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AN MENSCHLICHEN ORGANEN, DEREN HERSTELLUNG UND VERWENDUNG

Erfindungsgegenstand ist eine Ol in Wasser Emulsion
mit a-Tocopherol oder dessen Stereocisomeren als Wirkstoff
und Phospholipiden als Emuigator fur die Erzielung einer
Schutzwirkung gegen Peroxidationsschéden an menschli-
chen Organen. Sie enthilt bei einem o-Tocopheroligehalt
entsprechend hinsichtlich Wirkung jener von 1,48 g/l bis
30 g/l RRR-a-Tocopherol, 0 - 50 g/i eines i.v. vertréglichen
Ols und 0,25 gfl bis 20 g/l eines Phospholipids. Die Emul-
sion wird vorzugsweise als Infusion verabreicht und wird
insbesondere zur Verminderung von Peroxidationsschaden
durch Ischamie und/oder Reperfusion, unter anderem wéh-
rend einer Organtransplantation, eingesetzt.
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Die vorliegende Erfindung betrifft eine Ol in Wasser Emulsion, mit Schutzwirkung gegen Pe-
roxidationsschaden an menschlichen Organen, mit einem Gehalt an a-Tocopherol, der Hauptkom-
ponente von Vitamin E, als Wirkstoff, der jenen Gehalt an Vitamin E wesentlich Ubersteigt, wie er
blicherweise in Multivitaminidsungen enthalten ist. Diese Emulsion richtet sich besonders gegen
eine Peroxidation, die auftritt, wenn Organe einer Mangeldurchblutung oder gar einem vélligen
Durchblutungsstop ausgesetzt sind, auf die eine erneute Volldurchblutung folgt. Dieser Zustand
kann bei jeder Art von VerschluR eines BlutgefaRes, das der Versorgung eines Organs dient, auf-
treten, wobei die erneute Durchblutung meist durch einen chirurgischen Eingriff wiederhergestellt
wird. Sie wird aber im Zuge von Operationen an Organen, wie z.B. Niere, Leber, Darm oder Herz,
auch bewult herbeigefuhrt, indem das versorgende Blutgefal abgeklemmt wird, um einen chirur-
gischen Eingriff an dem Organ vornehmen zu kénnen. Nach beendeter Operation wird dann die
Durchblutung wieder hergestellt. Ebenso kann diese Lésung mit gutem Erfolg im Zuge einer
Organtransplantation eingesetzt werden. Die Applikation dieser Emulsion erfolgt in der Regel aus-
schliefilich intravends, insbesondere als Infusion. Sie ist aber auch als ergénzender Zusatz zu
Organkonservierungslésungen im Zuge von Organtransplantationen geeignet.

Vitamin E ist ein essentielles, fettlésliches Vitamin, das schon in relativ niedrigen Konzentratio-
nen Peroxylradikale von Lipiden wirksam bekampfen kann. Es ist weiters hochwirksam im Schutz
von Zellmembranen gegen Peroxidation, wobei auch hier unterstellt wird, da diese Wirksamkeit
ebenfalls auf dem Schutz vor einer Lipidoxidation beruht, also in der Zellmembran vorliegende
Doppelbindungen von Lipiden gegen die Zerstérung durch Peroxidation geschitzt werden. Dabei
bleibt die Zellmembran in ihrer Struktur und Festigkeit intakt.

a-Tocophero! ist der Hauptbestandteil von Vitamin E. Unter den Begriff Vitamin E fallen auch
die anderen Tocopherole wie B, v, und 8-Tocopherole, sowie weitere Tocol und Tocotrienolderivate.
Das a-Tocopherol hat die Formel 2, 5, 7, 8 Tetramethyl-2-(4' 8' 12'-trimethyltridecyl)chroman-6-ol,
es hat in 2, sowie 4' und 8' Stellung 3 chirale Zentren und es gibt daher 8 stereoisomere Formen
(RRR, SSS, RRS, SSR, RSR, SRS, RSS und SRR). In der Natur kommt jedoch nur die RRR-Form
vor, die auch die starkste Wirksamkeit besitzt. Daneben gibt es die anderen Sterecisomeren, die
auf synthetischem Wege erhaéltlich sind, ebenso wie die Racematform, das all-rac-o-Tocopherol,
das eine Mischung von gleichen Anteilen aller 8 Sterecisomerer ist. Es ist tblich, die Wirksamkeit
aller stereoisomerer Formen, ebenso wie die der all-rac-Form auf die Wirksamkeit der RRR-Form
zu beziehen. So entspricht beispielsweise die Wirksamkeit von 1 g des all-rac-a-Tocopherols der
von 0,74 g des RRR-Stereoisomeren, jene von 1 g des SRR-Stereoisomeren der von 0,31 g RRR-
a-Tocopherol. Die antioxidative Wirkung wird der phenolischen OH-Gruppe am Chromanring zuge-
schrieben.

Es ist tblich, Vitamin E im Rahmen von Multivitaminpréparaten peroral zu verabreichen, auch
ist Vitamin E haufig in Form von Estern des a-Tocopherols in Multivitaminldsungen, die parenteral
oder auch intravends verabreichbar sind, enthalten, so dal damit ein etwaiger Vitamin-E-Mangel
behoben bzw. einem solchen vorgebeugt werden kann.

In der WO 97/03651 wurden auch schon Ol in Wasser Emulsionen mit einem Gehalt an Vita-
min E in der Olphase beschrieben, wobei das Vitamin E als alleiniges Vitamin vorliegt, jedoch nicht
den Wirkstoff der Ol in Wasser Emulsion darstellt. Wirkstoffe sind vielmehr schwerlgsliche Stoffe,
wie bevorzugt Itraconazol, ein Antimykoticum oder das Antikrebsmittel Taxol bzw. dessen Derivate,
deren Loslichkeit in der Lipidphase durch den Zusatz von Vitamin E, insbesondere von o-Toco-
pherolen, verbessert werden soll. Ziel ist dabei, in der Lipidphase einen méglichst hohen Vitamin E
Gehalt zu erzielen, wobei auch Emulsionen mit Vitamin E als alleinigen Bestandteil der Lipidphase
inbegriffen sind. Diese Forderungen werden in erster Linie durch die Wahl von synthetischen Emul-
gatoren der Copolymerkiasse (Poloxamere bzw. Pluronictypen) erfullt. Hier kénnen bei einem
Gehalt von Lipiden in der Emuision von 10 und 20 %, wobei diese Lipide aus einem Gemisch aus
Sojaél und Vitamin E im Gewichtsverhaltnis von 1 : 1 bestehen, mit einem Gehalt von Poloxamer
407 bzw. Pluronic 127 in einer Menge von 2 bzw. 4 % stabile Emulsionen erhalten werden, die vor
allem beim Emulgatorgehalt von 4 % hinsichtlich der Lésungsméglichkeit fur Taxol befriedigen.
Diese synthetischen Emulgatoren konnten auch fiir die Herstellung von oifreien Vitamin E Emulsio-
nen eingesetzt werden. Werden hingegen Phospholipide, insbesondere Eilezithin, als Emuigator
eingesetzt, werden Ol-Vitamin-E Verhaltnisse von 1 : 1 in einer Emulsion, die ausreichend stabil
ist, nicht erreicht und die Herstellung von Vitamin E als alleinigen Lipidstoff enthaltenden Emul-
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sionen ist gemaR dieser Druckschrift nicht méglich, siehe dazu Beispiel 7, wonach bei Verwendung
von Eilezithin als Emulgator bei einem Vitamin E-Gehalt von 10 oder 50 % und Eilezithingehalten
von 0,4 bis 4 % keine stabilen Emulsionen erhaiten werden konnten. Beispiele, bei denen mit
Phospholipiden stabile Emulsionen erhalten wurden, weisen bei Verwendung von Epikuron in allen
Fallen einen Olgehalt von 30 % und einen Vitamin E Gehalt von 5 % aus, wobei der Epikuron
Gehalt 4 % betrug.

Das einzige Beispiel, bei dem Eilezithin als Emulgator diente, ist Beispiel 4, hier betrug, auf
1000 ml umgerechnet, der Gehalt an Sojaél in der Emulsion 330 mi, jener an Vitamin E 80 g und
jener an Eilezithin 66 g. Die i.v. Verabreichung soicher Emulsionen an empfindliche Patienten ist
nicht denkbar.

Ein besonderes Problem stelien die Peroxidationsschéden dar, die im Faile von Ischamie und
nachfolgender Reperfusion auftreten, weil es sich hier meist um schwerst kranke Patienten han-
delt, z.B.: solche, bei denen schwere Operationen an Leber, Herz oder Niere oder gar Organtrans-
plantationen vorgenommen werden. Hier bestand die Meinung, daf diese Schaden durch die Gabe
von Vitamin E gemildert werden kénnten, falls diese auch auf eine Lipidperoxidation zurlickzufih-
ren sind. Man hat daher Tierversuche, z.B.: an Mausen oder Ratten vorgenommen, um zu sehen,
ob diese Schaden tatsschiich durch Vitamin E bekampft werden konnen. In vielen Fallen, jedoch
nicht immer, konnte an diesen Versuchen gezeigt werden, dat Reperfusionsschaden durch Ischa-
mie und/oder Reperfusion durch Gabe von Vitamin E bzw. a-Tocopherol vermindert werden kén-
nen.

Unter mehreren Applikationsmoglichkeiten wie z.B. die orale oder intraperetoneale Gabe an die
Versuchstiere, wurde auch die intravensse Applikation an Versuchstieren untersucht. So wurde
2.B. von lkezawa T., Nishikimi N., Oba Y. in ihrer Arbeit "Lipidperoxides in the mechanism of ische-
miafreperfusion injury in skeletal muscle; experimental studies" VASC SURG 1993, 27, 191 - 201
festgestellt, daR an einem Ischamie-Reperfusionsmodell an Skelettmuskeln von Hunden bei i.v.
Gabe von 500 mg Vitamin E (all-rac-Tocopherolacetat, Praparat mit Polyethylenglykol 400), die
iiber wenige Minuten unmittelbar vor der Reperfusion verabreicht wurden, der zu erwartende
Ischamie-Reperfusionsschaden gefindert wurde. Dies auRerte sich u. a. darin, daB der signifikante
Anstieg von Serum-Kreatin-Phosphokinase, der als ein Zeichen auftretender Rhabdomyolyse gilt,
wahrend der Reperfusionsphase durch die a-Tocopheroigabe unterdriickt wurde, sowie, dai® durch
diese Gabe der Anstieg der Lipidperoxide im Serum, gemessen als farbiges Reaktionsprodukt
(TBARS, Thiobarbitursaure-Reaktive-Substanzen) der Reaktion von entstandenem Malondialde-
hyd (MDA) mit Thiobarbiturséure, verhindert wurde. Ferner konnte an Ratten, die Vitamin E sowohl
oral Uiber eine Schlundsonde, als auch intravenos Uber einen Zentralvenenkatheter tber je 3 Tage
in Dosen von 1,0 mg/Tag oral bzw. 0,5 mg/Tag intravends verabreicht erhielten und dann einem
oxidativen Strefl ausgesetzt wurden, gezeigt werden, daR durch intravendse Zufuhr eine signifi-
kante Anreicherung von Vitamin E im Plasma und Aortenendothel gegentiber Kontrolitieren, die
kein Vitamin E erhielten, erreicht werden konnte, wobei die erreichte Vitamin-E Konzentration im
Plasma auch gegeniber jenen Tieren, die das Vitamin E oral in der doppeiten Dosis erhielten,
signifikant erh6ht war. Diese Gabe an Vitamin E zeigte deutliche Effekte hinsichtlich des Grades
der Lipidperoxidation. Die Konzentration an TBARS im Plasma war bei den Tieren, die Vitamin E
intravends erhielten, signifikant niedriger als im Plasma der Kontrolitiere und zeigte auch unter
oxidativem StreR keine weitere Zunahme (Engelhart K., Fuerst P., Biesalski HK, Untersuchungen
zur parenteralen Gabe von Vitamin E bei Ratten (Abstract) 16 DGEM-AKE Jahrestagung, Stuttgart-
Hohenheim, 1997. Aktuelle Ernghrungsmedizin 1997, 22 (1), 49, 50.

SchlieRlich wurde auch der Zusatz von Vitamin E zu Organkonservierungsidsungen im Tierver-
such untersucht. (A. Demirbas et al., Transplantation Proceedings 25 (3), (1993) 2274, und Siika
Selliak et al., Ceylon Medical Journal 1995, 40, 97 - 100). In beiden Arbeiten zeigte die mit Vita-
min E behandelte Niere nach erfolgter Transplantation geringere Peroxidation und bessere Nieren-
funktion.

Als Vitamin E wurde bei A. Demirbas et al. a-Tocopherol eingesetzt, wie es verabreicht wurde,
geht aus der Arbeit nicht hervor. Silka Selliak hingegen spezifizierte seine Vorgangsweise. Er flgte
der Konservierungslésung "water soluble Vitamin E (Merck)” hinzu, das kein Tocopherol ist, son-
dern ein Bruchstiick mit Vitamin E Wirkung (Trolox), bei dem der hydrophobe Teil fehit.

Den EinfluR von antioxidativ wirkenden Vitaminen auf Peroxidationsschaden im Rahmen einer
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Organtransplantation untersuchten "Rabl H. Khoschsorur G., Colombo T., Petritsch P., Rauchen-
wald M., Koeltringer P., Tatzber F., Esterbauer H., "A multivitamin infusion prevents lipid peroxida-
tion and improves transplantation performance”, Kidney International 1993, 43 (4). 912 - 917, an
Patienten, an denen eine Nierentransplantation durchgefuhrt wurde. Dabei lag die damals noch als
Hypothese bezeichnete Meinung zugrunde, dal Schaden durch Ischamie und Reperfusion bei
Nierentransplantationen mit einer Lipidperoxidation zusammenhangen konnten, und daher die
Hemmung der Lipidperoxidation durch Antioxidantien zu einer Verbesserung der Funktion der
transplantierten Niere fihren muRte. Die Untersuchungen wurden an 30 Patienten durchgefahrt. 16
dieser Patienten erhielten nach erfolgter Transplantation einer Niere, jedoch noch in der ischémi-
schen Phase 30 Minuten vor der Reperfusion der Niere eine auf 500 ml verdinnte Lésung von
20 ml einer Multivitaminldsung, die unter dem Namen Omnibionta zugelassen war, infundiert. Mit
dieser Losung erhielt jeder Patient 10 mg a-Tocopherolacetat und 0,2 mg a-Tocopherol. Ferner
enthielt die verabreichte Ldsung noch Vitamin C, Vitamin A und 5 B-Vitamine, denen allen auch
eine antioxidative Wirkung zugeschrieben wurde. Das verabreichte Multivitaminpréparat war eine
Zubereitung auf waRriger Basis. Sie enthielt als Cosolvens 300 mg Benzylalkohol, 1000 mg Poly-
sorbat 80, 400 mg Propylenglykol, 5000 mg Glycerin 85 %, 720 mg Trometamol und Wasser bis
zum Volumen von 20 ml. Diese Lésung wurde mit physiologischer Kochsalzlésung auf 500 ml ver-
dunnt. Die Dosis an o-Tocopherol entsprach dabei nur dem empfohlenen taglichen Bedarf an
Vitamin E, wahrend Vitamin C in der 13-fachen Menge des taglichen Bedarfes und Vitamin A in der
B-fachen Menge des taglichen Bedarfes verabreicht wurden. Wie die Auswertung von Blutproben
der Patienten anhand von Malondialdehydbestimmungen (MDA) im Plasma zum Zeitpunkt der
Gabe der Vitaminlésung 30 Minuten vor der Reperfusion sowie 1, 2, 3 und 4 Stunden nach der Re-
perfusion ergab, konnte mit der Vitaminlésung eine Erhthung der MDA-Werte verhindert werden,
wihrend bei den Kontrolipatienten eine deutliche Erhdhung der Werte, vor allem 1 Stunde nach
Beginn der Reperfusion registriert wurde. Damit war der Beweis erbracht, dal} die Verabreichung
dieser Vitaminlésung die Lipidperoxidation wahrend der Reperfusion gehemmt hatte. Gleichzeitig
wurde anhand der Creatinin-Clearence eine Verbesserung der Nierenfunktion der transplantierten
Niere bei jenen Patienten dokumentiert, die die Multivitaminiosung infundiert erhalten hatten. Die
Verfasser schrieben dabei die wesentliche Wirkung dem Vitamin C zu, dessen Wirkung durch eine
Schutzwirkung fir Vitamin E das primare Antioxidans, gegen Zerstérung durch freie Radikale, er-
klart wurde und somit vermutlich ein Recycling von Vitamin E stattfand. Rab! et al. erwahnten auch,
dafl Omnibionta deshalb gewshlt wurde, weil es die einzige in Osterreich zugelassene Praparation
mit antioxidativ wirksamen Vitaminen war. Es stellte also kein Mittel der Wahl dar. Dies liegt auch
nahe, wenn man bedenkt, daB es sich um eine wafrige Vitamin-Infusionslésung handelte, die zur
Losungsvermittiung der hydrophoben Bestandteile Substanzen wie Benzylalkohol, Propylenglykol
und andere Zusatze bendtigte, die die Vertraglichkeit herabsetzen und zu Nebenwirkungen Aniaf}
geben. Solche Losungen sind zur Verabreichung an Patienten wahrend einer schweren Operation,
also im Schockzustand, kaum geeignet. SchlieRlich ist die Tocopheroldosis sehr niedrig, wobei die
Hauptmenge desselben als Acetat vorliegt, von dem bekannt ist, dad es nicht volisténdig verwertet
wird. Ferner ist festzustellen, daf mit der Infusion des Préparats erst nach erfolgter Transplanta-
tion, 30 Minuten vor der Reperfusion, begonnen wurde, wobei der Hauptteil der Infusion zu Beginn
der Reperfusion zugefuhrt war. Der Erfolg der Verminderung von Peroxidationsschéden wurde
dadurch ermittelt, daR der MDA-Wert 30 Minuten vor der Reperfusion, jedoch nach erfolgter Trans-
plantation als Basiswert genommen wurde. Peroxidationsschaden sind jedoch nicht nur wéhrend
der Reperfusion zu erwarten, sondern treten bereits wahrend der Ischamie auf, zumal sich in der
Ischamiephase Xanthinoxidase, Hypoxanthin und Xanthin in den Zellen unphysiologisch anrei-
chern, wie in Tierversuchen festgestelit wurde. Rabl et al. haben ausdricklich darauf hingewiesen.
Die Peroxidationsschaden wahrend der Reperfusion sind grofteils auf die Anreicherung dieser
Verbindungen, die mit dem zugefuhrten molekularen Sauerstoff unter Bildung von Peroxyverbin-
dungen und Radikalen reagieren, zuriickzufiihren. Ein Schutz auch wahrend der lschamie-Phase
ware daher angebracht.

Es bestand daher die Aufgabe, eine fur die i.v. Applikation in Form einer Infusion geeignete
Darreichungsform von a-Tocopherol zu finden, die insbesondere auch fur Patienten unter Schock
ausreichend vertraglich ist. Sie soll die Verabreichung einer vorzugsweise einmaligen Tocopherol-
dosis in einer Hohe ermdglichen, die imstande ist, sowohi die Reperfusion als auch die Phase der
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Ischamie abzudecken. Das bedeutet, dal® sie sich durch ein hohes Mafl an Vertraglichkeit aus-
zeichnen mul.

Dies gelingt erfindungsgemaR dadurch, daB o-Tocopherol nur als solches, nicht aber in Ester-
form verabreicht wird, die Infusion als eine Ol in Wasser Emulsion formuliert ist, die jedoch einen
Fettgehalt von maximal 5 % Gewicht/Volumen aufweist und bei der Phospholipide, insbesondere
Eilezithin, als Emulgator dienen, die ebenfalls in beschrankter Menge, namlich in einer solchen von
max. 2 % eingesetzt werden.

in besonders kritisch gelagerten Fallen kann auf den Fettgehalt berhaupt verzichtet werden,
d.h., dak das Tocopherol die einzige Olkomponente darstellt. Fettemulsionen mit Phospholipiden,
insbesondere mit Eilezithin als Emulgator, sind wegen ihrer guten Vertraglichkeit bekannt und syn-
thetischen Emulgatoren Uberlegen, da sie den Chylomicronen ahnlich sind. Diese an sich schon
gute Vertraglichkeit wird durch die erfindungsgemafien MaRnahmen noch erhsht. Sie sind daher
auch Systemen auf Basis Wasser und organischen Lasungsmitteln hinsichtlich i.v. Vertraglichkeit
deutlich Uberlegen.

Bei Kenntnis der Lehre gemaR WO 97/03651 Danbiosyst UK LTD, war es nicht zu erwarten,
dal sich stabile Emulsionen mit a-Tocopherol als Wirkstoff und Phospholipiden als Emulgator mit
den erfindungsgemaR niedrigen Ol- und Emuigatormengen herstelien lassen, wobei es besonders
uberraschend ist, dal eine Erhdhung der Menge an a-Tocopherol pro Volumseinheit auf das 5-fa-
che keiner Erhohung der Ol- und Emulgatormenge bedurfte. Bezuglich der Herstellung von
a-Tocopherol Emulsionen ohne Zusatz eines Oles als Tragerkomponente wurde durch die
WO 97/03651 sogar ein Vorurteil geschaffen, sodal® deren erfolgreiche Herstellung auBerst tberra-
schend und keinesfalls zu erwarten war.

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist demnach eine Emulsion vom Typ Ol in Wasser mit
Schutzwirkung gegen Peroxidationsschaden an menschlichen Organen durch Ischamie und/oder
Reperfusion, vorzugsweise zur i.v. Verabreichung, enthaltend, bezogen auf die Gesamtemulsion,
a-Tocopherol in Form von all-rac-a-Tocopherol, dessen Stereoisomeren und/oder Gemischen ein-
zelner Stereoisomerer in einer Menge entsprechend hinsichtlich Wirkung jener von 1,48 g/l bis
30 g/l RRR-a-Tocopherol, 0 bis 50 g/l eines i.v. vertraglichen Ols, 0,25 g/l bis 20 g/l eines Phospho-
lipids als Emulgator, sowie eine physiologische, nichtionische Substanz zur Einstellung der Osmo-
laritat auf physiologische Werte und physiologische Mitte! zur Einstellung des pH-Wertes auf 5 - 8.

Da die erfindungsgemaite Emulsion bevorzugt als Infusion an Patienten verabreicht wird, die
durch eine vorhandene Mangeldurchblutung, gleichgultig ob diese durch ein Ereignis hervorge-
rufen ist, oder im Zuge eines operativen Eingriffes herbeigefuhrt werden mufte, belastet sind, und
diese dann durch folgende chirurgische Eingriffe noch weiter belastet werden, ist es winschens-
wert, die Belastung durch die Verabreichung der erfindungsgemaBen Emulsion so weit wie maglich
einzuschranken.

Unter diesem Gesichtspunkt soll bei einem Gehalit an a-Tocophero! entsprechend 3,7 - 22 g/l
RRR a-Tocopherol das O! auf eine Héchstmenge von 25 g/l bei einer Untergrenze von 1 g/l und
das Phospholipid auf eine Menge von 1 - 3 g/l eingeschrankt werden. Soll auf das Ol als Trager-
komponente ganz verzichtet werden, ist es bevorzugt, den Gehalt an Phospholipiden auf eine
Menge von 0,25 - 1,25 g/l bei gleichbleibender Menge a-Tocopherol zu senken. Letztere Emulsio-
nen sind als Infusion zur Verabreichung an Patienten in schlechtem oder gar kritischem Zustand
besonders geeignet. Als a-Tocopherol wird vorzugsweise das all-rac-c-Tocopherol eingesetzt.

Als Olkomponente ksnnen alle jene Ole eingesetzt werden, die bevorzugt in intravents zu ver-
abreichenden Fettemulsionen Anwendung finden. Als solche konnen insbesondere Sonnenblu-
menél, Olivens!, Maiskeimol, Safflordl, Baumwollsaatsl und ErdnuBo! sowie Ole mit mittelkettigen
Triglyceriden, aber auch diverse Fischéle genannt werden. Besonders bevorzugt ist Sojadl. Als
Phospholipide kénnen Phosphatide pflanzlichen Ursprungs, insbesondere Sojaphosphatid einge-
setzt werden, bevorzugt sind jedoch Eiphosphatide. Da eine optimale Vertraglichkeit der erfin-
dungsgemafien Emulsionen angestrebt wird, ist es unerlaRlich, deren Osmolaritat auf physiclogi-
sche Werte einzustellen. Als diesem Zweck dienende physiologische, nichtionische Substanzen
dienen Zuckeralkohole, insbesondere Mannit und Glycerin, es kénnen aber auch niedermolekulare
Aminosauren wie beispielweise Glycin verwendet werden. Die Verwendung von Glycerin ist hierbei
bevorzugt. Es kann auch von Vorteil sein, die Stabilitat der erfindungsgem&Ben Emulsion durch
Zusatz von langkettigen Fettsauren zu erhohen, deren Anteil bezogen auf die Gesamtemulsion
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maximal 0,6 % betragen soll. Olsaure ist zu diesem Zweck besonders gut geeignet.

Solite eine weitere Erhdhung der Stabilitat der erfindungsgemafien Emulsion gewinscht wer-
den, kann dies durch weitere Zusétze, die stabilititsfordernd wirken, erreicht werden. Als solche
sind insbesondere zu nennen:

Dimyristoyiphosphatidyl-glycerin, vorzugsweise in einer Menge von 0,025 - 0,24 g/|

Ubidecarenon, vorzugsweise 0,2 g/l - 0,6 g/l

Cholesterin, vorzugsweise 0,1 g/l - 0,5 ¢/l

In der oben zitierten Arbeit von Rabl et al., Kidney International 1993, (4), 912 - 917, wird ein
wesentlicher Anteil der peroxidationshemmenden Wirkung dem relativ hohen Anteil an Ascorbat in
der verabreichten waRrig-organischen Losung zugeschrieben. Vitamin C ist ein hydrophiles Anti-
oxidans. Seine hemmende Wirkung auf die Lipid-Peroxidation beruht gemaR Rabl et al. auf einem
Schutz von Vitamin E gegen Zerstdrung durch freie Radikale, was einem Recycling von Vitamin E
gleichkommt. Dies ist fur die von Rabl et al. verwendete Lésung von besonderer Bedeutung, da in
dieser der a-Tocopherolgehalt sehr gering ist und Uiberdies dessen Hauptmenge als Acetat vor-
liegt. GemaR vorliegender Erfindung kénnen in der vorgesehenen Emulsionsform des Préparates
wesentlich hdhere Vitamin E Gehalte zur Anwendung kommen, sodaf einem Vitamin C Gehalt kei-
ne essentielle Wirkung zugeschrieben wird. Da Ascorbat fur die Emulsion eine negative Auswir-
kung auf die Stabilitat haben kann, wurde ein zwingender Gehalt an Ascorbat nicht vorgesehen. In
manchen Fallen kann jedoch ein Gehalt an Ascorbat gunstige Auswirkungen haben. In solchen
Fallen ist vorgesehen, Ascorbat der erfindungsgemaRen Emulsion als Ascorbylpalmitat zuzuset-
zen, da dies keinen wesentlichen EinfluR auf die Stabilitst der Emulsion hat. Es wird bevorzugt in
einer Menge von 12 - 25 g/l eingesetzt.

Zur Herstellung der erfindungsgemaien Emuision wird in der erprobten Weise vorgegangen,
indem zunachst aus Wasser, dem Emulgator, der Substanz zur Einstellung der Osmolaritét und,
falls gewiinscht, der langkettigen Fettsaure die waRrige Phase in Form einer Suspension, mit
einem schnellaufenden Rihrer hergestellt wird, die durch Zugabe von NaOH auf den gewlnschten
pH-Wert eingestelit wird. Dieser Suspension wird dann die Olphase zugesetzt, entweder in Form
einer Mischung von a-Tocopherol in dem Ol oder das a-Tocopherol allein. Scliten zusétzliche
Emulsionsstabilsatoren eingesetzt werden, werden diese der walrigen Suspension oder der Ol-
phase vor der Zumischung zur wéRrigen Phase zugesetzt. Diese Mischung wird dann mit dem glei-
chen schnellaufenden Rihrer zu einer Voremulsion verarbeitet.

Als schnellaufende Rihrer kommen Gerate wie Becomix oder der Ultraturrax in Frage. Beide
Mischungsschritte erfolgen zweckmaRig bei erhdhter Temperatur, vorzugsweise bei 60 - 70 °C.

Die so erhaltene Voremuision von waRriger Phase und Olphase wird dann einer Hochdruck-
emulgierung unterworfen, wobei ein Hochdruckhomogenisator oder ein Microfluidizer zum Einsatz
kommen kénnen. Die so erhaltene Emulsion wird in Flaschen abgefiilit und im Rotationsautoklaven
hitzesterilisiert.

Die erfindungsgemaRe Emulsion dient der Behandiung sémtlicher Formen von Ischamie mit
darauffolgender Reperfusion, gleichgtiltig, ob sie durch ein Ereignis eingetreten ist oder bewuf3t
herbeigefiihrt wurde. Grundlegendes Prinzip fur die erfindungsgemafie Anwendung ist, dal® sowohl
die ganze Phase der Ischamie als auch der Reperfusion durch Erzeugung eines entsprechend
hohen o-Tocopherolspiegels im Gewebe abgedeckt wird und die Verabreichung vor Beginn jed-
weden Eingriffes am Patienten erfolgt und zwar vorzugsweise so frih, daR genug Zeit fur die Ein-
stellung des optimalen Gewebsspiegels zur Verfiigung steht. Das bringt neben der Errichtung der
optimalen Voraussetzung fur einen wirksamen Schutz vor Peroxidation auch den Vorteil mit sich,
daR sich der Patient noch nicht im, durch die Operation verursachten Schockzustand befindet, was
fur die von Rabl et al. vorgesehene Verabreichung in der Ischamiephase, und zwar 30 Minuten vor
Beginn der Reperfusion, nicht zutrifft.

Handelt es sich um einen operativen Eingriff an einem Patienten, bei dem eine Korrektur an
einem der Organe auf chirurgischem Weg erfolgen soll, wie z.B. um eine Teilresektion an der
Leber oder eine Operation am offenen Herzen, die eine Unterbindung der Durchblutung des ent-
sprechenden Organs erforderlich machen, ist eine Verabreichung einer Einmaldosis 12 - 24 Stun-
den vor Operationsbeginn vorgesehen. Es ist aber auch moglich, mit der Applikation bereits 4-5
Tage vor der Operation zu beginnen und mehrere Dosen im Tagesabstand zu verabreichen. Dies
empfiehlt sich, um in jedem Fall den optimalen Tocopherolspiegel im Gewebe des Patienten auch
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tatsachlich erzielt zu haben. In Notfsllen kann diese geforderte Zeitspanne naturlich unterschritten
werden, da ein Effekt auch bei einer Applikation der erfindungsgemaien Emulsion unmittelbar vor
dem operativen Eingriff festgestellt wurde. Die Verabreichung soll jedoch so bald wie moglich vor
der Operation erfolgen, um den protektiven Effekt zu maximieren.

Handelt es sich bei dem operativen Eingriff um eine Organtransplantation, sollte die erfin-
dungsgemaRe Emulsion wenn moglich dem Spender und dem Empfanger verabreicht werden,
wobei in beiden Fallen eine Applikation von zumindest 12 Stunden vor dem operativen Eingriff
anzustreben ist. Sollte eine Verabreichung der erfindungsgemaen Emuision an den Spender nicht
mehr oder nur ganz knapp vor der Organentnahme méglich sein, ist es dennoch angezeigt, die
erfindungsgem&Re Emulsion an Spender und/oder Empfénger zu verabreichen oder auch der
Organaufbewahrungslésung zuzusetzen. Dies empfiehlt sich auch, wenn ein langer Transportweg
erforderlich ist, und zwar auch dann, wenn der Spender die erfindungsgemafe Emulsion rechtzei-
tig erhalten konnte.

Die Dosen, die vorzugsweise verabreicht werden, betragen 2 - 50 mg/kg KG, insbesondere
10 - 40 mg/kg KG a-Tocophero!, die als Infusion, bevorzugt als einmalige Gabe, oder auch in bis
zu 4 - 5 Tagesdosen geteilt gegeben werden. Diese Dosen gelten auch fur Empfanger und Spen-
der in der Organtransplantation, die beide die volle Dosis erhalten sollen.

Die protektive Wirkung der erfindungsgemaBen Emuision wurde an verschiedenen Tiermodel-
len untersucht. in Modeliversuchen an Ratten wurde die Uberlebensrate nach partieller Leber-
ischamie und -resektion geprift. Mit dem Modell der Leberteilresektion kann die sogenannte 'war-
me' Ischamie untersucht werden. Dabei bleibt die physiologische Aktivitat des Zielorgans trotz
Ischamie (Unterversorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen) nicht aufrecht. Eine Schadigung, die
durch die Ischamie hervorgerufen wird, tritt in diesem Modell somit sehr deutlich hervor. Im Gegen-
satz zur warmen Ischamie wird die physiologische Aktivitat des Zielorgans bei der 'kaiten' Ischamie
reduziert und somit die Ischamietoleranz deutlich erhdht. Beispiele fur eine kalte Ischémie sind u.a.
Tiermodelle fur Transplantationsversuche. Die Organschaden, die durch die Phase der Ischamie
gesetzt wurden, sind bei dieser Form der Ischamie weniger deutlich und zeigen aufgrund der ver-
anderten physiologischen Bedingungen auch einen anderen Zeitverlauf, da die Schadigungen oft
erst im Verlauf der Reperfusion manifest werden.

Die Mortalitat wurde am Modell der Leberteilresektion iber 7 Tage nach dem Eingriff unter-
sucht. ErfahrungsgemaR betragt die Mortalitat in diesem Modell nach einer partiellen Leberischa-
mie von 60 Minuten 50 %. Bei diesem Modell wird in einem operativen Eingriff durch temporares
Abklemmen der Pfortader und Arterienaste zu dem linken und mittleren Leberlappen (70 % der
Gesamtleber) in diesen Lappen eine partielle Leberischamie fur die Dauer von 60 Minuten erzeugt.
Nach dieser Zeit wird die Blutzufuhr durch Lésen des Verschlusses wieder freigegeben (Reperfu-
sion). AnschiieRend wird der Rest der Leber, der in der Zwischenzeit normal durchblutet war, ope-
rativ (Resektion) entfernt. Die Tiere besitzen nur mehr die durch warme (Kérpertemperatur) Ischa-
mie geschadigten Leberlappen.

Die Applikation von 40 mg/kg a-Tocopherol mittels der erfindungsgemaBRen Emulsion unmittel-
bar vor dem operativen Eingriff resultierte in einer verminderten Mortalitat. Dieser Effekt war deut-
lich zeitabh&ngig. Der maximale Effekt wurde nach Applikation von 40 mg/kg a-Tocopherol mittels
der erfindungsgemaRen Emulsion 24 Stunden vor dem operativen Eingriff erzielt. Bei diesem Ver-
such betrug die Uberlebensrate 100 %. In einem weiteren operativ gleichartigen Versuch wurden
die Versuchstiere 3 Stunden nach Beginn der Reperfusionsphase getdtet und die Leberschadigung
in Lebergewebebiopsien und an Hand von Leberenzymen untersucht.

Als Marker fur die Organschaden wurden in diesen Versuchen die Serumspiege! der Trans-
aminasen (GOT, GPT, GIDH und LDH) gemessen. Analog zu den Uberlebensversuchen zeigte
sich, daf der protektive Effekt deutlich zeitabhangig war. Bei der Applikation der erfindungsge-
maRen Emulsion 24 Stunden vor dem operativen Eingriff war der Effekt maximal. Analoge Ergeb-
nisse wurden in diesem Modell in dem Gewebe der Leberbiopsien fur die Lipidperoxidation
(TBARS) gefunden.

Im Modell der orthotopen Lebertransplantation wird das transplantierte Organ in raumlicher
Ubereinstimmung zu dem ersetzten Organ eingesetzt. An diesem Medell fur die 'kalte' Ischamie
(das Spenderorgan wird nach Entnahme in einer gekuhiten Lésung zur Organkonservierung bis zur
Transplantation aufoewahrt) konnte in Versuchen an Ratten der Anstieg der Transaminasen sowie
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das AusmaB der Lipidperoxidation nach Applikation der erfindungsgemaBen Emulsion noch deutli-
cher reduziert werden. Die Reduktion der Transaminasen betrug im Mittel etwa 75 %, das AusmaRf
der Lipidperoxidation, gemessen am MDA-Wert, wurde um mehr als 50 % reduziert.

Die Dosisabhangigkeit wurde am Modell der partiellen Leberischamie untersucht. Die geschil-
derten Effekte waren direkt dosisabhzngig, wobei besonders im Bereich zwischen 10 und 40 mg/kg
a-Tocopherol relevante Reduktionen der Transaminasen beobachtet wurden.

Aus diesen Versuchen lassen sich die folgenden SchiuBfolgerungen ziehen: durch die Verab-
reichung der erfindungsgemaen Emulsion 1Rt sich eine Eingrenzung des Ischamie/Reperfusions-
schadens der Leber nach kalter und nach warmer Ischamie erzielen. Bei kalter Ischamie (Trans-
plantation) werden die Endothelzellen geschutzt, wahrend bei warmer Ischamie die Leberzellen
direkt geschutzt werden. Eine ausreichende Auffsattigung der a-Tocopherol Gewebespiegel durch
praoperative Supplementation ist durch die Applikation der erfindungsgeméBen Emulsion gewahr-
leistet. Die Organfunktion wird einerseits durch den direkten protektiven Effekt auf die Leberzellen
postoperativ und andererseits durch eine verbesserte Mikrozirkulation durch die Protektion des
GefaRendothels verbessert. Die Gabe der erfindungsgemaBen Emulsion hat weiters einen positi-
ven EinfluR auf die Zellschadigung nach Ischamie/Reperfusion durch einen direkten antioxidativen
Effekt gemessen an der Reduktion der Lipidperoxidation und durch einen anti-apoptotischen Effekt
im Modell der orthotopen Lebertransplantation.

Beispiele:

Beispiel 1: 25 g wasserfreies Glycerin werden in 220 ml Wasser ad injectionem bei einer Tem-
peratur von 80 bis 70 °C in einem Becomix gemischt und mit einer Suspension von 3 g Eilezithin
(E-80, Firma: Lipoid), 0,2 g Olsaure, etwa 0,7 ml 1N Natronlauge zur Einsteliung eines pH-Wertes
von 8 bis 9 und 80 ml Wasser versetzt. 5,4 g all-rac-a-Tocopherol - entsprechend 4 g RRR-a-
Tocopherol werden mit 25 g Sojabohnend| gemischt, die Mischung wird auf 60 - 70 °C vorgewarmt,
in die waRrige Suspension eingetragen und bei einem Druck von 350 bar in einem Hochdruck-
homogenisator in 4 Stufen homogenisiert. Die entstandene Emulsion wird mit Wasser ad injectio-
nem auf 1000 mi aufgefullt, in 100 ml Glasflaschen abgefulit und bei 121 °C im Rotationsauto-
klaven hitzesterilisiert. Diese 100 m! Flaschen stellen beispielsweise eine Tagesdosis fur die An-
wendung bei Transplantationen, z.B. von Leber oder Nieren, am Menschen dar.

Beispiel 2: 25 g wasserfreies Glycerin, 220 ml Wasser ad injectionem, 3 g Eilezithin, 0,2 g OI-
saure und etwa 0,7 ml 1 N Natronlauge, die auf 60 - 70 °C angewarmt sind, werden nach und nach
in einen schnellaufenden Ruhrer (z.B. Ultra Turrax) eingetragen und zu einer gleichmaRigen Sus-
pension verarbeitet. 27 g all-rac-a-Tocopherol entsprechend 20 g RRR-a-Tocopherol werden mit
25 g Sojabohnendl vorgemischt und in die im Ruhrgefal vorgelegte walirige Suspension eingetra-
gen. Mittels des schneliaufenden Ruhrers wird daraus eine Voremulision bereitet. Diese wird dann
in einem Microfluidizer bei 600 bar in 5 Stufen homogenisiert. Nach Auffullen auf 1000 mi mit Was-
ser ad injectionem wird in 50 mi Flaschen abgefulit und wie in Beispiel 1 beschrieben sterilisiert.

Beispiel 3: 25 g wasserfreies Glycerin, 0,1 g Olsaure und 1,0 g Eilezithin werden mit 300 ml
Wasser in einem schnell laufenden Ruhrer bei 60 - 70 °C zu einer Suspension verarbeitet. In diese
Mischung werden direkt 5,4 g all-rac-a-Tocopherol entsprechend 4 g RRR-a-Tocophero! eingetra-
gen und mit dem schnell laufenden Ruhrer zu einer Voremulsion verarbeitet. Die Homogenisierung
wird, wie in Beispiel 2 beschrieben, vorgenommen. Nach Aufflllen auf 1 | mit Wasser ad injectio-
nem, Abfallen in 100 ml Flaschen und Hitzesterilisation wie in Beispiel 1 beschrieben, ist die Emul-
sion fur die Verminderung von Oxidationsschéden, besonders bei empfindlichen Patienten geeig-
net.

Beispiel 4: 22,5 g wasserireies Glycerin, 220 ml Wasser ad injectionem, 12 g Eilezithin, 0,2 g
Olséure, 0.4 g Ubidecarenon und etwa 0,7 ml 1 N Natronlauge, die auf 60 - 70 °C angewarmt sind,
werden nach und nach in einen schnellaufenden Rihrer (z.B. Uitra Turrax) eingetragen und zu
einer gleichmaRigen Suspension verarbeitet. 5.4 g all-rac-a-Tocopherol entsprechend 4 g RRR-a-
Tocopherol werden mit 50 g Sojabohnendl vorgemischt und in die im Ruhrgefal vorgelegte wal-
rige Suspension eingetragen. Mittels des schnellaufenden Rithrers wird daraus eine Voremuision
bereitet. Diese wird dann in einem Microfluidizer bei 600 bar in 5 Stufen homogenisiert. Nach
Auffillen auf 1000 ml mit Wasser ad injectionem wird abgefillt und wie in Beispiel 1 beschrieben
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sterilisiert.

Beispiel 5: 22,5 g wasserfreies Glycerin, 220 ml Wasser ad injectionem, 12 g Eilezithin, 0,6 g
Olsaure und etwa 0,7 mi 1N Natroniauge, die auf 60 - 70 °C angewarmt sind, werden nach und
nach in einen schnellaufenden Ruhrer (z.B. Ultra Turrax) eingetragen und zu einer gleichmé&Bigen
Suspension verarbeitet. 5,4 g all-rac-a-Tocopherol entsprechend 4 g RRR-o-Tocopherol werden
mit 50 g Sojabchnens! vorgemischt und in die im Ruhrgefal vorgelegte wafirige Suspension einge-
tragen. Mittels des schnellaufenden Rihrers wird daraus eine Voremulsion bereitet. Diese wird
dann in einem Microfluidizer bei 600 bar einmal homogenisiert. In diese Grobemulsion werden
23,4 g Ascorbylpalmitat geldst und danach noch 4 mal bei 600 bar homogenisiert. Die so erhaltene
Emulsion wird wie in Beispiel 4 beschrieben weiterverarbeitet.

PATENTANSPRUCHE:

1. Emuision vom Typ Ol in Wasser mit Schutzwirkung gegen Peroxidationsschaden an
menschlichen Organen, insbesondere von Schaden durch ischamie und/oder Reperfusion,
zur i.v. Verabreichung, enthaltend, bezogen auf die Gesamtemulsion, a-Tocopherol in
Form von ali-rac-a-Tocopherol, dessen Sterecisomeren und/oder Gemischen einzeiner
Sterecisomerer in einer Menge entsprechend hinsichtlich Wirkung jener von 1,48 g/l bis
30 g/t RRR-a-Tocopherol, 0 bis 25 g/l eines i.v. vertraglichen Ols, 0,25 g/l bis 3 g/l eines
Phospholipids als Emulgator, sowie eine physiologische, nichtionische Substanz zur Ein-
stellung der Osmolaritét auf physiologische Werte und physiologische Mittel zur Einstel-
lung des pH-Wertes auf 5- 9.

2. Emulsion gemaR Anspruch 1, enthaltend das a-Tocopherol in einer Menge, entsprechend
hinsichtlich Wirkung jener von 3,7 g/l - 22 gfi RRR-a-Tocopherol, das Ol in einer Menge
von 1 g/l bis 25 g/l und das Phospholipid in einer Menge von 1 g/l - 3 g/, mit einem
pH-Wertvon 7 - 9.

3. Emulsion gemal Anspruch 1 mit a-Tocopherol als einziger lipophiler Komponente, ent-
haltend das a-Tocopherol in einer Menge entsprechend hinsichtlich Wirkung jener von
3,7 g/l - 22 g/l RRR-a-Tocopherol und das Phospholipid in einer Menge von 0,25 ght -
1,25 g/l, mit einem pH-Wertvon 5 - 9.

4. Emulsion gemal den Ansprichen 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass als o-Toco-
pherol all-rac-a-Tocopherol, als Olkomponente, falls vorhanden, Sojabohnendl, als Emul-
gator Eilezithin und als Mittel zur Einstellung der Osmolaritat Glycerin eingesetzt wird.

5. Emulsion geman den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie bis zu 0,6 %
einer langkettigen Fettsaure als Hilfsemulgator enthalt.

6. Emulsion gemaR den Ansprichen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass sie zur Emul-
sionsstabilisierung zusatzlich
0,025 g/l - 0,24 g/l Dimyristoylphosphatidylglycerin,

0,2 g/l - 0,6 g/t Ubidecarenon und/oder
0,1 g/l - 0,5 g/l Cholesterin
enthalt.

7. Emuision gemaR den Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich als
Antioxidans 12 - 25 g/t Ascorbylpaimitat enthait.

8. Verfahren zur Herstellung der Emulsion gemal den Ansprachen 1 - 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Emulgator mit Wasser, das auf einen pH-Wert von 5 - 9 eingestellt ist,
mit der physiologischen, nichtionischen Substanz zur Einstellung der Osmolaritéat und
gewinschtenfalis mit der langkettigen Fettsdure zu einer waRkrigen Suspension verarbeitet
wird, der das o-Tocopherol als solches oder in Form einer Vormischung mit der Otkompo-
nente, sowie gewlinschtenfalls mit einem oder mehreren Mitteln zur Emulsionsstabifisie-
rung zugemischt wird, worauf die resultierende Mischung einer Hochdruckhomogenisie-
rung unterworfen wird.

9. Emuision gemaR den Ansprichen 1 bis 7, zur Verwendung als iv. zu verabreichendes
Mittel, zur Verminderung von Peroxydationsschaden an menschlichen Organen, insbeson-
dere von Schaden durch Ischamie und/oder Reperfusion, das als Infusion verabreicht wird.
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Emulsion gemaf Anspruch 9 zur Verwendung als Infusionsldsung.

Emulsion gemaR den Anspriichen 1 bis 7 zur Verwendung als Infusion zur Verminderung
von Peroxidationssch&den durch Ischamie und Reperfusion wahrend einer Organtrans-
plantation.

Emulsion zur Verwendung gemaR den Anspruch 11 unter zusatzlicher Verwendung als Zu-
gabe zur Organaufbewahrungslosung.

KEINE ZEICHNUNG
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