MUANIANDWNDAN cH 684741 A5

T

Www SCHWEIZERISCHE EIDGENOSSENSCHAFT @ CH 684741 A5
@ \“|||| |||||! BUNDESAMT FUR GEISTIGES EIGENTUM
g 6) Int.Cle:  AB1K 35/50

Erfindungspatent fiir die Schweiz und Liechtenstein
Schweizerisch-liechtensteinischer Patentschutzvertrag vom 22, Dezember 1978

@ PATENTSCHRIFT »s

@1 Gesuchsnummer: 1855/92 @3 Inhaber:
Laboratoire Lucchini S.A., Genéve

@ Anmeldungsdatum: 11.06.1992

@2 Erfinder:
Martin, Michel Pierre, Genéve
De Schoenburg Waldenburg, Vetea Pierre,
Divonne-les-Bains (FR)

@9 Patenterteilt: 15.12.1994
@p Patentschrift @8 Vertreter:
veroffentlicht: - 15.12.1994 ' Patentanwaltsbiiro Zink, Riedt-Neerach

64 Verfahren zur Herstellung eines Extraktes.

Ein Extrakt mit biologischer und/oder therapeutischer

Aktivitat, welcher in einem pharmazeutischen und/
oder kosmetischen Produkt verwendet werden kann, ist
mittels den in Anspruch 1 definierten Schritten erhéltlich.

Der so erhaltene Extrakt kann als wenigstens eine ak-
tive Komponente in einem Medikament, insbesondere flr
die Wiederepithelisierung oder fur die Behandlung von
Neuropathien, verwendet werden.

THGUMIMMLINTIND CH 684741 AS



10

16

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

CH 684 741 A5

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifit ein Verfahren zur Herstellung eines Extraktes.

Placentas sind schon auf die unterschiedlichsten Arten extrahiert worden. Verschiedene Produkie auf
der Basis solcher Extrakte sind bekannt. Der néchste Stand der Technik ist beschrieben in:

BURT R. L. et. al. (1966) Am. J. Obst. and Gyn. St-Louis, 95, 579-585;

RAUCH 8. (1956) JAMA, 162, 915;

GOLD-AUBERT P. et. al. (1981) Int. J. Tiss. Reac. lll, 155-165; und

NAKAJIMA S. (1971) J. Med. Soty Toho Uni. 18, 368-372 «English translation».

Véllig tiberraschend wurde nun ein Extrakt gefunden, welcher eine therapeutische und/oder eine bio-
logische Aktivitat zeigt. Seine exakte Zusammensetzung ist gegenwértig noch nicht bekannt. Dieser Ex-
frakt kann nur mittels den erfindungsgeméssen Verfahrensschritten gewonnen werden. Es ist durchaus
denkbar, dass der eine oder der andere Schritt weggelassen werden kann, ohne dass dies einen Ein-
fluss auf die genannte biologische und/oder therapeutische Aktivitat hat; z.B. die Schritte A, B und C.

Die Erfindung ist durch die Merkmale in den unabhéngigen Anspriichen gekennzeichnet. Bevorzugte
Ausfiihrungsformen sind in den abhéngigen Anspriichen definiert.

im folgenden wird die Erfindung naher erldutert.

Die zu exirahierenden Placentas kdnnen menschlichen wie auch tierischen Ursprungs sein. Im Prin-
zip kénnten die Placentas unmittelbar nach einer Geburt oder Abtrennung verarbeitet werden. Dies ist
jedoch wegen Transportengpdssen nur begrenzt moglich. Aus praktischen Griinden werden die
menschlichen Placentas in den Spitélern in Behéltern in Tiefktihlboxen gelagert, wobei darauf geachtet
wird, dass im Tiefkiihlgerat die Temperatur nicht hoher als ~10°C ist. In Abhéngigkeit des jeweils ver-
wendeten Tiefkiihlgerates betrdgt die Lagerungs-Temperatur normalerweise von etwa —18°C bis etwa —
25°C. Noch tiefere Temperaturen sind auch méglich, sind aber nicht wirtschaftlich.

Menschliche Placentas ohne Risikofaktoren sind bevorzugt.

Es ist bevorzugt, die Placentas zu verarbeiten, bevor sie 3 bis 4 Monate alt sind.

Zur Herstellung des erfindungsgeméssen Exiraktes werden die tiefgefrorenen Placentas unter sterilen
Bedingungen (UV-Licht) auf Raumtemperatur aufwérmen gelassen. In Abhéngigkeit der Menge an ge-
frorenen Placentas kann dies bis zu 2 Tagen dauern. Vorzugsweise werden die Placentas in Kunststoff-
behaltern (plastic vats) in einem Schrank (cup-board) aufgetaut. Es ist bevorzugt, unter hygienisch kon-
trollierten Bedingungen zu arbeiten.

So ist nicht kontaminiertes Material zu verwenden, und die Arbeitsrdume sind sauber zu halten.

Die Placentas kénnen auch durch Einwirkung von Warme und/oder Mikrowellen aufgetaut werden.

Von jeder aufgetauten Placenta wird nun die Chorion, auch Zottenhaut genannt [la coiife (chorion)],
die Nabelschnur [le cordon (cord)], Blutgerinnsel und nekrotisches Gewebe entfernt. Vorzugsweise wer-
den diese Teile manuell mit einem Messer oder Skalpell weggeschnitten. Vom so erhaltenen Gewebe
der Placenta wird nun unter Einwirkung von Druck Blut entfernt. Dies wird vorzugsweise mittels manuel-
lem Zusammendriicken oder Zentrifugation durchgefiihrt.

Die so erhaltenen Placenta-Gewebe werden nun abiropfen gelassen und gegebenenfalls getrocknet.
Das Trocknen kann zum Beispiel mit einem Schwamm, einem Tuch oder mittels Papier erfolgen, wobei
Wasser und gegebenenfalls noch vorhandenes Blut entfernt werden.

Die so abgetropften und getrockneten Placenta-Gewebe werden nun wieder eingefroren, wobei wie-
der darauf geachtet wird, dass im Tiefkiihigerét die Temperatur nicht hoher als ~10°C ist. In Abhéngig-
keit des jeweils verwendeten Tiefkiihigerdtes betrdgt die Lagerungs-Temperatur normalerweise von
etwa —18°C bis etwa —25°C. Noch tiefere Temperaturen sind auch maglich, sind aber nicht wirtschaft-
lich. Eine Schockeinfrierung mit beispielsweise fliissigem Stickstoff ist auch méglich.

An dieser Stelle hat man die Méglichkeit, das Verfahren flir einige Tage oder Monate, z.B. 3 bis 4
Monate, zu unterbrechen.

Die eingefrorenen Placenta-Teile werden im nachsten Arbeitsschritt im gefrorenen Zustand zerklei-
nert. Sie werden insbesondere zu einem Erei zerhackt, resp. piriert. Hierin sollen keine Teilchen mit ei-
nem Durchmesser von mehr als 5 mm. vorzagsweise 3 mm, vorhanden sein. Eine Zerkieinerung in
nicht gefrorenem Zustand wére auch méglic*:.

Diese breiige Masse wird nun mit kaltem Wasser vermischt. Dieses kalte Wasser hat normalerweise
eine Temperatur von etwa +1°C bis etwa +10°C, vorzugsweise von etwa +4°C bis etwa +10°C. Destil-
liertes, d.h. ionenfreies Wasser ist bevorzugt.

Di= =~ erhaltene Suspension wird anschliessend wahrend wenigstens 15 Minuten mechanisch ge-

ruhr » zusitzliche Behandlung mit Ultraschall ist auch mdglich.

D: 4sst man die Suspension bei einer Temperatur von etwa +4°C, insbesondere wéhrend etwa
18 n einem Kiihischrank oder einem Kiihlraum, stehen. In Abhingigkeit des jeweils verwende-
ten k nrankes oder Kiihiraumes kann die Temperatur auch etwas héher oder etwas tiefer sein, bei-

spiels. .se + 1 bis 2°C.

Dann wird die gekiihite Suspension aus dem Kihiraum entfernt, und bei umgebender Temperatur
wird unter mechanischem Riihren festes Natriumchlorid in einer solchen Menge zugegeben, dass eine
physiologische Konzentration, d.h. 8,5 g bis 8,0 g NaCl pro kg H20, erhalten wird.

Gegebenenfalls kann auch noch eine wassrige, organometallische Lésung hinzugegeben werden,
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vorzugsweise eine 0,1 %-ige Losung, beispielsweise eine Kupferacetatiosung, Cu(OAc)2, insbesondere
in einer solchen Menge, dass eine solche Konzentration erhalten wird, welche einer Menge von 1,52 g
Cu(OAc)2 pro kg H20 entspricht.

Die mit Natriumchlorid, und gegebenenfalls, z.B. auch mit Kupferacetat, versetzte, immer noch kiihle
Suspension wird nun bei umgebender Temperatur wahrend einigen Minuten oder Stunden, beispielswei-
se etwa 30 Minuten, mechanisch geriihrt. Eine zusétzliche Behandlung mit Ultraschall ist auch méglich.
Bei diesern Ruihren ist darauf zu achten, dass die Temperatur +15°C, insbesondere +10°C, nicht ber-
schreitet. Gegebenenfalls muss die Suspension gekuhlt werden, damit die genannte Temperatur einge-
halten werden kann.

Danach lisst man diese Suspension wahrend etwa einigen Stunden, beispielsweise etwa 4 Stunden,
wieder bei einer Temperatur von etwa +4°C in einem Kihischrank oder einem Kiihlraum stehen. In Ab-
hangigkeit des jeweils verwendeten Kihischrankes oder Kiihlraumes kann die Temperatur auch etwas
héher oder etwas tiefer sein, beispielsweise = 1 bis 2°C.

Dann wird die gekiihite Suspension aus dem Kihiraum entfernt, und bei umgebender Temperatur
wird unter mechanischem Rihren der pH-Wert gemessen. Im allgemeinen liegt dieser pH-Wert im Be-
reich zwischen etwa 6,6 und etwa 6,9. Diese Suspension wird anschliessend angeséuert, wobei ein pH-
Wert von etwa 5,3 bevorzugt ist. Das Ansduern wird vorzugsweise durch Hinzugabe von Milchs&ure
durchgefihrt.

Danach lasst man die angesduerte Suspension wahrend einigen Stunden, z.B. 15 Stunden, bei einer
Temperatur von etwa +4°C in einem Kihlschrank oder einem Kiihlraum stehen. Betreffend einer Tem-
peraturabweichung wird auf die oben stehenden Ausfiihrungen verwiesen.

An dieser Stelle hat man wieder die Méglichkeit, das Extraktionsverfahren fiir einige Tage zu unter-
brechen.

Anschliessend wird die Suspension zentrifugiert, und die lberstehende Losung wird gesammelt. Die-
se Losung wird filtriert, um ein klares Filirat zu erhalten. Diese Filtration kann mit einem oder mehreren
Filtern gleicher oder unterschiedlicher Porositét erfolgen. Ebenso kann diese Filtration unter Druck oder
mittels Vakuum durchgefiihrt werden.

Das so erhaltene Filtrat hat normalerweise einen pH-Wert von etwa 5,7 bis etwa 6,1. Dieses Filtrat
wird angeséuert, wobei ein pH-Wert von etwa 5,4 bevorzugt ist. Das Ansduern wird vorzugsweise durch
Hinzugabe von Milchséure durchgefiihrt. Bei diesem Ansduern bilden sich gewdhnlich Niederschlage,
welche mittels erneuter Filtration durch einen oder mehrere Filter gleicher oder unterschiedlicher Porosi-
t4t entfernt werden. Diese Filtration kann unter Druck oder mittels Vakuum durchgefihrt werden.

Das so erhaltene Filtrat kann nun mittels Filtration sterilisiert werden. Es versteht sich von selbst,
dass samtliche dazu bendtigten Gegensténde vorgéngig sterilisiert werden missen, beispielsweise in ei-
nem Dampfsterilisator bei einer Temperatur von 127°C wéhrend 30 Minuten. Ebenso ist klar, dass die-
se Sterilisationsfiltration unter aseptischen Bedingungen in sterilen Réumen durchzufiihren ist.

Das erhaltene, vorzugsweise sterile Filtrat kann — in geeignete Behélter abgeflillt -~ nun inkubiert wer-
den. Diese Inkubation erfolgt vorzugsweise bei einer Temperatur von etwa +35°C bis etwa +45°C, ins-
besondere etwa +39°C, wahrend 4 bis 6 Tagen. Proben kdénnen jederzeit entnommen werden und ei-
nem Sterilititstest, beispielsweise auf Thioglycolat Medium, unterworfen werden.

Die gegebenenfalls inkubierte Losung wird anschliessend pasteurisiert. Diese Pasteurisierung erfolgt
vorzugsweise bei einer Temperatur von etwa +60°C wéhrend wenigstens 14 Stunden. Man erhélt eine
nicht mehr klare Lésung. Die entstandenen Niederschlége werden mittels oben beschriebener Zentrifu-
gation und gegebenentfalls einer sterilen Filtration entfernt.

Dieses Filtrat kann nun, eingestellt auf eine geeignete Konzentration, wenigstens einer blichen Ultra-
filtration ausgesetzt werden, um Verbindungen mit vorausbestimmten Molekulargewichten entweder zu
entfernen oder zu erhalten.

So kann das genannte Filtrat einer Ultrafiltration — nachfolgend Ultrafiltration | genannt — ausgesetzt
werden, um Verbindungen mit Molekulargewichten von kleiner als 30 000 zu entfernen.

Die erhaltene Lésung kann nun angeséuert werden, beispielsweise bis zu einem pH-Wert von 1,0,
vorzugsweise mit Salzséure, insbesondere mit wassriger Salzséure.

Die angeséuerte Lésung wird wahrend einigen Stunden, beispielsweise 15 bis 24 Stunden, inkubiert.

In der so erhaltenen Ldsung wird ein gemessener pH-Wert im Bereich von 5,0 bis 8,0, vorzugsweise
7,0, eingestellt.

Dieses Gemisch kann danach, eingestellt auf eine geeignete Konzentration, einer weiteren blichen
Ultrafiltration — nachfolgend Ultrafiltration 1I genannt — ausgesetzt werden, um Verbindungen mit Mole-
kulargewichten von grosser als 300 000 zu entfernen.

Es ist auch méglich, zuerst die Ultrafiltration Il und dann die Ultrafiltration | auszufiihren.

Die Reihenfolge, in welcher die Ultrafiltrationen | und Il sowie die pH-Einstellung auf einen sauren
Wert ausgefiihrt werden, hat keinen Einfluss auf das Endprodukt.

Es ist auch méglich, eine bliche Ultrafiltration auszufihren, um Verbindungen mit Molekulargewich-
ten von grosser als 300 000 zu entfernen. Das erhaltene Filtrat kann einer zweiten (blichen Ultrafiltrati-
on (100 K-Membrane) ausgesetzt werden.

Auf der Membrane bleibt eine konzentrierte Lésung von Verbindungen mit Molekulargewichten von
100 000 bis 300 000 zuriick. Das so erhaltene Filtrat kann einer dritten Ublichen Ultrafiltration
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(5 K-Membrane) ausgesetzt werden, um Verbindungen mit Molekulargewichten von 5000 bis 100 000
zu entfernen.

Als letzte Operation kann man in vorausbestimmten Verhéltnissen das zuletzt erhaltene Filtrat
(0-5000) mit dem Riickstand der zweiten Ultrafiltration (100 000-300 000) vermischt werden, um ein
ausgewdhltes Produkt zu ergeben.

An Stelle der genannten Ultrafiltrationen kénnen auch Gel-Filtrationen durchgefiihrt werden.

Die auf diese Weise — und véllig {iberraschend nur auf diese Weise — erhaltenen erfindungsgemas-
sen Extrakte zeigen biologische und/oder therapeutische Aktivitdten. Wenn gewdinscht, konnen diese
Extrakte gefriergetrocknet werden. Diese erfindungsgemé@ssen Extrakte kénnen verwendet werden zur
Herstellung von Mitteln, welche biologische und/oder therapeutische Aktivititen aufweisen.

Die so erhaltenen Extrakte kénnen als wenigstens eine aktive Komponente in einem Medikament,
insbesondere fiir die Wiederepithelisierung oder fiir die Behandiung von Neuropathien, verwendet wer-
den.

Die nachfolgenden Beispiele illustrieren die Erfindung.

Beispiel 1

Von aufgetauten menschlichen Placentas wurden die Chorion, die Nabelschnur, die Blutgerinnsel und
nekrotischen Gewebe mit einem Messer entfernt. Vom so erhaltenen Placenta-Gewebe wurde mittels
manuellem Zusammendriicken Blut entfernt. Diese Placenta-Gewebe liess man abtropfen und trocknete
sie dann mit Papier ab. Danach wurden die Placenta-Gewebe in einem Tiefkiihlgerat bei ~18°C einge-
froren.

Im folgenden werden 2 voneinander getrennt durchgeflihrte Ansétze beschrieben. Zahlenangaben,
welche den zweiten Ansatz betreffen, sind in Klammern erwéhnt.

32,2 kg (33,6 kg) Placenta-Gewebe wurden in gefrorenem Zustand in einer Mihle zerhackt. Zu die-
ser breiigen Masse wurden 193 kg (193 kg) Wasser mit einer Temperatur von +4°C hinzugegeben. Die-
se Suspension wurde sofort wéhrend 30 Minuten bei Raumtemperatur mechanisch gerithrt. Zum Riih-
ren wurde ein POLYTRON kinematisches Hochfrequenz-Ruhrgerédt verwendet. Normalerweise wurde
eine Geschwindigkeit von 2700 bis 3000 Umdrehungen pro Minute verwendet. Danach wurde das Ge-
misch in einem Kiihlraum, in welchem die Temperatur +4°C betrug, wahrend einer Stunde stehen ge-
lassen. Bei umgebender Temperatur wurden unter mechanischem Rihren 1,640 kg (1,640 kg) festes
Natriumchlorid und 292 mi (292 ml) 0,1%-ige wassrige Cu(OAc)2-Lésung hinzugegeben. Das mit Natri-
umchlorid und Kupferacetat versetzte Gemisch wurde sofort wéhrend 30 Minuten geriihrt. Es wurde
darauf geachtet, dass die Temperatur der Suspension +10°C nicht {iberstieg. Danach liess man diese
Suspension wahrend 4 Stunden in einem Kuhlraum, in welchem die Temperatur +4°C betrug, stehen.
Nach dieser Zeit wurde ein pH-Wert von 6,80 (6,85) gemessen. Durch Hinzugabe von 220 ml (173 ml)
Milchs&ure (Reinheit: 88-92%) wurde ein pH-Wert von 5,3 (5,3) eingestellt.

Die angeséuerte Suspension wurde Uber Nacht in einem Kiihiraum bei einer Temperatur von +4°C
gelagert. Am nachsten Tage wurde die Suspension zentrifugiert, und die {iberstehende Losung wurde
gesammelt und filtriert. Man erhielt 183 kg (188 kg) -an klarem Filtrat, welches einen pH-Wert von 5,70
(5,70) hatte. Durch erneute Hinzugabe von 20 ml (28 ml) Milchsdure (Reinheit: 88-92%) wurde ein pH-
Wert von 5,4 (5,4) eingestellt. Da sich bei diesem Ansduern wieder ein Niederschlag bildete, wurde die-
ser Niederschlag durch eine weitere Filiration entfernt.

Dieses Filtrat wurde anschliessend mittels Filtration sterilisiert («Fibra Fix»-Filter AF 130 und AF 140
von Filtrox-Werk AG, St. Gallen, Schweiz und Filterkapsel SUPOR DFC 0,2 Mikrometer Gelmann
Science von Skan AG, Basel, Schweiz). Dieses sterile Filtrat wurde in 10-Literflaschen abgefillt, und
diese Flaschen wurden bei einer Temperatur von +39°C wahrend 142 Stunden und 20 Minuten (144
Stunden und 15 Minuten) inkubiert.

Danach wurde eine Pasteurisierung bei einer Temperatur von +60°C wahrend 27 Stunden (27 Stun-
den) durchgefiihrt. Bei dieser Pasteurisierung wurde darauf geachtet, dass die Temperatur des Gemi-
sches in den Flaschen wéahrend wenigstens 14 Stunden +60°C betrug.

Nach der Pasteurisation wurde das Gemisch wéhrend 6 Tagen (5 Tagen) in einem Kiihlraum bei ei-
ner Temperatur von +4°C gelagert.

Die pasteurisierte, nicht mehr klare L&sung wurde zentrifugiert, und die iiberstehenden L&sungen von
beiden Ansitzen wurden gesammelt und vereint. Die Losung wurde mittels Filtration sterilisiert, wobei
man insgesamt 360 kg an Filirat erhielt (Ende Schritt N).

Beispiel 2

Die therapeutische Aktivitat des geméass Beispiel 1 erhaltenen Filtrates wird durch eine beschleunigte
Woundheilung belegt.

Mannliche New-Zealand Kaninchen wurden einzeln in einem Kéfig bei einem konstanten hell/dunkel-
Zyklus und bei Raumtemperatur (21°C) gehalten.

In beiden Augen der Kaninchen wurden korneale Ulzerationen durch Einschnitte in die Kornea mit
Hilfe eines Glaszylinders (Durchmesser: 3 mm) gemacht. Der Einschnitt wurde oberfl&chlich in die op-
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tische Zone der Kornea gemacht, wobei das Stroma geschont wurde. Eine erste Priifung unter einer
Spaltlampe diente dazu, nur Tiere mit kornealen Ulzerationen des gleichen Ausmasses und Tiefe zu
verwenden.

Vorgéngig der Behandlung und dann alle 12 Stunden wiahrend der Behandiung wurden die Tiere ei-
ner ophthalmologischen Priifung der Korneas mittels der Spaltlampe unterworfen. Vor jeder Priifung
wurde eine Instillation mit 1%-igem Natriumfluorescein gemacht. Fiir diese Prifungen wurde kobaltblau-
es Licht verwendet. Es wurde die totale Heilung der kornealen Ulzerationen abgewartet.

Eine Gruppe von 6 Kaninchen wurde mit einer Instillation des gemdss Beispiel 1 hergestellten Filtra-
tes behandelt. Dazu wurden alle 8 Stunden 2 Tropfen in die Augen gegeben. Diese Behandlung wurde
unmittelbar nach der Verletzung mit dem Glaszylinder und der oben erwéhnten ersten Prifung mit der
Spaltlampe begonnen.

Eine Gruppe von 8 Kaninchen wurde in der selben Art mit Placebos (physiologische, wéssrige Natri-
umchlorididsung) behandelt, und diente zur Kontrolle. Der Behandlungseffekt wurde evaluiert durch Ver-
gleich der Zeit bis zur vollsténdigen Heilung der kornealen Ulzerationen zwischen den beiden oben ge-
nannten Gruppen. Es wurden folgende Resultate erhalten:

Prifung nach  prozentuale Heilung

(Stunden)
mit Placebo  mit Placenta-
Extrakt
0 0 0
12 0 17
24 0 17
36 13 67
48 25 83
60 50 83
72 63 100
84 88 100
96 100 100

Diese Zahlen zeigen, dass die Heilung bei der Behandlung mit Placenta-Extrakt friiher einsetzt, ra-
scher vor sich geht und friher beendet ist.

Beispiel

Das gemiss Beispiel 1 erhaltene Filtrat (360 kg) wurde einer Ultrafiltration (30 K-Membrane, Typ
«Omega», NMWL von Filtron Technology Co. USA) ausgesetzt, um Verbindungen mit Molekulargewich-
ten von kleiner als 30 000 zu entfernen. Etwa 95 Gew.-% des genannten Filtrates passierten die 30 K-
Membrane. Der Riickstand auf der 30 K-Membrane wurde 12mal mit je 10 Litern von physiologischer
Kochsalziésung gewaschen.

Der gewaschene Riickstand wurde zwecks optimaler Ausbeute {(Waschen der Ultrafiltrationsvorrich-
tung) mit etwa 20 Litern von physiologischer Kochsalzlésung verdinnt.

Die erhaltene Losung (etwa 36 kg) wurde mit 72 kg sterilem, destilliertem Wasser verdinnt.

Diese Lésung wurde einer Ultrafiltration (300 K-Membrane, Typ «Open Channel» von Filtron Technol-
ogy Co. USA) ausgesetzt, um Verbindungen mit Molekulargewichten von grésser als 300 000 zu entfer-
nen. Etwa 98 bis 99 Gew.-% dieser Lésung passierten die 300 K-Membrane. Der Riickstand auf der
300 K-Membrane wurde zwecks optimaler Ausbeute 4mal mit je 10 Litern von physiologischer Koch-
salzlésung gewaschen.

Das so verdiinnte Filtrat (etwa 144 kg) wurde mittels Filtration sterilisiert («Fibra Fix»-Filter AF 130
und AF 140 von Filtrox-Werk AG, St. Gallen, Schweiz und Filterkapsel SUPOR DFC 0,2 Mikrometer
Gelmann Science von Skan AG, Basel, Schweiz).

Im sterilen Filtrat wurde durch Hinzugabe von 25%-iger wéssriger HCl-Losung ein pH-Wert von 1,0
eingestellt. Die angesduerte Losung wurde bei einer Temperatur von +4°C wahrend 15 Stunden aufbe-
wahrt.

Danach wurde mittels Hinzugabe von 5N NaOH ein pH-Wert von 7,05 eingestelit.

Diese neutralisierte Lésung wurde wie oben beschrieben mittels Filtration sterilisiert (Ende Schritt P).

in diesem sterilen Filtrat (Fraktion 30 000 bis 300 000) wurden folgende Werte an Proteinen und
NaCl durch Hinzugabe von NaCl und sterilem destillierten Wasser eingestelit:
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1 mg Proteine (total) / 1 ml L&sung
8,5 mg NaCl / 1 ml Lésung.
Ausbeute: 260 bis 300 kg Endldsung.

Beispiel 4
Die therapeutische Aktivitét des Filtrates gemé&ss Beispiel 3 wurde geméss der in Beispiel 2 beschrie-

benen Technik belegt.
Man erhielt folgende Resultate:

Priifung nach  prozentuale Heilung

(Stunden)
mit Placebo mit Placenta-
Extrakt
0 0 0
4 0 0
8 0 0
12 0 10
16 10 20
20 40 40
24 50 80
28 50 90
32 60 100
36 70
44 80
52 90

Diese Zahlen zeigen, dass die Heilung bei der Behandlung mit Placenta-Extrakt frither einsetzt, ra-
scher vor sich geht und friiher beendet ist.

ispiel

Mit dem geméss Beispiel 3 erhaltenen Filtrat 5 (Fraktion 30 000 bis 300 000) wurde das peripheri-
sche Nervenwachstum gepriift.

Fiir diesen Zweck wurden 4 Gruppen von je 10 mannlichen Sprague-Dawley-Ratten (180 bis 200 g)
unter Standard-Bedingungen gehalten (12 Stunden Tag, 12 Stunden Nacht).

Wasser und Nahrung standen in genligenden Mengen jederzeit zur Verfligung.

Die Tiere der Gruppen 1 und 2 erhielten eine einzige intravendse Injektion an Streptozotocin (100
mg/kg Korpergewicht). Nach einer Woche wurden die Blutglucose-Werte jeden Tag gemessen. Wenn
der Glucose-Wert mehr als 150 mg/ml Blut wahrend 3 aufeinanderfolgenden Tagen betrug, wurden die
Ratten als diabetisch bezeichnet.

Die Tiere der Gruppen 3 und 4 wurden wie folgt operiert: Unter Anésthesie (Ether) wurde der rechte
sciatische Nerv durch Zerschneiden der Muskeln freigelegt und mit einer hdmostatischen Klemme (hae-
mostatic forceps) wahrend 30 Sekunden zusammengequetscht (crushed), und zwar in einer Entfernung
von 6 mm distal vom sciatischen Knotenpunkt (notch). Anschliessend wurde die Wunde wieder ge-
schlossen.

Die Tiere der Gruppen 1 und 3 wurden wahrend 3 Wochen subkutan mit dem gemass Beispiel 3 er-
haltenen Filtrat (Fraktion 30 000 bis 300 000) behandelt. (0,5 mg Protein pro kg Korpergewicht pro
Tag).

Die Tiere der Gruppen 2 und 4 wurden gleichzeitig mit dem gleichen Volumen an physiologischer
Kochsalzlésung behandelt.

Wihrend der ganzen Behandlung wurde die Wiedererlangung von Schmerzempfindung (recovery of
sensation) mit dem «Foot-Flick-Test» gegentiber der einen Schmerz verursachenden Wérmeeinwirkung
gepriift.

Die Ratten wurden von Hand in ihrer Bewegungsfreiheit eingeschrénkt (immobilized). Die rechte Hin-
terpfote (hindpaw) wurde gegen einen konstant warmen (47°C) Luftstrom in einer Distanz von 2 mm
gehalten. Die Zeit, welche benétigt wurde, um die genannte Pfote zuriickzuziehen, wurde gemessen.
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Es ist bekannt, dass Kontrolltiere die Pfote in weniger als 1,6 Sekunden zuriickziehen.

Wenn die getesteten Tiere ihre Pfote in weniger als 3 Sekunden zurlickziehen, dann wird die Wie-
dererlangung von Schmerzempfindung als bestatigt betrachtet.

Wenn die getesteten Tiere ihre Pfote nach 3 Sekunden noch nicht zuriickgezogen haben, so wird
keine Wiedererlangung von Schmerzempfindung festgestellt.

Der erste Tag von Wiedererlangung von sensomotorischer Funktion wurde fiir jede Rate einzeln be-
stimmt.

In der nachfolgenden Tabelle ist der Durchschnittswert der jeweiligen Gruppe angegeben.

Experimentelle Gruppe Wiedererlangung von
Schmerzempfindung (Tage)

1. Diabetisch + Extrakt 9,5 plus/minus 0,3

2. Diabetisch + Kochsalz 16,5 plus/minus 0,8

3. Verletzt + Extrakt 11,3 plus/minus 0,4

4. Verletzt + Kochsalz 18,9 plus/minus 0,3

Diese Zahlen zeigen, dass die mit der Fraktion 30 000 bis 300 000 behandelten Tiere viel rascher
wieder ihre Schmerzempfindung erlangen und somit der genannte Extrakt (Fraktion 30 000 bis
300 000) eine therapeutische Wirkung hat.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung eines Extraktes mit biologischer und/oder therapeutischer Aktivitat, wel-
cher in einem pharmazeutischen und/oder kosmetischen Produkt verwendet werden kann, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man die folgenden Schritte ausfihrt:

— A. Entfernung der Chorion, auch Zottenhaut genannt, der Nabelschnur, Blutgerinnsein und nekro-

tischem Gewebe von Placentas menschlichen oder tierischen Ursprungs;

— B. Entfernung von Blut von den so erhaltenen Placenta-Geweben unter Einwirkung von Druck;

— C. Abtropfen, und gegebenenfalls Abtrocknen, sowie Einfrieren auf eine Temperatur von wenig-

stens —10°C der so erhaltenen Placenta-Teile;

— D. Zerkleinerung, resp. Plirieren der eingefrorenen Placenta-Teile im gefrorenen Zustand;

— E. Vermischen der so erhaltenen breiigen Masse mit kaltem Wasser,

— F. Rithren der so erhaltenen Suspension wahrend wenigstens 15 Minuten und anschliessendes

Stehenlassen bei einer Temperatur von etwa +4°C;

- G. Zugabe von festem Natriumchlorid, um eine physiologische Konzentration, d.h. 8,5 g bis 9,0 g

NaCl pro kg H20, zu erhalten;

— H. Riihren der erhaltenen Suspension bei einer Temperatur von nicht mehr als +15°C wahrend ei-

nigen Minuten und anschliessendes Stehenlassen bei einer Temperatur von etwa +4°C wéhrend eini-

gen Stunden;

— I. Messen des pH-Wertes und Ans3uern der Suspension;

- J. Lagerung der angesduerten Suspension wéhrend einigen Stunden bei einer Temperatur von

etwa +4°C;

— K. Zentrifugieren der Suspension und Sammeln der Uberstehenden Losung;

— L. Filtration der so erhaltenen Lésung, Ansduern des so erhaltenen klaren Filtrates und Filtration

des angesduerten Filtrates;

— M. Pasteurisierung des so erhaltenen Filtrates, und

~ N. Zentrifugation der so erhaltenen, pasteurisierten, nicht mehr klaren Lésung und Sammeln der

(iberstehenden Ldsung.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt B die Entfernung von Blut
von den so erhaltenen Placenta-Geweben durch manuelles Zusammendriicken erfolgt.

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt D die Zer-
kleinerung, resp. das Plrieren derart erfolgt, dass keine Teilchen mit einem Durchmesser von mehr als
5 mm, vorzugsweise 3 mm, vorhanden sind.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt E das ver-
wendete Wasser NaCl enthélt.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt F das Ste-
henlassen bei einer Temperatur von etwa +4°C wahrend etwa 1 Stunde erfolgt.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt H das
Riihren der erhaltenen Suspension bei einer Temperatur von +10°C wahrend etwa 30 Minuten erfolgt,
und dass das anschliessende Stehenlassen bei einer Temperatur von etwa +4°C wéhrend etwa 4 Stun-
den erfoigt.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt | die Sus-
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pensicn auf  'n pH-Wert von etwa 5,3 angesiuert wird, vorzugsweise durch Hinzugabe von Milch-
sdure.

8. Verfah~- .ach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt J die an-
gesiuerte Suz;;ension wahrend 15 Stunden gelagert wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt L das er-
haltene klare Filtrat auf einen pH-Wert von etwa 5,4 angesaduert wird, vorzugsweise durch Hinzugabe
von Milchsédure.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt M das er-
haltene Filtrat bei einer Temperatur von etwa 60°C wahrend wenigstens 14 Stunden pasteurisiert wird.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass man das am Ende
des Schrittes N erhaltene sterile Filtrat anschliessend noch wenigstens einer Ultrafiltration oder Gel-Fil-
tration aussetzt, um Verbindungen mit vorausbestimmten Molekulargewichten entweder zu entfernen
oder zu erhalten.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass man noch in belie-
biger Reihenfolge die folgenden Schritte ausfiihrt:

~ 0. Ultrafiltration dieses steriien Filtrates, um Verbindungen mit Molekulargewichten von kleiner als
30 000 zu entfernen; und

— P. Ultrafiltration dieses sterilen Filtrates, um Verbindungen mit Molekulargewichten von grosser als
300 000 zu entfernen.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass man nach einem
oder mehrerer der Schritte L, N, O und P zusétzlich noch eine Sterilisation des jeweiligen Filirates mit-
tels Filtration durchfiihrt.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass man nach dem
Schritt G und vor dem Schritt H noch eine wéssrige, organometallische Losung hinzugibt, vorzugsweise
eine 0,1%-ige LOsung, beispielsweise eine Kupferacetatldsung, Cu(OAc)z, insbesondere in einer sol-
chen Menge, dass eine solche Konzentration erhalten wird, welche einer Menge von 1,52 g Cu(OAc)2
pro kg H20 entspricht.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass man nach dem
Schritt L und nach einer Sterilisation des Filtrates mittels Filtration und vor dem Schritt M noch eine In-
kubation des so erhaltenen sterilen Filirates ausflihrt, insbesondere bei einer Temperatur von etwa
+35°C bis etwa +45°C, insbesondere etwa +39°C, wéhrend 4 bis 6 Tagen.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass man nach dem
Schritt N die erhaltene Lésung ansduert, beispielsweise bis zu einem pH-Wert von 1,0, vorzugsweise
mit Salzséure, insbesondere mit wéssriger Salzsédure, die so angesduerte Losung wéahrend einigen
Stunden, beispielsweise 15 bis 24 Stunden, inkubiert, und anschliessend in der so erhaltenen Lésung
einen gemessenen pH-Wert im Bereich von 5,0 bis 8,0, vorzugsweise 7,0, einstellt.

17. Medikament, insbesondere fiir die Wiederepithelisierung oder firr die Behandlung von Neuropa-
thien, dadurch gekennzeichnet, dass es als wenigstens eine aktive Komponente einen Exirakt, herge-
stellt geméss dem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16, enthalt.

18. Medikament nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass es die Form einer injizierbaren,
sterilen Lésung oder alle Formen fiir lokale Applikationen hat, wie etwa eine Lsung, Salbe, Creme,
Gel, Owuli, Suppositorien, insbesondere eine ophthalmologische Losung.

19. Verwendung des Exiraktes, hergestelit geméss den Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
18, zur Herstellung eines Medikamentes fiir die Wiederepithelisierung.

20. Verwendung des Exiraktes, hergestellt gemass dem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
16, zur Herstellung eines Medikamentes fiir die Behandiung von Neuropathien.
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