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PHARMAZEUTISCHE KOMPOSITIONEN ZUM VORBEUGEN UND HEILEN VON
KREBSERKRANKUNGEN UND VERFAHREN ZU IHRER HERSTELLUNG

Die Erfindung betrifft die Verwendung einer Kompo-
sition zur Herstellung eines Medikaments zum Vorbeugen
und Heilen von Krebserkrankungen, welche Komposition
von den im Kreislauf vorkommenden Verbindungen
wenigstens drei enthalt: wenigstens eine Aminoséure,
wenigstens ein Vitamin und wenigstens eine von den
foigenden Verbindungen: Adenin, 2-Desoxy-D-ribose, D-
Mannose, D-Glucosamin, Oxalessigsadure, Adenosintri-
phosphat und/oder die physiologisch vertraglichen Salze
der aufgefiihrten Stoffe.

Die Kompositionen kénnen ohne toxische Effekte zum
Vorbeugen gegen Krebserkrankungen, zur Verhinderung
der Tumorbildung bei AIDS und Transplantationen, zur
Hemmung der Metastasenbildung und zur direkten, adju-
vanten oder kombinierten Behandiung und Heilung von
Krebserkrankungen verwendet werden.
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Die Erfindung betrifft die Verwendung einer Komposition zur Herstellung eines Medikaments
zum Vorbeugen und Heilen von Krebserkrankungen.

In der Krebstherapie sind die gegenwartig am haufigsten angewendeten Behandiungen die chi-
rurgische Behandlung, die Strahlen- und die Chemotherapie [The Pharmacological Basis of
Therapeutics, Pergamon Press, Inc., New York, 1202-1263 (1990); Harrison's Principles of Internal
Medicine 12th ed., International Edition, McGraw-Hill, Inc., New York, Vol. 2, 15687-1589 (1991),
Scientific American Medicine, Scientific American, Inc. New York, Vol. 2, 12(V), 1-14 (1984)]. In der
Strahlentherapie wird neben den verbreitet eingesetzten ionisierenden Bestrahlungen in speziellen
Fallen, zum Beispiel bei Hautkrebs, die Phototherapie beziehungsweise in Kombination mit der
Strahlen- und Chemotherapie die lokale Hyperthermie eingesetzt. Zu den Requisiten der Chemo-
therapie gehéren, nach Wirkung, Ursprung oder Struktur geordnet, die Alkylierungsmittel, pflanzli-
chen Alkaloide, Antibiotika, Antimetaboliten und sonstige Mittel (zum Beispiel Asparaginase) eben-
so wie die ebenfalls haufig angewendeten unterschiedlichen Hormone. In der Chemotherapie an-
gewendete neuere Strategien sind: die kombinierte Chemotherapie; die Uber lange Zeit in kleinen
Dosen fortgesetzte Verabreichung der chemotherapeutischen Mittel als intravenése oder arterielle
Infusion, um die Toxizitat zu verringern; die Chemotherapie mit groBen Dosen zur Bekampfung der
Arzneimittelresistenz, das Gieiche in Kombination mit autologer Knochenmarktransplantation;
Kombination der chemotherapeutischen Arzneimittel mit die biologische Antwort ver&ndernden
Stoffen; verstarkte Anwendung der Adjuvant- und Neoadjuvant-Chemotherapie. Von den die biolo-
gische Antwort verandernden Stoffen werden am haufigsten die Interferone, der Tumornekrosefak-
tor, die Lympho-kine, zum Beispiel Interleukin 2, und die monoklonalen Antikérper eingesetzt. Zu
den in der Behandlung von Geschwulstkrankheiten bisher noch keine nachgewiesenen Erfolge
aufweisenden, jedoch auch gegenwartiy angewendeten Methoden gehoren die Diatmethoden,
wenig erforschte Serumpraparate und die Simonton-Methode, die mit psychogenen Effekten arbei-
tet.

Die charakteristischsten Nachteile der gegenwartig angewendeten Methoden sind die Toxizitat,
die betrachtlichen schadlichen Nebenwirkungen, die geringe Tumorspezifitat, die Ausbildung von
Resistenz und das begrenzte Wirkungsspektrum. Die meisten der in der Krebstherapie angewen-
deten cytotoxischen Arzneimittel machen keinen Unterschied zwischen neoplastischen Zellen und
normalen proliferierenden Zellen. Deshalb mussen, um eine irreversible Schadigung dieser Zellen
(z. B. Knochenmark, Darm) zu vermeiden, die Arzneimittel in Dosen eingesetzt werden, die zur
Vernichtung samtlicher neoplastischer Zellen nicht ausreichen [Pharmac. Ther., 49, 43-54 (1991)].
Die Strahlentherapie kann akute und chronische Strahlenschaden verursachen, auerdem ist sie
bei hypoxischen Zellen und bei manchen Tumortypen ohnehin nicht wirksam. Auch die chemothe-
rapischen Mittel haben zahlreiche Nebenwirkungen. Sie kénnen das Zentralnervensystem, die
Blutbildungsorgane, die Magen- und Darmschleimhaut und alle vermehrungsfahigen Zellen scha-
digen. Daruberhinaus kénnen sie Leber-, Nieren-, Lungen- und Herzmuskelschéden verursachen.
Alle Cytostatika verschlechtern die Immunreaktivitst des Organismus [Proc. Roy. Soc. Med., 63
1063-1066 (1970)]. Viele von ihnen haben teratogene oder karzinogene Wirkungen, sie kénnen
Unfruchtbarkeit verursachen und die Haufigkeit der Bildung von Metastasen vergroRern. 60-70 %
der Geschwillste kénnen chemotherapeutisch von vornherein nur schwer oder Gberhaupt nicht
beeinflult werden, oder wahrend der Behandlung bildet sich eine erworbene Resistenz oder
Kreuzresistent heraus.

Die Verfahren, die mit die biologische Antwort verandernden Substanzen arbeiten und die ei-
genen Mechanismen des Organismus ausnutzen, sind mit ghnlichen Nachteiien behaftet; sie sind
nur bei einigen Tumortypen wirksam, zum anderen haben sie ebenfalls toxische Nebenwirkungen
[Harrison's Principles of Internal Medicine 12th ed., International Edition, McGraw-Hill, Inc., New
York, Vol. 2, 1587-1599 (1991)]. Auch die Interferone haben zahireiche und schwere Nebenwir-
kungen, unter anderem sind sie zum Beispiel cardiotoxisch [Chest. 99, 557-561 (1991)]. Auch die
monoklonalen Antikérper haben die in sie gesetzten Erwartungen nicht erfullt [Eur. J. Cancer, 27,
936-939 (1991)]. Obwohl seit 1980 mehr als 400 registrierte klinische Versuche auf dem Gebiet der
Immuntherapie stattgefunden haben, ist keine einzige erfolgreiche immuntherapeutische Behand-
jungsmethode bekannt geworden [J. R. Soc. Med. 84, 321 (1991)].

Die unter der Mr. WO 86/025555 publizierte internationale Patentanmeldung betrifft ein Arz-
neimittel zur Behandlung von Krebserkrankungen, das aus Aminoséurelésungen besteht. Das
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Mittel enthalt L-Cystein, L-Methionin, L-Histidin, L-Phenylalanin, L-Lysin, L-Tryptophan, L-Valin,
L-Leucin, L-Threonin, L-Apfelsaure und Ascorbinsaure. Durch die Verwendung von Apfelsaure und
Ascorbinsaure als Aktivatoren werden die Aminoséuren in saurer Form stabilisiert. Dadurch wird
der pH-Wert des Blutes in den sauren Bereich, unter 6,8 verschoben. Die Publikation enthait keine
Daten Uber eine Hemmung oder Rickentwicklung des Tumors.

In der publizierten japanischen Patentanmeldung Nr. 62-135 421 ist eine gegen Krebs wirken-
de Transfusionsldsung beschrieben, die aufer Isoleucin alle Aminosauren, ferner auch Vitamine
enthait. Die mogliche, aber nicht bewiesene Wirkung, eine Inhibition der Metastasen, mag auf die
Restriktion einer Aminosaure, namlich Isoleucin, zurickzufithren sein.

Ziel der Erfindung ist es, aus natirlichen Stoffen pharmazeutische Kompositionen herzustelien,
die die Nachteile der bekannten tumortherapeutischen Kompositionen und Verfahren: die Toxizo-
tat, die geringe Spezifitat und das schmale Wirkungsspektrum, nicht aufweisen.

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daR in den unterschiedlichen Organen ein passives
Schutzsystem gegen Tumorzellen (im folgenden: PADS = Passive Antitumor Defence System)
existiert, das fahig ist, die entstehenden und die bereits vorhandenen Tumorzellen zu vernichten.
Die das System PADS aufbauenden, im Kreislauf vorkommenden endogenen und exogenen Ver-
bindungen sind folgende: Aminosauren, Vitamine, Nucleinbasen, Kohlehydrate und Zellstoffwech-
selprodukte. Es wurde erkannt, dal bei der gleichzeitigen Anwendung von wenigstens drei der
aufgefuhrten Substanzen - die Bestandteile des Kreislaufsystems sind und deshalb zu jeder Zelle
und in jede Zelle gelangen konnen - diese ihre Wirkung gegenseitig synergistisch verstarken und
dadurch im Stande sind, die Tumorzellen zu vernichten.

Die Erfindung beruht weiterhin auf der Erkenntnis, da im Verhalten der normalen und der Tu-
morzellen gegentber den PADS-Substanzen wegen des Synergismus ein signifikanter Unter-
schied eintritt, wodurch die beiden Zellarten unterscheidbar werden. Wahrend das kiassische Im-
munsystem die Tumorzellen auf Grund ihrer ZuReren Abweichung von normalen Zellen erkennt
und selektiv vernichtet, ist der neuentdeckte passive Schutzmechanismus dazu auf Grund der in-
neren Unterschiede in der Lage.

Die Erfindung beruht ferner auf der Erkenntnis, dal eine Erhdhung der Konzentration der ge-
nannten Stoffe im Kreislauf, die Schaffung eines Uberangebotes dieser Stoffe, in den Tumorzellen
selektiv einen fatalen metabolischen StreR auslést, der die Zellen zerstort.

SchlieRlich beruht die Erfindung auf der Erkenntnis, dal abhangend von der Dosis und der Ap-
plikationsart in den unterschiedlichen Krebszellen eine praventive oder eine Antitumorwirkung er-
zielt werden kann. Fir die unterschiedlichen Tumortypen, die sich von den normalen Zellen nicht in
dem gleichen MaRe unterscheiden, kann unter Verwendung des Synergismus als Kriterium die
quantitative und qualitative Zusammensetzung der wirksamsten Mischung durch einige Vorver-
suche bestimmt werden.

Gegenstand der Erfindung ist demnach die Verwendung einer Komposition zur Herstellung ei-
nes Medikaments zum Vorbeugen und Heilen von Krebserkrankungen, weiche Komposition von
den im Kreistauf vorkommenden Verbindungen wenigstens drei enthélt: wenigstens eine Amino-
saure, wenigstens ein Vitamin und wenigstens eine von den folgenden Verbindungen: Adenin,
2-Desoxy-D-ribose, D-Mannose, D-Glucosamin, Oxalessigsaure, Adenosintriphosphat und/oder die
physiologisch vertraglichen Salze der aufgefuhrten Stoffe.

Die Komposition kann daneben die fur Arzneimittel Ublichen Tragerstoffe, Verdiinnungsmittel
und sonstige Hilfsstoffe enthalten.

Die erfindungsgemaR verwendete Komposition enthalt als Aminosaure L-Methionin, L-Trypto-
phan, L-Tyrosin, L-Phenylalanin, L-Arginin, L-Histidin, N-Benzoyiglycin und/oder deren Salze, als
Vitamin d-Biotin, Pyridoxin, Riboflavin, Riboflavin-5'-phosphat, L-Ascorbinséure, Liponsaure, Orot-
saure und/oder deren physiologisch vertragliche Salze.

Eine bevorzugte Ausfiihrung der erfindungsgeman verwendeten Komposition enthalt L-Trypto-
phan, L-Ascorbinsaure und wenigstens eine Verbinung aus der Gruppe Adenin, D-Desoxy-D-ribo-
se, D-Glucosamin und/oder deren physiologisch vertragliche Salze.

Eine andere bevorzugte Ausfithrung der erfindungsgeman verwendeten Komposition enthalt L-
Arginin, Riboflavin-5'-phosphat und wenigstens eine Verbindung aus der Gruppe D-Mannose, A-
denocsintriphosphat und/oder deren physiologisch vertréagliche Salze.

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemanl verwendeten Komposition
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enthalt in einer Menge von 0,002-70 Masse% wenigstens eine Verbindung aus der Gruppe L-
Methionin, L-Tryptophan, L-Tyrosin, L-Phenylalanin, L-Arginin, L-Histidin, N-Benzoylglycin und/
oder deren Salze als Aminosaure, in einer Menge von 0,0004-80 Masse% wenigstens eine Verbin-
dung aus der Gruppe d-Biotin, Pyridoxin, Riboflavin, Riboflavin-5'-phosphat, L-Ascorbinsaure, Li-
ponsaure, Orotsaure und/oder deren Salze als Vitamin und in einer Menge von 0,003-80 Masse%
wenigstens eine Verbindung aus der Gruppe Adenin, 2-Desoxy-D-ribose, D-Mannose, D-Glucos-
amin, Oxalessigsaure, Adenosintriphosphat und/oder deren physiologisch vertraglichen Salze.

Eine weitere bevorzugte Ausfithrungsform der erfindungsgemaf verwendeten Komposition ent-
halt 0,9-25 Masse% L-Methionin, 0,8-19 Masse% L-Tryptophan, 1,1-48 Masse% L-Arginin,
9-46 Masse% d-Biotin, 1,2-16 Masse% Pyridoxin, 0,03-42 Masse% Riboflavin-5-phosphat,
0,05-18 Masse% D-Glucosamin, 0,5-60 Masse% 2-Desoxy-D-ribose, sowie 0,6-40 Masse%
D-Mannose und/oder die physiologisch vertraglichen Salze dieser Verbindungen.

Eine sehr wirksame erfindungsgemaR verwendete Komposition enthalt 0,005-34 Masse%
L-Methionin, 0,002-25 Masse% L-Tryptophan, 0,02-23 Masse% L-Tyrosin, 0,04-30 Masse%
L-Phenylalanin, 0,04-50 Masse% L-Arginin, 0,03-34 Masse% L-Histidin, 0,05-22 Masse%
N-Benzoylglycin, 0,01-60 Masse% d-Biotin, 0,01-20 Masse% Pyridoxin, 0,0004-45 Masse%
Riboflavin, 0,0005-45 Masse% Riboflavin-5-phosphat, 0,003-70 Masse% L-Ascorbinsaure,
0,004-15 Masse% Liponsaure, 0,01-17 Masse% Orotsaure, 0,001-10 Masse% Adenin,
0,01-63 Masse% 2-Desoxy-D-ribose, 0,08-42 Masse% D-Mannose, 0,05-20 Masse% D-Glucos-
amin, 0,02-60 Masse% Oxalessigsaure sowie 0,001-10 Masse% Adenosintriphosphat und/oder die
physiologisch vertraglichen Salze dieser Verbindungen.

Zur Herstellung der erfindungsgemaR verwendeten Komposition werden die aktiven Kompo-
nenten, und zwar wenigstens eine Aminosaure, wenigstens ein Vitamin und wenigstens eine Ver-
bindung aus der Gruppe Adenin, 2-Desoxy-D-ribose, D-Mannose, D-Glucosamin, Oxalessigsaure,
Adenosintriphosphat und deren physiologisch vertragliche Salze zu einer Komposition vermischt.
Der Komposition kénnen auch die in der Pharmazie ublichen Tragerstoffe, Verdunnungsmittel und/
oder sonstige Zusatzstoffe in der zur Erganzung auf 100 % erforderlichen Menge zugemischt wer-
den.

Zur Herstellung einer bevorzugt verwendeten Komposition werden L-Tryptophan, L-Ascorbin-
saure sowie wenigstens eine Verbindung aus der Gruppe Adenin, 2-Desoxy-D-ribose, D-Glucos-
amin und/oder deren physiologisch vertraglichen Salze miteinander vermischt. Zur Herstellung
einer anderen bevorzugt verwendeten Komposition werden L-Arginin, Riboflavin-5'-phosphat sowie
wenigstens eine Verbindung aus der Gruppe D-Mannose, Adenosintriphosphat undfoder deren
physiologisch vertraglichen Salze miteinander vermischt.

Zur Herstellung einer anderen bevorzugt verwendeten Komposition werden L-Arginin, Ribofla-
vin-5'-phosphat sowie wenigstens eine Verbindung aus der Gruppe D-Mannose, Adenosintri-
phosphat und/oder deren physiologisch vertraglichen Salze miteinander vermischt.

Zur Herstellung einer bevorzugt verwendeten Komposition werden 0,002-70 Masse% Verbin-
dung(en) aus der Gruppe L-Methionin, L-Tryptophan, L-Tyrosin, L-Phenylalanin, L-Arginin, L-Histi-
din, N-Benzoylglycin und/oder deren Salze als Aminosaure, 0,0004-80 Masse% Verbindung(en)
aus der Gruppe d-Biotin, Pyridoxin, Riboflavin, Riboflavin-5'-phosphat, L-Ascorbinséure, Liponséu-
re, Orotsaure und/oder deren Salze als Vitamin und 0,003-80 Masse% Verbindung(en) aus der
Gruppe Adenin, 2-Desoxy-D-ribose, D-Mannose, D-Glucosamin, Oxalessigséure, Adenosintriphos-
phat und/oder deren physiologisch vertraglichen Salze miteinander vermischt in eine pharmazeuti-
sche Komposition ubergefuhrt.

Zur Herstellung einer weiteren bevorzugt verwendeten Komposition werden 0,9-25 Masse%
L-Methionin, 0,8-19 Masse% L-Tryptophan, 1,1-48 Masse% L-Arginin, 0,9-46 Masse% d-Biotin,
1,2-16 Masse% Pyridoxin, 0,03-42 Masse% Riboflavin-5'-phosphat, 0,05-18 Masse% D-Glucos-
amin, 0,5-60 Masse% 2-Desoxy-D-ribose, sowie 0,6-40 Masse% D-Mannose und/oder die physio-
logisch vertraglichen Salze dieser Verbindungen miteinander vermischt in eine pharmazeutische
Komposition tbergefihrt.

Zur Herstellung einer besonders bevorzugt verwendeten Komposition werden 0,005-34 Mas-
se% L-Methionin, 0,002-25 Masse% L-Tryptophan, 0,02-23 Masse% L-Tyrosin, 0,04-30 Masse%
L-Phenylalanin, 0,04-50 Masse% L-Arginin, 0,03-3¢ Masse% L-Histidin, 0,05-22 Masse% N-
Benzoylglycin, 0,01-60 Masse% d-Biotin, 0,01-20 Masse% Pyridoxin, 0,0004-45 Masse% Ribo-
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flavin, 0,0005-45 Masse% Riboflavin-5'-phosphat, 0,003-70 Masse% L-Ascorbinséure, 0,004-15
Masse% Liponsaure, 0,01-17 Masse% Orotsaure, 0,001-10 Masse% Adenin, 0,01-63 Masse% 2-
Desoxy-D-ribose, 0,08-42 Masse% D-Mannose, 0,05-20 Masse% D-Glucosamin, 0,02-60 Masse%
Oxalessigsaure sowie 0,001-10 Masse% Adenosintriphosphat und/oder die physiologisch vertragli-
chen Salze dieser Verbindungen miteinander vermischt.

Fur die therapeutische Anwendung wird die erfindungsgemaf verwendete Komposition zweck-
méRig zu pharmazeutischen Praparaten formuliert. Zu diesem Zweck wird die Komposition mit den
in der Arzneimittelherstellung allgemein verwendeten nicht-toxischen, inerten, festen oder flussi-
gen, enteral oder parenteral applizierbaren Trager-, Verdiinnungs- und/oder sonstigen Hilfsstoffen
vermischt und zu den {iblichen Arzneimittelpraparaten formuliert. Den Anforderungen entspre-
chende Trager-, Verdiinnungs- beziehungsweise Bindemittel sind zum Beispiel Wasser, Gelatine,
Lactose, Saccharose, Stirke, Pektin, Stearinséure, Magnesiumstearat, Talkum, unterschiedliche
pflanziiche Ole, ferner Glycole, zum Beispiel Propylenglycol oder Polyethylenglycol. Von den
pharmazeutischen Hilfs- und Zusatzstoffen soilen die Konservierungsmittel, zum Beispiel Methyi-
(4-hydroxy-benzoat), die unterschiedlichen nattrlichen und synthetischen Emulgier-, Dispergier-
und Netzmittel, Farbstoffe, Aromastoffe, Puffer, Sprengmittel, Lésungsvermittler und Wirkungsver-
starker genannt sein.

Die unter Verwendung der genannten Zusatzstoffe hergesteilten Gblichen Préparate kénnen
oral applizierbare Arzneimittel, wie Tabletten, Kapseln, Pulver, Dragees, Pillen oder Granulate be-
ziehungsweise fliissige Arzneimittelformen, wie Sirup, Lésungen, Emulsionen oder Suspensionen,
ferner rektale Mittel, zum Beispiel Suppositorien - sowie parenterale Praparate, zum Beispiel Injek-
tions- und Infusionslésungen sein.

Die vorteilhafte tagliche Dosis der erfindungsgemaf verwendeten Kompositionen hangt von
zahlreichen Faktoren ab, zum Beispiel von der Art der zu behandeinden Krankheit, dem Zustand
des Patienten und auch von der Art der Behandlung: Erwachsene erhalten zweckméRig téglich
30-3000 mg/kg Koérpergewicht. Dementsprechend ist es vorteilhaft, taglich 1-4mal Tabletten, Kap-
seln oder Dragees mit einem Gehalt an der aktiven Komposition von 0,2-3 g oder 0,5-3 Liter einer
Infusionsldsung von 10-200 g/l Konzentration der aktiven Komposition zu verabreichen.

Die Erfindung wird im folgenden an Hand von Tabellen, Zeichnungen und Ausfithrungsbeispie-
len naher erlautert, wobei die Beispiele 13, 50, 80, 113 und 115 bis 119 Ausfuhrungsformen der
erfindungsgemal verwendeten Komposition betreffen. Die restlichen Beispiele dienen als
Vergleichsbeispiele. Die in den Versuchen verwendeten Zellen stammen aus der "American Type
Culture Collection" (Rockville, MD, USA).

Tabelle 1 zeigt die tumorzellentétende Wirkung der vier und finf Wirkstoffe enthaltenden
Kompositionen gemaf den Beispielen 1-20 und das synergistische Zusammenwirken der Kompo-
nenten an Myelomzellen Sp2/0-Ag14 (ATCC CRL 1581).

Tabelle 2 zeigt, ebenfalls an Sp2/0-Ag14-Zellen an Hand der Beispiele 21-37, wie die Wirkung
einer Komposition aus 5 Wirkstoffen durch weitere Wirkstoffe erhoht wird.

Fig.1 zeigt die Wirkung der funf Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen gem&B den
Beispielen 1-20 und die synergistische Wechselwirkung zwischen den Bestandteilen.

Fig. 2 stellt die Wirkung der funf Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen gemafl den Beispie-
len 102-106 und die Wirkung der 21 Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen gemaR den Beispielen
107-111 in vitro gegen Mausmyelomzellen Sp2/0-Ag14 bezogen auf ein entsprechendes Kontroll-
gemisch dar.

Fig. 3 zeigt die Wirkung der 21 Wirkstoffe enthaltenden Komposition gemafR Beispiel 107 ge-
gen Mausmyelomzellen Sp2/0-Ag14 als Funktion der Zeit und verglichen mit der entsprechenden
Kontrolie sowie mit unbehandelten Zellen.

Fig. 4 zeigt die Wirkung der 21 Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen gemaR den Beispielen
107-111 gegen die menschlichen Erythroleuk&miezellen K-562 (ATCC CCL 243) in vitro, vergli-
chen mit der entsprechenden Kontrolie.

Fig. 5 zeigt die Wirkung der 21 Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen gemaf} den Beispielen
107-111 gegen die menschlichen Gebarmutterhalskrebszellen Hela (epitheloides Carcinom, Cer-
vix) (ATCC CCL 2) in vitro, verglichen mit entsprechenden Kontroligemischen.

Fig. 6 zeigt die Wirkung der 21 Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen geméaf den Beispielen
107-111 gegen die menschlichen Kehlkopfkrebszellen HEp-2 (epidermoides Carcinom, Larynix)
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(ATCC CCL 23) in vitro, verglichen mit entsprechenden Kontroligemischen.

Fig.7 zeigt die Wirkung der 21 Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen gemaR den Beispielen
107-111 gegen normale Verozellen (Nierenzellen der grinen afrikanischen Meerkatze) (ATCC
CCL 81) in vitro, verglichen mit der entsprechenden Kontrolle.

Fig. 8 zeigt die Wirkung der 21 Wirkstoffe enthaltenden Komposition gemaf Beispiel 112 ge-
gen den aus i.p. in Méause BALB/c geimpften Mausmyelomzellen Sp2/0-Ag14 gewachsenen Tumor
in vivo.

Fig. 9 zeigt die Wirkung der 21 Wirkstoffe enthaltenden Komposition gemaf Beispiel 112 ge-
gen den aus s. c. in Mause BALB/c (nu/nu) geimpften menschlichen Geb&rmutterkrebszellen Hela
unter der Haut gewachsenen soliden Tumor in vivo.

Fur die Experimente wurden folgende Medien verwendet. im Falle der Zellen Sp2/0-Ag14 und
K-562 Medium RPMI 1640 (Sigma Chemie GmbH, D-8024 Deisenhofen, BRD, Produktnr.:
R 6504), im Falle der Zellen Hep-2, Hela und Vero Medium MEM (Sigma Chemie GmbH, Pro-
duktnr.: M 4655).

Beispiele 1-37

In ein Ruhrgefa werden die in den Tabellen 1 und 2 angegebenen Wirkstoffe in den ebenfalls
angegebenen Mengen eingewogen. Dann wird das Pulvergemisch mit der zum Neutralisieren der
Stoffe sauren Charakters erforderlichen, ebenfalls in den Tabellen 1 und 2 angegebenen Menge an
Natriumhydrogencarbonat versetzt. Danach wird unter standigem Ruhren das entsprechende Me-
dium zugesetzt, bis Masse der Komposition 100 % ausmacht. Die Wirkung der auf diese Weise
hergestellten Losungen ist aus den Tabellen 1 und 2 sowie aus Fig. 1 ersichtlich.

Beispiele 38-67

Man arbeitet auf die fur die Beispiele 1-37 angegebene Weise mit dem Unterschied, dafl zum
Neutralisieren der Stoffe sauren Charakters nicht Natriumhydrogencarbonat, sondern die entspre-
chende Menge Kaliumhydrogencarbonat verwendet wird. Die Wirkung der auf diese Weise erhal-
tenen Losungen unterscheidet sich in keinem einzigen Fall signifikant von den in den Tabellen 1
und 2 beziehungsweise in Fig. 1 angegebenen Ergebnissen.

Beispiele 68-97

Man arbeitet auf die fur die Beispiele 1-37 angegebene Weise mit dem Unterschied, dal} zum
Neutralisieren der Stoffe sauren Charakters nicht Natriumhydrogencarbonat, sondern die entspre-
chende Menge Calciumcarbonat verwendet wird. Die Wirkung der auf diese Weise erhaltenen Lo-
sungen unterscheidet sich in keinem einzigen Fall signifikant von den in den Tabellen 1 und 2 be-
ziehungsweise in Fig.1 angegebenen Ergebnissen.

Beispiele 98-101

Man arbeitet gemé&R den Beispielen 23, 24, 27 bzw. 28, verwendet jedoch statt des in Beispiel
23 eingesetzten L-Arginins 0,053 Masse% L-Arginin-hydrochlorid, statt des in Beispiel 24 einge-
setzten L-Histidins 0,052 Masse% L-Histidin-hydrochlorid, statt des in Beispiel 27 eingesetzten
L-Methionins 0,009 Masse% L-Methionin-hydrochlorid und statt des in Beispiel 28 eingesetzten
L-Tyrosins 0,025 Masse% L-Tyrosin-hydrochlorid sowie dementsprechend in jedem Beispiel
0,054 Masse% Natriumhydrogencarbonat. Die Wirkung der auf diese Weise erhaltenen Losungen
unterscheidet sich in keinem einzigen Fall signifikant von den fur die Beispiele 23, 24, 27 und 28 in
der Tabelle 2 angegebenen Ergebnissen.

Beispiel 102

In ein RohrgefaR werden 0,01 Masse% L-Tryptophan, 0,034 Masse% 2-Desoxy-D-ribose,
0,003 Masse% Adenin, 0,065 Masse% Apfelsaure, 0,007 Masse% L-Ascorbinsaure und
0,091 Masse% Natriumhydrogencarbonat eingewogen. Danach wird unter standigem Rihren das
entsprechende Medium zugesetzt, bis die Komposition 100 Masse% ausmacht. Diese Komposition
ist in der die Wirkung darstellenden Fig. 2 als 100%-Komposition bezeichnet.

Beispiel 103

Man arbeitet auf die im Beispiel 102 beschriebene Weise mit dem Unterschied, da® man von
jeder der Komponenten nur 80 % der angegebenen Menge einwiegt. Dann wird mit dem entspre-
chenden Medium auf 100 Masse% aufgeftllt. Diese Komposition ist in der die Wirkung darstellen-
den Fig. 2 als 80%-Komposition bezeichnet.

Beispiel 104

Man arbeitet auf die im Beispiel 102 beschriebene Weise mit dem Unterschied, daf® man von
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jeder der Komponenten nur 60 % der angegebenen Menge einwiegt. Dann wird mit dem entspre-
chenden Medium auf 100 Masse% aufgefillt. Diese Komposition ist in der die Wirkung darstellen-
den Fig. 2 als 60%-Komposition bezeichnet.

Beispiel 105

Man arbeitet auf die im Beispiel 102 beschriebene Weise mit dem Unterschied, dal man von
jeder der Komponenten nur 40 % der angegebenen Menge einwiegt. Dann wird mit dem entspre-
chenden Medium auf 100 Masse% aufgeflllt. Diese Komposition ist in der die Wirkung darstellen-
den Fig. 2 als 40%-Komposition bezeichnet.

Beispiel 106

Man arbeitet auf die im Beispiel 102 beschriebene Weise mit dem Unterschied, dal man von
jeder der Komponenten nur 20 % der angegebenen Menge einwiegt. Dann wird mit dem entspre-
chenden Medium auf 100 Masse% aufgefilillt. Diese Komposition ist in der die Wirkung darstellen-
den Fig. 2 als 20%-Komposition bezeichnet.

Beispiel 107

in ein RihrgefaR werden 0,011 Masse% L-Methionin, 0,01 Masse% L-Tryptophan, 0,036 Mas-
se% L-Tyrosin, 0,041 Masse% L-Phenylalanin, 0,044 Masse% L-Arginin, 0,039 Masse% L-Histidin,
0,088 Masse% N-Benzoylglycin, 0,007 Masse% L-Ascorbinsdure, 0,012 Masse% d-Biotin,
0,010 Masse% Pyridoxin, 0,0004 Masse% Riboflavin, 0,0006 Masse% Riboflavin-5'-phosphat,
0,0006 Masse% Liponsaure, 0,017 Masse% Orotséure, 0,003 Masse% Adenin, 0,034 Masse%
2-Desoxy-D-ribose, 0,090 Masse% D-Mannose, 0,053 Masse% D-Glucosamin, 0,065 Masse%
Apfeisdure, 0,40 Masse% Oxalessigssure, 0,0015 Masse% Adenosintriphosphat und 0,087
Masse% Natriumhydrogencarbonat eingewogen. Dann wird mit dem entsprechenden Medium auf
100 Masse% aufgefullt. Diese Komposition ist in den die Wirkung darstellenden Fig. 2, 3, 4, 5, 6
und 7 als 100%-Komposition bezeichnet.

Beispiel 108

Man arbeitet auf die in Beispiel 107 angegebene Weise mit dem Unterschied, dal man von je-
der der Komponenten nur 80 % der angegebenen Menge einwiegt. Dann wird mit dem entspre-
chenden Medium auf 100 Masse% aufgefiillt. Diese Komposition ist in den die Wirkung darstellen-
den Fig. 2, 3, 4, 5, 6 und 7 als 80%-Komposition bezeichnet.

Beispiel 109 »

Man arbeitet auf die in Beispiel 107 angegebene Weise mit dem Unterschied, dall man von je-
der der Komponenten nur 60 % der angegebenen Menge einwiegt. Dann wird mit dem entspre-
chenden Medium auf 100 Masse% aufgefiilit. Diese Komposition ist in den die Wirkung darstelien-
den Fig. 2, 3, 4, 5, 6 und 7 als 60%-Komposition bezeichnet.

Beispiel 110

Man arbeitet auf die in Beispiel 107 angegebene Weise mit dem Unterschied, da® man von je-
der der Komponenten nur 40 % der angegebenen Menge einwiegt. Dann wird mit dem entspre-
chenden Medium auf 100 Masse% aufgefiillt. Diese Komposition ist in den die Wirkung darstellen-
den Fig. 2, 3, 4, 5, 6 und 7 als 40%-Komposition bezeichnet.

Beispiel 111

Man arbeitet auf die in Beispiel 107 angegebene Weise mit dem Unterschied, da® man von je-
der der Komponenten nur 20 % der angegebenen Menge einwiegt. Dann wird mit dem entspre-
chenden Medium auf 100 Masse% aufgefiillt. Diese Komposition ist in den die Wirkung darstellen-
den Fig. 2, 3, 4, 5, 6 und 7 als 20%-Komposition bezeichnet.

Beispiel 112

In ein Rihrgef4aR werden 1,47 Masse% L-Methionin, 1,01 Masse% L-Tryptophan, 0,036 Mas-
se% L-Tyrosin, 1,63 Masse% L-Phenylalanin, 1,71 Masse% L-Arginin, 1,53 Masse% L-Histidin,
0,18 Masse% N-Benzoyiglycin, 1,94 Masse% L-Ascorbinsaure, 1,21 Masse% d-Biotin, 2,02 Mas-
se% Pyridoxin, 0,038 Masse% Riboflavin, 0,05 Masse% Riboflavin-5'-phosphat, 0,02 Masse%
Lipons&ure, 0,09 Masse% Orots#ure, 0,068 Masse% Adenin, 1,32 Masse% 2-Desoxy-D-ribose,
1,8 Masse% D-Mannose, 1,1 Masse% D-Glucosamin, 1,32 Masse% Apfelsaure, 0,040 Masse%
Oxalessigsaure, 0,11 Masse% Adenosintriphosphat, 1,34 Masse% Natriumhydrogencarbonat und
0,04 Masse% Kaliumhydrogencarbonat eingewogen. Dann werden unter standigem Rihren
83,168 Masse% eines Puffers zugesetzt, der 0,02 Masse% KH,PO, und 0,3 Masse% NaHPO,
enthalt. Die Wirkung der auf diese Weise hergesteliten und zur Behandlung von Tieren verwen-
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deten Losungen ist aus den Fig. 8 und 9 ersichtlich.

Beispiel 113

in einen Ruhrer werden 20 Masse% L-Tryptophan, 62 Masse% L-Ascorbinsaure und
18 Masse% D-Glucosamin eingewogen. Die gut vermischte Pulverkomposition wird unmittelbar fiir
praventive Versuche verwendet.

Beispiel 114

Man arbeitet auf die im Beispiel 113 beschriebene Weise mit dem Unterschied, dafk man
32 Masse% L-Arginin, 28 Masse% Riboflavin-5'-phosphat und 40 Masse% Apfelsaure verwendet.

Beispiel 115

Man arbeitet auf die im Beispiel 113 beschriebene Weise mit dem Unterschied, da® man
23 Masse% L-Tryptophan, 0,2 Masse% Pyridoxin, 17,8 Masse% N-Benzoylglycin und 59 Masse%
Oxalessigsaure verwendet.

Beispiel 116

Man arbeitet auf die im Beispiel 113 beschriebene Weise mit dem Unterschied, da® man
19 Masse% L-Tyrosin, 81 Masse% L-ascorbins&ure, 0,2 Masse% Adenin und 19,8 Masse%
L-Histidin verwendet.

Beispiel 117

Man arbeitet auf die im Beispiel 113 beschriebene Weise mit dem Unterschied, dal man
31 Masse% L-Methionin, 53 Masse% d-Biotin, 0,2 Masse% Adenin und 15,8 Masse% Orotsaure
verwendet.

Beispiel 118

Man arbeitet auf die im Beispiel 113 beschriebene Weise mit dem Unterschied, da® man
27 Masse% L-Phenylalanin, 33 Masse% Riboflavin, 0,2 Masse% Adenosintriphosphat und
39,8 Masse% D-Mannose verwendet.

Beispiel 119

Man arbeitet auf die im Beispiel 113 beschricbene Weise mit dem Unterschied, dal® man
32 Masse% L-Histidin, 9 Masse% Liponsaure und 59 Masse% 2-Desoxy-D-ribose verwendet.

Beispiel 120

Man arbeitet auf die im Beispiel 113 beschriebene Weise mit dem Unterschied, dafs man
12 Masse% L-Arginin, 11 Masse% Pyridoxin und 77 Masse% Apfelséure verwendet.

Beispiel 121

in ein RuhrgefaR werden 10 Masse% L-Methionin, 3 Masse% L-Tryptophan, 0,2 Masse%
L-Tyrosin, 10,9 Masse% L-Phenylalanin, 22 7 Masse% L-Arginin, 10 Masse% L-Histidin, 1,1 Mas-
se% N-Benzoylglycin, 11,9 Masse% L-Ascorbinsaure, 0,1 Masse% d-Biotin, 0,2 Masse% Pyrido-
xin, 0,05 Masse% Riboflavin, 0,35 Masse% Riboflavin-5'-phosphat, 0,1 Masse% Liponsaure,
0,6 Masse% Orotsaure, 0,3 Masse% Adenin, 0,9 Masse% 2-Desoxy-D-ribose, 11,5 Masse%
D-Mannose, 7 Masse% D-Glucosamin, 8 Masse% Apfelsaure, 0,4 Masse% Oxalessigsaure und
0,7 Masse% Adenosintriphosphat eingewogen. Die gut vermischte Pulverkomposition wird unmit-
telbar fur praventive Versuche verwendet.

Die abtdtende Wirkung der gemaR den Beispielen 1-37 hergestellten Kompositionen auf Tu-
morzellen sowie die synergistische Wechselwirkung der Wirkstoffe (verglichen mit den Einzelwir-
kungen der einzelnen Wirkstoffe) wurde an Mausmyelomzellen Sp2/0-Ag14 untersucht.

Im Zuge der Experimente wurden in der Fachliteratur akzeptierte, neueste Methoden ange-
wendet. Im Fall der Zellinien Sp2/0-Ag14 und K562 wurden die logarithmisch wachsenden Zellen
aus dem Medium isoliert und auf einer 96-Loch-Platte erneut suspendiert, wobei in jedes Loch
250 i des die zu untersuchende Substanz in der angegebenen Menge enthaltenden entsprechen-
den Mediums gelangte und die Endkonzentration im Fall der Zellen Sp2/0-Ag14 4x10%, im Fall der
Zellen K562 2x10* betrug. Die HelLa-, HEp-2- und Vero-Zellen wurden mit 0,2 %iger Trypsinlésung
aus den einen zu 75 % zusammenhangenden Zellrasen aufweisenden Zuchtgefaen geerntet und
in einer Konzentration von 10° Zellen/ml in dem entsprechenden Medium erneut suspendiert. Je
100 pm der Suspension wurden in die Locher der 96-Loch-Platte gegeben, und die Platten wurden
24 Stunden lang inkubiert. Dann wurde das Nahrmedium weggegossen und durch 250 pl frisches
Nahrmedium, das die untersuchten Verbindungen in der angegebenen Konzentration enthielt,
ersetzt. Alle Zellen wurden fur 48 Stunden der Vermehrung tberlassen. Zur Bestimmung der Gber-
lebenden Zellen wurden die Zelien Sp2/0-Ag14 und K562 unter dem Mikroskop mittels der
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Trypanblau-AusschluBmethode ausgezahlt. Die tberlebenden Hela-, HEp-2- und Vero-Zellen
wurden durch Messung ihrer endogenen Alkaliphosphatase-Aktivitat erfaldt. Die Ergebnisse wur-
den mit der t-Probe nach Student ausgewertet. Die in den Tabellen auf den Durchschnittswert fol-
genden Zahlen beziehungsweise in den Figuren die Zeichen bedeuten die Standardabweichung
des Mittelwertes.

Tabelle 1: Wirkung der erfindungsgeméfien Kompositionen und ihrer Bestandteile auf
Sp/20-Ag14-Zellen

B[ K GEHALT AN KOMPONENTEN WIRKUNG

E|(O IN MASSE%

1| N ANZAHL IN %

s| T | L-TRYP-|2-DEOXY-| ADE- | APFEL-| ASCOR-| Na- | DERZEL- | DER UN-

P| R |TOPHAN| RIBOSE | NIN |SAURE| BIN- |BICAR- LEN BEHAN-

iI|o SAURE | BONAT DELTEN

E|LL (x 10% ZELLEN

L| E

1 - 0.034 | 0.003| 0.065 | 0.007 | 0.081 [158 12 | 269 £ 2.0
1 - - - - - - 59.1 + 3.2 | 100.0

2 0.002 0.034 |0.003| 0.065 | 0.007 | 0.091 | 10.7 29 | 18.1 + 48
2| 0.002 - - - - - | 617 £3.0 |1044 + 5.0

3 0.006 0.034 |0.003| 0065 | 0.007 | 0.091 | 6.0+ 14| 10124
3| 0.006 - - - - - 1626 +20 |106.0 + 3.4

4 0.010 0.034 |0003| 0065 | 0007 | 0.081 | 4503 | 77 +06
4| 0.010 - - - - - 63.0 + 3.4 | 1066 + 5.8

5 0.010 - 0.003] 0.065 | 0.007 | 0091 | 148 04 | 251 £ 0.7
5 - - - - - - 59.1 + 3.2 | 100.0

6 0.010 0.013 | 0.003| 0.065 | 0.007 | 0.091 | 122 + 0.3 | 206 = 0.6
6 - 0.013 - - - - 59.3 + 2.3 | 100.4 + 4.1

7 0.010 0.025 |0003| 0.065 | 0.007 | 0091 | 87 +0.8 | 148 + 1.3
7 - 0.025 - . - - 59.8 + 1.2 [ 101.1 £ 2.2

8 0.010 0.034 |[0003| 0065 | 0.007 | 0091 | 4503 | 77 +06
8 - 0.034 - - - - 59.0 + 3.2 | 998 +5.9

9 0.010 0.034 - 0.065 | 0.007 | 0.091 | 126 + 1.3 | 214 £23
9 - - - - - - 59.1 + 3.2 | 100.0

10 0.010 0.034 |0.001| 0065 [ 0.007 | 0.091 | 10.1 +1.8 | 17.1 £ 32
10 - - 0.001 - - - | 605+14 1024 +25

11 0.010 0.034 |0.002| 0.065 | 0.007 | 0091 | 79 +17 | 134 £29
11 - - 0.002 - - - 58.2 + 1.8 | 985 + 3.2

12 0.010 0.034 |0003| 0085 | 0.007 | 0.091 | 45+03 | 77+06
12 - - 0.003 - - - 586 + 1.5 | 99.1 + 28

13 0.010 0.034 | 0.003 - 0.007 | 0.007 | 166 + 1.2 | 281 + 2.1
13 - - - - - - 59.1 + 3.2 | 100.0

14 0.010 0.034 | 0.003| 0.013 | 0.007 | 0.024 | 131 £22 | 222 + 4.0
14 - - - 0.013 - - 58.7 + 2.1 | 99.3 +37

15 0.010 0.034 {0.003| 0039 | 0007 { 0.057 | 99 +11 | 167 £2.0
15 - - - 0.039 - - | 604 +17 1022 £3.0

16 0.010 0.034 |0.003| 0065 | 0.007 | 0091 | 45+03| 77 +06
16 - - - 0.065 - - 58.8 + 2.5 | 99.5 +45

17 0.010 0.034 | 0.003| 0.065 - 0.084 [ 132 +08 | 223 £ 1.3
17 - - - - - - 59.1 + 3.2 | 100.0
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B] K GEHALT AN KOMPONENTEN WIRKUNG

ElO IN MASSE%

1| N ANZAHL IN %

s!| T | L-TRYP-|2-DEOXY-| ADE- | APFEL-| ASCOR-| Na- | DERZEL- | DERUN-

P! R [TOPHAN| RIBOSE | NIN |SAURE| BIN- |BICAR- LEN BEHAN-

1| o SAURE { BONAT DELTEN

E|LL (x 10%) ZELLEN

L| E

18 0.010 0.034 |0003| 0065 | 0.003 | 0.087 | 11.9 +21 | 20.2 + 3.7
18 - - - - 0.003 - 582 +14 | 985125

19 0.010 0034 |0003| 0065 | 0005 | 0.089 | 68 +20 | 116 +3.5
19 - - - - 0.005 - 567 +2.1 | 96.0 +3.7

20 0.010 0034 |0003! 0065 | 0.007 | 0.081 | 45+03 | 7706
20 - - - - 0.007 - 56.3 + 26 | 952 +4.8

Die erste Spalte der Tabelle 1 enthalt die Nummer des Beispiels, die zweite die Anzahl der
Kontrollversuche. In den folgenden sechs Spaiten sind die im Zuge der Versuche eingesetzten
Mengen der einzelnen Komponenten in Masse% angegeben. Die Kontrollgemische enthielten
dieselbe Menge an chemisch &hnlichen, aber pharmakologisch unwirksamen Substanzen (als
Aminosaure 0,026 Masse% L-Serin, 0,033 Masse% L-Asparaginsaure, 0,029 L-Valin, 0,018 Mas-
se% L-Alanin, 0,006 Masse% Glycin, 0,059 Masse% Trimethylglycin und 0,006 Masse% L-Prolin;
als Vitamin 0,017 Masse% Thiaminhydrochlorid, 0,006 Masse% Niacin, 0,019 Masse% Folsaure-
Na, 0,001 Masse% D-Pantothensaure-semicalciumsalz; 0,012 Masse% Uracil und 0,0008 Masse%
Octanonsaure; ferner 0,003 Masse% Hypoxanthin, 0,038 Masse% D(-)Ribose, 0,090 Masse%
Glucose, 0,055 Masse% N-Acetylglucosamin, 0,081 Masse% Succinsdure-dinatriumsalz, 0,080
Masse% Fumarsaure-dinatriumsalz und 0,0015 Masse% Guanosintriphosphat-trinatriumsalz). Die
beiden letzten Spalten der Tabelle zeigen einmal die Wirkung der in den Beispielen angegebenen,
vier beziehungsweise fiinf Wirkstoffe enthaltenden Préparate, zum anderen die Wirkung der einzel-
nen Komponenten fiir sich allein (Kontrolle), wobei als Wirkung die Zellenanzahl nach 48 Stunden
inkubation bzw. die Zellenanzahl in Prozent der unbehandelten Zellen (Kontrolle = 100 %) ange-
geben ist. Fiir L-Tryptophan zeigen zum Beispiel die Kontrollversuche 2, 3 und 4, welche Wirkung
L-Tryptophan allein in einer Konzentration von 0,002, 0,006 beziehungsweise 0,01 Masse% auf die
Anzahl der Zellen hat, wihrend die Beispiele 2, 3 und 4 zeigen, welche Wirkung die gleichen Men-
gen L-Tryptophan im Verein mit den anderen, in den Beispielen mengenmaRig angegebenen Wirk-
stoffen ausubt.

Aus den Daten der letzten beiden Spalten der Tabelle 1 ist ersichtlich, dal die einzein ange-
wendeten Substanzen auf die Tumorzellen keine abtétende Wirkung austiben, dafl L-Tryptophan
in den jeweiligen Konzentrationen die Vermehrung der Zellen sogar noch in geringem MaRe for-
dert. Aus den Daten der gieichen Spalten ist auch ersichtlich, da jede der Substanzen in steigen-
der Menge die Wirkung der aus den iibrigen vier Komponenten bestehenden Mischung in steigen-
dem MaRe synergistisch verstarkt. Zum Beispiel wurde durch 0,01 Masse% L-Tryptophan die
73,1 %ige Wirkung der iibrigen vier Wirkstoffe auf 92,3 % erhoht. Die gleiche Menge (0,01 Mas-
se%) L-Tryptophan fir sich allein, chne die Ubrigen Komponenten, verursacht sogar eine geringe
Erhshung der Zellvermehrung. Das weist eindeutig auf eine synergistische Wirkung hin.

Der Unterschied in der Wirkung der vier aktive Komponenten enthaltenden Kompositionen
(Beispiele 1, 5, 9, 13 und 17) und der die fiinfte aktive Komponente in den hier angewendeten
héchsten Mengen (zum Beispiel 0,01 Masse% L-Tryptophan) enthaltenden Kompositionen (Bei-
spiele 4, 8, 12, 16 und 20) ist in jedem Fall signifikant (p <0,01), d.h. alle der Substanzen verstar-
ken den Effekt der Ubrigen vier in signifikanter Weise.

Die synergistische Wirkung der funf Wirkstoffe enthaitenden Kompositionen gemal den Bei-
spielen 1-20 ist in Fig. 1 dargestellt, wobei sich im Abschnitt ,Apfelsaure” die auBerste linke Saule
mit 0,000% Apfelsaure auf eine erfindungsgemal verwendete Komposition bezieht. Die restlichen
Saulen betreffen Vergieichsbeispiele. Die Ordinate zeigt die Menge der Sp2/0-Ag-14-
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Zellen in Prozent der Menge der unbehandelten Zellen (die als 100 % betrachtet wird), die Abszis-
se zeigt in der Graphik 1 die Menge von L-Tryptophan, in Graphik 2 die von Desoxy-D-ribose, in
Graphik 3 die von Adenin, in Graphik 4 die von Apfelsdure und in Graphik 5 die von L-Ascorbin-
saure jeweils in Masse%. Die weillen Saulen zeigen die Anzahl der Zellen (in Prozent der unbe-
handelten Kontrolle), wenn fiir 48 Stunden nur mit dem jeweiligen Wirkstoff allein inkubiert wurde.
Die schwarzen Saulen zeigen die Menge der Zellen, wenn die Verbindung zusammen mit den Ub-
rigen vier Wirkstoffen verwendet wurde. Die bei Steigerung der Menge der einzelnen Substanzen
eintretenden Anderungen in der GroRe der schwarzen und weiRen Saulen (bei L-Tryptophan sogar
in umgekehrter Richtung) sind ein anschaulicher Beweis fiir die synergistische Wirkung, und die
schwarzen Saulen demonstrieren die starke tumorzellentétende Wirkung der Kompositionen.

In der Tabelle 2 ist auf Grund der Beispiele 21-37 gezeigt, wie die Wirkung der funf Kompo-
nenten enthaltenden Kompositionen gegen Zellen Sp2/0-Ag14 durch Zugabe weiterer Wirkstoffe
erhoht wird. In der Tabelle 2 sind die in Masse% angegebenen Mengen der einzelnen Substanzen
mit 1000 multipliziert, d.h. die Werte sind aile als um den Faktor 10° kieiner zu vestehen, zum
Beispiel bedeutet in Beispiel 21 die fur L-Tryptophan angegebene Zahl 6: 6.10°, d.h. 0,006 Mas-
se%. Die Versuchsbedingungen waren die gleichen wie bereits angegeben.

Ahnlich wie in Tabelle 1 ist auch hier aus den letzten beiden Spalten (als Zellenanzahl oder in
Prozent) ersichtlich, daB keine der Verbindungen, fiir sich allein angewendet, eine zellenabtétende
Wirkung hat, sondern im Gegenteil, einige von ihnen, wie L-Phenylalanin (Kontrolle 22), L-Arginin
(Kontrolle 23), L-Histidin (Kontrolle 24) und Riboflavin (Kontrolle 29), im Vergleich zur Anzahl der
unbehandelten Zellen (Kontrolle 21) zu einem schwachen Anstieg der Zellenzahl fithren. Aus den
Daten ist aber ferner auch ersichtlich, daB diese Stoffe, in den gleichen Mengen eingesetzt, die
Wirkung der Komposition gemaf Beispiel 21 in synergistischer Weise erhdhen. Ohne wirkungspo-
tenzierende Substanzen ist die Wirkung der finf Wirkstoffe enthaltenden Komposition gemaR Bei-
spiel 21 in jedem Falle signifikant schwacher als zusammen mit diesen Substanzen.

Tabelle 2: Wirkung der erfindungsgemissen Kompositionen und ihrer Bestandteile auf
Sp2/0-Ag14-Zelien

MENGE DER KOMPONENTEN WIRKUNG
IN MASSE% (x10™%)

L-[2-TATATL-INa-[L-TL-[L-[BTP[L-[L-| R[ O

T|(D|D|P|A P{AIH[L|Y|M|T|I[R
B|(K|{R|E|E|F|{S|B|H|R|{I|O|R|E|Y| B|O| ANZAHL | IN% DER
E|O|Y|S|N|E|c| | |E|G|S|{T|I1|T|R|O|T] DER | UNBEHAN-
I[N|P|O|i1jL|Oo| Cc|N|I|T]I|D|H|O|F|S| ZELLEN | DELTEN
S|T|T|X|N{S|IR| AJY|N|I|[N|O|I|S|L]A ZELLEN
P|R{O|Y-| |A|[B[R|L|I|D X|o|1|A|U
1{o|P{D-| |u|l1| B|A[N]I I[N[N| VR
E|{L|H|R| |R|N|O|L N N|1I 1 |E| (x10%
LiLJA] E|S|N|A N N

E[N|B Al AN

o) ul T {1

S R N

E E
21 6{20]2f3e[4sa]-1-[-1-1-1-1-]-1-1498 04| 670 06
29 -] - f-f - - - - - - - - -1 -1 -] -174.3 £3.9] 1000
22 6|20[2]30[a]Balatf - -1 -[-1-1-1-1-1304 14| 409 1.9
22\ - - -f - -t -8t - - - -] -t - - -181.3 +3.0{ 1004 40
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MENGE DER KOMPONENTEN WIRKUNG
IN MASSE% (x10°°)

LT 2-TA] AL INa-[L-[L-[L-|B|P|L-|L-| R| O

T|D|D|P|A plAlHIIlY|M|{T| IR
glk|rlElE|F|S| B|H|R|1|O|R|E|Y|B|O| ANZAHL IN % DER
eloly|lsINjE|lc| 1| |E}G|S|T|{I|T{R|O|T DER UNBEHAN-
I InlPlolilLlol c|INjI|T|1|{D|H|O] F|S}| ZELLEN DELTEN
STTXNSRAYNINOISLA ZELLEN
plrR|lO|Y-| |A|B|R|L|1]|D xlo|1{A|U
i1lolplD-| JujI| BIA|N]I I|N|[N|]V|R
E|L{H|R| |RINJO|L N N|I t {E|[ (x10%
LiL|All E|IS|NI|A N N
E|N|B Al A|N

o ul Tt

s R N

E E
23 5120313814133 - 44 - | -] - | -| -] - | - [338 £1.1] 464 15
oa| bl -t-] - | -laa) -] -4-1-1-1-]-]|768+13]103.4 1.8
24 slz0r2l3sl 2133 -1 -139] -1 -1-]-| - | -[401£07] 540 09
oal oL -1 - - -l3el -] -] -1-{-]-[807+20}1087 27
25 sla02130a154] - | -|-112] - | - | -| - | - [312 17| 420 22
o5l |l - -1 -]l -d-1-1-]-|742+23] 999 31
26 6la62l30l 254 -1 -1-1-110]-]-| - | -|33¢9«12[ 4566 16
sl -t - - - -f-]-l1o]-|-]-1]-1676+16] 910 21
27 sloorat3elal52] - -1-1-1-(11]-| - [-[311+11] 41.8 15
sl oo o= - - -1 -1 - =)L -] -[733+27] 987 36
28 slaolal3olal5a -1 -1-1-1-|-136] - [-]336 £10] 453 1.3
sl -l -l --1 - 1-]-]-]-]-1-136] -|-|705+11] 949 15
29 6120l2130[al58a] -|-1-1-1-1-1-|04]-|249 21| 336 28
29 - --t-f--1-1-1-01-1-1-1-1]04 76.9 + 1.7] 103.5 22
30 612021302 l5a ] -1-1-1-]-1-|-| - [40[354 £ 16| 476 22
sol -l -l -0-) - -1-1-1-1-1-]-1-1401{724 +13] 974 17
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Tabelle 2 (Fortsetzung): Wirkung der erfindungsgemédBen Kompositionen und ihrer
Bestandteile auf Sp2/0-Ag14-Zellen

MENGE DER KOMPONENTEN WIRKUNG
IN MASSE% (x10°%)
L-|2-{A| A|L-|Na] A |D-|D-|N-|R| L |O
T|D|D|P|A TIM|G|B| 1] IR
B|K|R|EI|IE|F|S|B|P|A{L|E|B|P|O| ANZAHL IN % DER
E(o|Y|S|NJE|C]| I N|U|[N-|O|O]|T DER UNBEHAN-
I{NjPlOjt|L|O|C|Na|N|C|Z]| F|N|S| ZELLEN DELTEN
s|T|TiXIN|S{R[A|S|O|O|O|L.[S|A ZELLEN
Pp|rRloly| |[A|B|R|A|S|S|Y|5-|A|U
i{o|P|D-| |U|I|B|L|E|A|L|P]JU{R
E|(L|H|R| |R|N|O|Z MIG|H|RI{E| (x10%
L|L[A]I E|S|N i{L|O|E
E|[N|{B Al A N|Y|S
o} ulT c|P
S R 1| H
E E N|lA
T
21 6l2of2l30{4(54] - |- -|-|-1-]-1498+04 | 676 06
211 - --t-1-t-1-1-t-1-t-1-]-1743+39 | 100.0
31 612012139l 4|54115[ -|-|-[-1-]-12756+05 | 553 1.1
31| - -|-1-1-1-118]-]-]-1-4{-]-]71.0+11 956 15
32 6l12012139[4 1331 - [90] -] -| - | -[-]245+09 | 492 12
32 --1-1-1-1-1-]9ol-]-1-]-1-1731+11 984 15
33 6l20l2139] 433 - | -153] -] -[-|-]201 08| 403 1.1
33 - |- |-l -|-|-]-]-1583/-}|-|-1|-|717+13 | 965 18
34 6l20/2139]4(54] - | -| -189] - [-[-|240+x06 | 482 08
3| -|-|-|-1-1-1-1-1-|89] -|-]-|742+16 | 998 21
35 6l20[2[39]4|54] -|-|-|-]06 -1163 05 | 327 07
35 - -|-1--1-1-]1-1-]-]06 -1735+13 ] 989 1.8
36 6l202|39[4(52] - | -[-1-] -|o6}-]238+10 | 478 13
3sl-|-t-1-1-l-1-1-1-{-]-]o6]-[731+16 | 984 21
37 6l12012139[4(54| - | -|-|-|-|- |17/ 264 £06 | 531 08
37 - -t~ -b-1 -1 -]-V-}-]-]-{17}700+13 | 942 17

Verglichen wurde ferner die Wirkung der 21 Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen geman
den Beispielen 107-111 mit der der funf Wirkstoffe enthalteden Kompositionen gemaR den Beispie-
len 102-106. Um die Vergleichbarkeit mit den vorherigen Ergebnissen zu erleichtern, wurden auch
diese Versuche mit Zellen Sp2/0-Ag14 durchgefithrt und die gleichen Versuchsbedingungen ein-
gehalten. Die Ergebnisse sind in Fig. 2 dargestelit. Auf der Ordinate ist die Anzahl der Zellen in
Prozent der unbehandelten Kontrolle angegeben, wahrend die Abszisse den prozentualen Gehalt
an Komposition (und damit an den einzelnen Wirkstoffen) angibt, wobei als Bezugsgrundlage von
100 % die funf Wirkstoffe enthaltende Komposition gemaR Beispiel 102 dient. Das bedeutet, dal3
die Komposition gemaR Beispiel 103 jede der Komponenten des Beispiels 102 in nur 80 % der dort
angegebenen Menge enthalt. Im Fall der 21 Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen ist die Be-
zugsgrundlage (100 %) die Komposition gemaR Beispiel 107.

Um auszuschlieRen, da es sich bei den gemessenen Wirkungen um einen osmotischen Effekt
oder um ein unspezifisches Uberangebot an Na&hrstoffen, eventuell um eine Aminoséure-
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"Imbalance" handelt, wurden auch Kontroligemische bereitet. Diese Gemische enthaiten Stoffe,
von denen sich in Vorversuchen herausstelite, daf sie keinen Anteil an dem passiven Schutzsys-
tem (PADS) haben. Diese Substanzen wurden in den in Tabelle 1 angegebenen Mengen verwen-
det. Die Ergebnisse, die mit den Kompositionen gemaft den Beispielen 102-106 und 107-111 be-
ziehungsweise mit den Kontroligemischen erreicht wurden, sind in Fig. 2 dargestellt, in der die Kur-
ve mit leeren Kreisen die Anderung der Zellenanzahl nach 48 Stunden inkubation fur das Kontroll-
gemisch zeigt, wahrend die Kurve mit ausgefuliten Kreisen sich auf die 5 Wirkstoffe enthaltenden
Kompositionen gemaf den Beispielen 102-106 und die Kurve mit den Dreiecken sich auf die 21
Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen gem&R den Beispielen 107-111 bezieht. In den in Fig. 2
dargestellten Versuchen wurden die einzelnen Komponenten der 100 %-Kompositionen gemaR
den Beispielen 102 und 107 in Mengen eingesetzt, die an sich die Zellenanzahi nicht wesentlich
beeinflussen {wie das auch aus den vorangegangenen, in den Tabellen 1 und 2 dargesteliten Er-
gebnissen ersichtlich war). Aus der Fig. 2 ist ersichtlich, daf die Komponenten, wenn sie zusam-
men angewendet werden, eine signifikante tumorzellentétende Wirkung haben. Diese Tatsache
beweist erneut das synergistische Zusammenwirken der aktiven Substanzen. Aus Fig. 2 kann wei-
terhin entnommen werden, daf die Kontroligemische keinen nennenswerten Einflud auf die Zel-
lenanzah! haben. Auf Grund dieser Ergebnisse kann ausgeschlossen werden, dal die gemessene
Wirkung auf osmotische Effekte, unspezifisches Nahrstoffiberangebot oder Aminosaure-
“Imbalance" zuriickzufuhren ist.

Um festzustellen, ob an der Wirkung der Kompositionen etwa auch Gegenionen einen Anteil
haben, wurden statt der Natriumionen in den Beispielen 38-67 K'- und in den Beispielen 68-97
Ca*-lonen verwendet. In der Wirkung der unterschiedliche Gegenionen enthaltenden
Kompositionen konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, die Ergebnisse waren fast
véllig identisch.

Die Wirkung der 100%-Komposition gemaR Beispiel 107 auf Sp2/0-Ag14-Zellen wurde als
Funktion der Zeit untersucht und mit der einer 100%-Kontrolimischung sowie den unbehandelten
Zellen verglichen. Die Untersuchungsbedingungen waren die gleichen wie in den vorhergehenden
Versuchen, ausgenommen, daf die Zellen nicht nur nach Ablauf von 48 Stunden, sondern auch
nach 6, 12, 24 und 36 Stunden gezahit wurden. Das Ergebnis dieser kinetischen Messungen ist in
Fig. 3 dargestellt. Auf der Ordinate ist die Anzahl der Zellen/ml, auf der Abszisse die Zeit in Stun-
den aufgetragen. Die Kurve mit leeren Kreisen zeigt die Anderung der Zellenanzahl als Funktion
der Zeit fur die unbehandeite Kontrolle, die Kurve mit den ausgefuliten Kreisen zeigt das gleiche fur
die Kontrolimischung, und schlieRlich zeigt die Kurve mit Dreiecken die Anderung der Zellenanzahl
als Funktion der Zeit fur die erfindungsgemale Komposition gemaR Beispiel 107. Aus Fig. 3 ist
ersichtlich, daR - wahrend die Kontrollmischung keine nennenswerte Wirkung auf die Anzahl der
Zellen hat, denn die Anzahl der Zellen steigt exponentiell mit der Zeit, und der Verlauf der Kurve ist
ahnlich wie der der das Wachstum der unbehandelten Zellen zeigenden Kurve - die erfindungsge-
maBe Komposition fur die Tumorzellen cytotoxisch ist, ihre Zaht nimmt mit der Zeit ab. Das heifit,
die erfindungsgeméafen Kompositionen hemmen nicht die Vermehrung der Zellen, sondern sind
cytotoxisch. In der 21 Wirkstoffe enthaltenden erfindungsgemafien Komposition waren die einzel-
nen Komponenten in einer Menge anwesend, die im Falle einzelner Anwendung keine wesentliche
Wirkung auf die Zellenzah! ausubt. (Dies ist natrlich noch mehr zutreffend fur die 80 %igen,
60 %-igen usw. Komposition, in denen 20 %, 40 % usw. weniger Wirkstoff vorhanden ist.) Da in
allen in vitro Versuchen die gleichen Kompositionen verwendet wurden, beweisen alle Ergebnisse
das synergistische Zusammenwirken der Komponenten.

Diese Ergebnisse beweisen, daR die Ursache der Wirkung in einem synergistischen Zusam-
menwirken der auf Grund der erfindungsgeméaBen Erkenntnisse ausgewahiten Substanzen zu
suchen ist. Die Ergebnisse beweisen weiterhin, dal diese Erkenntnisse richtig sind. So wie die
unterschiedlichen Krebszellen in verschiedenen Einzelheiten von den normalen Zellen abweichen,
unterscheiden sich auch die wirksamsten erfindungsgemaBen Antitumorkompositionen voneinan-
der. Das bedeutet, daR unter Verwendung des synergistischen Zellabtétungseffektes als Kriterium
die geeignetste Komposition fir den jeweiligen Tumortyp gefunden werden kann. Zum Vorbeugen
oder zur Behandlung eines Tumors, dessen Typ nicht bestimmt werden kann, oder falls nicht ge-
niigend Zeit zur Verfiigung steht, ist es zweckmafig, die 21 aktive Substanzen enthaitende Kom-
position anzuwenden. Mit den néchsten Versuchen sollte festgestellt werden, wie aligemein die
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Wirkung und wie groR die Effizienz dieser Kompositionen ist.

Die Wirkung der 21 aktive Substanzen enthaltenden Kompositionen gemaR den Beispielen
107-111 auf Humanerythroleukamiezellen K-562 wurde untersucht und mit der Wirkung der bereits
erwihnten Kontrollmischung verglichen. Die Ergebnisse sind in Fig. 4 veranschaulicht. Ahnlich wie
in Fig. 2 ist auch hier auf der Ordinate die Anzahl der Zellen in Prozent der Anzahl der unbehan-
denten Zellen angegeben, wahrend die Abszisse (wie auch in Fig. 2) den prozentualen Gehalit an
Komposition (und damit an den einzelnen Wirkstoffen) angibt. Die Kurve mit den leeren Kreisen
zeigt die Wirkung der Kontrollmischung, die Kurve mit den ausgefiillten Kreisen die Wirkung der 21
Wirkstoffe enthaltenden Komposition. Aus der Abbildung ist ersichtlich, daR die erfindungs-
gemaRen Kompositionen auch im Fall der Zellen K-562 eine bedeutende tumorzellenabtétende
Wirkung aufweisen.

Dann wurde die Wirkung der 21 Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen gemaR den Beispielen
107-111 gegen die Zellinien HeLa (menschliche Gebarmutterhalskrebszellen) und HEp-2 (mensch-
liche Kehlkopfkrebszelien) untersucht und mit der Wirkung der Kontrollmischung verglichen. Dieser
Versuch war erforderlich, um festzustellen, ob die Ergebnisse der vorangegangenen Versuche
veraligemeinerbar und unabhéngig von eventuell stdrenden Wirkungen des verwendeten Mediums,
der Suspensionstechnik, der Auszahlung oder der Nachweismethode sind. Das Uberleben der
Hela-, HEp-2- und Vero-Zellen wurde durch Messung der Aktivitat des Enzyms endogene alka-
lische Phosphatase bestimmt. Kurz nach der Inkubation wurden die nicht haftenden (wahrschein-
lich verletzten) Zellen durch Waschen entfemnt. Dann wurden in jedes Loch 150 mg Substrat fur
alkalische Phosphatase (4-Nitrophenylphosphat, Sigma tablets No. 111-112), geldst in 150 pl frisch
bereitetem 10 %igem Diethanolaminpuffer (pH 9,8) gegeben. Dann wurden die Platten bei 30 °C
so lange inkubiert, bis die Extinktion der unbehandelten Kontrolle einen Wert von etwa 1 erreichte.
Die Reaktion wurde durch Zusatz von 50 pl 3M NaOH abgebrochen. Die Extinktion wurde bei
405 nm mit einem Dynatech ELISA reader gemessen. Von den MeBwerten wurden die Blindwerte
abgezogen. In Fig. 5 sind die erhaltenen Ergebnisse fur Hela-Zellen, in Fig. & fir HEp-2-Zellen
dargestelit. In beiden Abbildungen ist &hnlich wie in den Fig. 2 und 4 auf der Ordinate die Anzah!
der Zellen in Prozent der Zellenanzahl der unbehandeiten Kontrolle angegeben. Die Anzahl der
Zellen wurde durch die Messung der Extinktion ermittelt. Die Abszisse gibt den prozentualen Ge-
halt an Komposition (und damit an den einzelnen Wirkstoffen) an. Sowohl in Fig. 5 wie auch in
Fig. 6 zeigt die Kurve mit den leeren Kreisen die Wirkung der Vergleichsmischung, die Kurve mit
den ausgefilllten Kreisen die Wirkung der 21 Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen gemaR den
Beispielen 107-111. Aus dem Kurvenveriauf ist ersichtlich, da die Kompositionen gegen beide
Zellinien wirksam sind. Besonders wertvoll ist das bei Hep-2 erzielte Ergebnis, denn diese Zellinie
gilt als den Umgebungseinwirkungen widerstehende "hard cell line" [American Type Culture
Collection Catalogue of Cell Lines and Hybridomas, 5th ed., 15-16 (1985)].

in Einklang mit den theoretischen Grundiagen der Erfindung wirken die Kompositionen dem-
nach selektiv auf die Krebszellen. Um diese Feststellung weiter zu erhérten, wurde die Wirkung der
erfindungsgemaRen, 21 Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen geméaR den Beispielen 107-111
auch auf normale Nierenzellen der afrikanischen Meerkatze untersucht. Die Ergebnisse sind in der
Fig. 7 dargestellt. Auf der Ordinate ist die ebenfalls durch Extinktionsmessung bestimmte Anzahl
der Zellen in Prozent der unbehandelten Kontrolle angegeben, wahrend die Abszisse den prozen-
tualen Gehalt an Komposition (und damit an den einzelnen Wirkstoffen) angibt. Die Kurve mit den
leeren Kreisen zeigt die Wirkung der Vergleichsmischung, die Kurve mit den ausgefiiliten Kreisen
die Wirkung der 21 Wirkstoffe enthaltenden Kompositionen gemaR den Beispielen 107-111. Aus
dem Kurvenverlauf ist ersichtlich, daR die Kompositionen auf die normale Vero-Zellinie keine cyto-
toxische Wirkung haben, denn die Wirkung der 100 %igen Komposition gemaR Beispiel 107 auf die
Proliferation, Gber die Zeit aufgetragen, wirde der in Fig. 3 dargesteliten Wirkung der Kontrolimi-
schung entsprechen. Vero ist eine schnell wachsende Zellinie [American Type Culture Collection
Catalogue of Cell Lines and Hybridomas, 5th ed., pp 45-46 (1985)], und der Versuch zeigt, dal die
erfindungsgemaRen Kompositionen im Gegensatz zu den Cytostatika nicht fur alle schnell prolife-
rierenden Zellen toxisch sind, sondern selektiv nur die Krebszellen beeinflussen. Auf Grund dieser
Ergebnisse kénnen die erfindungsgemaRen Kompositionen als nicht cytotoxische, antineoplasti-
sche Mittel eingestuft werden.

Zur Prufung der Wirkung der erfindungsgemafien Kompositionen in vivo wurden Tierversuche
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vorgenommen. Bei diesen Versuchen wurden immer die in der Fachliteratur anerkannten Metho-
den und Bedingungen angewendet. Zu den Versuchen wurden Sp2/0-Ag14-Zelien verwendet. Als
Versuchstiere kamen weibliche, 5-6 Wochen alte BALB/c-Mause, eingeteilt in zwei Gruppen zu je
10 Tieren, zur Anwendung. Den Tieren wurde i.p. 5.10* Sp2/0-Ag14-Zellen enthaltendes
inkomplettes RPMI-1640-Medium in einer Menge von 200 pl injiziert. Der Tag der Impfung wurde
als der Tag Null des Experimentes betrachtet. Die zu dem Versuch erforderliche Zellanzahl wurde
mit einer Tumorgenitatsuntersuchung festgelegt. Die Behandiung der Tiere wurde 24 Stunden
nach Einbringen der Zellen begonnen (das ist der erste Tag des Versuches) und 10 Tage lang
fortgesetzt. Die Kontroligruppe erhielt zu jeder Behandlung 200 ul PBS (phosphatgepufferte
physiologische Kochsalzlésung), wahrend die Versuchsgruppe mit dem gleichen Volumen der 21
Wirkstoffe enthaltenden Komposition geméan Beispiel 112 behandelt wird.

Die wirksamste Weise der Behandlung ware es, den Blutspiegel der Molekile der Komposition
dauernd auf einem konstanten angehobenen Niveau zu halten. Dazu wére eine Infusion erforder-
lich. Wegen der technischen Schwierigkeiten wurde eine annahernd kontinuierliche Verabrei-
chungsform gewahlt, indem die Tiere sechsmal taglich behandelt wurden. Die Ergebnisse des Ver-
suches sind in Fig. 8 dargestelit. Auf der Abszisse ist die Anzahl der Tage ab Beginn des Versu-
ches, auf der Ordinate die Uberlebensrate in Prozent angegeben. Da 10 Mause 100 % bedeuten,
steht 80 % fur 8 Mause, usw. Das weiRe Saulendiagramm zeigt die Uberlebensrate der behandel-
ten Tiere, das schwarze die der unbehandelten Kontrolle. Aus der Abbildung ist ersichtlich, daf am
16. Tag keine der unbehandeiten Méuse mehr Gberlebte, wahrend alle behandelten Mause noch
am Leben waren. Die letzte der behandelten Mause starb erst am 25. Tag. Es ist ersichtlich, dal
durch die Behandlung eine signifikante Verlangerung der Lebensdauer erzielt wurde. Die mittlere
Uberlebensdauer der behandelten Gruppe betrug 21 Tage, die der Kontroligruppe 14 Tage. Der
sich aus den mittleren Uberlebensdauern errechnende T/C-Wert betragt 150 % und liegt damit
wesentlich iiber den in der Fachiiteratur als Kriterium der Wirksamkeit geforderten 125 %. Auf
Grund dieses Wertes kann die erfindungsgemaRe Komposition als hochwirksames Antitumormittel
fur die betreffende Zeliinie bezeichnet werden.

Um sicherzustellen, daR es sich bei dem wahrgenommenen Anstieg der Uberlebensdauer tat-
sachlich um eine toxische Wirkung der Komposition gemaR Beispiel 112 auf die Tumorzellen han-
delt und nicht um eine starke Roborationswirkung, wurde das folgende Experiment durchgefuhrt. In
der oben beschriebenen Weise wurden je 10 Mause behandeit. Nach zehntagiger Behandlung
wurden sowoh! bei der Kontrolle wie auch bei den behandelten Tieren die Zellen aus der Bauch-
héhle entfernt und ihre Zahl bestimmt. Die Differenz zwischen den durchschnittlichen Zellenanzah-
len fur beide Gruppen (5,55 x 10° beziehungsweise 5,95 x 107} ist signifikant (p < 0,001) und be-
weist die in vivo Wirkung der erfindungsgeméafen Kompositionen.

Zum weiteren Beweis der Wirksamkeit der erfindungsgemafien Kompositionen und um aus-
schlieRen zu kénnen, dai es sich bei den beschriebenen Ergebnissen nur um eine lokale Wirkung
handelt (die in der Bauchhshle befindliche Zellen wurden i. p. behandelt), wurde ein Versuch mit
kongenital immunschwachen, sog. nackten M&usen (ohne Thymus) vorgenommen. Die Mause
wurden mit einem festen menschlichen Tumor beimpft. Fur den Versuch wurden HelLa-Zellen und
6-8 Wochen alte weibliche BALB/c (nu/nu) Mause verwendet, und die Zellen wurden in einer Men-
ge von 5x10° s.c. in den linken Schenkel der Mause injiziert. Die Behandiung mit der Komposition
gemal Beispiel 112 wurde begonnen, als der Tumor durchschnittlich eine GréRe von 50 mm?>
erreicht hatte. Der Zeitplan, die Dauer der Behandiung und die verwendeten Losungen (Beispiel
112) waren die gleichen wie in dem zuvor beschriebenen pharmakologischen Experiment. Die
MaRe der Tumore (L = Lange, W = Breite und H = Hohe) wurden zweimal wdchentlich mit einer
digitalen Schublehre (Mitutoyo, Inc., Tokyo, Japan) festgestelit. Berechnet wurden das Tumorvo-
lumen nach der Gleichung LWH/2 und das relative Tumorvolumen V{/Vo [Eur. J. Cancer. Clin.
Oncol. 21, 1253-1260 (1988)], worin V, das aktuelle Tumorvolumen und Vg das Tumorvolumen zu
Beginn der Behandlung ist. Die Ergebnisse sind in der Fig. 9 zusammengestellt. Auf der Ordinate
ist der Durchschnitt der fur die einzelnen Tiere erhaltenen Vy/Vo-Werte, auf der Abszisse die Zeit
aufgetragen, d.h. es kann abgelesen werden, das Wievielfache der Grofle des Ausgangstumors
der Tumor an dem jeweiligen Tag erreicht hat. Die mit leeren Kreisen gekennzeichnete Kurve zeigt
das relative Tumorvolumenwachstum fur die unbehandelte Kontrolle, die Kurve mit den ausge-
fullten Kreisen fur die behandelten Tiere. Aus der Abbildung ist gut ersichtlich, daR die Behandlung
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das Wachstum des Tumors stark verlangsamte. Wahrend bei den Kontroliméusen das durch-
schnittliche relative Tumorvolumen zum Beispiel nach 16,5 Tagen das Neunfache des Anfangswer-
tes erreichte, war fur das gleiche Wachstum bei den behandelten Mausen eine Zeit von 33 Tagen
erforderlich. Wird aus dem Durchschnitt der fur die behandelten und unbehandelten Tiere erhalte-
nen Vy/Vo-Werte der Quotient gebildet und mit 100 multipliziert, so erhalt man T/C-% Werte. Die
T/C-Prozentwerte waren bei allen beschriebenen Versuchen kleiner als 42 %; dieser Wert wird als
Kriterium der Wirksamkeit akzeptiert [Europ. J. Cancer, 17, 129-142 (1981)]. Der Versuch zeigt
erneut, daf die erfindungsgemaRe Komposition eine starke Antitumorwirkung hat. Die beschriebe-
nen Ergebnisse sind besonders vielversprechend, wenn man berucksichtigt, dal die Versuche
durchaus nicht mit optimalsten Behandlungsmethoden beziehungsweise der maximal tolerierbaren
Dosis vorgenommen wurden und daB in Krankenhdusern die Behandlung viel wirksamer vorge-
nommen werden kann (lber langere Zeit, kontinuierliche Wirkung zum Beispiel durch Infusion).

Da die wahrend einer Behandlung eintretende Anderung des Kérpergewichtes ein brauchbarer
und allgemein angewendeter Index fur die Beurteilung der Toxizitat einer Behandiung ist, wurde in
dem oben geschilderten Experiment auch das Gewicht der Tiere gemessen. GemaR der Literatur
ist en Mittel toxisch, wenn es eine Verminderung des Korpergewichtes um 10-15 % verursacht
[J. Cancer. Clin. Oncol., 21, 1253-1260 (1988)]. In dem beschriebenen Versuch war die durch-
schnittliche Anderung des Korpergewichtes -5,9+4,1% in der Kontroligruppe und -6,6+3,9 in der
behandelten Gruppe. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen ist nicht signifikant. Das bedeutet,
daR die Komposition keine toxischen Nebenwirkungen hat.

Um zu prifen, ob die erfindungsgemafien Kompositionen zum Vorbeugen gegen Krebserkran-
kungen geeignet sind, wurden pro Komposition je zwei Gruppen Mause (10 Tiere pro Gruppe) wie
folgt behandelt: das Futter der zu behandelnden Tiere wurde im Verhaltnis 1:1 mit den Kompositio-
nen gemaR den Beispielen 113-121 vermischt und stand ad libitum zur Verfagung. Finf Tage nach
Beginn der Behandlung wurden alie Tiere mit 1x1 0* Sp2/0-Ag14-Zellen i. p. inokuliert. Die Behand-
lung wurde 100 Tage lang fortgesetzt. Die mit dem 1:1-Gemisch aus Futter und den Kompositionen
gemaR den Beispielen 113-121 und die mit normalem Futter geftterten Tiere zeigten kein Tumor-
wachstum i.p., als sie am 100. Tag getétet wurden. Die Uberlebensdauer der unbehandeiten Kon-
trolle betrug in den einzelnen Gruppen 21-26 Tage.

Abhangend von Dosis und Behandlungsart bestehen fur die erfindungsgemé&Ben Kompositio-
nen die folgenden Hauptanwendungsmdglichkeiten: Vorbeugung, Hemmung von Tumorwachstum
bei AIDS und nach Transplantationen, Verhinderung der Bildung von Metastasen,
Adjuvantbehandlung beziehungsweise direkte Therapie von krebskranken Patienten.

Die Hauptvorteile der erfindungsgeméfen Kompositionen sind folgende:

a) In entsprechenden Dosen kénnen die Kompositionen zum Vorbeugen gegen Krebserkran-
kungen, zur Verhinderung des Entstehens von Tumoren bei AIDS und nach Transplantationen, zur
Verhinderung der Bildung von Metastasen und fur die direkte, adjuvante oder kombinierte Behand-
lung und Heilung von Krebserkrankungen verwendet werden.

b) Sie sind nicht toxisch. Die Toxizitatsuntersuchungen auf der Basis von Kérpergewichts-
messungen haben ergeben, dal die Kombinationen nicht toxisch sind. Nach Literaturdaten ist die
Toxizitat der Komponenten gering, und sie nimmt noch weiter ab, wenn die Komponenten zusam-
men angewendet werden. Aufierdem werden diese Substanzen von Primaten besser toleriert als
von den kleinen Versuchstieren, die zum Bestimmen der Toxizitatswerte verwendet wurden. Auf
Grund dessen kann gesagt werden, daf die Kompositionen nicht toxisch sind.

c) Sie haben entweder Uberhaupt keine oder vernachléssigbar geringe Nebenwirkungen.
Betreffend die Nebenwirkungen hat sich schon viel Beobachtungsmaterial angesammelt, denn fast
alle der Komponenten der Komposition sind (mit Ausnahme der Desoxyribose) in unterschiedlichen
Therapien (nur die Ascorbinsgure auch in der Krebstherapie) oder als Lebensmittelzusatz bereits
zum Einsatz gekommen. Auf Grund der im Zuge dieser Anwendungen gesammelten Erfahrung ist
vollkommen gesichert, dall die Komponenten in den zur Anwendung kommenden Dosen keine
Nebenwirkungen aufweisen.

d) Die Kompositionen sind selektiv. Die Selektivitat ist durch die vorgenommenen Experimen-
te bewiesen, wobei gezeigt werden konnte, da} die Kompositionen toxisch fur unterschiedliche
Krebszellen, fir die normalen Vero-Zellen, fur die Versuchstiere und damit auch far deren normale
Zellen nicht toxisch sind. Die Selektivitat wird noch dadurch erhtht, daR die Anzah! der normalen

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 408 414 B

Zellen viel groRer ist als die der Krebszellen und auferdem in den Tumorzellen die Bestandteile
der Komposition angeh&uft werden, wahrend in normalen Zellen die Aufnahme reguliert ist.

e) Die Kompositionen kénnen verbreitet angewendet werden, ihre Wirkung ist umfassend. Die
Wirkung wurde fur ein Myelom der Maus (Sp2/0-Ag14), fur menschliche Erythroleukémie (K-562),
ein menschliches Epitheloidkarzinom (HeLa) und einem menschlichen Kehlkopfkrebs (HEp-2)
nachgewiesen. Diese Krebsarten umfassen ein breites Spektrum, es sind Tumore von Menschen
und Tumore von Tieren darunter, unter den Tumoren menschlichen Ursprungs sind sogar Leuka-
mie und zwei vollig verschiedene feste Tumore zu finden. Die fur diese sehr unterschiedlichen
Zellinien erhaltenen Ergebnisse belegen die breite Anwendbarkeit und umfassende Wirkung der
Kompositionen.

f) Die Kompositionen sind leicht herstellbar, die einzelnen Komponenten haben eine geringe
Molmasse und sind leicht beschaffbar. Auch die Herstellung der Kompositionen ist einfach.

g) Die Kompositionen sind wasserléslich, daher ist ihre Dosierung einfach.

PATENTANSPRUCHE:

1. Verwendung einer Komposition zur Herstellung eines Medikaments zum Vorbeugen und
Heilen von Krebserkrankungen, welche Komposition von den im Kreislauf vorkommenden
Verbindungen wenigstens drei enthalt: wenigstens eine Aminosaure, wenigstens ein Vita-
min und wenigstens eine von den folgenden Verbindungen: Adenin, 2-Desoxy-D-ribose,
D-Mannose, D-Glucosamin, Oxalessigsaure, Adenosintriphosphat undfoder die physiolo-
gisch vertraglichen Salze der aufgefuhrten Stoffe.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal die Komposition neben den
Wirkstoffen die in der Arzneimittelherstellung ublichen Tragerstoffe, Verdunnungsmittel
und sonstigen Hilfsstoffe enthalt.

3. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die Komposition als Amino-
séure L-Methionin, L-Tryptophan, L-Tyrosin, L-Phenylalanin, L-Arginin, L-Histidin, N-Ben-
zoylglycin und/oder deren Salze enthalt.

4. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die Komposition als Vitamin
d-Biotin, Pyridoxin, Riboflavin, Riboflavin-5-phosphat, L-Ascorbins&ure, Liponsaure, Orot-
séure und/oder deren Salze enthalt.

5. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dald die Komposition L-Trypto-
phan, L-Ascorbinssure und wenigstens eine Verbindung aus der Gruppe Adenin, 2-
Desoxy-D-ribose, D-Glucosamin und/oder deren physiologisch vertragliche Salze enthalt.

6. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dai die Komposition L-Arginin,
Riboflavin-5'-phosphat und wenigstens eine Verbindung aus der Gruppe D-Mannose,
Adenosintriphosphat und/oder deren physiologisch vertrégliche Salze enthalt.

7. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da die Komposition in einer
Menge von 0,002-70 Masse% wenigstens eine Verbindung aus der Gruppe L-Methionin,
L-Tryptophan, L-Tyrosin, L-Phenylaianin, L-Arginin, L-Histidin, N-Benzoylglycin und/oder
deren Salze als Aminosaure, in einer Menge von 0,0004-80 Masse% wenigstens eine
Verbindung aus der Gruppe d-Biotin, Pyridoxin, Riboflavin, Riboflavin-5'-phosphat, L-
Ascorbinsaure, Liponsaure, Orotsaure und/oder deren Salze als Vitamin und in einer Men-
ge von 0,003-80 Masse% wenigstens eine Verbindung aus der Gruppe Adenin, 2-Desoxy-
D-ribose, D-Mannose, D-Glucosamin, Oxalessigsaure, Adenosintriphosphat und/oder de-
ren physiologisch vertragliche Salze enthalt.

8. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dai die Komposition 0,9-25 %
Masse% L-Methionin, 0,8-19 Masse% L-Tryptophan, 1,1-48 Masse% L-Arginin,
0,9-46 Masse% d-Biotin, 1,2-16 Masse% Pyridoxin, 0,03-42 Masse% Riboflavin-5'-phos-
phat, 0,05-18 Masse% D-Glucosamin, 0,5-60 Masse% 2-Desoxy-D-ribose, 0,6-40 Masse%
D-Mannose und/oder deren physiologisch vertragliche Salze enthalt.

9. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf die Komposition 0,005-34 %
Masse% L-Methionin, 0,002-25 Masse% L-Tryptophan, 0,02-23 Masse% L-Tyrosin,
0,04-30 Masse% L-Phenylalanin, 0,04-50 Masse% L-Arginin, 0,03-34 Masse% L-Histidin,
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0,05-22 Masse% N-Benzoylglycin, 0,01-60 Masse% d-Biotin, 0,01-20 Masse% Pyridoxin,
0,0004-45 Masse% Riboflavin, 0,0005-45 Masse% Riboflavin-5'-phosphat, 0,003-70 Mas-
se% L-Ascorbinsédure, 0,004-15 Masse% Liponséure, 0,01-17 Masse% Orotsaure, 0,001-
10 Masse% Adenin, 0,01-63 Masse% 2-Desoxy-D-ribose, 0,08-42 Masse% D-Mannose,
0,05-20 Masse% D-Glucosamin, 0,02-60 Masse% Oxalessigsaure, 0,001-10 Masse%
Adenosintriphosphat und/oder die physiologisch vertraglichen Salze dieser Verbindungen
enthalt.

HIEZU 5§ BLATT ZEICHNUNGEN

19



OSTERREICHISCHES PATENTAMT Patentschrift Nr.. AT 408 414 B

Ausgegeben am: 26.11.2001 Int. CL. 7:  A61K 31/185, A61K 31/375,
Blatt: 1 31/70, 31/19, 31/525, 31/4415,
AB1P 35/00
Figur 1
(] Substanz allein

g Sp2/0-Agl4 Zellen P Ssubstanz + Gemisch dg:bgtt::g::
2120 120
S ;
g
§ 3 100- 100
= =
E3 {

13]
8 & 804 -80
2
" L L
2 60 60
s 4 L
o+ 404 I -40
~N
H
° 204 -20
C |
N
& 0- -0

8882 g§58% §888 § g

~
2 2
S8 Scco o©o8oc OF ] 3 & (MasseX)
Tryptophan Deoxy- Adenin Apfel- Ascorbin-
ribose sdure siure

013
1039
0.065
0. 003
0.003

. N——"
Figur 2
—o— Kontrollgemische

Sp2/0-Agl4 —%— Aktive Kompositiomen (5 Bestandteile)
' 120+ *— aktive Kompositionen (21 Bestandtelle
5 ~
53
P ]
§ £ 100¢
-
L

e 801
[ 3]

e
& -
o
o 60
-l
-
e
)
(] 404
St
D
©
on] -t
= 20
N
-

0 L] T ‘;—? Bl

0 20 40 60 8 100 120
Menge der Kompositionen (X )



OSTERREICHISCHES PATENTAMT Patentschrift Nr.. AT 408 414 B

Ausgegeben am: 26.11.2001 int. CL.7:  A61K 31/185, A61K 31/375,
Biatt: 2 31/70, 31119, 31/525, 31/4415,
A61P 35/00
Figur 3

—o— unbehandelte Zellen

2/0 —e— Rontrollgemische
Sp Ag14 Zellen —g— Aktive Rompositionen

800,000 —
700,000 -:
600,000 —
500,000 N
400,000 —
300,000 -
200,000 -
100,000 -

Anzahl der lebenden Zellen iiZellen/ml)

Zeit (h)

Figur 4

K562 Zellen —o— Rontrollgemische
—o— Aktive Kompositionen

w

S

)

8

Kontrolle

[+
(=]
1

204

Anzahl der Zellen (in % der unbehandelten
5 8

1

3 R ——
0 20 40 60 8 100 120

Menge der Kompositiomen (%)



OSTERREICHISCHES PATENTAMT Patentschrift Nr.: AT 408 414 B

Ausgegeben am: 26.11.2001 Int. CI.7:  A61K 31/185, A61K 31/375,
Blatt: 3 31/70, 31/19, 31/525, 31/4415,
A81P 35/00
Figur 5

Bela Zellen —— Rontrollgemische
1201 —— Aktive Kompositionen

1004

Kontrolle)

Anzahl der Zellen (in X der umbehandelten

0 20 40 60 € 100 120

Menge der Kompositionen (%)

20-

Figur 6
HEp-2 zeilen —o— FRontrollgemische
c 120 —®— Aktive Kompositionen
:
r;l ~
B2 100"/'§\§-— *}\-&\Q
o e .
52
5% w0
3¢ 804
o X
L4
-
»N -m‘!
=
Z
5 401
~
o]
Q
N
L]
@
T
-
=
<
[}
£
<

0 T T T Tt =y
0 20 40 60 80 100 120

Menge der Kompositiomen (%)



OSTERREICHISCHES PATENTAMT Patentschrift Nr.. AT 408 414 B

Ausgegeben am: 26.11.2001 Int.Cl.7:  A61K 31/185, A61K 31/375,
Blatt: 4 31770, 31/18, 31/525, 31/4415,
AB1P 35/00

Figur 7

Vero~Zellen —0— Xontrollgemische
120- —®— Aktive Kompositionen
1004

Kontrolle)
oc
o

0 20 40 60 80 100 120

Anzahl der Zellen (in % der unbehandelten

Menge der Kompositionen (X)

Figur 8
E::] behandelt
Sp2/0-Agld zellen ia vivo P xontrolle
20 ety

| S

"

{iberlebesrate in Prozent

LZENL a0 SN wes Sun ous San sas Jak San NEe SIS LI SN RN

5 10 15 20 25

°

Tage nach der Tumorinokulation



OSTERREICHISCHES PATENTAMT Patentschrift Nr.. AT 408 414 B

Ausgegeben am: 26.11.2001 Int. CL.7:  A61K 31/185, A61K 31/375,
Blatt: 5 31/70, 31/19, 31/525, 31/4415,
AG1P 35/00
Figur 9

—®—  pshandelt

Hela Zellen in vivo Kontrolle

0 vy

LB e 2 o S I A S SN BN N2 PP

Relatives Tumorvolumen (Vt/Vo)

0 5 10 15 20 25 30 35

Tage nach Béginn der Behandlung



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

