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Verwendung von Transferrin zur Bekdmpfung der toxischen

wirkung des Endotoxins bei der Endotoxinidmie

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Transferrin als Therapeutikum
zum Zwecke der Bekidmpfung der toxischen Wirkung von Endotoxin,

insbesonders bei der Endotoxindmie.

Transferrin ist ein Givkoprotein mit einem durchschnittlichen Moleku-
largewicht von 80 00O D. Es ist im menschlichen und tierischen Plasma
in einer Konzentration von ca. 290 mg/dl ( Normalbereich beim Menschen:
400 mg/dl - 200 mg/dl) vorhanden. Bisher wird als Hauptfunktion des
Transferrins seine Fahigkeit angesehen, spezifisch dreiwertiges

Eisen zu binden und zu transportiereh, wobei es ein oder zwei Molekﬁle
Eisen binden kann. Auf diese Weise wird das Eisen nach seiner Resorption
im Diinndarm zu den Eisendepots in der Leber, in der Milz und zu den
Retikulozyten im blutbildenden Gewebe transportiert.

Als eine weitere wichtige Funktion des Transferrins wird seine bakterio-
statische Eigenschaft angesehen (Martin CM, Jandl JH, Finland M ;
J.Infect.Dis.(1963) 112; 158 -163; Fletcher J; Immunology(1971) 20: 493 -
500 ). Eisen ist ein wesentlicher Wachstumsfaktor fiir die Bakterien. Durch
die Komplexbildung des Eisens mit dem Transferrin wird die Konzentration
an freiem Eisen im Plasma unter dem Wert gehalten, der fiir das Wachstum
der Bakterien erforderlich ist. Aus dem bakteriostatischen Effekt des
Transferrins wird von Berger und Beger ( Berger und Beger: Arzneim.-
Forsch.;Drug Res.(1988) 38: S. 817 - 820; und Prog. Clin. Biol.Res. (1988)

272:. S. 115 - 124 ) geschlossen, daf dem Transferrin, in der eisenfreien
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Form, bei ausgedehnten gramnegativen Infektionen sogar eine gewisse
Bedeutung als Zusatzthefapeutikum fir die antimikrobielle Therapie als
'Ergﬁnzﬁng iu der herkdommlichen Antibiotikatherapie zukommen kénnte. Es
bietet den Vorteil, daB aufgrund seines Wirkungsmechanismus keine

Resistenzentwicklung zu erwarten ist.

Das Endotoxin ist ein Zellwandbestandteil der gramnegativen Bakterien,
das erst bei dem Bakterienzerfall freigesetzt wird. Es ist ein Makro-
molékﬁl mit einem Molekulargewicht bis zu 1 x 106 Dalton, das sich

' vorwiegend aus Zuckerverbindungen und Fettsiduren zusammensetzt. Daneben
kann es noch Proteinreste angelagert haben, die von der Bakterienwand
stammen. Das Endotoxinmolekiil isp aus drei strukturell und immunbio-
logisch unterschiedlichen Subregionen aufgebaut:

Die Subregion 1, die O-spezifische Kette, besteht aus mehreren, sich
wiederholenden Oligoséccharideinheiten, die jeweils von maximal 5 Neutral-
zuckern gebildet werden. Die 'Anzahl der Oligosaccharide ist von der
Bakterienart rabhéngig; z.B. hat das hier untersuchte Endotoxin von

S. abortus equi in dieser Region 8 Oligosaccharid-Einheiten.

Die_Subregion 2, das Kernoligosaccharid besteht u;a. aus N-Acetyl-
glucosamin, Glucose, Galactose, Heptose und 2—Keto-3-Désoxyocton-

s#ure.

Die_Subregion 3, das Lipid—A ( MG 2000 Dalton ) besteht aus einem
phosphorylierten D-Glukosamin-Disaccharid, an das mehrere - ca. 7 -
langkettige' Fettsduren in Amid- und Esterbindung gekniipft sind. Der
Triger der toxiséhen Eigenschaften ist -das Lipd—A, wobei die toxische

Wirkung von einigen Fettsdureresten in dieser Region ausgeht.
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Aufgrund der Grége des Endotoxin-Molekiils und aufgrund seiner Ladungs-
verhiiltnisse kénnen sich verschiedene Verbindﬁngen und Proteine an den
vielen Gruppen bzw. Seitenketten der drei verschiedenen Subregionen des
Endotoxins anlagern, ohne dadurch irgendeine Beeinflussung der toxischen
Eigenschaften des Endotoxins herbeizufiihren. Physiologischerweise ist an
das Lipid~A ein Protein gebunden, das sog. Lipid—A-assoziierte Protein.
Die Abtrennung dieses Proteinanteils von dem Endotoxin filhrt bei einigen
Endotoxinen zu keinerlei Verdnderung der toxischen Wirkung. Bei vielen
Endotoxinen wurde jedoch gefunden, daf die Bindung von Proteinen an das
Endotoxin eine wesentliche Steigerung der toxischen Wirkung zur Folge
haben kann ( Rietschel E.TH. et al.(1982) : " Bacterial Endotoxins:
Chemical Structure, Biological Activity and Role in Septicaemia " Scand. J.
Infect. Dis. Suppl. 31: 8 - 21; S. 17; ). Beisﬁielsweise wurde beobachtet,
daB bestimmte Endotoxine mit einem angelagerten Proteinanteil ca. 100-fach
aktiver sein koénnen, als dier Endotoxine, von denen der Proteinanteil abge-
trennt wurde ( Morrison DC, Oudes ZG, Betz J (1980): The role of lipid A
and lipid A-associated protein in cell degranulation mechanisms. In:

Eaker D. Wadstrom T (Eds). NATURAL TOXINS, pp 287 -294, Pergamon Press.
New York ). Bei tierexperimentellen Untersuchungen wurde ebenfalls eine
Abnahme der toxischen Wirkung der den Tieren applizierten Endotoxine
beobachtet, wenn deren Proteinanteil abgespalten war ( Hitchcock PJ and

Morrison DC (1984) "The protein component of bacterial endotoxins". In:

E.T. Rietschel (editor) HANDBOOK of ENDOTOXINS, Vol 1: Chemistry of Endo-

toxin, pp 339-375, Elsevier Science Publishers B.V. ).

Berger und Beger ( Arzneim.-Forsch./Drug Res.(1988) 38: S. 817 - 820: und

Prog. Clin. Biol.Res. (1988) 272: S. 115 - 124 ) haben durch Isotopen-
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uhtei'suchungen gezeigt, daB sich auch menschliches Transferrin, und zwar
nur in der eisenfreien Form, an Endotoxin binden kann. Weiterhin wurde
eine Anlagerung von az-Makroglobulin sowie von Ge-Globulin an Endotoxin
nachgéWiesen. Aufgrund dieser Untersuchungsergebnisse wurde von den -Autoren
der Druckschriften postuliert. daB8 dem Transferrin in seiner eisenfreien
Fofm moglicherweise eine physiologische Bedeutung als " Carrier- Protein"
fir Endotoxin im Organismus zukommt. Eine &hnliche " Carrier-Funktion"
wird den High-Density-Lipbproteinen zugeschrieben (Munford RS, Hall CL,
Dietschy JM (1981): " Binding of salmonella typhimurium lipopolysacchari-
des to rat high-density lipoproteins” Infect.Immun. 34: 835 - 843).

Aus dem mit Isotopen gefiihrten Nachweis der Anlagerung von eisenfreiem
Transferrin an das Makromolekiil Endotoxin ergeben sich fiir den Fachmann
jedoch keinerlei Hinweise bzw..Rﬁckschlﬁsse darauf, ob und in welchem
Ausmag durch diese Anlagerung auch eine Beeinflussung der biologischen

Aktivitdt, d.h. die toxischen Wirkung des Endotoxins zu erwarten ist.

In einer vergieichenden Untersuchung wurde von Berger u. Beger ( Arzneim.
—Forsch./Drug Res.(1988) 38: S. 817 - 820:; und Prog. Clin. Biol.Res.

(1988) 272: S, 115 - 124 ) durch Isotopenuntersuchungen auch gepriift,

ob eine IgG-Préparation, die zur Behandiung von primiren und sekundiren
Immundefekten eingesetzt wird, in der Lage ist, Endotoxin zu binden
(VArzneim..- Forsch./Drug Res.(1988) 38: S. 817 - 820;). Eine Bindung

des Endotoxins an das Ig.G konnte von den Autoren nicht nachgewiesen werden.
Der fehlende Nachweis einer Bindung von Endotoxin durch die vergleichend
untersuchte IgG-Prédparation legt damit nahe, daB Immunglobulinen im
Organismus als Tréger von Endotbxin keinerlei Bedeutung zukommt. Eine Ver-

besserung der " Carrier-Funktion " durch die Kombination von Transferrin
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und IgG ist aufgrund dieser Untersuchungen nicht zu erwarten. Hinweise fir
eine Beeinflussung der biologischen Aktivitdt der Endotoxine durch die

Immunglobuline ergeben sich aus diesen Untersuchungen nicht.

Endotoxin tritt normalerweise auch beim Gesunden aus dem Darm in die
Blutbahn iiber. Zum Schutz vor einer toxischen Organschiddigung hat das
Plasma des Gesunden die Fihigkelt, das stindig aus dem Darm iibertretende
Endotoxin zu inaktivieren. Bei einem massiven Endotoxineinstrom erschdpft
sich die Fihigkeit des Plasmas zur Inaktivierung des Endotoxins rasch und
es tritt vermehrt biologisch aktives Endotoxin im Plasma auf, welches dann

zu dem klinischen Bild der Endotoxindmie fiihrt.

Eine vermehrter Endotoxiniibertritt in die Blutbahn ist besonders bei aué—
gedehnten gramnegativeh infektionen, nach Gabe eines bakteriziden Antibio-—
tikums zu erwarten. Das Endotoxin filihrt dann zur Freisetzung schédigender
Mediatoren sowie zur Storung des Energiestoffwechsels der Zelle, woraus ein
Zelluntergang und - bei héherer Endotoxindosis — schlieBlich ein Organver-
sagen resultieren kann. Das klinische Bild der Sepsis korreliert in den
meisten Fillen mit dem Verlauf und der Hohe der Endotoxinkonzentration im
Blut ( Nitsche et al., Intensive Care Med. 12 Suppl. (1986) 185 ). Aus
diesem Grund sind bei Erkrankungen, bei denen durch einen vermehrten Endo-
toxinilibertritt in das Blut eine Endotoxindmie auftritt, zusitzliche thera-
peutische MaBnahmen wiinschenswert, mit denen die Endotoxinaktivitdt im

Blut herabgesetzt werden kann, um damit den klinischen Verlauf dieses

Krankheitsbildes glinstig zu beeinflussen.

Wie tierexperimentelle Studien gezeigt haben, scheint eine Herabsetzung
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der Endotoxinaktivitét im Plasma durch Hyperimmunglobulin-Préparationen.
die selektiv mit Antikérpern gegen den toxischen Teil des Endotoxins ange-
reichert sind ( Libid-A-Antikiirper ). moglich zu sein. Immunglobulin-
_Priparationen mit einer selektiven Anreicherung von Lipid-A-Antikdrpern
stehen jedoch bisher nur in geringen Mengen fiir therapeutische Zwecke zur
Verfiigung, da die Auswahl entsprechender Spender sehr aufwendig ist. Bis
Zu einem gewissen Grad kann die Endotoxinaktivitédt im Plasma auch durch die
Gabe polyvalenter 7S IgG-Piparationen herabgesetzt werden, was vérmutlich
auf deren Antéil an Lipid—A-Antikiirper zurtickzufiihren ist. Eine gewisse
Verbesserung der Endotoxinneutralisacion wird durch die Anreicherung der
IgG-Préparation mit Immunglobulinen der IgM-Fraktion erreicht. in der ein
‘hﬁherer Lipd—A-Antikdrper Titer zu erwarten ist( Appeilmelk BJ et 2l(1987),

Microbiol Pathogenesis 2: 391 -893 )

Alle bisher fiir die Therapie verfiigbaren Méglichkeiten weisen entscheidende

- Nachteile auf, die darin liegen. daf sie nur einen gewissen Prozentsatz

rd'er in die Blutbahn iibertretenden Endotoxine inaktivieren. Bei einem
starken Endotoxineinstrom, wie er beispielsweise auch bei der diffusen
Peritonitis zu erwarten ist, zirkﬁlieren trotz dieser therapeutischen
Maﬁnahmen noch immer geniigend biologisch aktive Endotoxine in der Blutbahn,

was bei lingerer Dauer eine toxische Organschiddigung herbeifiihren kann.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Mittel zu finden,
das als Therapeutikum fir die Bekdmpfung der toxischen Wirkung
der Endotoxine geeignet ist, wenn diese bei krankhaften Zusténden

vermehrt in die Blutbahn i{ibertreten. -
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ErfindungsgemidB wird diese Aufgabe geldst durch die Verwendung von
Transferrin. Dabei kann das Transferrin frei von Eisen sein oder aber
Eisen gebunden haben. Als besonders wirksam hat sich eine Kombination
von Transferrin mit Immunglobulinen erwiesen, die entweder nur IgG
oder IgG und IgM sowie IgA enthalten. Es ist auch moglich, das Trans-
ferrin in einer Serumkonserve anzureichern, um es mit den darin vor-

handenen Plasma-Proteinen zu kombinieren.
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Zur Prifung der Endotoxininaktivierung durch Transferrin sowie durch

die Kombination von Transferrin mit Immunglobulinen wurden folgende
Untersuchungen durchgefiihrt:

Transferrin in der eisenfreien Form ( sog. Apotransferrin ) und Trans—
ferrin, welches Eisen gebunden hat, wurden allein sowie in Kombination mit
Immunglobulinpriparationen in vitro und in vivo untersucht, inwieweit sie

in der Lage sind, die biologische Aktivitit von Endotoxin herabzusetzen.

Untersuchungen in vitro:

A) Quantitative Untersuchungen zum EinfluB auf die biologische Aktivitit:

Humanes Transferrin und- Transferrin in Kombination mit Immunglobulin
wurden mit Endotoxin in steigender Konzentration 60 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Nach Abschluf der Inkubation erfolgte die quantitative Be-—
stimmung der biologischen Aktivitit des Endotoxins im Uberstand mit
einer Modifikation des Limulus-Test, unter Verwendung eines chromogenen
Substrates { Nitsche et al. VIn: Watson, SW, Levin J, Novitsky TJ (eds)
DETECTION OF BACTERIAL ENDOTOXINS WITH THE LIMULUS AMEBOCYTE
LYSATE TEST. pp 417-429 ( 1987 )). Die untere Nachweisgrenze liegt
bei dieser Modifikation des Limulus-Tests bei 1 EU/dl. Die mit dem
Limulus-Test erfaBte Endotoxinaktivitdt korreliert mit der biologischen
Aktivitdt des Endotoxins ( Nitsche D, Flad HD und Blum B (1990) Endotoxin
determination by the Limulus-Test and the biological activity of endo-

toxin. Does a correlation exist? In Vorbereitung ).

Fiir d'i'erUntersuchungen wurde Transferrin ( Trf.-Fe(A)) verwendet,

welches in einer 5% Ldsung einen Eisengehalt von 25 ug/dl hat, d.h.
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5 pg Eisen pro Gramm Transferrin, sowie Transferrin ( Trf.-Fe(B) )

mit einem Eisengehalt von 950 ug/dl in einer 5% Losung, d.h. 190 ug
Eisen pro Gramm Transferrin.

AuBerdem wurde Transferrin verwendet, welches weitgehend frei von
Eisen war ( Trf.-¢ ). Hier konnte bei der Eisenbestimmung mit der

von Megraw und Bouda ( Megraw RE, Hritz AM, Babson AL und Carroll JJ
(1973) Clin. Biochem. 6: 266; Bouda J.(1968) Clin. Chem. Acta 21:159 )
beschriebenen Methode bis zu der unteren Nachweisgrenze, die bei

0.5 pg/dl liegt, in der 5% LOsung Kkein Eisen nachgewiesen werden.

Folgende Immunglobuline wurden verwendet: 7 S IgG ( Intraglobing,

SandoglobinR) sowie 7S-IgG, angereichert mit 12% IgM ( Pentaglobink ).

Von folgenden Bakterienstidmmen wurden die Endotoxine verwendet:
Salmonella abortus equi ( NOVOPYREXALR ), Pseudomonas aeruginosa
Fisher Typ 7, sowie der FDA Endotoxinsténdard EC-5 von E. coli
0113:H10:KO.

BESTIMMUNG DER INAKTIVIERUNGSKAPAZITAT FUR ENDOTOXIN:

Um die Fiahigkeit von Transferrin sowie der Kombination von Transferrin

mit Immunglobulinen zur Ianktivierung von Endotoxin zu quantifizieren,
wurde die " INAKTIVIERUNGSKAPAZITAT " bestimmt. Aus Griinden der MeB-
genauigkeit wurde die Bestimmung dieser GréSe nicht im Aquivalenzbereich,
sondern bei einem UberschuB von 10 EU/dl und 100 EU/d! Endotoxin
durchgefiihrt.

Fiir die Berechnung dieses Parameters wurde diejenige Endotoxinmenge [EU/dl]
ermittelt, die der jeweiligen Proteinpridparation zugesetzt werden mus,

damit die Konzentration der freien Endotoxine im Uberstand nach Inkuba-



WO 90/06768 | PCT/DE89/00773

tion (60 Minuten, '37°C ) mit der Proteinprdparation noch 10 EU/dl bzw.

100 EU/dl betrdgt. Diese Endotoxinkonzentration wurde aus der Beziehung

- berechnet, die zwischen der zugesetzten Endotoxinmenge und der nach der

1.

Inkubation im Uberstand gemessenen Endotoxinkonzentration fiir die jeweilige

Praparation ( Transferrin, Immunglobulin und Kombination von Transferrin

-und Immunglobulin ) gefunden wurde. Zur Bestimmung der Inaktivierungs-

. kapazitit wurde eine MeBserie durchgefiihrt, bei der Endotoxin in

steigender Konzentration ( 10 EU/dl, 25 EU/dl, 50 EU/dl, 100 EU/d],
200 EU/dl, 300 EU/dl, 500 EU/dl sowie 750 EU/dl und 1000 Urdl] mit

den verschiedenen Protein-Pridparationen 60 Minuten inkubiert wurde.

-Die Transferrin— bzw. Immunglobulinkonzentration im Reaktionsansatz

betrug 312,5 mg/dl .

Bei Untersuchung dér Kombination von Transferrin und Immunglobulin be-
trug die Konzentration jedés Proteinanteils im Reaktionsansatz 312 mg/dl.
Die ‘auf diese Weise ermittelte Endotoxinmenge stellt nach Abzug des
Vorgegebenen Endotoxiniiberschuf vén 10 EU/dl bzw. 100 EU/dl die mittlere
Endotoxinaktiﬂtét[BU/dl] dar, die von der entsprechenden Protein-
16sungimg/dl] unter den jeweiligen Bedingungen inaktiviert werden Kkann.
Bezogen auf eine Gesamtpfoteinkonzentration von 100 mg/dl stellt diese
Endotoxinaktivitit ein Mag fir dié " mittlere Inaktivierungskapazi-

tit [ EU/100 mg | " der ieweiligen Transferrin-Pridparation bzw. der

Kombination von Transferrin mit Immunglobulin dar.

Ergebnisse:(Abb. 1,2)

Transferrin:
Bei Inkubation von Endotoxin mit Transferrin (Trf.-@), welches

frei von Eisen ist, findet sich, je nach Art des Endotoxins und
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Endotoxinkonzentration eine mittlere Abnahme der Endotoxinaktivitdt

von 26,2% bis 36%.

Bei Inkubation von Endotoxin mit Transferrin (Trf.-Fe(A)), welches
einen Eisengehalt von 25 upg/dl - bezogen auf eine 5% Transferrin-
Losung - hat, kommt es je nach Endotoxin zu einer mittleren Abnahme
der Endotoxinaktivitit von 72% bis 78,7%.
Bei einem Eisengehalt des Transferrins ( Trf.-Fe(B)) von 950 pg/dl
-~ bezogen auf eine 5 % Transferrin-L8sung - wird eine Abnahme der
Aktivitdt, je nach Endotoxin, von 85,3% bis 95,5% erreicht.
a) Bezogen auf einen Endotoxiniiberschuf von 10 EU/dl betrédgt die
Inaktivierungskapazitit:
I.) bei Trf.—-9 fiir S. abortus equi 1,8 EU/100 mg, fiir E.Coli
1,5 EU/100 mg und fiir Pseudomonas aeruginosa 1,7 EU/100 mg.
I1.) bei Trf.-Fe(A) fiir S. abortus equi 7,1 EU/100 mg, fiir E.Coli
11,0 EU/100 mg und fir Pseudomonas aeruginosa 10,4 EU/100 mg.
III.) bei Trf.—-Fe(B) fiir S. abortus equi 61,5 EU/100 mg,

fiir E. Coli 52,3 EU/100 mg und fiir Pseudomonas aeruginosa

64,5 EU/100 mg.

b) Bezogen auf einen Endotoxiniiberschug8 von 100 EU/dl betridgt die
Inaktivierungskapazitét:
1) bei Trf.-@ fiir S. abortus equi 17,8 EU/100 mg, fir E.Coli
11,4 EU/100 mg und fir Pseudomonas aeruginosa 17,6 EU/100 mg.
II) bei Trf.-Fe(A) fiir S. abortus equi 89.9 EU/100 mg, fiir E.Coli

108,2 EU/100 mg und fiir Pseudomonas aeruginosa 105,4 EU/100 mg.
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III.) bei Trf.-Fe(B) fiir S. abortus equi 176,7 EU/100 mg, fiir
“E. Coli 334,2 EU/100 mg und fiir Pseudomonas aeruginosa

433,4 EU/100 mg.

'2.Transferrin und 78 IgG

- Die Kombination von Transferrin mit einer 7S IgG -Priparation filhrt
zu einer Verbesserung der Inaktivierung von Endotoxin. Bei Inkubation
von Endotoxin mit Transferrin ( 812 mg/dl) und 7SV IgG ( 312 mg/dl)
wird rdie Endotoxinaktivitdt bei Verwendung von Transferrin (Trf.-g)
welches frei von Eisen ist, bei Endotoxinkonzentrationen unter
200 EU/dl um 65,5 % bis 78 % herabgesetzt. Bei hdheren Endotoxin-
konzentrationen betridgt die Herabsetzung der Endotoxinaktivitit
unter diesen Bedingungen nur noch 47,1% bis 54,9%.

Wird stattdessen Transferrin (Trf.-Fe(A)) verwendet, welches einen
Eisengehalt von 25 pg/dl - bezogen auf eine 5% Transferrin-Ldsung -
hat, dann betridgt die Herébsetzung der Endotoxinaktivitit, je nach
Endotoxin 82% bis 88,8%.

Beri einem Eisengehalt des Transferrins { Trf.-Fe(B)) von 950 pgsdl

- bezogen auf eine 5% Transferrin~Ldsung - und 7S IgG, wird die

Endotoxinaktivitit, je nach Endotoxin, um 89,3 bis 94,2 reduziert.

a) Wird ein Endotoxiniiberschuf von 10 EU/dl zugrunde gelegt, dann betrigt
die Inaktivierungskapazitit:

1.) bei Trf.-ﬁrund 78 1gG fir S. abortus equi 6,1 EU/ 100 mg,

fir E. Coli 10,6 EU/100 mg und fiir Pseudomonas aeruginosa

11,4 EU/100 mg.
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II.) bei Trf.-Fe(A) und 7S IgG fiir S. abortus equi 26.4 EU/ 100 meg.
fiir E. Coli 24,5 EU/100 mg und fiir Pseﬁdomonas aeruginosa
24,8 EU/100 mg. '

II1.) bei Trf.-Fe(B) und 7S IgG fiir S. abortus equi 28,2 EU/100 mg,

fiir E. Coli 34,2 EU/100 mg und fiir Pseudomonas aeruginosa

52,7 EU/100 mg.

b) Bezogen auf einen Endotoxiniiberschu8 von 100 EU/dl betrdgt die
Inaktivierungskapazitét:
I.) bei Trf.-# und 7S IgG fir S. abortus equi 28,6 EUs 100 mg,
fiir E. Coli 80,7 EU/100 mg und fiir Pseudomonas aeruginosa
39,1 EU/100 mg. |
11.) bei Trf.-Fe(A) und 7S IgG fiir S. abortus equi 149,7 EU/100 mg,

flir E. Coli 237.7 EU/100 mg und fiir Pseudomonas aeruginosa

210,56 EU/100 mg.
1I1,) bei Trf.-Fe(B) und 7S IgG fiir S. abortus equi 257,5 EU/100 mg,

fiir E. Coli 858,4 EU/100 mg und fiir Pseudomonas aeruginosa

481,2 EU/100 mg.

3.Transferrin und IgG/A/M (12% IgM)

Bei Zusatz von Transferrin zu einer IgG —Prédparation, die mit

12 % IgM angereichert ist (IgG/A/M), wird eine weitere Steigerung

der Inaktivierungskapazitdt erreicht. Die Abnahme der Endotoxin-
aktivitit betrigt bei Inkubation von Endotoxin mit der Kombination aus
IgG/A/M (12% IgM ) ( 312 mgsdl ) und Transferrin, dessen Konzentration
ebenfalls 312 mg/dl betrigt bei Verwendung von Transferrin (Trf.—Fe(A)),

welches einen Eisengehalt von 5 upg pro Gramm Transferrin hat, je nach
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Art des Endotoxins 75.2 % bis 78.7%.
Bei einem Eisengehalt des Transferrins (Trf.—Fe(B)) von 190 ug
pro Gramm Transferrin und IgG/A/M. wird die Aktivitit, je nach

Endotoxin um 92% bis 96,5% herabgesetzt.

a) Bezogen auf einen Endotoxirﬁiberschus von 10 EU/dl betrigt die
Inaktivierungskapazitit:
L) beil Trf.-Fe(A) und IgG/A/M fiir S. abortus equi 7,1 EU/100 mg,
fiir E. Coli 11.1 EU/’lOO mg und fiir Pseudomonas aeruginosa
‘11,83 EU/100 mg.
1) i)ei Trf.—Fe(B) und IgG/A/M fiir S. abortus equi 88,5 EUG:100 mg,
' fir E. Coli 74,8 EU/100 mg und fiir Pseudomonas aeruginosa

88,9 EU/100 mg.

b) Fiir einen Ehdotoxinﬁberschuﬁ von 100 EUsdl betridgt die
Inaktivierungskapazitﬁt:

1.) bei Trf.-?e(A) und IgG/‘A/M'ﬁir S. abortus equi 99,3 EU/100 mg,
fir E. Coli 114,2 EU/100 mg und fiir Pseudomonas aeruginosa
112.5 EU/100 mg.

IL) bei Trf.-Fe(B) und IgG/A/M fiir S. abortus equi 367.1 EU/100 mg,
fiir E. Coli 782.2 EU/100 hlg und fiir Pseudomonas aeruginosa

1173,5 EU/100 mg.
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EINFLUSS AUF DIE FREISETZUNG DER MEDIATOREN IL-1 UND IL-6

Als zusidtzlicher Parameter fiir den Einflu8 der untersuchten Verbihdungen
auf die biologische Aktivitdt des Endotoxins wurde die Freisetzung

von IL-1 und IL-6 aus Monocyten herangezogen. Hierzu wurde Endotoxin
zundchst mit Transferrin bzw. mit der Kombination von Transferrin und
Immunglobulin inkubiert. Anschlieﬁend wurde der Uberstand mit Monocyten
inkubiert und die Konzentration der aus den Monocyten freigesetzten
Mediatoren Interleukin-1 und Interleukin-6 im Uberstand bestimmt.

Es wurde Transferrin(Trf.Fe(A)) verwendet, welches einen Eisengehalt
von 5 pg pro Gramm Transferrin hat, sowie Transferrin ( Trf.-Fe(B))

mit einem Eisengehalt von 190 upg pro Gramm Transferrin.

Folgende Immunglobuline wurden verwendet: 7 S IgG ( Intragiobin?,
Sandoglobin®) sowie IgG (IgG/A/M). angereichert mit 12% IgM ( Penta-
globink )

Von folgenden Bakterienstimmen wurden Endotoxine verwendet:
Salmonella abortus equi ( NOVOPYREXALR ), sowié der FDA Endotoxin-

standard EC-5 von E. coli 0113:H10:KO.

Transferrin., Immunglobulin sowie Transferrin in Kombination mit Immun-
globulin wurden mit Endotoxin 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Als
Kontrolle wurde Human-Albumin verwendet. Die Konzentration des je-
weiligen Proteins im Ansatz betrug: 625 mg’dl, 312 mg/dl und 156 mg/dl.
Die Inkubation wurde mit Endotoxinkonzentrationen von 50 EU/dl bis

500 EU/dl durchgefiihrt.
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Nach der Inkubation wurde die jeweilige Endotoxinlésung mit mono-
nukleéfen Zellen von gesunden Spendern inkubiert ( 16 Std. bei 37°C ).
AnschlieBénd wurde die Konzentration der freigesetzten Mediatoren IL-1
und IL-6 bestimmt. Die Bestimmung von IL-1 erfolgte mit Hilfe des
Fibroblasten—Proliferationstest ( Loppnow H; Flad HD, Ulmer AJ et

al (1989) "Detection of Interleukin 1 with Human Dermal Fibroblasts.
hnmunbiol. 179, 283 —291 ), runter Verwendung einer EL4-6.1 Thymomzell-
Linie. Die Konzentration von IL-6 wurde ebenfalls {iber einen Prolifera-
-tionstest unter Verwendung eines IL-6 abhéngigen murinen Hybridoms
( 7TD1 ) ‘bestimmt( Van Damme J, Cayphas S. et al. (1987) Bur. J.
Biocheﬁx. 168: 543 -550; sdwie Van Oers MHJ, Van der Heyden A, und

Aarden LA (1988); Clin. exp. Immunol. 71: 814 -419 ).

Es zeigte sich, daR die Inkubation von Endotoxin mit Tranéferrin
zu einer starken Herabsetzung der Freisetzung von Mediatoren aus
den mononukledren Zellen durch das Endotoxin fiihrt. Dieser Effekt
ist VOm Eisengehalt des Transferrins abhingig, und zwar derart,
daB er durch Erhéhung des Eisengehaltes verbesssert werden kénn.
Durch die Kombination von Transferrin mit Immunglobulinen kann
der hemmende Effekt des Transferrins auf die Freisetzung von
Mediatoren ndch verstirkt werden, wobei auch in der Kombination
mit Immunglobulinen eine bessere Wirkung bei héherem Eisengehalt

des Transferrins erreicht wird.
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Ergebnisse: ( Abb. 3)

I.Transferrin

a) Bei Inkubation von 500 EU/dl Endotoxin mit Trf.Fe(A) betrug die
mittlere Freisetzung von IL-1 bei S. abortus equi 211 U/ml und
bei E. Coli 126 U/ml. Die Freisetzung von IL-6 betrug bei S. abortus

equi 761 U/ml und bei E. Coli 1065 U/ml.

b) Nach Inkubation von Endotoxin ( 500 EU/dl ) mit Trf.—-Fe(B) betrug
die mittlere Freisetzung von IL-1 bei S.abortus equi 81 U/ml! und
bei E. Coli 35 U/ml. Die mittlere Freisetzung von IL-6 betrug bei

S. abortus 481 U/ml und bei E. Coli 415 U/ml.

II.Transferrin und 7S IgG

a) Bei Inkubation von Endotoxin (500 EU/dl) mit einer Kombination von
Transferrin und einer 7S IgG -Prédparation fithrte die Verwendung von
Trf.-Fe(A) bei S. abortus equi zu einer IL-1-Freisetzung von |
85 U/ml und bei E. Coli von 34 U/ml. Die IL-6-Menge. die freige-

setzt wird, betrug bei S. abortus 561 U/ml und bei E.Coli 443 U/ml.

b) Bei Verwendung von Trf.-Fe(B), betrug die mittlere Freisetzung
von IL-1 bei S. abortus equi 37 U/ml und bei E. Coli von 16 U/ml.
Die IL—G—Mengé, die nach der Inkubation freigesetzt wird, betrug

bei S. abortus 297 U/ml und bei E.Coli 271 U/ml.

III.Transferrin und IgG/A/M (12% IgM)

Der Zusatz von Transferrin zu einer 78 IgG -Prdparation, die mit

12 % IgM angereichert ist{ IgG/A/M), fiihrte bei einer Immunglobulin-
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- gesamtkonzentration von 312 mg% und einer Transferrinkonzentration,

die ebenfalls 312 mg% betrug, nach Inkubation mit 500 EUsdl Endo-

. toxin: ’
a) bei Verwendung Vvon Trf.-Fe(A) zu einer Freisetzung von IL—l,‘

von 173 U/ml bei S. abortﬁs equi und von 127 U/ml bei E. Coli.

Die IL-6-Menge, die freigesetzt wurde, betrug bei S. abortus equi

678 U/ml und bei E.Coli 1065 U/ml.

b)_r Bei Kombination von Trf.-Fe(B) mit IgG/A/M(12%) betrug die
mittlere Freisetzung von IL-1 bei S. abortﬁs equi 19 Usml und bei
E. Coli 4.5 U/ml. Die mittlere Freisetzung von IL-6 betrug
unter diesen Bedingungen bei S. abortus equi 204 U/ml und bei

E. Coli 118 U/ml.

IV ALBUMIN
Nach Inkﬁﬁatidn von Endotoxin( 500 EU/dl ) mit Albumin, welches
zum Vergleich verwendet wird, betrdgt, die mittlere Freisetzung von
IL-1 bei Verwendung des Endotoxin von S. abortus equi 2975 U/ml
und bei E. Coli 2676 U/ml. Die Freisetzung von IL-6 betriagt bei

S. abortus equi 3018 U/mil und bei E. Coli 6233 U/ml.

o>
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C) Einfluf auf die Endotoxinaktivitidt im Plasma

Humanplasma von gesundenen Spendern wurde mit Transferrin versetzt
derart, dag der natiirlich vorhandene Transferringehalt im Plasma um
312 mg % erhéht wurde. Den Kontrollproben wurde die gleiche Menge
Albumin zugesetzt. Zu dem mit Transferrin bzw. Albumin versetzten Plasma
wurde dann Endotoxin ( Pseudomonas-Endotoxin, Saimonellen-Endotoxin )
zugesetzt, sodaf im Ansatz eine Endotoxinaktivitdt von 800 EU/’dl und
300 EU/dl im Plasma erreicht wurde. Der Ansatz wurde dann 60 Minuten bel
37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die verbliebene Endotoxinaktivitit
bestimmt.
Es zeigte sich, daB die F#dhigkeit des Plasmas zur Inaktivierung von
Endotoxin gegeniiber den Proben, denen nur Albumin zugesetzt wurde.
durch den Transferrinzusatz signifikant gesteigert wird.
a) bei Zusatz von Transferrin ( Trf.—Fe(B) ) betrug die Steigerung
der Endotoxininaktivierung: 783,8% bei 800 EU/dl Endotoxin und
bei 300 EU/dl Endotoxin : 56.5%
b) bei Zusatz von Trf.-Fe(A) wurde die Endotoxininaktivierung im
Plasma bei einer Endotoxinkonzentration von 800 EU/dl um 66,6%

und bei 800 EU/dl Endotoxin um 42,8 % gesteigert.
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Tierexperimentelle Untersuchungen

- Die tierexperimentellen Untersuchungen zur Abkldrung der Frage, welche ’
Wirkung Transferrin sowie die Kombination von Transferrin mit Immun-
globulinen auf die Endotoxinaktivitit haben, wurden an folgendem

Tiermodell durchgefiihrt:

Narkotisierten Wistar-Ratten (250 - 300 g) wurde zur Blutabnahme
~ zundchst ein Katheter in die rechte Halsvene (Vena Jugularis ) eingelegt.
AnschlieSend wurde einer definierte Zahl verschiedener Bakterien
( E. Coli. Klebsiella species und Pseudomonas aeruginosa; in einer
rKonzentration von jeweils 0.75 x 10 SCFU/ml ) in die Bauchhdohle appliziert.
30 Mihuten nach Gabe der Bakterien in die Bauchhdhle wurde iiber den Venen-
katheter mit einem Perfusor langsam das zu priifende Priparat ( Transferrin,
sowie Transferrin und Immunglobulin ) in einer Dosierung von 250 mg / Kg
Kﬁrpergewicht ‘intravenés verabreicht. .Die Kontrolitiere erhielten Albumin
in entsprechender Dosierﬁng.
Zur Erzeugung eines starken Endotoxineinstroms in das Blut wurde eine
,Stunde_ nach der Bakteriehgabe ‘ein bak'cerizides Antibiotikum (IMIPENEM =
Zienam‘?) intravends appliziert. |
Die Blutabnahmen zur Bestimmung der Endotoxinaktivitit sowie der
Bakterienzahl im Blut erfolgten vor, sowie - in 30 miniitigem Abstand -
nach Bakteriengabe iiber insgesémt 5 Stunden.
Folgende Préparationen ﬁvurden i.v.rveré.breircht:
7S 1gG (Séndoglobin“); IgM(12%)-an_gereichertes 7S IgG (Pentaglobink),
Transferrin ( Trf.-Fe(A)) mit einerﬁ Eisengehalt von 25 pg/dl - bezogen auf

eine 5% Transferrinldsung - und Transferrin (Trf.-Fe(B)) mit einem
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Eisengehalt von 950 pg/gl in einer 5% Transferrin-L6sung: sowie die
Kombination von Transferrin (TRF.-Fe(A) und TRF.-Fe(B)) mit IgM(12%)-

angereichertem Immunglobulin und Transferrin ( Trf.-Fe(A) u. Trf.-Fe(B))

mit 7 S IgG ( Sandogiobink ).

Ergebnisse: ( Abb. 4 )

a) Bei Gabe von Albumin steigt die Endotoxinaktivitdt im Plasma
nach Applikation des Antibiotikums sehr stark an. Bereits eine
Stunde nach Gabe des Antibiotikums wird eine mittlere Endotoxin-
aktivitdt von 192 EUsdl erreicht. Vier Stunden nach Gabe des

Antibiotikums betriagt die Endotoxinaktivitdt im Plasma 210 EU/dL

b) Die i.v.—Gabe von IgM (12%)-angereichertem 7S IgG fiihrt zu einer
Senkung der Endotoxinaktivitdt im Plasma, die eine Stunde nach
Gabe des Antibiotikums, im Vergleich zu der Albumin-Kontroligruppe.

ca. 46 % und vier Stunden spiter 53% betrigt.

¢) Bei i.v.—Gabe von Transferrin ( Trf.—-Fe(A) ) wurde die initiale Zunahme
der Endotoxinaktivitit im Plasma - eine Stunde nach Gabe des Antibio-

tikums - im Vergleich zur Albumin-Kontroligruppe um ca 36 % reduziert.

d) Bei i.v.—Gabe von Transferrin ( Trf.—Fe(B) ) betrdgt die Redﬁzierung
der initialen Zunahme der Endotoxinaktivitit im Plasma - eine Stunde
nach Gabe des Antibiotikums - im Vergleich zur Albuminkontroilgruppe
ca. 72.5 %. Vier Stunden nach Gabe des Antibiotikums ist die
Endotoxinaktivitdt bei der Gruppe, die Trf.-Fe(B) erhalten

hat. noch um ca. 63 % niedriger. als bei der Albumin-Gruppe.
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e) Bei i.v.-Gabe von Transferrin ( Trf.-Fe(B) ) in Kombination mit
einem Immunglobulin, weiches mit 12% IgM angereichert ist, ist die
initiale Zunahme dér Endotoxinaktivitdt im Plasma - eine Stunde
nach Gabe des Antibiotikums - im Vergleich zur Albuminkontroll-
gruppe ca. 75 % niedriger. Vier Stunden nach Gabe des Antibiotikums
ist dié Endotoxinaktivitdt bei der Gruppe, welche diese Kombination

erhalten hat, ca. 90 % niedriger. als bei der Albumin-Gruppe.

o
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zZusammenfassende Beurteilung der Ergebnisse:

1. Transferrin ist geeignet, bei intavendser Gabe, konzentrationsab-—

hiéngig die biologische Aktivitit des Endotoxins im Blut herabzusetzen.

2. Das Ausmag, in dem die toxische Wirkung des Endotoxins durch das
Transferrin herabgesetzt wird, nimmt mif der Eisenbeladung des
Transferrins zu.

Der Eisengehalt des Transferrins sollte hierbei mindestens
0.4 pg pro Gramm Transferrin betragen, vorzugsweise jedoch hdoher

als 100 ug pro Gramm Transferrin sein.

3. Transferrin, welches frei von Eisen ist, hat eine schwache

Wirkung auf die Endotoxinaktivitirt.

4, Durch die Kombination von Transferrin mit anderen Plasmaproteinen,
insbesondere mit Immunglobulinen der IgG- und IgM- Fraktion wird
eine signifikant hohere Wirkung auf die biologische Aktivitdt des
Endotoxins erreicht, als sie bei den einzelnen Proteinfraktionen zu

finden ist.

Der Synergismus in der Wirkung auf die Endotoxinaktivitdt fiihrt bei
Kombination von Transferrin und Immunglobulinen zu einer Potenzierung

des inaktivierenden Effektes beider Proteine.

5. Aufgrund des Synergismus zeichnet sich die Kombination von Transferrin
mit Immunglobulinen durch eine wesentliche Erhéhung der Inaktivierungs-

kapazitdt fiir Endotoxin aus.
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6. Eine Herabsetzung der Endotoxinaktivitidt ist zwar auch bei Kombination
von eisenfreiem Transferrin mit Immungiobulin méglich, doch um einé
grotere Inaktivierungskapazitit zu erreichen, erweist es sich als
glinstiger, wenn der Eisengehalt des Transferrins mindestens 0,4 pg
pro Gramm Transferrin betrdgt. Vorzugsweise sollte der Eisengehalt

j'edoch hoher als 100 pg pro Gramm Transferrin sein.

7. Aufgrund seiner Pihigkeit, die biologische Aktivitit des Endotoxins
im Blut herabzusetzen, eignet sich besonders die intravendse Gabe
des eisenbeladenen Transferrins fiir die Bekidmpfung der toxischen

Wirkung von Endotoxin, welches in die Blutbahn libergetreten ist.

8. 'Aufgrund der groBeren Inaktivierungskapazitit ist die Kombination von
Transferrin mit Immuhglobulinen fiir therapeutische MaSnahmen zur
Bekdmpfung der toxischen Wirkung von En.dor,oxin, besonders bei allen
krankhaften Veridnderungen geeignet, bei denen es zu einem stirkeren

und ldnger andauernden Endotoxiniibertritt in die Blutbahn kommt.

9. Bei rechtzeitigem therapeutischen Einsatz von Transferrin bzw. der
Kombination von Transferrin mit Immunglobulinen ist ein glinstiger
Effekt_ auf den klinischen Verlauf bei Endotoxindmien jeglicher

- Genese zu erwarten.

h
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Die Erfindung wird durch folgende Beispiele erldutert.

BEISPIEL 1
Bei Inkubation von 200 EU/dl Endotoxin von S. abortus equi mit

einem Immunglobulin, welches mit 12% IgM-angereichert ist ( IgG/A/M ),
in einer Konzentration von 312 mg/dl, wird die Endotoxinaktivitit

in vitro um ca 42% herabgesetzt. Bei der gleichen Konzentration

( 312 mg/dl) von Transferrin ( Trf.-Fe(A) ) mit einem Eisengehalt von
25 pg/dl - bezogen auf eine 5% Losung - wird die Endotoxinaktivitdt in
vitro um 73 % (S. abortus equi) bzw. 76% ( Pseudomonas aeruginosa )
und durch Transferrin(Trf.—Fe(B)) mit einem Eisengehalt von 950 ug/di

- bezogen auf eine 5% Transferrin—-Losung - um maximal 85 % ( S.abortus

equi) bzw. 91% ( Pseudom. aeruginosa ) herabgesetzt.

Durch die Kombination von Trf.—Fe(B) mit dem Immunglobulin (IgG/A/M)

wird bei niedriger Endotoxinaktivitédt, d.h. bis 200 EU/dl, im

Vergleich zu der Inaktivierung bei alleiniger Gabe von Trf.~Fe(B),

keine signifikante Verbesserung der lanktivierung erreicht. Dagegen
zeichnet sich die Kombination von Trf.—Fe(B) mit Immunglobulin dadurch
aus, daB sie auch bei hoherer Endotoxinaktivitdt - d.h. iiber 300
EU/d] Endotoxin - signifikant mehr Endotoxin inaktiviert, als es die
beiden Proteine allein vermdgen. Wéhrend die Kombination von Trf.—-Fe(B)
mit 1gG/A/M(12%) bei Inkubation mit 750 EU/dl Endotoxin von S.abortus
equi 92 % des Endotoxins inaktivieren kann, werden durch Trf.-Fe(B)
nur maximal 85 % der Aktivitdt neutralisiert.

Die Unterschiede zwischen Trf.-Fe(B) und der Kombination mit Immun-

globulin werden durch die Angabe der Inaktivierungskapazitit ( Abb.: 2)
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wesentlich deutIichei‘, als durch die Angabe der mittleren prozentualen
Inaktivierung. Beispielsweise ist diese Kapazitit - bezogen auf einen
.EndotoxinﬁberschuB von 100 EU/dl - fiir die Inaktivierung des Endoﬁoxins
von Pseud. aeruginosa bei Verwendung der Kombination von Trf.—Fe(B)
und Immunglobulin (IgGA/M) um einen Faktor von 2,7 gréger, als

die Inaktivierungskapazitdt von Trf.-Fe(B) allein und um einen

Faktor von 17,3 groSer als die 'Inaktivierungskapazitﬁt der

Immunglobulinpridparation IgG/A/M (12%) .

Die Steigerung der Inaktivierungskapazitit duréh die Kombination von
Transferrin mit Immunglobrulin erdffnet die Moglichkeit. dag durch

eine therapeutische Zufuhr dieser Kombination auch stiarkere und linger
andauernde Endotoxineinschwemmungen in die Blutbahn, wie sie beispiels?
weise auch bei der diffusen Peritonitis auftreten kénnen, aufgefangen

und behandelt werden kénnen.
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BEISPIEL 2 (Abb. 4 u. 5)
Entsprechend den Bedingungen, wie sie bei der Therapie von gramnegativen
Infektionen mit Antibiotika auftreten koénnen, wurde im Tierversuch ein
Endotoxinanstieg im Blut dadurch induziert, da8 zundchst Bakterien in
die Baucrhhﬁhle gegeben werden und durch die anschlieBende intra-
vendse Gabe eines bakteriziden Antibiotikums ein rascher Zerfall dieser
Bakterien ausgelost wird. Vom Zeitpunkt der Gabe des Antibiotikums an
kann im Blut ein starker Anstieg der Endotoxinaktivitidt gemessen werdeﬁ.
Wird vorher ein Immunglobulin oder eisenhaltiges Transferrin oder die
Kombination von Transferrin(Trf.—Fe(B)) mit Immunglobulin intravenés
verabreicht, dann wird der Anstieg des Endotoxinspiegels im Vergleich
zu einer Kontrollgruppe, die stattdessen Albumin i.v. erhielt, je nach

verwendetem Plasma-Protein, mehr oder minder stark herabgesetzt.

Beispielsweise wird die mittlere maximale Endotoxinaktivitidt, die

bei der Kontrollgruppe bei Versuchsende 210 EU/dl betrédgt, durch die
Gabe von Transferrin auf 77 EU/dl gesenkt. Bei Gabe der Kombination
von Transferrin(Trf.-Fe(B) und Immunglobulin (IgG/A/M) betrdgt die

Endotoxinaktivitdt im Plasma nur noch 22 EU/dl.

Durch die Steigerung der Inaktivierungskapazitidt bei Kombination

von Transferrin mit Immunglobulin erhilt man damit die Moglichkeit,
auch bei einem ldngeren Endotoxineinstrom einen stdrkeren Anstieg der
Endotoxinaktivitdt im Plasma zu verhindern. Die alleinige Gabe von
eisengebundenem Transferrin bewirkt initial eine &hnlich starke
Reduzierung der Endotoxinaktivitdt wie die Kombination von Transferrin
mit Immunglobulin ( Abb.: 5 ). Ohne Erhohung der Dosis reicht jedoch

die Inaktivierungskapazitidt von Transferrin, allein, bei einem fort-
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gesretzten' Endotoxiniibertritt in das Blut nach einer gewissen Zeit nicht

mehr aus, wodurch es wieder zu einem Ansteigen der Endotoxinaktivitit

im Plasma kommen kann.

4]
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BEISPIEL 38 .
Bei einer Patientin, die das klinische Bild einer schweren abdominalen
Sepsis mit Organversagen entwickelt hatte, konnte eine erhdhte Endotoxin-
aktivitdt im Plasma nachgewiesen werden. Die Konzentration des

Transferrins im Plasma betrug 98 mg/dl ( Normalbereich: 200 - 400 mg/dl ).
Bei Inkubation dieses Plasmas mit einer Immunglobulin-Préparation, die mit
IgM-angereichert ist. ( 30 Minuten, 37 °C) - Immunglobulinkonzentration im
Ansatz: 312 mg/dl - konnte eine Abnahme der Endotoxinaktivitit um 17%
erreicht werden. Bel Inkubation mit Transferrin(Trf.-Fe(A)), in einer
Konzentration von 812 mg/dl, werden 29% des Endotoxins inaktiviert. Durch
Kon;bination von Trf.-Fe(A) mit dem Immunglobulin in einer Konzentration
von jeweils 312 mg/dl wird die Endotoxininaktivierung im Plasma der
Patientin auf 39 % gesteigert.

Bei Zugabe der gleichen Menge von Transferrin(Trf.—-Fe(B) mit einem

hoheren Eisengehalt, in entsprechender Konzentration, zum Patientenplasma
werden 45 % der Endotoxine inaktiviert. Vfird das Transferrin (Trf.-Fe(B))
mit dem IgM-angereicherten Immunglobulinpridparat(IgG/A/M) kombiniert. dann
kann sogar 53 % des Endotoxins im Plasma der Patientin, d.h. 36 % mehr als
mit dem reinen Immunglobulinpréparat inaktiviert werden. Die starke Senkung
der Endotoxinaktivitdt durch Transferrin und die noch stéirkere Senkung der
Aktivitdt durch die Kombination von Transferrin mit Immunglobulinen geben
bei intravenodser Applikation die Moéglichkeit, die Prognose des Patienten

bei Endotoxindmien jeglicher Genese entscheidend zu verbessern.
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BEISPIEL 4 ( Abb6 )

Zur Priifung der Frage, welchen Ein_quB die Kombination von Transferrin

mit einem Immunglobulin auf die Letalitdt im Tierversuch hat, wurde
Wistar-Ratten eine definierte Zahl von Coli-Bakterien 9 X 10° CFU/ml
intraperitoneal verabreicht. Zur Erzeugung einer ausgepridgten Endotoxin-
‘#mie wurde 30 Minuten spiter ein bakterizides Antibiotikum [ IMIPENEM :

28 mg/kg Korpergewicht ] i.v. appliziert. Um eine moglichst radikale
Sanierung der bakteriellen Infektion zu erreichen,' wurde das Antibiotikum
in einer Dosierung von 14 mg/kg in 4-stiindigem Abstand iiber insgesamt

3 Tage weiter verabreicht.

Einer Gruppe( n = 18 ) der Tiere wurde 15 Minuten vor Bakteriengabe eisen-
reiches Transferrin. ( Trf.-Fe(B) ) in einer Dosierug von 250 mg/kg intrave-
nés verabreicht. Einerweitere Gruppe(n=18) erhielt Transferrin( Trf.-Fe(B)

in einer Dosierung von 150 lﬁg/'kg i.v. Eine andere Gruppe( n=15) erhielt
vor Gabe der Bakterien eine Immunglobulinpréparation mit einem IgM-Gehalt
von 12% IgM ( IgG/A/M ) in einer Dosierung von 250 mg/kg intravends.

15 Tiere erhielten eine Kombination von Transferrin (Trf.-Fe(B)) und der

mit 12% IgM-angereicherten polyvalenten IgG-Préparation (IgG/A/M) in einer
Dosierung von jeweils 150 mg/kg. Die Kontroligruppe erhielt vor Bak-
teriengabe nur Albumin i.v . in einer Dosierung von 250 mg/kg.

Wihrend sdmtliche Tiere der Albumingruppe und 80% der Tiere der Immunglo-
bulin-Gruppe (IgG/A/M) spétestens am 5. Tag nach Bakteriengabe verstorben
waren, iiberlebten 89% der Tiere in der Grupbe@ welche auschlieBlich 250 mg:dl
Transferrin (Trf.-Fe(B)) erhalten hatte. Im Gegensatz dazu verstarben T74%
der Tiere. die Transferrin ( Trf.-Fe(B) ) in einer bosierung von 150 mg.fkg
bekommen hatten. Von den Tieren. welche die Kombination von Transferrin

(Trf.-Fe(B)) und Immunglobulin(IgG/A/M) erhalten hatten. iiberlebten 94%.
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Anspriche:

1. Verwendung von Transferrin als Therapeutikum zur Bekdmpfung

der toxischen Wirkung des Endotoxins bei Endotoxindmien.

Verwendung nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dag das

w

Transferrin Eisen gebunden hat.

3. Verwendung nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. dag der
Eisengehalt des Transferrins mehr als 0.4 pg pro Gramm

Transferrin betrigt.

4. Verwendung nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. daf der
Eisengehalt des Transferrins mehr als 100 pg pro Gramm

Transferrin betriagt.

5. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dag das

Transferrin ein oder zwei Eisen gebunden hat.

6. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet. daB das

Transferrin mit Eisen gesittigt ist.
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7. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche, gekenn-
zeichnet durch den Zusatz von Transferrin zu Immunglobulin-

Losungen.

8. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche, gekenn-
zeichnet durch eine Kombination von Transferrin mit

: 'Immunglobulinen.

9. Verwendung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet. dag die

Immunglobulinlésungen IgG oder IgG und IgM sowie IgA enthalten.

10. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche, insbesondere

nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daf das Transferrin

in einer Plasmaproteinlésung angereichert ist.

11. Verwendung nach Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet, daB die

Plasmaproteinldsung eine Serumkonserve ist.

12. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche zur intra-
peritonealen Applikation bei und nach Operationen wegen

Peritonitis.



PCT/DE89/00773

i/8

WO 90/06768

“qqy

( 1z18sabnz ) ( Ip/N3 ) ujxojopug
00 009 00S oov 00€ 00¢ 0ot o
L ! | l ! 1 1 % 0
. - 0¢
W/V/961 + (g)ad-141 . ov
- 09
(a)ed-"441 _ 08
W/V /96|
- 001
&
W/V/9B) + (v)od-"3i1 | - 0Cl
0-"}iL
NINNGVY ]
ovi

( usssawab ) *NIXOLOAN3 ( IP/NT )

( esouibnise seuowopnasd )

LV LIAILMVNIXOLOAN3 3P ine NITNGOTONNNNI
PUn NIHH34SNVHL uoA sSNT14NIT



PCT/DE89/00773

2/8

WO 90/06768

~qqy

IP/N3 Ol UOA gNYDSI3QNUIX0J0pUT Ny }BUYD3Iaq«

6'88 8v. G'88 W/V/9B] + (d)ad-44L
€Ll L'LL L°Z W/V/9bBl + (V)od--411
S'v9 €'es G'L9 (g)o4-341
v'ol oLl L2 (V)ad-341
L'l Gl 8’1 0-"J1
LG 8¢ 1'g (NBI %2t) W/Vv/Dbi
€'l 6°0 8L Db s.
‘Bnioe ‘pnasd oo 3 snjioqe ‘g

+(Uis}old |p/Bw QQOL oi4d uixojopus _U\Dm:
._.<._._N<n_<xmmuzzmm=>_._.¥<z_ -NIXO1OdN3



PCT/DE89/00773

3/8

WO 90/06768

¢ -qqv

IP/N3 0O0L UOA gNYOSIaQNUIX0I0PUT N§ }OUYD8IaGs

S‘€LL L rAA4:Y] 1‘29¢€ W/V/9B| + (@)d-"111
SCLL 'Ll €66 W/V/9DB1 + (V)od-3aL
v'eer g‘vee L'9Z1 (G)od-"311
¥'sol 2‘s80l 6'68 (V)ad-"411
9'LL VL 8Ll 0-"H1
L L9 r'se 68V (NBI %2L) W/V/Db]
L9l v'6 €6l Db| sz
‘Bnioe ‘pnasg 10D 3 snjioqe ‘g

+(ulsjold |p/Bw QQI oid urxojopug IP/N3)
._.K._._N<n_<v_mmuzDmm__>_._.v_<2_|Z_XO._.ODzw




WO 90/06768

EinfluB der Inkubation von Endotoxin+

mit Transferrin und Immunglobulin auf

die Freisetzung von IL-1 und IL-6
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