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Biologisch aktive Substanz, Verfahren zur Herstellung der Substanz, sowie die Substanz enthaltende,
immunoaktive Zusammensetzung.

@ Die neue, biologische Substanz ist ein Glycoprotein
und weist eine Molmasse von 2’000 bis 5’000 auf bei
Bestimmung mittels Gelfiltrationsmethode.

- Die neue Substanz inhibiert die Vermehrung von
unter anderem Toxoplasmen in homologen und heterolo-
gen Zellen.

Ihre chemischen Eigenschaften sind im Patentan-
spruch 1 charakterisiert.

Zur Herstellung der neuen biologisch aktiven Sub-
stanz wird ein Substrat aus Blutplasma oder iiberliegender
Kulturfliissigkeit von Milzzellen von Tieren verwendet,
welche vorgéngig hyperimmunisiert worden sind. Auf das
Substrat wird nun ein proteolytisches Enzym einwirken
gelassen. Aus diesem Gemisch wird nach Erwdrmen zur
Inaktivierung des Enzyms sowie nach eventueller Hydro-
lyse die genannte neue Substanz gewonnen.
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- PATENTANSPRUCHE

1. Biologisch aktive Substanz, dadurch gekennzeichnet,
dass die Substanz ein Glycoprotein ist, das eine Molmasse
von 3000 bis 5000, bestimmt mittels einer Gelfiltrationsme-
thode, hat und Aktivitit zur Inhibierung der Toxoplasma-
vermehrung in homologen und heterologen Zellen zeigt und
die folgenden physikalischen und chemischen Eigenschaften
aufweist:

a) Loslichkeit: frei 16slich in Wasser und praktisch unlés-
lich in Methanol, Athanol, Ather, Benzol, Chloroform und
Aceton;

b) Verhiltnis von Zucker- und Proteingehalte: Protein 85
bis 90%, Hexosamin 9 bis 13% und Hexose als Glucose be-
rechnet 1 bis 2%;

c) konstituierende Aminosiuren des Proteinanteils:
Asparaginsdure, Threonin, Serin, Glutaminséure, Glycin,
Alanin, Cystin, Valin, Methionin, Isoleucin, Leucin, Tyro-
sin, Phenylalanin, Lysin, Tryptophan, Histidin, Arginin und
Prolin;

d) Gehalte an Asparaginsiure, Glutaminsiure und Lysin
in der Summe aller Aminosuren: 45 bis 65 Gew.-%;

e) pH einer 1 G/V %-igen, wissrigen Losung: 7,0 bis 7,2;

f) thermische Stabilitdt: wenn eine 1 G/V %-ige wéssrige
Losung der Substanz wihrend 30 Minuten auf 604-0,1°C
gehalten wird, behalt die Lésung die Immunoaktivitit zur
Inhibierung von Toxoplasmavermehrung in homologen und
heterologen Zellen bei;

g) IR-Absorption: charakteristische Absorption erfolgt
bei den folgenden Wellenzahlen (cm—1): 3600 bis 2900
(stark), 1700 bis 1500 (stark), 1440 bis 1380 (mittel), 1160 bis
1080 (mittel), und 550 (mittel);

h) UV-Absorption: maximale Absorption wurde gefun-
den bei 274 bis 276 nm fiir eine 0,1 G/V %-ige wiissrige L6-
sung;

i) Farbreaktionen: positiver Lowry-Folin Prozess, Nin-
hydrinreaktion, Phenol-Schwefelsdure-Reaktion und Elson-
Morgan’s Reaktion;

j) Farbe und Aussehen: weiss und amorph.

2. Verfahren zur Herstellung der biologisch aktiven Sub-
stanz gemdss Patentanspruch 1, gekennzeichnet durch die
Verfahrensschritte
des Einwirkenlassens eines proteolytischen Enzyms auf min-
destens eines der Substrate aus der folgenden Gruppe:

(A) Blutplasma oder Serum eines mit Protozoen hyper-
immunisierten Sdugers,

(B) Kulturfliissigkeit iiber Milzzellen eines mit Protozoen
hyperimmunisierten Siugers und

(C) Kulturfliissigkeit iiber Milzzellen eines Siugers im
Normalzustand, die in Gegenwart von einer Kulturfliissig-
keit gemiss (B) und/oder von einem spezifischen Antigen in-
kubiert ist, und
der Erhitzung der erhaltenen Mischung zur Inaktivierung
des Enzyms und Abtrennung der gesuchten Substanz.

3. Verfahren gemdss Patentanspruch 2, in dem nach der
Einwirkung des Enzyms auf das Substrat eine Hydrolyse der
erhaltenen Mischung erfolgt.

4. Verfahren gemiss Patentanspruch 3, in dem das Pro-
tozoon aus der folgenden Gruppe ausgewihlt ist: Toxoplas-
ma, Plasmodium und Babesia und in dem das proteolytische
Enzym aus der folgenden Gruppe ausgewihlt ist: Pronase,
Papain, Chymotrypsin, Trypsin, Aminopeptidase und Car-
boxypeptidase.

5. Verfahren gemiss Patentanspruch 4, in dem das Pro-
tozoon Toxoplasma ist.

6. Verfahren geméss Patentanspruch 2, in dem das Aus-
gangsmaterial (A) ist, d. h. Blutplasma oder Serum eines mit
Protozoon hyperimmunisierten Siugers ist.

7. Verfahren gemass Patentanspruch 2, in dem das Aus-
gangsmaterial (B) ist, d.h. die Kulturfliissigkeit tiber Milz-
zellen eines mit Protozoon hyperimmunisierten Siugers ist.

8. Verfahren gemdss Patentanspruch 2, in dem das Aus-

s gangsmaterial (C) ist, d.h. die Kulturfliissigkeit iiber Milz-
zellen eines Sdugers im Normalzustand, die in Gegenwart
von einer Kulturfliissigkeit (B) und/oder von einem spezifi-
schen Antigen inkubiert ist.

9. Biologisch aktive Substanz, hergestellt nach dem Ver-

10 fahren gemdss einem der Patentanspriiche 2 bis 8.

10. Immunoaktive Zusammensetzung, umfassend als
eine aktive Komponente die biologisch aktive Substanz ge-
méss Patentanspruch 1, zusammen mit einem pharmazeu-
tisch annehmbaren, nicht toxischen Triger.

15

20 Die vorliegende Erfindung betrifft eine neue, biologisch
aktive Substanz, ein Verfahren zur Herstellung der genann-
ten Substanz sowie immunoaktive Zusammensetzungen,
welche die genannte Substanz enthalten.
Esist kiirzlich festgestellt worden, dass im umlaufenden
Blut von toxoplasma-hyperimmunen Tieren ein Mediator
vorliegt, welcher die Vermehrung von Toxoplasma in Nor-
malzellen desselben Tieres inhibiert. Es ist ebenso festgestellt
worden, dass wenn Milzzellen von toxoplasma-hyperimmu-
nen Tieren in Gegenwart eines spezifischen Antigens wie bei-
spielsweise Toxoplasmalysatantigen (im folgenden « TLA»
genannt) oder in Gegenwart eines nicht spezifischen Mito-
gen, wie beispielsweise Concanavalin A (im folgenden «Con
A» genannt) oder Phytohdmoglutinin (im folgenden «PHA»
genannt) kultiviert wird, die {iberliegende Fliissigkeit der er-
haltenen Kultur Faktoren enthilt, welche die Vermehrung
von Toxoplasma in homologen Zellen inhibiert (IgarashiI.,
Zbl. Bakt. Hyg., J. Abt. Orig. A244, 374—382, 1979; Shira-
hata T., et al., Z. Parasiteik., 53, 31 —40, 1977; und Nagasa-
wa et al., Immunobiology, 157, 307—319, 1980). )
40 Der die Toxoplasmavermehrung inhibierende Faktor ist
ein Protein, welches eine Substanz zu sein scheint, die ein T-
Lymphocyt produziert und welche eine Molmasse von etwa
30 000 bis etwa 40 000 hat. Der Faktor, welcher mit «Toxo-
GIF» bezeichnet wird, inhibiert nur die Toxoplasmavermeh-

ss rung in homologen Zellen. Der Faktor ist nicht imstande,
wesentliche Inhibierungsaktivitét in heterologen Zellen zu
entwickeln. Er zeigt daher Spezifitit hinsichtlich der Species.
Demgemiss kann der Faktor nicht verwendet werden, um
Toxoplasmosis in Menschen oder anderen Tieren als dem

so angesteckten Tier zu verhiiten oder zu heilen.

Ein Ziel dieser Erfindung ist es, eine neue, biologisch ak-
tive Substanz bereitzustellen, die unspezifisch ist hinsichtlich
der Species, die aber Immunoaktivitit zeigt hinsichtlich der
Inhibierung von Toxoplasmavermehrung und zwar auch in

55 heterologen Zellen.

Ein weiteres Ziel dieser Erfindung ist es, eine biologisch
aktive Substanz bereitzustellen, welche die Immunoaktivitit
zur Inhibierung der Vermehrung von nicht nur Toxoplasma,
aber auch anderer Protozoen, Virus, Bakterien und dhnli-

60 cher Mikroorganismen wie auch von Tumorzellen, zeigt.

Ein weiteres Ziel dieser Erfindung ist es, ein Verfahren
anzugeben, um die neue, biologisch aktive Substanz zu er-
halten.

Ein weiteres Ziel dieser Erfindung ist es, immunoaktive

65 Zusammensetzungen bereitzustellen, die protozoacidal, bak-
tericidal, virucidal und antitumoral wirken, wobei die ge-
nannten Zusammensetzungen die oben erwihnte biologisch
aktive Substanz enthalten.
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Diese und weitere Ziele dieser Erfindung werden in der
nun folgenden Beschreibung erldutert.

Die erfindungsgemisse, biologisch aktive Substanz ist im
vorangehenden Patentanspruch 1 charakterisiert; das Ver-
fahren zur Herstellung der genannten Substanz im ebenfalls
vorangehenden Patentanspruch 2. Vorteilhafte Weiterbil-
dungen des Verfahrens, dessen Ergebnis und eine Verwen-
dung der erfindungsgeméssen Substanz ergeben sich aus den
Anspriichen 3 bis 10.

Die biologisch aktive Substanz gemiss dieser Erfindung
zeigt unter anderen die folgenden physikalischen und chemi-
schen Eigenschaften und strukturellen Eigenheiten:

1) Molmasse

Die Substanz gemiiss dieser Erfindung zeigt eine Mol-
masse von 3000 bis 5000, bestimmt mittels der Gelfiltrations-
methode. Die genannte Methode wird ausgefiihrt an Sepha-
dex G-100 (vernetztes Dextrangel, Produkt der Pharmacia
Co., Uppsala, Schweden), an Toyopearl HW-40 oder HW-
50 (Polyvmyl-Typgel Produkt der Toyo Soda So., Ltd. Ja-
pan) und an Sephacryl S-200 (vernetztes Ailyl- Dextrangel
Produkt der Pharmacia Co., Uppsala, Schweden). Die Mol-
masse wird bestimmt anhand des Eluierungsdiagrammes,
wobei dieses mit demjenigen von bekannten Substanzen ver-
glichen wird. Die Molmasse, die mittels einer anderen Gel-
filtrationsmethode an Sephacryl S-200 und Sephadex G-15
(vernetzte Dextrangele, Produkt der Pharmacia Co., Uppsa-
la, Schweden), erhalten werden, liegen ebenfalls zwischen
3000 und 5000.

2) Loslichkeit in Wasser
Die Substanz ist frei in Wasser 16slich. (geméss Jap. Phar-
macopoeia, 10. Auflage, Regel 22).

3) Loslichkeit in organischen Losungsmitteln

Ebenfalls geméss Jap. Pharmacopeia, 10. Auflage, Regel
22, is_’g die Substanz praktisch unloslich in Methanol, Atha-
nol, Ather, Benzol, Chloroform und Aceton.

4) Verhiltnis von Kohlehydrate- und Protein-Gehalten

Die Substanz umfasst Glycide, die hauptsdchlich Hexose
und Hexosamin enthélt. Der Hexosegehalt wird bestimmt
durch die Phenol-Schwefelsdurereaktion, der Hexosaminge-
halt mittels der Elson-Morgan-Methode. Der Proteingehalt
wird bestimmt mittels einer Gesamtstickstoffmessung und
zwar mittels der Messanlage Modell MCI TN-02 (Produkt
der Mitsubishi Kasei Co., Ltd., Japan). Die derart erhalte-
nen Resultate in Gewichtsprozenten sind die folgenden:

Protein 85 bis 90 Gew.-%

Hexosamin 9 bis 13 Gew.-%

Hexose (als Glucose

berechnet) 1 bis 2 Gew.-%.
5) pH-Wert

Eine wissrige Losung der erfindungsgeméssen, biolo-
gisch aktiven Substanz mit der Konzentration von 1 Gew./ -
Vol.-% weist einen pH-Wert von 7,0 bis 7,2 auf.

6) Thermische Stabilitat

Eine 1 G/V-Y%-ige wissrige Losung der erfindungsgemés-
sen Substanz zeigt, auch wenn sie 30 Minuten lang auf eine
Temperatur von 604-0,1 °C erwidrmt wird, die Immunoakti-
vitit und die Aktivitit, Toxoplasmavermehrung in homolo-
gen Zellen und heterologen Zellen zu inhibieren.

7) IR-Absorptionsspektroskopie

Die beigelegte Figur 1 zeigt ein IR-Analysendiagramm
unter Verwendung von KBr. Das Diagramm zeigt die fol-
genden charakteristischen Absorptionswerte (in cm~1):
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3600 bis 2900 (stark), 1700 bis 1500 (stark), 1440 bis 1380
(mittel), 1160 bis 1080 (mittel), 550 (mittel).

8) UV-Absorptionsspektroskopie

Die beigelegte Figur 2 stellt ein UV-Analysendiagramm
dar, welches in einer 1 cm Cuvette fiir eine 0,1 G/V-%-ige
wissrige Losung der erfindungsgeméssen Substanz erhalten
wird. Das Diagramm zeigt eine maximale Absorption bei
274 bis 276 nm.

9) Farbreaktionen

Eine 0,1 G/V-%-ige wissrige Losung der erfindungsge-
méssen Substanz wird auf Farbreaktionen untersucht und
zwar mit den folgenden Resultaten:

Lowry-Folin Prozess (Peptid-Bindung): positiv
Ninhydrin-Reaktion (Aminosiure): positiv
Phenol-Schwefelsdurereaktion
(Saccharide): positiv
Elson-Morgan’s Reaktion (Amino-Zucker): positiv
10) Farbe und Aussehen

Weiss und amorph.

11) Konstituierende Aminosduren

Der Proteinanteil der erfindungsgeméssen Substanz um-
fasst: Asparaginsdure, Threonin, Serin, Glutaminséure, Gly-
cin, Alanin, Cystin, Valin, Methionin, Isoleucin, Leucin, Ty-
rosin, Phenylalanin, Lysin, Tryptophan, Histidin, Arginin
und Prolin. Diese Aminosduren werden analytisch bestimmt
mittels eines handelsiiblichen Aminosdure-Analysators. Zur
Bestimmung von Tryptophan wird die Neubauer-Rhode-
Reaktionsmethode (Jap. Phamacopoeia, 10. Ausgabe, C-
1108 (1981)) verwendet.

Unter den genannten konstituierenden Aminoséuren lie-
gen vor allem vor: Asparaginsdure, Glutaminséure und Ly-
sin. Die Analyse mittels des obengenannten Aminoséureana-
lysators hat gezeigt, dass die Gehalte dieser drei Komponen-
ten 45 bis 65% des Gesamt-Aminosdureanteils ausmachen.

Die erfindungsgemaisse Substanz weist unter anderen

40 eine einzigartige Aktivitdt zur Inhibierung von Toxoplasma-

vermehrung sowohl in heterologen wie auch in homologen .
Zellen auf. Die Aktivitdt zur Inhibierung von Toxoplasma-
vermehrung in heterologen Zellen bedeutet die Aktivitit,
Toxoplasmavermehrung auch in Zellen zu inhibieren, welche

45 nicht vom gleichen Sduger stammen, wie die Ausgangsmate-

rie zur Herstellung der genannten aktiven Substanz. Diese
Aktivitdt wird weiter unten anhand von Untersuchungen er-
ldutert werden.

Proteine, welche die Toxoplasmavermehrung in homolo-

so gen Zellen inhibieren, sind schon bekannt; ein Beispiel dafiir

ist das Toxo-GIF. Diese bekannten Inhibitoren zeigen also,
definitionsgemadss, Spezifitit in der Species. Sie sind also
nicht imstande, Toxoplasmavermehrung in heterologen Zel-
len zu inhibieren. Zudem zeigen die genannten bekannten

ss Proteine Molmassen zwischen 30 000 und 40 000. Die be-

kannten Substanzen unterscheiden sich daher ganz klar von
denjenigen gemdss dieser Erfindung. Tatsichlich ist die An-
wesenheit irgendeiner Substanz, die die Toxoplasmavermeh-
rung in heterologen Zellen inhibiert, nicht bekannt. Das ge-

60 nannte, neue Glycoprotein mit der oben definierten Aktivi-

tit und einer Molmasse zwischen 3000 und 5000 ist in dieser
Erfindung zum ersten Mal dargestellt und beschrieben wor-
den.

Die Substanz geméss der vorliegenden Erfindung hat die

65 obengenannten physikalisch-chemischen Eigenschaften, die

ebenfalls obengenannten strukturellen Eigenheiten und als
biologische Eigenschaft die Aktivitit, Toxoplasmavermeh-
rungen auch in heterologen Zellen zu inhibieren. Die Sub-
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stanz ist daher niitzlich als toxoplasmacidale Wirksubstanz
zur Anwendung bei Menschen und anderen Séugern. Die zu
dieser Erfindung geh6renden Untersuchungen haben ferner
gezeigt, dass die erfindungsgemésse Substanz nicht nur ge-
geniiber Toxoplasma aktiv ist, sondern auch noch die Ver-
mehrung anderer Protozoen, sowie verschiedener Bakterien,
Bazillen, Virus und anderer Mikroorganismen inhibiert. Bei-
spiele solcher Bakterien sind gram-positive Bakterien der
Species Micrococcus, Bacillus, usw., gram-negative Bakte-
rien der.Species Escherichia, Proteus, usw. Die erfindungsge-
mésse Substanz zeigt weiter auch Immunoaktivitit zur Inhi-
bierung der Vermehrung von Tumorzellen. Daher ist die er-
findungsgemésse Substanz auch niitzlich als Wirkstoff fiir
die Verhinderung und Heilung von Infektionen von gesun-
den Séugern mit den obengenannten Mikroorganismen; d. h.
sie zeigt toxoplasmacidale, baktericidale und virucidale Ak-
tivitdt. Die Substanz ist auch niitzlich als Antitumor-Wirk-
stoff. )

Das Verfahren zur Herstellung der erfindungsgeméssen
aktiven Substanz wird im folgenden detailliert beschrieben.

Die Substanz wird erhalten durch Einwirkung eines En-
zyms auf Substrate, die vom Blut oder von den Zellen von
verschiedenen Sdugern erhalten werden, nimlich durch Ein-
wirkung eines proteolytischen Enzyms auf mindestens eines
der folgenden Substrate:

(A) Blutplasma oder Serum von einem Sauger, welcher
mittels Protozoa wie beispielsweise Toxoplasma, hyperim-
munisiert ist.

(B) Kulturlésung iiber eine Kultur von Milzzellen eines
Saugers, der mit Protozoa wie Toxoplasma hyperimmuni-
siert ist und

(O) Kulturlosung tiber eine Kultur von Milzzellen eines
gesunden Sdugers, welche Zellen in Anwesenheit von einer
Kulturldsung (B) und/oder von einem spezifischen Antigen
inkubiert sind. )

Das so erhaltene Gemisch wird erwirmt zur Inaktivie-
rung des Enzyms, worauf die biologische aktive Substanz
aus dem Gemisch gewonnen werden kann. Bevorzugterweise
wird das Zwischenprodukt nach der Proteolyse vor der Er-
hitzung hydrolysiert.

Das Blutplasma oder Serum (A) als Substrat wird mittels
bekannter Methoden erhalten. Beispielsweise durch das Auf-
fangen des Bluts eines Sdugers, der zuvor gemiss einer in der
weiter oben angegebenen Literatur beschriebenen Methode
mit Protozoa hyperimmunisiert worden ist. Beispiele fiir
Séuger, die dafiir verwendet werden kénnen, sind: Miuse,
Hunde, Ochsen oder Kiihe, Pferde, Ziegen, Schafe, Kanin-
chen, Schweine und verschiedene andere Sauger. Unter den
genannten Sdugern sind Méuse, Hunde und Rinder die be-
vorzugten Tiere. Die einzusetzenden Protozoen sind nicht
speziell kritisch. Es werden aber bevorzugt Sporozoen ver-
wendet, speziell Toxoplasma wie Toxoplasma Gondii, Hae-
mosporidia wie Plasmodium Berghei (NK-Gattung) und Pi-
roplasmea wie Babesia Gibsoni, Babesia Rhodhaini, Babesia
Ovata und Babesia Sergenti.

Wenn nun einer der obengenannten Species von Siugern
irgendein Protozoon inokuliert wird, bildet sich die erfin-
dungsgemisse Substanz, die spiter, nach deren Isolierung,
die Vermehrung von anderen Protozoen und zugleich noch
bei anderen Species, inhibiert. Beispielsweise wird eine Sub-
stanz, welche gemdss dieser Erfindung durch Inokulierung
von Toxoplasma Gondii in Méusen gewonnen wird, immu-
noaktiv sein und die Toxoplasmavermehrung, die Vermeh-
rung von Plasmodium und anderen Protozoen in Zellen von
" Mausen, Hunde, Rinder und verschiedenen anderen Siu-
gern, inhibieren.

Der Siuger kann mit dem Protozoon hyperimmunisiert
werden einfach durch Inokulierung des Siugers mit dem

4

Protozoon. Die Inokulierung kann intraperitoneal, intrave-
nos oder oral geschehen. Die Menge der Protozoen fiir die
Inokulierung ist nicht speziell kritisch und variiert mit der
Art des Sdugers. Sie hingt auch ab von Protozoon und von

s der Inokulationsmethode. Es ist normalerweise giinstig, zwi-
schen 10 bis etwa 10% Protozoen pro Siuger zu inokulieren.
Die Inokulation kann in verschiedenen Etappen, beispiels-
weise zwei oder drei Impfungen, geschehen. Bevorzugterwei-
se kann der Sduger wie folgt inokuliert werden: Etwa 102 bis

10 etwa 108 Protozoen zum ersten mal und etwa 104 bis etwa
108 Protozoen eine gewisse Zeit spéter, normalerweise 3 bis
10 Wochen nach der ersten Impfung,.

Gemiiss einer bevorzugten Ausfithrungsform des erfin-
dungsgemassen Verfahrens wird der Sduger vorerst mittels

15 Inokulierung mit Protozoen hyperimmunisiert und an-
schliessend mit einem spezifischen Antigen und/oder mit ei-
nem nicht spezifischen Mitogen inokuliert. Der Ausdruck
«spezifisches Antigen» bezieht sich auf ein Antigen, das ge-
geniiber dem eingesetzten Protozoon Spezifitit aufweist.

20 Spezifische Antigene, die im erfindungsgemiissen Verfahren
eingesetzt werden kdnnen, sind verschieden, je nach einge-
setztem Protozoon. Beispielsweise wird fiir Toxoplasma als
Protozoon TLA als spezifisches Antigen verwendet. Im Falle
von Plasmodium und Babesia sind niitzliche, spezifische An-

25 tigene Plasmodium Lysat-Antigen (im folgenden «MLA» ge-
nannt) und Babesia Lysat-Antigen (im folgenden «BLA» ge-
nannt.) Diese spezifischen Antigene sind bekannt und bei-
spielsweise wie folgt erhéltlich: Das Protozoon wird mit Ul-
traschall-Energie behandelt und die so erhaltene Mischung

30 so wird zentrifugiert, um so wissrige Fragmente davon ab-
zutrennen (siehe dazu Jacobs, L. und M.N. Lunde, J. Parasi-
tol., 43, 308 —314 (1957), und Ishimine, T., et al., Jap. J. vet.
Sci., 41, 487—493 (1979)). Der Ausdruck «nicht spezifisches
Mitogen» wird hier verwendet zur Bezeichnung eines Lectin,

35 welches die Blastoid-Transformation von Lymphocyten be-
wirkt. Typische solche nicht spezifische Mitogene sind: Con
A, PHA, usw. Das spezifische Antigen oder das nicht spezifi- -
sche Mitogen werden normalerweise einige Wochen nach der
Inkubation mit den Protozoen verabreicht. Es ist von Vor-

40 teil, die Inokulation der Protozoen in zwei oder mehr Schrit-
ten auszufiihren und das spezifische Antigen oder das nicht
spezifische Mitogen in den Wochen 1 bis 5 nach der Inoku-
lierung, bevorzugterweise in der zweiten Woche nach der
letzten Inokulierung mit dem Protozoon, zu verabreichen.

45 Das spezifische Antigen oder das nicht spezifische Mitogen
wird intravends verabreicht und zwar in einer Menge von
ungefahr 5 bis ungefdhr 150 pg/kg Lebendgewicht des Séu-
gers. Die Methode, die Menge und die Zeit der Inokulation
werden selbstverstédndlich angepasst werden an die Art des

so spezifischen Antigens und/oder des nicht spezifischen Mito-
gens, an die Species des Sdugers usw. Die Hyperimmunisie-
rung mit Protozoen geschieht im Siuger normalerweise im
Zeitraum von etwa 10 bis 100 Tagen nach der letzten Inoku-
lierung mit den Protozoén, d.h. mindestens 24 Stunden

55 nachdem das spezifische Antigen oder das nicht spezifische
Mitogen verabreicht worden ist. Das Blutplasma oder das
Serum kann nun vom derart inokulierten Sduger gewonnen
werden.

Die Kulturlsung (B), die ebenfalls fiir die Herstellung

é0 der erfindungsgemassen Substanz verwendet werden kann,
kann wie folgt gewonnen werden:

Vorerst wird ein Sduger wiederum mittels Protozoen hy-
perimmunisiert. Dies geschieht analog dem Vorgehen zur
Gewinnung der Ausgangssubstanz (A). Anschliessend wird

65 die Milz des derart vorbehandelten Siugers entfernt. Die
Milzzellen werden zubereitet gemiiss der Methode nach Con-
ray-Ficoll, Immunol. Cell., 1, 265—268 (1971). Die Milzzel-
len werden durch Zentrifugierung in heparinisierter Hanks-



Losung gewaschen. Die genannte Lésung enthélt 10 Einhei-
ten Heparin pro mi. (Modern Biology Series 23, «Method of
Incubating Animal Cells», von Yukiaki Kuroda, Kyoritsu
Shuppan, Japan, 1974, nachfolgend als «heparinisierte
HBSS» genannt). Das erhaltene Pricipitat wird nun in TC-
199 suspendiert (siehe dazu Igaku no Ayumi (Progress of
Medicine), 62, No. 6, August 5, 1967). Nun wird die Mi-
schung eingestellt, dass sie ungefihr 104 bis ungefihr 108 Zel-
len pro ml enthélt. Zum genannten TC-199 Medium mit den
Milzzellen werden nun 5 bis 20 G/V-% von hitzeinaktivier-
tem Kalbserum (im folgenden «HICS) genannt) und Anti-
biotika (bevorzugterweise 100 Einheiten Penicillin G und
100 pg Dihydrostreptomycin pro ml Medium) gegeben. Wei-
ter werden zum Medium gegeben: etwa 5 bis etwa 150 pg/l

— bevorzugterweise etwa 80 pg bis ungefihr 120 pg/ml —
eines spezifischen Antigens und/oder eines nicht spezifischen
Mitogens. Das Medium wird nun ein bis zwei Tage lang bei
37°C inkubiert. Bevorzugterweise dauert die Inkubation
etwa 48 Stunden und zwar in Anwesenheit von Kohlendi-
oxydgas. Das spezifische Antigen und das nicht spezifische
Mitogen, das in dieser Methode eingesetzt werden, sind die
gleichen, wie diejenigen, die bei der Herstellung des Blutplas-
ma oder des Serums (A) weiter oben verwendet werden. Das
Medium wird anschliessend zentrifugiert, um die iiberste-
hende Losung zu gewinnen. So wird die Kulturlésung iiber
den Milzkulturen von hyperimmunisierten Siugern gewon-
nen und dient dann zur Herstellung der erfindungsgeméssen
Substanz. .

Die iiberliegende Kulturldsung (C) wird beispielsweise
wie folgt erhalten: ' '

Wie fiir (B) werden Milzzellen von entsprechend vorbe-
handelten Sdugern bereitgestellt und weiterbehandelt. Zum
so erhaltenen Medium werden nun die iiberstehende Losung
(B) in einem Verhéltnis von 60 bis 70 Vol.-% oder ein spezi-
fisches Antigen in der Menge von 5 bis ungefihr 150 pg/ml

— bevorzugterweise in der Menge von 80 bis ungefihr
120 pg/ml — gegeben. In dieser Methode kénnen die glei-
chen spezifischen Antigene eingesetzt werden, wie weiter
oben bei der Herstellung des Substrats (A). Die iiberstehen-
de Losung kann auch zusammen mit den spezifischen Anti-
genen eingesetzt werden. Die Zellen werden anschliessend 3
Wochen lang bei 37 °C kultiviert. In der Zwischenzeit wird
etwa !/; des Mediums durch frisches Medium ersetzt, bevor-
zugterweise alle 3 Tage. Nach Abschiuss der Inkubation
wird das Medium mit heparinisiertem HBSS gewaschen. Ein
spezifisches Antigen und/oder nicht spezifisches Mitogen
wird anschliessend zum Medium gegeben und zwar in einer
Menge von ungeféhr 5 bis ungefihr 150 pg/ml, bevorzugter-
weise in einer Menge von ungeféhr 80 bis ungefihr 120 pg/
ml. Das Medium wird nochmals inkubiert bei 37 °C und
zwar ein bis zwei Tage lang, bevorzugterweise etwa 48 Stun-
den lang, immer in Anwesenheit von Kohlenstoffdioxydgas.
Die iiberstehende Losung von Milzzellkulturen von gesun-
den Sdugern wird dann gleich erhalten wie die entsprechende
Lésung (B) weiter oben.

Die erfindungsgemisse Substanz wird nun erhalten
durch Einwirkung eines proteolytischen Enzyms auf eines
der obengenannten Substrate (A), (B) oder (C). Das erhalte-
ne Produkt wird, falls gewiinscht, hydrolysiert. Anschlies-
send wird es erhitzt, um so das Enzym zu inaktivieren.
Schliesslich wird aus der Lésung oder aus der Mischung
nach bekannten Trenn- und Reinigungsmethoden die ge-
wiinschte Substanz isoliert.

Beispiele fiir niitzliche proteolytische Enzyme sind ge-
wohnliche Proteinasen, wie Endopeptidasen, Exopeptidasen
und Endo- und Exo-Peptidasen, umfassend Pronase, Papain
und Chymotrypsin, Trypsin, Aminopeptidase, Carboxypep-
tidase, usw. Diese Enzyme werden einzeln oder gemeinsam

4
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eingesetzt. Bevorzugte proteolytische Enzyme sind dabei
Pronase, Papain und Chymotrypsin. Speziell bevorzugt ist
Pronase. Fiir die enzymatische Behandlung des Substrats
werden normalerweise 0,01 bis etwa 0,1 G/V-% des Enzyms

s eingesetzt. Die Behandlung wird bei denjenigen Temperatu-
ren, pH-Werten, usw. ausgefithrt, welche fiir das eingesetzte
Enzym geeignet sind. Beispielsweise wird, bei Einsatz von
Pronase, bei einer Temperatur von 36 bis 38 °C und bei ei-
nem pH von 7 bis 8 gearbeitet. Die Behandlung ist abge-

10 schlossen, wenn die gesuchte Substanz mit einer maximalen
Ausbeute vorliegt. Dies ist normalerweise in 6 bis 24 Stun-
den der Fall.

Das von der Proteolyse resultierende Gemisch wird nun
wérmebehandelt, wodurch das Enzym inaktiviert wird. Die-

15 se Wirmebehandlung kann beispielsweise wie folgt gesche-
hen: Das Gemisch wird etwa 1 Stunde lang auf eine Tempe- .
ratur von 95 bis 100 °C erwirmt. Die gleiche Warmebehand-
lung dient auch zur Sterilisierung des Gemischs und zur Ak-
tivierung der gesuchten Substanz. Ebenso werden dadurch

20 wegen Zersetzung andere unerwiinschte Substanzen entfernt.

Das von der Proteolyse herstammende Produkt kann, vor

der genannten Wéarmebehandlung, auch hydrolysiert wer-

den. Die Hydrolyse wird bevorzugterweise dann ausgefiihrt,
wenn eine Zersetzung von nicht enzymolysierter Substanzen
gewiinscht wird. Die Hydrolyse wird ausgefiihrt unter Ein-
satz von Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid oder dhnlicher -

Alkalien bei pH-Werten von mindestens 12. Die gleiche Hy-

drolyse kann aber auch unter Einsatz von gewdhnlichen

Sduren wie Salzsiure, Schwefelsdure oder dhnlicher ausge-

fithrt werden. Gemadss einer bevorzugten Ausfithrungsform

wird die Hydrolyse durch tropfenweise Zugabe von 10 N

Natriumhydroxid zum enzymbehandelten Produkt ausge-

fithrt. Die Zugabe geschieht sehr langsam iiber Perioden bis

15 Minuten. Das Medium wird geriihrt und, nach Erreichen

des pH von mindestens 12, etwa 60 Minuten lang auf 95 bis

100 °C erwérmt. Die erhaltene Mischung wird dann mit Eis

abgekiihlt und mit einem geeigneten Mittel neutralisiert.

Die gesuchte Substanz wird aus der so erhaltenen Mi-
schung mittels bekannter Methoden isoliert. Beispiele sol-
cher Methoden sind Filtration, Zentrifugation, Gelfiltration,
Entsalzung oder eine Kombination der genannten Metho-
den. Bevorzugterweise wird die Gelfiltration unter Verwen-
dung von Sephadex G-100, Toyopearl HW-40 und Seph-
acryl S-200 ausgefiihrt. Die Entsalzung kann ebenfalls mit-
tels Gelfiltration an Sephadex G-15 oder mittels Membran-
filtration durch Millipore NMWL 103 (Produkt der Nippon
Millipore Ltd., Japan), ausgefiihrt werden.

Die erfindungsgemésse Substanz, die derart isoliert wor-
den ist, wird normalerweise gefriergetrocknet und bei Tem-
peraturen von 2 bis 7 °C aufbewahrt. Die Substanz ist vor-
teilhafterweise sterilisiert.

Die erfindungsgemaésse Substanz wird zu Medizinalzwek-
ken in folgenden Anwendungen eingesetzt. Wie schon be-
schrieben, zeigt sie Immunoaktivitit, speziell Aktivitit in der
Inhibierung der Vermehrung von verschiedenen Mikroorga-
nismen wie Protozoen, Bakterien, Virus, usw. Die Substanz
zeigt aber auch Antitumoraktivitit. Sie ist von niederer To-
xizitdt und effizient in Zusammensetzungen sowohl fiir Men-
schen wie auch fiir Sdugetiere.

Beim Einsatz der erfindungsgeméissen Substanz in Medi-
zinalanwendungen fiir Menschen und Siugetiere wird die
Substanz in verschiedene pharmazeutische Kompositionen
formuliert. Dazu werden verwendet: nicht toxische, pharma-
zeutisch annehmbare Trégerstoffe und verschiedene Verdiin-
ner und Exzipientien. Geeignet sind pharmazeutisch an-
nehmbare nicht toxische Trigerstoffe, umfassen — sind aber
nicht beschrinkt auf — destilliertes Wasser, Salzlésungen
wie Natriumchloridldsung, Alkohole, Polyithylenglykole,
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dthoxylierter Isostearylalkohol, Polyoxyisostearylalkohol,
Polyoxyithylensorbit, Sorbitanester, Gelatine, Lactose,
Amylose und dhnliche. Die pharmazeutischen Priparate
kénnen sterilisiert und, falls gewiinscht, mit Hilfsmitteln ge-
mischt werden wie Solubilisierungsmittel, Puffersubstanzen,
Analgesika, priservierende Mittel, Stabilisatoren, Emulsifi-
katoren, Salze zur Beeinflussung des osmotischen Drucks,
Farbstoffe, Geruchsstoffe, usw. Auch kénnen andere, phar-
mazeutisch wirksame Verbindungen in die Zusammenset-
zung eingebaut werden.

Solche Zusammensetzungen sind, wenn auch nicht im
Sinne einer Einschriinkung, parenteral zu verabreichende
Priparate. Vor allem ist gedacht an Injektionsldsungen, aber
auch an Suspensionen und Emulsionen. Die Injektion kann
wie iiblich intravends, und zwar einzeln oder in mehreren
Portionen verabreicht werden. Die Losung enthélt, ebenfalls
wie iiblich, Hilfsstoffe wie Glukose, Aminosiduren oder dhn-
liche. Die Injektion kann aber auch intramuskuldr, subku-
tan, intrakutands oder intraperitoneal verabreicht werden.
Die erfindungsgemissen Substanz kénnen aber auch in Pré-
parate eingebaut werden, die fiir die orale Einnahme oder
fiir die topische Verabreichung geeignet sind.

Die Menge der aktiven Substanzin der Zusammenset-
zung sowie die Dosierung derselben werden je nach Methode
und Form der Verabreichung, nach Zweck und nach Symp-
tomen des Patienten festgelegt werden. Im Falle von Injek-
tionen mit etwa 1 bis etwa 8 G/V-% an aktiver Komponen-

" te, werden soviele Einspritzungen gemacht, um auf etwa 1
bis etwa 1000 mg/kg Lebendgewicht und Tag zu kommen.
Die erfindungsgemisse Zusammensetzung muss nicht ein-
mal tiglich verabreicht werden; sie kann auch in drei oder
vier Dosierungen pro Tag eingenommen werden. Zusam-
mensetzungen in anderen Formen kdnnen in den dabei iibli-
chen Dosierungen verabreicht werden.

Die erfindungsgemisse Substanz wurde pharmakolo-
gisch getestet und die entsprechenden Testresultate werden
nun im Detail beschrieben.

1. Toxoplasmavermehrungs-Inhibierungstest

Der Test wird gemiss den Methoden ausgefiihrt, wie sie
in den folgenden Literaturstellen beschrieben sind:

Jap. J. vet. Sci., 37, 235—243 (1975) und Zbl. Bakt. Hyg.,
1. Abt. Orig. A244,374—382 (1979).

Die erfindungsgemésse Substanz, welche geméss den
Verfahren der weiter unten beschriebenen Beispiele erhalten
wird, wird untersucht und zwar anhand von Monocyten aus
Hunde- oder Rinderblut, anhand von Zellen aus dem
menschlichen Herz, anhand von Zellen aus Miusenieren und
anhand von peritonealen Macrophagen der Maus. Die ge-
nannten Zellen sind vorbereitet worden gemiss den Metho-
den der oben angegebenen Literaturstellen. Die folgenden
Tabellen 1 bis 5 zeigen die Prozente der Toxoplasmavermeh-
rungs-Inhibierung, die in den genannten Zellen erreicht wer-
den. Das ist der Prozentsatz derjenigen Zellen, in denen die
Anzahl von Toxoplasmen 0, 1 bis 5 oder = 6ist. Verglichen
wird immer zu der totalen Anzahl von Testzellen. Die ent-
sprechenden Inhibierungsprozente sind geméss den folgen-
den Symbolen bezeichnet:

<10

10 bis <20

20 bis <30

30 bis <40

40 bis <50

50 bis <60

60 bis <70

70 bis <80

80 bis <90

90 bis <100

“TmQTEHY QW

Tabelle 1
Inhibierung von Toxoplasmavermehrung in Monocyten
aus Hundeblut
s Untersu- Probe Konzentration Anzahl von Toxoplas-
chungs an erfindungs- men in einzelnen Zellen
Nr. gemdsser Sub-
stanz (%) 0 1-5 =6
o ] Beispiel 2 0,25 I B A
2 Beispiel 2 0,50 J A A
3 Beispiel 2 0,75 J A A
4 Beispiel 2 1,00 J A A
5 Beispiel 6 0,75 I B A
156 Beispiel 8 0,50 J A A
7 Beispiel S5 1,00 H B B
8 Beispiel 7 0,75 F C B
9 Beispiel 9 0,75 G C B
10 Beispiel 10 0,75 G C B
2011 Vergleichs- 10 D C D
beispiel*
*Normales Plasma von Hundeblut
25
Tabelle 2
Inhibierung von Toxoplasmavermehrung in Monocyten
aus Rinderblut
30 Untersu- Probe Konzentration Anzahl von Toxoplas-
chungs _ anerfindungs- men in einzelnen Zellen
Nr. gemisser Sub-
stanz (%) 0 1-5 =6
35 . .
1 Beispiel 2 0,25 1 A A
2 Beispiel 6 0,25 J A A
3 Beispiel 8 0,50 J B A
4 Beispiel 5 0,50 E D B
05 Beispiel 7 1,00 I A A
6 Beispiel 9 0,75 J C B
7 Beispiel 10 0,75 G C B
8 Vergleichs- 10 E D E
beispiel*
* ¥Normales Serum aus Rinderblut
Tabelle 3
so  Inhibierung von Toxoplasmavermehrung in Zellen des
menschlichen Herzens
Untersu- Probe Konzentration Anzahl von Toxoplas-

chungs anerfindungs- men in einzelnen Zellen
55 Nr. gemésser Sub-
stanz (%) 0 1-5 =6
1 Beispiel 2 0,75 I B A
2 Beispiel 6 1,00 J A A
60 3 Beispiel 8 0,50 I B A
4 Beispiel 5 0,50 G C B
5 Beispiel 7 0,50 H B A
6 Beispiel 9 0,75 G C B
7 Beispiel 10 0,75 G C B
65 § Vergleichs- 10 F D B
beispiel*

*Normales Serum von Rinderblut
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Tabelle 4
Inhibierung von Toxoplasmavermehrung in Zellen von
Méusenieren
Untersu- Probe Konzentration Anzahl von Toxoplas-
chungs anerfindungs- men in einzelnen Zellen
Nr. gemdsser Sub-
stanz (%) 0 1-5 =6
Beispiel 2 0,50 J A A
Beispiel 6 0,25 J A A
Beispiel 8 0,50 J A A
Beispiel 9 0,50 I B B
Beispiel 5 0,50 G C B
Beispiel 10 0,75 I B A
Beispiel 7 0,50 G C B
Vergleichs- 10 E D ' E
beispiel*
*Normales Serum von Miuseblut
Tabelle 5
Inhibierung von Toxoplasmavermehrung in peritonealen
Macrophagen der Maus
Untersu- Probe Konzentration = Anzahl von Toxoplas-
chungs an erfindungs- men in einzelnen Zellen
Nr. gemdsser Sub-
stanz (%) 0 1-5 =6
1 Beispiel 2 0,25 I B A
2 Beispiel 5 0,50 E D C
3 Beispiel 7 0,50 F C C
4 Beispiel 6 1,00 J A A
5 Vergleichs- 10 D E D
beispiel*

*Normales Serum von Miuseblut

Die Tabellen 1 bis 5 zeigen, dass die erfindungsgeméisse
Substanz die Toxoplasmavermehrung sowohl in homologen
wie auch in heterologen Zellen effektiv inhibiert.

II. Chemotherapie von akuter, experimenteller Toxoplasmo-

sis

BALB/c Mause mit einem Durchschnittsgewicht von 18
bis 20 g werden in 3 Gruppen von je 10 aufgeteilt. Sie bilden
die Untersuchungsgruppen fiir die Chemotherapie von expe-
rimenteller Toxoplasmosis. Jede Maus wird nun intraperito-
neal mit einer isotonischen Natriumchloridlésung, welche
zusétzlich 5 x 102 pro 0,25 ml eines virulenten Toxoplasmas
Strain S273 enthélt, inokuliert. 24 Stunden spéter wird der
Gruppe 1 (Vergleichsgruppe) einmal téglich 4 Wochen lang
0,25 ml Salzlosung gegeben. Der Gruppe 2 wurde Acetylspi-
ramycin in Losung oral zum Vergleich verabreicht und zwar
mit einer Dosierung von 0,2 g/kg Lebendgewicht und Tag,
taglich wiahrend 4 Wochen. Die erfindungsgemisse Sub-
stanz, wie sie im weiter unten beschriebenen Beispiel 6 erhal-
ten wird, wird der Gruppe 3 intraperitoneal verabreicht. Die
Verabreichung erfolgt einmal téglich 4 Wochen lang und
zwar bei einer Dosierung von 1 mg/Tier und zusammen mit
der oralen Verabreichung von 0,2 g/kg Lebendgewicht und
Tag Acetylspiramycin.

Am 30. Tag nach der Infektion wird einmal der Antikor-
pergehalt im Serum (nach der Latex-Methode) bestimmit, so-
wie die Anzahl von Gehirnzysten (mittels des Plankton Cy-
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tometers) gemessen. Die Reduktion der Zystenzahl wird ge-
maéss der folgenden Gleichung berechnet:

A - B

Verringerung in % = — x 100

5

A steht in der obigen Formel fiir die Anzahl von Gehirn-
zysten aus der Gruppe I (Vergleichsgruppe) und B ist die
Anzah] Gehirnzysten aus den Gruppen II oder III.

10 Miuse vom Typ BALB/c werden mit Gehirnhomogenat
aus den Méusen der Gruppen I, II und III inokuliert und auf
ihr Uberleben untersucht. Die folgende Tabelle 6 zeigt eine
Zusammenstellung aller Resultate der obengenannten Un-
tersuchungen.

15

Tabelle 6
Gruppe Anzah] Zysten +HA-Anti- Anzahl toter
(Reduktion, %) korper Titer Miuse
20 (Wert) %
I
(Vergleich ohne 4302 - 10/10 100  16/16
Wirkstoff)
25 11
(Vergleich mit 26 (994) 7/8 815 14/14
Acetyl-
spiramycin
III
30 (erfindungsge- 0 (100) 0/10 0 0/13
mésse Substanz)

Tabelle 6 zeigt, dass akut mit Toxoplasma infektierte
35 Mduse nur unvollstindig geheilt werden durch die Verabrei-
chung von Acetylspiramycin (Gruppe II).

Wenn auch die Anzahl Gehirnzysten in der Gruppe II
beinahe so tief liegt wie in der Gruppe III, sind doch alle 14
Sekundir-M4use, die mit eben diesem Hirnhomogenat ino-

40 kuliert worden sind, gestorben. Im Gegensatz dazu zeigt die
Gruppe III erstens eine Zystenanzahl von 0 und keine toten
Miuse, wenn entsprechendes Hirnhomogenat inokuliert
wird. Dieses deutet auf totale Abwesenheit von Toxoplasma
hin, wihrenddem in den Hirnsubstanzen der Miuse aus der

45 Gruppe II Toxoplasmaaktivitit immer noch, wenn auch in
latentem Zustand, vorhanden ist.

"Die Toxoplasmosis kann somit derart vollstindig geheilt
werden.

so III. Chemotherapie von experimenteller chronischer Toxo-
plasmosis
Es werden vier Gruppen von je 10 BALB/c-Méusen ge-
bildet. Jedes Tier enthdlt intraperitoneal 0,5 ml einer Salzls-
sung, die 102 schwach virulente Toxoplasmen des Stammes
ss 5-273 enthalten. Vier Wochen nach der Infektion werden die
Méiuse nochmals mit 0,5 ml der gleichen, das Toxoplasma
enthaltenden Salzlosung inokuliert. Vier Wochen spiter
wird einer Gruppe die erfindungsgemisse Substanz verab-
reicht, wie sie im weiter unten beschriebenen Beispiel 6 erhal-
60 ten wird. Eine weitere Gruppe enthélt Acetylspiramycin al-
leine und eine dritte Gruppe erfindungsgemisse Substanz
plus Acetylspiramycin. Die letzte Gruppe schliesslich, die
vierte, erhalt gar nichts, sie stellt also die eigentliche Kon-
trollgruppe dar. Bei Verabreichung der erfindungsgemissen
65 Substanz alleine werden jedem Tier téglich 0,5 ml einer Salz-
18sung intraperitoneal verabreicht, wobei diese Dosis 20 mg
der erfindungsgeméssen Substanz enthélt. Wenn Acetylspi-
ramycin verabreicht wird, enthalten die 0,5 ml Salzlésung
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8 mg des genannten Wirkstoffes. Diese Salzlésung wird oral
verabreicht. Bei der Verabreichung der beiden Stoffe zusam-
men gelten die gleichen Quantititen und die gleichen Lésun-
gen sowie auch die gleiche Verabreichungsmethode.

Die erhaltenen Effekte werden anhand der Anzahl Ge-
hirnzysten, anhand der Verringerung davon und anhand des
Antikorpertiters im Serum bestimmt. Die entsprechenden
Resultate sind in der folgenden Tabelle 7 zusammengestellt.

Tabelle 7
Gruppe Gehirnzysten Antikrpertiter
Anzahl Reduktion
(%)
I
(Vergleichsgruppe) 1608,90 - 1:128-1:512
n : '
(nur Acetylspira-  1052,15 34,61 1:128->1:512
mycin)
I
(nur erfindungs- 1061,43 3291 1:256—>1:512
gemisse Substanz)
v
(Kombinationvon 765,79 52,40 21:512
- Acetylspiramycin :
und erfindungsge-
mésse Substanz)

Tabelle 7 zeigt, dass die mittlere Anzahl Zysten von un-
gefihr 1609 bei der Kontroligruppe I auf eine durchschnittli-
- che Anzahl von 1061 reduziert werden kann, wenn nur erfin-
dungsgemasse Substanz verabreicht wird (Gruppe III). Die
entsprechende Reduktion geht bis auf 766 bei der Verabrei-
chung von erfindungsgemésser Substanz plus Acetylspira-
mycin (Gruppe IV). Die derart erreichte Verringerung liegt -
bei iiber 50%. Dies zeigt, dass die erfindungsgemaésse Sub-
stanz Immunoaktivitét hinsichtlich therapeutischer Effekte
hat, um Gehirnzysten von mit Toxoplasma chronisch infi-
zierter Méause zu verringern.

IV. Antibakterielle Aktivitdt in Macrophagen

1) Gram-positive Bakterien (Bacillus subtilis H IAM
1521) oder gram-negative Bakterien (Escherichia coli B wil-
der Stamm oder Proteus vuigaris HX 19) werden 30 Minu-
ten lang auf peritoneale Macrophagen von normalen Mau-
sen einwirken gelassen. Dann wird die Mischung 24 Stunden
lang in TC-199 Medium mit 10%-igem f6talem Kélberserum
inkubiert. Die Bakterien der genannten Typen werden dabei
in etwa 50 mal der Menge der vorliegenden Macrophagen
eingesetzt (Experiment A). Die Macrophagen werden nun
weiter inkubiert und zwar 2 Stunden lang im gleichen Me-
dium, einmal in Anwesenheit von 0,75 mg/ml an erfindungs-
gemésser Substanz aus dem Beispiel 6 (Experiment C) und
einmal ohne erfindungsgemésser Substanz (Experiment B).
Die Anzahl Bakterien, welche nach der zweiten Inkubation
in den Macrophagen zuriickbleiben, wird gezihlt und zwar
anhand von Referenzfarbmustern. In der folgenden Tabelle
8 sind die entsprechenden Resultate zusammengestelit.

Die Tabelle 8 zeigt, dass die erfindungsgeméisse Substanz
effektiv die Vermehrung von gram-positiven und gram-nega-
tiven Bakterien in peritonealen Macrophagen von gesunden
MAusen inhibiert.

2) Durch Wiederholen des Vorgehens geméss Experi-
ment C wurden nochmals Macrophagen inkubiert mit der
Ausnahme, dass dieselben 4 Stunden lang im gleichen Me- -

dium, aber in Anwesenheit von 0,75 mg/mi der erfindungs-
gemdssen Substanz aus dem Beispiel 6 behandelt wurden. -

5 Tabelle 8

Anzahl Bakterien Experiment A Experiment B  Experiment C

in Macrophagen (0 Std.) (nach2Std.) (nach2 Std.)
10 E-coli ,
0 0 (%) 1,3 (%) 2,7 (%)
1-10 9,7 33,6 56,9
11-20 29,7 36,0 28,8
21-30 24,6 17,3 7,7
15 =31 36,0 11,7 4,0
P. vulgaris .
0 32,0 (%) 36,2 (%) 50,5 (%)
1-10 59,3 57,3 41,8
1120 4,2 3,0 5,0
20 21-30 2,7 2,2 L3
=31 1,8 1,3 1,3
B. subtilis
0 0 (%) 1,2 (%) 3.2(%)
2 1-10 D 29,2 34,7
1120 18,5 37,2 33,5
21-30 22,8 21,2 19,3
=31 49,2 11,3 9,3

30
Die Macrophagen werden daher in destilliertem Wasser auf-
genommen und anschliessend auf einer flachen Unterlage in-
kubiert. Die Anzahl der lebenden E. coli-Zellen in den Ma-
crophagen wird anschliessend bestimmt. Das gleiche Verfah-
35 ren wird an einer Kontrollsubstanz in Abwesenheit von er-
findungsgemésser Substanz ausgefiihrt.

Die Figur 3 zeigt die Resultate. Kurve 1 stellt die Resul-
tate mit erfindungsgemdisser Substanz, Kurve 2 die Resultate
ohne erfindungsgemésse Substanz dar. Wie schon Tabelle 8

40 Zeigt auch diese Untersuchung, dass die erfindungsgemisse
Substanz die Vermehrung von E. coli in peritonealen Macro-
phagen von gesunden Méusen auffillig zu inhibieren ver-
mag.

45 V. Inhibierung der Vermehrung von Viren
Die erfindungsgemésse Substanz aus Beispiel 6 wird in

Eagle’s Minimum Essential Medium (siehe dazu dgaku no
Ayumi, Progress of Medicine, 62, No. 6, 5. August 1967) -
aufgeldst.

so  Die verschiedenen Konzentrationen der beigegebenen
Substanz sind in der folgenden Tabelle 9 zusammengestelit.
Die Losung wird nun mittels einer 0,45 pym Membrane fil-
triert (Produkt von Nippon Millipore Ltd), um dieselbe zu
sterilisieren. Zu je einem ml der Losung werden nun HEP-2

s5 Zellen (10%-Zellen pro Platte) gegeben, welche von humanen
epitherialem Laryngal-Tumor stammen und das Ganze wird
2 Tage lang inkubiert. Anschliessend werden die Zellen mit
2 PFU (Plaque Formation Unit / Zellen von Herpes Simplex
Virus, Type II, Stamm 186) infektiert und 18 Stunden lang

60 bei 37 °C inkubiert. Dann werden die Platten auf —80°C ab-
gekiihlt, um die Reaktion abzubrechen. Die Anzah! der Vi-
ren wird anschliessend gezéhlt. Das gleiche Verfahren wird
ausgefiihrt mit der Ausnahme, dass die HEP-2 Zellen mit
0,2 PFU/Zelle des Herpes Simplex Virus Typ II (Stamm 186)

65 infektiert werden und das Ganze dann 25 Stunden lang bei
37°C inkubiert wird. Kontrolluntersuchungen werden auch
ausgefiihrt, bei denen dann die erfindungsgemésse Substanz
eingesetzt wird.



Die folgende Tabelle 9 zeigt die entsprechenden Resulta-
te:

Tabelle 9

Konzentration Vermehrung der Viren
der erfindungs- (PFU x 104/105-Zellen
gem. Substanz

(mg/ml) 2PFU/Zellen 0,2 PFU/Zellen

0 . 196,0+9,5 192,04+36,0
(Vergleich)

1 157,043,0 (P<0,001) 121,042,0 (P<0,001)

5 94,0£9,0 (P<0,001) 38,042,0 (P<0,001)
10 9,840,7(P<0,001) 9,7+1,7 (P<0,001)

Die signifikante Differenz P in Tabelle 9 wird mittels des
Student’s- t-Testes berechnet. Die Tabelle zeigt, dass die er-
findungsgemésse Substanz die Vermehrung von Viren signi-
fikant inhibiert und zwar bei einer Konzentration von 1 bis
10 mg/ml.

9 657 989

VI. Antitumor-Effekt

0,1 ml einer Salzlésung mit 105-Zellen von Mause-Leuke-
mie P-388 wird intraperitoneal in ménnliche 10 Wochen alte
BDF; Méuse transplantiert und zwar im mittleren Teil des

s Magens und auf der rechten Seite davon.

Wihrend der folgenden 9 Tage wird erfindungsgemisse
Substanz aus dem Beispiel 6 und 1-(2-Tetrahydro)-5-fluoru-
racil (Ftorafur, FT207, Produkt der TATHO Pharm, Co.,
Ltd., Japan) intraperitoneal in das Organ der Tiere injiziert.

10 Die Verabreichung erfolgt entweder getrennt oder im Ge-
misch.

Die erfindungsgemésse Substanz wird dabei tiglich ver-
abreicht und zwar in einer Menge von 3,0 mg in 0,1 ml Salz-
16sung auf 10 g Lebendgewicht, Tforafur 207 wird ebenfalls

15 tdglich verabreicht und zwar in einer Menge von 1,0 mg/
0,1 ml Salzlosung auf 10 g Lebendgewicht.

Einer entsprechenden Kontrollgruppe werden gar keine
Antitumor-Wirkstoffe verabreicht. : .

Der Antitumor-Effekt wird in Funktion der Uberlebens-

20 zahl berechnet und zwar zu jenem Zeitpunkt, da alle Tiere
der Kontrollgruppe gestorben sind. Die folgende Tabelle 10
zeigt die entsprechenden Resultate.

Tabelle 10
Untersuchungsgruppe Anzahl  Anzahl dér Uberlebens- Durchschnitt]. Uberlebens- Mittleres Gewicht
Miuse tagejeder Maus Uberlebenstage  zah! in (g) vor der
(%) Transplantation

Vergleichsgruppe 7 9, 9,10,10 9,86+0,69 0 25,86
(keine Wirkstoffe) 10, 10, 11
Erfindungsgemisse 7 11,11, 12, 12, 11,86 +£0,69 20,29 26,14
Substanz 300 mg/kg 12,12,13
Ftorafur 100 mg/kg 7 12,12, 13,13, 13,57+1,51 37,68 26,14

14, 15,16
Ftorafur 100 mg/kg 7 16, 17,18, 18, 18,004-1,29 82,61 25,86
+erfindungsgeméisse 18, 19,20

Substanz 300 mg/kg

Die obige Tabelle zeigt, dass die erfindungsgemiisse Sub-
stanz einen gewissen Antitumoreffekt zeigt, sogar wenn sie
alleine verabreicht wird. Zusammen mit bekannten Antitu-

mor-Wirkstoffen zeigt sie einen synergistischen Antitumor-
effekt.

VII. Akute Toxizitit

Die erfindungsgemésse Substanz wird auf ihre akute
Toxizitdt untersucht und zwar gemiss der Methode von
Litchfield and Wilcoxon (J. Pharmacol. Exp. Ther., 90, 99,
1949) unter Verwendung von weiblichen BALB/c Méusen.

Es wurden keine Sterbefille beobachtet, bei der Verab-
reichung von erfindungsgemisser Substanz bis zu 4000 mg/
kg Lebendgewicht intraperitoneal oder bis zu 2000 mg/kg in-
travends. Dementsprechend liegt der LD <, Wert der erfin-
dungsgemissen Substanz iiber 4000 mg/kg bei intraperito-
nealer Verabreichung und bei itber 2000 mg/kg bei intrave-
noser Verabreichung,

Im folgenden werden nun Beispiele beschrieben, in denen
vorerst die Herstellung der Ausgangssubstrate fiir die Her-
stellung der erfindungsgeméssen Substanz erliutert wird.

Referenzbeispiel 1
5 Beagles-Hunden von je etwa 10 kg Lebendgewicht wur-
den 108 Toxoplasma (Toxoplasma gondii) intraperitoneal

inokuliert. 5 Wochen nach der Inokulation wurden die Tiere
4s nochmals mit 106 Toxoplasmen des gleichen Stamms inoku-
liert. Die Hunde waren nachher toxoplasmahyperimmun.

2 Wochen nach der zweiten Inokulation wurden jedem
Hund intravends 10 pg/kg Lebendgewicht TLA injiziert. 24
Stunden nach der Injektion wurde das Blut der Tiere gewon-

50 nen. :

Das daraus gewonnene Blutplasma zeigt einen Antikor-
pertiter von mindestens 1:1000 gemiiss dem Sabin-Feldman-
Farbtiter oder von mindestens 1:4000 gemdss der indirekten
Immunofluorescenz-Methode. Nur Immunoglobulin G (Ig

55 G) Antikorper wird festgestellt. '

Referenzbeispiele 2 und 3
Gemiss dem Vorgehen von Referenzbeispiel 1 wird Sub-
60 strat gewonnen, in dem jedoch TLA ersetzt wird durch Con
A oder PHA.
Die entsprechend gewonnenen Blutplasmen zeigen die
folgenden Antikérpertiter:

65 Farbtiter:
Indirekte Immuno-
fluorescenzmethode:
(nur Ig G Antikdrper wird festgestellt).

mindestens 1:1000

mindestens 1:4000
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Referenzbeispiel 4 ten wird so ein Medium mit 1 x 107 Zellen pro ml. Nach Zu-
Das Vorgehen gemiss Referenzbeispiel 1 wird wiederholt ~ gabe von 50 pg/ml TLA werden die Zellen 48 Stunden lang
mit der Massnahme, dass Toxoplasma gondii und TLA er- bei 37 °C inkubiert. Dann wird die iiberliegende Fliissigkeit
setzt werden durch Piroplasmea (Babesia gibsoni) und BLA. abgetrennt und zwar mittels Zentrifugierung bei 4 °C. Die
Erhalten werden schliesslich Blutplasmen von Piroplasmea s Zentrifugierung erfolgte bei 3000 Umdrehungen pro Minute
hyperimmunen Hunden. Der Antikorpertiter dieses Blut- und dauverte 30 Minuten.
plasmas betrigt ebenfalls 1:1000, wenn er mittels der indi- -
rekten Immunofluorescenzmethode bestimmt wird. Referenzbeispiel 11
Aus einer gesunden Maus wird die Milz entfernt. Die
Referenzbeispiel 5 10 Milzzellen werden aufgetrennt und zwar mittels der Conray-
6 Monate alten Kélbern werden 2,5 x 102 Toxoplasmen Ficoll Methode und zweimal mit heparinisiertem HBSS mit
(Toxoplasma gondii) cervical intramuskular inokuliert. 5 10 Einheiten Heparin pro ml mittels Zentrifugierung zwei-
Wochen nach der Inokulation werden die Tiere nochmals mal gewaschen. Das Sediment wird anschliessend in TC-199

mit 5 x 108 Toxoplasmen des gleichen Stammes inokuliert. 2 Medium mit 20% HICS und dem gleichen-Antibiotika wie
Wochen nach der zweiten Inokulation wird TLA intravends 15 im Referenzbeispiel 10 suspendiert. Erhalten wird ein Me-

injiziert und zwar bei jedem Tier mit einer Dosierung von dium mitungeféhr 107 Zellen pro ml. Nach Zugabe von 66
1 pm/kg Lebendgewicht. 24 Stunden nach der letzten Injek- Vol.-% der im Referenzbeispiel 10 gewonnenen Kulturls-
tion wird das Blut der Tiere gewonnen und daraus das Se- sung werden diese Zellen 3 Wochen lang inkubiert. Ein Drit-
rum abgetrennt. Das Serum hat einen Latexagglunitierungs- tel des Mediums wird alle 3 Tage erneuert. Nach Abschluss
titer von mindestens 1:2048. 20 der Inkubation wird die Kultur mit heparinisiertem HBSS
: (10 Einheiten Heparin pro ml) gewaschen und mit 10 pg/ml
Referenzbeispiel 6 TLA versetzt. Die Zellen werden nochmals 48 Stunden lang
Das Vorgehen gemiss Referenzbeispiel 5 wird wiederholt  bei 37 °C inkubiert. Die iiberliegende Lésung wird abge-
mit der Ausnahme, dass Toxoplasma gondii und TLA er- trennt und zwar wiederum mittels Zentrifugierung bei 4 °C.
setzt werden durch Piroplasmea (Babesia spp) resp. BLA. 25 Die Zentrifugierung geschah auch hier bei 3000 Umdrehun-
Erhalten werden so Sera von Piroplasmea hyperimmunen gen pro Minute und dauerte 30 Minuten.
Kélbern. Diese Sera haben Antikorpertiter von 1:256 bis s
1:1000 (Messung mittels Immunofluorescenz-Methode). * Referenzbeispiel 12
: Analog dem Verfahren gemiss Referenzbeispiel 11 wird
Referenzbeispiel 7 30 eine iiberliegende Kulturlésung gewonnen mit der Ausnah-
Méusen werden je 1 x 106 Toxoplasmen (Toxoplasma me, dass 100 pg/ml TLA anstelle der Kulturldsung aus Refe-
gondii, schwach virulenter Stamm) intraperitoneal inoku- renzbeispiel 10 ersetzt wird.
liert. 5 Wochen nach der Infektion werden die Tiere noch- Im folgenden werden nun Beispiele der Herstellung der
mals je mit 1 x 106 Toxoplasmen des gleichen Stammes ino- erfindungsgemséssen Substanz beschrieben.
kuliert. Wahrend der zweiten Woche nach der zweiten Ino- 35 '
kulation wird den Tieren intraperitoneal TLA injiziert und Beispiel 1
zwar mit einer Dosierung von 10 ug/kg Lebendgewicht. 24 0,1 g Pronase (Pronase P, Produkt der Kaken Chemical
Stunden nach der genannten Injektion wird das Blut der Tie-  Co., Ltd., Japan) werden zu 100 ml Blutplasma aus Refe-
re gewonnen und daraus das Serum abgetrennt. Dieses zeigt renzbeispiel 1 gegeben. Das Plasma mit dem Enzym werden
einen Antikorpertiter von mindestens 1:4000 (Bestimmung 40 nun 12 Stunden lang unter Riihren bei 37 °C inkubiert. An-
mittels Immunofluorescenz-Methode). schliessend wird die Mischung erhitzt, um so das Enzym zu
inaktivieren. Die Mischung wird darauf mit Eiswasser abge-
Referenzbeispiel 8 - kiihlt.
Das Vorgehen geméss Referenzbeispiel 7 wird wiederholt Das enzymbehandelte Plasma wird nun der Gelfiltration

mit der Ausnahme, dass Toxoplasma und TLA ersetzt wer- 45 an Sephacryl S-200 unterzogen. Verwendet werden 18,6 ml/
den durch Piroplasmea (Babesia rhodhaini), resp. BLA. Er- Stunde einer 0,01 M Phosphatpufferlésung mit einem pH

halten werden so Sera von Piroplasmea-hyperimmunen von 7,2. Erhalten wird so die Fraktion, die Toxoplasma inhi-
Méusen. Das Serum weist einen AntikGrpertiter von minde- bitorisch aktiv ist.
stens 1:4000 auf; Bestimmung mittels Immunofluorescenz- Die Roh-Fraktion wird nochmals der Gelfiltration un-
methode. so terzogen und zwar am Toyopearl HW-40, wobei die resultie-
rende aktive Fraktion am Sephadex G-15 (Kolonne 40 cm
Referenzbeispiel 9 hoch, 1,2 cm Durchmesser) mittels zweifach destilliertem
Das Vorgehen gemiss Referenzbeispiel 7 wird wiederholt =~ Wasser entsalzt wird. Erhalten werden so 0,6 g der erfin-
mit der Anderung, dass Toxoplasma und TLA ersetzt wer- dungsgeméssen Substanz mit den oben beschriebenen physi-
den durch Haemosporidia (Plasmodium berghei NK- ss kalisch-chemischen und biologischen Eigenschaften.
Stamm), resp. MLA. Erhalten wird so das Serum von Hae- Die Substanz wird nun mittels Filtration sterilisiert, ge-

mosporidia-hyperimmunen Méusen. Das Serum weist einen friergetrocknet und bei 4 °C aufbewahrt.
Antikérpertiter von mindestens 1:1000 auf (Bestimmung

mittels indirekter Immunofluorescenz-Methode). Beispiel 2
60  Eine weitere Portion des Blutplasmas aus Referenzbei-
Referenzbeispiel 10 spiel 1 wird mit einem Enzym behandelt und zwar gleich wie
Milzzellen von Toxoplasma-hyperimmunen Méusen im Beispiel 1.

werden zweimal mit heparinisierter HBSS (10 Einheiten He- Dann wird zu 100 ml erhaltenem Plasma 10 ml einer
parin pro ml) gewaschen und zwar mittels Zentrifugierung. 10 N Natriumhydroxidlésung gegeben und dies unter Riih-
Die Sedimente werden anschliessend in TC-199 Medium sus- s ren. Die Losung wird nun auf 90 bis 100 °C erwirmt und bei
pendiert, welches zusétzlich 20% wéirmeinaktiviertes Kél- dieser Temperatur 60 Minuten lang geriihrt und dann wieder

berserum (HICS) und 100 Einheiten Penicillin G und 100 pg ~ abgekiihlt. Der pH der Lésung wird nun durch Zugabe von
Dihydrostreptomycin pro ml als Antibiotika enthélt. Erhal- 10 N HCl-Losung auf 7,0 eingestellt. Die Mischung wird



nun iiber Toyo Filter Papier No. 5C (Produkt der Toyo
Roshi Co., Ltd. Japan) filtriert. Das Filtrat wird bei 10 000
Umdrehungen pro Minute 20 Minuten lang filtriert und die
iiberstehende Losung wird gewonnen.

Die so gewonnene iiberstehende Losung wird der Gelfil-
tration an Sephacryl S-200 (Kolonne 90 cm hoch, Durch-
messer 0,9 cm) unterzogen, wobei mit einer 0,01 M Phos-
phatpufferldsung von pH 7,2 eluiert wird. Die Eluationsrate
betréigt 18,6 mi/Stunde. Erhalten wird so eine rohe Fraktion.

Die Roh-Fraktion wird noch einmal der Gelfiltration un-
terzogen und zwar diesmal am Toyopearl HW-40. Die resul-
tierende aktive Fraktion wird an Sephadex G-15 (Kolonne
40 cm hoch, Durchmesser 1,2 cm) entsalzt und zwar unter
Verwendung von doppelt destilliertem Wasser. Erhalten
werden so 0,54 g der erfindungsgeméssen Substanz mit den
oben angegebenen physico-chemischen und biologischen Ei-
genschaften. Die Substanz wird mittels Filtration sterilisiert,
gefriergetrocknet und bei 4 °C aufbewahrt.

Beispiele 3 bis 13
Die erfindungsgemésse Substanz wird in den folgenden
Beispielen analog hergestellt wie im Beispiel 2 mit der Aus-
nahme, dass als Blutplasma, Serum oder iiberstehende Kul-
turldsung (je 100 ml) diejenigen der Referenzbeispiele 2 bis
12 verwendet werden.

Bsp. No. Referenz-Beispiel Nr. (Substrat)

2 (Toxoplasma-hyperimmuner Beagle-Hund)
3 (Toxoplasma-hyperimmuner Beagle-Hund)
4 (Piroplasmea-hyperimmuner Beagle-Hund)
5 (Toxoplasma-hyperimmunes Kalb)
6 (Piroplasmea-hyperimmunes Kalb)
7 (Toxoplasma-hyperimmune Maus)
8 (Piroplasma-hyperimmune Maus)
9 (Haemosporidia-hyperimmune Maus)

10 (Milzzellen von Toxoplasma-hyperimmuner

Maus)
11 (Milzzellen von gesunder Maus)
12 (Milzzellen von gesunder Maus)

—
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Die erfindungsgemasse Substanz aus all diesen Beispielen
ist die gleiche, wie sie im Beispiel 2 erhalten wird und zwar

11 657 989

hinsichtlich physikalischer, chemischer und biologischer Ei- -
genschaften.
Die erfindungsgemésse Substanz gemiss Beispiel 6 wird
weiter untersucht und zwar hinsichtlich ihrer Lslichkeit in
5 organischen Losungsmitteln geméss der folgenden Methode:
100 mg der Substanz werden zu je 5 ml eines organischen
Losungsmittels gegeben und dann 30 Minuten lang darin ge-
rithrt. Die Mischungen werden dann 10 Minuten lang bei
3000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, um sie so in
10 {iberliegende Losung und ausgefallene Feststoffe aufzutren-
nen. Jene der Fraktionen werden nun getrocknet, in 1 ml rei-
nem Wasser aufgenommen und auf den Gesamtstickstoffge-
halt hin untersucht. Die entsprechenden Resultate sind die
folgenden:
15

Uberliegende  Unlésliche Gehalt in
Fraktion Fraktion iiberliegender
(ug) (ug) Lsung (%)
20
Athanol 2,10 56,06 3,6
Methanol 49,41 6,72 88,0
Ather 0,01 59,75 0
Benzol 0,02 58,75 0
25 Chloroform 1,72 63,79 2,6
Aceton 0,14 66,91 0,2
30 Beispiel 14

Die erfindungsgemésse Substanz wird gleich zubereitet
wie im Beispiel 2 mit der Ausnahme, dass anstelle von Pro-
nase die gleiche Menge Papain (Produkt der Wako Pure
Chemical Industries, Ltd., Japan) eingesetzt wird. Die erhal-

35 tene Substanz ist identisch mit derjenigen, wie sie in Beispiel
2 erhalten wird.

Beispiel 15
Die erfindungsgemaésse Substanz wird gleich zubereitet
40 wie im Beispiel 2 mit der Ausnahme, dass anstelle von Pro-
nase Chymotrypsin (Produkt der Miles Feravac. Ltd.) in
gleicher Menge eingesetzt wird. Die erhaltene Substanz ist
die gleiche wie diejenige, die im Beispiel 2 erhalten wird.
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