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Pharmazeutische Zusammensetzung.

@ Eine pharmazeutische Zusammensetzung ist dazu
fiahig, das Auftreten eines akuten Strahlungs-Syn-

droms in warmbliitigen Tieren zu verhindern, das entsteht,

wenn man die warmbliitigen Tiere einer ganzen Korperdo-

sis von mindestens 100 Rad einer Rontgenstrahlung aus-

setzt. Ausserdem verhindert sie das Auftreten von Septiké-

mie in warmbliitigen Tieren. Diese Zusammensetzung ent-

hilt

(a) gereinigtes, entgiftetes Endotoxin, welches kein nach-
weisbares 2-Keto-3-desoxyoctanoat, zwischen 350
und 475 nMol/mg Phosphor und zwischen 1700 und
2000 nMol/mg an Fettsduren enthélt und

(b) einen pharmazeutisch annehmbaren Triger.
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1. Pharmazeutische Zusammensetzung, die fahig ist, das
Auftreten eines akuten Strahlungs-Syndroms in warmbliiti-
gen Tieren zu verhindern, das entsteht, wenn man die warm-
bliitigen Tiere einer ganzen K 6rperdosis von mindestens 100
Rad einer Rontgenstrahlung aussetzt, und das Auftreten von
Septikdmie in warmbliitigen Tieren zu verhindern, dadurch
gekennzeichnet, dass die Zusammensetzung

(a) gereinigtes, entgiftetes Endotoxin, welches kein nach-
weisbares 2-Keto-3-desoxyoctanoat, zwischen 350 und 475
nMol/mg an Phosphor und zwischen 1700 und 2000 nMol/
mg an Fettsduren enthélt und

(b) einen pharmazeutisch annehmbaren Tréger enthilt.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass sie in Form einer NaCl/Phosphat-Pufferls-
sung vorliegt.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Wirkstoffmenge in einem Bereich von 1
und 1000 pg liegt.

4. Zusammensetzung nach Anspruch 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Wirkstoffmenge-in einem Bereich von 25
und 200 pg liegt.

BESCHREIBUNG

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine pharma-
zeutische Zusammensetzung, die fahig ist, (1) das Auftreten
eines akuten Strahlungs-Syndroms in warmbliitigen Tieren
zu verhindern, das entsteht, wenn man die warmbliitigen
Tiere einer ganzen Korperdosis von mindestens 100 Rad ei-
ner Rontgenstrahlung aussetzt, und (2) das Auftreten von
Septikémie in warmbliitigen Tieren zu verhindern.

Wenn man warmbliitige Tiere einer ganzen Kdrperdosis
von mindestens etwa 100 Rad einer ROntgenbestrahlung
aussetzt, so tritt eine komplexe Reihe von Symptomen auf,
die als akute Strahlungs-Syndrome bezeichnet werden. Die
Natur und die Heftigkeit akuter Strahlungs-Syndrome kann
direkt mit der Dosis der ROntgenbestrahlung, der warmblii-
tige Tiere ausgesetzt werden, in Beziehung gebracht werden.
Gangz allgemein konnte festgestellt werden, dass das himo-
poetische System, welches fiir die Produktion der Blutzellen
verantwortlich ist, bei der Bestrahlung am schwersten be-
schéddigt wird.

Die einzige wichtigste Konsequenz einer hdmopoetischen
Zerstorung, die einer Bestrahlungsaussetzung mit hohem Ni-
veau folgt, ist die Tatsache, dass die antimikrobielle Immu-
nitdt sowohl exogenen als auch endogenen Mikroorganis-
men gegeniiber aufs Spiel gesetzt wird. Nach einer Bestrah-
lung mit einem hohen Niveau an Réntgenstrahlen sind alle
warmbliitigen Tiere, einschliesslich von Menschen, gegen-
iiber einem breiten Spektrum von Bakterien, Viren, Proto-
zon usw. anfallig, wie es in «Beneficial Effects of Endoto-
xins», herausgegeben von Alois Nowatny, Seiten 127 — 148,
Plenum Press, 1983, diskutiert wird.

Um die toxische Wirkung der Rontgenstrahlung zu be-
kédmpfen, ist es notwendig, die Produktion und die Differen-
zierung von Granulocyten (granulopoiesis) zu stimulieren.
Granulocyten sind weisse Blutzellen, wie z. B. Makrophagen,
Monocyten, Eosinophile und Basophile. Es ist bekannt, dass
Blut einen Faktor enthilt, der als Koloniestimulierungs-
Faktor (CSF) bekannt ist und der fiir eine Granulopoese
notwendig ist. Dieser Kolonie-stimulierende Faktor ist in
Chervenick, P.A. et al., Schience 118 164, 1972, und Golde,
D.W.etal., Lancet 2, 1397, 1972, beschrieben. Daher kann
der Grad, in welchem Blut einen Kolonie-stimulierenden
Faktor aufweist, direkt mit der Fahigkeit des Korpers, ho-
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hen Bestrahlungsdosen zu widerstehen, in Beziehung ge-
bracht werden.

Septikémie ist ein klinisches Syndrom, bei welchem die
Infektion durch den K6rper mit Hilfe des Blutstroms disse-
miniert. Septikdmie stellt eine moglicherweise schreckliche
Blutinfektion dar, die durch die verschiedensten Bakterien
verursacht werden kann. Durch die Anwesenheit von Mi-
kroorganismen und/oder die Anwesenheit ihrer giftigen Ne-
benprodukte im Blutstrom wird ein pathologischer Zustand
verursacht.

In einem 1974 veroffentlichten Bericht wurde beschrie-
ben, dass in den Vereinigten Staaten von Amerika jahrlich
71 000 Menschen von Septikdmie befallen werden, wovon
ungefahr 25% der Fille todlich verlaufen. Eine der Haupt-
ursachen fiir Septikdmie sind post-operative Infektionen, die
durch endogene Bakterien, welche aus dem Atmungstrakt
oder dem gastrointestinalen Trakt stammen, verursacht wer-
den (siche Cruse, P.J.E., et al. Arch., Surg. 107, 106210,
1973).

Gereinigtes, entgiftetes Endotoxin (RDE) ist dadurch ge-
kennzeichnet, dass es zwischen 350 und 475 nMol/mg an
Phosphor und zwischen 1700 und 2000 nMol/mg an Fettsdu-
ren sowie kein nachweisbares 2-K eto-3-desoxyoctanoat auf-
weist. Gereinigtes und entgiftetes Endotoxin stellt gegeniiber
Endotoxin-Extrakten, die aus Enterobacteriaciae erhalten
wurden, eine hervorragende Verbesserung dar, da das Endo-
toxin gereinigt und entgiftet ist und aus diesem Grund keine
hochstgiftigen Komponenten mehr enthilt, durch deren An-
wesenheit Endotoxin-Extrakte fiir eine therapeutische An-
wendung nicht geeignet waren (siche Peptides as Require- -
ments for Immunotherapy of the Guinea-Pig Line-10 Tumor
with Endotoxins; Ribi, et al. Cancer Immunol. Immunother.
Band 7, Seiten 43 — 58 [1979]). Die niitzlichen Wirkungen
von gereinigtem und entgiftetem Endotoxin im Vergleich zu
Endotoxin-Extrakten, werden z.B. in den U.S. Patenten
Nrn. 4 436 727 und 4 436 728; sowie in Ribi, E. Journal of
Biological Response Modifiers 3:1 —9, Raven Press, (1984)
beschreiben.

Es ist daher ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung,
die anfangs definierte pharmazeutische Zusammensetzung
zur Verfiigung zu stellen, die dadurch gekennzeichnet ist,
dass sie '

(a) gereinigtes, entgiftetes Endotoxin, welches kein nach-
weisbares 2-Keto-3-desoxyoctanoat, zwischen 350 und
474 nMol/mg an Phosphor und zwischen 1700 und
2000 nMol/mg an Fettsduren enthélt und

(b) einen pharmazeutisch annehmbaren Triger enthélt.

Die erfindungsgemésse pharmazeutische Zusammenset-
zung kann zur Verhinderung des Auftretens von Septikdmie
bei warmbliitigen Tieren verwendet werden.

Durch Anwendung der genannten Zusammensetzung
kann also das Auftreten eines akuten Strahlungs-Syndroms
bei warmbliitigen Tieren, das entsteht, wenn man die warm-
bliitigen Tiere einer ganzen K érperdosis von mindestens
etwa 100 Rad einer Rontgenstrahlung aussetzt, verhindert
werden, wenn man den warmbliitigen Tieren vor der Be-
strahlung mit Rontgenstrahlen eine wirksame Menge der er-
findungsgemaéssen Zusammensetzung verabreicht.

Gereinigtes, entgiftetes Endotoxin, wie es hier verwendet
wird, kann gemiss den in den U.S. Patenten Nrn. 4 436 727
und 4 436 728 beschriebenen Verfahren hergestellt werden.
Insbesondere kann man Endotoxin-Extrakte, die zur Her-
stellung von gereinigtem, entgiftetem Endotoxin eingesetzt
werden, aus beliebigen Enterobacteriaciae, einschliesslich
der Elternorganismen und der Mutanten erhalten. In den

" weiter oben genannten Patenten sind Typen von Mikroorga-

nismen angegeben, die man zur Herstellung des Ausgangs-
materials einsetzen kann, und ebenfalls sind verschiedene



Methoden zur Herstellung des Ausgangsmaterials angege-

ben. Die bevorzugte Methode zur Herstellung des Endoto-
xinextraktes wurde durch Chen et al., J. Infect. Dis 128 543
(1973) offenbart.

Das gereinigte, entgiftete Endotoxin, wie es weiter oben
hergestellt wurde, wird mit einem pharmazeutisch annehm-
baren Triger vereinigt, wie z.B. eine NaCl/Phosphatpuffer-
Losung, die parenteral injiziert werden kann, z. B. intrave-
nds, intraperitoneal oder auch intramuskulér. Die erfin-
dungsgemisse Zusammensetzung enthélt vorzugsweise 1 bis
1000 pg gereinigtes, entgiftetes Endotoxin, insbesonders 25
bis 200 pg, basierend auf der Verabreichung an einen typi-
schen 70 kg schweren erwachsenen Patienten. Diese Zusam-
mensetzung kann an Patienten einmal, zweimal oder dreimal
pro Woche verabreicht werden und die Zahl der Verabrei-
chung betrigt liblicherweise etwa zwei- oder dreimal.

Die das entgiftete, gereinigte Endotoxin enthaltende Zu-
sammensetzung, wenn sie zur Verhinderung des akuten
Strahlungs-Syndroms verwendet wird, sollte mindestens 24
Stunden den warmbliitigen Tieren vor der Rontgenstrahlung
in hoher Dosis von mindestens etwa 100 Rad verabreicht
werden, vorzugsweise zwischen etwa 24 und 48 Stunden.

Beispiel 1
Versuch zur Induktion eines Kolonie-stimulierenden
Faktors (CFS) in vivo
Drei Gruppen von NMRI-Miusen (jede Gruppe enthielt
fiinf Miuse) wurden jeweils 5 pg der Testsubstanz, wie sie in
Tabelle 1 identifiziert ist, intravends injiziert.

Tabelle I

Substanz Kolonien (X +
Stanverschiebung)*

Gereinigtes entgiftetes Endotoxin aus
S. minnesota R595 80+3,6
Gereinigtes entgiftetes Endotoxin aus
S. typhimurium G30/C21 72+9,3
Saline-Kontrolle 0

* Arithmetisches Mittel

Zwei Stunden nach der Injektion erhielt man Blut aus
dem Plexus orbitalis und sofort anschliessend wurde dieses
Blut dreifach untersucht, um den CSF-Gehalt zu bestimmen.
Diese Versuchsmethode wurde von Metcalf, D. und Moore,
M.A., in Haemopoetic Cells, North Holland Publishing
Company, Amsterdam, Holland, 1971, beschrieben. Der
CSF-Gehalt wurde als Anzahl von Kolonien in 10° kernhal-
tiger Markknochenzellen/m! ausgedriickt. Wie in Tabelle I
gezeigt ist, zeigen die zwei Gruppen von Méusen, denen
RDE injiziert wurde, einen bedeutende CSF-Aktivitdt, wih-
rend die Kontrollgruppe der Méuse, welcher nur Saline inji-
ziert wurde, keine CSF-Aktivitit aufweist. Durch diesen
Versuch wird festgelegt, dass das gereinigte und entgiftete
Endotoxin die Produktion von CSF stimuliert, welches zur
Herstellung Differenzierung von Granulocyten (Granzlo-
poiesis) notwendig ist.

Beispiel 2
Schutz vor Rontgenbestrahlung

Zwei Gruppen von C3HeB/FeJ-Mausen, jede Gruppe
bestand jeweils aus 20 Méusen, wurde je die in Tabelle II be-
schriebene Testsubstanz intravends injiziert. Den Méusen
wurde die Injektion 24 Stunden bevor der Bestrahlung mit
600 Rad Réntgenstrahlen mit einer Geschwindigkeit von
70 Rad pro Minute verabreicht. Eine dritte Gruppe von 20
Miusen (Kontrollgruppe) ehielt keine Injektion mit der
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Testsubstanz. Diese dritte Gruppe wurde der Strahlung auf
die gleiche Weise als die weiter oben genannten zwei Grup-
pen von Méusen ausgesetzt.
Wie von A. Nowatny, Seite 127 festgestellt, lag der Gip-

s fel der Haufigkeitsquote der Sterblichkeit fiir eine mittlere le-
tale Dosis'an Rontgenstrahlung zwischen 10 und 14 Tagen
nach der Bestrahlung. Demgemiss erwartete man, dass bei-
de Gruppen der Kontrolltiere sowie diejenigen Tiere, die vor
der Bestrahlung mit gereinigtem und entgiftetem Endotoxin

10 behandelt wurden, die ersten 10 Tage, nachdem man sie ei-
ner Strahlung mit hohem Niveau ausgesetzt hatte, wie weiter
oben beschrieben ist, iiberleben wiirden. Nach 15 Tagen
tiberlebten 85% der mit RDE behandelten Tiere die Bestrah-
lung, wihrend nur 55% der Kontrolltiere iiberlebten. 20

15 Tage, nachdem die Tiere der Strahlung ausgesetzt wurden,
blieben 20 —75% der mit RDE behandelten Mause am Le-
ben, wihrend nur 25% der Kontrolltiere iiberlebten. Daraus
geht hervor, dass das gereinigte, entgiftete Endotoxin einen
wichtigen Faktor bei der Herabsetzung des Todesrisikos

20 nach der Bestrahlung mit einem hohen Strahlungsniveau
darstellt.

Tabelle IT
25 Préparat Dose Anzahl % Uberlebende am Tag
(11:4) der Tiere 10 15 20 30
Kontrolle - 20 100 55 25 20
RDE-S. minne-
30 Sota 100 20 100 8 75 75
RDE-S. typhimu-
rium 100 20 100 8 70 65
Beispiel 3

35 Schutz gegen das Auftreten von Septikdmie

14 NMRI-Miuse wurden mit einem Mikrogramm RDE
vorbehandelt, das man durch eine intraperetoneale Injektion
verabreichte. 24 Stunden spéter wurde jede der Méiuse ope-
riert, wobei man das Zokum jeder einzelnen Maus unter-

40 band und punktierte, damit die Méuse innerlich dem Angriff
von Mikroorganismen ausgesetzt waren, wobei diese Mikro-
organismen die Fihigkeit besassen, das Auftreten von Septik-
dmie giinstig zu beeinflussen. Nach beendeter Operation
wurden die Tiere 120 Stunden lang beobachtet. Eine zweite

45 Gruppe von Miusen wurde anschliessend auf genau die glei-
che Weise operiert, aber diese Miuse wurden nicht mit gerei-
nigtem und entgifteten Endotoxin vorbehandelt. Die erhalte-
nen Resultate sind in der nachfolgenden Tabelle III zusam-
mengestellt. 71% der mit RDE behandelten Méuse iiberleb-

50 ten 120 Stunden nach der Induktion der Septikdmie. Diejeni-
gen Miuse, die nicht mit RDE vorbehandelt wurden, wiesen
nur eine Uberlebensrate von 21% auf.

Aus diesen Resultaten geht hervor, dass das gereinigte -
und entgiftete Endotoxin das Auftreten von Septikémie ver-
ss hindert.

Tabelle I1I
Nichtspezifische Widerstandsfihigkeit gegeniiber von
Septikimie, die Mausen durch zokale Unterbindung und

Punktion induziert wurde
60

Vorbehandlung 120 Std. nach der Induktion von
Septikdmie
1 pg, ip, 24 Stunden vor der
Operation Tot/total % Uberlebende
65
keine 11/14 21
RDE (8. typhimurium) 4/14 71
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