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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung eines Mcdifikationsmittels der biologischen Reaktion, gokennzeichnet
durch das Ziichten von Bakterienzelien eines Stammaes eines Mikroorganismus, der nichtin der
Mikroflora des zu behandelnden Patienten vorhanden istund der ein gemeines bakterielles Antigen
hat, das mit den die normale Mikrofiora des zu behandelnden Patienten bildenden Organismen
nicht oder nur schlacht kreuzreagiert, das Ernten der geziichteten Zellen, das Auflésen von
Endotoxin mit einem geeigneten Detergenten, das Unterziehen des Zellkonzentrats einer Spaltung,
die ausreicht, um Membranblischen mit einem mittleren Durchmesser von nicht weniger als
180 nm zu erzeugen, das Abscheiden der Membranbléschen und freien Ribosomen von dem
restlichen Zellmaterial und Ribosomen in einer geeigneten Pufforlosung.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzsichnet, dal3 die Zallaufldsung mechanisch bei einem
Druck von {iber 10000 psi erfolgt.

Hierzu 9 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Modifikationsmittel der biologischen Reaktion zur Behandlung eines Patienten, bestehend aus
natiirlichen Membranblischen und Ribosomen in einer Suspensionspufferlésung. .

Die Erfindung betrifft allgemein ein pharmazeutisches Produkt mit immunmodulierenden Eigenschaften. Sie betrifftim
besonderen ein Modifikationsmittel der biologischen Reaktion (BRM, engl. biolcgic response modifier), das ala ein Mittel
definiert ist, welches das Vehiltnis zwischen einer Krankheit und dem Wirt modifiziert, indem es die biologische Reaktion des
Wirtas auf die Krankheit mit sich ergebenden therapeutischen Wirkungen maodifiziert.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Die BRM lassen sich in zwei Kategorien einteilen:

1. biologische oder chemische Mittel, die einen oder mehrere Widerstandmechanismen des Wirts stimulieren oder anderweitig
verdndern kénnen, und 2. gereinigte Zellprodukte, die direkte Wirkungen auf eine spezielle Krankheit zeigen. Die erste Gruppe
von BRM, unter die die Erfindung f4llt, besteht aus Mitteln, die das immunologische Reaktionsvermdgen des Wirts aktivieren,
erhéhen oder anderweitig modifizieren und allgemein als Immunmodulatoren bezeichnet werden.

Ein BRM kann allein oder in Verbindung mit anderen Mitteln zur Erhéhung des Widerstandes gegeniiber bzw. der Genesung von
dem Befall duch Krankheitserreger, zur Modifizierung oder Herbeifiihrung der Vertraglichkeitvon Fremdgewebsverpflanzungen,
2ur Férderung der TumorabstoBung oder -stabilisierung und zur Hemmung von Tumorriickfd!en im Anschlu® an andere
Formen der Therapie, zur Wiederherstellung von normalen Helfer-Suppressor-Mechanismen oder zu einer anderwaeitigen
Férderung einer normalen Immunreaktion verwendst werden. .
Seit Beginn dises Jahrhunderts ist eine groRe Vielzahl von Immunmodulatoren/Immunadjuvanzien entwickelt worden. Die
iibergroBe Mehrzahl dieser Mittel ist mikrobieller (bakterisller/fungaler) Herkunft, wobel die populérsten von den Gattungen
Corynebactorls, Mycobacteria und Nocardia {CMN-Organismen) hergeleitet sind. Die verschiedenen Immunadjuvanzien
bestehen aus entweder intakten lebensfahigen Zellen, toten Zellen, Zellwénden, verschiedenen Zeliwandfragmenten,
Endotoxin, verschiedenen Typen von Polysacchariden oder subzelluléren Fraktionen wie Ribonukleins#ure oder Ribosomen.
Obwohl alle diese Mittel eine immunpotenzierende/-modulierende/-unterstiitzende Wirksamkeit in Gewebekultur, Tieren und
Menschen gegen Infektions- und Geschwulstkrankhsiten gezeigt haben, leiden sie allgemein unter Widerspriichen bei der
Produktion und Zusammensetzung und weisen eine maBige bis starke Toxizitét auf, Was die Behandlung von Geschwiilsten
betrifft, so ist keines dieser Mitte! bislang bei der Behandlung einer festgestellten Erkrankung niitzlich gewasen. Diese Mittel
weisen zudem typisch sinen Wirksamkeitsverlust bei wiederholter Anwendung {Anergie), Inmunabweichung,
Uberempfindlichkeitsreaktionen, Entwicklung chronischer Entziindungszusténde und/oder die Entwicklung verschiedener
anderer unerwiinschter Zustande auf.

Aufgrund des Unvermégens, diese Mittel wegen ihrer Verunreinigung und/oder Komplexitét chemisch zu definleren, und in
dem Versuch, die Veranderlichkeit der Immunreaktionen und toxischen Komnplikationen zu reduzieren, haben eine Reihe von
Forschern entweder verschiedene spezifische Fraktionen dieser Quellen extrahiert oder verschiedene Komponenten, die eine
immunologische Wirksamkaeit zeigen, synthetislert. Belispiele fiir untersuchte spezifische Fraktionen sind die Zellwandfraktion
Muramylztrbi,peptid, staphylokokkales Protein A, verschiedene Polysaccharide, die RNA-Fraktion" und die ribosomale
Fraktion.”

Beziiglich der ribosomalen Fraktion ist der Wirkungsmechanismus je nach der Ribosomenquelle unterschiedlich. Obwoh! die
Mehrzahl der ribosomalen Vakzine ein Adjuvans filr die Wirksamkeit bendtigt, ist dies bei ribosomalen Vakzinen, die aus
Staphylococcus aureus und Nelsseria meningitis hergestelit werden, nicht der Fall.? Dariiber hinaus scheinen aus
Mycobacterium tuberculosis® und Salmonella typhimurium® hergestellte ribosomale Vakzine exne zellvermittelte Reaktion zu
bewirken, wihrend aus Streptococcus pneumonia und Streptococcus pyogenes hergestellte ribosomale Vekzine eine humorale
Reaktion vermitteln.” Wenn auch die extrahierte ribosomale Fraktion theoretisch der Wirkstoffist, so gibt es doch in vielen Féllen
sinen erheblichen Meinungsstreit.dariber, ob andere, als Verunreinigungen vorhandene Zellkomponenten (RNA, Protein,
Endotoxin, Zellwand) fiir das beobachtete Immunreaktionsvermdgen verantwortlich sind.
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Bekannte Zellfraktionsv.kzine kénnen manchmal fiir die prophylaktische oder therapsttische Behandlung von
Infekt'unskrankheiten geeignet sein. Sie sind jedoch aus verechiedenen Griinden fir den Einsatz als nichtsensibilisiersrde,
allgemeine Ininunmodulatoren fiir die Behandlung von Geschwulstkrankheiten ungeeignet. Das Vorhandensein vor Zeliwand,
Endotoxin, oder schischt abbaubaren Komponenten fiihrt oft zu Toxizitdten ahnlich denen, die mit den intakten Organismen
erreicht werden. Darliber hinaus kénnen unerwiinschte immunabweichende Reaktionen und komplexe Immunreaktionen
hervorgabracht werden, da solche Vakzine im typischen Fall von Organismen stammen, die Teil der eigenen Mikroflora des Wirts
sind oder d;e leicht mit dieser reagieren (gemeinjame Antigene) Solche Vakzine enthalten charakteristischerweise auch
Fraktionen mit physikaiischen und/oder chemischen Metkmalen, die fiir eine allgemeine immunpotenzierende Wirksamkeit
suboptimal sein kdnnen.

Urban et al.” berichteten iiher die Féhigkeit von aus einem spezifischen Bakterienorganismus gewonnenen Polyribosoman
(Aggregate von Ribosomen), die Entwicklung von kutanen SaD2 Fibrosarkomata in DBA/2 Mausen zu unterdriicken.
Polyribosomenfraktionen wurden aus Zellkulturen durch osmotisches oder mechanisches Auflésen (je nach dem Bakterientyp)
mit anschlieBendem Differentialzentrifugieren gewonnen. Obwohl die Wirkung auf den SaD2-Murintumor positiv war, konnte
der Mechanismus der hervorgerufenen biologischen Reaktion nicht aus den Daten bestimmt werden. Obwohl die Toxizitét sehr
niedrig war, fihrte der von Urban et al. beschriebere ProzeR zu einer extremen Verénderung das Polysomenprofils
(GréBenverteilung) und einer sehr niedrigen Produktausbeute. Es wurde keine Bestindigkeit der Qualitét, Stabilitdt und
Wirksamkeit erreicht.

Kirsh et al.”’ haben Giber eine Immunstimulation und -modulation durch den EinschluB von spezifischen Antigenen oder
Modifikationsmittein der biologischen Reaktion in Liposomen Larichtet. Liposomen, die Arzneimittel enthalten, werden fiir die
Behandlung von metastatischem Krebs angewendet.”

Allerdings ist die Behandlung von Geschwulstkrankheiten {Krebs) mit Modifikationsmitte!n der biologischen Reaktion allein
oderin Liposomen singeschlossen bis jetzt entmutigend gewesen. Obwohl eingeschlossene BRM nichteingeschlossene BRMin
der Wirksamkeit ibertreffen, kénnte die Einschrénkung des therapeutischen Nutzens darauf zuriickgefiihrt werden, daB die
Immunaktivierung auf die Makrophagen begrenzt ist. Tumorzellen entwickeln selten, wenn iiberhaupt, Widerstand gegentiber
Abtétung durch Makrophagen im Vergleich zu natirlichen Killerzellen und zytotoxischen T-Zellen. Die Anzahl von Makrophagen
istin diesen Fallen zu gering, als da diese selbst die Zerstérung von groen Tumoroclastungen wirksam vermitteln kénnten.

Ziel der Erfindung

Es ist ein Ziel der Erfindung, ein verbessertes Modifikationsmittel der biologischen Reaktion zur Verfiiyung zu stellen.

Es ist ein weiteres Ziel der Erfindung, ein verbessertes Modifikationsmittel der biologischen Reaktion zur Verfiigung zu stellen,
das eine minimale Toxizitat und Immunabweichung aufweist.

Ein weiteres Ziel der Erfindung besteht darin, ein verbessertes Modifikat.onsmittel der biologischen Reaktion zur Verfigung zu
stellen, das mit konsistenter Qualitdt, Stabilitét und Wirksamkeit hergestelit werden kann.

Darlegung des Wezens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, geeignete Membranblischen und Ribosomen vor: einem ausgewdhlten
Mikroorganismus aufzufinden sowie ein Verfahren zur Herstellut.g aes Modifikationsmittels der biologischen Reaktion mit den
gewiinschten Eigenschaften, das eine konsistente Qualitst und hohe Ausbeute liefert. .

Das erfindungsgemife Modifikationsmittel der biologischen Reaktion umfalt sehr aligemein natiirliche Membranbléschenund
Ribosomen in einer Suspensionspufferldsung. Die Bléschen bestehen aus Zellmembranstoff, der einem ausgewdhiten
Organismus endogen ist. Die Ribosomen sind ebenfalls dem ausgewihlten Organismus endogen. Das Modifikationsmittel der
biologischen Reaktion ist im wesentlichen frei von Endotoxin, intakten Zellen, Zellwarnden und Zellmembranfragmenten. Der
ausgewihlte Organismus ist ein Organismus, der keine signifikante immunabweichende Reaktion hervorruft, d in Menschen
nichtpathogen istund dessen Membranbléschen aus Zellmembranstoft gebildet werden kénnen und dessen Blaschen leicht von
der Monozyten/Makrophagen-Zellinie endozytosiert werden. Das Modifikationsmittel der biolog*schen Reaktion weist einen
mittleren Durchmesser von mehr als 170nm bei der TeilchengréBenanalyse auf,

Die Erfindung kann direkt Zellen der Monozyten/Makrophagen-Zellinie aktivieren. Die Aktivierung der Monozyten-Makrophagen
oder Zellen der Monozyten-Makrophagen-Zellinie fihrt 2ur Herbeifihrung von {iber Monozyten-Makrophagen vermittsiten
bakteriziden Wirksamkeiten (Figur 3) und Tumorzytotoxizitét (Tabelle 3), verénderten Spiegelnverschiedener weiRer Blutzellen,
die bei der Immunfunktion eine Rolle spielen (z.B. Nonozyten, Neutrophilie (Tabelle 4), zur in-vivo-Hervorrufung von
Tumorzielzytotoxizitiit (K562, Raji, Co38) beim Menschen (Figur 10), Hervorrufung von durch die natiirliche Killerzelle
vermittelter Zytotoxizitét (Figur 2), Hervorrufung von antikérperabhangiger Zellzytotoxizitat (Figur 4) und Hervorrufung der
Freisetzung von Interleukin I (IL-1) (Figur 5) und eventuell von Interleukin I {IL-1) {Figur 10).

Zum Zwecke der Genauigkeit werden die in dieser Spezifikation und den beiliegenden Patentanspriichen verwendeten
nachfolganden Begriffe definiert:

.Nichttoxisch” bedeutet innerhalb eines Toxizitétsgrades, der fiir den Séugetierswirt vertriiglich ist, der eine Theraple mit dem
Modifikationsmitte! der biologischen Reaktion enthéit.

.Nichtimmunogen* bedeutet das Hervorrufen 6. er geniigend niedrigc n immunogenen Reaktion oder iberhaupt keiner
Reaktion, so daB dic unerwiinschte immunabweichenden, chronischen entziindlichan und Uberempfindlichkeitsreektionsn in
dem Si#ugetierwirt nicht wasentlich zutage treten.

_Mittlerer Durchmesser* steht fir den mittleren Durchmesser der MsSD-Kornverteilungsanalyse, gemessen mit einem BI-80
Kornsiebklassierer (Brookhaven Instrument Corp.). Diese Messung schlieBt eine Intensitétswichtung des '
GréBenmittelwertbildungsprozedses ein und ist in dem Betriebshandbuch fiir das Gerét, Kapitel 8, ausfihrlich erklart.

.Im wesentlichen nicht pathogen in Menschen* bedeutet nicht oder selten mit Krankheit im Menschen normaler Gesundheit
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verbunden sein. Da die meisten Mikroorganismen opportunistische Infektionen unter den richtigen Umstinden hervorrufen
kénnen, z.B. in Personen, deren Immunsystem bloBgestelltist, schlieBt diese Definition nur jene Organismen aus, die
normalerweise nichtopportunistische Infektionen hervorrufen.

,im wasentlichen frei von Endotoxin, intakten Zellen, Zellwénden und Zellmembranfragmenten® bedeutet ein geniigend
niedriger Grad biologischer Aktivitat solcher Fraktionen zur Aufrechterhaltung eines hierin definierten nichttoxischen
Merkmals. .
Immunabweichende Reaktion” bedeutst eine Immunreaktion, die weg von der zu behandelnden Krankheit gerichtet ist. So
kann zum Beispiel die Erscheinung des urspriinglichen AntigenverstoBes (original antigenic sin) das Immunsystem dazu
bringen, daR es entsprechend historischen Herausforderungen reagiert oder auf die gewdhnliche Mikrof'ora reagiert, wenn es
von einem Antigen herausgefordert wird, das @hnlich denen ist, die von der historischen Herausforderung oder der
gewdhnlichen Mikroflora beherrscht werdsen. Auch eine polykonale Aktivierung kann nichtspezifische fehlgerichtete
anamnestische Reaktionen hervorrufen. Schlecht abbaubare Teilchen kdnnen zu einer Distraktion der Monozyten-Makrophagen-
Zellinie (d. h. Fremdkérperreaktion, chronische Uberemnfindlichkeit) fiihren, was eine Mitwirkung dieser Zellinie als Reaktion auf
die Krankheit verbietst. Eine ,signifikante” immunabweichende Reaktion ist eine solche, die die Wirkung der gewiinschten
Immunreaktion so démpft, daB sie fiir medizinische Zwaecke nicht akzeptabel ist.

,Natiirliche Membranblédschen” bedeutet Membranblischen, die aus Membranen hergestellt warden, wei.he von lebenden
oder toten natiirlichen Zellen stammen.

Obwoh! wissenschaftliches Beweismaterial zur Kidrung der Griinde fiir die beobachtete Wirksamkeit des erfindungsgeméBen
Modifikationsmittels der biologischen Reaktion nicht verfigbar lst, ist deutlich, daB das erfindungsgemifie Modifikationsmittel
der biologischen Reakticn bestimmte Unterscheidungsmerkmale besitzt. Es ist somit klar, daB das erfindungsgeméBe
Modifikationsmittel der biologischen Reaktion 2wal verschiedene Teilchenklassen enthlt, und zwar natiirliche
Membranbldschen und Ribosomen. Die Ribosomen kénnen als Monomere oder als gréRere Polymere existieren, der mittlere
Durchmesser der Ribosomenpopulation ist jedoch kleiner als der mittlere Durchmesser der Membranbléschenpopulation. Die
relativen Mengen der zwel Populationen scheinen die Wirksamkeit des Produktes, bestimmt durchin vitro durchgefihrte
Standard-NK-Zellproben, zu beginflussen. Die relativen Populationen beeinflussen natiirlich auch den gemessenen mittlieren
Durchmesser der Gesamtpopulation von Teilchen. Es wird davon ausgegangen, daB ein mittlerer Durchmesser von mebr als
176 nm zur Erreichung der gewlinschten Wirksamkeit erforderlich ist. Unterhalb dieses Wertes scheint die in Standard-NK-
Zellproben beobachtete Wirksamkeit des Produkts wesentlich zu fallen.

Es ist auch beobachtet worden, daB die GréRe der Blaschen in der Blaschenpopulation eine Wirkung auf die Wirksamkeit des
erfindungsgemaRen Modifikationsmittels der biologischen Reaktion hat. So sind in einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung im wesentlichen alle Blédschen im Durchmesser gréRer als 110nm, und der mittlere Durchmesser der
Blaschenpopulation liegt bei mindestens 180nm, vorzugsweise etwa 210nm. Es ist beobachtet worden, dal Praparate mit
Durchmessern unterhalb dieser genannten Werte eine geringere als die gewiinschte Wirksamkeit in in-vitro-NK-Zellproben
haben. Es Ist auch klar, daid Préparate, die nur Membranblischen enthalten, und Préparate, die nur Ribosomen enthalten, unter
die gewiinschten Wirksamkeitswerte fallen, was auf sinen mdglichen Synergismus in Gegenwart der zwei Populationen
hindeutet.

Die Erfindung umfaBt weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines Modifikationsmittels der biologischen Reaktion, das
gekennzeichnet ist durch das Ziichten von Bakterienzellen des Stammes Serratia marcescens, das Ernten der geziichteten Zellen,
das Aufidsen von Endotoxin mit einom geeigneten Detergent, das Unterziehen des Zellkonzentrats einer Behandlung, die
ausreichend ist, um Ribosomen zu produzieren und Membranbléschen mit einem Durchmesser von nichtwenigerals 110nmzu
produzieren, das Abscheiden der Ribosomen und Membranbléschen von dem restlichen Zellmatarial in dem Jellysat und das
Wiederaufschwemmen der Ribosomen und Bléschen in einer geaigneten Puffarlésung in entsprechenden Konzentrationen, so
daR der mittlere Teilchendurchmesser nach der KorngréBenanalyse mehr als 170nm betrégt.

Die Zellauflésung erfolgt mechanisch. '

Insbesondere ist das erfindungsgernie Verfahren gekennzeichnet durch das Ziichten von Bakterienzellen der Art Serratia
marcescens i.s einem geeigneten Kulturmedium, das Abkiihlen der Kultur auf 0-4°C, das Ernten der Bakterienzelien, das
Waschen und Aufschwemmen der geernteten Zellen in einem nichttoxischen, gut vertragenen Puffersystem, das eine fir die
Bildung und Unversehrtheit der Zelimembranblischen geeignete Umgebung aufrechterhiit, das Aufldsen der geernteten und
aufgeschwemmten Zellen in Gegenwart eines Detergenten zur Herbeifiihrung von Membranfragment- und
Endotoxindissoziation, wobel bai diesem Auflésungsschritt Membranbléschen mit einem Durchmesser von mindestens 110nm
erzeugt werden, das Reinigen der Bak~rianzellysate von Zellrlicksténden einschiieBlich intakien Zellen, Zellwénden und
Membranfragmenten, das Schichten des gereinigten Zellysats auf Dichtegradientmaterial, das von Menschen gut vertragen
wird und nichtimmunogen ist, das Pelletisieren der Membranbléschen- und Ribosomenfraktionen im wesentlich ohne
Pelletisieren anderer kleinerer Fraktionen, das aseptische Entfernen des Dichtegradientmaterials und das Spiilen und
Wiederaufschwemmen der Membranbléschen des genannten Berelchs zusammen mit den restlichen Ribosomen inder
Pufferldsung.

Die Zellaufl8sung erfolgt hierbei mechanisch bei einem Druck von iiber 10000 psi (703,1 kp/cm?).

In einer weiteren Ausbildung des erfindungsgemiBen Verfahrens erfolgt die Herstellung des Modifikationsmittels durch das
Ziichten von Bakterienzellen eines Stammes eines Mikroorganismus, der nichtin der Mikroflora des zubehandelnden Patienten
vorhanden ist und und der ein gemeinsames bakterielles Antigen hat, das mit den die normale Mikroflora des zu behandelnden
Patienten bildenden Organismen nicht oder nur schlechtkreuzreagiert, das Ernten der geziichteten Zellen, das Auflésen von
Endotoxin mit einem geeigneten Detergenten, das Unterziehen des Zellkonzentrats einer Spaltung, die ausreicht, um
Membranbléschen mit einem mittlerers Durchmesser von nicht weniger als 180 nm zu erzeugen, das Abscheiden der
Membranblaschen und freien Ribosomen von dem restlichen Zellmaterial in dem Zellysat und das Wiederaufschwemmen der
Blaschen und Ribosomen in einer geeigneten Pufferldsung. .

.
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Ausfiihrungsbeispiel
Die Erfindung wird nachstehend an einigan Beispielen néher erldutert. in der belliegenden Zeichnung zeigen:

Fig. 1: einElektronenmikrobild, das das Modifikationsmittel der biologischen Reaktion der Erfindung in einer etwa
82000fachen VergroBerung darstellt;

Fig. 2: eine graphische Darsteliung einer menschlichen natiirlichen Killerzellenprobe bei Verabreichung des
erfindungsgemiRen Modifikationsmittels der biologischen Reaktion im Vergleich zur Verabreichung von
Leukozyteninterferon;

Fig. 3: eine graphische Darstellung einer Standardprobe, die die bakte+:ziden Eigenschaften des erfindungsgeméBen
Modifikationsmittels demonstriert;

Fig. 4: ein Vergleich einer antikérperabhéingigen Zellzytotoxizitatsprobe (ADCC) bei Verabreichung des erfindungsgeméBen
Modifikationsmittels der biologischen Reaktion im Gegensatz zur Verabreichung von Leukozyteninterferon;

Fig. 5: eine graphische Darstellung der Induktion von Interieskin 1 {IL-1) unter Verwendung des erfindungsgemiéfBen
Modifikationsmittels der biologischen Reaktion;

Fig. 6: eine graphische Darstellung, die die Wirksamkeit der natiirlichen Killerzelle (NK) die Wirkung der Verarmung
verschiedener Populationen menschlicher peripherer mononukleérer Blutzellen darstellt (Diese Untersuchung
demonstriert den Verlust an Wirksamkeit der NK-Zelie bei Entfernung von NK-Zellen, aber nlch} bei Entfernung von
B-Zellen oder T-Zellen, wenn das erfindungsgemiRe Modifikationsmittel der biologischen Reaktion angewendet wird.
Die Entfernung von Monozyten (nicht dargestelit) beseitigt ebenfalls diess Wirkung, was darauf hindeutet, daB die
NK-Zellaktivitét iiber die Monozyten-Makrophagen-Population vermittelt wird.);

Fig. 7: dieErgebnissevonin-vivo-Untersuchungen der Anwendung der Erfindung bei prostauschen Schuppenzellkarzinomen
bei Ratten (R3337 A) (schnelles Wachstum);

Fig. 8: die Ergehnisse von in-vivo-Untersuchungen von Prostatakarzinomen bei Ratten (R3327 H) langsames Wachstum);

Fig. 9: die Ergebnisse von in-vivo-Uniersuchungen von beidseitigen prostatischen Adenokarzinomen (R3327CF) bei Ratten
veranschaulicht und auch Ergebnisse im Zusammenhang mit anderen Behandlungen;

Fig.10: eine Zusammenfassung von Daten, die aus der Behandlung von Krebspatienten im Endstadium gewonnen wurden,
die die Wirksamkeit der peripheren mononukleéiren Blutzellen des Patienten zur Abtétung spezifischer Tumorzielzellen
24 Stunden nach in-vivo-Verabreichung der Erfindung dargestellt. Die Ergebnisse sind verglsichbar mit der in-vitro-
Aktivierung von menschlichen peripheren mononukledren Blutzellen mit interleukin I1;

Fig.11: eine Reihe von graphischen Darstellungen natirlicher Killerzellenproben, die die Wirksamkeit von aus den
Quellenmikroorgarismen Pseudomonas, E. coli, Enterobacter aerogenes und E. chloacae hsrgestellten Praparaten mit
Alpha-Interferon vergleichen;

Fig.12: eina Reihe von graphischen Darstellungen natiirlicher Killerzellenproben, die die Wirksamkeit von aus den
Quellenmikroorganismen Erwinls chrysanthemi und Flavobacterium hergesteliten Préparaten mit Interferon
vergleichen.

Figur 1 ist ein Elektronenmikrobild mit siner etwa 82000fachen VergrdBerung, das das Aussshen der Membranblischen im
Querschnitt und auch freie Ribosomen von unterschiedlicher TellchengréBe (d.h. Monomere und kleine Polymere) zeigt. Die
hergesteliten Blischen sind nach zwei Methoden gemessen worden:
1. direkte Messung des zirkularisierten Querschnitts, der auf den Elektronenmikrobildern zu sehen ist, und
2. mathematisch mit Hilfe der Messung der Teilchendiffusionskoeffizienten, die von der Lichtstreuungsanalyse mittels eines

B 190 Kornsiebklassierers (Brookhaven Instrument Corp.) gewonnen wurden,
In einar bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung stammen die Membranbldschen und die dazugehdrigen Ribosomen von
dem gramnagativen Bakterium Serratia marcescens. Serratia marcescens ist ein gut bekanriter Organismus, und viele Stimme
sind von einer Reihe von Quellen verfiigbar, Von der Amerikanischen Typenkultursammlung (American Type Culture Collection),
Rockville, Maryland 20852, sind sechzig Stimme erhaltlich. Dieser Organismus liefert eine besonders geelgnete Quells zur
Herstellung des Produkts mit einem hohen Grad an immunmodutierender/immuntherapeutischer Aktivitét im Vergleich zu
anderen Bakterienquellen und istim wesentlichen frei von Toxizitét. .
Die zum Entwickeln der unten dargelegten Daten tatsichii:h hanutzten spezifischen Stdmme von Serratia marcescens waren:
Serratia 2000 {SM 2000) Cell Technology (Boulder, Colorado, USA) Stamm der Firma, pigmentierte un .. nichtpigmentierte
Varianten;
Serratia MSC unbekannter Herkunft von der Vorratskultur baim Mteropolithan State College (Denver, Colorado USA);
Serratia marcescens ATCC 60; und
Serratia marcescens CU unbekannter Herkunft von der Vorratskultur an der Universitét von Colorado {Boulder, Colorado, USA).
Die gewiinschten bakteriellen Membranbldschen und Ribosomen lassen sich bequem und wirtschaftlich mit Hilfe der
erfindungsgemiRen Methode, die ein einfaches, schinelles und reproduzierbares Verfahren ist, aus einer geeigneten Quellevon
S. marcascens Bakterienzellen der stationdren Phase oder Log-Phase isolieren. Es werden Reagenzien angewendet, die die
erforderlichen Bedingungen fiir die Aufrechterhaltung der Integritat und Konformation der isolierten spezifischen Fraktionen
liefern. Jcgliche Reagenzien, die von sich aus toxisch (unannehmbar toleriert) sein kdnnten oder sine Immunreaktion auf andere
Weise beeinflussen oder anderwsitig verandern kdnnten, werden vermieden.
Das bevorzugte Isolationsverfahren umfaBt das Zichten einer Keimpartie der Bakterienzellen in einem geeigneten
Kulturmedium bei einer geeigneten Temperatur (30-40°C) zu einar Log-Phasen-Kultur (eine gegeirane Wachstumsphase wird
auf eine Endproduktausbeute und Konsistenz bezogen ebenso wie die Enddichte von lebensféhigen Zellen pro Volumeneinheit
verarbeiteten Kulturmediums); das schnelle Abschrecken der Log-Phasen-Kultur auf 0-4°C; das Ernten der Bakterienzellen; das
Waschen und Aufschwemmen dsr geernteten Zellen auf eine vorgeschriebene Dichte in einem geeigneten Puffersystem, das ein
Milieu aufrechterhait, welches filr die Bildung und Stabilitét der Membranblaschen und fiir dic Stabilitat der Ribosomen gesignet
ist: das Aufbrechen {Auflésen, Aufplatzen) der Zellen in einem geeigneten Zellspalter oder Franzbsise»aiy Druckzelle zur
Erzeugung von Membranbléschen mit einem Durchmesser von mehr als etwa 110nm oder 0,11 Mikr * raeter {das ZerreiBen der
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Zellen findet in Gegenwart sines gesignetan Detergents zur leichteren Endotoxinaufldsung statt); das Reinigen der
Bakterienzellysate von Zellresten einschiieBlich intakten Zellen, Zellwandfragmenten und groBen ribosomalen Anhdufungen
und Polysomen, Legen des gereinigten zellularer: Lysats, das die Bléschen und restlichen dslichen Zellbestandteile enthilt auf
ein geeignetes lineares oder diskontinuierliches Dichtegradientmaterial, das nichttoxisch (zuléssige Toleranz) und
nichtimmunogen ist; das Pelletisieren der geeigneten Bldschen- und Ribosomenfraktionen bei Minimieren des Pelletisierens
unannehmbarer kleinerer Fraktionen; das aseptische Entfernen des Dichtegradientmaterials; das Spiilen der pelletierten
Fraktion und das anschlieBende gleichmiBige Wiederaufschwemmen der Membranbléschen und Ribosomen bei minimalem
Zerbrechen in einem geaigneten Puffersystem.

Bei der Durchfiihrung des obenbeschriebenen Isolationsverfahirens kann das Schnellabschrecken der Log-Phasen-Kulwur auf
0-4°C mit jedem gesigneten Mittel herbeigefiihrt werden, zum Beispiel durch die Anwendung eines Trockeneis-Alkohol-
Gemischs, eines Aceton-Eis-Gemischs, eines Alkohol-Eis-Gemischs oder von Spezialvorrichtungen wie Kiihischlangen.

Alte nachfolgenden Schritte werden vorzugsweise bei 0-4°C durchgefiihrt. Das Zellernter: kann durch Zentrifugieren
durzhgefiihr: werden, staitdessen knnen aber auch Zellerntevorrichtungen/Eindicker verwendet werden. Das Reinigen von
Zellriickstanden und das Isolieren der spezifischen Blaschenfraktion kann insgesamt durch Zentrifugieren erreicht we:den.

Die Membranblischen- und Ribosomenfraktionen kénnen auch durch Anwendung der KorngréBenausschiuR-Chromatografie
isoliert werden. Gereinigtes Zellysat wird durch Gele wie Sephadex G-25, G-50, G-100, G-200, Sepharose 2B, Sephacryl $-200,
Sephacryl-500, Biogel P-30, Sepharose 4B, TSK HW-76F Fractogel {alles Warenzeichen) oder andere &hnliche Gele mit einer
MolekiilausschluRgrenze von rund 5000 bis 40000000 Dalton geleitet. Gereinigtes Zellysat wird in eine vorgesittigte Siule
gegeben. Die Membranblaschen erscheinen im Volumen der Zwischenriume, wihrend andere Proteind, Zellriicksténde und
Detergentin grBeran Volumina herausgeldstwerden. So werden zum Beispiel 1 ml gereinigtes Lysatin eine 10ml groRe G-100
Sephadex (TM) Siule gefiilit und mit Pufferlésung herausgelosi, Dit Mambranbldschen erscheinen im Volumen der
Zwischenréiume. Andere Proteine und Zeliprodukte werden bei héheren Volumina herausgeldst. Das Produkt kann wiederholt
durch die S#ula gelsitst werden, doch verursacht jeder Durchlauf mindestens eine zweifachu Verdiinnung der Probe Das
Produkt kann (wenn erforderlich) durch Ultrafiltration oder durch Zentrifugieren eingedickt werden.

Saulen und Gele kénnen auf sterile und endotoxinfreie Weise hergestellt werden, wie van den Gelherstellern angegeben ist,
Sephadex-Gel (TM) kann zum Beispiel im Autoklav bei 15 Pound/Quadratzoll im Fliissigkreislauf 15 Minuten lang behandelt
werden. Das Gelmaterial wird auf Raumtemperatur abgekiihlt, in eine mikrogereinigte endotoxinfreie Siule gegossen und bei
einem Durchsatz von 8-30ml/h gefiillt. Der SéulenabfluB kann mit Hilfe des gut bekannten LAL-Versuchs auf eine
Endotoxinverunreinigung geprift werden.

Ein geeignetes Puffersystem zur Isolierung der Membranblschen- und Ribosomenfraktionen der Erfindung besteht aus 20mM
MgS0,, 50mM NH,Cl und 20mM Tris HCI, pH 7,6; und fir die Endsuspension kann die obige Pufferldsung oder Tris oder
phosphatgspufferte isotonische Salzl6sung mit dem gleichen pH-Wert verwendet werden. Das Magnesiumsulfat kann durch
jede andere geeignete Quelle von Magnesiumionen wie Magnesiumacetat ersetzt werden. Die Komponenten des Puffersystems
und ihre spezifisthe 1 Konzentrationen kénnen verndert werden, so lange die Unversehrtheit der durch die beschrisbene
Verfahrensweise isolierten Membranh!3schen- und Ribosomenfraktion aufrechterhalten wird, Tris-HCl kann durch Trizma 7,1,
Trizma 7,2 oder jede andere geeignete Tris-Puffersubstanz, die auf einen pH-Wert von 7,0 bis 7,6 eingestelit ist, ersetzt werden.
Jedes beliebige Puffersystem/Puffersubstanz, die die Unversehrtheit der Membranblaschen oder Ribosomc~ nicht veréndern
und die zuliéissig von den Geweben und dem intakten Organismus bei der angewendeten Konzentration toleriert werden, kénnen
verwendet werden. Der tatsichliche pH-Wert des Puffersystems muB mit der Aufrechterhaltung der Bldschen und Ribosomen
und der Gewebe, in die der Stoff eingespritzt wird, vereinbar sein.

Die Zellen werden so aufgeldst, daB ein Bruch und Scheren der Zelle verursacht wird, um die Membranbldschen zu erzeugen.
Jeda geeignete Verfahrensweise, die die gewiinschten Membranbldschen eszeugt, kann angewendet werden, Es ist gefunden
worden, daB eine mechanische Ausfilhrung der Aufldsung (Lysis), z.B. in einem Zellspalter oder einer Franzdsischen Druckzelle,
vorzuziehen ist. Die mechanische Auflésung (Lysis) wird durchgefiihrt, um geniigend Scherung zur Erzeugung der
Membranbldschen und dazugehdrigen Ribosomen zu erreichen.

Ein zufriedenstellendes Auflésungsverfahren besteht in der Anwendung eines Mikroverfliissigers (Microfluidizer 110, Modell
110T von der Biotechnology Developmant Corporation). Die Mikrofluidisation ist die dynamische Wechselwirkung von zwali
Bakterianflissigstrdmen in genau definierten Mikrokanélen, die zur Auflésung der Bakterien und zur Herstellung von
Membranbldschan einheitlicher GréRe fithrt. Die Bakteriensuspansion wird durch die Wechsslwirkungskammer des
Mikroverfliissigers bei 10000 bis 14000 psi (709 bis 984 kp/cm?), 6 his 12mal gepumpt, um die Aufldsung der Zellen und den
richtigen GréBenbereich der Blaschen zu sichern. Optimale Badingungen sind 11000 psi {773kp/em?) und neun Durchléufe. Eine
gesignete Zellenkonzentration fiir die Mikrofluidisation (Vol. Zelle: Vol. Zelle + Vol. Pufferitsung) ist 0.16.

Wo eine Franzdsische Druckzelle angewendet wird, solite der Betriebsdruck der Zelle fiir einen hohen Grad an Zellspaltung
soregen, so daB die gewiinschten Membranblischen gebildet werden. Ein bevorzugter Druck liegt bei etwa 12000 psi (844 kp/
cm?), Driicke im Bereich von etwa 10000 psi bis etwa 350600 pst (708 bis 2460kp/cm?), sind jedoch auch zufriedenstellend.

Eine zufriedanstellende Franzésische Druckzelle ist das Modell Nr. J43339, 40000 psi (2812kp/cm?) Nennbetrieb, das von SLM
Instruments in Champagne, lllinois, erhéltlichist. Eine automatische Hydraulikpresse wird angewendet, um die Zelle unter Druck
2u bringen, vorzugsweise auf eine NennhShe von 12000 pst (844kp/cm?). Der Druck darf nicht um mehr als etwa 3 500 psi
scliwanken. Driicke unter 12000 psi (844 kp/cm?) (Zelldruck) filhren zu einer weseritlich geringeren Aufldsung (Lysis) der Zellen
und zunehmend mehr Blaschen von weniger als etwa 110nm. Das Ausgangsventil wird gedffnet, um einen LysatabfluB in einer
Menge von etwa 20ml pro Minute zu gewdahrleisten. Ein AbfluB von nur 1,0mi/Minute ist jedoch auch akzeptabel (Boreich
1-40ml/Minute). Der Durchsatz muB so sein, daB Bl4schen des festgelegten GrdBenbereichs zur Verfiigung gestelit werden. Der
geeignete Zellkonzentrationsbereich fiir den Durchlauf in der Franzésischen Druckzelle (Vol. Zellen: Vol. Zellen + Vol.
Pufferlésung) betréigt 0,16 bis 0,32,

Ein Detergent sollte angewendet werden, um Endotoxine und Membranfragmente zu kleineren, leichter trennbaren Tailchen
aufzuspalten. Ein besonders geeignetes Detergent fir den Einsatz in dem Zellaufldsungsverfahren ist Natriumdeoxycholat. Ein
geeigneter (Deoxycholat-) Endkonzentrationsbareich liegt bei 0,15-0,34. Es sollte ein nichttoxisches (gut toleriertes) Detergent
angewendet werden,
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Das erfindungsgemafe Produkt istim wesantlichen frei von Zellwénden, biologisch aktivem Endotoxin, wie durch verschiedene
biologische Versuche und Humantoxizitatsuntersuchungen festgestelit worden ist, und frei von Zellmembranfragmenten. Das
Produkt ist ebenfalls frei von intakter Zeflen. Um dies zu erreichen, werden vorzugsweise zwsi Zentrifugierungsschritte
angewendet. Die erste Zentrifugierung ist wie folgt:

a) Zwanazig Milliliter kalten Bakterienzellysats werden wihrend des Auflésungsprozesses in einer mikrogereinigten, sterilen
Polycarbonatflasche eines Beckmann # 30 Rotors mit einer Temperatur von 0-1°C aufgefangen, Die Anzahl solcher
Zentrifugenflaschen, die so vorbereitet sind, wird durch die Menge an herzustellendem Endprodukt bestimmt. Diese
Lysatvolumenreprisentiert ein laufendes, senkrechts R, von 72mmund ein niitzliches Ryay, von 95 mm. Die Réhrchenwerden
in sinem vorgekiihitarn {3-4°C) Beckman # 30 Rotor bei 16000 U/Min. unter Anwendung einer normalen Beschleunigung ineiner
Beckmann-Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die Zentrifugierzeit ist so hoch, daB der durchschnittliche S-Wart, berechnet znischen
Rumin. Und Rmax. 600 betriigt. Zentrifugierzeiten, die zu durchschnittlichen S-Werten das Lysats unter 600 fiihren, resultieren in
einem wesentlichen Produktverlust. Durchschnittliche S-Werte, die wesentlich tiber 600 (z.B. 800S) liegen, laufen Gefahr, dai®
das Produkt am Ende mit verschiedenen toxischen Zellbestandtailen verunreinigt ist. So lange es zu keiner
Produktverunreinigung kommt, bringan die héheren Durchschnittswerte von S eine arhohte Produktausbeute. Ein anwendbarer
sicherer Bereich liegt bei etwa 600 bis 8008 (im Durchschnitt). Bei Anwendung eines Backmann # 30 Rotors,
Polycarbonatflaschenundeines Lysatvolumens von 20,0ml wird ein gereinigtes Lysatbei einem Durchechnittvon 600S mit Wt
= 3,55 x 10° gewonnen (20miniitiger Lauf bei 16000 U/Min. + 3Min. zur Erreichung der Geschwindigkeit bei normaler
Beschleunigung). Bei diesem Verfahren werden intakt> lebensfahige und tote Zellen und alle groRen Zellfragmente und
subzeliulare Komponenten einschlieBlich groBer Polysomenaggregate mit einem durchschnittlichen S-V/eit von iiber 600
entfernt. Das Zentrifugierverfahren wird bei 0-4°C durchgefihrt. Die Bremse wird bei 500-1000U/Min. reigegy sen, und den
Rotor 1Bt man vollstindig zum Stillstand kommen. Um ein Herumwirbeln des Réhrcheninhalts zu vermeiden, sollte die Bremse
nicht unter 500U/Min. freigegeben werden. Ein Freigeben der Bremse bei Umdrehungszahlen Giber 1000 verlingert nur den
Produktionsproze®. Es kénnen auch andere Rotoren und Zentrifugen angewendet werden (z.B. Sorvall Superspeed und ein
SS-34-Rotor, Beckman Superspeed Zentrifugen und gleichwertige oder gréRere Rotoren), so lange die Methode eine
gleichwertige ist.

b) Alle Verfahren werden bei 0-4°C duichgefiihrt. Das gereinigte Lysat wird sorgféltig und aseptisch mit einer kalten sterilen,
nichtpyrogenen Spritze und 18G Spinalnadel (oder Gleichwertigem) geerntet (16-16 ml Gesamtvolumen). Die Nadalspitze wird
dabei einige Millimeter unterhalb der Lysatoberfliche gehalten, und es ist darauf zu achten, daB die Seiten der
Zentrifugenflasche nicht beriihrt und das Pellet nicht gestort wird. Das geerntate Lysat wird sofort durch einen kalten 0,45
Mikrometer groBen Filter (z.B. Millex HA, Millipore) gegeben und in einem bzw. mehreren kalten, steriten, nichtpyrogenen,
vorzugsweise nichtbindenden Plaste-/Glasrohrchen aufgefangen,

Nach dem ersten Zentrifugierungsschritt und der Filtration wird das Lysat dann sofort auf Saccharosegradienten in
mikrogereinigten, sterilen, kalten Polycarbonatzentrifugenfiaschen geschichtet. Das verwendete Verdiinnungsmittel ist das

. oben beschriebene Puffersystem. Die beschichteten Gradienten werden dann dem zweiten Zentrifugierungsschritt
unterzogen.

Die Produktionsparameter sind folgende:

{1} Grundproduktausbeute (1-1,2mg Produkt/1,0 mi gereinigtes geschichtetes Lysat/Gradient).

# 50 Backman-Rotor:

Gradient: 4-5ml 16% (Masse in Massekonzentration) Saccharose geschichtet auf 3,0ml 30% (Masse in Massekonzentration)
Seccharose in Polycarbonatflaschen - scharfe Grenzfidche.

Die Saccharose ist steril und endotoxinnegativ nach einer quantitativen Limulus-Bestimmung.
ProbengréRe: 1,0ml gereinigtes/gefiltertes Lysat

Zentrifugierung: 0-4°C; langsame beschleunigung; 38000U/Min.; 60 Minuten bei Geschwindigkeit.
(2) Zur Erhdhung der Menge an durch Zentrifugieren isoliertem Produkt kénnen die folgenden Rotoren angewendet werden:
#30 Beckman-Rotor:

Gradient: 11,0ml 15% (Masse in Massekonzentration) Sacchasose (je nach dem geschichteten Lysatvalumen) geschichtet auf
9,0ml 30% (Masse in Massekonzentration) Saccharose in Polycarbonatflaschen — scharfe Grenzfldche.

Die Saccharose ist steril und endotoxinnegativ nach einer quantitativen Limulus-Bestimmung.

ProbengroBe: 4-5ml gereinigtes/gefiltertes Lysat

Zentrifuglerung: 0-4°C; langsame Beschleunigung; 30000U/Min.; 120 Minuten bei Geschwindigkeit. Die Zeit bei
Geschwindigkeit {+ oder —) wird zur Maximierung der Ausbeute und Minimierung der Kontamination eingestellt. Dies hangt ven
dem Volumen des geschichteten Lysats ab. Abbremsung erfolgt bei 1 000 U/Min. {Nichtunter 500U/Min.) Siehe Anleitungen des
Herstellers hinsichtlich der Empfehlungen zum Abbremsen bei spezifischen Zentrifugen/Rotor-Kombinationen.

% 14 Beckman-Rotor:

Gradient: 100m| 25% (Masse in Massekonzentration) Saccharosepuffer in Polycarbonatflaschen. Die Saccharose ist steril und
endotoxinnegativ nach ciner quantitativen Limulus-Bestimmung.

ProbengroRe: 100mi gereinigtes/gefiltertes Lysat,

Zentrifugierung: 0-4°C, langsame Beschleunigung; 14000U/Min.; 12 Stunden bei Geschwindigkeit; Abbremsen bei 500 U/Min.
wihrend der Veriangsamung.

# 10 Beckman-Rotor:

Gradient: 200ml 25% (Masse in Massekonzentration) Saccharosepuifer in Polycarbonatflaschen. Die Saccharose ist steril und
endotoxinnegativ nach einer quantitativen Limulus-Bestimmung.

ProbengroRe: 200ml gereinigtes/gefiltertes Lysat. ;
Zentrifugierung: 0-4°C; langsame Beschleunigung; 10000 U/Min.; 23 Stunden bei Geschwindigkeit; Abbremser: bei 500U/Min.
wihrend der Verlangsamung.

Das zweite Zentrifugierungsverfahren ermdglicht iber die Pelletierung die Isolierung der Membranbléschenfraktion von
spezifischer GroBe und der Restriposomenfraktior, wobel kisinare Fraktionen wie DNA-Fragmente, RNA-Fragmente,
Proteinfragmente, Zellwandfragmante und Membranfragmente in den oberen Abschnitten des diskontinuierlichen Gradienten
riickgelassen werden. Die spezifische Zentrifuglerungszeit bei diesen Rotoren ist so, da8 das Endprodukt nicht wesentlich
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durch unerwiinschte Zellbestandtsile verunreinigt wird, Wenn die Zentrifugenzeitan zur Reduzierung der Menge an den obigen
Verunreinigungen nicht verindert werden kann, kann das folgende Waschverfahren angewendst werden:

Zum Beispiel fiir den # 30 Beckman-Rotor:

a. Die Pellets (von dem # 30 Beckmann-Rotor oder einem gleichwertigen Rotor, sieshe oben) werden mit 10ml einer geeigneten
Pufferlésung auf jewells 12 Rohrchen wiederaufgeschwemmt. Die wiederaufgeschwemmten Pellets werden in einen sterilen,
nichtpyrogenen mikrosauberen Behilter gegeben. Die Zentrifugenréhrchen werden dann mit 2ml einer geeigneten
Pufferlosung auf jeweils 10 Réhrchen gespiilt. Die Spiillésung wird dann mit den wiederaufgeschwemmten Pelleis in dem
entsprechenden Behilter vermischt. Die Losung wird durch wiederholtes Pipettieren (zehnma! mit einer 10-m|-Spritze) oder
durch Herumschwenken fiir einige Sekunden vermischt.

5ml der wiederaufgeschwemmten Pellets werden in ein steriles, nichtpyrogenes Polycarbonatzentrifugenréhrchen des #30
Rotors, das 15m) geeignete Pufferlosung enthélt, pipettiert.

c. Die Rohrchen werden 25 bis 40 Minuten zentrifugiert bei normaler Beschleunigung und Abbremsung.

Es kénnen auch andere Arten von Zentrifugen und Rotoren angewendet werden, so lange die Methode eine gleichwertige ist
(2.B. hat der 50.2 Ti Beckman-Rotor eine kiirzere Laufzeit bei Anwendung von Gradienten der gleichen GroRe). Anstelle des
diskontinuierlichen Gradienten kénnen auch geeignete lineare Gradienten angewendet werden.

Die nach dem oben beschriebenen Verfahren isolierte pelletierte Fraktion wird gewaschen und arschlieBend in einer der oben
beschriebenen geeigneten Suspendierfiiissigkeiten oder Pufferldsungen aufgeschwemmt und mit einem geeigneten Filter von
0,45 oder 0,22 Mikrometer filtersterilisiert.

Die Suspendierfliissigkeit kann von jeder geeigneten pharmazeutischen oder vorzugsweise analysenreinen Qualitét und ohne
Fraktionen sein, die zum Ausfillen, zum Abbau, zur Zusammenballung oder funktionalen Hemmung der suspendierten Fraktion
beitragen kdnnten.

Die Produktquantisierung basiert auf dem Nukleinsduregohalt, der nach den folgenden Formeln bestimmt wird:

b

Ezeo = 0,0373 - 0,0079 (Azw/Azg(u)
Mikrogramm Nukleinséure = Ajeq/Ez60

Eine 0,05-ml-Probe des wiederaufgeschwemmten Produktkonzentrats wird in der geeigneten wiederaufschwemmenden
Pufferlésung verdiinnt, so daR Ay fiir Standardisierungszwecke zwischen 0,4 und 0,5 liegt. Unter "-nwendung der
Suspendierpufferlosung als Blindprobe wird dann die Extinktion bei 280nM, 260nM, 225nM und 215nM bestimmt. Wenn der
Nukleinsiuregehalt bestimmt ist, wird das Produkt auf eine Endkonzentration von 1,0mg Nukleinséure pro 0,5 ml Pufferldsung
verdiinnt. Der Proteingehalt des Produkts kann mit Hilfe der folgenden Formel naherungsweise bestimmt werden:

Mikrogramm Protein/ML = 144(A5 — Ajzs).

Die durchschnittliche Produktausbeute bei Anwendung des Zentrifugierer:s ist 1,0~1,2mg pro 1,0ml gereinigtes Lysat, Das Mittel
des Extinktionsverhiiltnisses A;e/A;g betrigt 1,7626 bei einer Standardabweichung von 0,0626. Der miittlere E;e, betrégt 0,0232
bei einer Standardabweichung von 0,0007.

Der Grund fiir die hohe funktionelle Wirksamkeit (unten beschrieben) von Produkt mit Bldschen dieser Gré8e wird gegenwirtig
noch nicht vollsténdig verstanden.

Nichtsdestoweniger wird angenommen, daB die spezifizierte GréBe der Membranblischan, d. h. ein mittlerer Durchmesser von
mindestens 180nm, und im wesentlichen eine MindestgréBe von etwa 110 nm signifikant sind./16/

Das erfindungsgeméRBe Priiparat ist im wesentlichen frei von biologisch aktiven Endotoxinen und Zellwandfraktionen, woqurch
eindeutig Toxizitétsproblema reduziert werden, So verursacht die Erfindung beispielsweise keine kutane Nekrose/
Geschwilrbildung oder den Tod bei vier Tage alten Mausen, wie nachfolgend in Tabelle 1 gezeigt ist. Bei dieser Untersuchung
bekamen vier Tage alte Miiuse (C5781/6) die Erfindung im nuchalen (Nacken-) Bereich eingespritzt und wurden auf die
Entwicklung von Nekrose und/oder Tod beobachtet. Dariiber hinaus wiesen diese Tiere eine normale Gewichtszunahme auf-
ein weiteres Zeichen fiir das Fehlen von toxischen Verunreinigungen.

Tabelle 1 Dermonekrosetest

Erfindung Nekrose/Tod
Anz.v. Tieren Dosis 18h 24h 48h 96h
4 104g 0/0 0/0 0/0 0/0
7 100 g 0/0 0/0 0/0 0/0
6 200 g 0/6 0/0 0/0 0/0

L:as mittlere Gewicht der Gruppe mit 1004g bei o und 24 Stunden nach der Injektion betrug 1,729 baw, 2,94g.

Cas mittlere Gewicht der Gruppe mit 200g bei t, 24 Stunden und 6 Tage nach der Injektion betrug 1,579, 2,18g bzw.4,5¢.
izine Untersuchung der Histaminiberempfindlichkeit in 8 Wochen alten CFW-M#usen erbrachte ebenfalls das Fehlen von
Toxizitét infolge von Endotoxin.
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Tabelle 2 Histaminlberempfindlichkeitstest

A. Endotoxin
Dosierung ’ Weg D/T
(Mikrogramm)
E. coll (Phenol, Sigma)

0,5 i.p. 4/8
E.coli(TCA, Sigma)
0,5 i.p. 3/6
B. Erfindung
Dosierung
(Mikrogramm)
100 i.p. 0/6
200 i.p. 0/6
600 i.p. 0/6
2000 i.p. 0/7

* Todesfalle auf die Gesamtzahl der behandelten M3use nach einem i.p. Angriff mit 0,6mg Histamindiphosphat {Sigma) 90 Minuten nach der
Verabreichung. Endotoxin (0,5 Mikrogramm) mit i.p. Verabreichung fGhrt zu 50% 2um Tod nach Histaminangriff./7/ M8use, Ratten und
Guineaschweine zeigen typisch hypothermische Raaktionen nach aer Verabraichung von Endotoxin oder infektiésen Angriff, wihrend sie nach
Verabrelchung der Erfindung Hyperthermie {1-2°C) entvrickeln,

Dariiber hinaus haben einmalige oder wiederholte Injektionen bei Mdusen, Ratten, Guineaschweinen und Menschen ({iber 100
Personen) nicht zu Anergie, Pruritis, DIC {disseminierte intravaskulére Koagulation), Adjuvansarthritis, Anaphylaxie
{Oberempfindlichkeit), Erhohung der Leberenzyme oder Nekrose oder Geschwiirbildung lokaler Injektionsstellen {iber einen
Dosisbereich von 5 Mikrogramm bis 10 Milligramm (bei zwel- bis dreimaliger Verabreichung in der Woche an Personen) gefiihrt.
Die maximale Gesamtdosis in einer Woche hat 12 Miiligramm nicht iberschritten. Beiintraventser Verabreichung an Kaninchen
ist eine beidseitige hdmorrhagische Nekrose der Nieren nicht aufgetreten.

Die Membranblédschen in dem erfindungsgemafien Produkt scheinen von Monozyten und Makrophagen leicht endozytosiert zu
werden, wie mit der Phasankontrastmikroskopie beobachtet wird, Es ist bekannt, daf die Endozytose zu einem Umschlagen der
Zellmembran fiihrt und daB ein Membranzyklisieren in der Monozyten-Makrophagen-Zellinie diese Zellen aktiviert.

Die Zellen der Monozyten-Makrophagen-Zellinie werden kiinstlich in verschiedene funktionelle Kategorien aufgespalten, von
denen jede eine zunehmend differenziertere Zelle représentiert. Diese Katagorien (die Terminologie kann unterschiedlich sein)
sind: Monozyten, normale oder resisdente Makrophagen, stimulierte Makrophagen, aktivierte nichttumorzide Makrophagen,
aktivierte tumorzide Makrophagen. Je differenziener die Zelle, um so weniger hartnickig ist sie gegeniiber den verschiedenen
Stimulierungstypen, doch um so eingeschrinkter kann sie maglicherweise in Effektorf anktionen werden. Im Gegensatz dazu
wird in fortgeschrittenen und chronischen Krankheitszusténden die Monozyten-Makrophagen-Zellinie 2unehmend hartniickiger
gegeniber Stimulierung, wie dies beim Immunsystem im allgemeinen der Fall ist. Von diesen Stufen ist nur fiir die aktivierten
tumoriziden Makrophagen nachgewiesen worden, daB sie direkt zytotoxisch gegeniiber Tumorzellen sind.

Spezifischer gesagt, die Monozyten-Makrophag: n-Produktendozytose istim Zusammenhang mit Murinzellen beobachtet
worden. Normale Monozyten und residente Makrophagen wurden gesunden erwachsenen C5781 Miusen, ohne vorherige
manipulative Verfahren und ohne Heparin, aus der Bat.chhéhle entnommen. Die anfangliche anhaftencle Zellpopulation bestand
aus mehr als 90% gerundeten Zellen, wobei die restlichen Zellen die typische Morghologie von Makrophagen hatten. .
Runde Zellpopulationen bestanden aus Monozyten und groen Zahlen von Zellen, die das Aussehsn von Lymphozyten mittlerer
GroRe hatten, Alle Zellen endozytosierten Produkt und waren somit Glieder der Monozyten-Makrophagen Zellinle.

Innerhalb von Minuten nach der in-vitro-2ufihrung des erfindungsgeméBen Produkts zu einer gereinigten frischen Population
von Monozyten und residenten Makrophagen {gerundete Zelle) hegannen zahllose winzige Blidschen, die mit der Zeit an GréRe
und Zahl zunahmen, direkt unter ¢'an Zellmembranen zu erscheinen, Die phagozytische Aktivitat verdnderte sich in direktem
Verhiltnis zur Konzentration des zugefiihrten erfindungsgem#égen Produkts. Autophagozytischer Tod mit vorangegangener
extremer Vakuolisierung unter Beibehaltung einer gerundeten Zelkmorphologie trat auf, als die Konzentration an dem
erfindungsgeméBen Produkt 50 Mikrogramm pro 3mi Medium/10® Zellen Giberschritt. Es wurden weder eine phagozytische
Aktivitdt noch eine Zellaktivierung beobachtet, nachdem Endotoxin oder BCG-Zeliwénde bei verschiedenen Konzentrationen
identischen Zellpopulationen zugefiithrt worden waren. B 16 Melanom- und Nierenepithelzellen zeigten keine phagozytische
Aktivitdtin Gegenwart des erfindungsgeméBen Produkts oder in Gegenwart von Endotoxin oder BCG-Zellwandprodukten. Es st
mdéglich, daB ein Rezeptor, der fiir einen Bestandteil der Blischen und/oder Ribosomen der Erfindung spezifisch ist, existiert, der
die scheinbare schnelle Internalisierung des erfindungsgem#Ben Produkts durch die monozytenresidenten Makrophagen
erkléren wiirde. Andere Erklérungen, die nichtspezifische physikalische und/oder chemische Wechselwirkungen (wie relative
Hydrophobizitét) einschlieBen, sind ebenfalls méglich.

Dis unten angefihrie Tabelle 3 faBSt die Ergebnisse einer monuzytenresidenten Makrophagen-Zytotoxizititsuntersuchung
zusammen, bei der das erfindungsgem#Be Produkt bei Konzentrationen von 0 bis 100 Mikrogramm in Absténden von 5
Mikrogramm in 26-cm?-Kolben, die 10° B 16 Melanomzellen als Zielzellen und peritoneale Monozyten/residente Makrophagen
der Maus als Effektorzellen enthieltan, in vitro verabreicht wurde. Das Verhéitnis von Efiektor- zu Zielzellen ist in der linken Spalte
angegeben. Die Zellen wurden in 95%igem Ethanol fixiert und mit Mayers Hematoxylin 96 Stunden nach Versuchsbeginn
geférbt. Die mit sinem Pluszeichen versehenun Ergebnisse bedeuten, daB ein makroskopisches Wachstum bei 80%~-100%
Konfluenz leicht sichtbar war. Ein negatives Zeichen deutet darauf hin, daB kein sichtbares makroskopisches Wachstum
vorhanden war, wobei eine wesentlich reduzierte oder fehlende Zielzellpopulation mikroskopisch bestétigt wurde.

.
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Tabelle 3 Tumorzytotoxizitdtsversuch

E/Z Sichthares (konfluentes) Wachstum bei 96 Stunden
Verhéltnis bei Produktkonzentration (Mikrogramm)
0 3 5 10 15 20 25 30 35 4 45 50 55 60 65 70-100
2:1 + 4+ - + - + 4+ + o+ + 4+ -+ + o+
11 + + - + - + + + + + + - + + + #
1:2 + + - + - + + + + + + -+ + o+ o+
1:4 e L . S T T S S SR S S

Aus der obigun Tabelle ist ersichtlich, dafd sehr spezifische Konzentrationen (5, 1, und 50 Mikrogramm) des erfindungsgeméen
Produkis die Differenzierung von peritonealen Monozyten/residenten Makrophagen bis zu einem tumorzytotoxischen Zustand
hervorrufen. Hohe Zytotoxizititswerte werden bei Effektor-Ziel-Verhélitnissen von 2:1 oder weniger erreicht, Die bsobachteten
tumorzytoziden Wirkungen waren extreme Vakuolisierung, Zellkontraktion und/oder Erhdhung der Phasendichte; sie wurden
innerhalb von nur acht Stunden nach der Zufiihrung der wirksamen Konzentrationen an dem erfindungsgemaBen Produkt
beobachtet. ’

Frither versffentlichte Untersuchungen zeigen, daR aktivierte nichttumorzide Makrophagen 18 Stunden Lymphokinen
ausgesetzt sain milssen, bavor sie Zislzellen téten, wobei Monozyten und residenta Makrophagen nicht reagieren. Die
zytotoxische Aktivitét, die in Monozyten/residenten Makroshagen durch das erfindungsgemaRe Produkt hervorgerufen wird, ist
sehr schnell und einmalig. Die Tatsache, daB die Kulturen vor der Beendigung vier Tage lang inkubiert wurden, demonstriert die
schnelle und wirksame Herbeifihrung der Effektorzelifunktion und langfristigen Zielzelliberwachung im Ergebnis der
Verabreichung des erfindungsgemaBen Produkts. Die Féhigkeit des erfindungsgembien Produkts, die Werte vonverschiedenen
weiRen Blutkérperchenzihlungen (WEC) und die neutrophilen Werte zu verindern, istin Tabelle 4 dargestellt. Tabelle 4 enthilt
die Anzahl der weien Blutkérperchen und neutrophilan Werte fiir eine Reihe von im Endzustand kranken Patienten, die vorund
nach der Verabreichung des erfindungsgemaBen Produkts entnommen wurden. Die Dosishdhen sind angegeben. Das Produkt
wurde drei Wochen lang einmal in der Woche verabreicht. Aus den Beispielen in Tabelle 4 ist ersichtlich, daB die angegebene
Behandlung mit dem erfindungsgeméBen Produkt die Anzahl der weiBen Blutkérperchen und Neutrophilie wescntlich erhdht.
Es ist zu beachten, daB die Verinderung der Anzahl der weiRen Blutkdrperchen nicht zwangsliufig weder bai allen Dosierungen
noch bei allen Patienten eine Erhéhung ist. (Sie ist aber keine Abnahme.) Bestimmte Patienten reagieren jedoch auf die
Verabreichung des erfindungsgemaRen Produkts mit einer wesentlichen Erhéhung der Anzahl der weiBen Blutkdrperchen und
Neutrophilie, wie in Tabelle 4 gezeigt ist.

Tabelle 4

Produkt- Neutrophile

dosis WBC x 1000 (%WBC)
Patient Nr. (mg) davor 24hdanach davor 24h danach
D59261 1,0 18 27 88 92
D25940 1,0 38 6,2 58 70
D78252 1.5 8 10,5 67 82
D4£851 15 86 13,6 77 90

30 13,3 22,7 90 92 .
D80822 2,0 6,7 78 59 74

3,0 6,1 9,6 ' 59 75
D82088 4,0 3,2 9,4 70,3 93

6,0 35 6,3 56 85
D90607 6,0 8,0 9,6 72 84

normale Bereiche: WBC 7,8 £ 3 x 1000
Neutrophite 40-70%

Patienten mit niedrigen WBC-Werten vor der Therapie gelangen 24 Stunden nach der Therapie in den normalen Bereich.

Die Verabreichung des erfindungsgem#Ben Produkts fiihrt auch zur Erhhung der Anzahl von peripheren mononukleéren
Blutzellen (natiirliche Killerzellen, zytotoxische T-Zelien und/oder Monozytsn) beim Menschen und bewirkt keine
Thromhozytopenie (Daten nicht angegeben). Das erfindungsgemé@e Produkt hat somit keine zytostatische Wirkung auf das
Knochenmark.

Eine richtige Immunfunktion erfordert das koordinisrte Zusammenwirken von verschiedenen Zelitypen und die regelméBig
folgende Erzeugung und Frelgabe von zahllosen Zellprodukten. Es ist bekannt, daR die Zellen der Monozyten-Makrophagen-
Zollinie eine zentrale Rolle spielen, insofern als optimale Antikdrperreaktionen (B-Zellfunktion), zellvermitteita Immunitét
{T-Zelltunktion) und mdglicherweise die Aktivitiit der natiirlichen Killerzelle (NK-Zelle) bei ihrem Fehlen nicht auftreten. Obwehl
verschiedane kooperative zellulire Bahnen in der Gawebekuliur aufgekldrt werden kdnnen, ist es nicht mdglich, die Vietheit von
Bahnen und die wirksamen Kontrollmechanismen im Mens chen als Patient 2u bestimmen. Da die im Menschen auftretenden
verschiedenen spezifischen und/oder nichtspezifischen Immuneffekiormechanismen im wesentlichen unbekannt sind, sollte
einzur Potenzierung/Modifizierung der Immunfunktion ausgew&hites Mittel jegliche stattfindenden Reaktionan vermehren oder
beim Fehlen von Reaktionen die Systemreaktionsschwelie herabsetzen und somit das Erkennen, die Aktivierung und Auswahi
derentsprechendan Effektorfunktionen erméglichen. Das ideale aktivierande Mittel sollte nichtimmunabweichende, anergische’
oder aberrants Ubersmpfindlichkeltsreaktionen, die auf es selbst oder krauzreagierende Einheiten gerichtet sind, hervorrufen
oder die Auswahl einer spezifischen singuléren Effektorbahn fordery oder lenken. Das erfindungsgeméBe Produkt erfiillt diese
Forderungen, da keine dieser Erscheinungen wahrend klinischer Tests mit rignifikanten Werten bsobachtet worden Ist,

ny
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Figur 2 veranschaulicht die Féhigkeit des Modifikationsmittels derbiologischien Reaktion dieser Erfindung, natirliche Killerzollen
belm Menachsn in einer Welse zu atimulieren, die mit der von Leukozytinterferon vergleichbar ist, Cas in-vitro-Expsriment
veranschaulicht den Gred der Aufidsung von Zielzetlen (gemessen in Form der Freisetzung von radioaktivem Chrom aus den
Zielzellen) durch die Wirkung der monschlichen natiirlichen Killer~:llen bei verschiedenen Dosishéhen des erfindungsgeméBen
Produkts und Interferon, was in den entsprechenden graphischen Abbildungen dargestelitist. Die Kodes fiir die Dosiswerte 3ind
unter jeder graphischen Darstellung angegeben, wobei der Dosiswert Null den Hintergrund oder die Nullrate fiir die
Chrom{reisetzung aus den Zielzellen darstellt.

Die Versuche wurden gemé® den in der Literatur/8,9/ beschriebenen Versuchen durchgefiihrt. Menschliche K562 Zallen von der
Myeloidtumorlinie wurden mit radioaktivem Natriumchromat markiert und dienen als die Zielzellen. Die verwendeten
Effektorzellen waren nichtverarmte menschliche periphere mononukieére Blutzellen. Das Abtdien wird durch die folgende

Formel berechnet:

Experimentelle Freisetzung — Kontrollfreisetzung x

: : p 100
maximale Froisetzung — Kontrollfreisstzung

% Freisetzung =

Die experimontelle Freisetzung istdie Zéhlung der Radioaktivitét pro Minute (CPM) in Gegenwart des Produkts und Effektor- plus
Zielzellen, und die Kontrollfreisetzung ist die Zéhlung pro Minute (CPM), die nur mit Hilfe der Effektor- plus Zielzellen ermittslt
wird. Die maximale Freisetzung erhiit man durck Inkubieren einer aliquoten Menge Zielzellen in Saponin, einem Detergent.
Die Ergebnisse in diesem Beispiel zeigen an, daB, chwohl nichtso hoch wie bei Interferon bei relativ niedrigen Verhéltnissen von
Effektor zu Zielzelle, us trotzdem bei einer signifikanten Hohe, vergleichbar der von Interferon, zu einer NK-Zellenzytotoxizitit
beim Menschen in Gegenwart von Monozyten deutlich kommt. Die statistische Analyse von mehr als 30 Produktpartien zeigt,
daR das erfindungsgemaRe Produkt in der Hervorrufung von NK-Zellenzytotoxizitdt gleich oder besserist als
Leukozyteninterferon. Die durch das erfindungsgeméBe Produkt hervorgerufene NK-Zellenzytotoxizitdt ist der von Interferon
bewirkten Zytotoxizitét halich und ist von einer Reihe vor Variablen abh#ingig, zu denen das Alter und das Geschlecht des
Blutspenders, dis Methode der Zellagerung und das Verhéltnis der vorhandenen Zelltypen gehdren.

In Figur 3 sind die bakteriziden Eigenschaften des Modifikationsmittels der biologischen Reaktion der Erfindung dargestelit. Die
graphische Darstellung in Figur 3 zeigt auf der Ordinate die logarithmische Zahl von Listeria monocytogenes in peritonealen
Zellen bei der Maus. Die Abszisse stellt die Zeit in Stunden dar. Listeria monocytogenes ist ein Bakterium, dald beim Menschen
eine akute Meningitis mit oder ohne damit verbundene Septikéimie hervorruft. Der in Figur 3 dargestellte Versuch ist sin
Standardversuch fiir die bakterizide Wirksamkeit. Die Vergleichsbasis ist Proteosepepton, das bekanntlich bakterizide
Makrophagen zutage bringt, das aber nicht vom Menschen toleriert wird. Der Versuch ist beschriebien in: Cruprinski, C.J.,
Henson, P.M., und Campbell, P.A., 1984, J. Leukocyte Biol. 35:193.

Die Linien in der graphischen Darstellung zeigen die Verénderung der Anzahl von Bakterien in der Kultur {iber drei Stunden,
wenn diese Zellen ausgssetzt werden, die aus der Bauchhhle von Midusen zu verschiedenen Zeiten und fiir mehrere
unterschiedliche Vorbehandlungsschritte wie folgt entnommen wurden:

. keine peritonaalen Zellen - Bezugsbasis des Bakterienwachstums;

. intraperitoneals Injektion von Proteosepepton 14 Tage vor der Entnahme;

. intraperitoneale Injektion des erfindungsgeméBen Produkts 14Tage vor der Entnahme;

. intraperitoneale Injektion des erfindungsgeméfen Produkts 7 Tage vor usr Entnahme;

E. intraperitoneale Injektion des erfindungsgem#Ben Produkts 1 Tag vor der Entriahme;

F. intraperitoneale Injektion von Proteosepepton 1 Tag vor der Entnahme.

Wie aus Figur 3 ersichtlich ist, zeigen die oberen, die Bezugsbasis darstellenden Linien, daR die Kulturen stetig gewachsen sind.
In den Féllen, wo die Zellen den M&usen entnommen wuiden, nachdem 0,2 Milligramm des erfindungsgem#Ben Produkts
intraperitoneal injiziert worden waren, sind Wachstumsabnahmen mit unterschiedlichem Gefille in Abh#ngigkeit von der
Injektionszeit vor der Entnahme zu verzeichnen, die im wesentlichen der Proteosepeptonvergleichsprobe bei 1 Tag entsprechen.
Diese Daten zeigen, daB die bakterizide anregende Wirksamkeit des Produkts sogar 14 Tage nach einet einzigen !njektion hoch
bleibt. Die verténgerte Wirkung des erfindungsgemaBen Modifikationsmittels der biologischen Reaktion bei der Anragung von
Makrophagen mit ausgepragter bakterizider Wirksamkeit demonstriert somit dessen Niitzlichkeit als therapeutisches Mittel fiir
bakterielle Infektionen. .

Die Féhigkeit des erfindungsgemaBen Modifikationsmitteis der biologischen Reaktion, die Wirksamkeit von
antikérperabhiingiger Zellzytotoxizitat (ADCC) zu modulieren, istin Figur 4 dargestellt. Angewendete Verfahren sind in der
Literatur beschrieben./10, 11/ Bei diesem Versuch werden periphere Blutmonozyten des Menschen als die Effektorzellen bei den
festge'egten Effektor-Ziel-Verh#ltnissen angewendet. Die Zielzellen waren mit Chrom markierte YAC-Murinzellen, und der
varwendete Antikorper war Kaninchen-Antiméusezellen,

Aus Figur 4 ist ersichilich, da? das Niveau fir die Totung, zu indest bei relativ hohen Effektor-Zielzellen-Verh&itnissen, fir das
erfindungsgemiBe Produkt hoher ist als filr Interferon bel Produktdosierungshshen von 15 Mikrogramm pro Milliliter und
darunter, aber bei 20 Mikrogramm pro Milliliter (einer Konzentration, die zum autophagozytischen Absterben der
Manozytenpopulation bei diesem Versuch fihrt) auf dem Nivasu der Nullrate zu liegen schien.

Die Féhigkeit des erfindungsgerniBen Pradukts, die Freisetzung von Interleukin 1 (IL-1) zu stimulieren, ist in Figur &
veranschaulicht. Die angewendeten Versuchsverfahiren sind in der Literatur beschrieben./12, 13/ Periphere mononukledre
Blutzellen wurden aus Blut prépariert, das den Versuchspersonen entnommen worden war. Die Zellen wurden inverschiedenen
Konzentrationen ~es erfindungsgem#Ren Produkts inkubiert. Nach einer festgelegten Inkubationszeit wurden aliquote Mengen
des Kulturmediu ms .geerntet* und bei verschiedenen Verdiinnungen in einem Blastogeneseversuch getestet. DieBlastogenese
wurde durch Zaklungen von radioaktivem (tritiiertem) Thymidin pro Minute bestimmt, das von 10® Murinthymozyten nach

72 Stunden Inkubation in den Gberstehenden Fliissigkeiten der geernteter. Kultur aufgenommen wurde. in Figur 5 ist die Hohe
der Nullrate durch “lie massiven Kreise angezelgt. Es ist zu sehen, daB mit Ausnahme der niedrigsten Doslerung von

‘
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Fartsetzung von Tabelle 5
PatientNr. Dosis {(mg) Diagnose Reaktion
D78262 1,5 Dickdarm/Leber keine
D45851 1,530, Adenokarzinom gsring
5,0,6,0 Mastdarm/abd
D180849 2,0,3,0 Brust-Ca keine
D80%22 2,0,30 Lymphoma (LHL) keine
D81828 2,5,8,0 Lymphoma (NHL) pertiell
D62984 2,5,40 Lymphomy (HL) stabil
D82088 2,6,4,0,6,0 Glioblastoma gering
D76339 4,0,6,0 Bauchspeicheldrlise stabil
D82568 4,0 Kaposi Sarcoma stabil
C03343 5,0,8,0 Nierenzelle stabil
D87354 5,0,1,6 Nodular lymphoma partiell.
DS08607 6,0 Adenokarzinom Lunge keine
D91834 6,0 Melanom keine
A039585 0,25 Nierenzelle + stabil
A768642 0,25,0,5,1,0,2,0 Dickdarm/Leber stabil
A661981 0,5 Lungen-Ca, stabil
adeno
A078379 0,5 Parotid-Ca gering
A017231 0,25 Dickdarm-Ca keine
A055001 1,0 Lungen stabil
AB666522 1,0 Lungen-Ca keine
groBe Zelle
Ad403927 1,0 Lungen-Ca keine
schuppig
A032896 1,5 Adenokarzinom, Nacken partiell
A708029 1,6 Bronchioalveolar stabil
A044130 1.6 Lungen-Ca stabil
schuppig
A223211 2,0 Lungen-Ca stabil
D47379 8,0 Prostata keine
D88652 5,0 Dickdarm keine
D93503 8,0 Dickdarm stabil
D94245 8,0 NH-Lymphoma gering
D86141 8,0 Dickdarm keine
D96464 8,0 Melanom keine
D94257 10,0 Gallenblase keine
097735 10,0 Dickdarm keine
E01514 10,0 NSCLunge stabil )
D98520 10,0 Dickdarm keine
E01401 10,0 Sarcoma keine
D66399 1,0 mediastinele Masse keine
6134 2,0 Lunge stabil
3374 2,0 Lunge/Prostata stabil
unk. primér
4217 40,60 Lunge stabil
5079 30 Magen keine
0421 4,0 Histiozytom partiell
6918 6,0 Gallenblase keine
2688 8,0 Zunge keine
8708 8,0 Dickdarm keine
9222 8,0 Prostata keine
E07942 2,0 Dickdarm keine
E13150 4,0 Lunge stabil
kleine Zelle
E14356 4,0 Nacken keine
£16735 4,0 rektal keine
D69174 3,0,4,0 Dickdarm keine
£11927 4,0 NSC Lunge keine
E14983 4,0 Kaposi Sarcoma keine
D70727 3,0,4,0 Lunge stabil
£07876 2,0,3,0 renal stabil
£04693 1,0,2,0 Brust gering
E10311 3,0 Larynx keine
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Fortsetzung von Tabelle &

PatientNr, Dosis (mg) Diagnose Reaktion
£09265 30 renal keine
D44296 05 Dickdarm keine
D81828 2,0 NHLymphoma keine
£07727 1,0,3,0 Brust keine
E03741 0,5 Dickdarm keine
E05487 2,0 parotid keine
E£03083 0,5,1,0 Endometrium stabil
£04545 1,0 gemischte Lymphoma keine
£05195 2,0 Thymoma gering

partiell = 50%Iger oder gréBerer Riickgang der Krankheit

gering = mehr als 25%iger, aber Kleiner als 50%iger Riickgang der Krankhsit

stabil = Krankhaeit nicht fortschreitend

keine = keine Raaktion

Die obigen Daten zeigen eina 46%ige Reaktionsrate beli fortgeschrittener Krankheit, bei Patienten im Endstadium, bei denen allen
die vorangegangene Theraf.ie nicht angeschlagen hat.

Die spezifischa Dosierungst 8he und der Behandlungsabstand, die zur Therapie bei einem Menschen gewdahit werden, sind oft
von Patient zu Patient untervchiedlich. Die Faktoren, die die Dosierungsh8he und den Behandlungsabstand beeinflussen,
schlieRen die Gesamtreaktionsmerkm ia des Immunsystams des Patienten, den jeweiligen Typ und Umfang der Krankheit, den
Gesamtgesundheitszustand des Patienten, die Krankheitsstelle usw. ein. Dies ist im wesentlichen nicht anders als bei anderen
Modifikationsmitteln der biologischen Reaktion, und die vorteilhaftesten Dosierungspléne kdnnen gemé8 den Verfahren
bestimmt werden, die im Zusammenhang mit anderer* Modifikationsmitteln der biologischen Reaktion und mit Pharmazeutika
jm allgemeinen angewendet werden.

Die Tatsache, daRt die Wirksamkeit bei bestimmten Krankheiten sohr bedeutsam im Vergleich 2u anderen verfiigbaren
Behandlungen sein kann, wird durch die unten in Tabelle 6 angefihrten Daten belegt, die sich auf die Behandlung von
Gohlrntumor, 2. B. Glioblastoma, beziehen. Die Daten in Tabelle 8 zeigen, daB bei 8 Fillen von Gehirntumor in drel Féllen selbst
bei begrenzter Behandlung eine Verringerung der TumorgroBe zu verzeichnen war. Dies waist eindautig darauf hin, daB das
erfindungsgemaRe Modifikationsmittel der biologischen Reaktior: in bezug auf diesen speziellen Tumortyp eine Wirksamkeit
26igt. ’

Tabelle 6: Zusammenfassung der Reaktionen bel Patlenten — Gehirntumor

Patient Nr. Dosis (mg) Diagnose Reaktion

082088 2,5,4,0,6,0 Gehirn gering

E11928 1,0 Gehirn partiell

E34416 1,0,3,0 Gehirn Fortschreiten

£37376 1,03,0 Gehirn signifikante
funktionelle .
Verbesserung

RT 1,0,3,0 Gehirn - Fortschreiten

DR 1,0,3,0 Gehirn partiell

Die in der Erfindung angewendeten Membranbldschen und Ribosomen sind leicht biologisch abbaubar. Ein besonders
erwihnenswerter Vorteil der Abbauerscheinung besteht darin, da die partikulierten Populationen des erfindungsgemifien
Produkts in dem biologischen System nur fir eine kurze Zeit intakt bleiben, die ausrgicht, um die Immunreaktion zu aktivieren,
und sich danach schnell abbauen. Somit wird die Entwickiung von schweren, chronischen pathophysiologischen Reaktionen im
Ergebnis einer chronischen immunaktivierung vermieden. Der Abbau ist auf das Vorhandenssin von verschiedenen Enzymen
(2.B. RNasen, Proteasen, Lipasen) in verschiedenen Zelltypen {2.B. Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen) und
Gawebsfliissigkeiten (z2.8. Blut, Lymphe) uriickzufiihren, Dieser Abbau ist bei erh8hten Temperaturen (2.8. Kbrpertemperatur,
37°C) schneller und wird bei abnehmender Temperatur zunehmend langsamer. Bei37°C und 95% Serumkonzentration wird das
Predukt (in vitro) in weniger als etwa 2 Minuten abgebaut, wis mit der KerngréBenanalyse bestimmt worden ist. Die
Abbaugeschwindigkeit ist von der Enzymkonzentration und Temperatur abhingig. Sobald es zum Abbau kommt, ist die
Wirksamkeit der Zi:sammensstzung als ein immunmodulierendes Mittel erheblich herabgesaetzt.

InFigur 10istdie Hervorrufung der Killerzellenzytotoxizititim Menschen in vivo gegen drei vearschiedene Tumorziele dargestellt.
Bei den meisten Individuen werden die peripheren mononukleéren Blutzellen K562 Tiumorzielzellen bis zu einem beatirimten
Grad in vitro getbtat. Allerdings tdten periphere mononukledire Blutzellen die Raji und Colon 38 Tumorzellinien nichi. Dis
Behandlung von Patienten durch in-vivo-Verabreichung von verschiadenen Modifikationsmitteln der blclogischan Reskiion
einschlieBlich Interleukin 1 (IL-2) hat den Grad der Abtdtung in bezug auf dia beiden letztgenannten Zielzellen nicht wahrnehmbar
veréndert. Lediglich die in-vitro-Behandlung der peripheren mononukle#ren Blutzellen mit bestimmten Modifikationsmitteln der
biolugischen Reaktion einschlieBlich IL-2 bringt diese Zellen dazu, andere Typen von Tumorzielzellen als K582 zu tdten. Es ist
jedach gefunden worden, daB das erfindungsgemBRe Modifikationsmittel der biologischen Reaktion die F&higkeit der
peripheren moncnukledren Blutzellen zur Tétung solcher Tumorzielzellen nach einer in-vivo-Behandlung veréindern kann. Dies
deutet darauf hin, daB nach der Verabreichung des erfindungsgemaGen Produkts die Induktion von LAK-Zellen (zytotoxische
T-Zellen) auftritt.
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Figur 10 ist représentativ fir die in-vitro Messung der Killerzellenzytotoxizitét in peripheren mononukledren Blutzellen, die von
Patisnten 24 Stundsn nach der Behandlung mit dem erfindungsgem#iden Modifikationsmittel der biologischen Reaktion
gewonnenwurden. Es ist zu sehen, daB gegen alle drei Typen von Tumorzielen eine wesentliche Tdtung erfolgt. Die Werte zeigen
eine erhebliche in-vivo-Aktivierung der Killerzelisn des Patienten. Die Untersuchung der Effektorzellpopulation (iber spazifische
Zellmarkierungsmittel zeigt das Vorhandensein von sktivierten Monozyten, natiirlichen Killerzellen und LAK-Zellen. Die in
behandelten Patianten beobachtsten Zunahmen an natiirlichen Killerzellen (zuvor diskutiert) und das Vorhandensein von
aktivierten natérlichen Killerzellen bei diesem Versuch demonstrieren die endogene Erzeugung von Interferon in di¢ sen
Patienten nach der Behandlung mit dem erfindungsgeméiRen Produkt. Dariiber hinaus zeigt das \'orhandensein von aktivierten
zytotoxischen ,Z-Zellen” {LAK-Zallen), daB die 8ehandlung mit dem erfindungsgem&Ren Produkt zur endogenen
IL-Il-Erzeugung fiihnt. Eine andere einmalige Eigenschalt des erfindungsgemiBen Produkts besteht darin, daB die in vivo
aktivierten Killerzellenpopulationen in vitro bei sehr niecrigen Konzentrationen von IL-2 (2U IL-2/ml) aufrechterhalten werden
kénnen. Dies stahtim Gegensatzzu den hohen Konzentrationen an IL-2 {500-1000U IL-2/ml), die zur Aufrechterhaltung vonIL-2
aktivierten Killerzellen (LAK-Zellen) in vitro erforderlich sind.

Uie verwendeten peripheren mononukleérer Blutzellen wurden aus Vollblut gewonnen, das 24 Stunden nach der Injektion mit
dem erfindungsgemi#Ben Modifikationsmittel der biologischen Reaktion von Patienten entnommen wurds. Die Injektionen
waren subkutan und lagen zwischen 1 und 4 Milligramm pro Dosis und wurden dreimal wichentlich gegeben. Die Versuche
wurden vor und 24 Stunden nach der Injektion durchgefihrt. Der mit in-vivo- aktivierten Zellen erreichte Zytotoxizititsgrad héit
dem Vergleich mit der Aktivit4t von in-vitro mit Lymphokin (IL-2) sktivierten Killsrzellen stand, die nach Ziichtung von
menschlichen peripheren mononukledren Blutzellen mit IL-2 gewonnen wurden.

Die Uberlegenheit von Membranbldschen und Ribosomen, die von Organismen des beanspruchten Typs wie Serratia
marcescens stammen, im Vergleich zu andéren Quellen wird durch die Wei .2 angedautet, die aus Vergleichsversuchen mit
natirlichenKillerzalien gswonnen wurden (Figur 11 und 12). Das Produktwurde nach der oben beschriebenen Methode aus den
angegebenen Organismen hergestelit. Die aus jedem dieser Organismen hergesteliten Bldschen lagen innerhalb der oben
bezeichneten physikalischen und chemischen Parameter. '

Die Tatsache, daB die Quelle eines gegebenen bakteriellen Produkts den Typ und/oder den Grad der biologischen Wirksamkait
beeinfluBt, ist fir dieses Gebiet nicht neu. Verschiedene Stdmme von BCG zeigen spezifische Niveaus der Immunaktivierung in
Tiermodellen als auch klinisch. Ribosomenvakzine (zuvor diskutiert) bewirken eine differentielle Aktivierung des Inmunsystems
in Abh&ngigkeit von dem Quellenorganismus, und die Uberlegenheit von aus Serratia gewonnenen Polyribosomen im Vergleich
zu anderen Quellen ist angedeutet worden./6/ In der zitierten Verdffentlichung war die Verabreichung von Pufferldsung allein
und bakteriellen Polysomen, die aus anderen Bakterienspezies (Eschericia coll, Streptococcus pnsumoniae, Mycobacterium
bovis [BCG), Mycobacterlum smegmatis und Proplonibacterium acnes) hergeleitet wurden, geringfigig besser als eine
Vergleichsgruppe von Miusgen, die {iberhaupt keine Behandlung erhielten (Tumorauftreten und Tod innerhalb von 60 Tagen).
Andererseits zeigten aus Serratia marcescens gewonnene Polysomen bei bestimmten Dosierungen das Fehlen einer
Tumorentwicklung in 60% oder mehr der Tiere und eine Unterdriickung der Tumorentwicklung bei den restlichen Tieren.

Da das erfindungsgemi#Re Modifikationsmittel der biologischen Reaktion aus einem Mikroorganismus gewonnen wird, der
nicht Bestandteil der Mikroflora des Patienten ist, nicht mit der Infektionskrankheit in normalen Individusn im Zusammenhang
steht, und da das gewdhnliche bakteriello Antigen des Mikroorganismus nicht oder schwach mit Organismen kreuzreagiert, die
die normale Mikrcflora bilden, werden unangemessene Iminunreaktionen varmiaden, Zu solchen Reaktionen gehdren zum
Beisplel die Immunab.eichung und die Erscheinung des sogenannten urspriinglichen Antigenverstoes, der allgemein bei
gegenwirtig entwickeltvn Immunpotentiatoren (2.B. BCG, C. parym, Zellwandfraktionen) beobachtet wird. Wahrscheinlich sind
aus diesen Grinden aut. E. coll, M. smegmatis und Streptococcus pneumoniae hergestellte Polyribosomenaggregate sehr
schlechte Quallen fUr biologische Reaktiunen, wéhrend S.marcescens, das nicht Bestandteil der Mikroflora des Wirtes ist tbnd
nicht leicht mit dieser kreuzreajliert, cine ausgezeichnete Quelle fiir das Modifikationsmittel der biologischen Reaktion ist.

Es muB erwhnt werden, daB es andere Mikroorganismen gibt, die als Quello fir die'in der Erfindung genutzten
Membranbléschen und Ribosomen geeignet sind. Das Grundmerkmal solcher Mikroorganismen muB sein, daB8 der
Mikroorganismus kein Bestandteil der Mikroflora des Patienten ist. Zudem darf das gew8hnliche bakterielle Antigen des
Mikroorganismus nicht mit den Organismen, die die normale Mikroflora bilden, reagieren oder zumindest schlecht
kreuzreagieren. Der Organismus sollte also kein solcher sein, der eine immunabweichende Reaktion hervorruft. Der Organismus
muB ein solcher sein, der nicht oder selten eine Krankheit im Menschen hervorruft. Und schlieBlich muB der
Quellanmikroorganismus ein solcher sein, in dem die Zellmembran Bldschen in dem entsprechenden GréBenbereich bildet.
Beispicle fir gesignete Mikroorganismusquellen auler Serratia marcescens sind: Erwinia chrysanthemi (Pectobacterium)
ATCC 14092 und in geringerem Mafle Enterobacter aerogenes ATCC E13048, Préparate aua den obigen Stimmen zeigen eine
Wirksamkeit des Typs der oben im Zusammenhang mit Priparaten aus §. marcescens beschrieben ist. Genauer gesagt, Figur 11
zeigt, daB E. asrogenes cine wesentlich h8here Wirksankeit als Pseudomonas, E. coli und E. clozcas, wenn auch eine geringe
Wirksambkaeit als Alpha-Intr.cferon bei spezifischen Dosierungshdhen zeigt. In 8hnlicher Weise vergleicht Figur 12 E. chrysanthami
(wirksam) mit Flavobacterlum (nicht wirksam) und Interfaron. Es kdnnen auch andere Mikroorganismen als Quellen verwendet
undwie oben zur Erzeugung von Ribosomen und Bléschen der festgelegten Groe verarbeitet werden. Unter Anwandung cer an
friherer Stelle beschriebenen in-vitro-Versucha kann ihre Wirksamkait leicht beurteilt werden, um 2u antschaic an, ab sin ale ain
Modifikationsmittel der biologischen Reaktion geeignet sind oder nicht.

Da das erfindungsgem&Re Modifikationsmittel der biologischen Reaktion frei von lebensiBhigen Zellen, toten Zsllen, Zellwand
und biologisch aktivem Endotoxinist, ist die Erkennung aufgrund von Kreuzreaktionsfihigksit so gering wie méglich, sind solche
Komponenten, die schlecht abbaubar sind, eliminiert und sind die Kompcnenten, die bekanntlich stark toxisch'sind (2.8.
Endotoxin) oder die zu chronischen Entziindungssituationen fiihren kdnnen, 2. B. Adjuvansarthritis, Granulome,
Geschwiirsbildungen, verringert oder ausgeschlossen. Dariber hinaus werden durch eine Minimierung von
Zelloberflichenbestandteilen Verdnderungen in den Innmunreaktionen ausgeschlossen, die bekanntlich mit dem Stamm des
Organismus zusammenh#ngen, als auch phenotypische Verdnderungen eliminiert.

’
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Die Vorteile des erfindungsgem#Ben Modifikationsmittels der biologischen Reaktion sind zahlreich. Durch Aktivieren von Zellen
der Monozyten-Makrophagen-Zellinie wird die flr eine aptimale Immunfunktion erforderliche Zellkooperation gefdrdert. Die
Aktivierung von frih differenzierten Zellen der Monozyten-Makrophagen-Zallinie (Monozyten, normale/residente
Makrophagen) férdert die Mehrfacheffektorfunktionen. Die Zusammensetzung des erfindungsgaméBen Produkts hat sow it die
Hervorrufung vielfacher Typen von Effektorfunktionen, die ven den Versuchsbedingungen oder den Parametern des Wirts der
Krankheit abhéingig sind, gezeigt.

Dem Fachmann werden aus der Beschreibung dieser Spezifikation verschiedene Modifikationen der Erfindung zusétzlichzu den
hier gezelgten und beschriebenen offenbar werden. Diese Modifikatic .en gehdren mit zum Umfang der beigefiigten
Patentanspriiche.
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FIG 2 HUMAN NATURAL KILLER CELL ASSAY
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FIG 4 ADCC ASSAY
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