e r u n d / o d e r mit dem e n t s p r e c h e n d e n 

Antigen zum Nährmedium  Gegebenenfa l l s 

werden die Hybridomzellen in Mischkul tur 

mit Immunzellen aus Lymphkno ten , Thymus 

u n d / o d e r Milz g e z ü c h t e t  Auch können Ex-

t r a k t e aus solchen Zellen bzw  Geweben 

ode r d a r a u s isol ier ten o d e r e n t s p r e c h e n d 

küns t l i ch s y n t h e t i s i e r t e n immunologischen 

Mediatoren u n d Mitogene d e r Hybridomzell-

k u l t u r zugese tz t w e r d e n  Die Selekt ion, 

Z ü c h t u n g und A n t i k ö r p e r g e w i n n u n g aus 

den sens ib i l i s i e r t en Hybridomzellen e r fo lg t 

nach b e k a n n t e n Methoden  

Patentansprüche 

1  V e r f a h r e n zur immunologischen Sens i -

b i l i s i e rung von Teilen e ine r pe rmanen t 

g e z ü c h t e t e n , n icht sens ib i l i s ie r ten Zell-

linie von malignen Zellen des Immunsystems 

ode r von Hybr idomzel len , d a d u r c h g e k e n n -

ze ichne t , daß man die Sens ib i l i s i e rung in 

v i t ro d u r c h Zusatz von in fo rmat ive r RNA 

o d e r in fo rmat ive r DNA als S y n t h e s e i n f o r -

mation f ü r die g e w ü n s c h t e n Ant ikörper 

in Konzen t ra t ionen zwischen ug bis pg p r o 

ml d e s Zel lkul turmediums vornimmt, wobei 

die Gewinnung d e r in format iven RNA ode r 

d e r informat iven DNA a u s Makrophagen , 

die mit dem Ant igen k o n t a k t i e r t w u r d e n , 

o d e r a u s sens ib i l i s i e r t en Lymphozyten und 

die V e r m e h r u n g d e r informat iven RNA ode r 

d e r in format iven DNA in ze l l f re ien S y n t h e -

sesys temen enzymat i sch u n t e r V e r w e n d u n g 

von Repl ikasen vorgenommen wi rd  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß man die Sensibi l i s ie-

r u n g in zusä tz l i che r Anwesenhei t von 

a) Makrophagen und Immunzellcn aus 

Lymphkno ten , Thymus u n d / o d e r Milz o d e r 

b) E x t r a k t e n so lcher Zellen bzw  Gewebe 

ode r 

c) d a r a u s i so l ier ten immunologischen Me-

d ia to ren und Mitogenen bzw  analogen 

S y n t h e s e p r o d u k t e n 

vornimmt  

Die Gewinnung von klonalen A n t i k ö r p e r n 

a u s animalischen Hybridomzel len, die d u r c h 

F u s i o n i e r u n g von sens ib i l i s ie r ten B-Lympho-

zy ten u n d Myelomzellen gewonnen w e r d e n , 

s töß t auf v e r s c h i e d e n e Schwie r igke i t en , 

b e s o n d e r s bei d e r Gewinnung d e r s e n s i -

b i l i s ie r ten Lymphozyten und d e r n icht s e n -

s ib i l i s ie r ten Myelomzellen wie auch d e r 

Selekt ion d e s Ant igens und d e r An t ikö r -

p e r - b i l d e n d e n Zellen  Humane klonale 

A n t i k ö r p e r l assen sich wegen d e r b i s h e r 

e r f o r d e r l i c h e n Sens ib i l i s i e rung l e b e n d e r 
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I n d i v i d u e n , aus d e r e n Milz die Lympho-

zyten gewonnen w e r d e n , wie auch die Ge-

winnung von Myelomzellen z u r Fus ionie-

r u n g , n u r ü b e r Freiwill ige, die sich z u r 

Sens ib i l i s i e rung zu r V e r f ü g u n g s te l l en , 

gewinnen  

Der E r f i n d u n g liegt die Aufgabe z u g r u n d e , 

d iese Nachtei le zu b e s e i t i g e n  Diese Auf -

gabe wird mit den Maßnahmen des Pa-

t e n t a n s p r u c h s 1 ge lös t  Dabei stel l t es 

e ine Se lb s tve r s t änd l i chke i t d a r , daß man 

mit den so sens ib i l i s i e r t en Zellen die e n t -

s p r e c h e n d e n A n t i k ö r p e r gewinnen k a n n  

Der P a t e n t a n s p r u c h 2 nenn t eine A u s g e -

s t a l t u n g d e r E r f i n d u n g  

Die Gewinnung von animalischen wie auch 

von humanen klonalen A n t i k ö r p e r n d u r c h 

eine Sens ib i l i s i e rung in v i t ro bedeu te t 

t e c hn i s c h eine be t r äch t l i che V e r e i n f a c h u n g 

g e g e n ü b e r d e r b i s h e r i g e n Sens ib i l i s i e rung 

in v ivo  Es können sowohl isol ier te Zell-

linicn d e r Myelomzellen o d e r a n d e r e n ma-

l ignen Zellen des Immunsys tems , wie z B  

den Plasmozytomen, Lymphozytomen, T h y -

momen wie auch Hybr idomzel len , welche 

die potent iel le Fähigkei t zu r A n t i k ö r p e r -

s y n t h e s e b e s i t z e n , ü b e r u n b e s c h r ä n k t e 

Ze i t spannen h inweg gezüch te t w e r d e n  

Die Zellinien s t e h e n f ü r die Gewinnung 

un t e r s ch i ed l i ch sens ib i l i s i e r t e r Zellklone 

u n b e g r e n z t e Zeit z u r V e r f ü g u n g  Die v e r -

wende ten Zellen d ü r f e n keine a n d e r s a r t i g e 

Sens ib i l i s i e rung a u f w e i s e n , d h  sie d ü r -

fen keine a n d e r e Art von A n t i k ö r p e r n 

s y n t h e t i s i e r e n , weil solche Zellen f ü r e ine 

zusä tz l iche Sens ib i l i s i e rung ungee igne t 

s i n d  Der Nachweis f e h l e n d e r A n t i k ö r p e r -

b i ldung läßt sich d u r c h b e k a n n t e immun-

biologische Methoden mit Hilfe e ines Immun-

globul ins f ü h r e n , das gegen A n t i k ö r p e r 

d e r Spezies ge r i ch te t i s t , von d e r die Zell-

linie abs tammt, z B  d u r c h Gcl -Präz ip i t a -

tion mit ma rk i e r t en A n t i - A n t i k ö r p e r n , Elek-

t r o p h o r e s e ode r Radioimmunassay  

Die immunologische Sens ib i l i s i e rung von 

Teilen e iner pe rmanen t g e z ü c h t e t e n , nicht 

sens ib i l i s i e r t en Zellinie e r fo lg t in a b g e -

zweigten Ze l lku l turen ü b e r das Nährme-

dium  Diesem werden informat ive RNA 

(iRNA) ode r informat ive DNA (iDNA) als 

Syn these in fo rmat ion f ü r die g e w ü n s c h t e n 

A n t i k ö r p e r in Konzent ra t ionen zwischen 

Ug bis pg /ml Nährmedium z u g e s e t z t  Die 

Gewinnung de r iRNA o d e r iDNA e r fo lg t 

aus Makrophagen , die mit dem Ant igen kon-

t a k t i e r t wurden o d e r aus sens ib i l i s i e r t en 

Lymphozy ten  Die Syn these in fo rmat ion 

wird in ze l l f re ien S y n t h e s e s y s t e m e n e n z y -

matisch u n t e r V e r w e n d u n g von Repl ikasen 

ve rmehr t ( v g l : F ishman, M : J  e x p  Med  

114, 837 (1961); F i shman, M  , Ad le r , F : 

J  e x p  Med  117, 595 (1963); Askonas , B , 

Rhodes , J : N a t u r e ( L o n d ) 205, 470 (1965); 

F r iedmann , H , S t a w i t s k y , A  , Solomon, J : 

Science 149, 1106 (1965); J ache r t z , D  

Z  med  Mikrobiol  Immunol  152, 112 

(1966); d r s  Flow of information and gene 

act ivat ion d u r i n g an t ibody s y n t h e s i s : Ann  

N Y  Acad  Sei  207, 122 - 144 (1973) )  

Die Ku l tu r en von malignen Zellen des Im-

munsys tems o d e r Hybr idomzel len , die im-

munologisch in v i t ro sens ib i l i s ie r t werden 

sol len, können als Mischku l tu ren mit Makro-

phagen und Immunzellen a u s Lymphkno ten , 

Thymus u n d / o d e r Milz gezüch te t o d e r mit 

Zusatz von E x t r a k t e n so lcher Zellen bzw  

Gewebe ode r d a r a u s i so l ier ten immunolo-

g i schen Mediatoren sowie Mitogene  die auch 

küns t l i ch syn the t i sch gewonnen sein k ö n n e n , 

i nkub ie r t w e r d e n  Die Sens ib i l i s i e rung 

d u r c h iRNA o d e r iDNA benö t ig t jedoch 

nicht absolut eine Mischkul tur mit Immun-

zellen  

Nach vol lzogener Sens ib i l i s i e rung gehen 

die zugese t z t en Lymphozyten und Makro-

p h a g e n schon nach k u r z e r Zeit spon tan 
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z u g r u n d e . Ks über leben die malignen Zel-

len ode r Hybridomzellen. Hei Verwendung 

von Hybridomzellen können die nicht f u -

sionierten malignen Zellen mit einem Sc 

lektionsmedium, das Aminopterin en t -

häl t , zum Abs te rben gebracht werden . 

Die Selektion de r sensibi l is ier ten Anti 

k ö r p e r - s y n t h e t i s i e r e n d e n , unbeg renz t 

lebensfähigen Zellklone, de ren Weiter-

züch tung und die Gewinnung d e r Ant ikör -

pe r erfolgt nach bekann ten Methoden ( v g l . : 

Köhler, G. und C. Milstein: Continuous 

cu l t u r c s of fused cells scc re t ing ant ibody 

of p redef ined spee i f i ty . Nature (London) 

Vol. 256, 495 - 497 (1975); Milstein, C . : 

Monoclonal ant ibodies from hybr id myelomes. 

Proceedings of the Royal Society (London) 

Se r . B. Vol. 211, 393 - 412 (1981); 

Wichner, S . : An t ikörpe rb i ldung in d e r 

Zellkultur S. 48 in H. Friemel: Immunolo-

gische Arbei tsmethoden: Gustav Fischer 

Ver lag , S t u t t g a r t 1984) 

Beispiel 10 

Iis sollen geklonte humane Ant ikörper gegen 

Herpes-A-Virus e rzeug t werden. Dazu wer-

den informative RNA oder DNA nach dem 

Ver fahren von Jacher tz (Ann . N.Y. Acad. 

Sei. 207, 122 - 144 (1973)) in Konzentra-

tionen von Mg bis pg pro ml dem Nährmedi -

um von humanen Hybridomzellen, die d u r c h 

Fusion von humanen Lymphozyten und Mye-

lomzellen, die keine Ant ikörperb i ldung e r -

kennen lassen , zugese t z t . Weiter wird dem 

Nährmedium ein Rohext rak t aus nicht sen-

sibi l is ier ten Lymphknoten des Darmes 

(Pay r ' s chen Plaques) in Konzentrat ionen 

von ng pro ml zugese t z t . Die Selektion d e r 

An t ikö rpe r -p roduz i e r enden Zellen, de ren 

isolierte Wei terzüchtung und fo r t l au fende Ge-

winnung von Ant ikörpern gegen H e r p e s -

Virus er fo lg t nach d e r Methode von Köhler 

und Milstein (vg l . Nature Vol. 256, 495 -

497 (1975)) . Während d e r Sens ib i l i s ie rungs-

phase d e r Hybridomzellen können der Zell-

ku l tu r allogene Makrophagen u n d / o d e r 

Lymphozyten zugesetz t werden . Diese 

s t e r b e n nach ge taner Hel fer funkt ion nach 

k u r z e r Zeit ab . Ihr De t r i tu s wird bei 

d e r Umsetzung de r sensibi l is ier ten Hybridom-

zellen während de r Passagen bese i t ig t . 
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Hers te l lung von kon jug ie r t en Ant igenen und dagegen ge r i ch t e t en An t ikö rpe rn 

(Immunglobul inen) zu t h e r a p e u t i s c h e n und p rop hy l ak t i s chen Zwecken bei Tumoren 

DE Nr  : 34 44 684 2 

vom 07 12 1984 

Zusammenfassung 

Es werden k o n j u g i e r t e Ant igene nach be -

k a n n t e n Methoden d e r kova len ten chemi-

schen ode r a d s o r p t i v e n B indung a u s t u -

morassoz i ie r ten Ant igenen und bzw  ode r 

embryo-foeta lem Ant igen , i n s b e s o n d e r e 

a u s T rophob la s t ode r Chorion d e r Pla-

zen ta mit p f l anz l i chen , mikrobiel len ode r 

chemisch s y n t h e t i s i e r t e n Ant igenen ode r 

Haptenen bzw  t i e r i s chen Gif ten und ge-

gen diese spez i f i sche A n t i k ö r p e r in vivo 

o d e r in v i t ro zu r P rophy laxe ode r T h e r a -

pie von Tumoren h e r g e s t e l l t  Die An-

w e n d u n g e r fo lg t nach den Pr inzipien d e r 

E r z e u g u n g e ine r k lass i schen A r t h u s - R e -

akt ion d u r c h lokale ak t ive ode r pas s ive 

Anaphylaxie in Art d e r P r a u s n i t z - K ü s t -

n e r ' s c h e n Reaktion nach a k t i v e r ode r 

p a s s i v e r Sens ib i l i s i e rung  

P a t e n t a n s p r ü c h e 

1  He r s t e l l ung von k o n j u g i e r t e n Ant ige-

nen und d a g e g e n spez i f i sch g e r i c h t e t e n 

A n t i k ö r p e r n bzw  A n t i k ö r p e r s e r e n zu r 

P rophy laxe und The rap i e von T u m o r e n , 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß tumorasso -

zi ier te Ant igene ode r Haptene und bzw  

o d e r embryo- foe ta le Ant igene ode r Hap te -

n e , i n s b e s o n d e r e aus dem Trophob las t 

o d e r Chorion d e r Plazenta kovalent o d e r 

a d s o r p t i v an p f lanz l i che , mikrobielle ode r 

chemisch s y n t h e t i s i e r t e Ant igene ode r 

Haptene bzw  t i e r i sche Gifte g e b u n d e n 

und gegen die Konjugate in vivo ode r in 

v i t ro A n t i k ö r p e r e r z e u g t w e r d e n  

2  A n w e n d u n g nach A n s p r u c h 1 zur E r -

z e u g u n g bzw  Aus lösung e ine r ak t iven 

o d e r pas s iven top i schen Anaphylaxie am 

Tumorgewebe u n t e r D u r c h b r e c h u n g d e r 

Immuntoleranz g e g e n ü b e r Tumoran t igenen  

Besch re ibung 

Das V e r f a h r e n d e r P a t e n t a n s p r ü c h e dient 

z u r Her s t e l l ung von P r ä p a r a t e n zu r Im-

mun the rap i e von ben ignen und malignen 

Tumoren d u r c h Aus lösung e ine r modifi-

z ie r t en P r a u s n i t z - K ü s t n e r ' s c h e n Reaktion 

in Form e ine r ak t iven ode r pas s iven A r t h u s -

Reaktion in ode r am Tumorgewebe und 

D u r c h b r e c h u n g e iner etwa b e s t e h e n d e n 

Immuntoleranz g e g e n ü b e r k ö r p e r e i g e n e n 

Tumoran t igenen  Dadurch wird nach Aus-

lösung d e r A r t h u s - R e a k t i o n die na tü r l i che 

k ö r p e r e i g e n e Immunabwehr gegen den T u -

mor e rmögl ich t  Es werden dazu k o n j u -

g ie r t e Ant igene a u s tumorassoz i i e r t en 

Ant igenen ode r Hap tenen und bzw  o d e r 

embryo- foe ta le An t igene , i n s b e s o n d e r e 

aus Trophob las t und Chorion d e r Plazenta 

spezi f i sch gegen diese ge r i ch t e t e Ant i -

k ö r p e r bzw  A n t i k ö r p e r s e r e n b e n ö t i g t  

Die A r t h u s - R e a k t i o n ist eine e n t z ü n d l i c h e , 

lokale, top ische Reak t ion , die d u r c h die 

Reaktion p r ä z i p i t i e r e n d e r A n t i k ö r p e r mit 

den lokal d e p o n i e r t e n Ant igenen h e r v o r g e -

r u f e n wi rd  Physiologisch beobach te t 

man a u ß e r Ödemen und B l u t u n g e n , v a s k u -

läre F ib r ino idnekrosc und eine massive 

Einwanderung d e r neu t roph i l en und eosino-

philen Leukozy t en  Die Reakt ion aus 

p f l anz l i chen , mikrobiellen und bzw  oder 
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chemischen P r o d u k t e n bzw  t i e r i schen 

Giften k o n j u g i e r t , d h  an d iese kova-

lent ode r a d s o r p t i v g e b u n d e n  Die Ge-

winnung von tumorassoz i i e r t en Ant ige-

nen wie auch embryo- foe ta len Ant igenen 

e r fo lg t nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n (vg l  

EPA 80106066 6) i n s b e s o n d e r e d u r c h Af-

f in i t ä t s ch roma tog raph i sche o d e r immuno-

logische A b s ä t t i g u n g s v e r f a h r e n  

Künst l ich zusammengese tz te Ant igene 

können nach v e r s c h i e d e n e n V e r f a h r e n 

gewonnen w e r d e n ; so zum Beispiel d u r c h 

Kupp lung an Eiweiß als Diazonium-Verbin-

d u n g , die B e h a n d l u n g mit Zyana t en , die 

Umsetzung mit C a r b o b e n z o x y - V e r b i n d u n -

g e n , d a s C u r t i u s ' s c h e A z i d - V e r f a h r c n , 

das O x a z o l o n - V e r f a h r e n , die Konjugat ion 

von Polysacchar iden mit bak te r ie l len k o n -

jug i e r t en Pro te inen nach VV J T  Morgan , 

V e r b i n d u n g von Aminosäuren mit Ca rbo -

h y d r a t e n , P y r i d i n - E i w e i ß v e r b i n d u n g e n 

und u a  (vg l  A  Schmidt : F o r t s c h r i t t e 

d e r Serologie , S  67 u f  : Ver lag : Diet-

r ich S t e inkop f , D a r m s t a d t , 1955; Helmut 

Friemel: Immunologische A r b e i t s m e t h o d e n , 

S  480 u f : Gus t av Fischer Ver lag , S t u t t -

g a r t , 1984)  Auch die V e r w e n d u n g von 

Adjuvan t ien ist möglich  

Zur Aus lösung des i nve r s p a s s i v e n Ar -

t h u s p h ä n o m e n s werden zur i v - I n j e k t i o n 

die dem Ant igen e n t s p r e c h e n d e n spez i -

f i schen A n t i k ö r p e r bzw  A n t i k ö r p e r s e r e n 

b e n ö t i g t  Diese können aus al logenen 

ode r xenogenen immunisier ten Ind iv iduen 

gewonnen w e r d e n  Bei g e s u n d e n Normal-

ind iv iduen f ü h r t die Immunis ierung mit 

k o n j u g i e r t e n Tumoran t igenen bzw  embryo-

foetalen Ant igenen zu ke inen nachte i l igen 

Neben reak t ionen , weil im Organ i smus 

keine V o r s e n s i b i l i s i e r u n g gegen die e n t -

s p r e c h e n d e n Ant igene b e s t e h t  Die Sens i -

b i l i s ie rung bewirk t vielmehr einen p r o p h y -

lak t i schen Immunschutz gegen die E n t -

s t e h u n g von Tumoren mit gleichen Anti 

genqua l i t ä t en und v e r h i n d e r t die Aus-

b i l d u n g von Immuntoicranz gegen solche 

Tumorzel len  Die A n t i k ö r p e r können a b e r 

auch in vi t ro aus Hybr idom-Zel len  g e g e -

benenfa l l s k lon i e r t , e rha l t en w e r d e n  

Zweckmäßig ist jedoch ein umfas sendes 

A n t i k ö r p e r s p e k t r u m g e g e n ü b e r den 

k o n j u g i e r t e n A n t i g e n e n  

Zur Aus lösung d e r P r a u s n i t z - K ü s t n e r ' s e h e n 

i n v e r s pass iven Reaktion s ind p räz ip i t i e -

r e n d e A n t i k ö r p e r e r f o r d e r l i c h  Die zu r 

i v - I n j e k t i o n benö t ig ten An t ikö rpe rmen-

gen liegen je nach Art d e r Spezies und 

de r Ant igenqua l i t ä t im mg-Bere ich des 

A K - S t i c k s t o f f s / k g Körpergewich t ( v g l  

B  S t e f f e n : Allgemeine und exper imente l le 

Immunologie und Immunpathologie: Georg 

Thieme Ver lag , S t u t t g a r t , 1968)  

Um einen gene ra l i s i e r t en a n a p h y l a k t i s c h e n 

Schock zu ve rme iden , sollte d e r aus lösen-

den top i schen An t igen - In j ek t ion an o d e r in 

den Tumor Adrena l in ode r Ep inephr in zu -

gese t z t und auch zusätz l ich sys temisch 

v e r a b r e i c h t w e r d e n  Das B e h a n d l u n g s p r i n -

zip ist die Aus lösung e ine r t op i schen a l ler-

g ischen Reakt ion gegen den Tumor  Die 

Latenzzei t bei p a s s i v e r Sens ib i l i s i e rung 

zwischen de r i n t r a v e n ö s e n A n t i k ö r p e r i n -

jektion und d e r lokalen Aus lösung d u r c h 

In f i l t ra t ion des Tumorgewebes ode r des 

Tumorb e t t e s mit dem k o n j u g i e r t e n Ant igen 

re icht bei d e r V e r w e n d u n g von n i e h t - r e a g i -

nen A n t i k ö r p e r n , die sich n icht im Gewebe 

f i x i e r e n , von Minuten b is wenigen S tunden  

Die Aus lösungs in jek t ion kann desha lb u n -

mit te lbar vor ode r nach d e r c h i r u r g i s c h e n 

E n t f e r n u n g des Tumors bei offenem S i tus 

e r f o l g e n  Auch ist die Injekt ion d u r c h die 

Haut möglich  Ebenso ist eine top i sche An-

w e n d u n g und Sens ib i l i s i e rung und Aus-

lösung möglich  F ü r die D u r c h b r e c h u n g 

e ine r Immuntoleranz gegen die Tumoran t i -
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gcne ist die p r imäre Ant igen-Sens ih i l i s ie 

r u n g vor d e r aus lösenden Injekt ion mit 

A n t i k ö r p e r n zweckmäßig  Auch h ie r ist 

auf das re la t iv k u r z e In te rva l l zwischen 

Sens ib i l i s i e rung und Aus lösungs in jek t ion 

zu a c h t e n , weil auch die Ant igene weg-

d i f f u n d i e r e n k ö n n e n  

Die A n w e n d u n g b iva len te r p räz ip i t i e r en -

d e r A n t i k ö r p e r v e r u r s a c h t kein Tumor -

Enhancemen t , wie dies bei ak t i ve r Immu-

n i s i e r u n g mit den Tumoran t igenen mög-

lich i s t  Während d e r Ausb i ldung des 

A r t h u s p h ä n o m e n s , i n s b e s o n d e r e bei ne -

k r o t i s c h e r E n t z ü n d u n g , ist eine chemo-

t h e r a p e u t i s c h e o d e r an t ib io t i sche Zusa tz -

t h e r a p i e gegen e twaige In fek t ionen e in-

zulei ten u n d bei Opera t ionen d e r Gefah r 

von N a c h b l u t u n g e n ode r Pe r fo ra t ionen zu 

b e g e g n e n  

Beispiel 1 

Es w e r d e n embryo- foe ta le Ant igene a u s 

Zellmembranen von isoliertem bovinen 

o d e r humanen Trophob las t ode r Chorion 

d e r Plazenta nach b e k a n n t e n biochemischen 

V e r f a h r e n , i n s b e s o n d e r e d u r c h f r a k t i o n i e r -

t e S c h w e r k r a f t t r e n n u n g von chemisch a u f -

gesch los senen Homogenaten und u n t e r Be-

s e i t i g u n g von adu l ten Gewebefak to ren 

d u r c h adso rp t i onsch roma tog rap h i s che Ab-

s ä t t i g u n g an Säulen g e b u n d e n e n An t ikö r -

p e r n gegen adu l t e s Gewebe, wie z B  d e r 

Dezidua gewonnen  Die Zel l faktoren l a s -

sen sich auch a u s in Massenku l tu ren ge -

züch t e t en Chorionzel len i so l ie ren  Zur 

nach fo lgenden Konjugat ion können Einzel-

f ak to ren wie auch Gemische von embryo-

foeta len Ant igenen V e r w e n d u n g f i n d e n  

Diese werden an p f l anz l i che Po lysaccha r i -

d e , die mit e ine r b e g r e n z t e n Anzahl von 

F e t t s ä u r e r e s t e n s u b s t i t u i e r t w u r d e n , kon -

j u g i e r t  Diese a d s o r b i e r e n sich ohne Binde-

glied d i r ek t an die Proteine (Hämmerling, 

U  , Westphal , O : E u r o p  J  Biochem  1, 

46 (1967) )  Bei P ro t e inan t igenen kann 

auch die Tannin-Methode angewand t wer-

den ( B o r d u a s , A  , G r a b a r , P : Ann  

I n s t  P a s t e u r 84  903 (1953); S t a v i t s k y , 

A : J  Immunol  72, 360 (1954); Roi t t , I  

ü o n i a c h , D : WHO-Book of immunologic 

t e c h n i q u e s S  20: World Health O r g a n i s a -

t ion , Genf (1966) )  

Auch die Benzidin-Methode ist dazu ge -

e ignet (Gordon , J  , Rose , B  , Sekon , A : 

J  e x p  Med  108, 37 (1958); R o b e r t s , I , 

Doniach, D : WHO-Book of immunologic 

t e c h n i q u e s S  1: World Health Organ isa t ion 

Genf (1966); S t a v i t s k y , A , Arqui l la , E : 

J  Immunol  74, 306 (1955), Timpe, R , 

F u r t h m a y r , H , Wolff, I : I n t  A r c h  

Allergy 32, 318 (1967) )  

Die k o n j u g i e r t e n Ant igene werden n u n 

nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n z u r Gewinnung 

von A n t i k ö r p e r n d u r c h konvent ionel le 

Methoden d e r Immunis ierung von xenogenen 

o d e r al logenen A n t i k ö r p e r b i l d n e r n o d e r 

a b e r in v i t ro z u r A n t i k ö r p e r b i l d u n g in 

Lymphozyten o d e r Hybridomzellen v e r -

wendet ( H e r w a r t , Ambros ius : An t i se rum-

gewinnung aus T i e r e n , S  25; F iebig , K : 

Hers t e l lung monoklonaler A n t i k ö r p e r d u r c h 

Zel l fus ion, S  36 u n d Wichner , S : Ant ikör -

p e r b i l d u n g in d e r Ze l lku l tu r , S  48 - i n  

H  Friemel: Immunologische Arbe i t smetho-

d e n : Gustav F i scher Ver lag , S t u t t g a r t 

(1984) )  

Die k o n j u g i e r t e n Ant igene u n d die Ant i -

k ö r p e r p r ä p a r a t e werden zur E r z e u g u n g 

e ines pass iven A r t h u s - P h ä n o m e n s v e r w e n -

det ( C  S t e f f e n : Allgemeine und e x p e r i -

mentelle Immunologie und Immunpathologie , 

S  530, Georg Thieme Ver lag , S t u t t g a r t )  

Eine ak t ive t o p i s c h - a n a p h y l a k t i s c h e Reak-

tion kann mit dem k o n j u g i e r t e n Ant igen 

nach Vorsens ib i l i s i e rung mit diesem a u s g e -
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Beispiel 10 

Es werden Antigene aus Einzelorganen oder 

Organmischungen von Tier foe ten e n t s p r e -

chend Beispiel 1 gewonnen. Auch können 

die Ausgangss to f fe aus humanen foetalen 

Zellen oder Gewebekul turen entnommen 

werden . Die Konjugation erfolgt mit Dini-

t robenzolsulfonat (vg l . J . Brock: Präpa-

ration von konjugie r ten Ant igenen , S.481, 

in H. Eriemel: Immunologische Arbe i t s -

methoden: Gustav Fischer Ver lag, S t u t t -

gar t (1984)) . Nach Beendigung d e r Reak-

tion wird das DNP-Produkt d u r c h Gel-

chromatographie an Sephadcx gere in ig t . 

Die Hers te l lung d e r e n t s p r e c h e n d e n An-

t ikö rpe r und die Anwendung d e r P räpa-

ra t ionen erfolgt wie in Beispiel 1. 

Beispiel 3 

Die Gewinnung von tumorassozi ier ten An-

t igenen erfolgt aus Tumorgewebe, das vom 

lebenden Organismus gewonnen wird oder 

aus k u l t u r g e z ü c h t e t e n Tumorzellcn oder 

Tumorgeweben analog d e r Gewinnung von 

embryo-foetalen Ant igenen nach den Me-

thoden d e r Präpara t ion von Gewcbsex t rak-

t e n , (H. Werner: Präpara t ion von Gewebs-

e x t r a k t e n , S. 490, in II .Friemel: Immuno-

logische Arbei tsmethoden: Gustav Fischer 

Ver lag , S t u t t g a r t (1984)) . Die Konjugation 

kann mit mikrobiellen oder viralen Anti-

g e n e n . möglichst u n t e r Ausschluß von 

Nukle insäurebes tandte i lcn durch enzyma-

t ischen Abbau de r se lben , mit den beschr ie -

benen Konjuga t ionsver fahren e r fo lgen . Es 

sind dazu insbesondere Endo- und Exo-

tox ine , wie auch t ie r i sche Gifte geeignet 

(vg l . II. Schmidt: For t schr i t t e de r Sero-

logie: D. Steinkopf Ver lag , Darmstadt 

( 1955)). Die Kupplung erfolgt als Dia-

zoniumverb indung , die Gewinnung von 

Ant ikörpern oder An t ikö rpe r se ren sowie 

auch die Anwendung nach Beispiel 1. 

Beispiel 4 

Es wird ein Gemisch von embryo-foetalen 

Antigenen und Tumorant igenen gewonnen 

und wei te rvera rbe i t e t e n t sp r e c h e n d den 

Beispielen 1 - 3 . 

Beispiel 5 

Die Erzeugung bzw. Auslösung einer 

akt iven oder pass iven topischen Anaphyl-

axie (Ar thus -Reak t ion ) am Tumor erfolgt 

nach den allgemeinen immunologischen 

bzw. al lergologischen G r u n d s ä t z e n , des -

gleichen die D u r c h b r e c h u n g e iner Immun-

toleranz gegen Tumorant igene . 
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V e r f a h r e n zur Gewinnung von T o x i n e n , die nach V e r b r e n n u n g e n und bzw. oder 

S t rah lene inwi rkungen bzw. nach chemischen Noxen entstehen 

DE N r : 34 41 764 8 

vom 15 11 1984 

Zusammenfassung 

Es werden Tox ine , die im Gesamtorgan is -

mus nach S c h ä d i g u n g e n d u r c h ion is ie ren-

d e S t r a h l e n , V e r b r e n n u n g e n u n d / o d e r 

chemische Noxen e n t s t e h e n , in v i t ro d u r c h 

e n t s p r e c h e n d e Schäd igungen von möglichst 

f ü r den Empfänge ro rgan i smus immunolo-

gisch h i s to - bzw  molekular-kompatiblen 

Zellen und Gewebe, die i n s b e s o n d e r e in 

Kul tu ren gezüchte t w e r d e n , wie auch von 

Blut ode r Körp e r f l ü s s igke i t en gewonnen 

und nach b e k a n n t e n Methoden a n g e r e i c h e r t , 

isoliert bzw  w e i t e r v e r a r b e i t e t  

Patentansprüche 

1  V e r f a h r e n zu r Gewinnung von Tox inen , 

die nach S c h ä d i g u n g e n d u r c h ion is ie rende 

S t r a h l e n , V e r b r e n n u n g e n u n d bzw  ode r 

chemische Noxen e n t s t e h e n , d a d u r c h ge -

k e n n z e i c h n e t , daß foetale bzw  f ü r den 

Empfänge ro rgan i smus möglichst immuno-

logisch h i s to - bzw  molekular-kompat ib le 

Zellen oder Gewebe, die i n s b e s o n d e r e in 

Kul tu ren gezüch te t w e r d e n , wie auch 

Blut bzw  Körp e r f l ü s s igke i t en in v i t ro 

d e r e n t s p r e c h e n d e n Noxe a u s g e s e t z t wer -

den und gegebenen fa l l s Tox ine , die mit den 

na t iven Ausgangsmolekülen immunologisch 

ü b e r Kreuz r eag i e r en d u r c h A f f i n i t ä t s -

ch romatograph ie an t r ä g e r g e b u n d e n e n 

A n t i k ö r p e r n a b g e t r e n n t w e r d e n  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß immunologisch f ü r 

den Empfänge ro rgan i smus h i s to - bzw  

molekular- inkompät ible Faktoren a b g e t r e n n t 

w e r d e n  

3  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 und 2, 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß v e r s c h i e -

dene Proben mit u n t e r s c h i e d l i c h e r Do-

s i e r u n g d e r Noxe behande l t und danach 

gepoolt w e r d e n  

Beschreibung 

 

 

 

  

  

 

   

 

 

 

  

  

  

 

 

 

 

  

 

  

 

Von d e r Dosis bzw  d e r In tens i t ä t und zei t -

l ichen E inwi rkung e ine r S c h ä d i g u n g häng t 

Art und Menge d e r e n t s t e h e n d e n Toxine 

a b  Diese können in g e s u n d e n Organismen 
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zur p r o p h y l a k t i s c h e n Immunis ie rung gegen 

eine etwaige s p ä t e r e inwi rkende e n t s p r e -

chende S c h ä d i g u n g ve rwende t werden 

( v g l  K  T h e u r e r : Immunbiologische 

Prophylaxe und T h e r a p i e d e s a k u t e n 

S t r a h l e n s y n d r o m s : Atompraxis A 9  S  327 

- 330, 1958)  

Es ist zweckmäßig, dazu ein möglichst 

weites Spekt rum von Toxinen anzuwen-

d e n  Die Wirkung bes t eh t in d e r N e u t r a -

lisation und I n a k t i v i e r u n g von biologisch 

ak t iven Tox inen , die nach d e r E inwirkung 

e n t s p r e c h e n d e r S c h ä d i g u n g e n e n t s t e h e n , 

analog d e r Wirkung e iner Tox in -An t i tox in -

B indung a u f g r u n d e iner ak t iven Immuni-

s ie imng wie zum Beispiel beim Diph the r i e -

Toxin ( v g l  : H  Schmidt : F o r t s c h r i t t e 

de r Serologie: E  Ste inkopf Ver l ag , Darm-

s t a d t ; S tewar t Seil: Immunologie, Immun-

pathologie und Immunität : Ver lag Chemie 

Weinheim, New York , 1977)  

Als Toxine wirken d e n a t u r i e r t e und h e t e -

rozykl i sch v e r ä n d e r t e k ö r p e r e i g e n e Mole-

küle , i n s b e s o n d e r e aus P ro t e inen , Nukle in-

s ä u r e n , Po lysacchar iden und Lipiden und 

d e r e n Kombinat ionen, sowie neue Kombi-

nat ionen von molekularen F ragmen ten , 

die d u r c h die Noxen e n t s t e h e n  Der Grad 

d e r S c h ä d i g u n g ist wohl f ü r die Qualität 

als auch f ü r die Quant i tä t maßgebl ich  

Eine genaue B e g r e n z u n g ist desha lb n icht 

möglich  Sie k a n n von einer g e r i n g g r a d i -

gen Noxe, die das Weiterleben d e r Zellen 

und Gewebe zuläßt , b is zum Zelltod r e i -

chen , d e r i nne rha lb e iner gewissen Zeit-

spanne von einigen Tagen e i n t r i t t  Eine 

vol l s tändige Z e r s t ö r u n g d e r Gewebe und 

molekularen Bes tand te i l e ist jedoch nicht 

beabs i ch t i g t  Bei ü b e r l e b e n d e n Zellen u n d 

Gewebeku l tu ren k a n n d a s Kulturmedium 

zu r Gewinnung d e r Toxine ve rwende t wer -

d e n  Es können a b e r auch die Zellen und 

Gewebe homogenis ier t und Ilomogenate 

nach b e k a n n t e n T r e n n u n g s v e r f a h r e n a u f -

gea rbe i t e t w e r d e n  Die Entnahme de r Zel-

len u n d Gewebe und ihre Z ü c h t u n g e r fo lg t 

nach b e k a n n t e n Methoden (vg l  D  Mauers-

b e r g e r : Aktuelle Probleme d e r Ze l l züch tung , 

Gus tav F i scher Ver lag , S t u t t g a r t , 1971)  

Blutzellen können als Sediment , das in 

phys io logischen Lösungen aufgenommen i s t , 

als Vollblut ode r als Ilämolysat d e r Noxe 

a u s g e s e t z t w e r d e n  Zellfrcie K ö r p e r f l ü s s i g -

ke i ten wie Blu t se rum-Plasma , Exsuda te 

o d e r T r a n s s u d a t e , Liquor können d i rek t 

ode r auch Bes tand te i l e aus i h n e n , d e r 

jeweiligen Noxe a u s g e s e t z t w e r d e n  Bei 

Vorhandense in von B l u t g r u p p e n - A n t i g e n e n 

muß die jeweilige B l u t g r u p p e dem s p ä t e -

r en Empfänge r e n t s p r e c h e n o d e r B l u t g r u p -

pe 0 als Ausgangsmate r i a l ve rwende t 

w e r d e n  Auch His tokompat ib i l i tä t s -Ant i -

gene von Zellen u n d Geweben spielen d e s -

halb eine e n t s p r e c h e n d e Rolle  Ü b e r k r e u z -

Immunis ie rungen d u r c h I so -Ant igene müs-

sen vermieden w e r d e n  Bei Vorhandense in 

von I so -An t igenen w ü r d e d e r Empfänger 

gegen seine e igenen Körpe rbes t and t e i l e 

sens ib i l i s ie r t w e r d e n  Dies könn te sich 

pa thogen in Form e ine r Iso- bzw  Auto-

sens ib i l i s i e rung auswi rken und den Impf-

schu tz gegen die Toxine b e e i n t r ä c h t i g e n  

Die irrt Empfänge ro rgan i smus b e s t e h e n d e 

Immuntoleranz gegen k ö r p e r e i g e n e B e s t a n d -

teile da r f n icht d u r c h b r o c h e n w e r d e n  Die 

Toxine werden h i n g e g e n als k ö r p e r f r e m d 

e m p f u n d e n und wirken immunogen  

Die Bese i t i gung von I so -Ant igenen kann 

bei löslichem Ausgangsma te r i a l , wie auch 

nach d e r E inwi rkung d e r Noxe d u r c h im-

munologische Methoden d e r Af f in i t ä t s -

ch roma tog raph ie an An t ikö rpe rn e r f o l g e n , 

die gegen die I so -An t igene ge r i ch te t s i n d  

Bei e ine r e n t s p r e c h e n d e n B e h a n d l u n g de r 

Toxine lassen sich d a d u r c h auch Ü b e r k r e u z -

Reakt ionen mit na t iven K ö rp e rb e s t a n d t e i l e n 
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ve rme iden  Bei Ve rwendung von A u s g a n g s -

s to f f en vor d e r E inwi rkung von Noxen, die 

immunologisch h i s to - bzw  molekularkom-

pat ibel sind , können die R o h p r o d u k t e 

ohne wei tere I so l i e rung d e r Toxine als 

Impfvaceine ve rwende t w e r d e n  Diese las-

sen sich a b e r auch d u r c h b e k a n n t e Metho-

den a n r e i c h e r n , isol ieren und i n s b e s o n d e r e 

nach den V e r f a h r e n d e r DPA 3437357 3 

und DPA 3438777 3 w e i t e r v e r a r b e i t e n  

Als A u s g a n g s p r o d u k t e e ignen sich foetale 

Gewebe und F lüss igke i ten b e s o n d e r s allo-

genen U r s p r u n g s , weil in d iesen noch 

weniger immunologisch inkompatible Fak-

t o r e n en tha l t en sind als in adu l ten Ge-

weben  Ideal wäre die V e r w e n d u n g von 

autologen Geweben und K ö r p e r f l ü s s i g k e i -

t e n  In al logenen Geweben können jedoch 

wäh rend d e r Züch tung in Ku l tu ren die 

inkompat iblen Fak to ren v e r r i n g e r t w e r d e n  

Auch ist es möglich, beim Empfänge r gegen 

die immunhisto- und molekular inkompat ib-

len Fak to ren d u r c h e n t s p r e c h e n d e Vorbe-

h a n d l u n g vor d e r e igent l ichen Vaccinat ion 

mit d e n Toxinen eine Toleranz gegen in-

kompatible Fak to ren des s p ä t e r e n Impf-

s t o f f e s zu e r z e u g e n ( v g l  DPA 82100130 2)  

Es müssen dazu die P r ä p a r a t i o n e n aus nicht 

g e s c h ä d i g t e n Geweben und K ö r p e r f l ü s s i g -

ke i ten zu r V e r f ü g u n g s t e h e n  Die Toleranz 

gegen die inkompat iblen Fak to ren sollte 

als Low-Zone-Toleranz induz ie r t w e r d e n  

Ideal f ü r die Gewinnung von Toxinen sind 

Gewebe u n d K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n autologen 

U r s p r u n g s , auch aus i sogenen Organ i smen  

Diese s ind wei tgehend immunologisch kom-

pa t ibe l  Bei V e r w e n d u n g von xenogenen 

Geweben und K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n müssen 

jedoch die immunologisch inkompatiblen 

Fak to ren d u r c h A b s ä t t i g u n g an e n t s p r e -

chenden A n t i k ö r p e r n a u s d e r T o x i n p r ä -

pa ra t ion bese i t ig t w e r d e n  Auch k a n n die 

Ver t r äg l i chke i t d u r c h eine V o r b e h a n d l u n g 

des Empfänge r s mit diesen Fak to ren vor 

d e r e igent l ichen Vaccination mit den 

Toxinen gewähr le i s te t w e r d e n  

Die S c h ä d i g u n g d e r Gewebe ode r K ö r p e r -

f l ü s s i g k e i t e n d u r c h ionis ie rende S t r ah l en 

k a n n mit v e r s c h i e d e n e n S t r a h l e n q u a l i t ä t e n , 

so zum Beispiel d u r c h A lpha - , Be ta - o d e r 

Gamma-, wie auch d u r c h N e u t r o n e n s t r a h l e n 

aus u n t e r s c h i e d l i c h e n S t rah lenque l l en e r -

fo lgen  Auch ist eine Kombination v e r -

sch i edene r S t r a h l e n a r t e n möglich  

Die S c h ä d i g u n g d u r c h Hitze k a n n d u r c h 

d i r e k t e E rwärmung wie auch d u r c h Wärme-

s t r a h l u n g mit u n t e r s c h i e d l i c h e n Wellen-

längen e r fo lgen  Sie dar f nicht z u r V e r -

k o h l u n g d e r Gewebe f ü h r e n  

Die Sc hä d i gung d u r c h chemische Einwir -

k u n g e n e r fo lg t d u r c h Zusatz d e r chemi-

schen S u b s t a n z e n zu den biologischen Ge-

weben und K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n ; i n sbe -

s o n d e r e werden dazu die gäng igen chemi-

schen Kampfs tof fe ( G e l b k r e u z , G r ü n k r e u z , 

B l auk reuz ) v e r w e n d e t , d a n n abe r auch 

I n d u s t r i e g i f t e , denen A r b e i t e r a u s g e s e t z t 

sein k ö n n e n  Die v e r w e n d e t e n chemischen 

S u b s t a n z e n können gegebenenfa l l s nach 

e ine r gewissen Einwirkungsze i t vom Reak-

t i o n s p r o d u k t a b g e t r e n n t w e r d e n  Die Dosis-

f i n d u n g e r fo lg t d u r c h V o r v e r s u c h e 

zwischen e iner LD 10 bis ED 100 in e ine r 

zeit l ichen B e g r e n z u n g g e g e n ü b e r Kontrol -

len  Der Nachweis d e r Wirksamkeit d e r 

Tox ine , die nach Schäd igungen in biolo-

g i schen Geweben e n t s t e h e n , e r fo lg t d u r c h 

Bioassay in l ebenden Ind iv iduen und bzw  

o d e r in v i t ro an Ze l lku l tu ren  

Beispiel 1 

Es sollen Toxine d u r c h B e s t r a h l u n g mit 

Gamma-Strahlen gewonnen w e r d e n , es wird 

dazu al logenes menschl iches Blut d e r Blu t -

g r u p p e 0 o d e r d e r B l u t g r u p p e e n t s p r e c h e n d 
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dem s p ä t e r e n Empfänge r d e r P r äp a r a t i o n e n 

gegebenenfa l l s von v e r s c h i e d e n e n Indiv i -

duen gepoolt ode r autologes Blut auf v i e r 

v e r s c h i e d e n e Proben u n t e r t e i l t  Diese 

werden mit letalen S t r a h l e n d o s e n von 

e iner Kobaltquelle zum Beispiel 800 r, 

1000 r, 1200 r und 1500 r k u r z z e i t b e -

s t r a h l t , danach werden die P roben in 

v e r s c h i e d e n e n Ze i t abs t änden von 30 Mi-

n u t e n b is zu 5 Tagen homogenis ier t bzw  

hämolys ie r t  Es k a n n auch bis zu r sp on -

tanen Hämolyse abgewar t e t w e r d e n  Ein 

Zusatz von K o n s e r v i e r u n g s m i t t e l n , zum 

Beispiel von Kreso l , Phenol o d e r Queck-

s i lbersa lzen ist möglich  Danach werden 

die P roben zusammengemischt und d a r a u s 

die e n t s t e h e n d e n Toxine isoliert ode r bei 

v o r h a n d e n e r immunologischer Kompatibi-

lität mit dem Empfänge ro rgan i smus das 

Homogenisat unmi t t e lba r zu r p r o p h y l a k -

t i schen Vaccination v e r w e n d e t  E n t s p r e -

chend können auch a n d e r e S t r ah l enqua l i -

t ä t e n , wie zum Beispiel A l p h a - , Gamma-, 

Beta- o d e r N e u t r o n e n - S t r a h l e n zu r E r -

z e u g u n g d e r Toxine ve rwende t w e r d e n  

Beispiel 2 

Es sollen Toxine aus in Kul tu r g e z ü c h -

te ten menschl ichen F ib rob las t en gewon-

nen w e r d e n  Die in Zel l rasen in Mono-

l a y e r - K u l t u r e n wachsenden Ze l lverbändc 

werden e n t s p r e c h e n d Beispiel 1 b e s t r a h l t  

Auch h i e r k ö n n e n die Proben u n t e r t e i l t 

we rden  Bis zum A b s t e r b e n d e r Zellen 

wird das Nährmedium wiederhol t d u r c h 

neues e r se t z t und auf Toxine a u f g e a r -

be i t e t  Es k ö n n e n auch die Zel l rasen vor 

ode r nach d e r S t r a h l e n s c h ä d i g u n g e n z y -

matisch von d e r Unte r lage abge lös t , mit 

phys io log ischer Lösung gewaschen o d e r 

auch ungewaschen homogenis ier t w e r d e n  

Aus dem Ilomogenisat ode r auch aus dem 

Nährmedium können a f f in i t ä t s ch roma to -

g r a p h i s c h d u r c h a n T r ä g e r g e b u n d e n e 

A n t i k ö r p e r , die gegen h i s t o -b z w  moleku-

lare Kompat ib i l i tä t sant igene des S p e n d e r s 

ge r i ch te t s i n d , die u n e r w ü n s c h t e n inkom-

pat ib len Bes tandte i le e n t f e r n t w e r d e n  

Beispiel 3 

Es werden Toxine nach B e s t r a h l u n g a u s 

e x p l a n t i e r t e n Üb e r l eb e n sk u l t u r c n von O r -

g a n g e w e b e n  zum Beispiel aus Ske l e t t -

m u s k u l a t u r , L e b e r  D r ü s e n o r g a n e n o d e r 

Geh i rngeweben e n t s p r e c h e n d den be iden 

Methoden des Beispiels 2 aus dem Nähr -

medium o d e r als Homogenisat gewonnen  

Beispiel 4 

Es sollen Toxine nach Erh i tzen von biolo-

g i schen Geweben ode r F lüss igke i t en ge-

wonnen w e r d e n  Ans t a t t d e r B e s t r a h l u n g 

werden die P roben gegebenen fa l l s u n t e r -

sch ied l ichen T e m p e r a t u r e n a u s g e s e t z t , die 

ü b e r d e r t o l e r i e r t en T e m p e r a t u r g r e n z e 

von etwa 52°C l iegen und a n d e r e r s e i t s 

nicht zu e ine r V e r b r e n n u n g o d e r Verkoh-

lung f ü h r e n  Die S c h ä d i g u n g kann d u r c h 

Le i tungs - o d e r S t r a h l u n g s w ä r m e e r f o l g e n  

Der Grad d e r S c h ä d i g u n g wird an d e r Übe r -

l e b e n s r a t e d e r Zellen best immt  Die Ge-

winnung d e r Toxine e r fo lg t in ana loger 

Weise i n Beispiel 1 - 3  

Beispiel 5 

Es sollen Toxine nach B e s t r a h l u n g mit ioni-

s i e r e n d e n S t r ah l en und V e r b r e n n u n g e n ge -

wonnen w e r d e n  Man k a n n dabei die P ro -

ben wie i n den Beispielen 1 - 4 g e t r e n n t 

schäd igen und danach die Toxine poolen 

ode r man kann die S c h ä d i g u n g d e r e inze lnen 

Proben kombinier t d u r c h f ü h r e n  



154 

Beispiel 6 

Ks sollen Toxine aus Zellgeweben nach 

d e r Exposit ion mit chemischen Kampf-

s t o f f e n (Ge lb - , G r ü n - , B l a u - K r e u z -

Kampfs to f fen ) ode r mit Zy tos t a t i ka , wie 

sie in d e r Onkologie ve rwende t w e r d e n , 

bzw  mit I n d u s t r i e g i f t e n gewonnen wer -

d e n  Dabei muß f ü r jede chemische 

Subs t anz die Letaldosis d e r in Ku l tu r ge-

züch t e t en Gewebezellen ermit tel t w e r d e n  

Diese sollte zwischen e iner LD 10 bis 

LD 100 i n n e r h a l b von 10 Tagen b e t r a -

g e n  Die Gewinnung d e r Toxine kann 

wie in Beispiel 4 sowohl aus dem K u l t u r -

medium wie auch aus dem Zellhomogcnat 

e r fo lgen  Eine Kombination von Toxinen, 

die nach B e s t r a h l u n g o d e r V e r b r e n n u n g 

e n t s t e h e n , ist möglich  Die z u r Schäd i -

g u n g v e r w e n d e t e n chemischen S u b s t a n -

zen können nach b e k a n n t e n T r e n n u n g s -

methoden vor d e r Anwendung e n t f e r n t 

w e r d e n , ebenso inkompatible immunolo-

gisch ü b e r k r e u z mit dem Empfängero r 

ganisms r e a g i e r e n d e F a k t o r e n  
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Hers te l lung von Impfs tof fen und Diagnost ika gegen Tox ine , Onkogene und an t ide t e rmi -

nan te Fragmente aus zy to tox i schen , immunopathogenen ode r a l l e rg i schen An t ikö rpe rn 

DK N r : 34 38 777  3 

vom 23 10 1984 

Zusammenfassung 

Es wird die Syn these in fo rmat ion in Form 

von DNA o d e r in format iver RNA f ü r die 

Indukt ion von A n t i k ö r p e r n und Immun-

zellen gewonnen und v e r v i e l f ä l t i g t , die 

sich gegen Toxine und Fak toren r i c h t e t , 

die in einem Organ i smus nach e iner Schä -

d i g u n g d u r c h ionis ie rende S t r a h l e n , Ver -

b r e n n u n g e n , Ve r l e t zungen ode r In toxi -

ka t ionen ebenso auch gegen Onkogene 

aus Tumorzellen sowie gegen a n t i d e t e r -

minante G r u p p e n aus zy to tox i schen bzw  

immunopathogenen ode r a l l e rg i schen Ant i -

k ö r p e r n e n t s t e h e n  

P a t e n t a n s p r u c h 

Hers te l lung von Impfs to f fen z u r P r o p h y -

laxe und T h e r a p i e sowie von Diagnost ika 

nach einem V e r f a h r e n , bei dem man die 

gene t i s che Syn these in fo rmat ion zur Bil-

d u n g sp e z i f i s c h e r A n t i k ö r p e r und Immun-

zellen in Form von DNA ode r in fo rma t ive r 

RNA aus spez i f i schen sens ib i l i s i e r t en Im-

munzellen ode r Hybridomzellen isoliert 

und in einem ze l l f re ien S y n t h e s e s y s t e m 

enzymat isch v e r m e h r t , d a d u r c h g e k e n n -

ze ichne t , daß z u r Sens ib i l i s i e rung von 

Immun- und Hybridomzellen Toxine , An-

t igene ode r Haptene a u s Ind iv iduen v e r -

wendet w e r d e n , die nach Sc hä d i gun g 

d u r c h ion is ie rende S t r a h l e n , V e r b r e n -

n u n g e n ode r a n d e r e Noxen, wie T raumen 

oder In tox ika t ionen e n t s t e h e n , ebenso 

onkogene DNA sowie assoz i ie r te Ant igene 

aus Tumorze l len , und an t ide t e rminan te 

G r u p p e n von zy to tox ischen u n d immuno-

p a t h o g e n e n A n t i k ö r p e r n , die nach d e r 

T ransp l an t a t i on von inkompatiblen O r g a -

n e n , i n sb e s o n d e r e auch Knochen und Haut 

ode r in Kul tu r g e z ü c h t e t e n Zellen und 

Geweben  wie auch nach immunopathogenen 

Sens ib i l i s i e rungen gegen k ö r p e r e i g e n e 

Gewebe und Moleküle bei c h r o n i s c h e n O r -

g a n e r k r a n k u n g e n , i n s b e s o n d e r e rheuma-

t i s chen E r k r a n k u n g e n , Diabe tes ode r bei 

Allergien e n t s t e h e n , wobei die Immunogeni-

tät d e r zu r Sens ib i l i s i e rung v e r w e n d e t e n 

Agent ien d u r c h immunologische A d j u v a n t i e n , 

d u r c h Konjugat ion mit C a r r i e r - S t o f f e n o d e r 

chemische Modifikation v e r s t ä r k t werden 

und die Impfs to f fe in vivo ode r in v i t ro 

auch z u r Gewinnung von A n t i k ö r p e r g e -

mischen bzw  geklonten A n t i k ö r p e r n v e r -

wendet werden k ö n n e n  

B e s c h r e i b u n g 

Die H e r s t e l l u n g a u s r e i c h e n d g r o ß e r Mengen 

von T o x i n e n , Ant igenen o d e r Hap tenen 

zu r ak t iven Immunis ie rung bzw  von Immun-

t o l e r a n z - v e r m i t t e l n d e n Fak to ren s tößt auf 

v e r s c h i e d e n a r t i g e Schwie r igke i t en  Das 

b e k a n n t e V e r f a h r e n d e r ak t iven Immunisie-

r u n g ist zudem bei e i n g e t r e t e n e r Schäd i -

g u n g t h e r a p e u t i s c h u n g e e i g n e t , weil d e r 

Impfschu tz zu spät e in t r i t t ode r das Immun-

system d u r c h die Noxe inkompetent gewor-

den i s t , bzw  sich eine par t ie l le Immun-

to leranz gegen die Ant igene entwickel t 

h a t  

Zur He r s t e l l ung von Impfs to f fen zu r P ro -

phy l axe u n d The rap i e wie auch von Diagno-
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s t ika gegen Toxine , Onkogene und a n t i -

de te rminan te Fragmente aus zy to tox i -

s c h e n , immunopathogenen o d e r a l ler-

g ischen A n t i k ö r p e r n , wird e r f i n d u n g s -

gemäß ein V e r f a h r e n v e r w e n d e t , bei dem 

man die gene t i sche Syn these in fo rmat ion 

zur Bi ldung d e r spez i f i schen An t ikö r -

p e r und Immunzellen, in Form von DNA 

ode r i n fo rma t ive r RNA aus spez i f i schen 

sens ib i l i s i e r t en Immunzellen ode r Hybr i -

domzellen in vivo ode r in v i t ro isoliert 

und in einem zel l f re ien Syn thesesys t em 

enzymat isch ve rmehr t (vg l  D  J a e h e r t z : 

Z  Med  Mikrobiol  Immunol  152 ( 1966), 

112, u a ; F ishman, M : J  e x p  Med  

114 (1961) 857)  

Dieses V e r f a h r e n w u r d e b i s h e r zur Ge-

winnung von I m p f s t o f f e n , i n s b e s o n d e r e 

gegen Viren und Mikroorganismen v e r -

wendet und wird nun auf n icht unmit te l -

b a r e r r e i c h b a r e K r a n k h e i t s f a k t o r e n a n -

gewand t  Auch werden DNA-Gen-Ab-

schn i t t e mit d e r Syn these in fo rmat ion 

f ü r die Ab we hr s t o f f e v e r w e n d e t  Die 

I so l i e rung so lcher DNA ist nach b e k a n n -

t en G e n - t e c h n i s c h e n V e r f a h r e n , i n sbe -

s o n d e r e das "Blot t ing" von DNA bzw  

auch von RNA mit dem Hilfsmittel 

von DNA-Proben u n d komplementären 

Fragmenten möglich (vg l  S o u t h e r n , 

E M  (1975) , J  Mol  Biol  98, 503 - 517; 

Alwine, J C  et a l  (1977) P roc  Natl  

Acad  Sei  USA 74, 5350 - 5354; B u r -

n e t t , W N  (1981) Anal  Biochem  112, 

195 - 203; R e i n h a r t , M P  & Malamud, 

D  (1982) Fed  Proc  41, 873 (3550); 

P r e f e r o e n , M  et a l  (1982) Febs Le t t  

145, 369 - 372)  Die Gewinnung von in-

format iver RNA aus sens ib i l i s i e r t en Zel-

len ist in Ve rö f f en t l i chungen von J  J a -

e h e r t z b e s c h r i e b e n  

Vor l iegendes V e r f a h r e n u n t e r s c h e i d e t 

sich d u r c h die V e r w e n d u n g b e s o n d e r e r 

A u s g a n g s s t o f f e und d u r c h die Indika t io-

nen de r gewonnenen Impfs to f fe und Diag-

nos t ika  

Für die Gewinnung d e r jeweiligen DNA ode r 

RNA aus Ant ikörper - b i ldenden Zellen müs-

sen diese zunächs t d u r c h ein b e s o n d e r e s 

Immunogen sens ib i l i s ie r t w e r d e n  Dazu ist 

es möglicherweise e r f o r d e r l i c h , die Immuno-

geni tä t d e r zu r Sens ib i l i s i e rung v e r w e n -

de ten Agent ien d u r c h immunologische Ad 

juvanzien , d u r c h Konjugat ion mit C a r r i e r -

S to f fen ode r chemische Modifikation zu 

v e r s t ä r k e n  Bei V e r w e n d u n g von Nuklein-

s ä u r e n können d iese gegebenenfa l l s che-

misch in i h r e r immunogenen Po tenz , z B  

d u r c h Methy l i e rung o d e r a n d e r e Methoden 

modifiziert w e r d e n  Die jeweils v e r a b -

re ich ten Gen-Abschn i t t e d e r DNA können 

auch d u r c h I so l i e rung de r P u f f s von C h r o -

mosomen isoliert w e r d e n  Aus gek lön ten 

Zel lkul turen lassen sich diese Bes tand te i l e 

poolen  Auch die RNA k ö n n e n einzeln o d e r 

als Mischungen zum Antigen umgewandel t 

f ü r die Sens ib i l i s i e rung von A n t i k ö r p e r -

b i ldenden Zellen ve rwende t w e r d e n  Auch 

An t ikö rpe r ode r die de t e rminan ten Bez i rke 

von A n t i - I d i o t y p - A n t i k ö r p e r n wie sie 

nach P 3437757 3 in einem V e r f a h r e n zur 

Hers t e l lung von küns t l i chen biomimetischen 

Haptenen bzw  A n t i g e n e n , i n s b e s o n d e r e 

von Toxinen sowie von Tumormarke r s ge -

wonnen w e r d e n , lassen sich e inze ln , wie 

auch in Mischungen , als Ant igen zu r Sen-

s ib i l i s i e rung von Immunzellen v e r w e n d e n , 

a u s denen d a n n die gewünsch t e DNA bzw  

informat ive RNA isoliert und d u r c h b e k a n n -

te Methoden in einem zel l f re ien S y n t h e s e -

system enzymat isch ve rmehr t w i rd  Die 

Sens ib i l i s i e rung d e r Immunzellen k a n n in 

einem e r s t e n Schr i t t in vivo d u r c h ak t ive 

Immunis ie rung des Ind iv iduums e r fo lgen 

und ansch l i eßende r Wei te rzüch tung d e r 

Zellen und Fus ion i e rung zu Hybridomzellen 
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sowie Klonierung d i e se r Zellen  Aus d ie -

sen Zel lkul turen lassen sieh A n t i k ö r p e r 

a b s c h ö p f e n , die d i agnos t i s ch zum Nach-

weis des Ant igens wie auch zu r p a s s i -

ven Immunis ierung ve rwende t werden 

können  Auch lassen sich die DNA-Ab-

schn i t t e und iRNA zu r Sens ib i l i s i e rung 

von in v i t ro -Sys t emen b e n u t z e n , aus 

denen d a n n die e n t s p r e c h e n d e n Ant i -

k ö r p e r gewonnen w e r d e n  Zur V e r b e s -

s e r u n g d e r Endozytose d e r gewonnenen 

DNA-Abschni t te bzw  iRNA können die-

se in Liposomen, i n s b e s o n d e r e nach 

DP 2650502 sowie EPA 84111391 3 appl i -

ziert w e r d e n  

Die Gewinnung von Tox inen , die in In -

d iv iduen nach S c h ä d i g u n g d u r c h ioni-

s i e rende S t rah len ode r nach V e r b r e n -

nungen e n t s t e h e n , e r fo lg t nach b e k a n n -

ten Methoden ( v g l  K  T h e u r e r : Atom-

p r a x i s H  9  S  327 - 330, 1958)  In 

gleicher Weise lassen sich S y n t h e s e i n f o r -

mationen f ü r A n t i k ö r p e r und Immunzel-

len gegen Fak to ren gewinnen , die nach 

Traumen ode r In toxika t ionen e n t s t e h e n  

Die Syn these in fo rmat ion zur Ant ikör -

p e r b i l d u n g und Sens ib i l i s i e rung von 

Immunzellen gegen onkogene DNA sowie 

tumor-assoz i i e r t e u n d k a r z i n o - e m b r y o -

nale Ant igene werden aus den e n t s p r e -

chenden Zellen gewonnen  Die Gewinnung 

von zy to tox i schen und immunopathogenen 

Ant ikö rpe rn und d e r e n an t ide te rminan te 

Gruppen werden nach d e r T r a n s p l a n t a -

tion von inkompatiblen O r g a n e n , i n s b e -

sondere auch von Knochen und Haut 

ode r in Kul tu r gezüch t e t en Zellen und Ge-

weben gewonnen und zu r Sens ib i l i s i e rung 

von Immunzellen v e r w e n d e t , a u s denen 

dann die Syn these in fo rmat ion isoliert 

und ve rmehr t wi rd  In g le icher Weise kön-

nen auch immunopathogene A n t i k ö r p e r , 

wie sie bei v e r s c h i e d e n e n ch ron i s chen E r -

k r a n k u n g e n e n t s t e h e n , i n s b e s o n d e r e bei 

den rheuma t i s chen E r k r a n k u n g e n , dann 

a b e r auch a l l e rg i sche An t ikö rpe r v e r w e n -

det w e r d e n  Hier b e r u h t d e r t h e r a p e u t i -

sche Ef fek t auf d e r Induk t ion von Ant i -

A n t i k ö r p e r n im Pa t ien ten d u r c h Ü b e r -

t r a g u n g d e r Syn these in fo rmat ion f ü r 

den G e g e n - A n t i k ö r p e r  Dieses V e r f a h r e n 

ermöglicht auch eine b e s t e h e n d e Toleranz 

bezügl ich e ines A n t i g e n s , i n sb e s o n d e r e 

bei Tumoren zu d u r c h b r e c h e n , und an -

d e r e r s e i t s in einem sens ib i l i s i e r t en O r g a -

nismus Immuntoleranz zu e r z e u g e n  Der 

Vorteil d e r nach vor l iegendem V e r f a h r e n 

h e r g e s t e l l t e n P r ä p a r a t e liegt in d e r r a s c h e n 

Wirksamkei t , d e r hohen Reinheit und 

d e r g e r i n g e n D o s i e r u n g , d u r c h die Neben-

wi rkungen vermieden w e r d e n  

Beispiel 1 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

    

     

 

  

  

 

  

 Zur Ver -

s t ä r k u n g i h r e r Immunogenität können sie 

an C a r r i e r k o n j u g i e r t , chemisch modifiziert 

u n d bzw  ode r mit einem immunologischen 
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können dann nach den bekannten bioche-

mischen Ver fahren d e r Chromatographie , 

Gelf i l t ra t ion, an Ionenaus tausche rn oder 

d u r c h Elektrophorese f rak t ion ie r t we rden . 

Auch sind Mischungen aus P räpa ra t en 

aus den Plazentaanteilen und bzw. oder 

Stroma aus versch iedenen Tumorar ten 

möglich. Die du rch Gewebezüchtung ge-

wonnenen isolierten Tumorzellen können 

auf Tumorant igene aufgearbe i t e t werden . 

Beispiel 1 

Züchtung von Rinderdezidua in de r Gcwc-

beku l tu r nach p r ä p a r a t i v e r Iso l ierung vom 

embryonalen bzw. foetalen Anteil du rch 

mechanische T r e n n u n g d e r beiden Plazenta-

antei le . 

Beispiel 2 

Züchtung von menschlicher Dezidua nach 

p r äp a r a t i v e r Isol ierung von Chorion- bzw. 

Trophoblas tengewebe u n t e r dem Opera t ions-

mikroskop g g f s . nach geeigneter v i ta ler 

F ä r b u n g zur Di f fe renz ie rung des m ü t t e r -

lichen und foetalen Gewebes. Anlegen und 

P la t t enku l tu ren . Beim Umsetzen Selektio-

n i e rung de r Deziduazellen und Weiterzüch-

t u n g de r reinlinigen Zellrasse in großen 

Mengen im Belco-Modular-Roller-System f ü r 

Zellproduktion oder als t r y p s i n i e r t e Sus -

pens ionsku l tu r im Durchs t römungssys t em, 

g g f s . in Konfrontat ion mit den e n t s p r e -

chend isolierten Geweben aus Chorion-Zel-

len . 

Beispiel 10 

Isolierte Züchtung von Stroma aus mensch-

lichem Basaliom d e r Haut . Nach c h i r u r g i -

scher E n t f e r n u n g wird das Tumorgewebe 

in 0,5 mm bre i te Tranchen geschni t ten 

und diese u n t e r dem Operat ionsmikroskop 

oder e iner hupe auf Stroma und Tumorge-

webe p r ä p a r i e r t . Beide werden e n t s p r e -

chend dem Beispiel 2, g g f s . in Konfronta-

tion zue inander , gezüch te t , wobei die Nähr -

lösung von d e r Tumorkul tur auf die Kul tur 

des Stromagewebes ü b e r g e h t . 

Beispiel 4 

Züchtung von Stroma aus einem sz i r rhösen 

Magen-Karzinom. Hier wird zunächst vom 

Gesamttumor eine Mischkultur ange leg t . 

Diese wird mit ionis ierenden St rahlen und 

bzw. oder geeigneten zytotoxischen Sub-

s t anzen , oder mit spezif isch gegen die 

Tumorzellen ger ich te ten An t ikö rpe r se ren 

zusammen mit Komplement behande l t . Nach 

Vern ich tung de r Tumorzellcn wird das 

Stroma isoliert wei te rgezüchte t und Zell-

klone von etwa noch vorhandenen Tumorzellen 

entweder p räpa ra t iv oder du rch e n t s p r e c h e n -

de Maßnahmen besei t igt bzw. v e r n i c h t e t . 

Bei Vorliegen re iner Zellinien aus dem Stroma 

kann dann mit de r Massenzüchtung desse lben 

begonnen werden . 
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Gewinnung von Wirkstof fen zur E rneuerung und Ste igerung des Haarwuchses 

DE Nr. : 23 14 019 

vom 21.3.1973 

Pa ten tansprüche 

1. Gewinnung von Wirkstoffen zu r E r n e u -

e rung und S te ige rung des Haarwuchses , 

gekennzeichnet du rch die Verwendung von 

regener ie renden Haarwurzeln nach Epilation 

mit ionis ierenden St rahlen und bzw. oder 

chemisch medikamentöser Einwirkung von 

Epilationsmitteln, gegebenenfa l l s zu r 

Zeit de r E n t s t e h u n g des Winterpelzes von 

Tieren. 

2. Nach Anspruch 1, gekennzeichnet d u r c h 

die Kombination d ieser Ex t rak te mit Hormo-

nen , Vitaminen, Spurenelementen und bzw. 

oder O r g a n e x t r a k t e n aus Plazenta, O v a r , 

Nebennierenr inde , Thymus und foetalen 

Blutgefäßen einzeln oder in Mischungen. 

Beschreibung 

Bei den ve r sch i edens t en O r g a n e r k r a n k u n -

gen werden O r g a n e x t r a k t e t he rapeu t i s ch 

verwende t . Bei E r k r a n k u n g e n des Haar-

wachstums und d e r Alopezie wurden Ex-

t rak te aus Haut mit Haarwurzeln mit u n t e r -

schiedlichem Erfolg angewandt . Es ist be -

kann t , daß beim menschlichen Haarwachs-

tum Zyklen zwischen einer mehr jähr igen 

Wachstumsphase (Anagenphase ) , e iner 

kurzen Umwandlungsperiode und e iner 

etwa dreimonatigen Ruhepause (Telegen-

phase) bes t ehen . Am Ende d ieser Ruhepause 

wird das Haar abges toßen und d u r c h neues 

e r se t z t , das dann den gleichen Zyklus 

du rch l äu f t . Die Zyklen d e r einzelnen Haare 

sind nicht synch ron i s i e r t , so daß alle 

Stadien des Haarwachstums nebene inander 

zu f inden s ind . Nur in d e r Wachstumsphase 

sind abe r Wachstums- und E r n e u e r u n g s s t o f f e 

vorhanden. In de r Umwandlungsperiode ist 

es h ingegen möglich, daß Hemmstoffe a u f -

t r e ten , die in einem Organex t r ak t aus Haar-

follikeln die gewünschte anregende Wirkung 

auf den Haarwuchs bee in t räch t igen . Dies 

könnte eine E rk l ä rung f ü r die u n t e r s c h i e d -

lichen Wirkungen de r b isher igen Ex t r ak te 

aus Haarfollikeln se in . 

Vorliegende E r f i n d u n g ermöglicht nun die 

Synchronisa t ion des Haarwachstum und die 

Anre i che rung von Wuchsstoffen bzw. die 

Besei t igung von Hemmstoffen in Ex t rak ten 

aus Haarfoll ikeln. Die Synchronisat ion des 

Haarwuchses bei den versch iedenen Organ -

s p e n d e r n , vorwiegend Tieren mit langen Haa-

ren z . B . Af fen , Hunden , Katzen, Kanin-

chen , wird e r re ich t d u r c h E n t h a a r u n g (Epi-

lation) z . B . mit ionis ierenden St rah len oder 

chemisch medikamentös z . B . d u r c h die An-

wendung von Thallium, Zytostaticis oder auch 

durch Hormone wie z . B . orale Kontrazept iva 

und Ös t rogene . Die abges toßenen Haare sollen 

dabei nach e iner gewissen Zeitspanne nach-

wachsen. In d e r Medizin sind die Methoden 

und die Dosierungen f ü r eine solche tempo-

r ä r e Epilation bekann t . Beim Wiedereinsetzen 

des allgemeinen Haarwachstums werden dann 

die O r g a n s p e n d e r geopfer t und die Haarfolli-

kel in übl icher Weise zu Organhomogenaten 

oder - e x t r a k t e n v e r a r b e i t e t . 

Die Epilation läßt sich zeitlich bei ve r sch i e -

denen T ie r a r t en so d u r c h f ü h r e n , daß das 

Wiedereinsetzen des Haarwachstums mit d e r 

na tür l i chen S t e ige rung des Haarwachstums 

bei d e r Bildung des Winterpelzes zusammen-

fäl l t . Dadurch werden die Vorausse tzungen 

f ü r P räpa ra t e mit besonders wachs tumsför-
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de rnde n Eigenschaf ten g e s c h a f f e n . Auch 

ist es möglich, P räpara te während de r Zeit 

de r Bildung des Winterpelzes zu gewinnen. 

Auch können versch iedene Epilationsmetho-

den z . B . d u r c h Bes t r ah lung und gleich-

zeitige chemisch-medikamcntöse Behand-

lung kombiniert werden . 

Die kosmetische bzw. t he rapeu t i s che An-

wendung solcher Ex t r ak te kann dann kom-

binier t mit Hormonen z . B . Ös t rogenen und 

Nebennierenr indenhormonen wie auch mit 

Vitaminen und Spurenelementen sowie ge-

eigneten anderen Medikamenten, z . B . 

Thallium in homöopathischer Dos ie rung , 

e r fo lgen . Auch Organex t r ak t e z . B . aus 

Plazenta , O v a r , Nebenniere , Thymus und 

foetalen Blu tge fäßen , können einzeln oder 

in Kombination mitverwendet werden . 

Beispiel 1 

Gewinnung von Ex t rak ten aus r e g e n e r i e r e n -

den Haarfollikeln beim Kaninchen. Diese 

werden nach bekannten Methoden du rch ge-

f i l te r te , weiche Röntgens t rah len in einer 

oder wiederholten Si tzungen auf mehreren 

Feldern bre i t f läch ig epi l ier t . Nach Ausfallen 

de r Haare und Wiederauf t re ten des Haar-

wach stums werden die Tiere getötet und 

die Hautschicht mit den r egene r i e r enden 

Haarfollikeln nach bekann ten Methoden p r ä -

par ie r t und v e r a r b e i t e t . 

Beispiel 10 

Epilation von Hunden d u r c h dosierte Thal-

l iumverg i f tung . Bei Wiedereinsetzen des 

I laarwachstums Wei te rverarbe i tung d e r r e -

gene r i e renden Haarfollikeln wie in Beispiel 1. 

Beispiel 3 

Epilation von Affen (Pavianen) d u r c h Zyto-

stat ica bzw. Antimetabolite z . B . d u r c h Vin-

c r i s t i n su l f a t . Weiteres Vorgehen wie in 

Beispiel 1. 

Beispiel 4 

Epilation von Katzen d u r c h plötzliches Ab-

setzen einer Behandlung mit Ös t rogenen , 

wobei die ve r sch iedenen Stadien de r Wachs-

tumsphase de r Haare gleichzeitig in die Ruhe-

pause ü b e r g e f ü h r t und nach einiger Zeit 

wie beim na tür l ichen Haarwuchs a b g e s t o -

ßen werden . Dabei wird das Haarkleid d i f -

f u s gel ichte t . Diese Epilationsmethode kann 

terminmäßig mit dem na tür l ichen Haarwechsel 

de r Tiere korre l ie r t werden . Weitere Ver-

a rbe i t ung erfolgt nach Beispiel 1. 

Beispiel 5 

Gewinnung von Ex t rak ten aus r e g e n e r i e r e n -

den Haarfollikeln in de r Zeit d e r En t s t ehung 

des Winterfells , gegebenenfal ls u n t e r zeit-

lich ko r re l i e r t e r Anwendung d e r Epilat ions-

methoden d e r Beispiele 1 - 4 , wobei auch 

verschiedene Epilationsmethoden kombiniert 

werden können . 
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Verwendung chemisch au fgesch lossener O r g a n e in F u t t e r m i t t e l n 

zusammen mit Buschmann , Hans , P r o f  Dr  med  v e t  , 8000 München 

DE Nr  : 22 49 697 5-41 

vom 11 10 1972 

Pa t en t ansp ruch 

Verwendung d e r S to f f e , die bei einem Ver 

f ah ren zum g e s t e u e r t e n chemischen Auf -

schluß von O r g a n e n f ü r t h e r a p e u t i s c h e 

Zwecke u n t e r V e r w e n d u n g von Dämpfen 

chemischer Reagenzien e rha l t en worden 

s ind , bei welchem man die p u lve r fö rmigen 

S u b s t r a t e mit dem den A u f s c h l u ß b e w i r k e n -

den Reagenz , d e s s e n S iedepunk t bei atmo-

sphär ischem Druck ü b e r d e r Normaltempe-

r a t u r l i eg t , vo rzugswe i se konz  Schwefe l -

s ä u r e , E s s i g s ä u r e , Ameisensäure ode r Di-

äthylamin, in einem gesch lossenen System 

zusammen, a b e r g e t r e n n t v o n e i n a n d e r einem 

solchen Vakuum a u s s e t z t , welches die Ü b e r -

f ü h r u n g des au f sch l i eßenden Mittels in die 

dampfförmige Phase e rmögl ich t , u n d , nach -

dem de r gewünsch t e Aufsch luß des Sub-

s t r a t e s e r r e i c h t i s t , das nicht v e r b r a u c h t e 

Reagenz wieder e n t f e r n t , wobei man v o r -

zugsweise von t i e f g e k ü h l t e n p u l v e r i s i e r t e n 

organischen Geweben a u s g e h t , und man 

das dampfförmige chemische Reagenz aus 

einer vorbes t immten Menge d u r c h Absen-

ken des Vakuums zunächs t auf dem S u b -

s t ra t n i e d e r sc h l ä g t und nach d e r g e w ü n s c h -

ten E inwi rkung das ü b e r s c h ü s s i g e Rea-

genz d u r c h E r h ö h u n g des Vakuums wieder 

e n t f e r n t , als Bes tand te i l sons t üb l i che r 

Fu t te rmi t te l , i n s b e s o n d e r e Schweinemast -

und H ü h n e r m a s t f u t t e r , in e iner End Ver-

d ü n n u n g im Mikro- bis Picogrammbereich 

pro Gramm Fu t t e rmi t t e l , gegebenen fa l l s 

u n t e r weiterem Zusatz o b e r f l ä c h e n a k t i v e r 

Subs tanzen im Mikrogrammbereich p ro 

Gramm Fu t t e rmi t t e l  

In d e r Aufzuch t von Schweinen und Hühne rn 

wu r d e n zur A n r e g u n g des Wachstums und 

d e r Gewichtszunahme Antibiot ika und Hor-

mone v e r w e n d e t  Diese gehen beim Genuß 

des Fle isches d e r so v o r b e h a n d e l t e n T ie re 

auf den Menschen ü b e r und f ü h r e n dor t zu 

v e r s c h i e d e n a r t i g e n g e s u n d h e i t s s c h ä d i g e n d e n 

Wirkungen  

Im Doppelbl ind v e r s u c h wurde n u n in F ü t t e -

r u n g s v e r s u c h e n f e s t g e s t e l l t , daß die bei d e r 

Aufzuch t d i e se r T ie re e r w ü n s c h t e n Wirkun-

gen auch d u r c h die V e r w e n d u n g von best imm-

ten P r ä p a r a t e n aus hochmolekularen O r g a n -

e x t r a k t e n zu erz ie len s i n d , wie sie in d e r 

Humanmedizin seit vielen J a h r e n V e r w e n d u n g 

f i n d e n  Diese P r ä p a r a t e bes i t zen ke ine n a c h -

te i l igen Nebenwi rkungen auf den Menschen , 

auch wenn sie v o r h e r ü b e r den Organ i smus 

d e r als Nahrungsmi t t e l d i enenden T i e r e v e r -

s to f fwechse l t w u r d e n  Die A n w e n d u n g d i e se r 

P r ä p a r a t e kann ü b e r die v e r w e n d e t e n F u t -

te rmi t te l ode r ü b e r die Wasseraufnahme e r -

fo lgen  Es wurde fes tges te l l t , daß se lbs t 

T i e r e , die mit Anabol ika- und Ant ib io t ika-

Zusä tzen g e f ü t t e r t w u r d e n , eine wei tere Wir-

k u n g s s t e i g e r u n g bei zusä t z l i che r Anwendung 

solcher hochmolekulare r O r g a n e x t r a k t e 

z e i g t e n  In d e r Schweinezucht waren z B  

täg l iche Gewichtszunahmen von d u r c h s c h n i t t -

lich 708 g g e g e n ü b e r 554 bis 671 g ohne O r -

g a n e x t r a k t e f e s t z u s t e l l e n  Die mit den O r g a n -

e x t r a k t - Z u s ä t z e n g e f ü t t e r t e n T i e r g r u p p e n 

bl ieben ü b e r d i e s g e s u n d und zeigten ke ine 

nachte i l igen Verha l t enswe i sen  Demgegen-
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ü b e r kam es bei den Kon t ro l l g ruppen zu 

Ausfäl len d u r c h G r i p p e , H u s t e n , Fel lbei -

ßen und bei H ü h n e r n d u r c h F e d e r p i c k e n  

Auch t r a t e n keine Herz - und Kre i s l auf -

todesfä l le mehr a u f , f ü r die Schweine 

b e s o n d e r s empfindl ich s i n d  

Die E r f i n d u n g ist im P a t e n t a n s p r u c h d e f i -

n i e r t  F ü r die menschl iche E r n ä h r u n g be -

deu t en Zusätze von hochmolekularen O r -

g a n e x t r a k t e n zum T i e r f u t t e r ke iner le i 

G e f ä h r d u n g  

Der Zusatz zum T i e r f u t t e r kann unmit te l -

b a r vor d e r F ü t t e r u n g in Form von wäßr i -

gen Dilut ionen e r f o l g e n  Von diesen Di-

lut ionen werden d a n n jeweils einige ml 

auf das T r o c k e n p u l v e r des T i e r f u t t e r s 

mit e iner Sp r i t ze z e r s t ä u b t , bevor d ieses 

mit zusätzl ichem Wasser v e r s e t z t wi rd  

Techn i sch e in f ache r ist die V e r w e n d u n g 

f e r t i g e n T i e r f u t t e r s mit Zusä tzen d e r hoch-

molekularen O r g a n e x t r a k t e als T r o c k e n -

p u l v e r  Die V e r d ü n n u n g e n d e r O r g a n -

t r o c k e n p u l v e r werden dabei d u r c h Mi-

s c h u n g d i e se r Pu lve r im Fut te rmi t t e l ode r 

in einem gee igne ten V e r d ü n n u n g s m i t t e l 

wie z B  Weizenkleie, H a f e r s c h r o t ode r 

d g l  vorgenommen  Dabei wird z B  d e r 

O r g a n t r o c k e n e x t r a k t mit dem Fu t t e rmi t t e l 

gu t v e r m i s c h t , dann in e iner zweiten Ver -

d ü n n u n g s s t u f e mit e ine r wei te ren Menge 

des Fu t t e rmi t t e l s  Unmit telbar vor d e r 

F ü t t e r u n g kann die endgü l t i ge V e r d ü n n u n g 

he rges t e l l t w e r d e n  Es kann abe r auch d e r 

endgü l t i ge V e r d ü n n u n g s g r a d gleich e inge-

stell t w e r d e n  

Es hat s ich b e w ä h r t , g le ichzei t ig einen 

obe r f l ächenak t iven Stoff be izumischen , z B  

Nat r iumlaury l su l fa t in e iner E n d k o n z e n t r a -

tion von 10 ug  D a d u r c h wird die R e s o r p -

tion im Magen-Darm-Kanal e r l e i c h t e r t  Das -

selbe gilt auch f ü r die V e r w e n d u n g von 

wäßr igen Di lu t ionen  

Beispiel 

Das Beispiel zeigt die E r g e b n i s s e von T i e r -

v e r s u c h e n , die mit 3 G r u p p e n zu je 151 Kükei 

d u r c h g e f ü h r t worden s i n d  Die 3 G r u p p e n 

wurden mit dem gleichen G r u n d f u t t e r ge-

f ü t t e r t , wobei G r u p p e I ke ine Zusä tze e r -
- 9 

h ie l t , G r u p p e II zusätzl ich mit 10 g des e r -

f indungsgemäß zu v e r w e n d e n d e n hochmole-

ku la ren O r g a n e x t r a k t e s p ro g Fut te rmi t te l 

und G r u p p e III zusätz l ich mit 20 mg Vir-

giniamyein p ro kg G r u n d f u t t e r v e r s e t z t war  

Unter F u t t e r v e r w e r t u n g ist dabe i d e r F u t -

t e r v e r b r a u e h p ro kg Gewichtszuwachs zu 

v e r s t e h e n  
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Verfahren zur Hers te l lung sowie zur d iagnos t i schen und t h e r a p e u t i s c h e n Anwendung 

von Zel lex t rak ten aus Samenzellen und Eizellen 

DE N r : 20 32 988 8 

vom 03 06 1970 

Patentansprüche 

1  V e r f a h r e n zu r Hers t e l lung sowie d ia-

gnos t i schen und t h e r a p e u t i s c h e n Anwen-

d u n g von Ze l lex t rak ten aus Samenzellen 

und Eizellen mit haploidem Chromosomen 

sa tz , gekennze ichne t d u r c h die Verwen-

d u n g von k o r p u s k u l ä r e n und hochmole-

ku la ren Frak t ionen ( N u k l e i n s ä u r e n , Pro-

t e inen , P ro t e iden , Lipidcn und Polysaccha-

r iden) sowie d e r e n A b b a u p r o d u k t e n , die 

nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n d e r Gewebe-

ex t rak t ion und de r An t igen i so l i e rung ge-

wonnen w e r d e n  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1, g e k e n n -

zeichnet d u r c h die Konjugat ion o d e r kom-

binier te Anwendung mit a n d e r s a r t i g e n 

Geweb eex t r ak t en , zy to t ropen S c h l e p p e r -

s to f fen , na t iven und küns t l i chen Hormonen 

und bzw  ode r Spu rene l emen ten  

3  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1, zu r Iso-

l ie rung von Spermien mit Y- bzw  mit 

X-Chromosomen, gekennze ichne t d u r c h 

die Hers t e l lung e ines A n t i k ö r p e r s e r u m s 

mit Immunglobulinen gegen Zel lkerne aus 

Ovarien ode r Eizellen mit dem X-Chromo-

som als Ant igen nach b e k a n n t e n immuno-

logischen V e r f a h r e n  Agglut ina t ion von 

Spermien mit diesem Serum und T r e n n u n g 

des agg lu t i n i e r t cn vom nicht agg lu t i n i e r t en 

Sperma  

4  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 3, zur Her-

s te l lung e ines Immunserums gegen Zell-

kerne mit Y-Chromosomen, gekennze ichne t 

du rch die V e r w e n d u n g d e r i so l ier ten Zell-

ke rne aus Spermien mit Y-Chromosomen 

zur ak t iven Immunis ie rung e ines Ant ikör -

p e r b i l d n e r s  

5  V e r f a h r e n nach Ansp ruch 3 und 4, g e k e n n -

zeichnet d u r c h die V e r w e n d u n g von Ant i -

k ö r p e r s e r e n mit Immunglobulinen gegen X-

bzw  Y-Chromosome z u r I so l ie rung d e r ge-

gensä tz l i chen Spermien  

B e s c h r e i b u n g 

Vor l iegendes V e r f a h r e n dient zu r Hers te l -

lung sowie d i agnos t i s chen und the rapeu t i -

s chen A n w e n d u n g b e s o n d e r e r Ze l lex t rak te 

aus Samenzellen und Eizellen  Es ist gekenn 

zeichnet d u r c h die V e r w e n d u n g k o r p u s k u l a -

r e r Zel lbes tandte i le ( - O r g a n e l l e n ) und von 

hochmolekularen Frak t ionen solcher Zellen 

bzw  den aus ihnen gewonnenen A b b a u p r o -

d u k t e n  Die He r s t e l l ung solcher P r ä p a r a t e 

gesch ieh t nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n d e r 

O r g a n a u f a r b e i t u n g und - e x t r a k t g e w i n n u n g  

Das V e r f a h r e n bezieht sich demnach auf 

die V e r w e n d u n g b e s o n d e r e r A u s g a n g s s t o f f e  

Unte r k o r p u s k u l ä r e n Zel lbes tandte i len bzw  

-Organc l l en sind i n s b e s o n d e r e zu v e r s t e h e n , 

d e r Zel lkern und seine Bestandtei le , ebenso 

zy toplasmat i sehe Zel lbes tandte i le in Ar t d e r 

Mitochondr ien, Ribosomen, Gol ig iappara t 

und i h r e Membranen  Diese k o r p u s k u l ä r e n 

Zel lbes tandte i le b e s t e h e n a u s Konglomeraten 

von Molekülen; jedoch sind u n t e r den hoch -

molekularen F rak t ionen auch f re ie lösliche 

Moleküle zu v e r s t e h e n , i n s b e s o n d e r e die 

v e r s c h i e d e n a r t i g e n R i b o n u k l e i n s ä u r e n , dann 

a b e r auch DNS, P ro t e ine , P ro te ide , Fe rmen ie , 

Lipide und Po lysacchar ide  A b b a u p r o d u k t e 

können als Metabolite in den Ze l lex t rak ten 

en tha l t en sein o d e r a u s den g e n a n n t e n h o c h -
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molekularen S tof fen nach b e k a n n t e n che -

mischen ode r fe rmentchemischen V e r f a h r e n 

gewonnen w e r d e n  

Als A u s g a n g s g e w e b e können sowohl S p e r -

mien von S ä u g e t i e r e n , als auch von Fischen 

V e r w e n d u n g f inden und als Eizellen in be-

sonderem Maße Rogen von F i schen , z B  

von Forellen und K a r p f e n  Zur Bese i t i gung 

von Begle i t s to f fen werden die b e k a n n t e n 

Methoden einschl ießl ich d e r T r y p s i n b e h a n d -

lung e i n g e s e t z t  Die Aufsch l i eßung d e r Zel-

len e r fo lg t nach dem b e k a n n t e n Homogeni-

s i e r u n g s - und Ma h l ve r f a h re n , g g f s  auch 

in t i e fge f ro r enem Z u s t a n d  Die T r e n n u n g 

d e r Zellorganellen geschieh t d u r c h Z e n t r i -

fuga t ion g g f s  u n t e r V e r w e n d u n g e ines 

G r a d i e n t e n , z B  aus F r u k t o s e  Danach 

e r fo lg t g g f s  die wei tere chemische Auf -

s c h l i e ß u n g nach den b e k a n n t e n Methoden 

d e r He r s t e l l ung f ü r O r g a n - und Zellanti-

g e n e , bzw  - e x t r a k t e  Die A u f t r e n n u n g von 

Molekülen kann d u r c h Gel f i l t ra t ion , chroma-

t o g r a p h i s c h und e l ek t ropho re t i s ch e r fo lgen 

( v g l  C S t e f f e n : Allgemeine und e x p e r i -

mentelle Immunologie und Immunpathologie: 

Georg-Thieme Ver l ag , S t u t t g a r t ; H M  

R a u e n : Biologisches T a s c h e n b u c h , S p r i n g e r -

Ver lag sowie e inschlägige E i n z e l v e r ö f f e n t -

l i chungen in F a c h z e i t s c h r i f t e n )  

Es hat sich geze ig t , daß die b e a n s p r u c h t e n 

Wirks toffe a u s Zellen mit haploidem Chromo-

somensatz als Mischung wie auch zum Teil 

i so l ie r t , den S tof fwechse l von normalen Ge-

webezellen u n s p e z i f i s c h in besonderem 

Maße ak t i v i e r en u n d S y n t h e s e und Prol i -

f e r a t i o n s v o r g ä n g e aus lösen  Diese Wirkung 

ist n icht o r g a n s p e z i f i s c h und ü b e r t r i f f t die 

Wirkung von Gewebeex t r ak t en aus a n d e r e n 

O r g a n a r t e n  Die t h e r a p e u t i s c h e Anwen-

d u n g k a n n nach allen übl ichen A n w e n d u n g s -

a r t e n d e r O r g a n o - T h e r a p i e e r f o l g e n  

Eine Kombination ode r chemische bzw  ad -

häs ive Konjugat ion mit a n d e r s a r t i g e n O r g a n -

e x t r a k t e n ode r zy to t ropen Zel l frakt ionen 

ist ebenso möglich wie die Kombination bzw  

Konjugat ion mit den v e r s c h i e d e n s t e n n a t ü r -

lichen und s y n t h e t i s c h e n Hormonen, ins -

b e s o n d e r e aus S c h i l d d r ü s e , Nebenn ie r e , 

den Keimdrüsen und de ren D e r i v a t e n , 

d a n n auch mit S p u r e n e l e m e n t e n , von z B  mit 

Salzen von Zink, Mangan, Magnesium, Eisen , 

Kalzium  

Eine b e s o n d e r e Art d e r wei teren V e r w e n d u n g , 

i n s b e s o n d e r e d e r An t igenbes t and te i l e d e s X-

bzw  Y-Chromosoms aus haploiden Zellen, 

l iegt in d e r ak t iven Immunis ierung von an t i -

k ö r p e r b i l d e n d e n I n d i v i d u e n  Auch diese e r -

folgt nach d e n b e k a n n t e n immunologischen 

Methoden, g g f s  u n t e r Mi tve rwendung von 

A d j u v a n t i e n  z B  dem F r e u n d ' s c h c n A d j u v a n s 

ode r e iner kolloidalen Komplexve rb indung a u s 

Aluminium-Hydroxid und Kiese l säure  

Die Gewinnung von A n t i k ö r p e r s e r e n mit Im-

munglobul inen gegen das Y-Chromosom muß 

üb e r die Her s t e l l ung eines A n t i k ö r p e r s e r u m s 

gegen das X-Chromosom e r f o l g e n  Man k a n n 

dabei von Säuget ie rze l len mit zwei X-Chromo-

somen z B  a u s O v a r , a u s g e h e n u n d die Zell-

k e r n e bzw  während d e r Mitose auch X-Chromo-

some isol ieren und als Ant igen v e r w e n d e n 

ode r abe r Ant igene aus den haploiden Zell-

k e r n e n von F i schrogen v e r w e n d e n  Dieser 

muß von Begle i t s to f fen be f r e i t w e r d e n , bevor 

die Zel lkerne isoliert w e r d e n , die dann als 

Ant igen wiederhol t p a r e n t e r a l einem a n t i k ö r -

p e r b i l d e n d e n Individuum e i n g e s p r i t z t w e r -

d e n  Das davon e rha l t ene An t ikö rpe r se rum 

mit Immunglobulinen gegen X-Chromosome 

wird n u n bei optimalen B e d i n g u n g e n Samen-

zellen von S ä u g e r n ode r auch Vögeln bzw  

Fischen z u g e s e t z t , wobei die Samenzellen 

ebenfa l l s von Beg le i t s to f fen d e r S e x u a l d r ü s e n 

v o r h e r be f r e i t werden m ü s s e n  Nach e inge -

t r e t e n e r Agglut ina t ion d e r Samenzellen mit 

X-Chromosom werden die n icht a g g l u t i n i e r -

t en Zellen mit Y-Chromosom isoliert u n d e r -
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neut d i e se r I s o l i e r u n g s p r o z e d u r u n t e r w o r -

f en  Die d a r a u s gewonnenen Zel lkerne w e r -

den nun in ana loger Weise d e r ak t iven Im-

muni s i e rung und Hers te l lung eines Ant i -

se rums mit Immunglobulinen gegen Y - C h r o -

mosome v e r w e n d e t  Mit diesem Serum kann 

man dann in e n t s p r e c h e n d e r Weise ein 

Ant ikörpe r se rum gegen a r tg l e i che homolo-

ge X-Chromosome gewinnen  

Die T r e n n u n g d e r mit Immunglobulin b e -

ladenen Zellen k a n n d u r c h Ze l l -Elek t ropho-

r e s e , wie auch d u r c h S c h w e r k r a f t t r e n n u n g 

gg f  u n t e r Mi tve rwendung e ines Grad ien -

ten e r fo lgen  

Die A n t i k ö r p e r s e r e n gegen Z e l l k e r n f r a k -

t ionen mit X-Chromosom bzw  Y-Chromosom 

können zu r Gesch lech t sbes t immung b e n u t z t 

werden  Dabei kann das Sperma vor d e r In -

semination bei e r w ü n s c h t e r K n a b e n g e b u r t 

mit dem Immunglobulin gegen d a s X - C h r o -

mosom und e r w ü n s c h t e r Mädchengebur t 

mit dem An t ikö rpe r se rum gegen Y-Chromo-

some behande l t w e r d e n  Bekannt l ich h ä n g t 

das gene t i sche Geschlecht vom Besi tz des 

Y-Chromosoms ab  Ein Chromosom stammt 

jeweils von d e r Mut te r , das a n d e r e vom 

Vater  Die Mut te r hat n u r X-Chromosome, 

de r Vater X- sowie Y-Chromosome  Zwei 

X-Chromosome b e d e u t e n desha lb weibl ich, 

X- und Y-Chromosome männl ich  Die Aus -

scha l tung des Y-Chromosoms im Sperma 

f ü h r t also zu weiblichen I n d i v i d u e n , wäh-

rend die A u s s c h a l t u n g des X-Chromosoms 

zu männlichen f ü h r e n muß  Vor d e r Be-

h a n d l u n g des Spermas muß d ieses von den 

Beg le i t sekre ten d e r G e s c h l e c h t s d r ü s e n be -

frei t w e r d e n  Diese Sek re t e müssen d a n n 

nacht räg l ich a b e r wieder zugese t z t w e r d e n  

Auch die Mut ter k a n n mit A n t i k ö r p e r s e r u m , 

in sbesondere gegen Y-Chromosom behandel t 

werden  Dos i sabhängig wird h i e r mit V e r d ü n -

nungen des Serums gegen Y-Chromosome 

die Aufnahme von Y-chromosomhal t igen S p e r -

mien e r l e i ch t e r t und bei h ö h e r e n Konzen t r a -

t ionen d ieses Serums die Konzeption mit dem 

Y-chromosomenhal t igen Sperma v e r h i n d e r t  

Die A n t i k ö r p e r s e r e n gegen das X- bzw  

Y-Chromosom können d iagnos t i sch f ü r die 

Best immung des K e r n g e s c h l e e h t s g g f  u n t e r 

Mi tve rwendung von Immunf luoreszenz- und 

T race rme thoden angewand t we rden  P r ä p a -

r a t e aus k o r p u s k u l ä r e n Bes tand te i l en o d e r 

hochmolekularen E x t r a k t e n a u s haploiden 

Zellen f inden b e s o n d e r s A n w e n d u n g bei 

O r g a n e r k r a n k u n g e n z u r F ö r d e r u n g von Re-

genera t ion und Zel lpro l i fe ra t ion , z u r För -

d e r u n g d e s Haa rwuchses u n d d e r Behand-

lung von Fer t i l i tä t u n d S te r i l i t ä t  

Bis lang w u r d e n keine k o r p u s k u l ä r e n o d e r 

hochmolekularen Zel lbes tandte i le aus Zellen 

mit haploidem Chromosomensatz p r o p h y l a k t i s c h 

t h e r a p e u t i s c h ode r d iagnos t i sch v e r w e n d e t  

Es wurde lediglich v e r s u c h t , aus den Sexua l -

s e k r e t e n hormonähnl iche S to f fe zu e x t r a h i e -

r e n  Diese h a b e n jedoch keine Bez iehung zu 

dem vo r l i egenden V e r f a h r e n  

Beispiel 1 

Hers t e l l ung e ines A n t i k ö r p e r s e r u m s mit Im-

munglobul inen gegen Y-Chromosome des 

Rindes  

Nicht d e n a t u r i e r t e r Rogen von Forellen wird 

in g e p u f f e r t e r T y r o d e - S a l z l ö s u n g bei pH 7 ,4 

d u r c h v o r s i c h t i g e s Z e n t r i f u g i e r e n wiederhol t 

gewaschen  Danach werden die Eizellen mit 

e ine r isotonen T r y p s i n l ö s u n g angedau t u n d 

ansch l i eßend von d e r Lösung f r e i g e s p ü l t , 

mit f lüssigem St icks to f f t i e f g e k ü h l t , in diesem 

Zus tand gemahlen, wieder a u f g e t a u t und die 

Zel lkerne d u r c h v o r s i c h t i g e s Z e n t r i f u g i e r e n 

in einem S a c e h a r o s e g r a d i e n t e n gewonnen  

Die Homogenis ierung kann a b e r auch im 

f r i s c h e n Zus tand e r f o l g e n  Die gewonnenen 

Zel lkerne werden n u n g e f r i e r g e t r o c k n e t 

u n d können d u r c h B e d a m p f u n g mit Säurcdämp -
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fen im Vakuum chemisch nach DBP Nr  

1090 821 au fgesch los sen w e r d e n  Es w e r -

den n u n Kaninchen im Abs tand von 8 Ta-

g e n , 3 x abwechse lnd s c , i m  und i p  

ak t iv immunisiert mit e ine r Suspens ion g 

von 10 Par t ike l p ro ml Lösungsmi t te l  8 Ta-

ge nach d e r le tz ten B o o s t e r u n g wird das 

T ie r en tb lu t e t u n d d e r Agglu t ina t ions t i t e r 

des Serums g e g e n ü b e r dem Ant igen ge te -

s t e t  

Es wird nun f r i s c h e s S t i e r spe rma von Be-

g l e i t s ek re t cn a u s Pros ta ta und den Sexual -

d r ü s e n be f r e i t und mit dem Ant ikö rpe r se rum 

i n k u b i e r t  Nach e i n g e t r e t e n e r Agglut inat ion 

werden die n icht agg lu t i n i e r t en Spermazel -

len isoliert d u r c h G r a d i e n t e n z e n t r i f u g a -

tion o d e r Ze l le lek t rophorese  Diese Proze-

d u r wird 1 - 2mal wiederhol t , um die mit 

Immunglobulin be ladenen Spermien mit 

X-Chromosomen zu bese i t igen  Die i so l ie r -

t en Spermien mit Y-Chromosomen werden 

n u n in ähn l i che r Weise wie die Eizellen a u f -

gearbe i t e t u n d die d a r a u s gewonnenen Zell-

k e r n e zu r ak t iven Immunis ie rung e ines 

Kaninchens o d e r Hammels v e r w e n d e t  Auf 

d iese Weise werden Immunglobuline gegen 

die Y-Chromosome gewonnen  

Vor d e r küns t l i c hen Besamung werden die 

Samenzellen zunächs t aus d e r Spe rmaf lü s -

s igkei t isoliert und wiederholt gewaschen  

Danach wird das Ant i -Y-Serum z uge se t z t 

und die nicht a g g l u t i n i e r e n d e n Zellen iso 

l iert und wieder mit d e r Samenf lüss igkei t 

aufgenommen  Diese Samenzellen en tha l t en 

das X-Chromosom und werden n u n zu r 

Besamung v e r w e n d e t , um ein weibl iches 

T ie r als Nachkommen zu e r h a l t e n  

Beispiel 2 

Gewinnung von a u f g e s c h l o s s e n e n Tota l -

e x t r a k t e n aus R inde r spe rma mit Y-Chromo 

somen  

Hier agg lu t in i e r t man die gewaschenen Sa-

menzellen des Rindes mit dem A n t i k ö r p e r -

serum , das nach Beispiel 1 gegen Y-Chromo-

some gewonnen w u r d e  Nach e r f o l g t e r Agglu-

t inat ion isoliert man n u n die nicht agg lu t i -

n i e r t en Samenzel len  Diese en tha l t en das 

X-Chromosom  Damit k a n n g g f  ein Ant i -

serum gegen die gleiche Spezies gewonnen 

w e r d e n  

Beispiele f ü r die H e r s t e l l u n g d e r k o r p u s k u -

laren Zel lbes tandte i le mit hochmolekularen 

E x t r a k t e n , bzw  d a r a u s gewonnenen Abbau-

p r o d u k t e n , d ü r f t e n sich e r ü b r i g e n , weil 

die Her s t e l lungsme thoden denen e n t s p r e -

c h e n , wie sie f ü r die He r s t e l l ung von Ge-

w e b e e x t r a k t e n und - a n t i g e n e n aus a n d e r e n 

O r g a n e n v e r w e n d e t w e r d e n  
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Verfahren zur Beeinf lussung d e r quant i ta t iven Ant ikörperb i ldung bei d e r akt iven 

Immunisierung und der Desensibi l is ierung 

DE Nr. : 19 45 251. 8 

vom 06.09.1969 

Pa ten tansprüche 

1. Ver fahren zur Beeinflussung- d e r quan t i -

tat iven Ant ikörperb i ldung bei de r akt iven 

Immunisierung und d e r Desensibi l i s ierung 

sowie zur D u r c h b r e c h u n g und a n d e r e r -

seits zur E rzeugung von spez i f i scher Immun-

toleranz, d a d u r c h gekennze ichne t , daß em-

bryonale und bzw. oder foetale , hochmole-

kulare Zellextrakte aus versch iedenen 

Organar ten und bzw. oder Ex t r ak te aus 

infolge Krankhei t oder nach v o r h e r i g e r Sen-

sibi l is ierung h y p e r e r g i s c h reag ie renden ju-

venilen oder adul ten lymphatischen Gewe-

ben als Adjuvans mit dem jeweiligen Anti-

gen konjugier t werden . 

2. Ver fahren nach Anspruch 1, d a d u r c h 

gekennzeichnet , daß Antigene aus Mikro-

organismen und Viren sowie Auto- und 

Mischvaccine sowie Auto- und Eremdnoso-

den hergeste l l t we rden . 

3. Ver fahren nach Anspruch 1, d a d u r c h 

gekennzeichnet , daß man Allergene v e r -

wendet . 

4. Ver fahren nach Anspruch 1, dadu rch 

gekennzeichnet , daß Tumorant igene mit 

Extrakten aus lymphat ischen Organen 

und Lymphozyten, die aus Opera t ionsp rä -

paraten oder aus Blut oder Lymphe von an 

Sarkoidose (Morbus Boeck) oder an anderen 

hypere rg i schen Krankhei ten leidenden Pa-

t ienten gewonnen wurden , inkubie r t wer-

den. 

5. Ver fahren nach Anspruch 1, d a d u r c h 

gekennzeichnet , daß Tumorant igene zur 

aktiven Immunisierung von Freiwilligen 

verwendet we rden , von denen man danach 

aus den Lymphozyten, aus exzidier -

ten Lymphknoten und e v t l . Thymus oder 

d e r Milz ein Adjuvans f ü r Tumorant igene 

gewinnt . 

6. Ve r fah ren nach Anspruch 1, dadu rch 

gekennze ichne t , daß homologe und bzw. 

oder heterologe Immunglobuline, z . B . 

Rh-Ant ikö rpe r als Antigene verwendet wer-

d e n . 

7. Ver fah ren nach Anspruch 1, d a d u r c h 

gekennze ichne t , daß Ex t rak te aus den iso-

l ier ten maternen oder den foetalen Anteilen 

d e r Plazenta als Adjuvans verwendet wer-

d e n . 

8 . Ve r f ah ren nach Anspruch 1 - 7 , dadu rch 

gekennze ichne t , daß als Adjuvans zusä tz -

lich eine kolloidale Komplexverbindung aus 

Aluminiumhydroxid und Kieselsäure mit 

Phenolzusatz ve rwende t wird. 

Beschre ibung 

Vorl iegendes Ver fah ren ermöglicht e s , die 

An t ikö rpe r syn these nach d e r akt iven Im-

munis ie rung quan t i t a t iv zu bee inf lussen und 

in sbesonde re die Bi ldung z i rku l i e render und 

zel lulärer An t ikö rpe r zu ak t iv ie ren , sowie 

bei etwa b e s t e h e n d e r Immuntoleranz diese 

zu d u r c h b r e c h e n . Ande re r se i t s kann die-

ses Ve r f ah ren immunologische Toleranz spe-

zifisch f ü r ein bestimmtes Antigen e rzeugen 

oder bei b e s t e h e n d e r Sensibi l i s ierung eine 

Desens ib i l i s ie rung bewirken, deren Effekt 

b e s s e r ist als bei den b i sher igen Methoden 

d e r Desens ib i l i s ie rung. Das Ver fah ren be-

r u h t auf d e r Verwendung besonde re r Ad-

juvant ien f ü r die jeweiligen An t igenpräpa -
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r a t e , die zu r ak t iven Immunis ie rung o d e r 

Desens ib i l i s i e rung ve rwende t w e r d e n  

Als Ad juvan t i en werden embryonale und 

bzw  ode r foeta le hochmolekulare Zellex-

t r a k t e aus v e r s c h i e d e n e n O r g a n a r t e n v e r -

wendet , ebenso auch E x t r a k t e aus j uven i -

len ode r adu l t en lymphat i schen Geweben, 

so z B  aus Milz, T h y m u s , Lymphknoten 

u n d Lymphozy ten , die infolge von K r a n k -

hei t ode r nach Sens ib i l i s i e rung des Spen -

d e r s mit einem Ant igen bzw  A n t i g e n g c -

misch , h y p e r e r g i s c h r e a g i e r e n  Zur Akt i -

v i e r u n g d e r A n t i k ö r p e r b i l d u n g müssen da -

bei h ö h e r e Konzen t ra t ionen des An t igens 

und d i e se r Ad juvan t i en v e r w e n d e t w e r -

d e n , d h  b is zu e iner V e r d ü n n u n g von 

—6 

10 g T r o c k e n s u b s t a n z (vom Ant igen und 

dem A d j u v a n s ) , während zur Desensibi l i -

s i e r u n g d a r ü b e r l i e g e n d e V e r d ü n n u n g e n bis 

-18 

ü b e r 10 g T r o c k e n s u b s t a n z p r o ml 

Lösungsmit te l ve rwende t w e r d e n  

Es ha t s ich geze ig t , daß in embryonalen 

und foeta len hochmolekularen Ze l l ex t r ak ten , 

die nach b e s o n d e r s s chonenden V e r f a h r e n 

möglichst ohne D e n a t u r i e r u n g gewonnen 

werden , Fak to ren en tha l t en s ind , die , 

wenn sie dem Antigen o d e r Ant igengemisch 

zugese t z t w e r d e n , die A n t i k ö r p e r p r o d u k t i o n 

bei d e r ak t iven Immunis ie rung weit h ö h e r 

s t e i g e r n , a ls dies b i s h e r d u r c h a n d e r e Ad-

juvan t i en und Immunis ie rungsmethoden mög-

lich war  Es werden dabei O r g a n v o l l e x t r a k t e , 

i n s b e s o n d e r e aus embryona le r und bzw  ode r 

foe ta le r L e b e r , Lunge , Herzmuske l , Milz, 

T h y m u s , B a u c h s p e i c h e l d r ü s e , S c h i l d d r ü s e , 

mesenchymalem Bindegewebe , E ihäuten und 

Gehi rn v e r w e n d e t , die nach dem V e r f a h r e n 

des DBP 1090 821 chemisch a u f g e s c h l o s s e n 

sein k ö n n e n  Dabei werden pul ve r fö rmige 

S u b s t r a t e , die d u r c h E i n f r i e r u n g , Pu lve r i -

s i e r u n g u n d Lyophil isat ion von Fr i schgewe-

ben gewonnen w u r d e n , bei Normal tempera-

t u r e n den Dämpfen g e e i g n e t e r Reagenzien 

wie z B  S c h w e f e l s ä u r e , E s s i g s ä u r e , Amei-

s e n s ä u r e , Mercaptoäthanol ode r Diätylamin 

a u s g e s e t z t , d e r e n S iedepunk t bei atmo-

sphär i schem Druck ü b e r d e r Normaltempe-

r a t u r l iegt , so daß im Vakuum die l'Jber-

l ' ührung des au f sch l i eßenden Mittels in 

die dampfförmige Phase ermöglicht wird 

und nachdem d e r g e w ü n s c h t e A u f s c h l u ß 

d e s S u b s t r a t s e r r e i c h t i s t , das n icht v e r -

b r a u c h t e Reagenz wieder e n t f e r n t werden 

k a n n  

O r g a n e x t r a k t e aus juveni len o d e r adu l t en 

Geweben werden b e s o n d e r s aus Ope ra t i ons -

p r ä p a r a t e n von Pa t ien ten gewonnen , die 

a n h y p e r e r g i s c h - a l l e r g i s c h e n E r k r a n k u n g e n 

wie z B  an Sarkoidose le iden  Man v e r w e n -

det dazu b e s o n d e r s Milz, L y m p h k n o t e n , 

Lunge sowie Lymphozy ten , die man aus dem 

Blut o d e r d e r Lymphe gewinn t  Es können 

jedoch auch Gewebeex t rak te d i e s e r O r g a n e 

und Zellen von g e s u n d e n Ind iv iduen v e r -

wendet w e r d e n , die v o r h e r mit An t igenen 

sens ib i l i s ie r t w u r d e n , f ü r die das b e s o n d e -

re A d j u v a n s , das man h i e r vorwiegend a u s 

d e n Lymphozyten und ev t l  aus Lymphkno-

ten gewinn t , ve rwende t w e r d e n soll  In 

K r a n k h e i t s f ä l l e n , bei denen sich z B  gegen 

bestimmte Mikroorganismen o d e r auch gegen 

K r e b s a n t i g e n e eine Immuntoleranz entwickel t 

h a t , die bei Bak te r i en zur D a u e r a u s s c h e i -

d u n g f ü h r t und bei d e r K r e b s k r a n k h e i t 

zum F o r t s c h r e i t e n des Tumorwachs tums und 

d e r Me ta s t a s i e rung , s ind solche Gewebeex-

t r a k t e als Ad juvan t i en f ü r die Ant igene 

bei d e r ak t iven Immunis ie rung b e s o n d e r s 

wicht ig  Man gewinnt d iese P r ä p a r a t e nach 

a k t i v e r Immunis ie rung von freiwil l igen S p e n -

d e r n mit den e n t s p r e c h e n d e n Mikroorganis-

men bzw  T u m o r a n t i g e n e n  

Durch V e r w e n d u n g d e r b e s c h r i e b e n e n Ad ju -

vant ien kann man auch A n t i k ö r p e r b i l d u n g 

gegen homologe und he te ro loge Immunglo-

bul ine aus lösen und v e r s t ä r k e n  B e s o n d e r e 
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Ind i ka t i o ne n s ind h i e r f ü r die B l u t i n k o m p a -

t ib i l i t ä t en zwischen M u t t e r u n d K i n d , d ie 

auf e i n e r A B O - U n v e r t r ä g l i c h k e i t u n d b e -

s o n d e r s auf dem R h - F a k t o r b e r u h e n  

Die A d j u v a n t i e n a u s O r g a n e x t r a k t e n k ö n -

nen in g l e i che r Weise wie a n d e r e A d j u v a n -

t ien u n d i n s b e s o n d e r e d a s F r e u n d ' s e h e 

A d j u v a n s be i al len A r t e n von A n t i g e n e n 

und A l l e r g e n e n v e r w e n d e t w e r d e n , s o 

z B  be i mikrobie l len A n t i g e n e n , V i r e n , 

G e w e b e a n t i g e n e n , Pol len- u n d S t a u b a l l e r -

genen u s w  Die Wi rkung d i e s e r A d j u v a n t i e n 

ist zum Teil d o s i s a b h ä n g i g , d h  d a ß 

zwischen h o h e n K o n z e n t r a t i o n e n u n d 

hohen V e r d ü n n u n g e n e in I J m k e h r e f f e k t d e r 

Wirkung z u s t a n d e kommt u n d d a ß z B , mit 

s e h r h o h e n V e r d ü n n u n g e n von einem E x -

t r a k t a u s dem foe t a l en Antei l d e r P l azen t a 
-18 

in d e r K o n z e n t r a t i o n v o n 10 g p r o ml 

Lösungsmi t t e l ein Hemmeffek t auf die A n t i -

k ö r p e r b i l d u n g e rz ie l t w i r d , w ä h r e n d h ö h e -
- 3 - 9 

re K o n z e n t r a t i o n e n um 10 b i s 10 die 

A n t i k ö r p e r b i l d u n g v e r s t ä r k e n  Bei d e n E x -

t r a k t e n a u s dem m a t e r n e n Ante i l d e r P l azen -

ta ist die D o s i s a b h ä n g i g k e i t u m g e k e h r t  Hier 

a k t i v i e r e n h ö h e r e V e r d ü n n u n g e n w ä h r e n d 

h ö h e r e K o n z e n t r a t i o n e n e ine l l e m m w i r k u n g 

a u s l ö s e n  Diese P r ä p a r a t e k ö n n e n d e s h a l b 

bei g e e i g n e t e r D o s i e r u n g mi the l f en e ine s p e -

z i f i sche immunolog ische T o l e r a n z g e g e n e in 

bes t immtes A n t i g e n b z w  A n t i g e n g e m i s c h 

wie z B  bei T r a n s p l a n t a t i o n s a n t i g e n e n zu 

e r z e u g e n  Vor e i n e r O r g a n t r a n s p l a n t a t i o n 

können dabe i S p e n d e r u n d E m p f ä n g e r w e c h -

se lse i t ig mit A n t i g e n e n a u s H a u t , L y m p h -

gewebe o d e r O r g a n g e w e b e v o r b e h a n d e l t 

w e r d e n , d e n e n als A d j u v a n s e in E x t r a k t 
aus dem foe ta len Antei l d e r P l azen t a in V e r -

—16 

d ü n n u n g von 10 g T r o c k e n s u b s t a n z p r o 

ml Lösungsmi t t e l z u g e s e t z t i s t  

Bei a l l e r g i s c h e n E r k r a n k u n g e n w e r d e n die 

d u r c h T e s t u n g e r m i t t e l t e n A n t i g e n e i n 

e iner f ü r die K r a n k h e i t s a u s l ö s u n g u n t e r -

schwel l igen V e r d ü n n u n g zusammen mit dem 

O r g a n a d j u v a n s , in ü b l i c h e r Weise wie bei 

d e r H y p o s e n s i b i l i s i e r u n g wiederho l t i n j i z i e r t  

Bei d e r A n w e n d u n g von A u t o - u n d Misch-

v a c c i n e n o d e r A u t o - u n d F r e m d n o s o d e n muß 

d a s A d j u v a n s e b e n f a l l s e n t s p r e c h e n d d e r 

g e w ü n s c h t e n W i r k u n g d o s i e r t w e r d e n  

Die H e r s t e l l u n g d e r A n t i g e n e in Form von 

I m p f s t o f f e n g e g e n Pi lze , B a k t e r i e n o d e r Vi-

r e n sowie v o n M i s c h v a c c i n e n , A u t o v a c c i n e n , 

Nosoden u n d A u t o n o s o d e n , e b e n s o auch von 

O r g a n - u n d G e w e b e a n t i g e n e n sowie Immun-

g l o b u l i n e n u n d A l l e r g e n e n is t b e k a n n t , d e s -

g l e i chen a u c h d ie H e r s t e l l u n g d e r b e s c h r i e -

b e n e n e m b r y o n a l e n u n d f o e t a l e n O r g a n e x -

t r a k t e ; j edoch is t die k o m b i n i e r t e V e r w e n -

d u n g v o n A n t i g e n e n u n d A d j u v a n t i e n a u s 

e m b r y o n a l e n u n d f o e t a l e n O r g a n e x t r a k t e n sowie 

die V e r w e n d u n g v o n l y m p h a t i s c h e n Geweben 

a u s h y p e r e r g i s c h e n n a t ü r l i c h e r k r a n k t e n Pa -

t i e n t e n o d e r s p e z i f i s c h v o r s e n s i b i l i s i e r t e n 

S p e n d e r n b i s h e r n i ch t e r f o l g t  H ie rbe i h a n -

de l t es s ich um k e i n e e i n f a c h e Zusammen-

m i s c h u n g , weil d ie h o c h m o l e k u l a r e n B e s t a n d -

te i le b e i d e r K o m p o n e n t e n c h e m i s c h e b z w  

a d s o r p t i v e B i n d u n g e n e i n g e h e n  Diese R e a k -

t i onen w e r d e n v e r s t ä r k t d u r c h v o r h e r i g e A k -

t i v i e r u n g d e r B e s t a n d t e i l e d u r c h E r w ä r m u n g 

b z w  S c h ü t t e l n o d e r U l t r a s c h a l l e i n w i r k u n g 

u n d a n s c h l i e ß e n d e I n k u b a t i o n bei T e m p e r a t u -

r e n um 4° C e l s i u s  

Die M i t v e r w e n d u n g e i n e r kol lo idalen Komplex-

v e r b i n d u n g a u s A l um i n i u m hydrox i d u n d Kie-

s e l s ä u r e mit Zusa tz von Pheno l , wie s ie in 

dem P r ä p a r a t " S e r u m - A c t i v a t o r " d e r v i t O r g a n 

A r z n e i m i t t e l f a b r i k , R u i t , v o r l i e g t , v e r s t ä r k t 

d ie a d s o r p t i v e B i n d u n g mit dem A n t i g e n u n d 

a k t i v i e r t z u s ä t z l i c h d i e A n t i k ö r p e r b i l d u n g  

T i e r e x p e r i m e n t e l l l ieß s i ch z e i g e n , d a ß d i e se 

K o m p l e x v e r b i n d u n g im G e g e n s a t z zum 

F r e u n d ' s e h e n A d j u v a n s b e s o n d e r s die A n t i -

k ö r p e r b i l d u n g g e g e n Globul ine v e r s t ä r k t  

Diese K o m p l e x v e r b i n d u n g k a n n j edoch a l l e in , 
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dem Ant igen z u g e s e t z t , die A n t i k ö r p e r b i l -

d u n g nicht in g le icher Weise s t e i g e r n o d e r 

b e e i n f l u s s e n , wie die b e s c h r i e b e n e n Adju -

v a n t i e n aus O r g a n e x t r a k t e n  Mit d iesen zu-

sammen sind kolloidale Komplexve rb indun-

gen aus Aluminiumhydroxid u n d Kiesel-

s ä u r e jedoch in d e r Lage, den Ef fek t d e r 

O r g a n e x t r a k t e noch wei ter zu s t e i g e r n  

Körpe re igene Immunglobuline werden d u r c h 

die kolloidale Komplexvcrb indung in v i t ro 

zum Ant igen umgewande l t , d e s s e n an t igene 

Wirkung d a n n d u r c h d e n Zusatz des Ad ju -

v a n s aus O r g a n e x t r a k t e n noch v e r s t ä r k t 

werden k a n n  

Beispiel 1 

Es soll die Wirkung von O r g a n e x t r a k t e n aus 

foetalem Herzmuske l , foe ta le r Leber und 

foe ta lc r Plazenta in v e r s c h i e d e n e n V e r d ü n -

n u n g s s t u f e n auf die A n t i k ö r p e r p r o d u k t i o n , 

bei V e r w e n d u n g von S c h a f e r y t h r o z y t e n 

als Ant igen u n t e r s u c h t w e r d e n  Dabei wer -

den 0 ,1 ml e ine r 20%igen Suspens ion d e r 

S c h a f e r y t h r o z y t e n mit 0 ,5 ml e iner Zube re i -

t u n g d e r g e n a n n t e n O r g a n p r ä p a r a t e v e r -

se tz t und am Tage 0 i n t r ape r i t onea l an 

i ngezüch te t e Mäuse ( C h a r l e s R ive r ) in-

j i z ie r t  5 Tage danach wird die A n t i k ö r p e r -

p r o d u k t i o n d e r Milzzellen d i e se r T ie re in 

v i t ro im Hämolyse-Gel-Test best immt  Die 

E r g e b n i s s e werden mit e ine r pos i t iven 

Kontrolle mit Ant igen allein und e ine r 

Kontrolle ohne Ant igen v e r g l i c h e n  Die 

P r ä p a r a t i o n e n d e r O r g a n - T r o c k e n s u b s t a n -

zen b e s t e h e n in e iner Suspens ion von 15 mg 

d e r jeweiligen T r o c k e n s u b s t a n z e n in 2 ml 

phys io log i scher Kochsa lz lösung  Die Dilu-

tion S t ä r k e III be s t eh t in e iner V e r d ü n n u n g 

von 10 ^ g d e r T r o c k e n s u b s t a n z e n in p h y -

s io logischer Kochsa lz lösung, die d e r Dilu-

tion S t ä r k e II in e iner V e r d ü n n u n g von 
_9 

10 phys io log i scher Kochsa lz lösung  

E rgebn i s se P laques -10 ® Milzzellen 

1  Kontrol le: 

kein Ant igen 1 

2  Lösungsmit te l 1 

3  Pos  Kontrol le : 

Ant igen allein 368 

4  Ant igen + C o r - j u v  

T r o c k e n s u b s t a n z 

+ Lösungsmit te l 2895 

5  Ant igen + C o r - j u v  

Dilution S t  III 412 

6  Ant igen + H e p a r - j u v  

T r o c k e n s u b s t a n z 

+ Lösungsmit te l 3215 

7  Ant igen + Plazenta 

foetal is-Dilut ion 

S t  III 1194 

8  Ant igen + Plazenta 

foetal is-Dilut ion 

S t  II 198 

Aus d e r Tabel le ist e r s i ch t l i ch , daß die 

A n t i k ö r p e r b i l d u n g d u r c h Ad juvan t i en aus 

juveni len O r g a n t r o c k e n s u b s t a n z e n am s t ä r k s t e n 

s t imulier t we rden und bei den Dilutionen 

d u r c h S t ä r k e III mehr als d u r c h S t ä r k e II  

Foetale Plazenta hemmt h ingegen bei Dilu-

tion S t  II die A n t i k ö r p e r b i l d u n g , während 

sie in S t ä r k e III die A n t i k ö r p e r b i l d u n g noch 

ü b e r 100% s t imul ie r t  

Beispiel 2 

H e r s t e l l u n g eines kombin ie r ten Impfs to f f e s 

gegen T y p h u s und P a r a t y p h u s  Es werden 

dabei 1 000 Millionen abge tö t e t e T y p h u s - und 

500 Millionen abge tö t e t e P a r a t y p h u s A - , B- und 

C-Bak te r i en in 1 ml e ine r V e r d ü n n u n g 10 g 

eines hochmolekularen O r g a n e x t r a k t e s aus 

foetalem Rinderdarm aufgenommen  
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Beispiel 10 

Herstellung eines I m p f s t o f f e s gegen P o l i o -

myelitis. D a z u wird e i n käuflicher, abge-

töteter Poliomyelitis Impfstoff 1:1 mit einem 

Organextrakt a u s dem maternen A n t e i l der 

-4 

Plazenta in e iner V e r d ü n n u n g 10 g Trok-

kensubs tanz pro ml physiologischer Koch-

salzlösung i n k u b i e r t . 

Beispiel 1 

Herstel lung von Autovaccinen bzw. von Misch-

vaccinen. Die nach bekannten Ver fah ren h e r -

gestell ten Vaccinen werden im Verhäl tn is 

1:1 mit e iner Mischung foetaler O r g a n e x t r a k -

te aus foetaler Lunge , foetaler Haut , foe ta-

len Schleimhäuten, jeweils in V e r d ü n n u n g 

_g 

10 pro ml NaCl-Lösung inkub ie r t . 

Beispiel 5 

Herstel lung e iner Autonosode. Die f e r t i g -

berei tete Autosonode wird im Verhäl tn is 1:1 mit einem Or g a n e x t r a k t aus foetaler Leber 
-12 

in einer V e r d ü n n u n g von 10 g pro ml 

Kochsalzlösung gemischt . 

Beispiel 6 

Herstel lung e iner Allergenmischung zur 

Hyposensibi l is ierung bei Allergie. Zur Be-

handlung des Asthma bronchiale wird aus 

den ge tes te ten Allergenen bzw. Bak t c r i en -

antigenen in übl icher Weise der Impfstoff 

gewonnen, z .B . aus Pneumokokken, S t r e p -

tokokken, Staphylokokken u n t e r Zusatz 

von Tub e rku l i n , und d a r a u s eine Mischung 
_5 

von 10 g de r T rockensubs t anzen pro ml 

Lösungsmittel he rges t e l l t . Diese Ve rdün -

nung wird im Verhäl tnis 1:1 mit einem O r -

ganext rakt aus dem foetalen Anteil d e r Pla-

zenta in d e r V e r d ü n n u n g 10~12 inkubier t 

und in üb l icher Weise wie bei d e r Hypo-

sens ib i l i s ie rung the rapeu t i s ch ve rwende t . 

Beispiel 7 

Hers te l lung von Impfs toffen aus Opera t ions-

p r äp a r a t von Malignomen: Das Tumorge-

webe wird isol ier t , t i e f g e f r o r e n , pulver i -

s ier t und lyophi l i s ier t , sodann nach Patent 

Nr . 1090821 im Vakuum bei Normaltempera-

t u r d u r c h Schwefelsäuredämpfe aufgesch los -

sen . Von dem erha l tenen Trockenpu lve r 

werden 30 mg + 15 mg eines in e n t s p r e c h e n -

d e r Weise gewonnenen Trockenpu lve r s aus 

dem Opera t ionspräpa ra t e iner Sarkoidmilz 

(Morbus Hoeck) zusammengebracht und 

4 ml des käuf l ichen P räpa ra t e s "Serum-

Act iva tor" (v i tOrgan Arzneimit telfabrik 

GmbH, Ruit bei S t u t t g a r t ) zugese tz t . 

Es wird nun in einem hochtour igen Homoge-

nisator 10 Sekunden homogenisier t , dann 

werden 16 ml e iner 0,5%igen Phenollösung 

in physiologischer Kochsalzlösung zuge-

mischt und e rneu t 10 Sekunden homogeni-

s i e r t . Anschließend wird die Mischung 1 Mi-

nute lang mit Ultraschall behande l t . 

Beispiel 8 

Hers te l lung von Impfs toffen aus Opera t ions-

p r ä p a r a t e n von Malignomen: Das nach Bei-

spiel 7 he rges te l l t e Tumorpräpara t wird ohne 

Zusatz des P r äp a ra t e s aus Sarkoidmilz in 

e n t s p r e c h e n d e r Weise wei terbehandel t bei 

alleiniger Verwendung d e r kolloidalen Kom-

p l e x v e r b i n d u n g aus Aluminiumhydroxid 

und Kieselsäure mit Phenolzusatz als Adju-

v a n s . Dieses P räpa ra t wird einem Freiwil-

ligen wiederholt s . c . und i .m. im Abstand 

von 3, 5 und 8 Tagen sowie nach 4 Wochen 

in j iz ie r t . 8 Tage nach de r le tzten Injektion 

wird dem Freiwilligen 200 ml Venenblut 

entnommen. Aus diesem wird das Serum 



192 

isoliert und ande re r se i t s werden die Lympho-

zyten nach bekannten Methoden ab ge t r enn t 

und nach d e r Methode des Beispiels 7 zu 

pu lver i s i e r t en Daue rp räpa ra t en v e r a r b e i t e t . 

Zur Immunisierung des Pat ienten wird nun 

ans ta t t des im Beispiel 7 ve rwende ten Ex-

t r a k t e s aus Sarkoidmilz, d e r Ex t rak t aus 

den Lymphozyten als Adjuvans ve rwende t . 

Das Präpara t wird in gleicher Weise wie im 

Beispiel 7 he rges t e l l t . 

Beispiel 9 

Hers te l lung von Transp lan ta t ions -Ant igenen 

f ü r p rophylak t i sche E rzeugung e iner spezi-

f ischen Immuntoleranz: Durch Probeexzision 

entnommene Haut und Lymphknoten werden 

zusammen mit Lymphozyten des Blutes so-

wohl vom Spender als auch vom spä t e ren 

Empfänger eines Organ t r ansp l an t a t e s wie 

im Beispiel 7 zu Daue rp räpa ra t en v e r a r b e i -

t e t . Aus den T rockenp räpa ra t en werden 

Homogenate in physiologischer Kochsalz-
— 6 

lösung in einer V e r d ü n n u n g von 10 g 

Trockensubs tanz pro ml Lösungsmittel h e r -

gestell t und diese jeweils im Verhäl tn is 1:1 

mit O r g a n e x t r a k t e n aus dem foetalen Anteil -9 

d e r Plazenta in e iner V e r d ü n n u n g 10 g 

T rockensubs t anz pro ml Lösungsmittel zu-

sammengebracht und d u r c h g e s c h ü t t e l t . Die-

se P räpa ra t e werden dann mit physiologi-

sche r Kochsalzlösung s tufenweise im Hun-

d e r t e r s c h r i t t , bezogen auf die Antigenmi-

s c h u n g e n , ü b e r 10 , 10 auf 10 ^ und 

gg f . noch höher we i t e rve rdünn t . Diese Prä-

pa ra t e werden nun in Art einer p rophy lak -

t i schen Hyposensibi l is ierung wechselsei t ig , 

in ans t e igende r Dosierung wiederholt inji-

z ie r t , d . h . d e r Spender erhäl t die vom 

Empfänger gewonnenen Präpara te und d e r 

Empfänger die vom Spender gewonnenen Prä -

pa ra t e in j iz ier t . 

Beispiel 10 

Hers te l lung von P räp a ra t e n gegen Rh-Sen-

s ibi l i s ierung von werdenden Müt te rn . Man 

gewinnt und reinigt nach bekann ten immuno 

logischen Methoden Rh-Ant ikö rpe r von sen-

sibi l is ierten Rh-nega t iven Frauen oder 

Männern, möglichst d e r B lu tg ruppe 0. Die-

ses Serum wird im Verhäl tnis 1:1 mit einem 

Ext rak t aus foetaler Leber in e iner Konzen-

trat ion von 10 ' g Trockensubs tanz pro ml 

physiologischer Kochsalzlösung inkub ie r t . 

Dann wird en t sp rechend Beispiel 7 von d e r 

kolloidalen Komplex Verbindung aus Alumi-

niumhydroxid und Kieselsäure mit Phenol-

zusatz je 1 ml zu 4 ml des Kombinationsprä-

p a ra t e s aus Serum und O r g a n - A d j u v a n s zu-

gese tz t . Dadurch erfolgt eine weitere Ver-

s t ä r k u n g d e r Ant igeni tä t d e r Serumglobu-

line. Danach werden ebenfal ls im H u n d e r t e r -
- 2 

schr i t t s tufenweise Ve rdünnungen ü b e r 10 , 

10 10 ö bis 10 12 und ev t l . höher h e r g e -

s te l l t . Wie im Beispiel 8 erfolgt auch h ier 

die Anwendung in Art e iner Hyposensibi l i -

s i e rung in a n s t e i g e n d e r , jedoch un te r schwel -

l iger Dos ie rung . Diese Behandlung kann vor 

oder auch während e iner Gravidi tä t bei Rh-ne -

gat iven F r a u e n , die be re i t s gegen das Rh-

Antigen sensibi l is iert s ind , d u r c h g e f ü h r t 

werden . F rauen , die noch nicht gegen Rh-

Antigene sensibi l is ier t s ind , können mit höhe-

ren Konzentrat ionen behandel t we rden , als 

be re i t s vor sensibi l is ier te F rauen . Während 

einer inkompatiblen Gravidität kann in Art 

e iner Hyposensibi l i s ierung eine Dauerbe-

hand lung e r fo lgen . 
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Z u s a t z v e r f a h r e n z u r H e r s t e l l u n g von Arzne imi t t e ln mit se lek t ivem T r o p i s m u s 

Zusa tz zu PK 1 617 886 

DE N r : 18 14 134 9 

vom 12  12  1968 

Patentanspruch 

Zusä t z l i ches V e r f a h r e n z u r H e r s t e l l u n g 

von Arzne imi t t e ln mit se lek t ivem T r o p i s m u s 

gegen K r e b s u n d / b z w  bes t immte O r g a n e 

nach Pa t en t ( - A n m e l d u n g T 33 356 IV a/ 

30 h ) , be i welchem an die n a c h b e k a n n t e n 

immunolog ischen , c h e m i s c h e n o d e r f e r m e n t -

chemischen V e r f a h r e n g e w o n n e n e n A n t i k ö r -

p e r f r a g m e n t e mit e r h a l t e n e m T r o p i s m u s zu 

den jewei l igen G e w e b s - b z w  Z e l l a n t i g e n e n 

nach e b e n f a l l s b e k a n n t e n V e r f a h r e n p h a r m a -

kologisch o d e r a l s r a d i o a k t i v e M a r k i e r u n g s -

s u b s t a n z e n w i r k e n d e Moleküle chemisch 

u n d / o d e r a d s o r p t i v a n g e k o p p e l t w e r d e n , 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , d a ß z y t o t r o p e , 

gegen mobile Ze l len , d e r e n moleku la re B e -

s t and te i l e a u s Geweben o d e r K ö r p e r f l ü s s i g -

kei ten o d e r g e g e n i n t e r s t i t i e l l e o d e r h u m o r a -

l e p h y s i o l o g i s c h e o d e r p a t h o l o g i s c h e K ö r -

p e r b e s t a n d t e i l e o d e r F r e m d k ö r p e r g e r i c h t e -

t e A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e v e r w e n d e t w e r d e n  

B e s c h r e i b u n g 

Das v o r l i e g e n d e V e r f a h r e n ist e ine E r w e i -

t e r u n g d e s V e r f a h r e n s n a c h P a t e n t ( - A n m e l -

d u n g T 33 356/1V a / 3 0 h ) , d a s z u r H e r s t e l -

lung von Arzne imi t t e ln mit se lek t ivem T r o -

pismus g e g e n K r e b s z e l l e n u n d / o d e r bes t imm-

te O r g a n e d i e n t , wobei an d ie n a c h b e k a n n -

ten immunolog i schen , c h e m i s c h e n b z w  f e r -

mentchemischen V e r f a h r e n g e w o n n e n e n A n -

t i k ö r p e r f r a g m e n t e mit e r h a l t e n e m T r o p i s -

mus zu d e n jewei l igen G e w e b s - b z w  Zell-

an t igenen n a c h e b e n f a l l s b e k a n n t e n V e r -

f a h r e n p h a r m a k o l o g i s c h o d e r a ls r a d i o a k t i v e 

M a r k i e r u n g w i r k e n d e Moleküle chemisch u n d / 

o d e r a d s o r p t i v a n g e k o p p e l t w e r d e n  Die E r -

w e i t e r u n g b e s t e h t d a r i n , d a ß z y t o t r o p e , 

g e g e n mobile Zellen u n d d e r e n moleku la re 

B e s t a n d t e i l e a u s Geweben o d e r K ö r p e r f l ü s s i g -

k e i t e n o d e r a u c h g e g e n i n t e r s t i t i e l l e o d e r 

h u m o r a l e p h y s i o l o g i s c h e o d e r p a t h o l o g i s c h e 

K ö r p e r b e s t a n d t e i l e o d e r k ö r p e r f r e m d e S t o f f e , 

i n s b e s o n d e r e I n f e k t i o n s e r r e g e r , g e r i c h t e t e 

A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e als S c h l e p p e r s t o f f e v e r -

w e n d e t w e r d e n  

U n t e r mobilen Zellen a u s Geweben s ind dabe i 

z B  z u v e r s t e h e n l e u k o z y t ä r e o d e r l ympho-

z y t ä r e Zel len , M a k r o p h a g e n , F i b i ' o z y t e n , 

H i s t i ozy t en u a  , u n t e r d e n e n a u s K ö r p e r -

f l ü s s i g k e i t d ie l y m p h o z y t ä r e n Zel len , wie 

z B  L y m p h o z y t e n , P lasmaze l l en , d a n n die 

v e r s c h i e d e n e n l e u k o z y t ä r e n Zel len , Mono-

z y t e n , M a k r o p h a g e n , T h r o m b o z y t e n , E r y -

t h r o z y t e n u a , d ie im B l u t , im L y m p h s y s t e m , 

im Liquor c e r e b r o - s p i n a l i s , d e r A u g e n f l ü s s i g -

k e i t , i n E x s u d a t e n u n d T r a n s s u d a t e n sowie 

in B lasen d e r H a u t , in W u n d s e k r e t o d e r im 

Ur in e n t h a l t e n s i n d  

U n t e r p h y s i o l o g i s c h e n , i n t e r s t i t i e l l e n K ö r p e r -

b e s t a n d t e i l e n is t z B  z u v e r s t e h e n Kol lagen-

u n d a n d e r e I n t r a z e l l u l a r s u b s t a n z e n , u n t e r 

p a t h o l o g i s c h e n K ö r p e r b e s t a n d t e i l e n b e i s p i e l s -

weise F i b r i n , H y a l i n , F i b r i n o i d , Amyloid, n e -

k r o t i s c h e s bzw  v e r k ä s e n d e s Gewebe , G r a -

n u l a t i o n s g e w e b e u a  U n t e r I n f e k t i o n s e r r e g e r n 

u n d k ö r p e r f r e m d e n S t o f f e n s ind b e i s p i e l s -

weise M i k r o o r g a n i s m e n , V i r e n , P a r a s i t e n , Al-

l e r g e n e u n d a n d e r e F r e m d k ö r p e r z u v e r s t e h e n  

U n t e r p h y s i o l o g i s c h e n h u m o r a l e n K ö r p e r b e -
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s tandtei len sind zu ve rs tehen z . B . Fibrino-

gen , Albumin, die ve rsch iedenen Arten von 

Globulinen, Komplemente, Fermente u . a . 

Unter pathologischen humoralen Bes tandte i -

len de r Körper f lüss igke i ten sind abwägig 

gebildete oder pathologisch a u f t r e t e n d e mo-

lekulare Bestandtei le zu v e r s t e h e n . 

Es hat sich geze ig t , daß das V e r f a h r e n , 

Ant ikörper als Vehikel f ü r Pharmaka oder 

f ü r T race r subs t anzen zu v e r w e n d e n , auf 

vielen Gebieten de r Therapie und Diagnostik 

ve rwendba r ist und dabei gegenübe r d e r 

Verwendung von nat iven Ant ikörpcrmolekü-

len große Vorteile bes tehen . Diese b e r u h e n 

größtente i l s auf d e r kle ineren Molekül-

g röße , die eine ge r inge re Antigenität be-

dingt und die Permeabilität d u r c h das i n t e r -

stitielle Gewebe sowie die Penetrat ion in 

Zellen b e g ü n s t i g t . 

Die Methoden zur Gewinnung d e r jeweiligen 

Ant ikörper und de r d a r a u s he rzus te l l enden 

Fragmente mit erhaltenem Tropismus zum 

Antigen sind b e k a n n t , ebenso die Methoden 

f ü r die chemische Ankopplung d e r Wirk-

s to f f e . Letz tere en t sp rechen den Methoden 

zur Hers te l lung kon jug ie r t e r Antigene 

(vgl . H. Schmidt: For t schr i t t e d e r Serolo-

gie: Die t r . Steinkopf Verlag, Oarmstad t ; 

Kobat und Mayer (1948) Experimental 

Immunochemistry: S. 142, Spr ingf ie ld / I l l i -

nois ; Wolf und Vasquez: The Lancet No. 

7522, S. 905 -909, Vol. II) sowie den Me-

thoden zur Markierung na t ive r Ant ikörpe r 

(vgl . H. von Mayersbach: Immunfluoreszenz: 

Das ärzt l iche Laborator ium, 13: 317 - 331 

(1967)) . 

Die Isol ierung bzw. Rein igung d e r Kopp-

lungsp roduk te ist ebenfal ls allgemein be -

k a n n t . Es wurden jedoch b isher die Körper -

b r u c h s t ü c k e nicht in de r beschr iebenen Wei-

se ve rwende t . 

Beispiel 10 

Es soll ein Präpara t zur Immunsuppression 

auf d e r Basis des Ant i lymphozytenserums 

herges te l l t werden . Dazu werden gereinigte 

Ant i lymphozyten-Ant ikörper nach d e r Mer-

captoaethanol-Methode in L- und H-Ketten 

gespal ten und ü b e r Jodacetamid. 6-Methyl-

prednisolon angekoppel t . Nach ausgieb iger 

Dialyse gegen physiologische Kochsalz-

lösung erfolgt ein e r n e u t e r Zusatz von 6-Me-

thylprednisolon zur Stabi l i s ierung des Kon-

juga tes . Es ist möglich, vor oder nach d e r 

Konjugation de r A n t i k ö r p e r b r u c h s t ü c k e mit 

6-Methylprednisolon d u r c h Säulenchromato-

g raph i e , Gelfiltration oder E lek t rophorese 

die L- und H-Ketten zu t r e n n e n und sepa-

ra t weiter au fzua rbe i t en bzw. zu ve rwenden . 

Die Ankopplung kann auch d u r c h Bisdiazo-

benzidin e r fo lgen . Ansta t t des Kortikoides 

kann Puryl-6-Histamin ode r auch eine geeig-

ne te zytotoxische oder - ly t i sche Substanz 

angekoppel t werden . 

Die Aufspa l tung in t rope Ant ikörper f ragmente 

kann auch fermenta t iv z . B . d u r c h Papain 

e r fo lgen , wonach zunächst die FAB-Fragmente 

d u r c h Säulenchromatographie ge t r enn t und 

an diese dann de r Wirkstoff angekoppel t wird . 

Beispiel 2 

Es soll ein Präpara t zur sz in t ig raph i schen 

Diagnostik von F ibr inab lagerungen in Tumoren 

herges te l l t werden . Nach dem Ver fah ren von 

Dudley , Tee und Watkins (z i t . nach Med. 

Tr ibüne No. 6/9 vom Febr . 1968, S. 2) wird 

gegen menschliches Fibrin von d e r Ratte ein 

Ant ikörperserum gewonnen und im Gegen-

satz zu diesem Ver fah ren nicht die Immun-

globuline, sonde rn die da r aus gewonnenen 

FAB-Fragmente mit dem radioakt iven Isotop 

J-125 mark ie r t . 
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Beispiel 10 

Es soll ein P r ä p a r a t z u r I- ' ibrinolyse h e r g e -

stellt werden. D a b e i g e h t m a n v o n g e r e i -

n ig t en An t i f ib r in immunglobu l inen a u s  Die-

se werden n a c h b e k a n n t e n immunologischen 

Methoden gewonnen u n d i so l i e r t , d a n n d u r c h 

papain in EAB- u n d E C - E r a g m c n t e a u f g e -

spalten. Der Grad d e r F r a g m e n t i e r u n g 

wird d u r c h immunologische Methoden u n t e r 

Verwendung e i ne s A n t i - F A B - o d e r F C - A n t i -

k ö r p e r s e r u m s v e r f o l g t u n d bei E r r e i c h e n 

des opt imalen G r a d e s d e r A u f s p a l t u n g d a s 

FAB-Fragment i so l i e r t  Gle ichzei t ig wird 

Papain an Bid iazobenz id in gekoppe l t und 

dieses Konjuga t ü b e r s c h ü s s i g mit d e r Lö-

s u n g d e r F A B - F r a g m e n t e i n k u b i e r t  

Die D iazo t i e rung k a n n a b e r a u c h d u r c h 

Zusatz von Bi sd iazobenz id in zu dem Ge-

misch a u s Papa in u n d d e n be iden A n t i k ö r -

p e r f r a g m e n t e n e r f o l g e n , wobei d a n n d a s 

zur p r o t e o l y t i s c h e n A u f s p a l t u n g d e r Ant i -

k ö r p e r v e r w e n d e t e Papa in an d ie A n t i k ö r -

p e r b r u c h s t ü c k e g e b u n d e n w i r d  

Die I so l i e rung d e r k o n j u g i e r t e n F A B - F r a g -

mente e r f o l g t d u r c h C h r o m a t o g r a p h i e o d e r 

E l e k t r o p h o r e s e  Die f i b r i n o l y t i s c h e Wirkung 

des P r ä p a r a t e s k a n n i n v i t r o g e t e s t e t w e r -

den  

Beispiel 4 

Gegen den R h e u m a f a k t o r (An t ig lobu l in ) soll 

ein p r o t e o l y t i s c h e s P r ä p a r a t gewonnen w e r -

d e n  Z u n ä c h s t wird g e g e n d e n R h e u m a f a k -

t o r ein h e t e r o l o g e s A n t i k ö r p e r g l o b u l i n h e r -

ges t e l l t u n d d i e s e s a d s o r p t i v g e r e i n i g t  

Danach e r f o l g t wie im Beispiel 3 die f e r -

m e n t a t i v e A u f s p a l t u n g i n FAB- u n d F C - F r a g -

men te mi t te l s P a p a i n  D u r c h D i a z o t i e r u n g 

wird n u n T r y p s i n a n d a s F A B - F r a g m e n t a n -

g e k o p p e l t und d u r c h Gel f i l t r a t ion d a s k o n -

j u g i e r t e F A B - F r a g m e n t a n g e r e i c h e r t  

Beispie l 5 

Ein b e s t i m m t e s , f e h l e n d e s Ferment soll in 

e i n e r bes t immten Zellart s u b s t i t u i e r t w e r d e n  

Dazu w e r d e n g e r e i n i g t e z y t o t r o p e A n t i k ö r p e r 

r e d u k t i v chemisch f r a g m e n t i e r t und an die 

B r u c h s t ü c k e d a s g e w ü n s c h t e Ferment d u r c h 

I s o t h i o z y a n a t a n g e k o p p e l t  Die A n k o p p l u n g 

d e s Enzyms k a n n auch nach r e v e r s i b l e r 

F e r m e n t h e m m u n g d u r c h e inen I n h i b i t o r e r -

f o l g e n  Desg l e i chen k a n n a u c h d a s Konjuga t 

d e s F A B - F r a g m e n t e s mit dem a k t i v e n Ferment 

i nh ib i e r t w e r d e n  Bei V e r w e n d u n g von h e t e -

ro logen A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e n als S c h l e p p e r 

k a n n d a n n g e g e n die v e r w e n d e t e n F A B - F r a g -

mente d e s S c h l e p p e r s ein a n d e r e s h e t e r o l o -

g e s Ant ig lobul in g g f  von d e r zu b e h a n d e l n -

den Spez i e s gewonnen w e r d e n , wobei man 

d a r a u s die t r o p e n F r a g m e n t e a ls Vehikel 

f ü r die g e e i g n e t e A k t i v i e r u n g s s u b s t a n z d e s 

Enzyms b e n ü t z t  Die B e h a n d l u n g e r fo lg t h i e r 

zweize i t ig  Zunächs t wird mit dem i n a k t i v i e r -

t e n t r o p e n F e r m e n t p r ä p a r a t b e h a n d e l t , d a s 

d a n n in einem nach fo lgendem zwei ten Be-

h a n d l u n g s s c h r i t t a k t i v i e r t w i r d  
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V e r f a h r e n zur Herste l lung von Arzne imi t te ln mit selektivem Tropismus gegen Krebs 

und bestimmte Organe 

DE Nr  : 16 17 886 2 

vom 06 03 1967 

Patentansprüche 

1  V e r f a h r e n z u r Hers t e l lung o r g a n s p e z i f i -

s c h e r u n d gegen Krebs sp e z i f i s c h e r Arzne i -

mit tel , d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß man 

a) die in b e k a n n t e r Weise aus B l u t k o n s e r v e n 

o d e r f r i schem menschl ichen ode r t ier ischem 

Blut i so l ie r ten Leukozy t en , i n s b e s o n d e r e 

Lymphozy ten , Plasmazellen und Makropha-

gen mit Tumor -Ant igenen inkub ie r t und 

d u r c h b e k a n n t e phys ika l i sche und bzw  

oder chemische Methoden in p raemorb iden 

Zus tand v e r s e t z t , k o n s e r v i e r t o d e r aus den 

Zellen nach b e k a n n t e n Methoden die Ribo-

n u k l e i n s ä u r e n isoliert und k o n s e r v i e r t , 

b ) d iese P r ä p a r a t e nach b e k a n n t e n Metho-

den ü b e r Mit t le r t ie re ode r in Ku l tu r en von 

a n t i k ö r p e r b i l d e n d e n Zellen bzw  den d a r a u s 

h e r g e s t e l l t e n ode r auch küns t l i ch e r z e u g t e n 

ze l l f re ien Sys t emen , zu r Gewinnung von 

Ant ikö rpe rg lobu l inen b e n u t z t und bzw  oder 

c ) e n t s p r e c h e n d e A n t i k ö r p e r aus Blut ode r 

Körp e r f l ü s s igke i t en des e n t s p r e c h e n d e n 

K r e b s - P a t i e n t e n nach V o r b e h a n d l u n g mit 

den nach A r b e i t s g a n g A h e r g e s t e l l t e n P rä -

p a r a t e n gewinn t , d a n n 

d) d iese nach A r b e i t s g a n g b u n d c gewon-

n e n e n Ant ikörpe rg lobu l ine nach b e k a n n t e n 

Methoden einzeln ode r als Mischung an 

O r g a n e x t r a k t e n aus den Geweben d e s 

normalen Mut t e rbodens d e r Geschwuls t 

ab sä t t i g t u n d 

e) die sich nicht b indenden An t ikö rpe rg lo -

bul ine mit T u m o r e x t r a k t e n p r ä z i p i t i e r t , 

d ieses Präz ip i ta t nach b e k a n n t e n Metho-

den isol ier t und in i h r e be iden B e s t a n d -

tei le d i s soz i i e r t , die A n t i k ö r p e r und Ant i -

gene bzw  Hap tene , chemisch ode r fe rmen-

t a t i v in Fragmente mit e rhal tenem Trop i smus 

au f spa l t e t und 

f ) an diese Fragmente d u r c h b e k a n n t e che -

mische V e r f a h r e n k rebswi rksame bzw  zy to-

ly t i sche Medikamente ankoppe l t , wobei die 

V e r f a h r e n s s c h r i t t e a; a und b; a u n d c; 

d und e, sowie d, e, und f, und e und f 

f ü r sich allein a u s g e f ü h r t werden k ö n n e n  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß anste l le d e r Tumor-

E x t r a k t e , O r g a n - E x t r a k t e o d e r O r g a n - A n t i -

gene als A u s g a n g s s t o f f e b e n u t z t werden und 

im A r b e i t s s c h r i t t d) a n d e r e O r g a n a r t e n , als 

d ie jenigen des A u s g a n g s p r o d u k t e s ve rwende t 

w e r d e n  

3  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 u n d 2, da -

d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß sowohl g e s u n d -

h e i t s f ö r d e r n d e , wie - s c h ä d i g e n d e , als auch 

unmi t t e lba r u n d mi t te lbar pharmakologisch 

wi rkende chemische Moleküle an die o r g a n o -

t r o p e n bzw  t um or t rop e n S c h l e p p e r s u b s t a n -

zen angekoppe l t w e r d e n  

4  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 3 , d a d u r c h ge -

k e n n z e i c h n e t , daß Moleküle ve rwende t werden, 

die d u r c h e l ek t romagne t i sche S t r ah l en ode r 

d u r c h a n d e r e Stoffe biologisch inak t iv ie r t 

w e r d e n  

Beschre ibung 

Bei Sp on t an -Tumoren re icht die kö rpe re igene 

immunologische Tumorabwehr d u r c h Ant ikör-

perg lobu l ine mengenmäßig nicht a u s  Die 

A n t i k ö r p e r können einen se lek t iven Tropismus 

zu den Tumorzel len b e s i t z e n , ohne daß sie 

diese s c h ä d i g e n  Die immunologische Krebs -



197 

t h e r a p i e muß d e s h a l b sowohl die t u m o r s p e -

z i f i sche A n t i k ö r p e r b i l d u n g , a l s a u c h die 

z e l l s c h ä d i g e n d e Wi rkung d e r A n t i k ö r p e r 

auf Tumorze l l en v e r s t ä r k e n  

Die a k t i v e I m m u n i s i e r u n g d e s T u m o r - P a -

t i en t en mit T u m o r - A n t i g e n e n , i n s b e s o n d e -

r e a u s dem k ö r p e r e i g e n e n T u m o r , k a n n die 

A n t i k ö r p e r b i l d u n g n u r wenig b e e i n f l u s s e n , 

weil sich im Ver l au f d e r T u m o r k r a n k h e i t 

eine immunologische T o l e r a n z g e g e n d i e se 

T u m o r - A n t i g e n e a u s b i l d e t  S o f e r n o r g a n -

s p e z i f i s c h e A n t i g e n e m i t v e r w e n d e t w e r d e n , 

b e s t e h t bei d i e s e r Ar t d e r B e h a n d l u n g 

d a n n die G e f a h r f ü r e ine A u t o s e n s i b i l i s i e -

r u n g g e g e n d a s Q r g a n g e w e b e d e s M u t t e r -

b o d e n s d e r G e s c h w u l s t  

E r f i n d u n g s g e m ä ß k a n n n u n die A n t i k ö r p e r -

b i l d u n g g e g e n T u m o r e e inge le i t e t o d e r 

ak t iv i e r t w e r d e n , wenn man M e s s e n g e r -

R i b o n u k l e i n s ä u r e n a u s s e n s i b i l i s i e r t e n 

l ympha t i s chen Zel le lcmenten d e s B l u t e s 

und d e r K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n , wie Makro-

p h a g e n , monozyto ide E lemen te , k l e ine 

Lymphozyten u n d s p i n d e l f ö r m i g e Zellen 

(His t iozy ten ) a n s t a t t d e s A n t i g e n s auf 

den P a t i e n t e n ü b e r t r ä g t  Nach d i e s e r Me-

thode is t auch die E i n l e i t u n g e i n e r A n t i -

k ö r p e r b i l d u n g in M i t t l e r - T i e r e n sowie in 

G e w e b e k u l t u r e n von l y m p h a t i s c h e n Gewe-

ben u n d i n d e n a u s so l chcn Geweben h e r g e -

s te l l ten z e l l f r e i e n S y n t h e s e s y s t e m e n in 

v i t ro mögl ich  Dieses V e r f a h r e n d e r I n d u k -

tion d e r A n t i k ö r p e r b i l d u n g d u r c h M e s s e n -

ge r -RNS u n d d e r G e w i n n u n g von A n t i -

k ö r p e r n i n v i t r o w u r d e von J a c h e r t s b e -

s c h r i e b e n in Z  med  Mikrobiol  u  Immunol  

152, 112 - 133 ( 1 9 6 6 ) , sowie in d e n d o r t 

u n t e r N r  5, 11, 12 u n d 13 a n g e g e b e n e n 

d i e sbezüg l i chen w e i t e r e n V e r ö f f e n t l i c h u n g e n  

Dieses V e r f a h r e n w u r d e j edoch b i s h e r n i ch t 

in d e r v o r l i e g e n d e n Weise z u r E r z e u g u n g 

von informat ivem iRNS u n d A n t i k ö r p e r n g e g e n 

Tumoren u n d normale O r g a n e v e r w e n d e t  

Das V e r f a h r e n läßt s ich nämlich auch auf 

O r g a n - E x t r a k t e b z w  O r g a n - A n t i g e n e als 

A u s g a n g s s t o f f e ü b e r t r a g e n  

Bei vor l i egendem V e r f a h r e n ist d ie b e s o n -

d e r e Methode d e r a k t i v e n I m m u n i s i e r u n g 

d u r c h iRNS u n d d e r A n t i k ö r p e r g e w i n n u n g 

ein B e s t a n d t e i l d e r a ls V e r f a h r e n s s c h r i t t A 

b e z e i c h n e t w i r d  

A) Die G e w i n n u n g v o n T u m o r a n t i g e n e n und 

g e e i g n e t e n T u m o r - E x t r a k t e n wie auch von 

O r g a n - A n t i g e n c n u n d O r g a n - E x t r a k t e n e r f o l g t 

n a c h b e k a n n t e n V e r f a h r e n , z B  n a c h DBP-

A n m e l d u n g T 33 036 I V a / 3 a h ; dem DBP 

1 090 821; nach P o t t e r , Appel la u n d G e i s s e r : 

J  Mol  Biol  (1965) u a  Zur E r z e u g u n g 

d e r iRNS in Zellen w e r d e n be i vo r l i egendem 

V e r f a h r e n auf b e k a n n t e Weise, z B  d u r c h 

S c h w e r k r a f t t r c n n u n g , s p o n t a n e S e d i m e n t a -

t i o n , E l e k t r o p h o r e s e u n d S i e b u n g a u s Blu t -

k o n s e r v e n die l e u k o z y t ä r e n B l u t z e l l e n , i n s -

b e s o n d e r e die a n t i k ö r p c r b i l d e n d e n Zellen 

i so l ie r t u n d im n a t ü r l i c h e n Milieu d e s B l u t -

p l a s m a s , g e g e b e n e n f a l l s u n t e r Zusa t z von 

An t ib io t i ka u n d b z w  o d e r C h e m o t h e r a p e u t i -

ka o d e r a b e r i n einem g e e i g n e t e n Gewebe-

k u l t u r m e d i u m , z B  H a n c k ' s L ö s u n g + 10% 

K ä l b e r s e r u m sowie Z u s a t z von An t ib io t ika 

u n d b z w  o d e r C h e m o t h e r a p e u t i k a ( v g l  D  

J a c h e r t s : Z  Med  Mikrobiol  u  Immunol  

152, 1 - 19 ( 1 9 6 6 ) ) , g e g e b e n e n f a l l s u n t e r 

m e c h a n i s c h e r B e w e g u n g u n d D u r c h l ü f t u n g 

g e z ü c h t e t  D e r T u m o r - E x t r a k t b z w  die T u -

m o r - A n t i g e n e w e r d e n e n t s p r e c h e n d diesem 

V e r f a h r e n i n V e r d ü n n u n g e n z u g e s e t z t , z B  
- 4 -12 

von 10 b i s 10 g d e r T u m o r - b z w  O r -

g a n - T r o c k e n s u b s t a n z e n o d e r d e n e n t s p r e -

c h e n d e n h ö h e r e n K o n z e n t r a t i o n e n v o n F r i s c h -

e x t r a k t e n p r o ml d e s G e w e b e k u l t u r m e d i u m s  

Nach e i n e r B e b r ü t u n g s z e i t von m e h r e r e n 

S t u n d e n b i s T a g e n w e r d e n die L e u k o z y t e n 

mit UV-Lich t b e s t r a h l t ( v g l  J a c h e r t s : Z  

med  Mikrobiol  u  Immunol  152, 262 - 272 

(1966) ) o d e r a b e r d u r c h a n d e r e p h y s i k a l i -
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sehe Methoden, z B  d u r c h k u r z e E rwär -

mung auf 40°C, B e s t r a h l u n g mit ionisie-

r e n d e n S t rah len ode r d u r c h chemische Ein-

w i r k u n g von radiomimetisch wi rkenden S u b -

s t a n z e n , g e s c h ä d i g t  Nach E in t r e t en des 

p rämorb iden S tad iums , das am b e g i n n e n d e n 

A b s t e r b e n von Zellen d e r Kul tu r zu e r k e n -

nen i s t , werden die Zellen d u r c h vo r s i ch t i -

ges A b s c h l e u d e r n isoliert und mehrmals in 

phys io log i scher Kochsalz lösung gewaschen 

u n d g e f r i e r g e t r o c k n e t  Es ist auch möglich, 

nach Ki rby : P r o g r e s s in nucleic acid r e -

sea rch and molecular b io logy, e d  by David-

son and Cohn  New York and London: 

"Academic P r e s s " , die RNS zu p r ä p a r i e r e n 

und ansch l ießend d u r c h G e f r i e r t r o c k n u n g 

zu k o n s e r v i e r e n  

Die so gewonnenen lymphat i schen Zellen 

bzw  iRNS werden n u n in Konzen t ra t ionen 
- 3 - 9 

von 10 bis 10 g T r o c k e n s u b s t a n z pro 

ml phys io log ischer Kochsalz lösung als S u s -

pens ion bzw  Lösung gegebena i f a l l s wie-

derho l t im A r b e i t s g a n g B Mi t t l e r -Tie ren 

inj iz ier t o d e r in Gewebeku l tu ren u n t e r 

V e r w e n d u n g a n d e r e r lympha t i sche r Zellen 

ode r g e e i g n e t e r küns t l i ch zusammenge-

s e t z t e r ze l l f re ie r S y n t h e s e s y s t e m e zur E r -

z e u g u n g von A n t i k ö r p e r n v e r w e n d e t  

C) die A n r e g u n g d e r A n t i k ö r p e r b i l d u n g 

und Gewinnung von An t ikö rpe rn von 

K r e b s - P a t i e n t e n e n t s p r i c h t dem A r b e i t s -

g a n g C des vor l i egenden V e r f a h r e n s  

Auch h ie r e r fo lgen die In jek t ionen in Ab-

s t ä n d e n von S t u n d e n b is e in igen T a g e n  

D) Die nach A r b e i t s g a n g B) und C) ge-

wonnenen Ant ikörpe rg lobu l ine können 

nun im A r b e i t s g a n g D) einzeln o d e r als 

Mischung nach ebenfa l l s b e k a n n t e n Ver -

f a h r e n an O r g a n - E x t r a k t e n a u s den Gewe-

ben des normalen Mut t e rbodens d e r Ge -

schwuls t o d e r den e n t s p r e c h e n d e n homo-

logen o d e r he te ro logen O r g a n - E x t r a k t e n 

ode r Homogenaten ab g e s ä t t i g t w e r d e n  Es 

eignet sich dazu das V e r f a h r e n d e r 

Adso rp t ion mittels Säu lenchromatograph ie , 

wie auch b e k a n n t e immunologische V e r f a h -

ren d e r Präz ip i ta t ion  Dieser A r b e i t s s c h r i t t 

ist b e s o n d e r s wicht ig , wenn z u r Gewinnung 

d e r An t ikö rpe r bzw  de r iRNS ke ine iso-

l ie r ten T u m o r - A n t i g e n e , s o n d e r n T u m o r - T o -

t a l e x t r a k t e ve rwende t w u r d e n , die noch 

o r g a n s p e z i f i s c h e F a k t o r e n des normalen Ge-

webes e n t h a l t e n  Der nicht p räz ip i t i e r t e 

Teil d e s A n t i k ö r p e r s ist vorwiegend tumor -

spez i f i sch  

E) Eine wei tere E i n e n g u n g kann im A r b e i t s -

gang E) d u r c h A b s ä t t i g u n g an dem e n t -

s p r e c h e n d e n T u m o r - E x t r a k t e r f o l g e n  Das 

d u r c h A n t i g e n - A n t i k ö r p e r b i l d u n g z u s t a n d e -

kommende Präzip i ta t wird nach b e k a n n t e n 

Methoden isoliert u n d gewaschen und in 

seine be iden Bes tandte i le d i s soz i i e r t  wobei 

die A n t i k ö r p e r und Ant igene bzw  Haptene 

zu rückgewonnen werden k ö n n e n , ( v g l  z B  

Grämlich: N a t u r w i s s e n s c h a f t e n 49 (1962), 451)  

Die Ant ikörper -Globu l ine k ö n n e n z B  a b e r 

auch nach Dissoziation vom Ant igen d u r c h 

l l a l b sä t t i g u n g mit Ammoniumsulfat ge fä l l t  

von d e r ü b e r s t e h e n d e n An t igen lösung ge-

t r e n n t u n d mit phys io log i scher Kochsalzlö-

s u n g gewaschen w e r d e n  Aus d e r ü b e r s t e h e n -

den An t igen lösung w e r d e n , z B  g e g e b e n e n -

falls nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n , d u r c h Gel-

Fi l t ra t ion o d e r Dialyse die Ant igene und H a p -

t ene i so l ier t  Die isol ier ten Ant igene können 

dann beim V e r f a h r e n s s c h r i t t A) und B) o d e r 

abe r auch d i r ek t zu r ak t iven Immunis ie rung 

und e r n e u t e n A n t i k ö r p e r g e w i n n u n g v e r w e n -

det w e r d e n  

F) Die isol ier ten tumorspez i f i s chen Ant ikör -

p e r werden n u n im A r b e i t s s c h r i t t F) nach be-

k a n n t e n V e r f a h r e n d u r c h milde Reduk t ion , 

z B  mit ß-Merkaptoäthanol , d u r c h S p r e n -

g u n g d e r D i su l f i db rücken in B r u c h s t ü c k e 

gespa l t en ( v g l  P o t t e r , Appella und Ge i s se r , 

J  Mol  Biol  (1965), 14, 361 b is 372, D r e e s -
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man: P roc  n a t  Acad  Sei  54 ( 1965) 822 

bis 830)  Eine F r a g m e n t i e r u n g ist auch d u r c h 

a n d e r e chemische Methoden, z H  d u r c h 

Anwendung von Sa lz lösungen und E r w ä r -

mung , wie auch d u r c h chemische H y d r o -

lyse (vg l  DBP 1 090 821) u n d d u r c h f e rm e n-

ta t ive S p a l t u n g , z B  mit Papain ( v g l  

Kronvall : Vos  S a n g  10; 303 - 313 (1965)) 

möglich  Der Trop i smus zum Ant igen muß 

dabei f ü r einen Teil d e r B r u c h s t ü c k e e r h a l -

ten se in  Nach b e k a n n t e n chemischen Me-

thoden werden n u n an d ie se B r u c h s t ü c k e 

k rebswi rksame Arzneimittel g e b u n d e n  

Diese müssen gegebenen fa l l s vor d e r An-

kopp lung chemisch ak t iv ie r t w e r d e n  So 

werden z H  an die f re ien S u l f h y d r i l g r u p -

pen d e r A n t i k ö r p e r b r u c h s t ü c k e Schwefel-

Los t -Der iva te , die v o r h e r am Schwefelatom 

reduz ie r t worden s i n d , d u r c h milde Oxida-

tionsmittel a n g e k o p p e l t  Es können jedoch 

auch a n d e r e b e k a n n t e chemische Methoden 

de r A n k o p p l u n g , je nach V e r w e n d u n g 

eines bestimmten Arzneimit te ls v e r w e n d e t 

werden , wie z B  die D iazo t i e rung , Alky-

l i e rung , das O x a z o l o n - V e r f a h r e n , u a  

Gegebenenfa l l s werden n u n die n icht z u r 

Reaktion gekommenen A n t i k ö r p e r - G l o b u -

line e r n e u t d u r c h Aussa l zung gefäl l t und 

die im ü b e r s t a n d v o r h a n d e n e n a n g e k o p -

pelten k o n j u g i e r t e n Moleküle z B  d u r c h 

Dialyse ode r Gel-Fi l t ra t ion isoliert und 

nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n k o n s e r v i e r t  

Auch die i so l ie r ten Tumor -An t igene können 

einen Trop i smus zum g le icha r t igen Tumor 

bes i tzen  Sie e ignen sich d a n n ebenfa l l s 

als Vehikel f ü r Arzneimi t te l , mit denen sie 

nach b e k a n n t e n chemischen Methoden zusam-

mengekoppelt we rden k ö n n e n  Eine v o r h e -

rige A b t r e n n u n g und I so l i e rung d e r c h e -

misch r e a k t i v e n G r u p p e d e s Moleküls, die 

fü r den Tropismus ve ran twor t l i ch i s t , k a n n 

auch h i e r e r f o l g e n , bevor die chemische 

Verb indung mit dem tumorwirksamen A r z -

Die Vorteile und Anwendungsmögl ichke i t en 

t umor sp ez i f i s che r Arzneimittel l iegen in d e r 

se lek t iven A n r e i c h e r u n g d e r Arzneimittel 

am g e w ü n s c h t e n Ort d e r Wirkung  Gegen 

Kreb s werden z B  die b e k a n n t e n zy to toxi -

schen bzw  - s t a t i s c h e n S u b s t a n z e n ode r 

a b e r auch zy to ly t i sche S u b s t a n z e n , wie z B  

Histaminabkömmlinge, das Puryl -His tamin , 

das E p s i l o n - P u r y l - L y s i n , o d e r auch das 

Dipury l -Aethy lendiamin v e r w e n d e t , ebenso 

ist eine Ü b e r t r a g u n g von Nukle insäuren 

ode r i n t e r n e n R e p r e s s o r e n , sowie von Eiweiß-

k ö r p e r n möglich  Durch den gezie l ten T r a n s -

por t wird e ine vorze i t ige I n a k t i v i e r u n g d e r 

wirksamen S u b s t a n z e n ve rmieden  Die V e r -

g r ö ß e r u n g des Arzneimoleküls d u r c h Ankopp-

lung an ein A n t i k ö r p e r - o d e r A n t i g e n - F r a g -

rnent v e r r i n g e r t die Möglichkeit d e r Resorp -

tion d u r c h a n d e r e Körperzc l l en , die keine 

Rezep to ren f ü r das An t ikö rpe rveh ike l b e -

s i t zen  Gefähr l iche Nebenwi rkungen e n t f a l -

l en  

Wegen d e r Ind iv idua l - und Tumorspez i f i t ä t 

und d e r Vielzahl d e r möglichen Arzneimit tel 

und chemischen Ankopp lungsme thoden bie ten 

sich f ü r vor l i egendes V e r f a h r e n umfangre i che 

Anwendungsmögl ichke i t en  Auch ist eine ge -

t r e n n t e A n w e n d u n g e inze lner V e r f a h r e n s -

s c h r i t t e möglich, so z B  von V e r f a h r e n s -

s c h r i t t A; A und B; A und C; D und E; D, 

E u n d F, sowie auch E und F  Als A u s g a n g s -

p r o d u k t bzw  Ant igen f ü r die Her s t e l l ung 

von P r ä p a r a t e n k a n n jede Art von Neoplasma 

d i e n e n , e inschl ießl ich d e r s o g e n a n n t e n Blut-

k r e b s e  

Das e r f i n d u n g s g e m ä ß e V e r f a h r e n läßt sich 

auf die H e r s t e l l u n g von o r g a n o t r o p e n Arzne i -

mitteln ü b e r t r a g e n  Dort werden a n s t a t t d e r 

T u m o r - E x t r a k t e bzw  - A n t i g e n e O r g a n e x t r a k t e , 

o d e r i sol ier te O r g a n - A n t i g e n e v e r w e n d e t  

Im V e r f a h r e n s s c h r i t t D) e r fo lg t die A b s ä t -

t i g u n g d e r An t ikö rpe r -Globu l ine an einem 

E x t r a k t aus e ine r a n d e r e n O r g a n a r t , z B  



200 

Großhi rn am Ex t r ak t aus Kle inh i rn , Zwi-

s c h e n h i r n ode r R ü c k e n m a r k ; bei solchen 

gegen Zwischenhi rn an Rückenmark ode r 

G r o ß h i r n ; bei A n t i k ö r p e r n gegen Niere an 

Leber ode r Herz ; bei solchen gegen Herz 

an Nie ren , Leber ode r Milz; bei solchen 

aus Lymphdrüsen an T h y m u s ; bei denen 

gegen T h y m u s , an Milz usw  Die Gewin-

n u n g von O r g a n - A n t i k ö r p e r n nach dem e r -

f i ndungsgemäßen V e r f a h r e n des A r b e i t s -

s c h r i t t e s A) i s t , ebenso wie die Kombina-

tion d e r wei te ren V e r a r b e i t u n g zu o r g a n o -

t r o p e n Arzneimi t te ln , n e u a r t i g  Hier be -

s t e h e n b e s o n d e r s viele Anwendungsmög-

l ichkei ten d u r c h die Ankopp lung d e r v e r -

s c h i e d e n a r t i g s t e n Arzneimit tel u n d chemi-

s c h e r Moleküle  Diese können biologisch 

sowohl u n m i t t e l b a r , als auch ind i rek t wir -

k e n , indem sie z B  d u r c h e lek t romagne-

t i sche S t r a h l e n , die von einem b e s o n d e r e n 

S e n d e r a b g e s t r a h l t w e r d e n , a n g e r e g t wer -

d e n  Auf d iese Weise ist die d rah t lo se Über -

mi t t lung von e l e k t r i s c h e n Impulsen , z B  

auf das Herz ode r bestimmte Gehirn te i le 

möglich, desg le ichen auch die V e r s t ä r k u n g 

von lokalen b ioe lek t r i schen Vorgängen und 

ih re spez i f i sche Ab le i tung  Am Ort d e r 

Wirkung k ö n n e n nicht unmi t t e lba r biologisch 

ak t ive Moleküle d u r c h a n d e r e Moleküle ak t i -

v ie r t w e r d e n  

Beispiel 1 

Es sollen tumorspez i f i s che S -Los te z u r Be-

h a n d l u n g e ines Bronchia lkarz inoms h e r g e -

stell t w e r d e n  Die Her s t e l l ung g l ieder t s ich 

in 6 A r b e i t s g ä n g e  

A) In A r b e i t s g a n g A) werden die Tumor-

Ant igene sowie großmolekulare iRNS zu r An-

t i k ö r p e r e r z e u g u n g gewonnen  Dazu wird d e r 

Tumor nach d e r c h i r u r g i s c h e n Entnahme in 

k le inere Par t ike l z e r s c h n i t t e n  Diese werden 

in phys io log i scher Kochsalz lösung g e s p ü l t , 

dann in ve r f lüs s ig t em St icks to f f s c h l a g a r t i g 

g e f r o r e n und in t i e f g e k ü h l t e n Mühlen pu l -

v e r i s i e r t , d a n n lyophi l i s i e r t , ansch l ießend 

d u r c h die w a s s e r f r e i e S ä u r e d a m p f - H y d r o -

lyse im Vakuum nach DBP 1 090 821 a u f g e -

sch lossen und als h a l t b a r e s D a u e r p r ä p a r a t 

s te r i l u n t e r L u f t a b s c h l u ß a u f b e w a h r t  Nun 

werden aus f r i s c h e n B l u t k o n s e r v e n von 

menschlichem Blut ode r auch aus f r i schem 

t i e r i s chen Blut d u r c h Sedimentat ion und 

bzw  ode r a n d e r e b e k a n n t e V e r f a h r e n die 

Leukozyten von den ro ten Blutzellen u n d 

den Thrombozy ten a b g e t r e n n t und im e n t -

s p r e c h e n d e n Blutserum nach b e k a n n t e n V e r -

f a h r e n , gegebenenfa l l s u n t e r Zusatz von An-

t ibiot ika u n d bzw  ode r C h e m o t h e r a p e u t i k a , 

in Art e iner Gewebeku l tu r g e z ü c h t e t  Es 

können h ie rzu auch a n d e r e gee igne te Nähr -

medien ve rwende t w e r d e n , wie z B  Hanck ' s -

Lösung mit Zusatz von 10% Kälberserum und 

eine Kombination von Ant ib io t ika  I n n e r -

halb e iner S t u n d e nach Anlegung d e r Leuko-

z y t e n k u l t u r wird d i e se r ein wä ß r i g e r v e r d ü n n -

t e r E x t r a k t a u s dem D a u e r p r ä p a r a t des Tumors 

— 6 

in e ine r Konzent ra t ion von 10 g T r o c k e n -

s u b s t a n z p ro ml des Nährmediums z u g e s e t z t  

Um die Lipide des T u m o r - T o t a l e x t r a k t e s in 

Lösung zu b r i n g e n , werden 0,01 mg Laury l -

Nat r iumsul fa t p r o ml mi tve rwende t  Es können 

auch f r i s c h e T u m o r - E x t r a k t e ode r Ilomogena-

t e b e n u t z t w e r d e n  

Nach e iner Inkuba t ionsze i t von 2 Tagen bei 

37°C werden die Zellen d e r Kul tur 10 S e k u n -

den lang mit UV-Licht a u s e ine r Quecks i lbe r -

Niederd ruck lampe mit 8 Watt u n d UG-Fi l te r 

im Abs tand von 13 cm b e s t r a h l t  Nach etwa 

15 Min  werden die Zellen aus d e r Ku l tu r 

genommen, d a n n mehrmals in PBS-Lösung 

gewaschen und g e f r i e r g e t r o c k n e t  

B) Im A r b e i t s g a n g B) werden n u n Ant ikör -

per -Globul ine gewonnen ü b e r Mit t ler t iere 

o d e r aus i n - v i t r o - K u l t u r e n von a n t i k ö r p e r -

b i ldenden Zellen bzw  von gee igne ten zell-
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f re ien Sys temen  Die Methode e n t s p r i c h t 

einer ak t iven Immunis ie rung , bei d e r an -

s ta t t des Ant igens die nach A r b e i t s g a n g 

A) e rha l t enen P r ä p a r a t e in e ine r V e r d ü n -
— 6 

n u n g von 10 g T r o c k e n s u b s t a n z pro 

ml phys io log ischer Kochsalz lösung ve rwen-

det w e r d e n  Beim Makroorganismus e r fo lg t 

die In jekt ion p a r e n t e r a l , dreimal in A b s t ä n -

den von 1, 2 u n d 3 T a g e n  Die A n t i k ö r p e r -

produkt ion k a n n dabei u n t e r V e r w e n d u n g 

des Tumor -An t igens nach b e k a n n t e n Metho-

den d e r Gel-Präzip i ta t ion übe rwach t wer -

den , so daß nach E r r e i c h e n e iner a u s r e i -

chenden Konzent ra t ion die An t ikö rpe r -Glo -

buline nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n aus dem 

Blut ode r den K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n bzw  

den Nährmedien gewonnen u n d z B  d u r c h 

Gel-Fil trat ion an Sephadex G 200 bzw  d u r c h 

Halbsä t t igung mit Ammoniumsulfat ange re i -

cher t w e r d e n  Das F ä l l u n g s p r o d u k t d e r 

Ammoniumsulfatlösung wird z e n t r i f u g i e r t 

u n d , nachdem d e r Ü b e r s t a n d bese i t ig t i s t , 

mit phys io log ischer NaCl gewaschen  

C) Im A r b e i t s g a n g C) wird im Tumor -Pa t i en -

ten die A n t i k ö r p e r b i l d u n g a n g e r e g t und 

v e r s t ä r k t  Dabei we rden in g le icher Weise , 

wie bei Mi t t l e r t i e ren , die aus A r b e i t s g a n g 

A) gewonnenen P r ä p a r a t e p a r e n t e r a l in j i -

zier t  Die Gewinnung d e r An t ikö rpe r -Glo -

buline e r fo lg t wie im A r b e i t s g a n g B )  

D) Im A r b e i t s g a n g D) werden n u n die nach 

Arbe i t sgang B) und C) gewonnenen Ant i -

körper -Globul ine im Verhä l tn i s 1 :1 zusammen-

gemischt und an O r g a n - E x t r a k t e n aus ge-

sunden Geweben des normalen Mut t e rbodens 

der Geschwulst a b g e s ä t t i g t  So fe rn es 

nicht möglich i s t , aus dem O p e r a t i o n s - P r ä -

parat g e s u n d e Gewebe zu k o n s e r v i e r e n , k ö n -

nen zur A b s ä t t i g u n g auch t i e r i s che O r g a n -

ex t r ak te ve rwende t we rden  Das nach be -

kannten Methoden gewonnene Präz ip i ta t e n t -

hält dfinn die o r g a n - u n d gegebenen fa l l s a r t -

und ind iv idua l spez i f i schen Fak to ren d e r 

An t ikö rpe r -G lobu l ine  

E) Die n icht zu r Reakt ion gekommenen Ant i -

k ö r p e r s ind sowohl gegen die Tumor -An t i -

g e n e , als auch gegen exogene Ant igene ge -

r i c h t e t  Um le t z t e re zu bese i t i gen , e r fo lg t 

im A r b e i t s g a n g E) die Präz ip i ta t ion d e r b is -

h e r n icht a b g e s ä t t i g t e n und sich in Lösung 

bef ind l ichen A n t i k ö r p e r an dem nach A r b e i t s -

gang A) gewonnenen T u m o r - E x t r a k t  Auch 

h ie r werden die fe t t lös l ichen Bes tand te i l e 

d ieses E x t r a k t e s m i tve rwende t , indem d iese 

d u r c h Zusatz von Lau ry l -Na t r i umsu l f a t d e r 

o a  Konzent ra t ion emulgiert w e r d e n  Das 

Präz ip i ta t wird n u n in üb l icher Weise iso-

l i e r t , gewaschen und in seine Bes tandte i le 

d i s soz i i e r t  Die An t ikö rpe r -Globu l ine wer-

den d u r c h H a l b s ä t t i g u n g mit Ammoniumsulfat 

gefäl l t und a b z e n t r i f u g i e r t  Das üb r igb l e i -

bende Tumor -An t igen kann dann g e g e b e n e n -

fal ls s p ä t e r bei e iner Wiederholung des A r -

b e i t s g a n g e s A) v e r w e n d e t o d e r a b e r zu r 

ak t iven Immunis ie rung von Mi t t l e r t i e ren , 

bzw  zu r H e r s t e l l u n g von o r g a n o t r o p e n Arz -

neimit teln b e n u t z t w e r d e n  

F) Im A r b e i t s g a n g F) werden n u n die isol ier-

t en A n t i k ö r p e r in ß-Mercaptoaethanol v o r -

s ich t ig r e d u z i e r t  Dazu wird eine Lösung von 

0 ,3 ß -Mercap toae thano l , 7 M Guan id in -HCl - , 

0 ,5 M T r i s - H C l - P u f f e r (pH 8 ,2) v e r w e n d e t , 

bei einem Gehalt von 1 bis 2% d e r A n t i k ö r p e r 

Globuline  Nach e ine r E inwirkungsze i t von 

1/2 S t u n d e bei 37°C werden n u n 1 M S-Los t 

d e r Lösung z uge se t z t und d iese eine wei tere 

S t u n d e bei 30°C g e h a l t e n  Nun wird auf 

10°C abgeküh l t u n d 0,7 M-Methylenblau als 

schwaches Oxidat ionsmit te l z u g e s e t z t  Nach 

e ine r E inwi rkungsze i t von 1/2 S t u n d e wird 

die Lösung f ü r 24 S t u n d e n gegen phys io lo-

gische Kochsa lz lösung d ia lys ie r t u n d d a n n 

lyophi l i s i e r t  V o r h e r können die nicht ge -

spa l t enen Ant ikörpe r -Globu l ine d u r c h Ab-

s ä t t i g u n g mit Ammoniumsulfat a u s g e f ä l l t , 

a b z e n t r i f u g i e r t und bese i t ig t w e r d e n  Der 
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ü b e r s t a n d wird dann e r n e u t gegen phys io -

logische Kochsalz lösung d i a l y s i e r t  Das 

f e r t i g e P r ä p a r a t k a n n in f r ischem Zus tand 

t h e r a p e u t i s c h ve rwende t werden ode r e s 

wird lyophi l i s ier t und vor d e r A n w e n d u n g 

in einem Lösungsmit te l a u f g e l ö s t  

Beispiel 2 

Es sollen se lek t ive Arzneimittel gegen ein 

Muskel-Sarkom h e r g e s t e l l t we rden  Die Ar -

b e i t s s c h r i t t e A und C e n t s p r e c h e n dem Bei-

spiel 1  Der A r b e i t s s c h r i t t B en t f ä l l t  Im 

A r b e i t s s c h r i t t D e r fo lg t die Präzip i ta t ion 

d e r vom Pa t ien ten gewonnenen A n t i k ö r p e r 

mit einem f r i s c h e n ze l l f re ien E x t r a k t aus 

Muskelgewebe vom Rind , d e r unmi t t e lba r 

nach d e r S c h l a c h t u n g he rges t e l l t w u r d e  

Das Präz ip i ta t wird z e n t r i f u g i e r t und d e r 

ü b e r s t a n d mit dem T u m o r - E x t r a k t i n k u b i e r t  

Das sich b i ldende Präzip i ta t wird gewa-

schen und bei 37 C f ü r 16 S t u n d e n im V e r -

hä l tn i s 100:1 mit Mercur ipapain als En-

zym in e ine r Lösung von 0,01 M C y s t e i n , 

0,002 M EDTA, 0,15 M NaCl, 0 ,1 M Phos -

p h a t p u f f e r pH 7,0 i n k u b i e r t  Das v e r d a u t e 

Präzipi ta t wird an Sephadex-G-100 in e ine r 

Säule von 4,4 x 38 cm nach E q u i l i b r i e r u n g 

d e r Säulen mit 0,005 M P h o s p h a t p u f f e r von 

pH 8 ,0 in e iner Rate von 20 ml p ro S t u n d e 

vom v e r w e n d e t e n Papain g e t r e n n t  Die 

B r u c h s t ü c k e aus A n t i k ö r p e r n und Ant i -

genen bzw  Hap tenen , werden nun d u r c h 

Diazo t i e rung an Triä thylenmelamin (TEM) 

g e k u p p e l t  Das nicht g e b u n d e n e TEM wird 

d u r c h Gel-Fi l t ra t ion e n t f e r n t  

Beispiel 3 

Es soll ein se lek t iv auf das Großh i rn e inwir-

k e n d e s Arzneimit tel he rges t e l l t w e r d e n  

Dazu wird im A r b e i t s g a n g A aus einem c h i r -

u r g i s c h e n Opera t ionsmater ia l menschl iches 

Gehi rn gewonnen und zur E r z e u g u n g von 

a n t i k ö r p e r b i l d e n d c r iRNS v e r w e n d e t  Im A r -

b e i t s g a n g B werden damit A n t i k ö r p e r vom 

Pfe rd gewonnen  Diese werden im A r b e i t s -

gang D an einem Ex t rak t aus Rückenmark vom 

Rind a b g e s ä t t i g t  Im A r b e i t s g a n g E e r fo lg t 

die Präz ip i ta t ion d e r n icht zu r Reakt ion ge -

kommenen o r g a n s p e z i f i s c h e n An t ikö rpe r mit 

dem Ex t r ak t aus menschlichem Geh i rn  Das 

Präzip i ta t wird d u r c h 2%ige Glykol lösung nach 

Olitzki und Franke l d issozi ier t ( v g l  N a t u r e : 

126, 723 (1930) und Proc  Soz  e x p  Biol  a  

Med  28, 492 (1931)) u n d die Globuline d u r c h 

Ha lbsä t t i gung mit Ammoniumsulfat gefäl l t und 

z e n t r i f u g i e r t  Aus dem Ü b e r s t a n d werden 

die Ant igene gewonnen und zu r Diagnost ik 

des Trop i smus d e r s p ä t e r e r h a l t e n e n P r ä -

p a r a t e sowie des Sens ib i l i s i e rungsgrades d e s 

Pa t ien ten gegen Gehirn v e r w e n d e t  Die Ant i -

k ö r p e r werden fe rmen ta t iv in B r u c h s t ü c k e 

gespa l ten und d u r c h I o n e n a u s t a u s c h e r c h r o m a -

t o g r ap h i e in DEAE-Zellulose ( v g l  F rank l in  

J  Clin  I n v e s t  39: 1933 ( i 9 6 0 ) ) g e t r e n n t  

Durch Gel-Präzip i ta t ion mit dem O r g a n - A n t i -

gen wird d e r o r g a n o t r o p e Anteil f e s tges t e l l t 

und d i e se r d u r c h Diazot ie rung an das Arzne i -

mittel gekoppe l t  
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V e r f a h r e n zur Hers te l lung von r e s o r b i e r b a r e n , t h e r a p e u t i s c h wirksamen Fragmenten 

aus Pro teohormonen, Insulin und Fermenten 

DE Nr  : 16 17 896 4 (T 35573) 

vom 22 12 1967 

Patentansprüche 

1  Ver f ah ren zu r He r s t e l l ung von r e s o r b i e r -

b a r e n , t h e r a p e u t i s c h wirksamen Fragmen-

ten aus Pro teohormonen , Insul in und Fe r -

menten , d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß d a s 

übl icherweise f ü r die F r a g m e n t i e r u n g be-

nü tz te chemische Agens zusammen mit dem 

ve rwende t en Lösungsmit te l im Vakuum v e r -

dampft und a b g e s a u g t bzw  die e rha l t enen 

Fragmente ge t roc kne t o d e r a u s d e r Lösung 

h e r a u s lyophi l is ier t werden ode r daß die 

nat iven Hormone bzw  Fermente als T r o c k e n -

pulver mit einem Res twasse rgeha l t bis zu 

15% nach dem V e r f a h r e n des DBP 1090 821 

im Vakuum mit einem bei n i e d e r e n D r u c k e n 

f lücht igen Reagenz , vo rzugswe i se mit k o n -

z e n t r i e r t e r S c h w e f e l s ä u r e , E s s i g s ä u r e und 

bzw  oder ß -Mcrcap toae thanol , bei Tempe-

r a t u r e n u n t e r 100 Grad bedampf t w e r d e n , 

wobei d u r c h A b s e n k u n g des Vakuums u n d 

bzw  d e r T e m p e r a t u r das Reagenz auf dem 

Subs t r a t k o n d e n s i e r t u n d nach d e r g e w ü n s c h -

ten F r a g m e n t i e r u n g des zu b e e i n f l u s s e n d e n 

S u b s t r a t e s d e r n icht zu r Wirkung gekommene 

Überschuß d u r c h E r h ö h u n g d e s Vakuums 

in Dampfform a b g e s a u g t w i rd  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1, d a d u r c h 

gekennze ichne t , daß die e r h a l t e n e n F r a g -

mente als T r o c k e n s u b s t a n z zusammen mit 

einer gee igne ten p e r m e a b i l t i t ä t s s t e i g e r n d e n 

Substanz u n d g g f  mit e ine r neu t r a l r eag ie -

renden Fü l l subs tanz sowie einem Schutzko l -

loid t ab le t t i e r t w e r d e n  

B e s c h r e i b u n g 

Bis lang war es n icht möglich, Pro teohormone, 

Insul in und Fermente d u r c h die Haut ode r 

Schleimhäute h i n d u r c h zu r Resorp t ion zu 

b r i n g e n  In wi s senscha f t l i chen V e r s u c h e n 

w u r d e g e f u n d e n , daß solchc Wirks toffe che-

misch a u f g e s p a l t e n und die e r h a l t e n e n F r a g -

mente zum biologisch ak t iven Molekül rekom-

bin ie r t werden k ö n n e n  Um eine s p o n t a n e 

Rekombination d e r B r u c h s t ü c k e zu vermei-

d e n  w u r d e n die chemischen Radikale d e r 

B r u c h s t ü c k e a b g e s ä t t i g t  B i s h e r wurden 

solche Fragmente nicht auf ih re Permeabil i tät 

und Rekombinat ionsfähigkei t in vivo g e p r ü f t 

und auch nicht t h e r a p e u t i s c h v e r w e n d e t  

Es w u r d e n u n g e f u n d e n , daß bei Mitverwen-

d u n g e ine r o b e r f l ä c h e n a k t i v e n u n d permeabi -

l i t ä t s s t e i g e r n d e n S u b s t a n z , wie z B  den 

Fe t t a lkoholsu l fona ten o d e r a n d e r e n n icht iono-

genen Emulgatoren sowie von Dimethylsulfoxyl 

(DMSO), die Fragmente Haut u n d Schleim-

h ä u t e d u r c h d r i n g e n k ö n n e n  Eine Rekombina-

tion ist im Organ i smus a b e r n u r möglich, 

wenn die F ragmen te als f r e i e Radikale zu r 

Resorp t ion g e l a n g e n  

Das vor l i egende V e r f a h r e n ermöglicht n u n , 

die Fragmente in e ine r r e s o r b i e r - und rekom-

b i n i e r b a r e n Form a n z u w e n d e n  Es b e r u h t 

d a r a u f , die f r e i en Radikale d e r nach b e k a n n t e n 

chemischen V e r f a h r e n gewonnenen Hormone 

o d e r Fermente d u r c h E in f r i e r en d e r Lösung 

bzw  d u r c h T r o c k n u n g zu k o n s e r v i e r e n 

und d a d u r c h eine s p o n t a n e Rekombination 

zu v e r h i n d e r n  Das gleiche E r g e b n i s wird 

d u r c h ein a n d e r e s V e r f a h r e n e rz ie l t , indem 

die na t iven Hormone und Fermente als T r o k -
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k e n p u l v c r mit einem Res twasse rgeha l t bis 

zu 15%, mit einem gee igne ten chemischen 

Agens , das die F r a g m e n t i e r u n g b e w i r k t , 

im Vakuum bedampf t w i rd  Durch Absen -

ken des Vakuums und bzw  ode r d e r Tem-

p e r a t u r wird das Reagens auf dem zu f r a g -

men t i e r enden S u b s t r a t kondens i e r t und nach 

d e r gewünsch t en F r a g m e n t i e r u n g d e r Über -

s c h u ß , d e r n icht zu r Reakt ion gekommen 

i s t , wieder in Dampfform nach E r h ö h u n g 

d e s Vakuums , a b g e s a u g t  

Dieses V e r f a h r e n hat Ähnlichkei t mit dem 

DBP 1090 821; d ieses d ient b e s o n d e r s d e r 

s c h o n e n d e n Aufsch l i eßung von O r g a n - T r o k -

k e n s u b s t a n z e n  Dabei werden ganze Zellen 

o d e r k o r p u s k u l a r e Zcl lbestandtei le d u r c h 

Dampfe von chemischen Reagenzien im 

Vakuum oberf lächl ich mazer ier t und da -

d u r c h die I n h a l t s s t o f f e in eine optimal was-

ser lös l iche Form g e b r a c h t  

Vor l iegendes V e r f a h r e n deu te t als eine 

neue A n w e n d u n g s a r t auf b e s o n d e r e , iso-

l ie r te A u s g a n g s s t o f f e , den Hormonen und 

Fe rmen ten  Als zusä tz l iche Wirkung d ieses 

V e r f a h r e n s läßt sich die Ar t spez i f i t ä t so lcher 

S to f fe v e r r i n g e r n  Dies bedeu te t eine V e r -

b e s s e r u n g d e r t h e r a p e u t i s c h e n V e r t r ä g l i c h -

keit u n d ermöglicht bei somatot ropen Hor-

monen, die von T ie ren gewonnen w e r d e n , 

eine t h e r a p e u t i s c h e Wirkung beim Menschen, 

i n s b e s o n d e r e auch bei p a r e n t e r a l e r Appl ika-

t ion  

Die t h e r a p e u t i s c h e A n w e n d u n g d u r c h Haut 

o d e r Schleimhäute se tz t v o r a u s , daß die 

in Trockenform k o n s e r v i e r t e n , chemisch 

ak t iven Fragmente p r o t r a h i e r t in Lösung ge-

b r a c h t w e r d e n , so daß ke ine spontane Re-

kombinat ion e r f o l g t  Dies gesch ieh t d u r c h 

T a b l e t t i e r u n g , zusammen mit e iner gee ig-

ne ten pe rmeab i l i t ä t s s t e ige rnden Subs t anz 

u n d g g f  zusätz l ich mit einem Schu tzko l -

loid, z B  Kiese lsäure ode r Po lysacchar ide , 

a u s d e n e n sich bei B e n e t z u n g ein Gel bi l-

det , das die chemisch ak t iven Fragmente 

bis z u r Resorp t ion e insch l i eß t  

Bei bueea le r o d e r sub l ingua le r Anwendung 

werden solche Tab le t t en d u r c h den Speichel 

bene tz t und nach und n a c h , wäh rend e iner 

l änge ren Ze i t spanne au fge lö s t  Die Anwen-

d u n g kann auch in Form von L u t s c hb o nb o n s 

e r f o l g e n , s o f e r n die da r in i n k o r p o r i e r t e n 

rekombina t ions fäh igen Fragmente d u r c h das 

H e r s t e l l u n g s v e r f a h r e n nicht d e n a t u r i e r t 

w e r d e n  

Beispiel 1 

Es soll ein bei bucca le r A n w e n d u n g r e s o r -

b i e r b a r e s Insul in gewonnen w e r d e n  Dazu 

wird eine wäßr ige R e d u k t i o n s l ö s u n g h e r g e -

s t e l l t  die 0 ,3 M ß-Mercap toae thano l  7 M-Gu-

anidin-HCl und 0,5 M Tr i s -HCl mit pH 8,2 

e n t h ä l t  Anstel le von Guanidin-HCl k a n n 

6 M Harns to f f ve rwende t w e r d e n  In d i e se r 

Lösung werden 2% ge re in ig t e s Insul in vom 

Rind ode r Schwein ge lös t  Nach e ine r Ein 

Wirkungszei t von 1 S tunde bei 40°C wird 

die Lösung gegen eine Lösung von 0,1 b i s 

0 5 M ß-Mercaptoacthanol bei p l l 8 ,2 f ü r 12 

S t u n d e n d ia lys ier t und dabei mehrmals die 

Dia lys ie r f lüss igke i t gewechse l t  Das Dialysat 

wird dabei auf die Hälf te d e r A u s g a n g s m e n g e 

e i n g e e n g t , dann g e f r i e r g e t r o c k n e t u n d pu lve -

r i s i e r t  Das so e rha l t ene T r o e k e n p u l v e r wird 

im Gewich t sve rhä l tn i s 1:1000 mit Maltose 

gemischt , d e r 0,8% Aeros i l , 0,001 Nat r ium-

laury l su l fa t und 10 g Zinksul fa t zugese t z t 

s i n d  Diese A u s g a n g s m i s c h u n g wird im Tie r -

v e r s u c h s t a n d a r d i s i e r t u n d g g f  d u r c h wei-

t e r e Zumischung des Maltosegemisches so ein-

ges t e l l t  daß 5 Einheiten Insu l in aus e ine r 

Gewichtsmenge von 0 ,3 g e r s t nach d e r Re-

sorp t ion d u r c h die Schleimhäute wirksam 

w e r d e n  Diese Mischung wird n u n zu Tab le t -

ten v e r a r b e i t e t  
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Beispiel 2 

Es sol len r e s o r b i e r b a r e P r ä p a r a t e a u s foll i-

ke l s t imul ie rendem Hormon (FSH) d e r H y p o -

p h y s e gewonnen w e r d e n  Dazu wi rd d a s 

r e ine Hormon als T r o e k e n p u l v e r mit einem 

R e s t f e u c h t i g k e i t s g e h a l t von 10%, e n t s p r e -

c h e n d dem P a t e n t 1090 821 in einem Rez i -

p i e n t e n bei N o r m a l t e m p e r a t u r im Vakuum 

den Dämpfen von k o n z e n t r i e r t e r E s s i g -

s ä u r e a u s g e s e t z t  Das Vakuum wird in A b -

s t ä n d e n v o n 20 Minuten 2mal d u r c h Ein-

b lasen v o n S t i c k s t o f f a b g e s e n k t u n d nach 

2 - 3 Minuten jeweils w iede r n e u e r z e u g t  

Nach e i n e r E i n w i r k u n g von 12 S t u n d e n wird 

d e r noch v o r h a n d e n e E s s i g b e s e i t i g t b z w  

das in V e r b i n d u n g mit dem R e z i p i e n t e n 

s t e h e n d e G e f ä ß , in dem s ich die E s s i g s ä u r e 

b e f i n d e t , v o n dem R e z i p i e n t e n a b g e s c h l o s -

sen u n d d a n n ü b e r 12 S t u n d e n mit einem 

P u m p e n a g g r e g a t f ü r Hochvakuum d e r Re-

zipient a b g e s a u g t  Das P u l v e r wird d a n n 

im V e r h ä l t n i s 1:100 mit Mi lchzucke r g e m i s c h t , 

dem 1% Aeros i l , 10% T h y l o s e und 1% T e x a p o n 

zugemischt s i n d  Im T i e r v e r s u c h wi rd auch 

h ie r d ie M i s c h u n g s t a n d a r d i s i e r t u n d d a r a u s 

ein S t r e u p u l v e r h e r g e s t e l l t , d a s a ls Zusa t z 

zum F u t t e r von N u t z t i e r e n v e r w e n d e t w e r d e n 

k a n n  

Beispie l 3 

Bei somato t ropem H y p o p h y s e n h o r m o n ( S T H ) 

vom Schwein soll d ie A r t s p e z i f i t ä t v e r r i n g e r t 

w e r d e n , so d a ß d a s Hormon a u c h beim Men-

s c h e n be i p a r e n t e r a l e r App l ika t ion wirksam 

w i r d  Gle ichze i t ig soll es in e ine r e s o r b i e r -

b a r e Form g e b r a c h t w e r d e n  Dazu w i r d , e n t -

s p r e c h e n d dem Beisp ie l 2 , d a s r e i n e , k r i s t a l -

l i s i e r t e Hormon mit Dämpfen von E s s i g s ä u r e 

b e h a n d e l t  Nach e i n e r E i n w i r k u n g s z e i t von 

4 S t u n d e n u n d e i n e r Z e i t s p a n n e von 6 S t u n -

d e n , w ä h r e n d d e r die noch v e r b l i e b e n e E s s i g -

s ä u r e v e r d a m p f t u n d a b g e s a u g t w i r d , e r -

fo lg t in a n a l o g e r Weise w ä h r e n d 3 S t u n d e n 

e ine B e d a m p f u n g mit ß - M e r c a p t o a e t h a n o l 

im V a k u u m  Auch d a b e i wird mehrmals 

d a s Vakuum d u r c h E i n b l a s e n von S t i c k s t o f f 

a b g e s e n k t u n d jewei ls n a c h 2 - 3 Minu ten 

w i e d e r e r n e u e r t  Zum A b s c h l u ß wird e twa 

2 S t u n d e n l a n g i n t e n s i v a b g e s a u g t u n d d a n n 

d a s T r o c k e n p u l v e r w e i t e r v e r a r b e i t e t  

Beispiel 4 

Es soll d ie R e s o r b i e r b a r k e i t von F l a v i n - E n -

zym v e r b e s s e r t w e r d e n  Man g e h t h i e r von 

p u l v e r i s i e r t e m k r i s t a l l i n e n F lav in -Enzym a u s 

u n d v e r f ä h r t wie im Beispie l 2 b e s c h r i e b e n  
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V e r f a h r e n zur Gewinnung von o r g a n o t r o p e n , bioakt iven Wirks to f fen , i n s b e s o n d e r e von 

Arzneimit teln 

DE Nr  : 16 17 880 6 

vom 06 10 1966 

P a t e n t a n s p r u c h 

V e r f a h r e n zu r Gewinnung von o r g a n o t r o -

p e n , b ioakt iven Wirks to f fen , i n sb e s o n d e -

re von Arzneimi t te ln , d a d u r c h g e k e n n -

ze i chne t , daß die nach bekanntem V e r f a h -

r e n gewonnenen r e z e p t i v e n , o r g a n o t r o p e n 

Wi rkg ruppen von Zellmembranen, von Ant i -

k ö r p e r n und bzw  o d e r von Fermenten 

nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n mit biologisch 

ak t iven S to f fen k o n j u g i e r t w e r d e n  

B e s c h r e ib u n g 

Die biologische Wirkung, sowohl e ines P h a r -

makons , e iner N u k l e i n s ä u r e , wie auch e ines 

Gi f t e s , läßt sich d u r c h Selektion des Wir-

k u n g s o r t e s an O r g a n e n , Zellen o d e r Zell-

bes t and te i l en v e r s t ä r k e n  D a d u r c h wird 

die Be l a s tung des Gesamtorgan ismus , auch 

bezügl ich von etwaigen N e b e n w i r k u n g e n , 

v e r r i n g e r t und es läßt sich a n d e r e r s e i t s 

eine be t r äch t l i ch h ö h e r e lokale Konzen t r a -

tion d e s Wirks tof fes e r r e i c h e n  Dadurch wer -

d e n z T  ganz n e u a r t i g e pharmakodynami-

sche Wirkungen ermögl ich t  Die meisten 

biologischen Wirkstoffe bes i tzen ke inen 

solehcn se lekt iven O r g a n o t r o p i s m u s  Die-

s e r k a n n jedoch d u r c h A n k o p p l u n g an b e -

stimmte S c h l e p p e r s t o f f e , die einen se lek t iven 

Trop i smus b e s i t z e n , e r r e i c h t w e r d e n  So ist 

z B  b e k a n n t , daß z y t o t rop e bzw  o r g a n o -

t r o p e A n t i k ö r p e r als Sch leppe r f ü r F luores -

zin b e n ü t z t w e r d e n , das chemisch an die 

e n t s p r e c h e n d e n A n t i k ö r p e r g e b u n d e n wi rd  

In ähn l i che r Weise können auch a n d e r e bio-

logische S t o f f e , wie z B  Zel lmembranen, Vi-

ruse iweiß und Fermente als Sch leppe r zu 

bestimmten Zellen bzw  G e w e b e b e s t a n d -

tei len ve rwende t w e r d e n  

Auch ist es möglich, a n d e r e Wirkstoffe als 

das Fluoreszin mit den S c h l e p p e r n zu kon-

jug ie ren und auf d iese Weise biologische 

Wirkungen zu loka l i s ie ren  

Durch die Konjugat ion von einem Wirkstoff 

mit einem k ö r p e r f r e m d e n o d e r auch k ö r p e r -

e igenen Schleppermolekül e n t s t e h t gewöhn-

lich ein k o n j u g i e r t e s An t igen , das im O r g a -

nismus A n t i k ö r p e r b i l d u n g a u s l ö s t  Diese 

An t ikö rpe r f ü h r e n dann zu e iner An t igen-

An t ikö rpe r r eak t i on mit dem Konjugat und 

b lockieren d ieses funkt ione l l bzw  f ü h r e n 

zu de s sen Abbau und Bese i t i gung aus dem 

Organ i smus ( v g l  Science 129, Seite 564/ 

1959)  A n d e r e r s e i t s wird ein Konjugat a u s 

einem hochmolekularen T r ä g e r s t o f f und einem 

n iedermolekula ren Wirkstoff d u r c h Haut -

ode r Schleimhäute n i c h t , bzw  schlecht 

r e s o r b i e r t und d a n n en tkoppe l t o d e r d e n a -

t u r i e r t  

Das vor l i egende V e r f a h r e n übe rwinde t d iese 

Nachtei le , die d u r c h V e r w e n d u n g biologisch 

n a t i v e r , hochmolekularer S c h l e p p e r s t o f f e 

e n t s t e h e n  Es hat sich nämlich geze ig t , 

daß f ü r den Trop i smus an Organze l len nicht 

d e r gesamte hochmolekulare Sch leppe r s to f f 

ve ran twor t l i ch i s t , s o n d e r n gewisse Teile 

d e r Moleküle  Diese r eak t iven G r u p p e n , die 

s ich an die Rezep to ren von Zellen b inden 

k ö n n e n , l assen sich d u r c h b e k a n n t e V e r f a h -

ren phys ika l i s ch , z B  mit Ult raschal l (DBP 

940 316) wie auch chemisch (DBP 1029 984) 

d u r c h Hydro lyse o d e r auch f e rmen ta t i v in 

B r u c h s t ü c k e sp a l t e n , d e r e n Trop i smus e r -



207 

ha l t en b l e i b t  Solehe r e l a t i v n i e d e r m o l e k u -

laren r e a k t i v e n G r u p p e n k ö n n e n n u n i n 

g le icher Weise als S c h l e p p e r von biologi-

s c h e n W i r k s t o f f e n v e r w e n d e t w e r d e n  Auch 

k ö n n e n sie s e l b s t n a c h b e k a n n t e n V e r f a h -

ren r a d i o a k t i v m a r k i e r t w e r d e n ( P a t e n t 

Nr  1 209 699) , so d a ß auf d i e s e Weise d ie 

Rad ioak t iv i t ä t lokal an Zellen a n g e r e i c h e r t 

we rden k a n n  

Als V e r f a h r e n z u r Ko n j u g a t i o n mit biolo-

g i schen W i r k s t o f f e n e i g n e n s ich alle Me-

t h o d e n , die auch z u r Ko n j u g a t i o n von b io-

logisch n a t i v e n , n i c h t f r a k t u r i e r t e n , o r g a n o -

t r o p e n S c h l e p p e r s t o f f e n v e r w e n d e t w e r d e n , 

ebenso a u c h so lche V e r f a h r e n , d ie z u r H e r -

s t e l l ung von k o n j u g i e r t e n A n t i g e n e n v e r -

wendet w e r d e n ( v g l  I I  Schmidt - F o r t -

s c h r i t t e d e r S e r o l o g i e ) , z B  d ie Diazo t ie -

r u n g , B e h a n d l u n g mit I s o c y a n a t e n , Umse t -

z ung mit K a r b o b e n z o x y - V c r b i n d u n g e n , 

das Azid- o d e r O x a z o l o n - V e r f a h r e n , wie 

auch die A d s o r p t i o n an Kolloide  

Die Ü b e r p r ü f u n g d e s O r g a n o t r o p i s m u s d e r 

Sch leppe r k a n n in v i t r o mit d e n e n t s p r e -

chenden O r g a n b e s t a n d t e i l e n e r f o l g e n , a n 

denen d a n n die K o n j u g a l e g e b u n d e n w e r -

den  Dies ist a u c h h i s t o c h e m i s c h d u r c h 

b e k a n n t e M a r k i e r u n g s m e t h o d e n mit d e r 

Au t o r a d i o g r ap h i e bzw  d u r c h M a r k i e r u n g 

mit F a r b s t o f f e n mögl ich  

Aus A u s g a n g s s t o f f e z u r H e r s t e l l u n g d e r 

Sch leppermolekü le k ö n n e n alle n a t i v e n Mo-

leküle mit einem e n t s p r e c h e n d e n T r o p i s -

mus d i e n e n , a lso a u c h gewi s se hochmole-

ku la re Z e l l b e s t a n d t c i l e  U n t e r b io log i schen 

Wirkstoffen s ind sowohl P h a r m a k a , wie auch 

bioakt ive G e w e b e e x t r a k t e , i n s b e s o n d e r e 

Nuk le in säu ren u n d d e r e n A b b a u p r o d u k t e , 

ebenso a b e r a u c h Gi f te u n d T o x i n e z u v e r -

s t e h e n  Da d a s V e r f a h r e n e ine a l lgemeine 

Anwendungsmögl i chke i t e r s c h l i e ß t , wi rd in 

den Beispie len auf d e t a i l l i e r t e A n g a b e n v e r -

z ich te t , zumal die Methoden d e r F r a k t u r i e -

r u n g von o r g a n o t r o p e n Molekülen , wie auch 

d e r A n k o p p l u n g a n a n d e r e S t o f f e b e k a n n t 

s i n d  

Beispiel 1 

Es soll ein V i t a m i n p r ä p a r a t a u s Vitamin A 

( A x e r o p h t h o l p a l m i t a t ) mit s e l e k t i v e r Wir-

k u n g auf die S c h i l d d r ü s e g e w o n n e n w e r d e n  

Dazu wi rd d i e s e s Vitamin mit o r g o t r o p e n 

F r a g m e n t e n von S c h i l d d r ü s e n z e l l e n d u r c h 

U m s e t z u n g mit K a r b o b e n z o x y V e r b i n d u n g e n 

k o n j u g i e r t  Diese Kon j uga t k a n n d i r e k t z u r 

A n w e n d u n g g e l a n g e n o d e r a b e r z u r T r o c k -

n u n g g e b r a c h t w e r d e n u n d u n m i t t e l b a r v o r 

d e r A n w e n d u n g in einem l ipo id lös l ichen Mit-

t e l a u f g e s c h w e m m t u n d gelöst w e r d e n  Es 

i s t auch mögl ich , ein Emulg ie rmi t t e l , wie 

z B  N a t r i u m - L a u r y l s u l f a t , z u v e r w e n d e n 

u n d d a s Kon juga t i n w ä ß r i g e r L ö s u n g zu emul-

g i e r e n  

Beispiel 2 

E s sol len f ü r Gangl ienze l len d e s G r o ß h i r n s 

vom Menschen s p e z i f i s c h e Arzne imi t t e l a u s 

einem P s y c h o p h a r m a k o n , einem L y s e r g s ä u r e -

D e r i v a t h e r g e s t e l l t w e r d e n  Dazu w e r d e n 

A b w e h r f e r m e n t e nach A b d e r h a l d e n g e g e n 

m e n s c h l i c h e s G r o ß h i r n g e w o n n e n u n d d i e s e 

d u r c h t r y p t i s c h e F e r m e n t e i n o r g a n o t r o p e  

n i e d e r m o l e k u l a r e F r a k t i o n e n g e s p a l t e n  Die-

se w e r d e n n u n mit dem P s y c h o p h a r m a k o n 

d u r c h B e h a n d l u n g mit I s o c y a n a t e n k o n j u g i e r t  

Beispiel 3 

Es soll ein g e g e n Z w i s c h e n h i r n s e l e k t i v g e -

r i c h t e t e s P s y c h o p h a r m a k o n h e r g e s t e l l t w e r -

d e n  Dazu w e r d e n g e g e n die g r a u e Hi rn -

s u b s t a n z v o n Z w i s c h e n h i r n z c n t r e n A n t i k ö r -

p e r g e w o n n e n u n d n a c h dem V e r f a h r e n d e s 

DBP 1029 984 zu o r g a n o t r o p e n F r a g m e n t e n 



208 

h y d r o l y s i e r t  Es wird nun das P s y c h o p h a r -

makon, zusammen mit Nukleot iden a u s 

menschlichem Zwischcnh i rn , d u r c h Dia-

zo t i e rung mit den A n t i k ö r p e r f r a g m e n t e n 

v e r b u n d e n und nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n 

w e i t e r v e r a r b e i t e t  
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V e r f a h r e n z u r K o n s e r v i e r u n g von w ä ß r i g e n L ö s u n g e n von h o c h m o l e ku l a r e n O r g a n e x t r a k t e n 

DE N r  : 16 17 878  2 

vom 14 09 1966 

Patentanspruch 

V e r f a h r e n z u r K o n s e r v i e r u n g von w ä ß r i g e n 

Lösungen von hochmoleku l a r en O r g a n - E x -

t r a k t e n , d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , d a ß 

den L ö s u n g e n Glyze r in o d e r d i e s e s z u sa m -

men mit e i n e r o b e r f l ä c h e n a k t i v e n S u b s t a n z , 

wie z B  N a t r i u m - L a u r y l s u f a t , z u g e s e t z t 

wi rd  

Beschreibung 

Die H e r s t e l l u n g h a l t b a r e r , t h e r a p e u t i s c h 

u n e i n g e s c h r ä n k t w i r k s a m e r w ä ß r i g e r L ö s u n -

gen von h o c h m o l e k u l a r e n O r g a n e x t r a k t e n 

zur o ra len A n w e n d u n g , e r f o r d e r t d e n Zu-

satz e ines K o n s e r v i e r u n g s m i t t e l s , weil bei 

de r w iede rho l t en E n t n a h m e a u s dem V o r -

r a t s g e f ä ß , z B  e i n e r T r o p f f l a s c h e , e ine 

Infek t ion d e s Arzne imi t t e l s mit M i k r o o r g a n i s -

men möglich i s t  

Die üb l i chen K o n s e r v i e r u n g s m i t t e l s i n d bei 

den h o c h v e r d ü n n t e n , h o m ö o p a t h i s c h e n Lö-

sungen von h o c h m o l e k u l a r e n O r g a n e x t r a k -

t e n , wie sie z B  die R e v i t o r g a n - D i l u t i o n e n 

d a r s t e l l e n , n ich t b r a u c h b a r , da d i e s e im 

b e so n d e r e n Enzyme u n d E i w e i ß s t o f f e e n t -

ha l t en , die b e z ü g l i c h e i n e r D e n a t u r i e r u n g 

ä u ß e r s t empf ind l i ch s i n d  Viele h e r k ö m m -

liche K o n s e r v i e r u n g s m i t t e l b e e i n f l u s s e n auch 

den Geschmack n a c h t e i l i g  

Umfangre iche V e r s u c h e h a b e n n u n g e z e i g t , 

daß d e r Zusa tz von Glyze r in o d e r e i n e r 

Mischung von G l y z e r i n u n d e i n e r o b e r -

f l ächenak t iven S u b s t a n z wie z B  N a t r i u m -

L a u r y l s u l f a t , i n d e r Lage i s t , so l che w ä ß r i -

gen Di lut ionen a u s r e i c h e n d zu k o n s e r v i e r e n 

und d a s Wachstum von Mikroorgan i smen zu 

v e r h i n d e r n  Bei V e r w e n d u n g von Glyze r in 

allein muß d ie K o n z e n t r a t i o n 10 b i s 20% d e s 

w ä ß r i g e n L ö s u n g s m i t t e l s b e t r a g e n , bei Mit-

v e r w e n d u n g v o n N a t r i u m - L a u r y l s u l f a t n u r 

3 b i s 10%  Die K o n z e n t r a t i o n e n von N a t r i u m -

L a u r y l s u l f a t b e t r a g e n h i e r 0 ,002 bis 0 05%  

Es is t zweckmäß ig be i d e r e t w a i g e n V o r v e r -

d ü n n u n g d e r O r g a n e x t r a k t e i n e i nze lnen 

V e r d ü n n u n g s s t u f e n 0,003% N a t r i u m - L a u r y l -

s u l f a t o d e r g e e i g n e t e Mengen e i n e r a n d e r e n 

o b e r f l ä c h e n a k t i v e n S u b s t a n z z u z u s e t z e n , 

damit d ie Moleküle n ich t an d e r Wand d e s 

G e f ä ß e s a d s o r b i e r t w e r d e n u n d z u r w e i t e r e n 

V e r d ü n n u n g z u r V e r f ü g u n g s t e h e n  

Beispiel 1 

E s s o l l e ine h a l t b a r e w ä ß r i g e L ö s u n g a u s 

einem h o c h m o l e k u l a r e n L e b e r e x t r a k t h e r g e -

s te l l t w e r d e n , mit einem Gehal t d e r L e b e r von 

- 9 

10 g p r o ml d e s L ö s u n g s m i t t e l s  Dabei 

w e r d e n O r g a n t r o c k e n s u b s t a n z e n a u s L e b e r 

v e r w e n d e t , d ie n a c h dem V e r f a h r e n d e s 

P a t e n t s 1 090 821 mi t te l s d e r w a s s e r f r e i e n 

V a k u u m - S ä u r e d a m p f - H y d r o l y s e a u s g e f r i e r -

g e t r o c k n e t e m L e b e r p u l v e r h e r g e s t e l l t s i n d  

Die V e r d ü n n u n g e r f o l g t in b e k a n n t e r Weise 

mit p h y s i o l o g i s c h e r K o c h s a l z l ö s u n g u n t e r 

Zuh i l f enahme e i n e s m e c h a n i s c h e n Homogeni-

s a t o r s ü b e r die V e r d ü n n u n g s s t u f e n 10 J 

u n d 10 d e n e n jewei ls 0,003% N a t r i u m - L a u -

r y l s u l f a t z u g e s e t z t s i n d  - 9 

Zur H e r s t e l l u n g d e r V e r d ü n n u n g s s t u f e 10 

wird als w ä ß r i g e P h a s e p h y s i o l o g i s c h e Koch-

s a l z l ö s u n g v e r w e n d e t  D e r auf d ie gesamte 

F l ü s s i g k e i t s m e n g e d e s f e r t i g e n P r ä p a r a t e s 

b e r e c h n e t e n Menge w e r d e n 0,01% N a t r i u m -

L a u r 3 d s u l f a t z u g e s e t z t u n d n a c h gutem Um-
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s c h ü t t e l n wird d e r v o r v e r d ü n n t e O r g a n e x -

t r a k t u n d n a c h e r n e u t e m U m s c h ü t t e l n 5% 

d e r e n d g ü l t i g e n F l ü s s i g k e i t s m e n g e d e s 

P r ä p a r a t e s a n G l y z e r i n z u g e s e t z t  Diese 

O r g a n - D i l u t i o n wird n u n i n v o r h e r s t e r i -

l i s i e r t e T r o p f g l ä s e r a b g e f ü l l t  

Beispiel 2 

Dieses e n t s p r i c h t dem Beispiel 1  Es wird 

dabe i j edoch ke ine o b e r f l ä c h e n a k t i v e S u b -

s t a n z v e r w e n d e t u n d nach dem Zusa tz 

d e s v o r v e r d ü n n t e n O r g a n - E x t r a k t e s 15% 

d e r G e s a m t f l ü s s i g k e i t s m c n g e a n G lyze r in 

z u g e s e t z t  Um d i e se Menge w u r d e v o r h e r 

die v e r w e n d e t e w ä ß r i g e P h a s e d e r L ö s u n g 

v e r r i n g e r t  
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V e r f a h r e n z u r H e r s t e l l u n g von Arzne imi t t e ln 

DE N r : 16 17 865  7 

vom 12 03 1966 

Patentansprüche 

1  V e r f a h r e n z u r H e r s t e l l u n g v o n A r z n e i -

mitteln g e g e n K r e b s , d a d u r c h g e k e n n -

ze i chne t , d a ß a u s d e r i nd iv idue l l en K r e b s -

geschwul s t e ines P a t i e n t e n und b z w  o d e r 

d e r e n Me ta s t a sen n a c h b e k a n n t e n V e r f a h -

ren d e r c h i r u r g i s c h e n E n t n a h m e , K o n s e r -

v i e r u n g u n d c h e m i s c h e n A u f s c h l i e ß u n g , 

E x t r a k t i o n b z w  I s o l i e r u n g v o n A n t i g e n e n 

oder ü b e r Mi t t l e r t i e r e A n t i k ö r p e r s e r e n z u r 

B e h a n d l u n g d e s e n t s p r e c h e n d e n P a t i e n t e n 

gewonnen w e r d e n  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , d a ß die chemische A u f -

s c h l i e ß u n g nach dem V e r f a h r e n d e s 

DBP 1 090 821 mit Hilfe v o n Dä mp fen c h e -

mischer R e a g e n z i e n im Vakuum e r f o l g t u n d 

A d j u v a n t i e n , i n s b e s o n d e r e e ine kol loidale 

K o m p l e x v e r b i n d u n g a u s A lumin iumhydrox id 

und K ie se l s äu re , z u g e s e t z t w e r d e n  

B e s c h r e i b u n g 

Die expe r imen te l l e K r e b s f o r s c h u n g beweis t 

die Ü b e r t r a g b a r k e i t v i e l e r T u m o r e n d u r c h 

Über impfung von einem Ind iv iduum auf 

ein a n d e r e s  Auch bei A u t o t r a n s p l a n t a t i o n 

können n e u e T u m o r e n e n t s t e h e n  Hie rau f 

b e r u h t ein V o r u r t e i l g e g e n d ie t h e r a p e u -

t ische A n w e n d u n g von T u m o r m a t e r i a l  

Es ha t s ich a b e r n u n g e z e i g t , d a ß am Wachs-

tum u n d d e r A u s b r e i t u n g e i n e s T u m o r s 

eine sich e n t w i c k e l n d e immunolog i sche To-

leranz mit Schu ld t r ä g t  Diese Immunto le -

ranz k a n n man d u r c h b r e c h e n , wenn man z u -

nächs t l y m p h a t i s c h e s Gewebe auf d e n K r e b s -

pa t ien ten ü b e r t r ä g t u n d d a n n i n Ar t e i n e r 

g e g e n K r e b s 

a k t i v e n I m m u n i s i e r u n g d ie k ö r p e r e i g e n e Ge-

s c h w u l s t u n t e r Zusa tz e i n e s A d j u v a n s i n g e -

e i g n e t e r D o s i e r u n g wiederho l t r e i n j i z i e r t  

Die V e r w e n d u n g d e r k ö r p e r e i g e n e n G e s c h w u l s t 

is t wegen d e r g e s c h w u l s t - und damit i nd iv i -

d u a l s p e z i f i s c h e n G e s c h w u l s t a n t i g e n e e r f o r -

d e r l i c h  Diese B e h a n d l u n g muß ü b e r l ä n g e r e 

Z e i t s p a n n e n h i n w e g e r f o l g e n  Desha lb ist e s 

n o t w e n d i g , G e s c h w ü l s t e , d ie d u r c h c h i r u r -

g i s c h e E i n g r i f f e e n t f e r n t o d e r r e s e z i e r t w e r -

d e n , z u D a u e r p r ä p a r a t e n z u v e r a r b e i t e n  

Z u r V e r m e i d u n g a u t o k a t a l y t i s c h e r V o r g ä n g e 

muß die K o n s e r v i e r u n g u n m i t t e l b a r n a c h 

d e r E n t n a h m e e r f o l g e n  Es soll mögl ichs t 

d ie A u s g a n g s g e s c h w u l s t u n d i h r e M e t a s t a s e n 

e r f a ß t w e r d e n , weil in M e t a s t a s e n z u s ä t z -

l iche A n t i g e n a r t e n a u f t r e t e n k ö n n e n  Bei 

d e r V e r a r b e i t u n g ist e s zweckmäß ig , d u r c h 

s e h r s c h o n e n d e H y d r o l y s e die Gewebeze l len 

chemisch a u f z u s c h l i e ß e n  D a d u r c h wird d ie 

ü b e r t r a g b a r k e i t d e r Geschwuls t b e s e i t i g t 

u n d i h r e u n m i t t e l b a r e A n t i g c n i t ä t v e r s t ä r k t  

Hie rzu ha t s ich d a s V e r f a h r e n d e s P a t e n t s 

1 090 821 b e w ä h r t  Bei diesem e r f o l g t d ie 

A u f s c h l i e ß u n g d e r a u s d e r Geschwul s t h e r -

g e s t e l l t e n T r o c k e n p u l v e r mit Hilfe von 

D ä m p f e n c h e m i s c h e r R e a g e n z i e n im Vakuum 

bei N o r m a l t e m p e r a t u r  Solche H y d r o l y s a t e 

s ind j a h r e l a n g h a l t b a r u n d l a s sen s i ch d a n n 

i n e i n e r A d j u v a n s l ö s u n g j ede rze i t z u r a k t i -

v e n I m m u n i s i e r u n g d e s P a t i e n t e n o d e r ü b e r 

Mi t t l e r t i e r e z u r H e r s t e l l u n g e ines A n t i k ö r -

p e r s e r u m s v e r w e n d e n  V e r s t ä n d l i c h e r w e i s e 

ü b e r s t e i g t d ie H e r s t e l l u n g s o l c h e r i n d i v i d u -

el ler P r ä p a r a t e d e n Rahmen d e r k l i n i s c h e n 

ä r z t l i c h e n T ä t i g k e i t u n d k a n n n u r i n Spez ia l -

l a b o r a t o r i e n e r f o l g e n  
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Beispiel 

Von dem G e s e h w u l s t p r ä p a r a t e ines best imm-

ten P a t i e n t e n , das d u r c h c h i r u r g i s c h e Hin-

g r i f f e entnommen w u r d e , wird d e r n icht 

z u r h is to logischen Diagnose ve rwende t e 

Anteil möglichst k u r z nach d e r Entnahme 

u n t e r s t e r i l en Kautelen in k i r s c h k e r n g r o ß e 

S tücke z e r s c h n i t t e n  Diese werden in f l ü s -

sigem St icks tof f e i n g e f r o r e n und dann in 

T rockene i s ( K o h l e n s ä u r e s c h n e c ) , d a s in 

f lüssigem St icks tof f v o r g e k ü h l t i s t , zum 

Versand g e b r a c h t  In einem Spez ia l labora-

torium wird das Material e r n e u t in f l ü s s i -

gem St icks tof f t i e f g e k ü h l t , in e ine r e b e n -

falls t i e f g e k ü h l t e n Mühle fein p u l v e r i s i e r t , 

d a n n g e f r i e r g e t r o c k n e t und ansch l i eßend 

im Vakuum bei Zimmertemperatur dem 

Dampf von k o n z e n t r i e r t e r Schwefe l säu re 

a u s g e s e t z t  Dieser Schwefe l säuredampf 

wird auf dem S u b s t r a t mehrmals n i ede r -

gesch lagen d u r c h V e r r i n g e r u n g des Va-

k u u m s  Zuletzt wird das Vakuum so weit 

e r h ö h t , daß die n icht zu r Reaktion gekom-

mene Schwefe l säu re v e r d a m p f t und a b g e -

saug t werden k a n n  Das Pu lve r wird 

dann u n t e r L u f t a b s c h l u ß in S t i c k s t o f f -

a tmosphäre bis zu r B e n u t z u n g a u f b e -

w a h r t  Unmit te lbar vor d e r Applikat ion 

wird es in e iner wäßr igen A d j u v a n s l ö s u n g , 

e iner kolloidalen Komplexve rb indung aus 

Aluminiumhydroxid und Kiese lsäure in 

gee igne t e r Konzent ra t ion aufgeschwemmt  
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V e r f a h r e n zu r H e r s t e l l u n g von Arzne imi t t e ln a u s P lazen ta 

DE N r  : 16 17 804 6 

vom 09 03 1966 

Patentanspruch 

V e r f a h r e n z u r H e r s t e l l u n g von b e s o n d e r e n 

Arzneimi t te ln a u s dem i so l i e r t en m a t e r n e n 

u n d foe ta l en Antei l von P l a z e n t e n , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , d a ß die i so l i e r t en P l a z e n -

t aan te i l e n a c h b e k a n n t e n Methoden auf 

i n t e r n e R e p r e s s o r e n u n d R i b o n u k l e i n s ä u -

ren i n s b e s o n d e r e auf s t ab i l e M e s s e n g e r -

R i b o n u k l e i n s ä u r e n a u f g e a r b e i t e t w e r d e n  

Beschreibung 

Das V e r f a h r e n d i e n t z u r H e r s t e l l u n g von 

b e s o n d e r e n P r ä p a r a t e n a u s dem i s o l i e r t e n 

m a t e r n e n u n d foe ta l en Ante i l von m e n s c h -

lichen u n d t i e r i s c h e n P l a z e n t e n  E s b e -

r u h t auf d e r T r e n n u n g b z w  d e r I so l ie -

r u n g von i n t e r n e n R e p r e s s o r e n u n d R ibo -

n u k l e i n s ä u r e n i n s b e s o n d e r e d e n s t ab i l en 

M e s s e n g e r - R i b o n u k l e i n s ä u r e n d e r Zel-

len  

Durch d a s P a t e n t 1 033 374 ist es b e k a n n t , 

P r ä p a r a t e a u s d e n i s o l i e r t e n P l a z e n t a a n t e i -

len h e r z u s t e l l e n , wobei von t i e r i s c h e n Pla-

zenten d e r m a t e r n e u n d d e r foe ta l e An-

teil u n d von m e n s c h l i c h e n P l azen t en d e r 

materno Ante i l jeweils f ü r s ich nach b e k a n n -

ten V e r f a h r e n a u f g e a r b e i t e t w e r d e n , d e r 

foetale Antei l d e r m e n s c h l i c h e n P l a z e n t a 

jedoch mit e i n e r n i ch t d e n a t u r i e r e n d 

w i r k e n d e n L ö s u n g v o n b a k t e r i o s t a t i s c h 

w i r k e n d e n S t o f f e n i n u n t e r k ü h l t e n v e r -

f l ü s s i g t e n Gasen t i e f g e f r o r e n , v e r m ä h l e n 

und d a n n d e r E i n w i r k u n g v o n U l t r a s c h a l l 

a u s g e s e t z t u n d g e f r i e r g e t r o c k n e t w i r d  

Es soll damit d e r n a t ü r l i c h e A n t a g o n i s m u s 

zwischen d e n b e i d e n G e w e b e a r t e n g e t r e n n t 

n u t z b a r gemach t w e r d e n in Form d e r s o g  

Ze l lu l a r - o d e r G e w e b e t h e r a p i e bzw  d e r 

z y t o p l a s m a t i s e h e n T h e r a p i e  Dies s ind j e -

doch P r ä p a r a t e  d i e ke ine e i g e n t l i c h e n E x -

t r a k t e d a r s t e l l e n  

Es w u r d e n u n g e f u n d e n , d a ß in d e n Zellen 

d e r i s o l i e r t e n P l a z e n t a g e w e b e s e l b s t ein 

g e w i s s e r A n t a g o n i s m u s zwi schen zwei Zell-

b e s t a n d t e i l e n b e s t e h t , nämlich d e n i n t e r n e n 

R e p r e s s o r e n u n d d e n s t a b i l e n M e s s e n g e r - R i -

b o n u k l e i n s ä u r e n  Zur w e i t e r e n V e r b e s s e r u n g 

d e r im P a t e n t 1 033 374 a n g e s t r e b t e n biolo-

g i s c h e n W i r k u n g e n ist d ie T r e n n u n g u n d 

w e i t e r e i so l i e r t e A u f a r b e i t u n g d i e s e r b e i d e n 

F a k t o r e n n o t w e n d i g  Die R e p r e s s o r e n b l o k -

k i e r e n die S y n t h e s e v o r g ä n g e in d e n Zellen 

ü b e r die O p e r a t o r - G e n e , w ä h r e n d d ie s t a b i -

len M c s s e n g e r - R N S s ich d i e s e r R e g u l a t i o n e n 

e n t z i e h e n u n d die S y n t h e s e - V o r g ä n g e in 

Gang h a l t e n  So lange also s t ab i l e M e s s e n g e r -

RNS in einem P r ä p a r a t v o r h a n d e n s i n d  k ö n -

nen die e n t s p r e c h e n d e n S y n t h e s e - V o r g ä n g e 

d u r c h die im g l e i chen P r ä p a r a t e n t h a l t e n e n 

i n t e r n e n R e p r e s s o r e n n i ch t u n m i t t e l b a r g e -

hemmt w e r d e n  E r s t nach Abbau o d e r I n a k -

t i v i e r u n g d e r s t a b i l e n M e s s e n g e r - R N S g e l a n -

gen die R e p r e s s o r e n s o n s t z u r W i r k u n g  

Dann u n t e r d r ü c k e n sie von s ich a u s die 

B i l d u n g n e u e r M e s s e n g e r - R N S u n d damit 

d ie S y n t h e s e v o r g ä n g e  Um e ine u n m i t t e l b a r e 

d i r e k t e W i r k u n g d i e s e r be iden b io log i schen 

W i r k s t o f f e zu e r z i e l e n , ist e s a lso n o t w e n d i g , 

d i e se v o n e i n a n d e r z u t r e n n e n u n d isol ier t 

a u f z u a r b e i t e n , um sie d a n n g e t r e n n t f ü r s i eh 

t h e r a p e u t i s c h a n w e n d e n zu k ö n n e n  Dies ist 

b e s o n d e r s bei P r ä p a r a t e n a u s dem m a t e r n e n 

b z w  dem foe ta len Ante i l d e r P lazenta w i c h t i g , 

weil d o r t a ls einzigem Gewebe d e r A n t a g o n i s -
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mus in besonderem Maße ausgebi lde t ist 

und es bei d e r t h e r a p e u t i s c h e n A n w e n d u n g 

da rau f ankommt, unmi t t e lba r und d i r ek t 

die gewünsch te Wirkung e ine r Ak t iv i e rung 

ode r a b e r e iner Hemmung des S to f fwechse l s 

zu e rz ie len  

Nach d e r USA-Pa ten t sch r i f t 2 151 697 ist 

die i sol ier te V e r a r b e i t u n g d e r foetalen Sei-

te menschl icher Plazenten zu einem E x t r a k t 

b e k a n n t  Dieser soll a b e r als S c h w a n g c r -

scha f t sd i agnos t ikum V e r w e n d u n g f inden 

u n d hat desha lb wohl a u s g e s p r o c h e n an t i -

gene E i g e n s c h a f t e n , die i n s b e s o n d e r e den 

Ribonuk le insäuren nicht zukommen  Es w u r -

den jedenfa l l s b i s h e r niemals aus den iso-

l ie r ten Plazentaante i len i n t e r n e Rep re s so re n 

u n d Ribonuk le insäuren isoliert und g e t r e n n t 

f ü r sich w e i t e r v e r a r b e i t e t  

Die V o r v e r ö f f e n t l i c h u n g des Anmelders in 

"Medizinische Klinik" Nr  47 vom 19  Novem-

b e r 1965, S  1909 - 1911 ü b e r " K r e b s t h e r a -

pie mit D e c i d u a - E x t r a k t e n auf d e r Basis 

n e u e r e r E r k e n n t n i s s e d e r exper imente l len 

Genet ik" e r fo lg t e inne rha lb d e r S c h u t z f r i s t 

und b e f a ß t sich mit d e r Wirkung von intei ' -

nen R e p r e s s o r e n a u s Zellen des isol ier ten 

mate rnen Anteils d e r Plazenta zur Daue r -

s u b s t i t u t i o n bei K r e b s k r a n k e n  Die isol ier -

ten s tab i len Messenge r -R ibonuk le in säu ren 

i n s b e s o n d e r e aus dem foetalen Anteil d e r 

Plazenta d ienen h ingegen d e r A k t i v i e r u n g 

von P r o l i f e r a t i o n s v o r g ä n g e n , z B  bei d e r 

Wundhei lung nach V e r b r e n n u n g e n und bei 

sch lech t hei lenden G e w e b s d e f e k t e n  

Kennze ichnend f ü r das vor l i egende V e r f a h -

ren s ind die A u s g a n g s s t o f f e , d h  d e r ge-

t r e n n t e ma te rne und foeta le Anteil d e r Pla-

z e n t a , aus d e n e n die T r e n n u n g von i n t e r -

nen R e p r e s s o r e n und R ibonuk le insäu ren e r -

fo lg t  Als A u s g a n g s s t o f f e k ö n n e n dazu so-

wohl F r i schgewebe als auch T r o c k e n e x t r a k t e 

d i e n e n  Die wei tere V e r a r b e i t u n g d e r i n -

t e r n e n R e p r e s s o r e n bzw  d e r Ribonukle in -

s ä u r e n a u s dem ma te rnen Anteil d e r Pla-

zen ta und a n d e r e r s e i t s aus dem foetalen 

Anteil können ebenfa l l s nach b e k a n n t e n 

V e r f a h r e n e r fo lgen  

Beispiel 1 

Rs sollen i n t e r n e R e p r e s s o r e n aus dem ma-

t e r n e n Anteil d e r R inde r -P l azen t a gewon-

nen w e r d e n  Dabei wird d e r foetale Anteil 

vom maternen Anteil g e t r e n n t und d e r ma-

t e r n e Anteil mit f lüssigem St icks to f f e inge -

f r o r e n , vermählen und g e f r i e r g e t r o c k n e t  

Das T r o c k e n p u l v e r wird dann s p ä t e r in 

p l l - g e p u f f e r t e r wäßr ige r Sa lz lösung u n t e r 

Zusatz von Laury lna t r iumsul fa t s u s p e n d i e r t 

und homogenis ie r t , z e n t r i f u g i e r t und d e r 

Übe r s t and nach b e k a n n t e n Methoden d e r 

A u s s a l z u n g f r a k t i o n i e r t , dann d i a ly s i e r t  

Die i n t e r n e n R e p r e s s o r e n werden als r e l a -

t iv n iedermolekulare Histone gewonnen und 

g e f r i e r g e t r o c k n e t  Die I so l i e rung k a n n auch 

d u r c h ch romatograph i sche V e r f a h r e n o d e r 

D u r c h l a u f e l e k t r o p h o r e s e e r f o l g e n  

Beispiel 2 

Es sollen Messenge r -R ib onuk l e in säu ren aus 

dem foetalen Anteil d e r Plazenta gewonnen 

w e r d e n  Dazu wird d e r e i n g e f r o r e n e Anteil 

d e r F r i schp lazen ta in h y p o t o n e r NaCl-Lö-

s u n g a u f g e t a u t und homogen i s i e r t  d a n n 

nach b e k a n n t e n Methoden h y d r o l y s i e r t und 

g r a d i e n t e n - z e n t r i f u g i e r t  Die Ribonukle in-

s ä u r e n s ind nach dem Z e n t r i f u g i e r e n bei 

100 000 G im ü b e r s t a n d e n t h a l t e n und wer-

den d u r c h Dia lyse , ch roma tog rap h i s che Me-

thoden o d e r E l e k t r op h o r e se i so l ie r t  Methoden 

de r I so l i e rung von RNS s ind im Biochemischen 

T a s c h e nb u c h von U M  Rauen im S p r i n g e r -

Verlag b e s c h r i e b e n  
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V e r f a h r e n z u r T r e n n u n g von g e f o r m t e n Zel le lementen von K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n 

zusammen mit Kolb , H e r b e r t , P r o f  D r  m e d  

D r  R ienmül l e r  J o s e f , 7000 S t u t t g a r t 

DE N r : 16 17 561  4 

vom 21 07 1966 

Patentanspruch 

Ein V e r f a h r e n z u r T r e n n u n g von g e f o r m t e n 

Zellelementen von K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n n a c h 

v o r h e r i g e r A n r e i c h e r u n g mi t te l s Sed imen-

tat ion bzw  S c h w e r k r a f t t r e n n u n g u n d 

V e r w e n d u n g d e r E l e k t r o p h o r e s e d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , d a ß e in S i e b e n b z w  eine 

Eil trat ion d e r Zellen im e l e k t r i s c h e n Feld 

zwischen zwei E l e k t r o d e n e r f o l g t , g e g e -

benenfa l l s in einem o s m o t i s c h e n Gefäl le 

zwischen d e r z u t r e n n e n d e n Ze l l au f schwcm-

mung u n d d e r z u n ä c h s t z e l l f r e i e n Zell-

f l ü s s i g k e i t  

Beschreibung 

Vor l iegendes V e r f a h r e n d i e n t z u r V e r b e s -

s e r u n g d e r T r e n n u n g von g e f o r m t e n Zell-

elementen v o n K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n i n s b e -

s o n d e r e v o n B l u t , L y m p h e , L i q u o r , Asz i -

t e s u n d T r a n s s u d a t e n  B i s h e r war d i e s e 

T r e n n u n g n u r unvol lkommen mögl ich  Zur 

V e r b e s s e r u n g d e r D i a g n o s t i k a u c h von T u -

morzellen sowie d e r V e r t r ä g l i c h k e i t von 

T r a n s f u s i o n e n von Zel le lcmenten ist j e -

doch e ine mögl ichs t w e i t g e h e n d e I s o l i e r u n g 

d iese r Ze l le lemente , z B  a u c h von E r y -

t h r o z y t e n , T h r o m b o z y t e n b z w  v o n L e u k o -

zyten e r f o r d e r l i c h  

Bisher e r f o l g t e d ie T r e n n u n g d u r c h me-

chan i sche A n r e i c h e r u n g d i e s e r Zel le lemen-

te mit tels S c h w e r k r a f t sowie d u r c h kolloi-

dalosmot ische Maßnahmen  

Das v o r l i e g e n d e V e r f a h r e n b e s t e h t d a r i n , 

7000 S t u t t g a r t - S i l l e n b u c h : 

d a ß man a u f b a u e n d auf d e n b i s h e r ü b l i c h e n 

T r e n n u n g s m e t h o d e n e ine w e i t e r e A u f t r e n n u n g 

d u r c h S i eben b z w  F i l t r a t ion i n n e r h a l b von 

F l ü s s i g k e i t e n im e l e k t r i s c h e n Feld d u r c h -

f ü h r t  Die b e n ü t z t e n F i l t e r s ind d a b e i s e l e k -

t i v d u r c h l ä s s i g f ü r die g e w ü n s c h t e Zel lar t 

b z w  h a l t e n d i e se z u r ü c k  Die P o r e n g r ö ß e 

d i e s e r F i l t e r l i egen f ü r T h r o m b o z y t e n zwi-

s c h e n 4 u n d 5p u n d f ü r L e u k o z y t e n zwi schen 

6 u n d 7 ii  

Es war b i s h e r b e k a n n t , d a ß die Zel le lemente 

im d e f i b r i n i e r t e n B l u t  im Plasma o d e r in 

B l u t e r s a t z l ö s u n g c n d u r c h d e n e l e k t r i s c h e n 

Gle ichs t rom i n R i c h t u n g d e r Anode be i u n t e r -

s c h i e d l i c h e r W a n d e r u n g s g e s c h w i n d i g k e i t b e -

wegt w e r d e n  Eine vol lkommene T r e n n u n g 

d e r v e r s c h i e d e n e n Zellen u n d P a r t i k e l wa r 

d a d u r c h j edoch n i ch t mögl ich  Die Zel le lemen-

t e s i n d g e g e n m e c h a n i s c h c u n d osmot i sche 

E i n w i r k u n g e n s e h r emp f ind l i ch u n d lösen 

s ich le icht a u f , so d a ß ein S i eben o d e r Fil-

t r i e r e n i n ü b l i c h e r Weise u n t e r A n w e n d u n g 

von D r u c k o d e r Vakuum von d e r f l ü s s i g e n 

S u s p e n s i o n i n s g a s f ö r m i g e Medium n ich t mög-

lich i s t  Zur F i l t r a t i on o d e r zum S ieben i n n e r -

h a l b e i n e s f l ü s s i g e n Mediums r e i c h t e d a s Ei-

g e n g e w i c h t d e r Zel lelcmente n i ch t a u s  Eine 

T r e n n u n g d u r c h Z e n t r i f u g a t i o n u n t e r E i n -

f ü g u n g e ines F i l t e r s o d e r S ieben f ü h r t n i c h t 

zum g e w ü n s c h t e n E f f e k t  Desha lb wird 

beim v o r l i e g e n d e n V e r f a h r e n d u r c h E inwi r -

k u n g d e s e l e k t r i s c h e n Fe ldes d u r c h ze l le lek-

t r o p h o r e t i s c h e W i r k u n g e ine B e s c h l e u n i g u n g 

d e s S i e b v o r g a n g e s u n d d e r Se lek t ion e r r e i c h t  

V i skos i t ä t u n d o s m o t i s c h e r D r u c k d e r v e r -
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wende ten Medien können in gewissen G r e n -

zen va r i i e r t werden e n t s p r e c h e n d dem o s -

motischen Druck e iner 0 5 bis 3">igen NaCI-

Lösung  Dabei t r e t e n keine S c h ä d i g u n g e n 

d e r zu i so l ie renden Zellen a u f  Es ist mög-

l ich, zusä tz l ich auch osmotische D r u c k -

u n t e r s c h i e d e zu r B e s c h l e u n i g u n g d e s 

F i l t r a t i onsvo rganges mit zu v e r w e n d e n , in-

dem die Fi l t ra t ion vom h ö h e r e n zum nie-

d r i g e n osmotischen Druck hin e r f o l g t  

Es ist no twendig die Suspens ion d e r Zell-

elemente in gee igne ten Medien zu v e r d ü n -

n e n  Die ange leg te e l ek t r i s che S p a n n u n g 

und S t r o m s t ä r k e da r f nicht zu r Lyse d e r 

Zellen f ü h r e n  Weiterhin ist es no twend ig , 

die d u r c h den S t r o m d u r c h f l u ß e n t s t a n d e n e 

E rwärmung d u r c h Küh lung abzu le i t en  

Die T r e n n u n g hat in d e r optimalen Kon-

s e r v i e r u n g s t e m p e r a t u r a u ß e r h a l b des Kör-

p e r s von + 4 bis + 10°C zu e r f o l g e n  Die 

Durchgäng igke i t d e s Fi l te rs muß d u r c h 

gee igne te Vib ra t ions - und S c h ü t t e l v o r -

gänge e rha l t en w e r d e n  

Das zu v e r w e n d e n d e Gefäß b e s t e h t aus 

zwei Kammern, die d u r c h ein Fi l ter von -

e inande r g e t r e n n t s i n d  Beide Kammern 

en tha l t en e igene v e r s c h l i e ß b a r e Ein- und 

A u s f l u ß ö f f n u n g e n u n d je eine b re i t f l äch ige 

E lek t rode  Diese liegt parallel zum Sieb 

bzw  zum Fi l t e r  Als E lek t roden können 

alle gee igne ten s t e r i l i s i e r b a r e n Mater ia -

lien ve rwende t w e r d e n  Es hat s ich als 

zweckmäßig e rw ie sen , gee igne te Halb-

le i ter des Sammelgefäßes etwa 1 - 2 cm 

u n t e r h a l b des Fi l te rs und die E lek t rode 

im Aufnahmegefäß f ü r die zu t r e n n e n d e n 

Zellen an d e r dem Fil ter g e g e n ü b e r l i e g e n -

den Wand a n z u b r i n g e n  Bei T r e n n u n g von 

Zellelementen und ansch l i eßende r T r a n s -

fus ion auf den Menschen muß d e r ganze 

Vorgang im gesch lossenen System d u r c h g e -

f ü h r t w e r d e n  Die Ein- u n d A u s f l u ß ö f f n u n -

gen in j ede r Kammer g e s t a t t e n , einen e ige-

nen D u r c h f l u ß d e r e inzelnen Kammer zu e r -

möglichen  

Der T r e n n u n g s v o r g a n g kann so lange kon-

t inuier l ich d u r c h g e f ü h r t w e r d e n , bis eine 

a u s r e i c h e n d e Anzahl von Zellen in einem 

Eluat d u r c h den F i l t r i e r u n g s v o r g a n g gewon-

nen w u r d e  Die We i t e rve ra rbe i t ung d e r ge-

wonnenen Zellen e r fo lg t nach b e s o n d e r e n 

Methoden  

Beispiel 1 

Es sollen Thrombozy ten a u s Vollblut gewon-

nen w e r d e n  Das nach b e k a n n t e n Methoden 

u n g e r i n n b a r gemachte Vollblut wird zunächs t 

nach ebenfa l l s b e k a n n t e n Methoden vo r s i ch t ig 

z e n t r i f u g i e r t und die Thrombozy tensch ich t 

en tweder ü b e r eine P lasmakonzent ra t ion ode r 

ü b e r eine Thrombozy ten -Mischkonse rve a n -

ge re i che r t  

Vor d e r gewonnenen T h r o m b o z y t e n a n r e i c h e -

r u n g muß eine V e r d ü n n u n g mit Se rum, p h y -

s io logischer Kochsalz lösung bzw  isotoner 

B l u t e r s a t z l ö s u n g so g e s c h a f f e n w e r d e n , daß 

p ro emm 300 000 Thrombozy ten in d e r T r e n -

nungskammer v o r h a n d e n s ind  In die Auf-

nahmekammer wird Blutplasmaserum o d e r 

R inge r lö sung bzw  iso tonische B l u t e r s a t z -

lösung ge fü l l t  Die T r e n n u n g s k a m m e r wird 

mit d e r a n g e r e i c h e r t e n Th rombozy t en lö sung 

g e f ü l l t  Die Po reng röße des t r e n n e n d e n Fil-

t e r s aus Kuns t s to f f o d e r Glas b e t r ä g t 5ja  

Während des F ü l l u n g s v o r g a n g e s s t eh t die 

T r e n n a p p a r a t u r s e n k r e c h t  Im Depo tge fäß 

e r fo lg t ein f o r t l a u f e n d e r Zuf luß ; d iese r wird 

d u r c h das e l ek t r i sche Feld gelei tet und auf 

d e r g e g e n ü b e r l i e g e n d e n Seite d e r T r e n n a p p a -

r a t u r im gesch lossenen System h e r a u s g e f ü h r t  

Es wird n ü n ein Gleichstrom von 20 V bei 

1 mA zwischen den beiden E lek t roden ge leg t , 

wobei die Elek t rode in d e r Kammer d e r zu-

nächs t ze l l f re ien F lüss igke i t als Anode d i en t  

Gleichzeit ig k a n n d a s T r e n n g e f ä ß im oben 
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b e s c h r i e b e n e n K ü h l s y s t e m v o r s i c h t i g g e -

s c h ü t t e l t w e r d e n  

Nach E r r e i c h e n d e r e r w ü n s c h t e n Zel lkon-

z e n t r a t i o n im Eluat wi rd d e r Strom a u s g e -

scha l t e t u n d die g e w o n n e n e n T h r o m b o -

z y t e n d e r w e i t e r e n V e r w e n d u n g z u g e f ü h r t  

Beispiel 2 

E s so l len a n g e r e i c h e r t e L e u k o z y t e n a u s 

d e r r e s t l i c h e n M i s c h u n g von den E r y t h r o -

z y t e n a b g e t r e n n t w e r d e n  Dabei wi rd e ine 

e n t s p r e c h e n d e A p p a r a t u r wie in Beispiel 1 

v e r w e n d e t , j edoch mit einem F i l t e r mit 

e i n e r P o r e n g r ö ß e v o n 7 u  
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V e r f a h r e n zur Hers te l lung von Arzneimit teln zur Bee in f lu s sung d e r Funkt ion speziel ler 

O r g a n e 

DE N r : 14 92 190 5 

vom 27 06 1964 

P a t e n t a n s p r u c h 

V e r f a h r e n zur Hers t e l lung von Arzneimit-

te ln zur B e e i n f l u s s u n g d e r Funkt ion spe-

zieller O r g a n e , wobei nicht an t igen wi rken-

de Hormone mit na t iven E x t r a k t e n ode r 

Homogenisaten aus den die Hormone bil-

d e n d e n O r g a n e n zu Ant igenen komplet t ier t 

werden nach Patent 1 040 748 d a d u r c h ge -

k e n n z e i c h n e t , daß makromolekulare , o r -

g a n s p e z i f i s c h e , o r g a n o t r o p e Ze l lbes tand-

teile a u s Organgeweben als o r g a n o t r o p e 

S c h l e p p e r s u b s t a n z e n f ü r nicht o r g a n s p e z i -

f isch wirksame Arzneimit tel b e n u t z t w e r -

den  

B e s c h r e i b u n g 

Vor l iegendes V e r f a h r e n d ient zu r He r s t e l -

lung von Arzneimit te ln zu r se lek t iven Be-

e i n f l u s s u n g spezie l ler O r g a n e  Es ist eine 

wei te re A u s g e s t a l t u n g des ob igen P a t e n t s 

wobei n icht an t igen wi rkende Hormone in 

na t iven E x t r a k t e n ode r Homogenisaten aus 

den die Hormone b i ldenden O r g a n e n zu An-

t i g e n e n komple t t ie r t w e r d e n  Dabei w u r d e 

die Organsp ez i f i t ä t bes t immter makromole-

k u l a r e r Zel lbes tandte i le dazu b e n u t z t , Hor -

monen eine o r g a n s p e z i f i s c h e Wirkung auf 

die e n t s p r e c h e n d e n D r ü s e n o r g a n e a u f z u -

p r ä g e n  

Es hat sich n u n geze ig t , daß es möglich i s t , 

den Organo t rop i smus makromolekularer 

O r g a n - E x t r a k t e auch aus N i c h t d r ü s e n o r -

ganen f ü r o r g a n s p e z i f i s c h e S c h l e p p e r f u n k -

t ionen bei a n d e r e n Arzneimit te ln a u s z u n ü t z e n 

um Medikamente an und in bestimmte O r g a n -

zellen zu b r i n g e n  Auch dabei wird zwischen 

den o r g a n s p e z i f i s c h e n Makromolekülen und 

dem bzw  den nicht an t i genen Arzneimit te ln 

eine kova len te V e r b i n d u n g g e s c h a f f e n  Durch 

die a d s o r p t i v e Fähigkei t von Eiweißkörpern 

ist d iese Komplexbi ldung, die e iner H a p t e n -

a k t i v i e r u n g d e r Arzneimit tel gleichkommt, 

schon d u r c h e in fache A n l a g e r u n g möglich  

Sonst können h ie rzu auch alle b e k a n n t e n 

V e r f a h r e n angewand t w e r d e n , die zu e iner 

f e s t e r e n B indung d e r e inzelnen Komponente 

f ü h r e n , wie z B  Diazo t ie rung , B e h a n d l u n g 

mit I s o z y a n a t e n , Umse tzung mit K a r b o b e n z -

o x y - V e r b i n d u n g e n , d a s Azid- ode r Oxazolon-

V e r f a h r e n , ebenso gemeinsame A n l a g e r u n g an 

a d s o r p t i v wi rkende Kolloide  Als Arzneimit -

tel kommen alle S to f fe in B e t r a c h t , die es 

e r l a u b e n , in den Zel ls toffwcchsel e i nzug re i f en , 

z B  Hormone, Hormonabkömmlinge u n d 

hormonähnl iche S u b s t a n z e n , Vitamine  Fe r -

mente , Nuk le insäu ren und d e r e n A b b a u p r o -

d u k t e , Glykoside , Ant ib io t ika , Zytos ta t ika 

und a n d e r e chemische Wirks tof fe  Diese kön-

nen einzeln ode r auch in Kombinationen mit 

den o r g a n o t r o p e n S u b s t a n z e n von einem 

ode r m e h r e r e n O r g a n e n ve re in t w e r d e n  

Auch bei diesem V e r f a h r e n hande l t es s ich 

um kein e in faches Zusammenmischen ve r sch ie -

d e n e r S t o f f e , v ie lmehr e n t s t e h t d u r c h die 

V e r b i n d u n g d e r g e n a n n t e n S to f fe ein Pro-

d u k t , de s sen Wirkung ü b e r d ie jenige d e r 

Tei lkomponenten h i n a u s g e h t und eine neue 

biologische Wirkung ermögl ich t  Am bes ten 

v e r s t ä n d l i c h wird dies bei d e r Anwendung 

von Zytos ta t ika o d e r Chemothe rapeu t ika , die 

a u f g r u n d i h r e r N e b e n w i r k u n g e n of t n icht 

e n t s p r e c h e n d wirksam dos ie r t werden können 
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und n u n d u r c h d i e s e s V e r f a h r e n am Or t 

d e r g e w ü n s c h t e n W i r k u n g s ich k o n z e n t r i e -

ren l a s s e n  Die B e l a s t u n g f ü r d e n Gesamt-

o r g a n i s m u s wird d a b e i wesen t l i ch g e r i n g e r 

bei g l e i c h z e i t i g e r S t e i g e r u n g d e s lokalen 

E f f e k t s  

Beispiel 1 

E s sollen Arzne imi t t e l z u r V e r b e s s e r u n g d e r 

E n t w i c k l u n g u n d F u n k t i o n d e s G e h i r n s g e -

wonnen w e r d e n  Hie rzu v e r w e n d e t man je 

10 mg m a k r o m o l e k u l a r e r T r o c k e n e x t r a k t e 

in Form von T r o c k e n p u l v e r n a u s G r o ß h i r n 

und Z w i s c h e n h i r n d e s M e n s c h e n sowie a u s 

dem m ü t t e r l i c h e n Antei l d e r H i n d e r p l a z e n t a , 

die nach dem V e r f a h r e n d e s P a t e n t s 

1 090 821 a u f g e s c h l o s s e n s i n d  Man s u s p e n -

dier t u n d homogen i s i e r t d i e se in e i n e r Mi-

s c h u n g von 0 , 0 1 g R i b o n u k l e i n s ä u r e a u s 

mensch l ichen G e h i r n e n , 0 , 2 g E p h e d r i n -

Hydroch lo r id in 2 ccm L ö s u n g s m i t t e l , 0 ,2 g 

Vitamin E emu lg i e r t in 2 ml, 0 ,4 g d e s Aze-

t a t s von L - M e t h y l a n d r o s t e n o l o n in 2 ml 

Lösungsmi t te l u n d 0 ,2 g T r i j o d t h y r o n i n -

Hydroch lor id in 2 ml L ö s u n g s m i t t e l  

Zur Komplexb i l dung läßt man d a s Homoge-

nat 3 - 4 S t u n d e n bei Z i m m e r t e m p e r a t u r 

r u h e n u n d g ib t d a n n 2 ml e i n e r 0,0005%igen 

L a u r y l n a t r i u m s u l f a t l ö s u n g z u  Nun w e r d e n 

zu je 1 1 R i n g e r l ö s u n g 2 ml d i e s e s P r ä p a r a -

tes z u g e s e t z t u n d g g f  d a r a u s w e i t e r e V e r -

d ü n n u n g e n h e r g e s t e l l t  

Beispiel 2 

Es sollen h e r z w i r k s a m e P r ä p a r a t e h e r g e -

stellt w e r d e n , d ie g l e i chze i t i g die S t o f f -

w e c h s e l l e i s t u n g e n von L e b e r u n d Nie ren 

v e r b e s s e r n  Hie rzu b e n u t z t man makromo-

leku la re E x t r a k t e a u s H e r z , L e b e r , N i e r e n 

von S c h w e i n e o r g a n e n in d e r s e l b e n Weise 

wie in Beisp ie l 1 , h o m o g e n i s i e r t u n d i n -

k u b i e r t d i e se mit e i n e r Mi schung von 

0,0025 g D i g i t o x i n , 20 mg P r e d n i s o l o n - 2 1 - a c e 

t a t u n d 0 4 g d e s A c c t a t s von 1-Methyl-A 

a n d r o s t e n o l o n in 10 ml R i n g e r l ö s u n g  D a n a c h 

w e r d e n d a r a u s V e r d ü n n u n g e n h e r g e s t e l l t 

u n d d i e se v o r d e r A b f ü l l u n g i n Ampullen mit-

t e l s e i n e r G l a s f r i t t e f i l t r i e r t  

Beispiel 3 

E s sol len P r ä p a r a t e g e g e n E r k r a n k u n g e n von 

Muskeln u n d Ge l enken h e r g e s t e l l t w e r d e n  

Dabei g e h t man v o n einem Homogenat a u s 

s c h l a c h t f r i s c h e n Ge l enken u n d d e r Wirbel-

säu le von j u n g e n R i n d c r f o e t e n a u s , i n k u b i e r t 

d a v o n 20 ccm mit 0 8 g d e s A c c t a t s von 1-Me-

thy l -A 1 - a n d r o s t e n o l o n , 0 ,2 g P r e d n i s o l o n -

2 1 - a c e t a t , 1 ,0 Novoca in  Auch d a r a u s s t e l l t 

man V e r d ü n n u n g e n h e r , die man v o r dem A b -

fü l l en in Ampul len von e twa igen k o r p u s k u -

l ä r e n B e i m e n g u n g e n f i l t r i e r t  

Beispiel 4 

E s sol len P r ä p a r a t e z u r B e h a n d l u n g e ines 

M a g e n k a r z i n o m s h e r g e s t e l l t w e r d e n  Dabei 

b e n u t z t man je 5 ,0 g makromoleku l a r e E x -

t r a k t e a u s dem m a t e r n e n Antei l von R i n d e r -

p l a z e n t a , sowie a u s e i n e r M i s c h u n g von Ma-

g e n s c h l e i m h a u t vom M e n s c h e n u n d S c h w e i n , 

h o m o g e n i s i e r t u n d i n k u b i e r t d i e se mit 20 g 

C y c l o p h o s p h a m i d in 100 ml p h y s i o l o g i s c h e r 

K o c h s a l z l ö s u n g u n d s e t z t d a v o n 50 ml zu 

je 1 ml R i n g e r l ö s u n g u n t e r V e r w e n d u n g 

e i n e s S c h ü t t l e r s z u  

Beispiel 5 

E s sollen P r ä p a r a t e g e g e n L u n g e n t u b e r k u l o s e 

h e r g e s t e l l t w e r d e n  Dazu w e r d e n makromo-

l e k u l a r e , o r g a n o t r o p e S u b s t a n z e n a u s f o e t a -

1er R i n d e r l u n g e mit I s o n i c o t i n s ä u r e - h y d r a z i d 

i n k u b i e r t u n d e n t s p r e c h e n d d e n a n d e r e n Bei -
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V e r f a h r e n zum g e s t e u e r t e n Auf sch luß von o rgan i schen S to f fen und biologischen Geweben 

Zusatz zum Pa ten t : 1 090 821 

Dli Nr  : 1 209 699 

vom 16 11 1961 

P a t e n t a n s p r u c h 

V e r f a h r e n zum g e s t e u e r t e n chemischen 

Auf sch luß von o r g a n i s c h e n S to f fen und 

biologischen Geweben mit Hilfe von Dämpfen 

chemischer Reagenzien im Vakuum, nach 

Patent 1 090 821, d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , 

daß man Reagenzien v e r w e n d e t , die r a -

d ioak t ive Isotope e n t h a l t e n  

In Be t rach t gezogene D r u c k s c h r i f t e n : 

Deu t sche Aus l egesch r i f t Nr  1 090 821  

Besch re ibung 

Bei dem V e r f a h r e n nach Pa ten t 1 090 821 

bewirk t man den chemischen Aufsch luß 

von o r g a n i s c h e n S to f fen und biologischen 

Geweben f ü r t h e r a p e u t i s c h e Zwecke u n t e r 

V e r w e n d u n g chemischer Reagenzien d a d u r c h , 

daß man die pu lve r fö rmigen S u b s t r a t e mit 

dem den Aufsch luß bewi rkenden R e a g e n s , 

d e s s e n S iedepunk t bei a tmosphär ischem 

Druck ü b e r d e r Normal tempera tur l i eg t , 

vo rzugswe i se k o n z e n t r i e r t e Schwefe l s äu re , 

E s s i g s ä u r e , Ameisensäure o d e r Diäthylamin, 

in einem abgesch lo s senen System zusammen 

o d e r g e t r e n n t v o n e i n a n d e r einem solchen 

Vakuum a u s s e t z t , welches die Ü b e r f ü h r u n g 

des au f sch l i eßenden Mittels in die dampf -

förmige Phase ermöglicht u n d , nachdem 

die gewünsch t e Bee in f lu s sung des S u b s t r a -

t e s e r r e i c h t i s t , das nicht v e r b r a u c h t e Rea-

gens wieder e n t f e r n t  Dieses V e r f a h r e n b e -

wirkt eine Kondensa t ion und Sa lzb i ldung 

d e s v e r w e n d e t e n Reagens mit den Molekülen 

des S u b s t r a t e s  Gleichzeit ig e r fo lgen abe r 

auch a n d e r e chemische Reakt ionen zwischen 

dem v e r w e n d e t e n Reagens und dem S u b s t r a t , 

z B  bei V e r w e n d u n g von k o n z e n t r i e r t e r 

Schwefe l säu re d e r Einbau von SO^H-Gruppen 

in die Moleküle des S u b s t r a t e s  Dies konnte 

nachgewiesen w e r d e n , indem man k o n z e n t r i e r -

te Schwefe l säu re mit radioakt ivem S- I so top 

als Reagens v e r w e n d e t e  Man erhie l t V e r -

f a h r e n s p r o d u k t e , a u s denen mit Wasser keine 

Schwefe l säu re mehr a u s w a s c h b a r war  Die Ver-

suche wurden mit Salmonella t y p h i , d e r e n 

Ant igenen und A n t i k ö r p e r n d u r c h g e f ü h r t  

Nach 3 täg iger Bedampfung d e r g e f r i e r g e -

t r o c k n e t e n S u b s t r a t e im Vakuum mit g a s f ö r -

miger H 2 S 0 4 - 35g war in Agglu t ina t ions -

t e s t s p r a k t i s c h keine V e r ä n d e r u n g d e r Ant i -

gene o d e r A n t i k ö r p e r nachwe i sb a r  

Das V e r f a h r e n nach dem H a u p t p a t e n t e ignet 

sich also zu r r ad ioak t iven Mark ie rung von 

o rgan i s chen S to f fen u n d biologischen Gewe-

b e n , wenn man Reagenzien v e r w e n d e t , die 

nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n rad ioak t ive Atome 

e n t h a l t e n , z B  rad ioak t ive S - I s o t o p e in 

k o n z e n t r i e r t e r Schwefe l s äu re  

Das b e d e u t e t eine be t r äch t l i che V e r b e s s e r u n g 

u n d V e r e i n f a c h u n g g e g e n ü b e r den b i she r igen 

Methoden d e r Rad ioak t iv i e rung von o r g a n i -

schen S to f fen und biologischen Geweben, zu-

mal h i e r auch be t r äch t l i ch h ö h e r e S t r a h l u n g s -

in t ens i t ä t en ü b e r t r a g e n werden k ö n n e n  

Die so gewonnenen rad ioak t iv mark ie r t en o r -

gan i schen S to f fe und biologischen Gewebe 

können in d e r Medizin d i agnos t i s ch und t h e -

r a p e u t i s c h ve rwende t w e r d e n  
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Beispiel 

G e f r i e r g e t r o c k n e t e Ant ikörperg lobu l ine sol-

len rad ioak t iv mark ie r t w e r d e n  Das T r o k -

k e n p u l v e r wird ver te i l t auf e ine r Pe t r i -

schale in e iner Schich td icke von 0 ,1 cm 

und in einen Exs ikka to r g e b r a c h t , de r 

wahlweise mit einem Käl tekondensa to r ü b e r 

ein Pumpensys tem f ü r Hochvakuum, g le ich-

zeitig abe r auch mit einem kommunizieren-

den Vakuumgefäß in V e r b i n d u n g s t e h t , 

das d u r c h ein Ventil sich von dem Haup t -

exs ikka to r a b s p e r r e n l äß t  

Es wird n u n zunächs t in das kommuniz ieren-

de Vakuumgefäß k o n z e n t r i e r t e Schwefel -

s ä u r e , die r ad ioak t iv am S-Atom markier t 

i s t , bei Zimmertemperatur e ingefü l l t und 

das V e r b i n d u n g s v e n t i l zum Exs ikka to r a b -

g e s p e r r t  Um eine etwaige Res t f euch t igke i t 

du rch h y g r o s k o p i s c h e Wirkung des T r o k -

k e n p u l v e r s zu be se i t i gen , wird man zu-

nächst mit Hilfe des K ä l t e k o n d e n s a t o r s , 

de r mit Ace ton -Koh lensäu re -Schnee u n t e r -

kühl t w i rd , Wasser aus dem Gewebepulver 

sublimiert und ansch l ießend u n t e r Abscha l -

t u n g d ie ses Kondensa to r s mit Hilfe e ines 

Hochvakuumaggrega te s so lange a b g e s a u g t , 
- 4 

bis d e r Druck im Exs ikka to r 10 T o r r 

e r r e i c h t  Danach wird das Ventil zu dem 

kommunizierenden Gefäß g e ö f f n e t , so daß 

nun Schwefe l säu re in dampfförmigem Zu-

s t and in den Exs ikka to r e i n d r i n g e n k a n n  

Das Vakuum fällt jetzt auf den Dampfdruck 

d e r Schwefe l säu re ab  Nun wird die Ver -

b i n d u n g zum Rezip ien ten de r S ä u r e u n t e r -

b r o c h e n , v o r h e r a b e r die kommunizieren-

den Rezip ien ten von dem Pumpenaggrega t 

g e t r e n n t  Durch Einblasen von S t icks tof f 

in den Exs ikka to r wird das Vakuum ü b e r 

dem L e b e r p u l v e r n u n g e r i n g g r a d i g wei te r -

v e r s c h l e c h t e r t  D a d u r c h k o n d e n s i e r t d e r 

Schwefe l säuredampf d e r Lebe r  Nach e ine r 

gewissen E inwi rkungsze i t wird die Ver -

b i n d u n g zum Pumpensystem und zum Re-

zipienten f ü r die S ä u r e wieder geöf fne t und 

nach E r r e i c h e n des D a m p f d r u c k e s d e r Schwe-

f e l s ä u r e d e r Vorgang zweimal wiederho l t  

Zum Schluß wird d a n n die V e r b i n d u n g 

zwischen den be iden kommunizierenden Ge-

fäßen n ich t w i e d e r h e r g e s t e l l t , s o n d e r n led ig-

lich zwischen Exs ikka to r und dem Pumpen-

s y s t e m  Es wird n u n so lange a b g e p u m p t , 

bis alle Schwefe l säu re aus dem Exs ikka to r 

e n t f e r n t i s t , die nicht chemisch zur Reakt ion 

gekommen i s t  Auf diese Weise kann auch die 

Wasse r s to f f ionenkonzen t ra t ion des T r o c k e n -

p u l v e r s a u s Leber auf d e r s a u r e n Seite 

be l iebig v e r ä n d e r t w e r d e n  Je i n t e n s i v e r 

u n d l änge r die A b s a u g u n g e r f o l g t , um so mehr 

wird das pH n e u t r a l  
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V e r f a h r e n zur Gewinnung von Ant igenen und Haptenen 

Zusatz zum Paten t 1 040 748 

DE N r : 1 126 068 

vom 15 03 1958 

P a t e n t a n s p r ü c h e 

1  V e r f a h r e n zur Gewinnung von Ant igenen 

ode r Hap tenen nach Patent 1040 748, d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß man von ande ren biolo-

g i schen S u b s t r a t e n , auch von Mikroorganis-

men ode r Viren ode r von E x t r a k t e n a u s g e h t 

und diese mit A n t i k ö r p e r s e r e n v e r s e t z t , 

welche gegen die zu el iminierenden B e s t a n d -

teile d e s biologischen S u b s t r a t e s ge r i ch te t 

s i n d  

2  V e r f a h r e n zur Gewinnung von Ant igenen 

ode r Haptenen nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h 

g e k e n n z e i c h n e t , daß man mit den gewon-

nenen Ant igenen wiederum An t ikö rpe r ge -

winnt u n t e r V e r w e n d u n g von Lebewesen , 

die mit denen a r tg le ich s i n d , aus welchen 

die e r s t e n A n t i k ö r p e r s e r e n gewonnen w a r e n , 

und mit d iesen A n t i k ö r p e r s e r e n in an sich 

b e k a n n t e r Weise die Ant igene von ih ren 

Beimischungen a b t r e n n t  

3  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 , d a d u r c h ge -

kennze ichne t , daß man die im Agglu t ina t 

bzw  Präzipi ta t en tha l t enen Ant igene in 

an sich b e k a n n t e r Weise isoliert und damit 

gewonnene A n t i k ö r p e r zu r Gewinnung von 

Ant igenen mittels des V e r f a h r e n s nach dem 

H a u p t a n s p r u c h e i n s e t z t  

Besch re ibung 

Vor l iegendes V e r f a h r e n b r i n g t e ine wei te re 

Ausbi ldung des V e r f a h r e n s nach Patent 

1 040 748, bei dem man schonend homogeni-

s i e r t e s Organgewebe im wäßr igen Milieu mit 

in b e k a n n t e r Weise gewonnenem ant imesen-

chymalem und bzw  ode r ant ineura lem Ant i -

k ö r p e r s e r u m v e r s e t z t , das e n t s t e h e n d e 

Agglut inat bzw  Präzip i ta t d u r c h Zen t r i -

f u g i e r e n e n t f e r n t , die ü b e r s t e h e n d e Flüs-

sigkeit - i m l lauptpatent n icht ganz t r e f -

fend als Emulsion beze ichnet - g e g e b e n e n -

falls nach Zusatz d e r e n t s p r e c h e n d e n Ab-

wehr fe rmente bei 37°C b e b r ü t e t , a n s c h l i e -

ßend d u r c h Dialyse von n iedermolekula ren 

Beimengungen be f r e i t und g e f r i e r g e t r o c k -

net  

Das V e r f a h r e n nach dem Haup tpa t en t zielt 

d a r a u f a b , aus dem Gemisch von o r g a n -

spez i f i schen und unspez i f i s chen Ant igenen 

und H a p t e n e n , welches in einem O r g a n -

gewebe v o r l i e g t , die o r g a n s p e z i f i s c h e n 

Frak t ionen zu i so l ie ren  Dabei werden die 

unspez i f i s chen Ant igene mit l l i lfe e n t -

s p r e c h e n d e r An t ikö rpe r agg lu t in i e r t bzw  

p räz ip i t i e r t und a b z e n t r i f u g i e r t , wäh rend 

die o rgansp ez i f i s chen Frak t ionen in Lö-

s u n g b le iben  

Es wurde nun g e f u n d e n , daß das Pr inz ip 

d e r Haup tanmcldung ganz allgemein angewen-

det we rden k a n n , um aus biologischen 

S u b s t r a t e n aller Art die da r in en tha l t enen 

spez i f i schen Ant igene bzw  Haptene von 

unspez i f i s chen Ant igenen zu t r e n n e n  

Unte r biologischen S u b s t r a t e n werden da -

bei neben allgemein vom Normalen abwei-

c h e n d e n Z e l l s t r u k t u r e n i n s b e s o n d e r e auch 

Mikroorganismen, Viren sowie S to f fe aus 

dem Pf lanzenre ich o d e r Homogenisate ode r 

E x t r a k t e v e r s t a n d e n  S t e t s handel t e s sich 

um S u b s t r a t e , die neben a n d e r w ä r t s vo r -

kommenden Ant igenen f ü r das b e t r e f f e n d e 



223 

S u b s t r a t spez i f i sche Ant igene bzw  Hap-

tene e n t h a l t e n , und s t e t s werden die S u b -

s t r a t e mit A n t i k ö r p e r s e r e n v e r s e t z t , welche 

gegen die u n s p e z i f i s c h e n , a n d e r w ä r t s auch 

vorkommenden Ant igene des in Rede s t e -

h e n d e n S u b s t r a t e s ge r i ch te t s i n d  

Diese A n t i k ö r p e r s e r e n agg lu t i n i e r en bzw  

p räz ip i t i e ren die u n s p e z i f i s c h e n Ant igene 

des behande l t en S u b s t r a t e s , und in d e r 

nach dem Z e n t r i f u g i e r e n ü b e r s t e h e n d e n 

Flüss igkei t ve rb l e iben die spez i f i schen An-

t igene  Diese s ind noch v e r g e s e l l s c h a f t e t 

mit Se rumbes t and t c i l en , welche bei a k t i v e r 

Immunis ie rung d e r f ü r die Gewinnung d e r 

anfängl ich e ingese t z t en A n t i k ö r p e r s e r e n 

b e n u t z t e n T i e r a r t keine A n t i k ö r p e r b i lden  

In we i t e re r Ausb i ldung d e s V e r f a h r e n s 

nach d e r E r f i n d u n g werden n u n d u r c h Im-

muni s i e rung d e r gleichen T i e r a r t gegen 

die spez i f i schen Ant igene ge r i ch te t e Ant i -

k ö r p e r s e r e n gewonnen und d iese dem in 

Rede s t e h e n d e n biologischen S u b s t r a t 

zugemischt  Aus dem jetzt e n t s t e h e n d e n 

Agglut inat bzw  Präz ip i ta t werden d a n n 

die spez i f i schen Ant igene in üb l i che r Weise 

in r e ine r Form i so l ie r t  

Wie schließlich weiter g e f u n d e n w u r d e , k a n n 

man zu r I so l i e rung solcher sp e z i f i s c h e r An-

t igene auch zunächs t das a b z e n t r i f u g i e r t e 

Agglutinat bzw  Präz ip i ta t d e r u n s p e z i -

f ischen Ant igene , wie es in d e r e r s t e n Ge-

winnungsphase an fä l l t , in an sich b e k a n n -

te r Weise s p a l t e n , mit dem f r e i en Gemisch 

u n sp e z i f i s c h e r Ant igene ü b e r die gleiche 

Tierar t e r n e u t ein An t ikö rpe r se rum gewin-

nen und d ieses r e i n e r e , n u r unspez i f i s che 

Ant ikörper en tha l t ende Serum mit neuen 

Anteilen des biologischen A u s g a n g s s u b s t r a -

tes v e r s e t z e n  

Die An t ikö rpe r können auch zunächs t an 

geeignete Absorbenz ien ange lage r t und 

dann mit dem S to f fgemisch , aus dem u n -

spezi f ische S u b s t a n z e n eliminiert w e r d e n , 

in Kontakt g e b r a c h t w e r d e n  

Nach A n l a g e r u n g d e r A n t i k ö r p e r können 

d a n n zunächs t die im Serum en tha l t enen 

Hegle i t s to f fe , wie z H  Albumin u a , 

ausgewaschen und besei t ig t und e r s t d a n n 

das a u f z u a r b e i t e n d e S tof fgemisch z uge se t z t 

w e r d e n  Für d iese Art d e r I so l i e rung 

e ignen sich i n sb e s o n d e r e auch V e r f a h r e n , 

wie sie in d e r Chromatograph ie und bei 

d e r E l e k t r op h o r e se b e k a n n t s i n d  Als Ad-

so rbenz i en k ö n n e n alle d a f ü r gee igne ten 

S to f f e , wie z B  Aluminiumhydroxid  Kaolin, 

Si l icagel , Kohle, Zellstoff u  dg l  b e n u t z t 

w e r d e n  Die A u f s p a l t u n g des S tof fgemisches 

k a n n auch in d e r Art e ines D u r c h l a u f v e r -

f a h r e n s e r f o l g e n , wobei Teile d e r E x t r a k t e 

von den jeweiligen A n t i k ö r p e r n a b g e f a n g e n 

und z u r ü c k g e h a l t e n w e r d e n  Eine Elution 

d e r an die Absorbenz ien g e b u n d e n e n Ant igen-

Hap ten -An t ikö rpe r -Komplexe ist nach be -

k a n n t e n V e r f a h r e n möglich, ebenso die wei-

t e r e A u f s p a l t u n g und I so l i e rung sowohl 

d e r A n t i k ö r p e r als auch d e r an t i genen und 

h a p t e n e n Bes tand te i l e  

Die optimalen Verhä l tn i s se s ind bekannt l i ch 

f ü r die v e r s c h i e d e n e n A n t i g e n - A n t i k ö r p e r -

I leakt ionen u n t e r s c h i e d l i c h , so daß diese f ü r 

jedes System d u r c h V o r v e r s u c h e speziell 

bestimmt werden m ü s s e n  I n s b e s o n d e r e s ind 

T e m p e r a t u r , pH, Ionenmilieu und B e b r ü t u n g s -

zeit d u r c h V o r v e r s u c h e zu best immen  Un te r 

Umständen v e r g r ö ß e r t Alkoholzusatz nach 

e i n g e t r e t e n e r A n t i g e n - A n t i k ö r p e r - R e a k t i o n 

die Menge d e s als Sediment zu e r f a s s e n d e n 

A n t i g e n - A n t i k ö r p e r - K o m p l e x e s  Trotzdem 

sollte eine mengenmäßige Abst immung d e r 

An t i kö rp e rkonz e n t r a t i on und des A n t i g e n -

gemisches e r f o l g e n  Bei e iner im Verhä l tn i s 

zu r Menge d e r A n t i k ö r p e r zu g roßen Menge 

von Ant igen b e s t e h t die G e f a h r , daß sich 

kein o d e r zu wenig Sediment b i lde t  

Unspez i f i sche Agglu t ina t ions - und Präz ip i -

t a t i o n s r e a k t i o n e n sind ebenso wie auch die 
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Konglut inat ion d u r c h B e r ü c k s i c h t i g u n g 

de r d iesbezüg l i chen wi s senscha f t l i chen 

E r k e n n t n i s s e zu ve rme iden  Es e ignet 

s ich dazu z B  d e r Zusatz von 5%iger 

Glukosaminlösung, von 2%iger B e r n s t e i n -

s ä u r e , von Lecithin ode r von o b e r f l ä c h e n -

ak t iven S u b s t a n z e n  Diesbezügl ich ist auch 

die K o n z e n t r a t i o n von Salzen und d a s 

Ionenmilieu von B e d e u t u n g  Bei v e r s c h i e -

d e n e n Sys temen ist die F lockungsgeschwin-

digkei t um 45 bis 50°C bei einem NaCl-Ge-

hal t von 0 ,1 n optimal  A n d e r e Reakt ionen 

sind dann wiederum bei T e m p e r a t u r e n 

wenig ü b e r 0 o d e r bei 30°C d u r c h z u f ü h r e n  

Auch bei vorl iegendem V e r f a h r e n können 

Abwehr fe rmen te zur wei te ren Re in igung 

d e r Ant igene ve rwende t w e r d e n  Zum H e r a u s -

lösen d e r so gewonnenen Frak t ion aus dem 

au fzua rbe i t endem S u b s t r a t lassen sich d a n n 

alle b e k a n n t e n V e r f a h r e n zusätz l ich anwen-

d e n , wie z B  Dialyse , Fä l lungsmethoden , 

E l e k t r o p h o r e s e , Chromatograph ie , A d s o r p -

t ionsmethoden im I o n e n a u s t a u s c h e r n  

Die e r f i n d u n g s g e m ä ß gewonnenen Ant igene 

bzw  Haptene werden zu r se ro log ischen Be-

s t immung von A n t i k ö r p e r n bei Krankhe i t en 

f ü r d i agnos t i sche Zwecke v e r w e n d e t  Sie 

können auch t h e r a p e u t i s c h angewende t wer -

d e n  

Beispiel 1 

Zur I so l i e rung von u b i q u i t ä r e n B e s t a n d -

tei len aus Organze l l en , die in allen Zellar-

t en des Menschen vorkommen, und zu r I so-

l i e r u n g d e r f ü r mesenchymale Gewebe spe -

z i f i schen Ant igene und Haptene wird nach 

b e k a n n t e n Methoden z u n ä c h s t d u r c h ak t ive 

Immunis ie rung von Kaninchen ein hoch-

t i t r i g e s An t ikö rpe r se rum gegen Lebe r -

parenchymzel len sowie Abwehr fe rmen te ge-

gen diese Zellen gewonnen  Mit diesem Ant i -

k ö r p e r s e r u m wird ein v e r d ü n n t e s Homoge-

nat ode r ein Ex t r ak t aus mesenchymalen 

Geweben d e r Milz des Menschen zusammen-

geb rach t und das e n t s t e h e n d e Präz ip i ta t bzw  

Agglut inat d u r c h Z e n t r i f u g i e r e n a b g e t r e n n t  

In dem Ant igen-Ant ikö rpe r -Komplex s ind 

die u b i q u i t ä r e n , in allen Körperze l len e n t -

ha l t enen Ant igene e n t h a l t e n  Diese können 

dann nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n gewonnen 

und we i t e rve ra rbe i t e t w e r d e n , ebenso lassen 

sich d u r c h Dissoziat ion des A n t i g e n - A n t i k ö r -

per -Komplexes die A n t i k ö r p e r z u r ü c k g e w i n n e n 

und e r n e u t v e r w e n d e n  Die aus d e r Zen t r i -

f u g e kommende ü b e r s t e h e n d e Flüss igkei t 

wird f e rmen ta t iv d u r c h Zusatz von e n t s p r e -

c h e n d e n Abwehr fe rmen ten gere in ig t und 

danach d u r c h Dialyse und E lek t rophorese 

von u n e r w ü n s c h t e n Bes tandte i len g e t r e n n t  

In ihm sind die spez i f i sch mesenchymalen 

Gewebsbes tand te i l e en tha l t en sowie die Ant i -

k ö r p e r f r a k t i o n e n , die gegen die spez i f i schen 

pa renchyma tösen Gewebebes tandte i le g e r i c h -

te t wa ren  Le tz t e re können d u r c h spez i f i -

s che Ant igene von Leberzel len e n t f e r n t we r -

d e n , ebenfa l l s a u f g r u n d e iner An t igen -An t i -

k ö r p e r - R e a k t i o n  Mit den spez i f i schen Mesen-

chymbes t and te i l en werden n u n d u r c h ak t ive 

Immunis ie rung von Kaninchen spez i f i sche 

A n t i k ö r p e r und Abwehr fe rmen te gewonnen  

Diese können d a n n bei e r n e u t e n H e r s t e l l u n g s -

v o r g ä n g e n V e r w e n d u n g f i n d e n  Die f ü r 

mesenchymales Gewebe spez i f i sche Frak t ion 

läßt sich aus dem A n t i g e n - A n t i k ö rp e r - K o m -

plex in gle icher Weise e lu ie ren  Im R ü c k -

s t and ist h i e r dann keine f r emde A n t i k ö r p e r -

f r a k t i o n e n t h a l t e n  Die isol ier ten Zel lbes tand-

tei le werden nach b e k a n n t e n V e r f a h r e n k o n -

s e r v i e r t bzw  g e f r i e r g e t r o c k n e t , ebenso die 

z u r ü c k g e w o n n e n e n A n t i k ö r p e r f r a k t i o n e n  

Beispiel 2 

Aus pa tho logischen Geweben e ines L e b e r -

k r e b s e s sollen die Bes tand te i l e isoliert wer -
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die spez i f i sch f ü r d iese K r e b s a r t s i n d  Hier-

zu wird ein h o c h k o n z e n t r i e r t e s Serum sowie 

Abwehr fe rmente gegen g e s u n d e Leberze l -

len gewonnen und das An t ikö rpe r se rum 

mit einem v e r d ü n n t e n Homogenat ode r einem 

Ext rak t d e r Geschwuls tzel len zusammenge-

b r a c h t  Das sich b i ldende Sediment en thä l t 

die Gewebebes tand te i l e , die auch beim ge -

sunden Gewebe vorkommen  Im R ü c k s t a n d 

sind h ingegen die f ü r die K r eb s g e s c h w u l s t 

spez i f i schen Bes tandte i le e n t h a l t e n  Sowohl 

das Sediment als auch die ü b e r s t e h e n d e F lüs -

sigkeit werden von Begle i t s to f fen gere in ig t 

und die an t igenen Bes tandte i le d a r a u s iso-

l ier t  Mit den aus d e r Flüss igkei t gewon-

nenen Ant igenen lassen sich d a n n spez i f i sche 

A n t i k ö r p e r s e r e n und Abwehr fe rmen te h e r -

s te l len, die es wiederum e r l a u b e n , in umge-

k e h r t e r R i c h t u n g die k r e b s s p e z i f i s c h e n 

Frakt ionen mittels d e r A n t i g e n - A n t i k ö r p e r -

Reaktion zu gewinnen  A n d e r e r s e i t s kann 

aus diesen k r e b s s p e z i f i s c h e n Se ren u n d Ab-

wehrfermenten ein u b i q u i t ä r bei allen Krebs -

ar ten e iner best immten Spezies v o r h a n d e n e s 

k r e b s sp e z i f i s c h e s Agens isoliert w e r d e n  

Zum Beispiel wird ein Homogenat bzw  Ex-

t rak t aus den f ü r den L e b e r k r e b s spez i -

fischen Zel lbes tandte i len mit einem Ant i -

körperserum sowie mit Abwehr fe rmen ten b e -

handel t , die gegen Magenkrebs spez i f i sch 

gerichtet s i n d  Sofe rn eine A n t i g e n - A n t i k ö r -

per -Reakt ion s t a t t f i n d e t , s ind in dem Ant i -

gen-Ant ikörper -Komplex d a n n die Gewcbs-

elemente e n t h a l t e n , die sowohl im L e b e r -

k r e b s wie im Magenkrebs vorkommen  

Beispiel 3 

In ähnl icher Weise können allgemein die vom 

Normalen abweichenden Z e l l s t r u k t u r e n iso-

liert und mit i h r e r Hilfe spez i f i sche Ant i -

k ö r p e r s e r e n und Abwehr fe rmen te h e r g e -

stellt w e r d e n , so z B  die nach ü b e r s t a n -

d e n e r Vi rus in fek t ion in den Zellen v e r -

b l iebenen Vi rus te i l chen ode r in den Zellen 

a b g e l a g e r t e n S to f fwechse l s ch l acken  Auch 

h ie r hat man von Homogenaten ode r E x t r a k -

ten d e r anormalen Zellen und spez i f i schen 

A n t i k ö r p e r s e r e n und Abwehr fe rmen ten a u s -

z u g e h e n  die gegen g le i cha r t ige , jedoch ge -

s u n d e bzw  normale Zellen ge r i ch t e t s i n d  

Beispiel 4 

D u r c h ein analoges Vorgehen können auch 

g r u p p c n s p e z i f i s c h e und f ü r e inzelne Stämme 

k e n n z e i c h n e n d e Bes tandte i le von Miki 'oorga-

nismen g e t r e n n t w e r d e n  Zum Beispiel wer -

den die f ü r Salmonellen spez i f i s chen Ant igene 

u n d Haptene aus einem Homogenat ode r Ex-

t r a k t von Salmonellen d u r c h spez i f i sche An-

t i k ö r p e r s e r e n und A b w e h r f e r m e n t e , die 

gegen Kolibazillen, Pneumokokkenstämme 

u n d / o d e r Pseudo tube rku losebaz i l l en ge r i ch te t 

s i n d , gewonnen  S p ä t e r h i n wird ein spez i -

f isch gegen Salmonel len-Ant igene g e r i c h t e t e s 

Serum bzw  e n t s p r e c h e n d e Ab wehr f e rmen te 

h e r g e s t e l l t , die es e r l a u b e n , die f ü r Sal-

monellen spez i f i schen Par t i a l an t igenc aus 

dem Produk t d e r A n t i g e n - A n t i k ö r p e r - R e a k -

tion zu i so l ieren  

In ana loger Weise können u n t e r V e r w e n d u n g 

von isol ier ten Ant igenen spezielle Se ren h e r -

geste l l t w e r d e n , die eine D i f f e r e n z i e r u n g 

von Bakte r iens tämmen e r l a u b e n  Ebenso las -

sen sich nach diesem V e r f a h r e n auch V i r u s -

stämmc und V i r u s a r t e n u n t e r s c h e i d e n  

Bei d e r H e r s t e l l u n g d e r Seiten und d e r s p e -

z i f i schen A b w e h r f e r m e n t e werden zweck-

mäßigerweise Ad juvan t i en bzw  S tof fe zum 

Ant igen z u g e s e t z t , die es e r l a ub e n h a p t e n e 

Bes tand te i l e zum Vollantigcn zu komple t t i e r en , 

wie z B  eine kolloidale Komplexve rb indung 

aus Aluminiumhydroxid und Kiese l säure 

ode r d a s F r e u n d s c h e A d j u v a n s u a  Auch 

ist OK mrwrlir»Vi Ho'/n "W 
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a n z u w e n d e n , wie z B  die vo rhe r ige Diazo-

t i e r u n g d u r c h die Diazon iumverb indungen 

h e r g e s t e l l t w e r d e n , die Behand lung mit 

I s o z y a n a t e n , die Umsetzung mit Karbo-

b e n z o x y V e r b i n d u n g e n , das C u r t i u s s c h e 

A z i d v e r f a h r e n , das Oxazo lonve r fah ren 

von Le t t r e u  dg l  Auf d iese Weise lassen 

sich d a n n bezügl ich d e r Gewebeart homo -

loge als auch he tero loge Seren nach b e k a n n -

ten Methoden gewinnen  
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Ver f ah ren zur Gewinnung o r g a n s p e z i f i s c h e r Frakt ionen aus Organgeweben 

DE Nr  : 1 040 748 

vom 20 05 1957 

P a t e n t a n s p r ü c h e 

1  V e r f a h r e n zu r Gewinnung o r g a n s p e z i f i -

sche r Frak t ionen aus O r g a n g e w e b e n , da -

d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß man schonend 

homogenis ier tes Organgewebe im wäßr igen 

Milieu mit in b e k a n n t e r Weise gewonnenen 

antimesenchymalem und bzw  ode r an t i -

neuralem An t ikö rpe r se rum v e r s e t z t , das 

e n t s t e h e n d e Agglu t ina t bzw  Präzip i ta t 

d u r c h Z e n t r i f u g i e r e n e n t f e r n t , die e n t -

s t ehende Emulsion, gegebenenfa l l s nach 

Zusatz d e r e n t s p r e c h e n d e n A b w e h r f e r -

mente, bei 37°C b e b r ü t e t , ansch l ießend 

dialysier t u n d g e f r i e r t r o c k n e t  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1, d a d u r c h 

gekennze ichne t , daß den Organhomoge-

naten d i a ly s i e rba re Schutzkolloide bzw  

Emulgatoren zugese t z t w e r d e n  

Beschre ibung 

Das V e r f a h r e n dient zu r Gewinnung o r -

ganspez i f i sche r Frak t ionen aus O r g a n g e -

weben  Als Ausgangss to f f kann jedes O r -

gangewebe, i n s b e s o n d e r e auch pa thologi -

sches Gewebe, V e r w e n d u n g f i n d e n  Die 

daraus isol ier ten S to f fe lassen sich zu r ge -

zielten O r g a n b e h a n d l u n g v e r w e n d e n , e b e n -

so auch als Ant igen ode r S u b s t r a t zu d ia -

gnost ischen Zwecken, i n s b e s o n d e r e zu 

serologischen Reakt ionen auf zy to tox i -

sche A n t i k ö r p e r ode r zu r A b w e h r f e r m e n t -

reakt ion  Aus d e r L i t e r a t u r geht h e r v o r , 

daß die Spezif i tä t e ine r d i agnos t i s chen Reak-

tion von d e r Spezi f i tä t des v e r w e n d e t e n 

Antigens bzw  S u b s t r a t s a b h ä n g t  Eine 

Methode, die es e r l a u b t , d iese Spezif i tä t 

zu e r h ö h e n , muß desha lb die damit anges te l l -

ten Reakt ionen v e r b e s s e r n  Diese al lgemein-

gül t ige These t r i f f t auch f ü r die A b w e h r f e r -

ment reak t ion zu  In j ede r O r g a n a r t s ind nicht 

n u r Zellen e n t h a l t e n , die die b e s o n d e r e 

Funkt ion des O r g a n s ermögl ichen, s o n d e r n 

ebenso Zel la r ten , die in jedem Gewebe und 

in jedem O r g a n vorkommen k ö n n e n , wie z B  

b indegeweb iges S t ü t z - und Fül lgewebe, 

Lymph- und B l u t g e f ä ß e , Nerven und d g l  

Bei d e r Gewinnung von O r g a n s u b s t r a t e n f ü r 

die A b w e h r f e r m e n t r e a k t i o n nach Abderha lden 

werden d iese Zel lbes tandte i le soweit wie 

möglich a u s den v o r z e r k l e i n e r t e n und ge-

koch ten Gewebepar t ike ln mit d e r Pinzet te 

a u s g e z u p f t , doch gel ingt d ies niemals so 

vollkommen, wie es w ü n s c h e n s w e r t wäre  

Aber auch die o rganspez i f i s chen Zellen e n t -

ha l ten u b i q u i t ä r e Ze l lbes tandte i le , die in 

allen Zel lar ten ebenfa l l s vorkommen und d e n 

vege ta t iven A u f g a b e n zur E r h a l t u n g des 

Lebens und d e r V e r m e h r u n g , wie z B  d e r 

E n e r g i e g e w i n n u n g , d e r Atmung u n d dem 

in t raze l lu lä ren S to f fwechse l , d i enen  Diese 

f u n k t i o n s u n s p e z i f i s c h e n Zel lbestandtei le 

k o n n t e n b i s h e r nicht von den spez i f i schen 

a b g e t r e n n t w e r d e n  Dies ist jedoch wicht ig , 

weil n u r ein k le ine r Teil d e r Zel lbestandtei le 

f ü r die o r g a n s p e z i f i s c h e n Funkt ionen v e r -

antwor t l ich i s t  

Das V e r f a h r e n , mit dem diese A b t r e n n u n g 

möglich w i r d , hat gewisse Ähnl ichkei ten mit 

demjen igen , das zu r I so l i e rung von bestimmten 

A n t i k ö r p e r f r a k t i o n e n aus A n t i k ö r p e r s e r e n 

ve rwende t wi rd  

Zum Beispiel wird do r t aus einem Ant ikör -

pe r se rum , das gegen v e r s c h i e d e n e Mikro-

organ i smen ge r i ch te t sein k a n n , a u f g r u n d 
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e iner Ü b e r k r e u z r e a k t i o n eine D i g e r i e r u n g 

e r r e i c h t  Auf diese Weise kann man ein 

spez i f i sch gegen S t r e p t o k o k k e n - A n t i g e n e 

g e r i c h t e t e s Serum zunächs t mit S taphy lo -

k o k k e n zusammenbr ingen  Dabei r eag ie -

r e n a u f g r u n d einer A n t i g e n - A n t i k ö r p e r -

r e a k t i o n alle A n t i k ö r p e r , die auch in S ta -

phy lokokken en tha l t en s i n d , mit d iesen Bak-

t e r i e n und bilden ein Agglut inat ode r Prä -

z ip i t a t , das a b g e s c h l e u d e r t und bese i t ig t 

werden k a n n  Im Übe r s t and d e s Serums 

sind dann n u r die spez i f i sch gegen S t r e p t o -

k o k k e n g e r i c h t e t e n A n t i k ö r p e r f r a k t i o n e n 

e n t h a l t e n , n icht abe r so lche , die sich auch 

gegen S taphy lokokken r i c h t e n  

Bei dem V e r f a h r e n handel t es s ich jedoch 

darum , die unspez i f i s chen Fak to ren aus 

e iner O r g a n s u b s t a n z zu b e s e i t i g e n  Dies 

gesch ieh t h ie r in u m g e k e h r t e r Weise mit 

einem spez i f i sch auf die u n e r w ü n s c h t e n 

Frak t ionen des Organhomogena tes ge r i ch -

t e t en Serum, das also sowohl gegen die u n -

e r w ü n s c h t e n Zellarten als auch gegen die 

u b i q u i t ä r e n Zel lbestandtei le ge r i ch te t i s t  

Da d iese ub i q u i t ä r e n Zel lbestandtei le auch 

in den u n e r w ü n s c h t e n Bcgleitzellen e n t -

ha l ten s i n d , g e n ü g t es a lso , ein Serum zu 

v e r w e n d e n , das spez i f i sch auf d iese Zell-

a r t e n ge r i ch t e t i s t  Man b e n u t z t also ein 

Serum gegen Gefäß- und Bindegewebe sowie 

N e r v e n g e w e b e , wenn man o r g a n s p e z i f i s c h e 

S to f fe isol ieren will  Will man jedoch die f ü r 

das Nervengewebe spez i f i schen S tof fe iso-

l i e ren , dar f man diese s e l b s t v e r s t ä n d l i c h 

nicht z u r Gewinnung d e s Serums mi tve r -

wenden  Man b r i n g t also h i e r eine möglichst 

fe ine Aufschwemmung bzw  Lösung d e s zu 

b e a r b e i t e n d e n Organhomogena tes mit einem 

ant imesenchymalen Serum zusammen und b e -

sei t ig t das sich b i ldende Agglu t ina t bzw  

Präz ip i ta t d u r c h S c h w e r k r a f t t r e n n u n g  

V o r a u s s e t z u n g dazu ist eine möglichst fe ine 

Homogenis ierung des Gewebes , die so weit 

gehen sol l te , daß auch die Bes tandte i le 

des s t r u k t u r i e r t e n Protoplasmas (Ze l lke rne , 

Mitochondrien) mechanisch a u f g e sc h l o s se n 

s i n d  Zum Schutz gegen eine spon tane Se-

dimentat ion ist dem Organhomogenat ein 

Schutzkol loid ode r ein Kmulgator zuzuse t zen 

( A g a r - A g a r , Ze l lu losees tcr , F ruc tose u  d g l ) , 

die se lbs t nicht an d e r Reakt ion tei lnehmen 

und s p ä t e r möglichst wieder d u r c h Dialyse 

gegen Aqua d e s t  bese i t ig t werden k ö n n e n  

In dem v e r w e n d e t e n ant imesenchymalen Serum 

s ind a b e r auch Abwehr fe rmen te e n t h a l t e n , die 

in d e r Lage s i n d , se lekt iv die o r g a n u n s p e z i -

f i schen F rak t ionen des l lomogenates a b z u -

b a u e n  Man k a n n d iese Methode desha lb zu-

sätzl ich o d e r allein b e n u t z e n und sie b e t r ä c h t -

lich v e r s t ä r k e n d u r c h Zusatz des A e e t o n h a r n -

n i e d e r s c h l a g e s d e r A n t i k ö r p e r b i l d n e r , von 

denen man d u r c h wiederhol te Immunis ie rung 

das ant imesenchymale Serum gewonnen h a t  

Durch Ausschü t t e ln d e s Harnes in Aceton 

s ind die Abwehr fe rmen te in diesem a n g e r e i -

c h e r t e n t h a l t e n  Die Einhei t l ichkei t des Ver -

f a h r e n s an d e r D i g e r i e r u n g mit A n t i k ö r p e r n 

und e ine r solchen d u r c h f e rmen ta t i ven Abbau 

mit Abwehr fe rmen ten ist gewähr l e i s t e t , weil 

es sich bei den v e r w e n d e t e n A n t i k ö r p e r n 

u n d Abwehr fe rmen ten um Stof fe aus dense l -

ben K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n von b e s o n d e r s v o r -

behande l t en Ind iv iduen hande l t und weil eine 

gleichzei t ige E inwi rkung d i e se r S t o f f e , ganz 

ab gesehen von e iner kombinier ten Anwen-

d u n g , möglich i s t  

Man k a n n a b e r auch allein d u r c h Ab w e h r -

fe rmen te die u n e r w ü n s c h t e n u n s p e z i f i s c h e n 

O r g a n b e s t a n d t e i l e be se i t i gen , indem man 

sie d u r c h die F e r m e n t w i r k u n g b i s zu dia-

lysablen S to f fen abbau t und d a n n d u r c h Dia-

lyse be se i t i g t  Das Gemisch aus A n t i k ö r p e r -

serum und Organhomogenat k a n n a b e r n u r 

nach e iner zeitlich a u s r e i c h e n d e n Einwirkung 

d e r Abwehr fe rmen te von solchen A b b a u p r o -

d u k t e n d ia lys ie r t w e r d e n  Für die Diger ie-
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r u n g d u r c h A n t i k ö r p e r da r f jedoch nicht so 

lange zugewar t e t w e r d e n , weil bei dem Homo-

genat t ro tz z u g e s e t z t e r Emulgatoren die Ge-

f ah r d e r s p o n t a n e n Sed imen t i e rung b e s t e h t  

Man muß also schon nach re la t iv k u r z e r Ein-

wi rkungsze i t des Se rums , wo noch kein 

wesent l icher f e rmen t ive r Abbau s t a t t g e f u n -

den h a t , das Agglu t ina t bzw  Präzip i ta t d u r c h 

b e s o n d e r s vo r s i ch t ige S c h w e r k r a f t t r e n n u n g 

bei n i e d e r e r Tourenzah l in d e r Zen t r i fuge 

t r e n n e n und bese i t i gen  Danach k a n n man 

abe r im B r u t s c h r a n k das Serum wei ter e in-

wirken lassen und zusätz l ich Abwehr fe rmen 

t e , die aus dem A c e t o n h a r n n i e d e r s c h l a g d e r 

S e r u m s p e n d e r gewonnen w e r d e n , h i n z u f ü -

gen  Es können d a d u r c h etwaige Res te d e r 

u n e r w ü n s c h t e n O r g a n b e s t a n d t e i l e , die d u r c h 

die Agglut inat ion ode r Präzip i ta t ion nicht e r -

faßt w u r d e n , noch f e rmen ta t i v gespa l t en 

werden  Auf d iese Weise ist eine kombinier -

t e Re in igung bzw  E inengung des O r g a n -

homogenates auf die o r g a n s p e z i f i s c h e F r a k -

tion möglich, nach d e r d u r c h Dialyse sowohl 

die A b b a u p r o d u k t e als auch das Schu tzko l -

loid bzw  das Emulgiermittel bese i t ig t wird 

und d u r c h G e f r i e r t r o c k n u n g sich eine Kon-

s e r v i e r u n g ohne f remde Zusä tze e r r e i c h e n 

läßt  

Beispiel 

Von Schweinelcber sollen aus einem Homoge-

nat die o r g a n s p e z i f i s c h e n F rak t ionen iso-

liert w e r d e n  Dazu ist v o r h e r die Gewinnung 

eines ant imesenchymalen an t i ne rva l en Serums 

bzw  des A c e t o n h a r n n i e d e r s c h l a g e s a u s dem 

Harn des Serum lief e r a n t e n e r f o r d e r l i c h  Das 

Serum wird nach b e k a n n t e n Methoden d e r 

Gewinnung zy to tox i sche r Se ren d u r c h wieder -

holte In jekt ion von Milz, subku tanem Binde-

gewebe, B lu t - und Lymphgefäßen (Aor t a , 

Ductus t ho rac i cus ) u n d Nervengewebe (N  

brachial is ode r N  femora l i s ) , alle vom 

Schwein , die zusammen als Homogenat mit dem 

F r e u n d s c h e n Ad juvans vermischt s i n d , h e r -

ges te l l t , indem man diese Kombination einem 

Ilammel viermal im Abs tand von etwa e ine r 

Woche in j iz ie r t  Nach 6 Wochen wird d a n n 

aus dem Blut des T ie re s das e r f o r d e r l i c h e 

A n t i k ö r p e r s e r u m gewonnen und d u r c h f r a k -

t i on ie r t e s Aussa lzen auf die A n t i k ö r p e r f r a k -

t ion e i n g e e n g t  

Während d e r ak t iven Immunis ierung wird 

von dem Hammel jeweils 1 bis 2 Tage nach 

d e r I m p f u n g mit tels D a u e r k a t h e t e r de r Harn 

gesammelt u n d d i e s e r in g le icher Weise wie 

bei d e r A b d e r h a l d e n s c h e n Reaktion in 

Aceton a u s g e s c h ü t t e l t  Der Ace tonha rnn ie -

d e r s c h l a g wird d a n a c h ge t roc kne t und vor 

d e r V e r w e n d u n g im Verhä l tn i s 1:10 in 

Kochsa lz lösung ge lös t  

Es werden n u n 100 g s c h l a c h t f r i s c h e n t -

nommene Schweine leber mit dem Messer 

zunächs t v o r z e r k l e i n e r t , dann in flüssigem 

St icks tof f t i e f g e k ü h l t und in e ine r e b e n -

fal ls t i e f g e k ü h l t e n Mühle fein gemahlen, dann 

in 50 ccm e iner 40%igen F r u c t o s e l ö s u n g auf 

0°C erwärmt und zusammen mit d e r gleichen 

Volumenmenge Glassp l i t t e r in e iner Mörse r -

mühle w e i t e r z e r k l e i n e r t  Nun werden wei tere 

50 ccm d e r F ruc to se lö sung zugegeben und 

die zu r Mahlung v e r we n d e t e n Glassp l i t te r , 

nachdem sich diese abgese tz t h a b e n , bese i -

t ig t und mit d e r F r u c t o s e l ö s u n g , die f ü r 

die wei te ren A u f a r b e i t u n g e n de r se lben O r -

g a n a r t benöt ig t w i r d , von den noch etwa 

d a r i n e n t h a l t e n e n O r g a n b e s t a n d t e i l e n f r e i -

g e sp ü l t  

Je 10 g d e r ü b e r s t e h e n d e n Organemuls ion 

bzw  Lösung werden n u n mit d e r z u r Aus -

s p ü l u n g d e r Glassp l i t t e r v e r we n d e t e n F r u c -

to se lö sung auf 100 ccm v e r d ü n n t und 5 ccm 

des Ant i -Schwcinemesenchym-Serums d a z u -

g e g e b e n  Nach e ine r ha lben S t u n d e bei 

T e m p e r a t u r e n um 37°C wird n u n das e n t -

s t e h e n d e Agglu t ina t bzw  Präzip i ta t v o r -
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s ich t ig z e n t r i f u g i e r t bei 500 bis 1000 Um-

d r e h u n g e n und danach bese i t i g t  Der Über -

s t and wird n u n e r n e u t , eventue l l u n t e r 

Zugabe e iner wei teren Serummenge , auf 

1 S t u n d e bei 37°C be lassen und danach 

in g le icher Weise e r n e u t z e n t r i f u g i e r t 

und das Serum bese i t i g t  Danach werden 

10 ccm d e r Lösung des A c e t o n h a r n n i e d e r -

sch lages zu dem ü b e r s t a n d z uge se t z t und 

auf wei tere 12 S t u n d e n wieder bei 37°C be-

b r ü t e t , danach gegen Aqua d e s t  ausg ie -

b ig d ia lys ie r t und g e f r i e r g e t r o c k n e t  
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V e r f a h r e n z u r Hers te l lung von P r äp a r a t e n a u s isolierten Plazenta-Antei len 

DE Nr  : 1 033 374 

vom 02 11 1955 

Patentanspruch 

V e r f a h r e n zur Her s t e l l ung von P r ä p a r a t e n 

aus isol ier ten Anteilen von P lazen ta , da -

d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , d a ß von den t ie r i 

sehen Plazenten d e r ma te rne und d e r foe-

tale Anteil und von menschl icher Plazenta 

de r mate rne Anteil jeweils f ü r sich nach 

bekann ten V e r f a h r e n a u f g e a r b e i t e t w e r d e n , 

de r foetale Anteil d e r menschl ichen Plazen-

ta jedoch mit e iner nicht d e n a t u r i e r e n d 

wi rkenden Lösung von bak t e r io s t a t i s ch 

wirkenden S tof fen in u n t e r k ü h l t e n v e r -

f lüss ig ten Gasen t i e f g e f r o r e n , vermählen 

und dann d e r E inwi rkung von Ultraschal l 

ausgese tz t und g e f r i e r g e t r o c k n e t wi rd  

In Be t rach t gezogene D r u c k s c h r i f t e n : 

USA-Pa ten t sch r i f t N r  2 151 697  

Beschre ibung 

Das V e r f a h r e n dient zu r He r s t e l l ung von 

P räpa ra t en aus den i so l ier ten ma te rnen und 

foetalen Antei len d e r P lazenta  Bisher zog 

man keine t h e r a p e u t i s c h e n Konsequenzen 

aus de r T a t s a c h e , daß die Plazenta kein 

einheit l iches O r g a n ist u n d sowohl aus 

müt ter l ichen als auch a u s foetalen Geweben 

b e s t e h t , die ganz e n t g e g e n g e s e t z t e Funkt io -

nen bes i t zen  Der müt te r l i che Anteil ist 

der Schutzwall g e g e n ü b e r dem E ind r ingen 

foetaler S t o f f w e c h s e l p r o d u k t e und d e r Ag-

gresion von Chor ionzcl len , d i e , wenn sie 

besonder s b ö s a r t i g s i n d , zum Chor ionepi -

theliom, e iner k r e b s a r t i g e n Geschwuls t , a u s -

a r t en  Nach n e u e r e n U n t e r s u c h u n g e n hat 

der ma te rne Anteil d e r Plazenta ke ine endo-

k r i n e n A u f g a b e n  Diese s ind jedoch beim foe-

talen Anteil b e s o n d e r s v ie lse i t ig ( T h e u r e r : 

"The rap iewoche" , 7, 11, S  340 ( 1957))  

Da d e r materne Anteil d e r Plazenta b e s o n d e r s 

aus mesenchymalen Geweben b e s t e h t , wird 

d u r c h i hn , a u f g r u n d e iner i s o t h e r a p e u t i s c h e n 

Wirkung , bei Tumoren die Abwehrzone des 

Organ i smus und die mesenchymale Matrix 

a k t i v i e r t , ohne daß eine Mi to se fö rde rung 

z u s t a n d e kommt, wie sie d u r c h foetale Ge-

webe ausge lös t werden k ö n n t e  Auch u n t e r -

bleibt eine v e r m e h r t e Produkt ion von somato-

t r o p e n Wachstums- u n d Öst rogenen Hormonen  

Wo es jedoch d a r a u f ankommt, die anatomi-

sche Regenera t ion d u r c h Ze l lve rmehrung 

in Gang zu b r i n g e n und eine Wirkung auf 

das Drüsensys t em a u s z u ü b e n , ist d e r ge -

t r e n n t e foetale Anteil g e g e n ü b e r einem P r ä -

p a r a t a u s to ta le r Plazenta ü b e r l e g e n  

Die g e t r e n n t e Anwendung sowohl des ma te rnen 

als auch des foetalen Anteils e r l aub t also 

nicht n u r eine k l a r e r e I n d i k a t i o n s s t e l l u n g , 

s o n d e r n f ü h r t auch zu e iner V e r b e s s e r u n g 

d e r t h e r a p e u t i s c h e n Möglichkei ten, weil d e r 

na tü r l i che Antagonismus zwischen den beiden 

Gewebear ten g e t r e n n t n u t z b a r gemacht 

w i rd  

Durch die U S A - P a t e n t s c h r i f t 2 151 697 ist 

die isolierte V e r a r b e i t u n g d e r foetalen Seite 

mensch l icher P lazenten zu einem E x t r a k t b e -

kann t , d e r als S c h w a n g e r s c h a f t s d i a g n o s t i k u m 

V e r w e n d u n g f i n d e t  Es w u r d e n jedoch b i s h e r 

ke ine isol ier ten Anteile aus t i e r i s chen Pla-

zen ten und auch n icht d e r ma te rne Anteil 

d e r menschl ichen Plazenta in e n t s p r e c h e n d e r 

Weise v e r a r b e i t e t  Ebenso neu ist e s , aus 

dem foetalen Anteil d e r menschl ichen Plazen -

t a s t e r i l e , g e n u i n e , s u s p e n d i e r - und emul-
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g i e r b a r e Gewebepulver h e r z u s t e l l e n  Es 

wird dabei d e r isol ier te foetale Anteil d e r 

menschl ichen Plazenta mit e iner nicht de -

n a t u r i e r e n d wi rkenden Lösung von b a k t e -

r ios ta t i sch wi rkenden Stof fen in u n t e r -

k ü h l t e n , v e r f l ü s s i g t e n Gasen , wie z B  

Propan bei - 150°C, t i e f g e f r o r e n , v e r -

mählen, de r E inwi rkung von Ult raschal l 

a u s g e s e t z t und g e f r i e r g e t r o c k n e t  Die 

V e r a r b e i t u n g d e r Anteile aus t i e r i s chen 

Plazenten sowie diejenige des maternen An-

te i l s menschl icher Plazenta kann h ingegen 

nach allen b i she r b e k a n n t e n V e r f a h r e n e r -

fo lgen  Bei d e r b e s o n d e r e n V e r a r b e i t u n g 

des foetalen Anteils d e r menschl ichen Pla-

zen ta kommt es a b e r da rau f a n , die makro-

molekularen Bes tand te i l e d e r Zellen möglichst 

na tü r l i ch zu e r h a l t e n , um sie in Form de r so-

g e n a n n t e n Zellular- ode r Gewebetherapie 

bzw  zytoplasmat i schen The rap ie zu v e r -

wenden  Es sind dies P r ä p a r a t e , die keine 

E x t r a k t e d a r s t e l l e n  

Bei Semiplazenten von Wiederkäuern läßt 

sich die T r e n n u n g d e s ma te rnen u n d foe ta-

len Antei ls leicht an Hand des na tü r l i chen 

F a r b u n t e r s c h i e d e s de r Gewebear ten d u r c h -

f ü h r e n , während bei Euplazen ten jedoch 

eine se lek t ive E i n f ä r b u n g des foetalen Ge-

webes zweckmäßig i s t  Dies gesch ieh t d u r c h 

In jek t ion von F a r b l ö s u n g c n , wie z B  Methy-

lenb lau , Gent ianaviolet t u a  , in d a s foe ta-

le Gefäßsys tem des Chor ionkre i s l au fes ü b e r 

die Gefäße des N a b e l s t r a n g e s  

Beispiel 

Unmit te lbar nach d e r Gebur t d e r menschl i -

chen Plazenta wird in d a s foetale Gefäßsys tem 

d u r c h den N a b e l s t r a n g eine mit Methylenblau 

a n g e f ä r b t e s te r i le Kochsalz lösung i n f u n d i e r t 

und danach die u n g e f ä r b t e n Teile mit Pin-

ze t te und Sche re f r e i p r ä p a r i e r t  Es e r fo lg t 

h ie rauf eine We i t e rve ra rbe i t ung zu ha l t ba r en 

P r ä p a r a t e n nach b e k a n n t e n Methoden  

Der foetale Anteil d e r Plazenta ist b l a u g e -

f ä rb t und wird in d e r oben a n g e g e b e n e n 

Weise zu steri lem O r g a n p u l v e r w e i t e r v e r a r -

be i t e t  



233 

Verfahren zum g e s t e u e r t e n chemischen Aufsch luß von o r g a n i s c h en S tof fen und 

biologischen Geweben f ü r t h e r a p e u t i s c h e Zwecke 

DE Nr  : 1 090 821 

vom 16 02 1956 

Patentansprüche 

1  V e r f a h r e n zum g e s t e u e r t e n chemischen 

Aufsch luß von o r g a n i s c h e n S tof fen und bio-

logischen Gewebe f ü r t h e r a p e u t i s c h e Zwecke 

u n t e r V e r w e n d u n g von Dampfen chemischer 

Reagenz ien , d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , daß 

man die pu lve r fö rmigen S u b s t r a t e mit dem 

den Aufsch luß bewi rkenden Reagenz , d e s s e n 

S iedepunkt bei a tmosphär ischem Druck ü b e r 

de r Normal tempera tur l i eg t , vo rzugswe i se 

konz  S c h w e f e l s ä u r e  E s s i g s ä u r e , Ameisen-

säure ode r Diäthylamin, in einem abgesch lo s -

senen System zusammen, a b e r g e t r e n n t v o n -

e inander einem solchen Vakuum a u s s e t z t , 

welches die Ü b e r f ü h r u n g d e s a u f s c h l i e ß e n d e n 

Mittels in die dampfförmige Phase e rmögl ich t , 

u n d , nachdem d e r gewünsch t e Aufsch luß 

des S u b s t r a t e s e r r e i c h t i s t , d a s nicht v e r -

b rauch te Reagenz wieder e n t f e r n t  

2  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1, d a d u r c h ge-

kennze i chne t , daß man von t i e f g e k ü h l t e n 

pu lve r i s i e r t en o r g a n i s c h e n Geweben a u s -

geh t  

3  V e r f a h r e n nach A n s p r u c h 1 und 2, d a -

du rch g e k e n n z e i c h n e t , daß man das dampf -

förmige chemische Reagenz a u s e iner v o r b e -

stimmten Menge d u r c h Ab senken des Vakuums 

zunächst auf dem S u b s t r a t n i e d e r s c h l ä g t 

und nach d e r g e w ü n s c h t e n E inwi rkung das 

ü b e r s c h ü s s i g e Reagenz d u r c h E r h ö h u n g des 

Vakuums wieder e n t f e r n t  

Beschre ibung 

Vorl iegendes V e r f a h r e n wurde entwickel t 

f ü r eine b e s o n d e r s s chonende Auf sch l i eßung 

von O r g a n t r o c k e n s u b s t a n z e n  Es werden 

dabei ganze Zellen und k o r p u s k u l a r e Zell-

bes t and te i l e ( K e r n e , Mitochondrien , Mikro-

somen) d u r c h Dämpfe von chemischen Rea-

genzien im Vakuum ober f läch l ich mazer ier t 

und d a d u r c h die I n h a l t s s t o f f e in eine op t i -

mal wasser lös l iche Form g e b r a c h t  

Bei A n w e n d u n g d e r sons t üb l ichen Hydro -

l y s e v e r f a h r c n in feuchtem Milieu ist eine so 

s chonende B e h a n d l u n g d e r S u b s t r a t e n icht 

möglich, da h ie rbe i auch au to ly t i sche Vor-

gänge gle ichzei t ig mit a b l a u f e n ; es sei 

d e n n , daß man zusä tz l ich Fe rmen tg i f t e a n -

w e n d e t  Diese b e e i n t r ä c h t i g e n a b e r die bio-

logische und t h e r a p e u t i s c h e Wirkung  Auch 

ist es bei den b i she r igen H y d r o l y s e v e r f a h -

r e n nicht zu ve rme iden , daß die gewonnenen 

B r u c h s t ü c k e des S u b s t r a t e s u n t e r e i n a n d e r 

in ungewol l te r Weise r e a g i e r e n  

Bei dem e r f i n d u n g s g e m ä ß e n V e r f a h r e n , bei 

welchem die S u b s t r a t e in ge t rockne tem wie 

auch in noch nicht t rockenem , jedoch e inge -

f ro renem und pulver i s ie r tem Zus tand e inge -

se tz t w e r d e n , ist a b e r die Gefahr f ü r solche 

ungewoll te Reakt ionen b e s e i t i g t , und es 

b r a u c h e n desha lb auch keine Fermentg i f t e 

z u g e s e t z t w e r d e n  

Es w u r d e f e s t g e s t e l l t , daß die nach dem b e -

a n s p r u c h t e n V e r f a h r e n behande l t en O r g a n -

s u b s t a n z e n , bezogen auf die Gewichtsmenge 

d e r T r o c k e n s u b s t a n z , 24% wasser lös l iches 

Pro te in e n t h a l t e n , während nach e ine r Ver -

ö f f e n t l i c h u n g von II  Schmidt (Med  Klinik, 

1/1958, S  20) in F r i s c h g e w e b e n , ebenfa l l s 

bezogen auf d e r e n T rockengewich t , n u r 

6,2% u n d bei s o g e n a n n t e n ' 'Trockenzel len ' ' 

3,1% lösliches Prote in en tha l t en s i n d  Die 
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b e t r ä c h t l i c h e E r h ö h u n g d e r Löslichkeit d e r 

Pro te ine k a n n vielleicht d a d u r c h e r k l ä r t we r -

d e n  daß die v o r h e r unlös l ichen makromole-

k u l a r e n Komplexe aus den k o r p u s k u l a r e n 

Zel lbes tandte i len a u f g e s p a l t e n werden 

u n t e r Re ibeha l tung i h r e r Eiweißnatur und 

wasse run lös l i che Prote ine d u r c h Sa lzb i ldung 

mit dem v e r w e n d e t e n chemischen Reagenz 

in wasser lös l iche Form geb rach t w e r d e n  Es 

ist jedenfa l l s n u n m e h r möglich, die v o r h e r 

unlös l ichen Zel lbes tandte i le unmi t t e lba r zu r 

Resorp t ion u n d biologischen Wirkung i n n e r -

halb d e r Zellen zu b r i n g e n  

Die b i s h e r i g e n b e k a n n t e n Methoden d e r Hy-

d ro lyse d u r c h E inwi rkung von F lüss igke i -

t en bes i t zen d a r ü b e r h inaus a b e r auch 

noch den Nachtei l , daß die Reagenzien 

nach g e t a n e r Wirkung d u r c h a n d e r e c h e -

mische S to f fe neu t r a l i s i e r t und die e n t -

s t a n d e n e n Salze dann d u r c h Dialyse und 

a n d e r e e ing re i f ende V e r f a h r e n bese i t ig t 

we rden m ü s s e n , wodurch ebenfa l l s u n ü b e r -

s e h b a r e Möglichkeiten e iner ungewoll ten 

chemischen B e e i n f l u s s u n g d e s S u b s t r a t e s 

gegeb en s i n d  Auch lassen sich die ge -

w ü n s c h t e n Vorgänge d e r Hydro lyse ode r 

chemischen B e e i n f l u s s u n g des S u b s t r a t e s 

n icht in dem Maße quan t i t a t i v s t e u e r n 

wie bei vorl iegendem V e r f a h r e n  Dies gilt 

i n s b e s o n d e r e auch d a n n , wenn man f ü r die 

Hydro lyse die Reagenzien bei Normaldruck 

e r h i t z t , da d a n n die he ißen Dämpfe eine 

u n k o n t r o l l i e r b a r e t he rmische V e r ä n d e r u n g 

des S u b s t r a t e s h e r v o r r u f e n  

Vor l iegendes V e r f a h r e n ist auch nicht zu 

ve rg le i chen mit d e r B e g a s u n g von Case in , 

mit Ammoniak, wie es in H a g e r , Hdb  

d p h a r m  Prax i s , u n t e r "Case in" be -

s c h r i e b e n i s t , weil d ieses Reagenz einen bei 

a tmosphär ischem Druck u n t e r d e r Normal-

t e m p e r a t u r l i egenden S iedepunk t b e s i t z t , 

so daß eine Kondensa t ion des Reagenzes 

auf dem S u b s t r a t f ü r die Hydro lyse n u r 

d u r c h eine ex t reme A b s e n k u n g de r Tempe-

r a t u r und E r h ö h u n g des D r u c k e s möglich 

wi rd  Im üb r igen handel t es sich dor t 

auch nicht um eine Aufsch l i eßung von k o r -

p u s k u l a r e n makromolekularen Agglomeraten 

v e r s c h i e d e n a r t i g e r S to f f e , s o n d e r n um die 

B e e i n f l u s s u n g e iner e inhei t l ichen chemischen 

S u b s t a n z  Zudem ist h i e r auch noch zu b e -

r ü c k s i c h t i g e n , daß Ammoniak und in g le icher 

Weise z B  C h l o r w a s s e r s t o f f g a s u n t e r Nor-

malbed ingungen schon gasförmig s i n d , wo-

d u r c h n u r eine ober f l äch l iche Hydro lyse des 

S u b s t r a t e s bei a u s r e i c h e n d e r E inwi rkungs -

zeit möglieh i s t  Bei dem e r f i n d u n g s g e m ä ß e n 

V e r f a h r e n t r i t t j edoch, wie b e r e i t s oben e r -

w ä h n t , eine umfas sende Hydro lyse e in , weil 

d a s hohe Vakuum die D u r c h d r i n g u n g des 

S u b s t r a t e s mit den Reagenzien ei 'möglicht  

Bei Reagenzien , die normalerweise schon 

gas förmig s i n d , würde a b e r d a s Anlegen 

e ines hohen Vakuums die Hydro lyse v e r h i n -

d e r n  

Auch die I m p r ä g n i e r u n g s v e r f a h r e n , wie sie 

z B  in d e r Histologie u n d d e r E l ek t ronen -

mikroskopie angewandt w e r d e n , l a s sen sich 

mit vor l iegendem V e r f a h r e n nicht ve rg le ichen  

Dort e r fo lg t nämlich nach e ine r Vakuumtrock-

n u n g die I m p r ä g n i e r u n g ebenfa l l s d u r c h Kin-

w i r k u n g h e i ß e r Dämpfe  

Vor l iegendes V e r f a h r e n hat a b e r auch keine 

Bez iehungen zu den Vakuumt rocknungsme-

t h o d e n , d e n n bei d iesen kommt es da rau f 

a n , ein möglichst gu t e s Vakuum zu e r z e u g e n , 

wäh rend bei vorl iegendem V e r f a h r e n de s sen 

Höhe auf den Dampfdruck des jeweils v e r -

wende ten chemischen Reagenzes abgestimmt 

wi rd  Die A n p a s s u n g d e r Höhe des Vakuums 

an den Ablauf d e s chemischen Prozesses ist 

h i e r also k e n n z e i c h n e n d  

F ü r die A n w e n d u n g des b e a n s p r u c h t e n Ver -

f a h r e n s ist die Di f fe renz des Dampfd ruckes 

zwischen dem chemischen Reagenz u n d dem 

damit zu b e e i n f l u s s e n d e n S u b s t r a t en t sche i -
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d e n d  Der D a m p f d r u c k d e s R e a g e n z e s sol l te 

dabe i g r ö ß e r se in als d e r j e n i g e d e s S u b -

s t r a t e s  D a d u r c h f i n d e t d a s V e r f a h r e n se ine 

B e g r e n z u n g , d a h i e r f ü r R e a g e n z i e n n i ch t 

i n B e t r a c h t kommen , d ie k e i n e n a u s r e i c h e n d 

h o h e n Dampf - o d e r S ä t t i g u n g s d r u c k b e s i t -

zen  NaOH o d e r KOH be i sp i e l swe i se s ind d a -

f ü r also u n g e e i g n e t  I s t d e r D a m p f d r u c k e r -

r e i c h t , so v e r d a m p f t so l ange S u b s t a n z , a ls 

d e r D r u c k a u s d e r U m g e b u n g e n t f e r n t w e r -

den k a n n o d e r s ich auf dem S u b s t r a t n i e -

d e r s c h l ä g t b z w  d o r t d u r c h c h e m i s c h e R e a k -

tion g e b u n d e n w i r d  Auch d e r D a m p f d r u c k 

des R e a k t i o n s p r o d u k t e s z B  be i e i n e r Sa l z -

b i l d u n g von dem e n t s t e h e n d e n Wasser muß 

h ier b e r ü c k s i c h t i g t w e r d e n  Im V e r g l e i c h 

zum Wasse r b e t r ä g t z B  d e r D a m p f d r u c k 

d e s Diä thylamin be i - 12 ,4°C 35 mm H g , bei 

0°C 70 T o r r , be i 11 ,6°C 127,3 T o r r u n d bei 

20 ,7°C 194,4 T o r r  Man k a n n damit a lso 

auch n i ch t e n t w ä s s e r t e g e f r o r e n e S u b s t r a t e 

b e e i n f l u s s e n  Das g le iche gilt a u c h f ü r w a s -

s e r f r e i e A m e i s e n s ä u r e , d ie bei 0°C e inen 

D a m p f d r u c k v o n 10,6 T o r r u n d bei I O C 

von 19,7 T o r r b e s i t z t  H i n g e g e n k a n n ein 

w a s s e r h a l t i g e s S u b s t r a t a u c h i n g e f r o r e n e m 

Z us t a nd v o n k o n z  S c h w e f e l s ä u r e be i wen i -

gen K ä l t e g r a d e n n i c h t b e e i n f l u ß t w e r d e n , 

weil d i e se a ls 90%ige S ä u r e bei 20°C n u r 

einen D a m p f d r u c k von 0 ,005 T o r r b e s i t z t  

Um e inen A u f s c h l u ß d e s S u b s t r a t e s mit 

S c h w e f e l s ä u r e zu e r z i e l e n , muß d e r Dampf -

d r u c k d e s S u b s t r a t e s a lso u n t e r dem d e r 

S c h w e f e l s ä u r e l i e g e n  Eine B e e i n f l u s s u n g 

eines auf - 100UC g e f r o r e n e n S u b s t r a t e s , 

das n ich t e n t w ä s s e r t is t u n d bei dem d e r 
_5 

D a m p f d r u c k 1 0 T o r r b e t r ä g t , d u r c h d e n 

Dampf e i n e r 909üigen S c h w e f e l s ä u r e mit 

20°C wäre i n d e s s e n mögl ich  

Durch V e r ä n d e r u n g d e s V a k u u m s wie a u c h 

d e r T e m p e r a t u r e n von S u b s t r a t u n d c h e -

mischem Reagenz l a s s e n s ich also d a s V e r -

dampfen u n d K o n d e n s i e r e n be l i eb ig s t e u e r n  

Wird d a s Vakuum e r n i e d r i g t , d a n n k o n d e n -

s i e r e n die Dämpfe a u s u n d l a g e r n s ich 

a u c h auf dem S u b s t r a t a b  Das S u b s t r a t 

l äß t s i ch a lso sowohl d u r c h Dämpfe als 

a u c h d u r c h K o n d e n s a t e b e e i n f l u s s e n  Wird 

n u n d a s Vakuum w i e d e r e r h ö h t , s o v e r -

d a m p f t e r n e u t d a s H y d r o l y s e m i t t e l  

Auf d i e se Weise k ö n n e n die n i c h t v e r b r a u c h -

t e n R e a g e n z i e n a u s dem S u b s t r a t w i e d e r 

e n t f e r n t u n d a b g e s a u g t w e r d e n  Eine Neu-

t r a l i s i e r u n g i s t h i e r a lso n i c h t e r f o r d e r l i c h  

Z u r vol lkommenen B e s e i t i g u n g i s t e s j edoch 

n o t w e n d i g , d a ß a u s dem u r s p r ü n g l i c h e n 

R e s e r v o i r d e r R e a g e n z i e n k e i n e w e i t e r e 

V e r d a m p f u n g e r f o l g t  Dies läßt sich v e r -

h i n d e r n  indem man n u r e ine bes t immte 

Menge d e r c h e m i s c h e n R e a g e n z i e n b e n u t z t , 

d ie w ä h r e n d d e r c h e m i s c h e n B e e i n f l u s s u n g 

d e s S u b s t r a t e s vollkommen v e r d a m p f t w i r d , 

b z w  die R e a g e n z i e n a b k ü h l t , s o d a ß i h r e 

D a m p f d i c h t e a b s i n k t , wobei d a s Vakuum 

d a n n d i e s e n D r u c k n i c h t m e h r e r r e i c h e n 

d a r f , o d e r a b e r , indem man d ie c h e m i s c h e n 

R e a g e n z i e n in einem k o m m u n i z i e r e n d e n Va-

k u u m g e f ä ß d e p o n i e r t , d a s von dem G e f ä ß , 

in welchem s ich d a s zu v e r ä n d e r n d e S u b -

s t r a t b e f i n d e t , a b g e s c h l o s s e n w i r d  

Beispiel 1 

100 g f e i n p u l v e r i s i e r t e s T r o c k e n p u l v e r a u s 

L e b e r soll d u r c h S c h w e f e l s ä u r e im Vakuum 

a u f g e s c h l o s s e n w e r d e n  

Das T r o c k e n p u l v e r wi rd v e r t e i l t auf e i n e r 

P e t r i s c h a l e in e i n e r S c h i c h t d i c k e von 0 , 5 cm 

i n e i n e n E x s i k k a t o r g e b r a c h t , d e r wah l -

weise mit einem K ä l t e k o n d e n s a t o r ü b e r e in 

P u m p e n s y s t e m f ü r H o c h v a k u u m , g l e i chze i t i g 

a b e r a u c h mit einem k o m m u n i z i e r e n d e n V a -

k u u m g e f ä ß i n V e r b i n d u n g s t e h t , d a s d u r c h 

e in Venti l s i ch von dem H a u p t e x s i k k a t o r 

a b s p e r r e n l ä ß t  

Es wird n u n z u n ä c h s t i n d a s k o m m u n i z i e r e n -
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de Vakuumgefäß konz  Schwefe l säu re bei 

Zimmertempera tur e ingefül l t und d a s Ver -

b i n d u n g s v e n t i l zum Exs ikka tor a b g e s p e r r t  

Um eine e twaige Res t f eueh t igke i t d u r c h 

h y g r o s k o p i s c h e Wirkung des T r o c k e n p u l -

v e r s zu bese i t i gen , wird n u n zunächs t 

mit Ililfe des K ä l t e k o n d e n s a t o r s , d e r mit 

Ac e t on -Koh l e nsä u re -Sc hne e u n t e r k ü h l t 

w i rd , Wasser a u s dem Gewebepulver sub l i -

miert u n d ansch l ießend u n t e r A b s c h a l t u n g 

d ie ses Kondensa to r s mit Hilfe e ines Hoch-

v a k u u m a g g r e g a t e s so lange a b g e s a u g t , 
-4 

bis d e r Druck im Exs ikka to r 10 T o r r e r -

r e i c h t  Danach wird d a s Ventil zu dem kom-

muniz ie renden Gefäß g e ö f f n e t , so daß nun 

Schwefe l säu re in dampfförmigem Zus tand in 

d e n Exs ikka to r e i nd r ingen k a n n  

Das Vakuum fällt je tzt auf den Dampfdruck 

d e r Schwefe l säu re a b  Nun wird die Ver-

b i n d u n g zum Rezip ien ten d e r Säu re u n t e r -

b r o c h e n , v o r h e r a b e r die kommuniz ieren-

den Rezip ien ten von dem Pumpenaggrega t 

g e t r e n n t  D u r c h Einblasen von S t icks tof f 

in den Exs ikka to r wird das Vakuum ü b e r 

dem Lebe rpu lve r n u n g e r i n g g r a d i g wei ter 

v e r s c h l e c h t e r t  D a d u r c h k o n d e n s i e r t d e r 

Schwefe l säuredampf d e r L e b e r  Nach e ine r 

gewissen Einwirkungsze i t wird die Ve rb in -

d u n g zum Pumpensys tem und zum Rezi-

p ien ten f ü r die Säu re wieder geö f fne t 

und nach E r r e i c h e n des D a m p f d r u c k e s 

d e r Schwefe l säu re d e r Vorgang zweimal 

wiederho l t  Zum Schluß wird d a n n die Ver-

b i n d u n g zwischen den be iden kommunizie-

r e n d e n Gefäßen nicht w i e d e r h e r g e s t e l l t , 

s o n d e r n lediglich zwischen Exs ikka to r und 

dem Pumpensys tem  Es wird n u n so lange 

a b g e p u m p t , bis alle Schwefe l säu re aus dem 

Exs ikka to r e n t f e r n t i s t , die n icht chemisch 

zu r Reakt ion gekommen i s t  Auf d iese Weise 

k a n n auch die W a sse r s t o f f i o n e n k o n z e n t r a -

tion d e s T r o c k e n p u l v e r s aus Leber auf d e r 

s a u r e n Seite bel iebig v e r ä n d e r t w e r d e n  Je 

i n t e n s i v e r und l änge r die A b s a u g u n g e r f o l g t , 

um so mehr wird das pH n e u t r a l  

Beispiel 2 

50 g t i e f g e f r o r e n e , f e inze rk l e ine r t e Par t ike ln 

von f r i s c h e r Kalbsn ie re sollen u n t e r Aus -

sch luß von Saue r s to f f d u r c h Diäthylamin ge -

s t e u e r t , chemisch au fgesch los sen und dann 

ge t rockne t w e r d e n  

Die T e m p e r a t u r des t i e f g e f r o r e n e n Nic ren-

s u b s t r a t e s b e t r ä g t - 180°C  Das Pulver wird 

in d ü n n e r Schicht auf e iner Pe t r i scha le v e r -

teilt und in e inen Exs ikka tor g e b r a c h t , in 

welchem ein zweites Gefäß mit 10 ccm Diä thyl -

amin ebenfa l l s o f f en e ingeb rach t w i rd  Das 

Diäthylamin hat eine T e m p e r a t u r von 

Während des Vorganges d e r B e s c h i c k u n g 

s te ig t die T e m p e r a t u r d e s N ie r enpu lve r s 

auf - 100°C  

Es wird n u n d u r c h ein l e i s t u n g s -

fäh iges Pumpensys tem in dem Exs ikka to r ein 

Vakuum e r z e u g t  Dieses e r r e i c h t 70 T o r r , 

weil d e r Dampfdruck des Diäthylamins bei 

0°C 70 T o r r b e t r ä g t  Nun wird die Ve rb in -

d u n g zum Pumpensys tem g e t r e n n t  D u r c h 

E r h ö h u n g d e r T e m p e r a t u r des Diäthylamins 

ve rdampf t d ieses wei te r  Das Gas kommt zur 

Reakt ion mit den g e f r o r e n e n Par t ike ln d e r 

Niere und wird dor t v e r b r a u c h t  Nachdem 

n u n die gesamte Menge des Diäthylamins auf 

diese Weise ve rdampf t i s t , wird die Ve rb indung 

mit d e r Vakuumpumpe wiede rhe rges t e l l t und 

zunächs t ü b e r eine Kühlfal le das S u b s t r a t 

e n t w ä s s e r t u n d das res t l i che Diäthylamin 

a b g e s a u g t  Zum Schluß wird d u r c h Vorschal-

t u n g e iner Di f fus ionspumpe u n t e r Umgehung 

d e r Kühlfal le die R e s t t r o c k n u n g d u r c h g e f ü h r t  
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V e r f a h r e n zur Hers te l lung von Salben und Emulsionen 

Zusatz zum Paten t 1 032 880 

DE N r : 1 065 570 

vom 12 12 1957 

P a t e n t a n s p r u c h 

V e r f a h r e n zur Her s t e l l ung von Salben und 

Emulsionen von biologischen Geweben, bei 

dem aus den Geweben gewonnene T r o c k e n -

pu lve r zunächs t mit e iner Lösung eines 

nicht d e n a t u r i e r e n d wi rkenden Konserv ie -

rungsmi t t e l s imprägn ie r t u n d e r s t d a n n 

nach b e k a n n t e n Methoden zu Emulsionen 

oder Salben v e r a r b e i t e t w e r d e n , nach Pa-

ten t 1 032 889, d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , 

daß man das Konse rv ie rungsmi t t e l in F r u c h t -

wasser lös t  

Beschre ibung 

Vor l iegendes V e r f a h r e n d ient zu r V e r b e s -

s e r u n g d e r Wirksamkeit von Salben aus k o r -

p u s k u l a r e n Bes tand te i l en von biologischen 

Geweben ( O r g a n g e w e b e n u n d Mikroorga-

n i smen) , die nach dem V e r f a h r e n des 

d e u t s c h e n Pa ten tes 1 032 889 he rges t e l l t 

s ind  Bei diesem V e r f a h r e n wird das T r o k -

k e n p u l v e r so lcher Gewebe zunächs t mit 

e iner Lösung e ines nicht d e n a t u r i e r e n d 

wirkenden K o n s e r v i e r u n g s m i t t e l s , d e s s e n 

Konzentra t ion h ö h e r i s t , als e s zu r Konse r -

v i e r u n g des Lösungsmit te l s bzw  d e r Sal-

b e n g r u n d l a g e e r f o r d e r l i c h wäre , impräg-

nier t und d a n n e r s t d i e ses P roduk t nach 

b e k a n n t e n Methoden zu Emulsionen ode r 

Salben w e i t e r v e r a r b e i t e t  

An sich können bei diesem V e r f a h r e n alle 

geeignet e r s c h e i n e n d e n Lösungsmit te l 

f ü r die k o n s e r v i e r e n d e V e r a r b e i t u n g V e r -

wendung f i n d e n , wie z B  phys io logische 

Kochsa lz lösung , Meerwasser  Es hat sich 

n u n geze ig t , daß es möglich i s t , mit be-

t r äch t l i ch g e r i n g e r e n Mengen an chemischen 

Konse rv i e rungsmi t t e ln den gleichen Grad 

d e r chemischen Hal tbarke i t zu e r r e i c h e n , 

wenn man die t r o c k e n e n Gewebepulver mit 

F r u c h t w a s s e r ( l iquor amnii) i m p r ä g n i e r t , 

dem diese Konse rv i e rungsmi t t e l z uge se t z t 

s ind  Es genüg t dabe i die normale Menge 

an K o n s e r v i e r u n g s m i t t e l n , wie sie zu r Kon-

s e r v i e r u n g z B  d e r S a l b e n g r u n d l a g e v e r -

wendet wi rd  

Da t i e r i s ches F r u c h t w a s s e r b i s h e r bei 

Sch l ach tungen als Abfall v e r w o r f e n wurde 

und d e m g e g e n ü b e r die chemischen Konse r -

v i e rungsmi t t e l t e u e r s i n d , lassen sich die 

H e r s t e l l u n g s k o s t e n mit diesem V e r f a h r e n 

s e n k e n , wobei gle ichzei t ig die Qualität d e r 

P r o d u k t e bezügl ich e ine r b e s s e r e n V e r t r ä g -

l ichkeit und d e r t h e r a p e u t i s c h e n Wirkung 

be t r äch t l i ch ge s t e ige r t w e r d e n  

Chemische Konse rv ie rungsmi t t e l f ü h r e n , 

wie dies auch bei d e r K o n s e r v i e r u n g von 

Seren bekann t i s t , in h ö h e r e n Konzen t r a -

t ionen zu e iner V e r r i n g e r u n g d e r biologi-

s c h e n Wirkung , ebenso a b e r zu U n v e r t r ä g -

l i e h k e i t s e r s c h e i n u n g e n  Die V e r r i n g e r u n g 

d e r Konzen t ra t ion so lcher chemischen Kon-

s e r v i e r u n g s m i t t e l wirkt s ich also in v e r s c h i e -

d e n e r R i c h t u n g g ü n s t i g a u s  Davon abge -

sehen k o n n t e n a b e r bei d e r V e r w e n d u n g von 

F r u c h t w a s s e r b i s h e r u n e r r e i c h t e t h e r a p e u -

t i s che Wirkungen erziel t w e r d e n  

Im F r u c h t w a s s e r s ind in idealer physiolo-

g i s che r Zusammense tzung E iwe ißkörpe r , Hor-

mone, Fe rmen te , Vitamine, E lek t ro ly te , S p u -
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renclementc und S t o f f w e c h s e l p r o d u k t e e n t -

h a l t e n , die schon f ü r sich allein eine t h e -

r a p e u t i s c h e Wirkung bes i t zen  Trotzdem 

wurde b i s h e r das F r u c h t w a s s e r nicht zu r 

He r s t e l l ung von speziel len P r ä p a r a t e n v e r -

wende t  Auch konn te keine D r u c k s c h r i f t 

ermit te l t w e r d e n , aus d e r die ant imikrobi-

elle Wirkung des F r u c h t w a s s e r s h e r v o r -

geht  

Beispiel 

Es sollen 5 1 e iner ha l t ba r en Salbe mit einem 

Gehalt von 1 % T r o c k e n h e f e u n t e r Verwen-

d u n g von F r u c h t w a s s e r im Verhä l tn i s von 

1 Teil F r u c h t w a s s e r zu 4 Teilen S a l b e n g r u n d -

lage he rges t e l l t w e r d e n  Dazu werden 50 g 

des T r o c k e n p u l v e r s aus Hefe in 1 1 v o r k o n -

se rv ie r t em F r u c h t w a s s e r mit dem Gehalt 

von 0,85% eines Pheno le s t e r s homogenisier t 

und d ieses P roduk t d a n n in 4 1 d e r v o r b e -

re i t e ten S a l b e n g r u n d l a g e e i n g e a r b e i t e t  Die 

gesamte B e a r b e i t u n g da r f n u r bei Tempe-

r a t u r e n e r f o l g e n , bei denen keine D e n a t u -

r i e r u n g von Eiweißs toffen zus tandekommt  
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Nachdruck von Verö f f en t l i chungen 

Zi rkad ianer Biorhythmus in Beziehung zu a n d e r e n vege ta t iven Regulat ionen 

Chrono B i o r h y t h m u s - T h e r a p i e mit unspez i f i schen Methoden und geziel t wi rkenden 

Medikamenten 

Med  Klin  79, Nr  3 und 4 (1984) 

Zi rkadianer Biorhy thmus in Beziehung zu a n d e r e n vege ta t iven Regulat ionen 

Manche E r k e n n t n i s s e d e r Medizin sind f ü r 

Klinik und P r a x i s noch u n g e n u t z t , weil sie 

ein Umdenken e r f o r d e r n ode r i h r e Anwen-

d u n g a u f we n d i g u n d unbequem e r s c h e i n t  

Die Synops i s von v e r w a n d t e n Mechanis-

men sollte etwaige Hemmungen, sie in das 

ärz t l iche Denken zu i n t e g r i e r e n , ü b e r w i n -

den he l f en  

Jede spez i f i sche T h e r a p i e hat u n s p e z i f i -

sche Wirkkomponenten (Tabel le 1)  

Unspez i f i sche Ef fek te auf den Gesamtor-

ganismus können sowohl Krankhe i t en a u s -

lösen als auch he i len  Diesen Dualismus 

hat man b i s l ang auf un t e r sch i ed l i che I n t e n -

s i t ä t en d e r B e l a s t u n g bzw  des Reizes 

( S t r e ß ) z u r ü c k g e f ü h r t  Neben d e r Dosis 

ist auch d e r Ort d e r Applikation von Be-

d e u t u n g  Ein weniger b e a c h t e t e r Faktor 

f ü r die u n t e r s c h i e d l i c h e n Wirkungen is t 

die Tagesze i t  Schon die alte ch ines i sche 

Tabelle 1  Synops is d e r G r u n d l a g e n v e g e t a t i v e r Regula t ionen 

1  Z i rkad i an rhy thmus von biologischen Sys temen 

2  Vege ta t ive Gesamtumscha l tung 

3  S t r e ß - und Adap ta t ionssyndrom 

4  Kyberne t ik 

5  Unspez i f i sche Umstimmung d u r c h Reize 

(phys ika l i s ch , chemisch , medikamentös) auf 

Haut 

Muskula tur und Gelenke 

ak t ives Mesenchym (phys ika l i sche T h e r a p i e , C h i r o t h e r a p i e , Massagen u a ) 

Blut (Ozon the rap i e , O ^ - M e h r s c h r i t t t h e r a p i e ) 

Nerven (Neura l - und Segmen t the r ap i e , A k u p u n k t u r ) 

S tof fwechse l (Diä t , Gewich t s r eduk t ion , k ö r p e r l i c h e B e w e g u n g , S p o r t , Klima) 

6  Fokal lehre 

7  Psych i sche Kondi t ion ie rung , a u t oge ne s T r a i n i n g 

8  Gleichzeitig unspez i f i s che Wirkung von spez i f i sch wirksamen Medikamenten 

9  S y s t e m v e r ä n d e r u n g e n des S to f fwechse l s und d e r hormonalen Regula t ion 

d u r c h minimale Reize mit S tof fwechse lgemischen u n d / o d e r E lek t ro ly t lösungen 
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Medizin wußte in d e r Yin Yang Lehre und 

de r " O r g a n u h r " f ü r Maximalzeiten d e r O r -

g a n f u n k t i o n e n von d iese r Abhängigke i t (1 )  

Tagesper iod ik von Reakt ions lage , S t o f f -

wechsel und hormonaler Regulation 

F o r s c h u n g s e r g e b n i s s e ü b e r die Chrono-

Biorhythmik zeigen eine z i rkad iane , das 

he iß t t agesze i t l i che V e r ä n d e r u n g de r 

Homöostase d e r v e r s c h i e d e n s t e n Parameter 

im Organ i smus ( 5 )  Zum großen Teil wer -

den diese V e r ä n d e r u n g e n d u r c h einen 

Wechscl d e r vege t a t i ven Regulat ion zwischen 

sympa th iko tone r und p a r a symp a t h i ko t one r 

Reakt ion a u s g e l ö s t  Zudem gibt es noch ge -

wisse Abweichungen , die d u r c h ä u ß e r e 

Fak to ren wie E r n ä h r u n g , S t r e ß b e l a s t u n g 

und de rg l e i chen bed ing t sein k ö n n e n  

Die humoralen V e r ä n d e r u n g e n de r v e r s c h i e -

denen Fak to ren bei sympa th iko tone r und 

p a r a s y m p a t h i k o t o n e r Reakt ions lage s ind 

in Tabelle 2 ohne A n s p r u c h auf Vol ls tän-

digkei t zusammenges te l l t  In t raze l lu lä re V e r -

ä n d e r u n g e n s ind g röß ten te i l s gegen l äu f ig  

Humorale V e r ä n d e r u n g e n im Minera lhaus-

halt l assen sich a u s dem Quot ienten f ü r 

die n e u r o m u s k u l ä r e E r r e g b a r k e i t nach 

György (2) 

K x Phospha te x HCO„ 

Ca x Mg x H 

e r s e h e n  Der Zähler en thä l t in d i e se r For -

mel F a k t o r e n , die beim Überwiegen d e s P a r a -

s3nnpathikus , d e r Nenne r so lche , die bei 

V o r h e r r s c h e n des Sympa th ikus a n s t e i g e n  

Jede Ä n d e r u n g des individuel len Z i rkad ian-

r h y t h m u s (Desynchron i sa t i on ) zum Beispiel 

d u r c h z e i t z o n e n ü b e r s c h r e i t e n d e t r a n s k o n t i -

nen ta le Flüge ode r a s y n c h r o n e Reize, Medi-

kat ion ode r Tä t igke i t ( N a c h t a r b e i t ) , wird 

als unangenehm empfunden und k a n n zu 

K r a n k h e i t s e r s c h e i n u n g e n f ü h r e n  Ebenso 

bedeu te t auch eine I n t e n s i v i e r u n g d e r 

R e a k t i o n s v e r ä n d e r u n g e n d u r c h S u b s t i t u -

t ion best immter Fak toren ode r eine Ver -

l ä n g e r u n g ode r eine V e r k ü r z u n g e inze lner 

Phasen je nachdem einen k r a n k machenden 

ode r auch t h e r a p e u t i s c h e n Reiz ( 4 )  

Phasenablauf vege t a t i ve r Gesamtumschal-

t ung 

Der Z i r k a d i a n r h y t h m u s ist individuel l v e r -

s ch i eden  Es gibt F r ü h a u f s t e h e r ( L e r c h e n ) 

und Nach t schwärmer (Eu l en )  Dies ist a r -

be i t sphys io log isch wie auch f ü r die T h e -

rap ie zu b e r ü c k s i c h t i g e n  

Die Da r s t e l l ung de r Tagesper iod ik d e r 

L c i s t u n g s b e r e i t s c h a f t im Orga n i sm us , be-

zogen auf die Or tsze i t (Abb i ldung 1) , 

zeigt den Wechsel von sympa th iko tone r u n d 

p a r a s y m p a t h i k o t o n e r Reak t ions lage  Die 

höchs t e L e i s t u n g s b e r e i t s c h a f t b e s t e h t beim 

Wechsel von d e r sympath iko tonen in die 

pa ra sympa th iko tone Phase und u m g e k e h r t  

Der Umschlag von sympath iko toner in p a r a -

sympath iko tone Reakt ions lage f inde t n o r -

malerweise gegen 9 00 bis 10 00 Uhr u n d 

zwischen 20 00 und 21 00 Uhr u n d von d e r 

pa ra sympa th iko tonen in die sympath iko tone 

gegen 3 00 und 15 00 Uhr s t a t t  

Die Amplitude d e r sympa th i schen Reaktion 

k a n n d u r c h N a h r u n g s a u f n a h m e , T r a u b e n -

z u c k e r g a b e , kö rpe r l i che B e w e g u n g , Licht -

r e i ze , S t r e ß e i n w i r k u n g e n , 0 2 - B e a t m u n g , 

phys ika l i sche u n d a n d e r e u n s p e z i f i s c h e 

wie auch d u r c h spez i f i sche Maßnahmen e r -

höht w e r d e n , so daß dann d e r Umsehlag in 

die p a r a s y m p a t h i s c h e Reak t ionsphase ge-

g e n ü b e r dem spon tanen Ablauf auf höherem 

Niveau er fo lg t und eine I n t e n s i v i e r u n g de r 

S t o f f w e c h s e l v e r ä n d e r u n g e n s t a t t f i n d e t  

Die Ant i these von Sympathikotonie und 

Parasympath iko ton ie w u r d e von Hoff (2) 

in einem Schema d e r vege t a t i ven Regula-
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Abb  1 Z i rkad iane r R h y t h m u s : 

Tagespe r iod ik d e r L e i s t u n g s b e r e i t s c h a f t 

(nach (15 ) , Gra f ) 

t ionen mit zwei Phasen d e r vege ta t iven Ge-

samtumscha l tung da rges t e l l t (Abb i ldung 2)  

Es werden davon Minera l s to f fe , S ä u r e -

B a s c n - H a u s h a l t , chemische , phys ika l i s ch -

chemische und S to f fwechse lvo rgänge ebenso 

wie d a s Endokrinium b e t r o f f e n  

Ein u n s p e z i f i s c h e r Reiz v e r s t ä r k t den Reak-

t ionsablauf d e r biologischen Systeme gle ich-

s inn ig u n d v e r l ä n g e r t ihn möglicherweise 

zei t l ich, wenn er am Beginn e iner Reak t ions -

phase appl iz ie r t w i rd  Wird d e r Reiz am 

Ende d e r sympath iko tonen Periode g e s e t z t , 

wird die pa ra sympa th iko tone Phase v e r -

s t ä r k t und v e r l ä n g e r t  Die k o n t r ä r e Beein-

f l u s s u n g des Reak t ionsab lau f s in R i c h t u n g 

des ge se t z t en Reizes ist ebenfa l l s möglich, 

zum Beispiel die V e r ä n d e r u n g e n e ine r p a r a -

sympa th i schen Reakt ions lage bei Behand-

lung mit Sympathikomimetika, Toxinen ode r 

d u r c h S t r e ß r e i z e  

Abhängigke i t der Reaktion auf Reize von 

der z i rkadianen Phase 

Der von Selye (10) g e p r ä g t e Begr i f f " S t r e ß " 

gilt f ü r ein genere l l es Reak t ionsmus te r bei 

T ie ren und Menschen als Antwort auf e r -

höhte B e a n s p r u c h u n g , S t r e s s o r e n können 

zum Beispiel phys ika l i sch (L ich t , Käl te , 

Hi tze , Lä rm) , chemisch ( S c h a d s t o f f e , 

D r o g e n ) , u n s p e z i f i s c h e E inwi rkungen 

d u r c h Medikamente wie auch p s y c h i s c h e r 

Art ( Iso la t ion , P r ü f u n g e n , Be la s tungen 

in d e r Familie) se in  Die init iale Alarm-

phase in Form e iner pa ra sympa th iko tonen 

Schockreak t ion f ü h r t zu d e r Adapta t ions -

ode r Gegenschockphase mit e ine r E r h ö h u n g 

des T o n u s d e s sympa th i schen N e r v e n -

sys tems und Ü b e r f u n k t i o n d e r N e b e n n i e r e n , 

sowohl des Markes als auch de r R inde , 

und S c h r u m p f u n g von T h y m u s und Lymph-

knoten  

Ein gewisses Maß an S t r e ß i s t u n g e f ä h r l i c h 

und l ebensno twend ig ( E u - S t r e ß )  Lang-

d a u e r n d s t a r k e r S t r e ß ( D y s - S t r e ß ) kann 

jedoch gesundhe i t l i ehe Schäden vie l fä l t i -

ge r Art v e r u r s a c h e n  Häuf ig e n t s t e h e n 

Magengeschwüre , B lu thochdruck u n d Herz-

i n f a r k t  Durch das T r a i n i n g wiederhol te r 

un t e r s chwe l l i ge r Reize e r fo lg t eine Anpas -

s u n g (Adap ta t ion) des O r g a n i s m u s , so daß 

auch s t ä r k e r e Reize s ich nicht pa thogen 

auswi rken ( E u - S t r e ß )  Die Fähigkei t zur 

A n p a s s u n g ist individuel l v e r s c h i e d e n (12) 

u n d u n t e r l i e g t z i rkad ianen R h y t h m e n  Die 

A u s w i r k u n g von Reizen i s t , wenn sie bei 

sympa th iko tone r Reakt ions lage e r f o l g e n , 

h e f t i g e r als bei p a r a s y m p a t h i k o t o n e r  

F  Hoff war mit seinen Arbe i ten ü b e r die 

vege ta t ive Gesamtumscha l tung mit ein Weg-

b e r e i t e r f ü r die biologische Kybe rne t i k 

ü b e r Rege lkre i se (11, 16)  Die Rege lung 

zur E r h a l t u n g d e r Homöostase ist ein Ur-

p r inz ip d e r L e b e n s v o r g ä n g e  J e d e r Pa ra -

meter wird einzeln g e r e g e l t  Die v e r s c h i e -

denen Rege lkre i se sind jedoch mi t e inander , 

zum Teil m e h r f a c h , gekoppel t und v e r -

n e t z t , s t ehen also in g e g e n s e i t i g e r Ab-

h ä n g i g k e i t , so daß Ä n d e r u n g e n eines 

Paramete r s sich auf a n d e r e ü b e r t r a g e n , 
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Abb  2 Schema d e r vege t a t i ven Regula t ionen (nach (2 ) ) 
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wie dies aus d e r Dar s t e l l ung des I lo f f schen 

R ä d e r w e r k s (Abb i ldung 2) e rs ich t l ich i s t  

Die Ste l lgröße hat funkt ionel l meist d a s um-

g e k e h r t e Vorzeichen wie die Regelabwei-

c h u n g  das he iß t beim Abs inken e ines 

Paramete r s wird se ine V e r s t ä r k u n g a u s g e -

löst und umgekehr t ( nega t ive R ü c k k o p p -

lung ) (Abb i ldung 3)  

Vegeta t ive Umstimmung d u rc h unspez i -

fische Reize 

Die Fäh igke i t , auf Reize zu r e a g i e r e n , 

ist eine G r u n d e i g e n s c h a f t l ebende r Systeme  

Eine Umstimmung de r Reakt ions lage im 

Organ i smus kann d u r c h jede V e r ä n d e r u n g 

a u ß e r h a l b (Außenre i ze ) ode r i nne rha lb 

( O r g a n r e i z ) , die eine E r r e g u n g o d e r eine 

Reakt ion b e w i r k t , e r f o l g e n  Für eine Zel-

le ist demnach jede E inwi rkung ein Reiz , 

d e r ih re S tof fwechse l lage v e r ä n d e r t und 

Gegenreak t ionen aus lö s t  En tweder kommt 

es dann zu e iner S t o f f w c c h s e l a k t i v i e r u n g 

bzw ^Res t i tu t io ad i n t e g r u m , ode r es r e s u l -

t i e r e n , fal ls ke ine A n p a s s u n g e r f o l g t , 

pa thologische Reak t ionen  So sind in d e r 

phys ika l i s chen The rap i e und in d e r Homöo-

pa th ie E r s t ve r s c h l i m m c runge n und S p ä t -

reak t ionen zu e r k l ä r e n  Selbst Placebo-

wi rkungen u n t e r l i e g e n d iesen Gesetzmäßig-

ke i t en  

Große Dosen von Arzneimit teln sche inen 

die A n s p r e c h b a r k c i t d e r Zellen zu lähmen  

A b r u p t e V e r ä n d e r u n g e n d e r vege t a t i ven 

Reakt ions lage e r f o r d e r n eine Adap ta t ion  

Man hat d ies auch als "Stoß ins Sys tem" 

beze i chne t  Von de r A r t , I n t ens i t ä t u n d 

Dauer d e r V e r ä n d e r u n g e n d e s Milieus, das 

he iß t d e r Umwelt, h ä n g t es also a b , wie 

die b e t r o f f e n e n Zellen und Gewebe r e a g i e r e n  

Dabei spielen ve r s t änd l i che rwe i se auch die 

gene t i sch v o r g e g e b e n e und die lokale^ Dispo-

sit ion eine Rolle  Bei Medikamenten k o n n t e n 

fas t 100%ige W i r k u n g s u n t e r s c h i e d e g e f u n d e n 

Abb  3 Rege lk re i s in e iner f ü r die biologische Kyberne t ik gee igne ten D a r s t e l l u n g  Die 

r e g e l t e c h n i s c h e n F a c h a u s d r ü c k e s ind d u r c h G r o ß b u c h s t a b e n gekennze ichne t (nach ( 9 ) , 

H a s s e n s t e i n )  



245 

werden , wenn sie während den e n t g e g e n g e -

se tz ten Reakt ionsab läufen ve rab fo lg t w u r -

den (3 , 4)  

Das Reakt ionsvermögen des Organ i smus ist 

auch abhäng ig vom re la t iven K ö rp e r g e w i c h t  

Eine langsame Gewich t s reduk t ion bei Adipo-

si tas v e r b e s s e r t jegliche t h e r a p e u t i s c h e Maß-

nahme und macht d iese möglicherweise sogar 

ü b e r f l ü s s i g  

Lokalisierte En tz j j j i dunggherde b e d e u t e n f ü r 

den Organismus p e r s i s t e n t e Reize  Neben 

e iner A u s w i r k u n g auf das Immunsystem und 

e iner Be las tung d e r Regula t ionen ü b e r d a s 

akt ive Mesenchym i r r i t i e r e n sie die komplexen 

Mechanismen d e r vege t a t i ven GesamtumSchal-

t u n g und des Z i r k a d i a n r h y t m u s  Deshalb ist 

die F o k u s s a n i e r u n g ode r - i n a k t i v i e r u n g of t 

eine V o r a u s s e t z u n g f ü r die Hei lung  

Unspezi f i sche Wirkung auch bei spez i -

fisch wirksamen Medikamenten 

Psychosomatische Krankhe i t en mit O r g a n -

manifes ta t ionen e n t s t e h e n o f t d u r c h I r r i -

tat ion de r vege t a t i ven Regula t ionen und 

des Z i r k a d i a n r h y t h m u s  Dies gilt auch 

f ü r Psychosen und Such t l e iden  Reize , 

die den normalen Z i r k a d i a n r h y t h m u s f ö r -

de rn und u n t e r s t ü t z e n , können ebenso 

wie gezielte E n t s p a n n u n g s ü b u n g e n d u r c h 

au togenes T r a i n i n g und eine Gewöhnung 

an psych i sche Be la s tungen t h e r a p e u t i s c h 

wertvoll sein (3 , 6 , 8 )  Bei ü b e r s p a n n t e r 

sym p ath i k om im et is c h e r Reaktion s lage w i r -

ken dämpfende E inwi rkungen u n d bei d e r 

parasympathikomimet ischen Reak t ionsphase 

ak t iv ie rende Maßnahmen g ü n s t i g  

Unspezif ische Maßnahmen u n d Placebos 

haben ü b e r p sych i sche und p h y s i s c h e 

Mechanismen in re la t iv hohem Prozen t sa t z 

einen E f f e k t  Es v e r s t e h t sich d e s h a l b , 

daß spez i f i sch wirksame t h e r a p e u t i s c h e 

Maßnahmen, wie o r g a n s p e z i f i s c h wi rkende 

Medikamente c h e m o t h e r a p e u t i s c h e r , p f l a n z -

l icher und o r g a n o t r o p e r A r t , b e s o n d e r s 

auch biologische Mediatoren und U b e r t r ä -

g e r s t o f f c sowie Immunfaktoren u n d Hor-

mone, eine zusätz l iche unspez i f i s che Wir-

kungskomponen te bes i t zen  Diese k a n n den 

biologischen ode r t h e r a p e u t i s c h e n Ef fek t 

wesent l ich mitbest immen, indem sie zu r 

Wiedergewinnung d e r vege ta t iven Regu la -

t ions fäh igke i t u n d zu r S y n c h r o n i s i e r u n g mit 

na tü r l i chen Rhythmen b e i t r ä g t  
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C h r o n o - B i o r h y t h m u s - T h e r a p i e mit u n s p e z i f i s c h e n Methoden und gezie l t w i r k e n d e n 

Medikamenten 

Zu d e n G r u n d l a g e n j e d e r T h e r a p i e mit g e -

zielt w i r k e n d e n Medikamenten wie auch mit 

u n s p e z i f i s c h e n Methoden g e h ö r e n K e n n t -

n i s se ü b e r die v e g e t a t i v e n Regu la t ionen 

d e s S t o f f w e c h s e l s , d e n S t r e ß m e c h a n i s m u s , 

die z i rkad i ane Biorhy thmik u n d ü b e r S y s t e m -

v e r ä n d e r u n g e n d e s S t o f f w e c h s e l s d u r c h 

minimale Reize ( 6 )  

Die B e d e u t u n g d e s Blutchemismus f ü r 

T u m o r b i l d u n g und T u m o r a b b a u 

Nach E  Leupold ( 3 ) , ehemals O r d i n a r i u s 

f ü r Pathologie an d e r U n i v e r s i t ä t Köln, 

k a n n e ine G e s c h w u l s t b i l d u n g vom S t o f f -

wechsel d e r Gewebe u n d dem G e s a m t s t o f f -

wechsel a b h ä n g e n  D u r c h p a r e n t e r a l e A p -

plikat ion von k l e i n s t e n Mengen phys io lo -

gisch vo rkommende r E i w e i ß a b b a u p r o d u k t e , 

Lipoide, K o h l e n h y d r a t e sowie Ionen w u r d e 

die P ro l i f e ra t ion von e n t z ü n d l i c h e n Ze l lneu-

b i l d u n g e n b i s zu b ö s a r t i g w a c h s e n d e n Ge-

schwül s t en hemmend o d e r f ö r d e r n d b e e i n -

f l u ß t  Die Umwelt d e r Zellen d e s O r g a n i s -

mus , F l ü s s i g k e i t e n , die sie u m s p ü l e n , e n t -

ha l ten die v e r s c h i e d e n s t e n R e g u l a t i o n s f a k -

t o r e n  Ebenso ha t auch d a s v e g e t a t i v e N e r -

vensys tem u n d die al les d u r c h z i e h e n d e 

vege t a t i ve G r u n d format ion d e s a k t i v e n 

Mesenchyms (4) E in f luß auf die Zel lpro l i fe-

ra t ion  

Dieses "Zel le -Mil ieu-Sys tem" u n t e r l i e g t t r o t z 

we i tgehende r Homöostase gewissen V e r ä n -

d e r u n g e n  Vom zei t l ichen Ablauf u n d dem 

Ausmaß d e r B e w e g u n g e n d e s Sys t ems 

Choles te r in x Phospho l ip ide 

Z u c k e r 

soll maßgebl ich die R e a k t i o n s t e n d e n z a b h ä n -

g e n  Bei S e n k u n g d e s Quo t i en t en kam es 

t i e r expe r imen te l l zu e n t z ü n d l i c h c h r o n i s c h e n 

P r o l i f e r a t i o n e n  Adenomen , Sarkomen 

o d e r Karzinomen - b e s o n d e r s d e r N ie re , 

L u n g e u n d d e s D a r m e s , d e r B r u s t , d e s 

U t e r u s u a  - i n n e r h a l b e i n e r Z e i t s p a n n e 

von zum Teil mehr als zwei J a h r e n  

Bei B e w e g u n g e n d e s Sys t ems in die e n t -

g e g e n g e s e t z t e R i c h t u n g von d e r j e n i g e n , 

die zu T u m o r e n f ü h r t , d a s he iß t beim An-

s t e i g e n d e s Quo t i en ten d u r c h E r h ö h u n g 

von Cho les t e r in u n d Phospho l ip iden u n d 

Abfall von Z u c k e r , w u r d e n T u m o r e n d u r c h 

N e k r o s e a b g e b a u t  Auch g u t a r t i g e Tumo-

r e n d e r Mamma  P r o s t a t a h y p e r t r o p h i e u n d 

Ze l lp ro l i f e ra t ionen bei P s o r i a s i s , F i b r o -

s i e r u n g e n , I n f i l t r a t e u n d F is te ln s p r a c h e n 

auf e ine e n t s p r e c h e n d e Ä n d e r u n g d e s 

Quo t i en t en a n  

Die S y s t e m b e w e g u n g e n w u r d e n von Leu-

pold d u r c h s u b k u t a n e In j ek t ionen von 

p h y s i o l o g i s c h e n S t o f f g e m i s c h e n in e i n e r 

Menge von 0,05 ml e r r e i c h t  G r ö ß e r e In -

j ek t ionsmengen ze ig ten wen ige r b i s ke ine 

W i r k u n g  Bei T i e r e n war die In jek t ion 

in die Ohr lö f f e l w i rksamer als am R ü c k e n 

(mögliche Zusammenhänge mit Ohr -Aku-

p u n k t u r )  Die B e h a n d l u n g w u r d e ü b e r 

l ä n g e r e Zeit in u n t e r s c h i e d l i c h e n A b s t ä n -

d e n d u r c h g e f ü h r t  Zusätz l ich z u r I n j e k -

t ion w u r d e n die S t o f f g e m i s c h e , b e s o n d e r s 

eine L i p i d l ö s u n g , ora l v e r a b r e i c h t  Das 

T r a u m a von i n t e r k u r r e n t e n c h i r u r g i s c h e n 

E i n g r i f f e n wie auch von B e s t r a h l u n g e n 

wi rk t e s ich auf den Blu tchemismus zum 

Teil wie im T i e r e x p e r i m e n t mit T u m o r e n t -

s t e h u n g und R e z i d i v b i l d u n g a u s  

S y m p a t h i k o t o n u s f ö r d e r t T u m o r e n t s t e h u n g 

G r u n d s ä t z l i c h b e s t e h t die L e u p o l d s c h e 

T h e r a p i e m e t h o d e e i n e r s e i t s i n d e r S u b -
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s t i tu t ion von S to l ' fwechse l fak to ren , d e r e n 

höchs te Konzent ra t ion bei sympa th iko tone r 

Reakt ions lage e r r e i ch t wird (Glucose ) , 

und a n d e r e r s e i t s in einem aus lösenden 

Reiz f ü r die e r w ü n s c h t e Sys t embewegung  

Diese e n t s p r i c h t f ü r den Tumorabbau d e r 

pa ra sympa th iko tonen Reak t ionsphase und 

f ü r die T u m o r e n t s t e h u n g d e r sympathiko 

tonen Reak t i onsp hase  Leupold hat jedoch 

d iese Zusammenhänge noch nicht b e r ü c k -

s ich t igen k ö n n e n  

Die zum Tumorabbau empfohlende Sys tem-

b e w e g u n g läßt sich d u r c h alle p a r a s y m p a -

thikomimetisch wi rkenden Methoden und 

Medikamente v e r s t ä r k e n  Güns t ige T h e r a p i e -

p i e b e d i n g u n g e n können auch g e s c h a f f e n 

werden d u r c h v o r h e r i g e A n h e b u n g von Fak-

toren am Ende de r sympath iko tonen Reak-

t i o n s p h a s e  die dann während des P a r a -

sympa th iko tonus a b s i n k e n  

Die Arbe i t sgemeinscha f t f ü r K r e b s b e k ä m p -

f u n g Nordrhe in-West fa len hat in einem 

F o r s c h u n g s a u f t r a g 1957 die expe r imen te l -

len Grund lagen d e r Lehre von Leupold u n -

t e r s u c h e n lassen ( 1 )  Die E r g e b n i s s e wa-

r e n jedoch n ich t ü b e r z e u g e n d  Wohl k o n n -

ten die K u r v e n v e r l ä u f e d e r S to f fwechse l -

p a r a m e t e r , die zu r T u m o r e n t s t e h u n g f ü h -

r e n sol l ten , r e p r o d u z i e r t w e r d e n , n icht 

a b e r ih re A u s w i r k u n g auf die expe r imen-

telle T u m o r e n t s t e h u n g  Die Systembetve-

g u n g war A u s d r u c k e iner u n s p e z i f i s c h e n 

S t r e ß r e a k t i o n , wie sie auch allein d u r c h 

die Blu ten tnahme ausge lös t werden k a n n  

Die B e f u n d e ü b e r die t h e r a p e u t i s c h e n 

Auswi rkungen in d e r Humanmedizin waren 

w i d e r s p r ü c h l i c h  Von v e r s c h i e d e n e n Klini-

ken w u r d e n jedoch ' 'objekt iv n icht zu b e -

a n s t a n d e n d e Reakt ionen an Tumoren und 

Kranken ' ' b e s c h r i e b e n , die "höchst bemer -

k e n s w e r t " waren und "zu we i t e re r B e s c h ä f -

t i g u n g mit dem Problem Tumorabbau und 

S t o f f w e c h s e l b e e i n f l u s s u n g g e b e n " bzw  

"zu e iner s t ä r k e r e n B e a r b e i t u n g d ieses 

Weges e rmut igen sol l ten" ( 1 )  

Es soll h ier n icht auf die methodischen 

Un te r sch iede bei d e r N a c h u n t e r s u c h u n g 

g e g e n ü b e r d e r von Leupold angewand ten 

Methode e i n g e g a n g e n werden  Möglicher-

weise wurde d e r S tof fwechse l re iz n icht beim 

Beginn d e r pa ra sympa th iko tonen vege ta t iven 

Regula t ionsumste l lung g e s e t z t , auch wu r d e n 

keine s y n g e n e n ode r gene t i sch zu r Tumor-

er^ ts tehung d i spon ie r t en T ie re mit h o h e r 

Tumorinz idenz v e r w e n d e t  Die heu te favo-

r i s i e r t e "gene t i s che Kreb s theo r i e " (7) 

läßt es wahrschein l ich e r s c h e i n e n , daß 

S t r e ß s i t u a t i o n e n bei g e n e t i s c h e r K r e b s -

disposi t ion die Karz inomen t s t ehung a u f -

g r u n d e ine r vermindei ' ten A n p a s s u n g s -

fäh igke i t d u r c h Labilität d e r gene t i schen 

Regulat ionen b e g ü n s t i g e n  Diese Labili tät 

könn te sich dann auch auf die Empfindl ich-

keit von Tumorzel len gegen t h e r a p e u t i s c h e 

Sys t embewegungen a u s w i r k e n  

T h e r a p e u t i s c h e Konsequenz : z i rkadian a n -

g e p a ß t e p a r a s y m p a t h i s c h e Stimulation 

Obwohl die exper imente l le T u m o r e n t s t e h u n g 

nach Leupold nicht be s t ä t i g t werden konnte 

und möglicherweise von gene t i s chen Fak to-

ren en t s che idend a b h ä n g t , e r s che in t die 

Stimulation d e r p a r a s y m p a t h i s c h e n Reak-

t i o n sp h a s e als eine s innvol le Maßnahme bei 

Mal ignompat ienten, a b e r auch bei e n t z ü n d -

l i ch- in fek t iösen E r k r a n k u n g e n mit vermin-

d e r t e r Immunabwehr - die bei Pa ra sympa-

th iko tonus ge s t e ige r t ist - wie auch bei 

allen Krankhe i t en mit übe rwiegend sympa-

th iko toner Reak t i ons t endenz  Beispiels-

weise Ü b e r f u n k t i o n von T h y r e o i d e a  Para-

t h y r e o i d e a und Nebenn ie r en  
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Bestimmung der in<lhddudJen__ve<^atjven 

Rgaktionskurve — 

Eine z i rkadian a n g e p a ß t e S t o f f w e c h s e l t h e -

rapie ist auch bei ande ren Ind ika t ionen 

ohne Pro l i fe ra t ions tendenz von Geweben , 

mit pa r a sympa th iko tone r Reakt ions lage b e -

r e c h t i g t  Dazu gehören sowohl d e g e n e r a -

t ive E r k r a n k u n g e n mit A b l a g e r u n g e n , be -

sonde r s von Kalk, Cho les t e r in , Lip idcn , 

H a r n s ä u r e , Pigmenten^und a n d e r e n Stoff -

wechselmetabol i tcn, als auch neuro log i sche --

und p s y c h i a t r i s c h e K r a n k h e i t e n , be son -

d e r s Morbus P a r k i n s o n , Krampfle iden u n d 

Migräne, Depress ionen und Denkhemmun-

gen , und auch a l le rg ische und immuno-

pa thogene Autoaggress ionen des rheuma-

t i schen Formenkre i ses ^(K-T ypen_nach 

C u r r y bzw  A - T y p e n nach Lampert ( 5 ) )  

Der t h e r a p e u t i s c h e Reiz -sollte h ier am Be-

ginn d e r sympath iko tonen Reak t ions lage  

also zwischen 3 00 und 7 00 Uhr bzw  

15 00 und 18 00 Uhr gese t z t w e r d e n  

Die z i rkadianen vege t a t i ven Reakt ionen 

lassen sich also sowohl agonis t i sch als auch 

an tagon is t i sch , s y n c h r o n u n d auch a s y n -

chron b e e i n f l u s s e n  Ein Auf schauke ln d e r 

vege ta t iven Rhythmen sche in t auch ein 

e r f o l g v e r s p r e c h e n d e r Weg f ü r die En t -

w ö h n u n g s b e h a n d l u n g von S u c h t k r a n k e n  

zu se in  

Für eine r h y t h m u s g e r e c h t e B e h a n d l u n g ist 

es no twendig , den individuel len  Zi rkadiane 

rhy thmus zu e r f a s s e n  Die von Leupold 

empfohlenen S t o f f w e c h s e l u n t e r s u c h u n g e n 

sind h i e r f ü r zu a u f w e n d i g  Es genüg t 

meist die R e g i s t r i e r u n g von zeit l ichen V e r -

ä n d e r u n g e n de r L e i s t u n g s f ä h i g k e i t  d e r Be-

f indl ichkei t , d e r R e i z b e a n t w o r t u n g , d e r Kör-

p e r t e m p e r a t u r , d e s A p p e t i t s , des S_chlaf-, 

b e d ü r f n i s s e s und d e r Akt iv i tä t im T a g e s -

v e r l a u f , um v e r e i n f a c h e n d auf eine sympa-

thikotone Reakt ions lage zu sch l i eßen  Ein-

fache Meßmethoden d e r "'aktuellen vege 

t a t iven Reak t ions l age" zu r F e s t l e g u n g 

e iner "vege ta t iven R e a k t i o n s k u r v c " (5) 

b e s t e h e n auch in Widerst andsmessür igen 

d e r Haut ( R - C - M e s s u n g e n nach Hauswir th 

und Kracmar ( 2 ) )  

Zur S t imul ie rung d e r sympath iko tonen Re -

akt ions lage e ignen sich alle F a k t o r e n , die 

während d iese r Phase übl icherweise ve r -

mehrt s i n d , und zur Hemmung alle Fak to-

r e n , die bei Überwiegen des P a r a s y m p a -

th iko tonus e r h ö h t s i n d  Ze i tgebende Reizg__ 

d u r c h Lich t , Musik  Wärmeanwendungen 

und ze i t ge rech t c N a h r u n g s a u f n a h m e können 

einen g e s t ö r t e n z i rkad ianen Rhy thmus mit 

d e r Umwelt s y n c h r o n i s i e r e n o d e r einzelne 

Phasen v e r s t ä r k e n ode r hemmen  

Beziehungen best immter Organe zur p a r a -

bzw  sympath ikotonen Phase 

Aus d e r G e g e n ü b e r s t e l l u n g d e r z i rkad ianen 

S c h w a n k u n g e n phys io log i scher Parameter (6) 

l assen sich v e r s c h i e d e n e O r g a n e zu den 

an tagon i s t i s chen Reakt ionsmögl ichkei ten 

z u o r d n e n  Eine v e r r i n g e r t e sympath iko-

tone Reakt ions lage f inde t sich bei I n s u f f i -

zienz von H y p o p h y s e , Nebenn ie re , Schi ld-

d r ü s e , ö s t r o g e n e r Hormonproduk t ion , P a r a -

t h y r e o i d c a , eine V e r r i n g e r u n g d e r p a r a -

sympa th i schen Tendenzen bei Insuf f i z ienz 

d e r a n d r o g e n e n und g e s t a g e n e n Hormon-

p r o d u k t i o n sowie von E p i p h y s e , P a n k r e a s 

und T h y m u s  Geeignete O r g a n p r ä p a r a t e 

k ö n n e n u n t e r B e a c h t u n g immunologischer 

G r u n d s ä t z e , r h y t h m u s g e r e c h t wiederhol t , 

als E inze lp räpa ra t e wie auch in Organkom-

bina t ionen appl iz ier t w e r d e n  Es s t ehen 

d a f ü r speziel le Medikamente zur V e r f ü g u n g  

( A b b i l d u n g )  

Eine d i r e k t e B e e i n f l u s s u n g d u r c h Sympa-

thikomimetika bzw  Parasympathikomime-

t ika in Form von Medikamenten ode r Hör-
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R 

P h a s e n g e r e c h t e Applikation bes t immter Org ' anp räpa ra t e (Rev i to rgan ) bei S t ö r u n g e n 

d e r z i rkad ianen vege ta t iven Regula t ion  Die Zahlen e n t s p r e c h e n V e r d ü n n u n g e n versch ie -

d e n e r Organkombina t ionen (L ing = L ingua lp r äp a ra t zu r oralen Appl ika t ion , Dil  = Dilu-

t ion , Sol = vollösliche O r g a n t r o c k e n s u b s t a n z )  
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monen wie auch jede b lock ie rende Mono-

the rap i e s t ö r t , wenn sie ü b e r g r e i f e n d auf 

die an t agon i s t i s che Reaktion w i r k t , die Re-

gulat ionen de r na tü r l i chen Biorhythmen 

und k a n n zu nachte i l igen Nebenwi rkungen 

f ü h r e n ( 6 )  Demgegenüber wirken zy to -

plasmatische E x t r a k t e a u s O r g a n e n ( 7 ) , 

die eine b e s o n d e r e Rcakt ions lage b e g ü n -

s t i g e n , umstimmend und normal i s i e rend  
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Chromatographie 58 
Chromosomale Aberra t ion 

17, 141 
Chronobiologische Zyklen 

15 
Clearing inact ive compo-

n e n t s 122 
Cold Sterilisation 106 
Column filling 110 
Combination 103 
Communicating vacuum 

vesse l 113 
Concentrat ion of h i s to-

logically act ive fae tors 
126 

Condense 113 
Condensing volatile s u b -

s tanees 104 
Conditioning the af f in i ty 

so rben t 109 
Corticoide 26, 54 
Coupling 105 
- of DNA 116 
- of highly pur i f ied DNA 

112, 120 
- of p ro te ins 122 
C- tcrminaler Anteil 86, 88 
Cys t ron 15 

Dämpfe von 
- Alkali 94 
- Reagenzien 47, 233 
- S ä u r e n / P e r s ä u r e n 91, 94 
Darmresorpt ion 174 
Daueraussche ide r 23 
Degradat ion p r o d u c t s 109 
Dehydra te 114 
Dekan t i e rung 61 
Dena tu r i e rung 22 
Depot Stoffe 57 
Depress ion 15 
Desinfekt ion 14 
Detergent ien 67, 169 
Determinat ionss toffe 13 
- chondrogener Faktor 13 
- Nervenwachs tumsfak tor 13 
Dext ran 44 

Dezidua 148 
Dialyse 58, 95, 228 
Diä tpräpara te 53, 59 
Diazoniumverbindungen 149 
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pc Po lya r th r i t i s 159 
Pepsin 61 
Pept ide 56 
- Wirkstoffe 39, 104, 130, 132 
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Subs t anzen , obe r f l ächen -

aktiv 56, 57 
Subs t i tu t ion 11 
Su l fa t i e rung 67 
Suppress ion 28 
Suspension 66, 70 
Sympathikotonus 53 
Symptome, asthmatoid 25 
Synchronisa t ion 179 
Syn these , enzymatisch 13 
- information 159 
- Stimulierung 12 

S y s t e m , energieübertra-

gend 56 

- komplex 9 

Tannin-Methode 148, 172 

Tes t ing animals 115 
Theophyll in 54 
Therapie d. Atopie 139 
Thrombozyten 216 
Toleranz 15, 64, 211 
- verfal l 66 
Tota lex t rak t 65 
Toxic e f f e c t s 107 
Toxin-Ant i tox inb indung 151 
Trägermater ia l 91, 95. 206 
- Stoffe 1 2 7 , 137 

Transak t iva to r -Gen 129 
T r a n s f e r f a k t o r 142 
Trans fo rmie r t e Zellen 143 
Transp lan ta t ions -Ant igene 

192 
T r a n s p o r t g e f ä ß 82 
Trennmit te l 92 
T r e n n u n g von Faktoren 92 
Tropf in fus ion 69 
Tropismus 206 
Tumorassozi ier te 
- Antigene 146, 178 
- Zellen 143 
Tumor-Enhancement 148 
Turbomischer 168 

Überkreuzreak t ion 68, 71, 
151, 228 

- to leranz 68, 71, 151, 228 
Über l ebensku l tu ren 153 
- ra te 62 
- zeit 31 
Überp f l anzung 72 
Übers t römtechnik 54 
Ü b e r t r a g e r s t o f f e 52, 56 
Ultraschall 50, 51, 54 
Umweltschäden 57 
Umwandlung, immunologisch 

23 
Undesired accompanying 

subs t ances 104 
Unfal lopfer 157 
Untere inhei ten 50, 59 
U n t e r s u c h u n g e n , t i e r expe r i -

mentell 25 

Vakuum-Säuredampflyse 209 
Vapor phase 112 
Vapors of acids 106 
- alkalis 106 
Vehikel 12, 52, 171, 194 
V e r a n k e r u n g 78 
V e r b r e n n u n g e n 39, 69, 8Q , 

127, 158 
Verb rennungs tox ine 43, 150 
Ver f r emdung 29 
V e r f ü t t e r u n g 17 
Verhal tensweisen 181 
Verne tzungen 9 
Vers to f fwechs lung 59 
Ve r suche , anaphylakt i sch 25 
Viral components 112 
Viren 46, 48, 49, 94, 171 
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Kombinationspräparate a u s f ö t a l e n u n d j u -

gendl ichen Anteilen normal is ie ren die F u n k -

t ionen nach be iden R i c h t u n g e n  

Die makromolekulare O r g a n o t h e r a p i e wird 

seit fas t d re i J a h r z e h n t e n in P rax i s und 

Klinik a n g e w a n d t  I h r e Wirkung ist s t a -

t i s t i sch an T a u s e n d e n von B e h a n d l u n g s -

fällen in d e r P rax i s mit e iner E r fo lgsquo te 

von ü b e r 80 Prozent (28) sowie in kon t ro l -

l i e r ten k l in ischen Doppe lb l inds tud ien (4 , 

17, 21, 29, 30, 45) nachgewiesen  Die Be-

h a n d l u n g k a n n h e u t e wei tgehend r o u t i n e -

mäßig d u r c h g e f ü h r t w e r d e n , ohne T h e r a -

p i e schäden b e f ü r c h t e n zu m ü s s e n  

Die exper imente l len Beweise f ü r die makro-

molekulare O r g a n o t h e r a p i e stammen b i s h e r 

haup t säch l i ch aus den t h e o r e t i s c h e n Fäche rn 

und d e r G r u n d l a g e n f o r s c h u n g  Die Pharma-

kologie ist a b e r in besonderem Maße d e r 

Klinik u n d Prax i s v e r p f l i c h t e t  Sie hat 

die A u f g a b e , d iese F o r s c h u n g e n we i t e r zu -

f ü h r e n u n d die E r g e b n i s s e zum Nutzen d e r 

Kranken in i h r e Lehre e inzug l i ede rn  

G e g e n ü b e r s t e l l u n g 

Pr inzipien d e r Pharmakologie 

Art d e r Pharmaka : 

K ö r p e r f r e m d e , z T  biologisch nicht v o r -

kommende und nicht in den Zel l s tof fwech-

sel i n t e g r i e r b a r e bzw  r ep l i z i e rba re S to f fe 

E n d p r o d u k t e d e r S y n t h e s e v o r g ä n g e wie 

Hormone, F u n k t i o n s s t o f f e , Enzyme  

Einze l s to f fe , möglichst ke ine Subs tanzmi -

s c h u n g e n  

P r ü f u n g : 

Toxikologisch meist am g e s u n d e n T i e r  

Chemische P r ü f u n g s m e t h o d e n f ü r Pharma-

kok ine t ik  

Kontrol l ier te k l in ische U n t e r s u c h u n g e n auf 

Haup t - und N e b e n w i r k u n g e n , t h e r a p e u t i -

s c h e r I n d e x , t h e r a p e u t i s c h e Bre i t e  

Dosis W i r k u n g s k u r v e  

Kon z e n t r a t i o n s - W i r k u n g s k u r v e  

E f f ek t ivdos i s  

T h e r a p e u t i s c h e r I n d e x , t h e r a p e u t i s c h e 

B r e i t e  

Bio t rans format ion , E n t g i f t u n g , A b b a u , 

Enzyminduk t ion , Elimination  

Chemische Immunsuppress ion d u r c h zyto-

tox ische ode r Hemmwirkung auf Zellen o d e r 

Gewebe des Immunsys tems  Möglichkeit 

von i a t rogenen S c h ä d e n  Arzneimit telmiß-

b r a u c h d u r c h Gewöhnung  S u c h t  

Wirkung: 

A u f g r u n d von S t ruk tu i^ -Wirkungs -Bez iehun-

gen ü b e r R e z e p t o r e n - Ä n d e r u n g d e r loka-

len biologischen E igenscha f t en am Reak t i -

onsor t d u r c h Reiz, d e r den Ef fek t aus lös t  

Unmi t te lba re r W i r k u n g s e i n t r i t t , zeitlich be -

s c h r ä n k t e symptomat ische Wirkung, 

D u r c h b r e c h u n g von k ö r p e r e i g e n e n k y b e r -

ne t i s chen R e g u l a t i o n s v o r g ä n g e n , keine 

Ü b e r t r a g u n g von gene t i s chen Informat io-

nen ode r spez i f i schen Unte re inhe i t en f ü r 

in t raze l lu lä re S y n t h e s e v o r g ä n g e  

Notfal l- u n d ü b e r b r ü c k u n g s t h e r a p i e  

Prinzipien d e r makromolekularen O r g a n o -

the rap i e 

Art d e r Pharmaka : 

Zel l inhal t ss tof fe u n d d a r a u s gewonnene 

spez i f i sche Unte re inhe i t en aus phy logene -

t i sch n a h e s t e h e n d e n Ind iv iduen mit analo-

ge r b io logischer F u n k t i o n , i n s b e s o n d e r e 

aus S y n t h e s e k e t t e n und Regula t ionsmecha-

n ismen  

Natür l i che Subs tanzgeni i sche aus g e s u n d e n 

Ind iv iduen im na tü r l i chen Mengenve rhä l t -

n i s  
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Vi rus in fec ted d r y powder 
115 

Vi ruses inh ib i t ing f a c t o r s 
1 2 6 

Viskos i t ä t sg rad 161 
Vitalismus 9 
V i t a l k o n s e r v i e r u n g 74  80  

83 
Vi t r ika t ions f lüss igke i t 74 
Vol l -Ant igen 40 
V o r b e h a n d l u n g 80 
Vor läuferze l len 13 
Vorsens ib i l i s ie r te Immun-

sys teme 43 
- Zellen 40 
V o r t e s t u n g 70 

Wachstumshormone 54, 132 
- Stoffe 7 4 , 82 

Waldsterben 56, 61 
Wasser - in -ö l -Emuls ion 174 
- Stoffkonzentration 2 2 1 

Wäßrige Lösung 64 
Wiede rbe l ebungsbehand-

lung 30 
- h o l u n g s k u r v e n 70 
Wirkfak toren 56 
Wirkung, d i r ek t 12 

- i nd i rek t 12 
- Mechanismus 22 
- p r o p h y l a k t i s c h 17 
- t h e r a p e u t i s c h 
- Umkehr 17 
Wuchss tof fe 58, 91, 132 

X-Chromosom 183 
Xenogene Organgewebe 33, 

65, 152 

Y-Chromosom 183 

Z a h n v e r l u s t 81 
Z e i t p u n k t , g ü n s t i g e r 30 
Zel le lek t rophorese 215 
- e x t r a k t 51 
- f r a k t i o n e n 169 
- homogenate 92 
- k e r n e 183 
- k u l t u r e n 65, 128 
- marke r 42 
- membran-Ant igen 136 
- membranporen 33 
- r a s e n 74 
- r a s s e n 178 
- r e p a r a t i v e Pharmaka 50 
- Spaltung 56 

- t e i lungskapaz i t ä t 56 
- t e i l u n g s r a t e 78 
- t e i lungszyk lcn 15 
- t he r ap i e ( N e u h a u s ) 66 
- t rop i smus 32, 168 
- u lä re Abwehr 166 
- u l ä r e A n t i k ö r p e r 187 
- u l a r t h e r a p i e 9 
- und Gewebezüch tung 

134, 176, 177 
Zellen, mobile 193 
Z e n t r i f u g a t o r e n 67 
Zielorgan 171 
Z i rku l i e rende A n t i k ö r p e r 

187 
Zi tzentes t 25 
Zuckernuk leo t ide 162 
Z u s a t z t i e r f u t t e r 182 
Zytopharmat i sche T h e r a -

pie 9, 12, 39, 66, 232 
Zytos ta t ika 43, 218 
Zytos ta t i sche A n t i k ö r p e r 

159 
- S to f fe 135, 137 
- tox ische S tof fe 135, 137 
- tox i sche S u b s t a n z e n 26, 

43, 57 
- t r o p e S u b s t a n z e n 53 




