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aktiven Wirkstoffes insbesondere zur Wundheilung oder
zur Behandlung cerebralvaskuldrer Insuffizienz verwen-
det das defribinierte Blut junger Rinder oder Kélber,
das einer enzymatischen Papainhydrolyse bei einem pH-
Wert von 6,5 bis 7,4 unterworfen wird. Die Reaktion
wird mit kaltem Wasser gestoppt, wonach eine Ultrafil-
tration bis 10.000 D durchgefiihrt wird. Dann wird das
Filtrat eingeengt,mit Alkohol versetzt, mindestens 24
Stunden gekiihlt stehengelassen und klarfiltriert. Die
erhaltenen Préparate haben erheblich verbesserte wund-
heilende und geriatrische Wirkungen.
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Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung eines therapeutisch aktiven, insbesondere zur
Wundheilung oder zur Behandlung in der Geriatrie verwendbaren Wirkstoffes bei welchem defibriniertes Blut von
warmbliitigen Sugetieren, insbesondere von jungen Rindern oder Kalbern, einer enzymatischen Hydrolyse mit
Papain unterworfen, filtriert, das Permeat eingeengt und mit Alkohol, vorzugsweise Athanol, behandelt wird.

Seit vielen Jahren sind zahlreiche Verfahren bekannt, um aus Blut bzw. Blutfraktionen oder aus
Organhomogenisaten von Siugetieren oder Menschen Préparate mit wundheilenden, zellatmungsaktiven bzw.
stoffwechsel- und wachstumf6rdernden Eigenschaften zu extrahieren. Vielfach war die genaue Zusammensetzung
dieser Priparate weitgehend ungeklirt, doch hatte sich die Wirkung derselben zur Behandlung schlecht heilender
Wunden, wie von Verbrennungen, Ulcus cruris u. dgl., oder zur Verbesserung der Cerebraldurchblutung als
glinstig erwiesen,

Ein gemeinsames Merkmal der Herstellungsverfahren dieser Préparate besteht meist darin, defibriniertes,
haufig auch hémolysiertes Blut von in der Regel jungen Schiachttieren, vor allem Kilbern, jungen Rindern oder
Pferden, auf iibliche Weise von Zellsubstanzen, Mineralstoffen und/oder EiweiB zu befreien und die Extrakte als
ganzes oder Fraktionen derselben einzuengen und als Wirkstoffpriparate zu formulieren. Die EnteiweiBung oder
Deproteinisierung erfolgt bei den bekannten Verfahren durch Erhitzen oder Zentrifugieren oder Filtrieren oder aber
durch Einwirkung von Sduren oder Alkoholen und anschlieBende Zentrifugation und/oder Filtration der
ausgefillten Proteine,

Eine Deproteinisierung durch Erhitzen und anschlieSende Filtration mit Hilfe eines Membrantrennverfahrens
wird in der EP-A 95 170 beschrieben, wobei als Membrantrennverfahren eine kontinuierliche mehrstufige
Ultrafiltration unter Verwendung von Membranen mit einer MolekularausschiuBgrenze von iiber etwa
8000 Dalton angewendet und die teilweise Abtrennung der anorganischen Salze durch Elektrodialyse mit
Membranen einer Durchléssigkeit bis zu etwa 300 Dalton durchgefiihrt wird.

Die EP-A 140 134 beschreibt ein dhnliches Verfahren zur Herstellung eines biologisch aktiven Extraktes aus
Organen von Sdugetieren und aus Zellkulturen, bei welchem das Ausgangsmaterial unter AufschluB der Zeilen
zerkleinert, rasch auf eine Temperatur von 70 bis 90° erhitzt, abgekiihlt, zentrifugiert, aus der erhaltenen Losung
durch Ultrafiltration die Substanzen mit einem Molekulargewicht von iiber 10 000 D entfernt und der
verbleibenden Losung durch Elektrodialyse die Salzionen entzogen werden. Als Beispiele fiir das
Ausgangsmaterial fiir dieses Verfahren werden Thymus, Milz, Leber und andere Organe, aber auch das Blut von
Séugetieren, erwshnt,

Aus der AT-PS 274 240 ist es bekannt, himolysierte Blutkérperchen vom Blut junger Saugetiere,
gegebenenfalls nach vollstindiger Trocknung oder teilweiser Einengung auf héheren Trockenmassegehalt, mittels
Ionenaustauscherverfahren, Absorptionschromatographie, Hochspannungselektrophorese, Hochspannungsdialyse,
Gelfiltration, Diinnschichtchromatographie oder Gegenstromverteilung in Fraktionen aufzutrennen, von denen
diejenige mit einem UV-Maximum bei 245 bis 246 my zur Isolierung des Wirkstoffs herangezogen wird. Die
wahlweise vor der Fraktionstrennung vorgenommene Einengung oder Trocknung kann beispielsweise durch
Ultrafiltration oder durch Spriihtrocknung erfolgen.

SchlieBlich ist es noch aus der EP-A 38 511 bekannt, daB es sich bei biologisch aktiven, zur Wundheilung
verwendbaren Substanzen, die aus Organen oder Kérperfliissigkeiten von Séugetieren gewonnen werden, um
Glykosphingolipide folgender Formel handett:

OH

/\)\/ CH2-—O-R

CH3- (CHZ) 13CH2

NH

\

CH3- (CH2) g-CH=CH-CH2—C=O

worin R ein Oligosaccharid ist, welches 5 Zuckergruppen hat. Hiebei wird diese aktive Komponente durch
Homogenisieren des Gewebes oder der Korperfliissigkeit des Sdugers mit einer wisserigen 0,2 %-igen
NaCl-Lsung, Zentrifugieren oder Filtrieren dieses Homogenisats, Ultrafiltration des erhaltenen Filtrats,
Einengen des Permeats, Binden des organischen Materials aus dem konzentrierten Permeat an Aktivkohle,
Desorption, Reinigung desselben (lurch mehrfaches Chromatographieren und Elution dieser organischen Stoffe
gewonnen,
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Parallel zu dieser Entwicklung gibt es eine Reihe von Verfahren, bei denen zur Herstellung des biologisch
aktiven Wirkstoffs das defibrinierte und gegebenenfalls hiimolysierte Blut vor jeder weiteren Behandlung
enzymatisch hydrolysiert, d. h. einer Verdauung mit einem proteolytischen Enzym unterworfen wird.
Proteinabbau-Produkte, die dann in die endgiiltigen Priiparate eingehen, scheinen die Wirksamkeit der erhaltenen
Produkte zu férdem und zu verbessemn.

Nach der US-PS 2 912 359 wird defibriniertes und héimolysiertes Blut mit proteolytischen Enzymen unter
Erwirmen vorverdaut, nach dem Abkiihlen zur Entsalzung dialysiert, angesiuert und der dabei erhaltene
Niederschlag, der mit Lauge neutral gestellt wird, als Wirkstoff gewonnen,

Nach der DE-PS 1 076 888 wird defibriniertes Blut junger Schlachttiere fermentativ abgebaut und/oder nach
einer fraktionierten Deproteinisierung mit aliphatischen Alkoholen oder S#uren zur Abtrennung der
héhermolekularen Bestandteile einer Dialyse mit Wasser bzw. Alkoholen unterworfen. Das Dialysat wird, wenn
nitig, von den organischen Losungsmitteln befreit und schonend eingeengt.

In der DE-OS 2 349 186 wird vorgeschlagen, das nach der obigen DE-PS 1 076 888 erhaltene Préiparat mit
einem physiologisch verwendbaren S#urcadditionssalz von Heptaminol-(6-Amino-2-methylheptan-2-ol) zu
versetzen, um die Wirkung des Préiparates zu potenzieren.

Es ist auch ein Verfahren der eingangs geschilderten Art bekannt (DE-OS 1 949 195) bei welchem die
enzymatische Verdauung bei einem pH-Wert von 5 bis 5,5 vorgenommen wird, worauf durch Erwérmung auf
etwa 80 °C und anschliefende Filtration eine teilweise Deproteinisierung erfolgt. Da hiebei keine vollige
EnteiweiBung zu erreichen ist, wird noch eine zweite EnteiweiBungsstufe verwendet, welche thermisch in
Anwesenheit von Papain gefiihrt wird. Dieses Verfahren ist kompliziert und langwierig und schwierig
durchzufiihren. Im Endprodukt besteht eine relativ hohe Triibungsneigung, wenn die Priparate in fliissiger Form
aufbewahrt werden, die Ausbeuten sind in Bezug auf das eingesetzte Blut nicht allzu giinstig und die Wirksamkeit
des Wirkstoffes selbst scheint nicht iberall in der gewiinschten Weise gegeben.

Die Erfindung hat sich zur Aufgabe gestellt, diese Nachteile der bekannten Verfahren zu vermeiden, die
Triibungsneigung zu beseitigen und die Ausbeute und die Wirksamkeit des Wirkstoffes bei verbesserter
Verfahrenstkonomie zu steigern. Erfindungsgemil wird hiezu vorgeschlagen, daB die Papainhydrolyse an
unhimolysiertem Blut mit aktiviertem Papain bei einem pH-Wert von 6,5 bis 7,4 vorgenommen wird, da
anschlieBend die Reaktion durch Abkiihlen gestoppt wird, daB zur Entproteinisierung und zur Entfernung des
Papains bis 10.000 D ultrafiltriert wird und daB sodann das im Wesentlichen proteinfreie Permeat auf 1/25 bis
1/35, bezogen auf das eingesetzte Blut, eingeengt, mit Alkohol versetzt mindestens 24 Stunden gekiihit
stehengelassen und schlieBlich klarfiltriert wird.

Im Gegensatz zum zuletzt beschriebenen bekannten Verfahren wird eine enzymatische Hydrolyse an nicht
himolysiertem Blut durchgefiihrt und keine Wirmebehandlung angewendet, solange noch EiweiB in der Lésung
ist. Vielmehr kommt es beim erfindungsgemiBen Verfahren zu einer Erwdrmung lediglich bei der Einengung und
gegebenenfalls noch bei einer Sterilisation des Endproduktes, wobei jedoch in beiden Fillen es zu keiner
Verinderung des Produktes kommt. Wihrend beim bekannten Verfahren durch nachgeschaltete Séulentrennung auf
anfwendige Weise eine weitere Befreiung von unerwiinschten Substanzen durchgefiihrt wird, ist dies beim
erfindungsgemiBen Verfahren nicht notwendig, was ein Grund fiir die unterschiedliche Wirksamkeit sein mag.
Wihrend beim bekannten Verfahren das Endprodukt ein Maximum der Molekulargewichtsverteilung im Bereich
von etwa 350 bis 400 hat, liegt beim erfindungsgeméBen Verfahren das Molekulargewichtsmaximum wesentlich
niedriger als 300. Die Molekulargewichtsverteilung des Endproduktes des erfindungsgeméfBen Verfahrens weicht
daher von jener bekannter Produkte wesentlich ab. Beim erfindungsgeméBen Verfahren wird als Ausgangsprodukt
im wesentlichen unhéimolysiertes Blut verwendet, welches also die roten Blutkorperchen noch unzerstort enthait.
Eine geringfiigige Himolyse, welche etwa beim Tieffrieren des Blutes eintritt, ist auf das erfindungsgemiBe
Verfahren ohne Belang und hat keinen EinfluB auf das Endprodukt, wie Untersuchungen bewiesen haben. Die
beim erfindungsgemiBen Verfahren mittels der Ultrafiltration durchgefiihrte EnteiweiBung, bei welcher auch das
Papain entfernt wird, da dessen Molekulargewicht groBer ist als 20.000, entfernt auch das Himoglobin
(Molekulargewicht groBer 50.000), so daB zum Zeitpunkt des Alkoholzusatzes kein EiweiB (Protein) mehr in der
Losung enthalten ist, da EiweiBmolekiile in der Regel ein Molekulargewicht von iiber 12.000 haben. Beim
erfindungsgeméBen Verfahrent dient daher die Alkoholf4llung zur Entfernung hoherer Peptide, die beim bekannten
Verfahren eine Triibung verursachen. Im Gegensatz hiezu bleibt beim erfindungsgem#Ben Verfahren das erhaltene
Produkt vollig tritbungsfrei. Vorteilhaft ist auch die vereinfachte Verfahrensfithrung, da ein Himolyseschritt
eingespart wird. Dies ist so zu verstehen, daB im Zuge der enzymatischen Hydrolyse mit Papain eine Hémolyse
erfolgt, so daB also die beiden Schritte der Hydrolyse und der Himolyse in einem erfolgen. Ein spiterer
Wasserzusatz zur Erleichterung der Ultrafiltration bzw. zur thermischen Abstoppung der Reaktion bewirkt keine
wesentliche Hiimolyse mehr.

Zudem wird ein Endprodukt erreicht, welches im Vergleich mit bekannten Priparaten eine gesteigerte
Wundheilungswirkung aufweist. AuBerdem wird eine vergleichsweise verbesserte Sauerstoffutilisation erreicht.
Insbesonde ‘¢ werden die cerebrale Durchblutung und die periphere arterielle Durchblutung im Vergleich zu
bekannten . ’riparate n gesteigert. Ferner liefert das erfindungsgeméBe Verfahren ‘iberraschend hohe Ausbeuten
bezagen aud’ die eing 2setzte Blutmenge und ist verfahrensechnisch ¢ uBerst wirtichaftlich.

Ein weiter er wesentlicher Vorteil des erfindungsgemiBen Verfahrens besteht darin, daB die Mdglichkeit
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besteht, die klarfiltrierte Mischung auf die gewiinschte Konzentration zu standardisieren, vorzugsweise durch
Verdiinnung mit destilliertem Wasser. '

Beim erfindungsgemiBen Verfahren wird defibriniertes Blut von Schlachttieren, insbesondere von Kilbern
oder jungen Rindemn (bis maximal 3 Jahre) als Ausgangsmaterial verwendet. Dieses Blut wird mit einer
aktivierten Papainlsung einer enzymatischen Hydrolyse unterworfen. Hiebei wird zur Vorbehandlung
handelsiibliches Papain in destilliertem Wasser suspendiert und durch Zentrifugieren von etwaigen Feststoffen
befreit. Handelstibliches Papain hat ein ungefihres Molekulargewicht von 25.000, es enthilt aber auch
niedermolekulare Substanzen mit einem Molekulargewicht bis unter 10.000. Um zu vermeiden, daB diese
niedermolekularen Stoffe aus dem Papain in das endgiiltige Wirkstoffkonzentrat gelangen, wird die wisserige
Suspension ultrafiltriert. Das Konzentrat wird dann mit Cysteinldsung versetzt, wodurch das Papain aktiviert und
als Inkubationsl6sung verwendet wird.

Das Blut, das gegebenenfalls in gefrorener Form aufbewahrt war und in diesem Fall vorher aufgetaut wird,
wird im Inkubationskessel auf 35 - 42 °C erwirmt, der pH-Wert mit 1 N HCI auf 6,5 - 7,4 eingestellt und mit
der Inkubationslésung vorzugsweise etwa 14 bis 18 h inkubiert. Das fertig inkubierte Blut wird mit frischem
aqua dest. ad inject. mit einer Temperatur von 0 - 10 °C kalt versetzt, wodurch die enzymatische Hydrolyse
unterbrochen und die Masse fiir die Ultrafiltration verdiinnt wird. Vor der Ultrafiltration wird zum Schutz des
Ultrafilters meist vorfiltriert, um Teilchen mit einer GriBe von > 50 Mm abzutrennen.

AnschlieBend erfolgt die Ultrafiltration, wihrend welcher in regelmiBigen Abstinden Proben zur Uberpriifung
der Filterdichtheit mittels Trichloressigsiurefillung gezogen werden. Die Ergebnisse miissen negativ sein. Durch
die Ultrafiltration wird praktisch das gesamte EiweiB aus der Losung entfernt. Dies konnte durch eine
Molekulargewichtsbestimmung mittels einer SDS-Gelelektrophorese bestitigt werden. ZweckmBig wird ab der
Ultrafiltration unter aseptischen Bedingungen weitergearbeitet.

Das erhaltene Permeat wird so rasch wie méglich im Vakuumverdampfer bei 60 - 80 °C auf 1/25 - 1/33 des
urspriinglichen Blutvolumens eingeengt. Dabei kommt es wieder zu Ausfillungen, die iiber ein Filter abfiltriert
werden. Doch wird durch diese starke Einengung die Wahrscheinlichkeit von Nachfillungen weitgehend
herabgesetzt. Das filtrierte Konzentrat wird nun mit einer etwa 2 1/2-fachen Volumsmenge vorgekiihlten
96 %-igen Athanols versetzt und in der Kilte, vorzugsweise bei Kiihlraumtemperatur (4 - 6 °C), stehen gelassen,
Anstelle von Athanol kann auch Methanol, Propanol oder Butanol verwendet werden. Nach einer Stehzeit von
mindestens 24 h, vorzugsweise etwa 48 h, wird klarfiltriert, was mit Hilfe eines Schwarzbandfilters erfolgen
kann. Der zur Fillung zugesetzte Alkohol wird dann im Rotavapor abdestilliert. Dabei kommt es meist nochmals
zu einer Ausfillung, die iiber Schwarzband- und Glasfaservorfilter klarfiltriert wird.

Durch die starke Einengung vor der Alkoholfdllung wird es moglich, nur mehr eine
Trockengewichtseinstellung auf etwa 200 mg/ml durch Verdiinnung mit der entsprechenden Menge destillierten
Wassers fiir Injektionszwecke durchzufiihren.

Das fertige Wirkstoffkonzentrat wird iiber ein Sterilfilter und nochmals durch ein Ultrafilter filtriert und
anschlieBend in sterile Flaschen abgefiillt. Im Allgemeinen ist die Sterilfiltration im Hinblick auf eine
Keimentfernung stets erforderlich, wenn der Alkohol abgezogen wird. Die Klarfiltration erfolgt zur Entfernung der
Ausféllungen.

Durch die Ultrafiltration vor der Alkoholféllung wird vermieden, daB unwirtschaftlich groBe Alkoholmengen
eingesetzt werden. Die Manipulation kleinerer Mengen ist stets einfacher und daher billiger.

Durch die Alkoholfillung werden aus der Lésung hhere Peptide abgetrennt, welche im Endprodukt durch
Agglomeratbildung Ausfillungen bzw. Triibungen verursachen kénnten. Es wird dabei ein Produkt erhalten, das
im fliissigen Zustand duBerst stabil ist und keinerlei Nachfiillungen im pharmazeutischen Endprodukt zeigt, auch
wenn dieses bei hoheren Temperaturen, z. B. etwa 120 °C, autoklaviert wird.

Die Einengung auf mindestens 1/25 - 1/33 des urspriinglichen Blutvolumens erfolgt, um das Produkt nach der
Alkoholfillung nicht mehr weiter einengen zu miissen. Es wird daher nach der Alkoholfallung nur mehr der
Alkohol abgedampft und die Masse auf das entsprechende Trockengewicht verdiinnt,

Obwohl eine Molekulargewichtsbestimmung mittels SDS-Gelelektrophorese fiir Molekiile mit einem
Molekulargewicht von mehr als 10.000 negativ ausfillt, ist es vorteilhaft, zum AbschluB noch eine zweite
Ultrafiltration durchzufiihren, um ein verlaBlich sauberes, steriles und vor allem pyrogenfreies Endprodukt zu
erhalten. Verluste hinsichtlich der Ausbeute treten hiebei nicht auf.

Es hat sich herausgestellt, daB es ohne Zwischenschaltung einer Alkoholféllung bei lingerer Lagerung des
Wirkstoffes oder der verdiinnten Ampullenlosung zu Triibungen und Ausféllungen durch Peptid-Agglomerationen
kommt, deren Bildung durch Schiitteln der Losung bei 50 °C oder durch Lagerung der Losung im Kiihlschrank
bei 5 °C auf wenige Tage verkiirzt werden kann. Wird die Ultrafiltration erst nach der Alkoholfillung
vorgenommen, so kann trotz der oben erwéhnten Aufkonzentrierung der positive Effekt auf die Haltbarkeit ohne
Triibung des Wirkstoffes nicht mehr festgestellt werden. Eine weitere Moglichkeit zur Feststellung der
Ausféllungstendenz besteht in der Autoklavierung des Fertigproduktes bei 121 °C. Hier kommt es ohne
Durchfiihrung der Alkoholfillung zur Triibung nach einigen Tagen bis Wochen.

Ein weiterer Vorteil des Verfahrens liegt darin, daB durch die entsprechende Vorbehandlung mit Papain und die
VorentweiBung mittels Ultrafiltration iiberraschenderweise ein Produkt erhalten wird, das im Vergleich zu den im
Handel befindlichen Préiparaten wesentlich hihere Ausbeuten an aktiver Substanz bei gleichen 3lutmengen ergibt.

4.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

AT 392003 B

Wie bereits erwihnt, weicht die Molekulargewichtsverteilung beim in erfindungsgeméfier Weise hergestellten
Produkt wesentlich von jener in bekannter Weise hergestellter Produkte ab. Dies wurde durch Vergleichsversuche
festgestellt, wobei als Vergleichsprodukte folgende Produkte verwendet wurden:

Vergleichsprodukt I: Ein im Handel erhiltliches eiwei- und pyrogenfreies Produkt, das aus dem Blut
schlachtreifer Kélber gewonnen wird.

Vergleichsprodukt II: Ein anderes im Handel befindliches Produkt, hergestellt im Wesentlichen gemé8 der
DE-PS 1,076.888.

Vergleichsprodukt ITT: Produkt hergestellt nach dem Verfahren nach der DE-OS 1 949 195,

Methode:

Saule: TSK 2000 SW, 0,75 x 60 cm

Vorsiule: Merck Hibar 100 Diol, 0,4 x 25 cm
Probenvolumen: 20 pt

Pumpe: LKB 2150 HPLC-Pumpe mit Rheodyne Injektor
FluB: 0,5 ml/min

Photometer; LKB 2138 Uvicord S, 280 nm

Schreiber: Servogor S, 30 cm/h

Molekulargewichtsstandard:

Substanz Molekulargewicht Retentionszeit (min)
Tyrosin 181,19 49,6

Insulin Chain a 2.660 41,8
Ovalbumin 45.000 33,5

Die Ergebnisse sind in Fig. 1 im Vergleich zu den MeBergebnissen des erfindungsgeméfen Produktes (IV)
dargestellt. Die Diagramme zeigen hiebei die volle Absorption AFS (absorption full scale) in Abhéngigkeit von
der Retentionszeit RT.

Die Vergleichsprodukte I und II zeigen jeweils nur ein einziges Hauptmaximum bei einer Retentionszeit von
47,8 bzw. 48,2 min. Dies entspricht einem ungefdhren Molekulargewicht von 350 - 400. Das Vergleichsprodukt
1 weist je eine Schulter bei einer Retentionszeit von 49,3 min und 56,1 min (entspricht ~ MG 200 bzw.
MG < 100) auf, das Vergleichsprodukt II hingegen nur eine Schulter bei RT 56,2 (¢ MG < 100). Die gesamten
beim Versuch detektierbaren Substanzen zeigen sich in einem Bereich von MG < 100 bis MG ~ 2.500. Das
Vergleichsprodukt III zeigt hingegen zwei Hauptmaxima, eines bei RT = 48,4 min (MG ~ 300), das zweite bei
RT = 52,4 min (MG < 150), und weiters im niederen MG-Bereich (< 100) drei Schultern.

Das erfindungsgemiiBe Priparat (IV) unterscheidet sich wesentlich von den bisher genannten Substanzen. Es
weist drei deutliche Maxima auf, wobei das erste Maximum in einem niedrigeren Molekulargewichtsbereich als
bei den vorher genannten Priparaten liegt, nimlich ungefihr bei MG 200. Dies wird wahrscheinlich durch die
zusitzliche Athanolfillung erreicht. Die beiden anderen Maxima befinden sich bei MG < 150 bzw. MG < 100.
AuBerdem zeigt das erfindungsgem:Be Priparat im niedermolekularen Bereich keine Schultern, hingegen zwei im
héhermolekularen Bereich bei MG 500 bzw. MG 300.

Die in den Kurven fiir die Vergleichspriiparate I und II links der Maxima anfscheinenden Nebenmaxima sind
durch die Konservierungsmittel bedingt und gehdren somit nicht zum jeweiligen Préparat.

Die genauen MeBergebnisse sind in der folgenden Tabelle 1 zusammengefaBit:

Tabelle 1:
1. Maxima

Retentionszeit ungefihres Molekulargewicht

(min)

Vergleichspriiparat I 478 350 - 400
Vergleichspriiparat IT 482 350
Vergleichspréparat I 48,4 524 300 150
erfindungsgeméiBes Priparat IV 49,6 52,0 56,2 200 150 100
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Tabelle 1 - Fortsetzung:

2. Schulter
Retentionszeit ungefihres Molekulargewicht
(min)
Vergleichspréiparat I 493 56,1 100 - 200
Vergleichspréiparat IT 56,2 100
Vergleichspriparat ITT 50,6 549 564 5838 150 - < 100
erfindungsgeméBes Préparat IV 46,9 48,1 300 - 500
Molekulargewichtsbereich der n beim Versuch detektierbaren nzen
Retentionszeit ungefihres Molekulargewicht
(min)
Vergleichspréparat I 43,0 - 58,5 2500 - < 100
Vergleichspréparat IT 404 - 59,2 2700 - < 100
Vergleichspriiparat IIT 39.8-672 3000 - < 100
erfindungsgemifes Préparat IV 39,5-63,5 3000 - < 100

Das erfindungsgemi8 hergestellte Produkt wurde ferner in verschiedenen Tests und Untersuchungsreihen auf
seine Wirksamkeit in therapeutischer Hinsicht gepriift. Die genauen Versuchsbedingungen werden spiter
angegeben.

Bei der Untersuchung der Wirkung des Praparats auf die Inkorporation von 3H-Thymidin in DNA von
menschlichen Fibroblasten und Leberzellen zeigte sich, daB das Priparat im Verhiiltnis zu bekannten Produkten
eine wesentlich stirkere (5 bis 10-fache) Wirkung auf das Wachstum sowohl von Fibroblasten als auch von
Leberzellen hat. Hiefiir wurde die regenerierende Wirkung des erfindungsgemii hergestellten Praparates auf
menschliche Vorhaut-Fibroblasten untersucht, die durch Entzug von fétalem Kilberserum geschédigt waren. Als
Ergebnis zeigte sich, daB das erfindungsgeméBe Préparat unter Steigerung der DNA-Synthese eindeutig
regenerierend auf geschidigte menschliche Fibroblastenzellen wirkt und daB dabei die Konzentrationsbereiche
ebenso wie der Hemmbereich dhnlich wie bei bekannten Produkten sind. Fiir diese Untersuchungen wurden
menschliche Vorhaut-Fibroblasten in der 8. bis 10. Passage mit variablen Mengen an dem erfindungsgemifen

Produkt bzw. dem bekannten Vergleichspréparat I versetzt und der 3H—Thymidin-Einbau in DNA gemessen. Um
die Zellen zu stressen, wurden sie nach Ausplotten zuniichst auf 1/2 bis 2/3 Konfluenz anwachsen gelassen und
dann in kiinstlichem Medium ohne Zusatz von fotalem Kilberserum, einem essentiellen Mediumbestandteil, fiir
6 bis 9 Stunden inkubiert. Dann wurde das Medium gewechselt gegen ein solches, welches nur geringe Mengen

fotales Kilberserum enthielt sowie steigende Mengen an erfindungsgeméBem Priéparat sowie “H markiertes
Thymidin bzw. an dem Vergleichspriiparat I.

Dieser Ansatz wurde 12 bis 24 Stunden inkubiert und die Radioaktivitit in der DNA-Fraktion nach
entsprechendem Aufarbeiten der Zellen bestimmt.

Fig. 2 der beiliegenden Zeichnung zeigt die Ergebnisse in Diagrammform, wobei mit vollen Linien die
MeBkurve fiir ein erfindungsgemiBes Produkt dargestellt ist, mit strichlierten Linien jene fiir das bekannte
Vergleichspréiparat I. Auf der Abszisse ist hiebei die Préparatzugabe in Mikroliter angegeben, auf der Ordinate die
radioaktive Zihlungsmenge.

Bei der Bestimmung der regenerierenden Wirkung auf menschliche Hepatoma-Zellen, die ebenfalls durch
Entzug von fotalem Kiilberserum geschidigt worden waren, zeigte sich ebenfalls eine ausgesprochen giinstige
Wirkung unter Steigerung der DNA-Synthese. Die Untersuchungsmethodik entsprach jener bei der zuvor
beschriebenen Fibroblastenuntersuchung, jedoch wurde die Steigerung lediglich gegeniiber unbehandelten
Kontrollen gemessen. Fig. 3 zeigt die MeSergebnisse fiir das erfindungsgeméBe Priiparat.

Die Untersuchung der Steigerung der Zellatmung von Leberzellen, welche nach der Homogenisation eine
relativ geringe bzw. relativ hohe Eigenatmung aufweisen, zeigte, daB das neue Priparat eine stirkere Aktivierung
hervorzurufen vermag als das bekannte Vergleichspréiparat. Im Bereich maximaler Atmungssteigerung wirken
beide Préparate in vergleichbarem Ausma8. Die Messung erfolgte hiebei mittels der bekannten Warburgmethode
(beschrieben in der GB-PS 824 375). In der folgenden Tabelle sind die MeBergebnisse fiir drei Ansitze von
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verschiedenen Leberhomogenaten angegeben, wobei ein Vergleich sowohl mit dem bekannten Vergleichspréiparat
1 durchgefiihrt wurde, als auch gegeniiber Messungen ohne Priparatezugabe.

Tabelle 2:
ul Oy-Verbrauch des Leberhomogenates Steigerung des O,-Verbrauches fiir:
ohne Préparatezugabe: erfindungsgeméBes Préiparat: bekanntes Préparat I:
14 410 230
22 620 700
63 370 60

Rinderblutextrakte enthalten Faktoren, die die Zellaktivitit erhhen (z. B. Teilungsaktivitit geschadigter
Fibroblasten oder Zunahme des zelluliren, mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs). Diese zellaktivierenden Effekte
konnen z. B. im Rahmen der Wundheilung als erwiinscht angesehen werden. Unerwiinscht hingegen wiire die
Aktivierung von neoplastischen Zellen. Untersuchungen zeigten, daB im Gegensatz zum bekannten
Vergleichspraparat I das erfindungsgemife Priiparat den Sauerstoffverbrauch von Tumorzellen (Miuse-
Aszitestumorzellen) nicht aktiviert. Dies wurde im folgenden Experiment iiberpriift, bei welchem die
Sauerstoffaktivitidt von Mause-Aszitestumorzellen nach Zugabe des erfindungsgemiBen Préparates bzw. des
Vergleichspriparates I untersucht wurde:

Messung des Sauerstoffverbrauchs: mittels "Clark"-Elektrode Suspensionspuffer: Na;HPO4 0.04 Mol/l,

NaCl 0,08 Mol/1, MgCl, 0 005 Mol/l, pH 7.4 (3 ml pro Kammer) Aszitestumorzellen: nach HORNYKIEWICS

und SATKE-EICHLER (Arzneimittelforschung 6, 1956) 0,1 bzw. 0,05 ml pro Kammer;

erfindungsgemiBes Préparat: Injektionslésung, 40 mg Trockengewicht/ml (0,2 ml/Kammer)

Vergleichspréparat I: Ampullen, Handelspréiparat (0,2 ml/Kammer)

In Fig. 4 sind die Ergebnisse fiir das erfindungsgemiifie Priiparat (IV) sowie fiir das Vergleichspriparat (I)
graphisch dargestellt. Fiir das erfindungsgemiBe Priparat IV wurde hiebei ein Mittelwert aus sechs
Bestimmungen ermittelt, fiir das Vergleichspriiparat I ein Mittelwert aus vier Bestimmungen. Es zeigt sich, daB
im Gegensatz zum Vergleichspriparat I das erfindungsgemiBe Priparat (IV) die Sauerstoffaktivitit (zellulire
Atmung) von Mduse-Aszitestumorzellen nicht nur nicht steigert, sondern sogar eine Verringerung der
Sauerstoffaktivitit bewirkt.

Besonders iiberraschend ist, daB sich beim Einsatz der erfindungsgemiB hergestellten Préparate in der Geriatrie
an Patienten mit cerebralvaskulérer Insuffizienz bei einer Behandlung iiber vier Wochen eine deutliche Besserung
bei der Flimmerfrequenzanalyse zeigt, weiters bei einem durch einen Bewertungsscore ermittelten psychischen
Gesamteindruck und beim geriatrischen Bewertungsschema nach Gottfries und Gotifries. Es eignet sich das neue
Priparat also auch ausgezeichnet zur symptomatischen Behandlung von psychopathologischen
Begleiterscheinungen der cerebralvaskuléren Insuffizienz.

Weiters wurden Untersuchungen nach der WARBURG-Methode vorgenommen, um zu erfahren, inwieweit das
erfindungsgemiB hergestellie Préparat tatséchlich eine Steigerung des O,-Stoffwechsels hervorruft. Es wurde

dabei das erfindungsgemiB hergestellte Préparat mit zwei handelsiiblichen Produkten (Vergleichspréiparate I und II)
verglichen. Bei allen drei Priparaten trat eine ausgeprigte Atmungssteigerung im Rattenleberhomogenisat auf,
wobei in Abhéngigkeit von der Menge und/oder dem Zustand der aktiven Zellbestandteile die Ergebnisse beim
einen bekannten Préparat und dem erfindungsgemiB hergestellten Priparat dhnlich bis fiir das erfindungsgemis
hergestellte Préparat deutlich besser, beim anderen bekannten Priiparat jedoch um bis zu 20 % herabgesetzt waren.

Es zeigte sich, daBl beim nach dem erfindungsgemiBen Verfahren hergestellten Priparat im Vergleich zum
erstgenannten bekannten Préparat die 4-fache und im Vergleich zum zweitgenannten bekannten Priéiparat die
1,4-fache Ausbeute an Wirkstoff bei gleicher Menge eingesetzten Blutes erhalten werden konnte.

SchlieBlich wurde eine Messung des cerebralen Blutflusses bzw. der peripheren arteriellen Durchblutung (an
der Oberschenkelarterie) bei Pavianen, die einem kiinstlichen Sauerstoffmangel ausgesetzt wurden, durchgefiihrt,
Eine solche Messung stellt ein anerkanntes Modell zur Evaluierung von Medikamenten dar, welche die
Gehirndurchblutung bzw. die arterielle Durchblutung (besonders in den Beinen), beeinflussen (Meyer J.S.,
Ishikawa S., Lee T.K., J. Neurosurg. 21, 524 (1964)).

Bei einer vergleichenden Untersuchung zeigt sich, daB das erfindungsgem#Be Priparat (IV) (4 ml/kg
Korpergewicht intravends als Injektionslosung) gegeniiber dem bekannten Vergleichspriparat I (4 ml/kg
Korpergewicht intravends als Injektionsltsung) sowohl die cerebrale als auch die periphere Durchblutung beim
Pavian deutlich stéirker fordert. Die MeBergebnisse sind fiir die cerebrale Durchblutung in Fig. 5 dargestellt, fiir
die periphere arterielle Durchblutung in Fig. 6.

Andere Herz-Kreislauf-Parameter (Blutdruck, Herzfrequenz, GefiBwiderstand) dnderten sich nicht oder nur
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geringfiigig, sodaf das erfindungsgem4B hergestellte Priparat eine spezifische pharmakologische Wirkung auf die
erwéhnten Durchblutungsbereiche ausiibt.

Das erfindungsgemiB hergestellte Konzentrat kann zur Verwendung in der Therapie nach an sich bekannten
Methoden zu Injektionsitsungen, Tabletten, Dragees, Wundsalben oder -gelen verarbeitet werden.
ErfindungsgemigBe therapeutische Priparate, die insbesondere Wundheilmittel oder geriatrische Priéparate sein
konnen, enthalten ein Konzentrat, gegebenenfalls nach dessen Trocknung, das nach dem zuvor beschricbenen
Verfahren hergestellt wurde,

Im folgenden werden genauere Herstellungsangaben und die Beschreibung der Untersuchungsverfahren und
ihrer Ergebnisse fiir das erfindungsgem#B hergestellte Préiparat angegeben.

Papainvorbehandlung und -aktivierung: Eine Vorbehandlung des Papains ist zweckmaBig, um unlosliche
Substanzen abzutrennen und um zu vermeiden, daB niedermolekulare Substanzen (MG < 10.000) aus dem Papain
in das Wirkstoffkonzentrat gelangen.

200 g Papayotin (Fa. Extrakt-Chemie/Aktivitit: 80 E/mg) werden in 1 1a. d. suspendiert und anschlieBend
zentrifugiert (Zentrifuge: Sorvall RC-3, Rotor: HG-4L 3.000 rpm. 20 min).

Vorfiltration fiir Ultrafiltration (die Losung soll frei von Teilchen > 10 um sein) iiber; Schwarzbandfilter oder
Rundfilter 595, Glasfaservorfilter (Fa. Sartorius), 8 um Membranfilter (Fa. Sartorius)

Ultrafiltration: Gerét Pellicon Kassettensystem Fa. Millipore NMGG: 10.000

Probevolumen nach Zentrifugation und Vorfiltration = 0,77 1

Konzentratvolumen: 0,38 1

DurchfluBrate: 60 ml/min

Das Konzentrat wird mit Cysteinlosung (3 g Cystein in 0,62 1 a. d.) auf 1 1 verdiinnt = aktivierte
Papainltsung (= Inkubationslosung)

Zur erfindungsgeméBen Herstellung der neuen Wirkstoffe wird nun folgendermaBen vorgegangen:

Rohstoffe:

100 1 durch Riihren defibriniertes Blut von Kélbern oder jungen Rindern (bis max. 3 Jahre alf)
11 aktivierte Papainltsung

HCI1IN

Athanol 96 %

aqua dest. ad. injectionem

Inkubation: Das aufgetaute Blut wird im Inkubationskessel auf 37 °C erwirmt, der pH-Wert mit 1 N HCI auf
7,0 eingestellt. AnschlieBend wird die Inkubationslosung zugegeben und man 148t 14 bis 18 h inkubieren. Das
fertig inkubierte Blut wird mit frischem a. d. 1:1 verdiinnt und fiir die anschlieBende Ultrafiltration vorfiltriert,

Vorfiltration: TeilchengroBe < 50 um; Geriit: Seitz Plattenfilteranlage fiir 7 Filterschichten Seitz Supra 300.

Ultrafiltration: Gerét: Millipore Ultrafilter, Filterfléiche: 4,6 m2, NMGG: 10.000 Ausgangsvolumen: ~ 200 1
Durchflufrate: ~ 0,7 /min.

Das Konzentrat wird bei ~ 60 1 mit 30 1 a. d. verdiinnt und man filtriert nochmals bis auf ~ 20 - 25 1
Retentat. Gesamtfiltrationsvolumen: 205 - 210 1. Nach 30, 100 und 200 1 Permeat werden jeweils Proben zur
Uberpriifung der Filterdichtheit mittels TCA-Fillung (muB negativ sein!) gezogen.

Einengung im Verdampfer: Das Ultrafiltrat wird so rasch als moglich im Verdampfer bei 60 - 80 °C auf

1 1
3-4 1 Endvolumen unter Vakuum aufkonzentriert (Aufkonzentrierung auf — - —— des urspriinglichen
25 33
Blutvolumens). Dabei kommt es zu starken Ausfillungen, die iiber ein Schwarzbandfilter abfiltriert werden. Man
konzentriert so hoch, um die Wahrscheinlichkeit von Nachfallungen zu verringern.

Athanolfillung: Das filtrierte Konzentrat wird nun in die 2,5-fache Menge (10 1) vorgekiihlten Athanol
96 Vol.-% eingeriihrt und in der Kilte (Kithlraumtemperatur: 4 - 6 °C) stehenlassen. Nach einer Stehzeit von
48 Stunden wird Kiarfiltriert. ;

Verwendete Filter: Schwarzbandfilter, Glasfaservorfilter (Fa. Sartorius). Der zur Fallung zugesetzte Athanol
wird im Rotavapor abdestilliert. Dabei kommt es meist nochmals zu einer Ausfillung. In diesem Falle wird die
Klarfiltration iiber Schwarzband- und Glasfaservorfilter wiederholt. Durch die starke Einengung vor der
Athanolfillung ist nun nur mehr eine Trockengewichtseinstellung auf 200 mg/m1 durch Verdiinnung mit der
entsprechenden Menge frischen Wasser fiir Injektionszwecke notwendig.

Das fertige Wirkstoffkonzentrat wird iiber ein Sterilfilter (0,2 um Membranfilter, Fa. Sartorius) und
nochmals durch ein Ultrafilter (NMGG: 10.000) filtriert und anschlieBend in sterile Flaschen abgefiillt. Dieses
Wirkstoffkonzentrat ist Ausgangsbasis fiir die Herstellung von Ampullen, Infusionslosungen, Tabletten,
Dragees, Kapseln, Salben, Gels usw. Bevorzugte galenische Formen sind Pulver oder Granulate, die in Hart- oder
Weichgelatinekapseln abgefiillt sind.
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Beispiel 1:

10 1 Rinderblut werden am Schlachthof durch Riihren defibriniert. Die Fibrinflocken werden durch ein Sieb
abfiltriert. Das Blut wird in kleinen Portionen (4 - 5 1) eingefroren und erst kurz vor der Verarbeitung wieder
aufgetaut. Zur Inkubation wird der pH-Wert mit HCI auf 7,0 eingestellt, mit 20 g vorbehandeltem aktiviertem
Papain versetzt und 15 Stunden bei 37 °C unter Riihren stehengelassen. Die Vorbehandlung des Papains dient der
Reinigung von handelsiiblichem Papain (z. B. Papayotin, Fa. Extrakt-Chemie, 80.000 E/g). 20 g
handelsiibliches Papain werden in 200 ml a. d. suspendiert und anschlieBend wird zentrifugiert. Der Uberstand
wird fiir die anschlieBende Ultrafiltration vorfiltriert. Die Lésung soll frei von Teilchen > 10 pm sein. Bei der
Ultrafiltration wird bis auf 50 ml Konzentrat filtriert und anschlieBend zur Aktivierung des Papains mit
Cysteinlésung (300 mg Cystein in 150 ml a. d.) verdiinnt auf insgesamt 200 ml. Das Ultrafiltrat wird verworfen.
Das inkubierte Blut wird in 10 1 vorgekiihltes destilliertes Wasser geriihrt. Das verdiinnte Blut wird fiir die
Ultrafiltration iiber eine Plattenfilteranlage fiir 7 Filterschichten vorfiltriert und anschlieBend durch ein Ultrafilter
mit einer Molekulargewichtsgrenze von 10.000 Dalton filtriert und sofort auf 360 ml eingeengt. Die durch das
Aufkonzentrieren ausgefallenen Substanzen werden durch Filtration iiber ein Schwarzbandfilter abgetrennt. Das
eiweiBfreie Filtrat wird in 900 ml vorgekiihltem Athanol 96 % eingerithrt und im Kiihlschrank bei 7 °C
stehengelassen. Die Uberpriifung auf EiweiBfreiheit erfolgt im Schnelltest mit Trichloressigsdure. Nach
mindestens 48 Stunden Stehzeit werden die Ausfallungen abfiltriert und der Alkohol im Rotavapor abgezogen.
Das so erhaltene Produkt wird mit sterilem, pyrogenfreiem Wasser auf einen Trockensubstanzgehalt von
200 mg/m verdiinnt und aseptisch in sterile Flaschen abgefiillt.

Analysendaten:

pH-Wert 6,1
Dichte (g/mI) 1,0760
Chlorid* 2,56
Natrium* 1,94
Kalium* 0,16
Ausbeute* 10,9
Osmolalitit (mosm/kg) 3.110
Aktivitit (Warburg)** +321%

SDS-Elektrophorese: frei von Substanzen mit MG > 10.000

* gaus 1kgBlut
** Differenz gegen Referenzstandard

Beispiel 2
50 1 Kalberblut werden am Schlachthof durch Riihren defibriniert. Die Fibrinflocken werden durch ein Sieb
abfiltriert. Das Blut wird sofort wie in Beispiel 1 aufgearbeitet.

Analysendaten:

pH-Wert 6,0
Dichte (g/ml) 1,0840
Chlorid* 2,28
Natrium* 1,60
Kalium* 0,14
Ausbeute* 8,3
Osmolalitit (mosm/kg) 3.725
Aktivitit (Warburg)** 358 %

SDS Elektrophorese: frei von Substanzen mit MG > 10.000

* gaus1kg Blut
** Differenz gegen Referenzstandard

Beigpiel 3:

101 Rinderblut werden am Schlachthof durch Riihren defibriniert. Die Fibrinflocken werden durch ein Sieb
abfiltriert. AnschlieBend wird mit HCI der pH-Wert auf 7,1 eingestellt, mit 20 g gem#B Beispiel 1
vorbehandeltem aktivierten Papain 14 Stunden bei 37 °C inkubiert und das inkubierte Blut mit dest. Wasser 1:1
verdiinnt. Zur Abtrennung aller Teilchen > 10 pum wird durch ein Plattenfilter vorfiltriert und anschliefend erfolgt
eine Ultrafiltration bei einer Abscheidegrenze von 10.000 Dalton. Das eiweiBfreie Ultrafiltrat (iiberpriift mittels
Fillung mit Trichloressigsiure) wird im Rotationsverdampfer auf ca. 350 ml eingeengt, mit 900 ml Athanol
versetzt und 48 Stunden im Kiihlschrank gelagert. Die ausgefallenen Substanzen werden durch Filtration

.9.
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abgetrennt und der Alkohol wird im Vakuumverdampfer abdestilliert. Dieses Konzentrat wird auf 400 ml verdiinnt
sterilfiltriert und aseptisch in Ampullen abgefiillt.

Analysendaten:

pH-Wert 6,1
Dichte (g/ml) 1,0912
Chlorid* 1,68
Natrium* 1,19
Kalium* 0,11
Ausbeute 6,0
Osmolalitit (mosm/kg) 3.635
Aktivitit (Warburg)** 28,3 %

SDS-Elektrophorese: frei von Substanzen mit MG > 10.000

* gaus1kgBlut
** Differenz gegen Referenzstandard

Beispiel 4:

10 1 defibriniertes frisches Rinderblut wird mit HCI auf pH 6,5 eingestellt, mit 20 g gem#B Beispiel 1
vorbehandeltem aktivierten Papain bei Raumtemperatur 18 Stunden inkubiert und anschlieBend unverdiinnt
ultrafiliriert. Das eiweiBfreie Ultrafiltrat wird im Vakuumverdampfer auf 300 ml aufkonzentriert, mit 0,75 1
Athanol versetzt und anschlieBend 24 Stunden im Kiihlschrank gelagert. Der Niederschlag wird durch
Zentrifugation oder Filtration abgetrennt und der Alkohol im Rotavapor abgedampft. Das Konzentrat wird mit
sterilem, pyrogenfreiem Wasser auf 200 mg Trockensubstanz/ml eingestellt und in sterile Flaschen abgefiillt.

Beispiel 5:

Das gemaf Beispiel 1 bis 4 hergestellte Konzentrat wird mit Aqua ad inject. auf 40 mg/ml verdiinnt, der
PH-Wert nochmals iiberpriift bzw. auf 6,9 eingestellt und nochmals zur Entpyrogenisierung mit einem Ultrafilter
mit einer Abscheidegrenze bei MG 10.000 filtriert. Diese Injektionsldsung wird unter aseptischen Bedingungen
in 2 ml, 5 ml bzw. 10 ml Ampullen abgefiillt.

Beispiel 6:
Deas laut Beispiel 1 bis 4 hergestellte Konzentrat wird mit Aqua ad inject. auf einen Trockenstoffgehalt von
50 - 70 mg/ml eingestellt und lyophilisiert. Tabletten werden hergestellt indem

500,0 g lyophilisiert. Konzentrat
1.987,5 g Methylcellulose
12,5 g Mg-Stearat

vermischt und zu 250 mg Tabletten verpreBt werden. Da das lyophilisierte Konzentrat extrem hygroskopisch ist,
muB die Tablettierung unter trockener Raumluft (< 20 % relative Feuchte) erfolgen. Die Kerne werden mit einem
speichelresistenten, weifien Film iiberzogen, indem fiir 750 g Kerne 300 g Spriihlosung bestehend aus:

12,0 g Eudragit E 100
1.5 g Polyithylenglykol 6.000
91,8 g Opaspray white, K 1-7000 (50 % Feststoffanteil, Fa. Colorcon)
97,5 g Isopropanol
97.5 g Methylenchlorid

aufgespriiht werden.

Beispiel 7:

1,25 1 des laut 1 bis 4 hergestellien Konzentrats werden auf 1 kg Granulat bestehend aus 98 %
Methylcellulose und 2 % Gelatine, sehr langsam aufgespriiht. Das so erhaltene Granulat wird bei 60 °C in einem
Trockenschrank mit Umluft fiir mindestens 18 Stunden nachgetrocknet. Nach Erreichen einer Restfeuchte von
max. 0,5 % wird das Granulat mit 0,5 % Mg-Stearat vermischt und zu 250 mg Tabletten verpreft.

Die Tabletten werden analog Bsp. 6 iiberzogen.

-10-
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Beispiel 8:

Fiir die Herstellung eines Wundgels mit einem Trockenstoffgehalt des nach 1 bis 4 hergestellten
Wirkstoffkonzentrats von 8 mg/g Gel werden

75,0 g Methylcellulose 4.000 cps
210,0 g Propylenglykol
90,0 g Polyéthylenglykol
120,0 ml Wirkstoffkonzentrat
4,5 g p-OH Benzoes#uremethylester
0.9 g p-OH Benzoesiurepropylester
2.496,6 g Aqua dest.

RS et ol ol e

derart zu einem Gel verarbeitet, daBl von 1., 2. und 3. eine Dispersion hergestellt wird und diese in 1.800 ml
heife wasserige Phase (worin 5. und 6. geldst sind) eingearbeitet wird. Mit dem restlichen H,O wird das

Wirkstoffkonzentrat verdiinnt, sterilfiltriert und dem Gel bei 50 °C Abkiihltemperatur hinzugeriihrt.

PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung eines therapeutisch aktiven, insbesondere zur Wundheilung oder zur Behandlung in
der Geriatrie verwendbaren Wirkstoffes, bei welchem defibriniertes Blut von warmbliitigen Siugetieren,
insbesondere von jungen Rindem oder Kilbern, einer enzymatischen Hydrolyse mit Papain unterworfen, filtriert,
das Permeat eingeengt und mit Alkohol, vorzugsweise Athanol, behandelt wird, dadurch gekennzeichnet,
daB die Papainhydrolyse an unhdmolysiertem Blut mit aktiviertem Papain bei einem pH-Wert von 6,5 bis 7.4
vorgenommen wird, dafl anschlieBend die Reaktion durch Abkiihlen gestoppt wird, daB zur Entproteinisierung und
zur Entfernung des Papains bis 10.000 D ultrafiltriert wird und daB sodann das im Wesentlichen proteinfreie
Permeat auf 1/25 bis 1/35, bezogen auf das eingesetzte Blut, eingeengt, mit Alkohol versetzt mindestens
24 Swunden gekiihlt stehengelassen und schlieBlich klarfiltriert wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal die klarfiltrierte Mischung auf eine
vorbestimmte Konzentration, z. B. 200 mg/1, mit destilliertem Wasser verdiinnt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB aus der klarfiltrierten Mischung der
Alkohol entfernt wird, vorzugsweise durch Abdampfung,.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Abstoppung der Reaktion
durch Verdiinnung mit kaltem destillierten Wasser vorgenommen wird, vorzugsweise mit einer Temperatur von
0 bis 5 °C.

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daff die Verdiinnung im AusmaB von etwa 1:1
vorgenommen wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daf vor der Ultrafiltration eine
Vorfiltration zur Abscheidung von Teilchen mit einer Gré8e von mehr als 50 um vorgenommen wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da8 die Einengung des Permeates
in einem Vakuumverdampfer bei einer Temperatur von 60 bis 80 °C durchgefiihrt wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da vor dem Alkoholzusatz
nochmals eine Filtration erfolgt.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB der Alkoholzusatz im Ausmal
von etwa 65 bis 80 Vol.-%, vorzugsweise etwa 70 Vol.-% der entstehenden Mischung erfolgt.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dal die Mischung bei einer
Temperatur von 4 bis 6 °C stehengelassen wird.
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11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB fiir die Papainhydrolyse das
Papain durch Ultrafiltration von Substanzen mit einem Molekulargewicht von weniger als 10.000 befreit und mit
Cystein aktiviert wird.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Papainhydrolyse bei
einem pH-Wert von etwa 7 und einer Temperatur von etwa 37 °C wihrend 14 bis 18 Stunden erfolgt.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Stehzeit nach der
Alkoholfallung 24 bis 55 Stunden, vorzugsweise etwa 48 Stunden betragt.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB die klarfiltrierte Mischung
nach Verdiinnung nochmals sterilfiltriert und bzw. oder ultrafiltriert wird.

15. Therapeutisches Préparat, insbesondere Wundheilmittel oder geriatrische Préiparate, enthaltend ein nach einem
der Anspriiche 1 bis 14 hergestelltes Konzentrat.

Hiezu 2 Blatt Zeichnungen

-12-

&y



OSTERREICHISCHES PATENTAMT Patentschrift Nr. AT 392 003 B

Ausgegeben 10. 01.1991 Int. C15: A61K 35/14
Blatt 1
3 z
2 EX
=l o 2
_\) —
N
H —_
g' § I3 gbB
s S
[3)]
. N - ~
@ © o 181,19 @ B s N
5 5 — 3
2660 S 2660
5 18 5
‘ 45000 45000
w w |
O1 (]
nN nN
O o
=) =)
5 >
& Y
© 005" ol. ° 005 o)
© =
z = g =
3 5
3
AA\D o -
% [Ta}
8 & o 8=
o
8 0
@ 5 181,10 @ 181,19
/W:? 5 &
S-... o | 8]
& 2660 2660
5 {u 5{ 18
o 45000 45000
W w
O o1
8 N
&1 =
>
_ 7 a
- - o
(@] ¥ | o T T

0,05 0. ok 0.



OSTERREICHISCHES PATENTAMT Patentschrift Nr. AT 392 003 B

Ausgegeben 10.01.1991 Int. C1.5; A61K 35/14
Blatt 2
{ ol —
5 o o s 8 =
3 1 i }c o o o O
- 1 1 — U
R | N <
\
\
\
A Y
O
— N g
2
I~
T
@
N
N >~ o @
o o © ]
1 1 1 1 _!o\c
LR
- ® |
- = N
9] o o o
o o o
o o (S o O
< 1 | i _Lg
¥ & 2 B8
1 1 \ 1 Ju\"
U
H M
@
- L W
L o
o
— .
(@) N
=




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

