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Beschreibung([de]

Technisches Gebiet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf Zusammensetzungen und deren Verwendung fiir die Herstellung von Medikamenten zur
Prophylaxe und Behandlung einer Schadigung von Zellmembranen und daraus resultierender Verletzung von Gewebe, verursacht
durch externe Quellen, die in der Lage sind, die Zellmembranintegritat zu zerstéren. In besonderen Ausfiihrungsformen betrifft die
vorliegende Erfindung die Prophylaxe und/oder die Behandlung von Gewebeschaden auf der Ebene der Zellmembran, die durch
Strahlung verursacht sind, und die Steigerung der Transfektionseffizienz, indem permeabilisierte Zellmembranen mit einer
wirksamen Menge einer Zusammensetzung umfassend ein oberflachenaktives Copolymer verschlossen werden, vorzugsweise
durch Vorbehandlung oder gleichzeitige Behandlung von verletztem Gewebe oder permeabilisierten und transfizierten Zellen mit
hochenergetischen Phosphatverbindungen.

Hintergrund der Erfindung

Die weit verbreitete klinische Verwendung von Strahlentherapie bei der Behandlung von Krebs und das steigende Interesse in der
Medizin und den biologischen Wissenschaften an Methoden, die das Einbringen fremder Molekiile in lebende Zellen umfassen,
haben liberraschenderweise zu einem gemeinsamen Problem gefiihrt, mit welchem sich die vorliegende Erfindung befasst. Dieses
Problem umfasst die Schadigung von Zellmembranen in Form von Membranpermeabilisierung oder die Herstellung einzelner
Offnungen an zahlreichen Stellen in den Membranen der Zellen. Die Folgen der Membranpermeabilisierung sind zahlreich und
umfassen Verlust von Zytoplasma und von einem Teil von dessen Inhalt, Zerstérung der lonenkonzentrationsgradienten und
Erschopfung intrazelluldrer Energiespeicher.

In der Strahlentherapie erleiden Zellen in normalem Gewebe innerhalb des Strahlenfelds haufig Zellmembranpermeabilisierung. Die
permeabilisierten Zellen kdnnen danach sterben, und das Gewebe wird anschliefend nekrotisieren. Im Labor umfasst die Methodik,
die typischerweise verwendet wird, um fremde Molekdile in Zellen einzubringen, oft die bewusste Penneabilisierung der Membranen
der Zellen, wobei die Offnungen als Eintrittsstelle fiir die fremden Molekiile dienen. Wie erwahnt ist jedoch eine der Folgen der
Penneabilisierung gleichzeitiger Austritt des Zellinhalts und ohne einige Mittel, um die Reparatur der Offnungen zu verbessern,
kénnen Uberlebensraten von Zellen oft unannehmbar niedrig sein.

Eine der schwerwiegenderen Folgen der Zellmembranpermeabilisierung ist die merkliche Erschopfung der intrazelluléren
Energiespeicher. Unter normalen Verhaltnissen erhalten Zellen einen hohen Spiegel an ATP aufrecht, indem sie oxidierbare
Substrate als Quellen von freier Energie verwenden. Im Anschluss an die Penneabilisierung wiirde eine groe Menge an Energie
fur die Versuche der Zellen aufgewendet werden, die intrazelluldren lonengleichgewichte aufrecht zu erhalten, da lonen sich durch
die Offnungen in der Zellmembran abwarts ihrer Konzentrationsgradienten bewegen. Da die intrazellulare lonenumgebung zerstért
ist, sind die normalerweise stattfindenden intrazellularen Reaktionen, die die ATP- Speicher regenerieren, gehemmt, und da
Energie-abhangige zelluldre Prozesse andauern, sowohl um die zelluldre Funktion zu erhalten als auch um zu versuchen, die
Schadigung der Zelle zu reparieren, werden die ATP-Speicher der Zellen weiter erschopft. Dies kann zu einem Unvermdgen der
Zellen rihren, Makromolekiile, die fiir eine fortgesetzte zellulare Funktion notwendig sind, zu synthetisieren, zu deren Unvermdgen,
die angemessenen lonengradienten iber die Membran wieder herzustellen und schlief8lich zu Zelltod.
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Ein System, in welchem eine solche Erschépfung von ATP gut demonstriert wurde, ist in Tieren, die unter hdmorrhagischem Schock
leiden. Es wurde gezeigt, dass die Verabreichung von ATP-MgCl&sub2; vor, wahrend und sogar nach einer Zeitspanne von
schwerem Schock in Ratten eine giinstige Wirkung auf das Uberleben der Tiere hatte. Das ATP wurde zusammen mit MgCl&sub2;
verabreicht, um die Chelatierung divalenter Kationen aus dem GefalRsystem durch ATP, welches allein verabreicht wurde, zu
verhindern. AuRerdem hemmt MgCl&sub2; die Deaminierung und Dephosphorylierung von ATP. Somit ist durch Verabreichung
aquimolarer Mengen von ATP und MgCl&sub2; eine hohere Konzentration von ATP fiir die Gewebe verfligbar, als wenn ATP allein
verabreicht worden ware. Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass die glinstige Wirkung von ATP-MgCl&sub2; nicht durch
Vasodilatation allein verursacht worden sein kdnnte, und es wurde postuliert, dass das verabreichte ATP eine Initialwirkung (priming
effect) auf die intrazelluldre Synthese von ATP haben kénnte (1).

Das tatsachliche Verfahren der Zellmembranreparatur in vivo bleibt unbekannt, obwohl Forscher einige VorstéRe in Richtung auf ein
Verstéandnis der beteiligten Mechanismen gemacht haben. Es wurde sowohl durch in vitro als auch durch in vivo Studien impliziert,
dass Calciumionen eine entscheidende Rolle bei der Membranfusion und -reparatur haben (2, 3, 4). Membran- und
Zytoskelettproteine, einschlieflich Spektrin, Dystrophin und Aktin, sind vermutlich auch aktiv an der Aufrechterhaltung und
Reparatur der Zellmembran in vivo beteiligt (4). SchlieRlich wurde auch angenommen, dass chemische Faktoren eine
Signaléahnliche Rolle bei der Wundheilung auf der zellularen Ebene spielen konnten (4). Die vorliegende Erfindung stellt die
Verwendung eines oberflachenaktiven Polymers zur Herstellung eines Medikaments zur Minimierung von Strahlungsinduzierter
Schéadigung mittels Prophylaxe oder mittels Potenzierung der Zellmembranreparatur durch Behandlung mit einem
oberflachenaktiven Copolymer nach der Bestrahlung, wie auch ein Verfahren zum Verbessern von Membranreparatur und
Transfektionseffizienz in vitro zur Verfligung.

A. Wirkungen von Strahlung auf Gewebe

Die Verwendung von Strahlentherapie zur Behandlung von Tumoren ist inzwischen eine gut etablierte und gut anerkannte klinische
Praxis. Allerdings ist es auch gut etabliert, dass bei menschlichen Patienten, die mit Strahlung behandelt werden, schwere
Komplikationen entstehen kénnen. Es kann angenommen werden, dass normale Gewebe innerhalb eines Strahlentherapiefelds
Strahleninduzierten Schaden erleiden, und die Wahrscheinlichkeit der Verletzung von normalem Gewebe ist dosisabhangig. Die
Ablagerung von Strahlungsenergie ist zufallig und unstetig, und daher nahert sich das Abtdten von Zellen durch Strahlung einer
Exponentialfunktion der Dosis an (5).

Es gibt zwei gemeinsame Griinde von Zelltod infolge von Bestrahlung mit ionisierender Strahlung; Verlust der Fahigkeit zur
Reproduktion aufgrund von Verletzung des genetischen Systems der Zelle und "Interphasen-Tod", welcher durch Schadigung der
Membranen von Zellen in dem bestrahlten Gewebe verursacht wird. Bezliglich Ersterem weisen experimentelle Belege daraufhin,
dass DNA das kritische Ziel ist. Diese Schadigung von DNA driickt sich aus, wenn eine Zelle versucht, sich mitotisch zu teilen; an
einem Punkt in ihrem reproduktiven Leben wird die bestrahlte Zelle nicht in der Lage sein, Mitose zu durchlaufen, und wird daher als
durch Bestrahlung sterilisiert betrachtet (5). Interphasen-Tod offenbart sich durch Gewebsddem und haufig durch Zellnekrose mit
daraus resultierendem lokalem Schmerz, Fisteln, Geschwiiren und in einigen Fallen bleibender Gewebeschéadigung. Ein
Gesichtspunkt der vorliegenden Erfindung beschaftigt sich mit der Pravention und/oder Behandlung von Interphasen-Tod.

Obwohl im Anschluss an Verletzung durch Strahlung nattrlicherweise vorkommende Zellreparatur gezeigt wurde und trotz der
Tatsache, dass der Umfang der Gewebsverletzung durch Veranderung der GréRe, Zahl und Beschaffenheit von
Strahlungsbehandlungen (in Grenzen) kontrolliert werden kann, ist ein verlassliches Mittel, wodurch Gewebeschaden verhindert
oder repariert werden kann, bis heute noch zu entwickeln. Das Verabreichen von tiberméaRig zurlickhaltenden Strahlentherapien
kann die Menge an Schadigungen, die normales Gewebe erleidet, verringern, wird aber notwendigerweise die Zahl an Patienten,
die ein Scheitern der Tumorkontrolle erleiden, erhéhen. Andererseits wird die Verwendung von Uberhéhten Strahlendosen die Zahl
der Patienten, die Strahlungsinduzierte Verletzungen an normalem Gewebe erleiden, erhéhen (5). Daher besteht ein erheblicher
Bedarf an einem prophylaktischen und/oder therapeutischen Mittel, um Membranschadigungen, die durch das Ausgesetztsein
gegeniber Strahlung verursacht sind, zu reduzieren und/oder zu behandeln. Tatsachlich sollte besonders erwahnt werden, dass
man erwarten kann, dass durch Unfall verursachte oder andere nicht-therapeutische Expositionen gegeniiber Strahlung auch
erhebliche Verletzung des Gewebes aufgrund von Zellmembranpermeabilisierung verursachen, und ein Verfahren zum Behandeln
einer solchen Schadigung sollte auch als eine wichtige Entwicklung betrachtet werden.

8. Gesteigertes Uberleben von Zellen und Transfektion im Anschluss an Membranpermeabilisierung

Es sind einige Techniken verfligbar, wodurch fremde Makromolekiile wie DNA oder Antisense-Molekiile zur Antisense-Therapie in
eukaryotische Zellen eingeriihrt werden kénnen. Eine der gebrauchlichsten Methoden zur Inkorporation von exogenen Molekilen in
lebende Zellen hangt von der Permeabilisierung der Zellmembran ab. Die Permeabilisierung der Zellmembran umfasst die Bildung
von zahlreichen einzelnen Offnungen in der Zellmembran und kann durch Verwendung von Detergenzien, durch Wechseln der
osmotischen Bedingungen oder durch mechanische oder elektrische Mittel erreicht werden. Eine solche Permeabilisierung
verursacht jedoch erhebliche Verletzung der Zelle und kann zu Zelltod fiihren, wodurch sie zu unannehmbar niedrigen
Zelliberlebensraten im Anschluss an Transfektion oder Antisense-Therapie fiihrt.

Obwohl Verfahren beschrieben wurden, welche die nachteiligen Wirkungen der Permeabilisierung von Zellmembranen vermeiden
oder reduzieren, leidet jedes an besonderen Beschréankungen. Es wurde gezeigt, dass die Zugabe von Serum zu Zellen, die durch
Verwendung von StromstéRen permeabilisiert wurden, das Uberleben von Zellen sowie die Transfektionseffizienz erhéhten (7).
AuRerdem wurde gezeigt, dass, wenn Zellen ohne Membranpermeabilisierung transfiziert werden, die Verwendung von
Lipopolyamin-umhlitem Plasmid die Transfektion ohne erhebliche schadliche Nebenwirkungen fordert (8, 9). Jedoch sind nicht alle
Zellsysteme einer Transfektion ohne Permeabilisierung zugénglich und Serum kann Faktoren enthalten, welche mit experimentellen
Protokollen wechselwirken kénnten oder welche die Ergebnisse beeinflussen kdnnten.

Demgemal ware ein Verfahren, durch das die Effizienz der Permeabilisierungsvermittelten Transfektion gesteigert werden kdnnte
und das Uberleben von Zellen durch Verwenden einer inerten Substanz, um die Transfektion und die Reparatur der Membran zu
fordern, erhéht werden kénnte, eine niitzliche und einzigartige Entwicklung in molekularer Genetik, insbesondere in Zellsystemen,
welche gegeniiber viralen und chemischen Transfektionsmethoden resistent sind.

C. Biologische Anwendungen von oberflachenaktiven Copolymeren

Einige biomedizinische Anwendungen von oberflachenaktiven Copolymeren und insbesondere Poloxameren sind beschrieben
worden. Diese beinhaken die Verwendung als Mittel zur Herstellung von stabilem und konzentriertem Antiserum, als Emulgator, als
Benetzungsmittel in einer Formulierung zur antiseptischen Hautreinigung, als Verstarker von Arzneimittel- oder Antibiotikaspiegeln
im Blut und als Instrument zur Untersuchung von Tumor-Metastasierung (1.0).

Speziell wurde Poloxamer 188 seit den flinfziger Jahren als Emulgator verwendet. Anfangs wurde es als Tensid verwendet, um rote
Blutzellen in den Membran- Sauerstoffapparaten friiher Modelle von Herz-Lungen-Uberbriickungsmaschinen zu schiitzen, und es
wurde gezeigt, dass es Hamolyse und Lipid-Embolie verhindert. Es wurde als Emulgator in Lebensmitteln, oralen Arzneimitteln und
Kosmetika verwendet und ist ein FDA-zugelassener Lebensmittelzusatz. Es wurde gezeigt, dass Poloxamer 188 die Adhé&sion von
Fibrinogen an hydrophobe Oberflachen und die nachfolgende Adhasion von Blutplattchen und roten Blutzellen blockiert. Es ist
derzeit ein FDA-zugelassenes Tensid in dem synthetischen Blutersatzmittel Flusol (11). (Siehe auch U.S.-Patent No. 4,879,109,
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U.S.-Patent No. 4,897,263 und U.S.-Patent No. 4,937,070, hierin eingeschlossen durch Referenz).

Wie erwahnt besteht ein besonderer Bedarf an einem sicheren und wirksamen Verfahren zur Prophylaxe und/oder Behandlung von
Zellmembranschadigung, die durch Strahlung verursacht ist, und der Schadigung von Gewebe, welche sich daraus ergibt.
Reduzierungen von therapeutischen Strahlendosen und in die Lange gezogene Strahlenbehandlungskuren sind nicht angemessen,
da eine zu niedrige Dosis bei der Kontrolle von Tumorwachstum unwirksam sein kann und verlangerte Behandlung zu schwererer,
chronischer Verletzung von normalem Gewebe rithren kann (5). Strahlung kann schwere, nekrotisierende Gewebsverletzung
aufgrund von Zellmembranpermeabilisierung verursachen, und es existiert momentan kein unmittelbar wirksames Verfahren, um
solche Verletzungen zu verhindern oder zu behandeln. Die vorliegende Erfindung bezieht sich hierauf.

AuRerdem besteht im Feld der molekularen Genetik ein erheblicher Bedarf an einem Mittel zum Erhéhen von Zell-Uberlebensraten
und der Wirksamkeit der Transfektion. Obwohl vorgeschlagen wurde, dass vollstandiges ("whole serum"), undialysiertes Serum
diese Funktion zumindest in einem gewissen Ausmalf (7) ausfihren kann, kann vollstdndiges Serum biologische Aktivitaten
besitzen, welche gegen seine Verwendung in vielen experimentellen Protokollen sprechen kdnnten. In einer besonderen
Ausfuhrungsform bezieht sich die vorliegende Erfindung auf ein Verfahren, wobei ein biologisch inertes, oberflachenaktives
Copolymer, insbesondere ein Poloxamer, wirksam ist zum Verstérken von Zell- Uberleben und Wirksamkeit der Transfektion.

US 5,041,288 bezieht sich auf ein Verfahren und Zusammensetzungen zum Behandeln von pathologischen hydrophoben
Wechselwirkungen, in welchen akute Beeintrachtigungen der Mikrozirkulation (Spalte 1, zweiter Absatz) vorkommen. Dieses
Dokument befasst sich ausschlieBlich mit den "nachteiligen Wirkungen der I6slichen Faser" (siehe z. B. Spalte 2, Zeilen 21-41), von
welcher angenommen wird, dass sie eine wichtige Rolle bei der Pathologie einer Anzahl von Krankheiten, welche
Gewebeschadigung erzeugen, oder bei chirurgischen Handgriffen spielt.

US 4,879,109 stellt sehr ahnliche Information zur Verfligung (vgl. Spalte 8, Zeilen 15-27) und beansprucht insbesondere Verfahren
zur Verringerung von Gewebeschadigung, die durch Verbrennungen bei einem Tier oder Menschen verursacht wurden,
einschlieRend die Injektion eines oberflachenaktiven Copolymers.

Marquis, C. P. et al. (1989) Cytotechnology 2, 163-170, bezieht sich auf das Verhindern von Zellschadigung durch Scherkrafte, wie
man sie durch Bewegung und Beliiftung in Zellreaktoren antrifft. Dieses Dokument beschreibt speziell die Verwendung von Pluronic
F-68, um Zellen in vitro zu schitzen, die durch mechanische/hydrodynamische Stresskrafte geschadigt wurden.

Kurze Zusammenfassung der Erfindung

Die vorliegende Erfindung erkennt die entscheidende Bedeutung des Aufrechterhaltens der Zellmembranintegritat, um Schadigung
von Gewebe, insbesondere aufgrund von Strahlung, zu vermeiden oder um Uberlebensraten von Zellen nach
Membranpermeabilisierung in vitro zu verbessern. Die Erfindung umfasst die Verwendung eines oberflachenaktiven Copolymers,
zum Beispiel eines Poloxamers, um die Schadigung von Gewebe zu minimieren oder den Heilungsprozess zu verbessern. In
Fallen, in denen Zellen permeabilisiert werden, um die Zellen mit einem exogenen Makromolekdl (z. B. DNA, Antisense-Molekiile,
Proteine) zu transfizieren, enthalt die vorliegende Erfindung auch die Erkenntnis, dass ein oberflachenaktives Copolymer auch die
Wirksamkeit der Transfektion steigern kann. Die vorliegende Erfindung erkennt auch das Potenzial fiir gesteigerte Erholung von
geschadigtem Gewebe, wenn man eine Zellmembranintegritat so schnell wie mdglich wieder herstellen will. Daher enthalt die
Erfindung eine Sammlung von Ausfiihrungsformen, wobei die Schadigung von Zellmembranen durch die Verwendung von
pharmazeutischen Zusammensetzungen, die ein oberflachenaktives Copolymer enthalten, entweder minimiert oder schneller
repariert werden kann.

Abhangig von der Natur der Verletzung und der Natur der Verwendung des Copolymers (d. h. ob die Verwendung prophylaktisch
oder zur Behandlung einer Verletzung ist) kann die pharmazeutische Zusammensetzung, die das Copolymer enthalt, intravends,
intramuskular, subkutan oder topisch verabreicht werden. Auferdem enthélt die vorliegende Erfindung eine dramatische und
einzigartige Erkenntnis, dass hochenergetische Phosphatverbindungen den Nutzen, der sich aus der Membranreparatur ergibt,
durch Wiederherstellen der zellularen metabolischen Funktionen verbessern kénnen.

Die vorliegende Erfindung ist daher allgemein auf Prophylaxe und Behandlung von Gewebeschadigung gerichtet, die, zumindest
teilweise, von der Permeabilisierung der Membranen der Zellen resultiert, welche das geschadigte Gewebe zusammensetzen. Die
Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung eines oberflachenaktiven Copolymers und, in einer bevorzugten
Ausfiihrungsform, ein Poloxamer, welches auch hochenergetische Phosphatverbindungen enthalten kann, welche den
Heilungsprozess durch Wiederherstellen der zelluldren Energiespeicher verbessern kénnen, stellt eine bevorzugte Ausfiihrungsform
dar.

Demgeman ist ein Gesichtspunkt der Erfindung auf die Verwendung einer Zusammensetzung fir die Herstellung eines
Medikaments zur Reduzierung von durch Strahlung verursachten Gewebeschadigungen gerichtet, wobei das be strahlte Gewebe
entweder vor, wahrend oder nach Exposition gegentiber der Strahlungsquelle mit einer wirksamen Menge einer Zusammensetzung,
die ein oberflachenaktives Copolymer, wie in den Anspriichen definiert, enthalt, behandelt wird. Es kann tierisches oder
menschliches Gewebe behandelt werden und die Exposition gegentiber der Strahlung kann entweder durch Unfall verursachte
Exposition sein, experimentelle Exposition sein oder durch therapeutische Exposition wahrend einer Strahlentherapie erfolgen. Die
Art der Strahlung ist entweder ionisierend oder nicht-ionisierend und gemaf einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird eine
hochenergetische Phosphatverbindung wie ATP-MgCl&sub2; oder Phosphocreatin in Kombination mit dem oberflachenaktiven
Copolymer verabreicht. Die Verabreichung kann entweder intravends, intramuskular oder topisch sein.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform umfasst das oberflachenaktive Copolymer ein Poloxamer mit einem Molekulargewicht von
mindestens 2.000 und nicht mehr als 20.000 Dalton. GemaR einer bevorzugten Ausfiihrungsform hat die hydrophobe Gruppe des
Poloxamers ein Molekulargewicht von ungeféahr 950-4.000 Dalton und seine hydrophilen Gruppen bilden ungeféhr 45-95 Gew.-%
des Poloxamers. GemaR einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform hat die hydrophobe Gruppe ein Molekulargewicht von 1.750-
3.500 Dalton und die hydrophilen Gruppen bilden ungefahr 50-90 Gew.-% des Poloxamers. Wie unten ausfiihrlicher dargelegt wird,
ist das Molekulargewicht des Poloxamers selbst und der hydrophoben Gruppe und das relative Gewicht der hydrophilen Gruppe
entscheidend, um die physikalischen Eigenschaften des Poloxamers zu bestimmen, von denen die wichtigeren seine Léslichkeit in
Wasser und seine Charakteristika beim Wechselwirken mit hydrophoben Gruppen in der Zellmembran beinhalten.

Ein weiterer Gesichtspunkt der vorliegenden Erfindung ist spezifischer auf ein in vitro-Verfahren zur Erhéhung der Effizienz, mit der
exogene Molekiile in Zellen eingebracht werden, gerichtet, wie in den Anspriichen definiert. Vor, wéhrend oder nach
Permeabilisierung und Transfektion werden die Zellen mit einer Zusammensetzung in Kontakt gebracht, die ein oberflachenaktives
Copolymer um fasst. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist das exogene Molekill, das in die Zelle transfiziert wird,
DNA und geman einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform enthalt die Zusammensetzung, die das oberflachenaktive Copolymer
enthalt, auch eine hochenergetische Phosphatverbindung wie ATP- MgCl&sub2; oder Phosphocreatin.

Ausfihrliche Beschreibung der Erfindung

In einem sehr grob vereinfachenden Modell der Membranreparatur kénnte postuliert werden, dass bei Permeabilisierung (Offnen an
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zahlreichen Stellen) der Zellmembran sowohl die hydrophobe Region von Membranproteinen als auch die Enden der hydrophoben
Komponenten der Lipid-Doppelschicht der Membran gegeniiber den polareren, wassrigen Umgebungen der extrazelluldren
Flissigkeit und des Zellzytoplasmas exponiert werden. Es kdnnte erwartet werden, dass Zytoskelettelemente, die typischerweise an
oder nahe der inneren Schicht der Zellmembran angeordnet sind, derart reagieren, dass sie mindestens eine teilweise Barriere
gegeniiber dem Austritt von intrazellularen Organellen und Kompartimenten bilden. Dennoch wiirde man erwarten, dass lonen
sowohl aus der Zelle austreten als auch in die Zelle abwarts ihrer Konzentrationsgradienten eintreten und andere kleine Molekile
kénnen vermutlich durch die durchgangigen Stellen durchtreten. Tatsachlich kénnte man sich, wenn das Ausmaf der Schadigung
der Zellmembran schwer ware, vorstellen, dass eine erhebliche Menge von Zytoplasma, enthaltend Makromolekiile und kleine
Organellen, aus der Zelle ausstrémen koénnte.

Es ware zu erwarten, dass die Lipidmolekiile in der Membran-Doppelschicht, die den Offnungen am néchsten liegen, auf die
Exposition gegentiber der polaren Umgebung mit einer Umorientierung ihrer selbst reagieren, sodass ihre hydrophilen Kopfgruppen
sich an der Stelle der Exposition der polaren Lésung zuwenden wiirden. Dies wiirde die hydrophoben Enden der Lipidmolekiile
innerhalb der Membran von dem wassrigen intra- und extrazelluldaren Raum isolieren. Memb ranfusion und Reparatur der
durchgangigen Stellen wiirde stattfinden, indem die neu gebildeten hydrophilen Rander der durchgangigen Stellen sich in Nahe
zueinander bewegen (8). Eine Methode, wodurch ein solcher Mechanismus verbessert werden kénnte, besonders, wenn die
Methode die Mittel zur Wiederherstellung der Energieladung der permeabilisierten Zellen zur Verfligung stellen wiirde, wére ein
Segen fir die Behandlung und Pravention von Verletzungen umfassend, auf zellularer Ebene, Zellmembranpermeabilisierung.

A. Oberflachenaktive Copolymere

Oberflachenaktive Copolymere oder nicht-ionische Blockpolymer-Tenside sind oberflachenaktive Stoffe, die durch die sequenzielle
Addition von zwei oder mehr Alkylenoxiden zu einer niedermolekularen, wasserloslichen organischen Verbindung enthaltend ein
oder mehrere aktive Wasserstoffe hergestellt werden. Es gibt vier Gruppen von oberflachenaktiven Copolymeren, die hinsichtlich
der vorliegenden Erfindung von besonderer Bedeutung sind: die Poloxamere, die Meroxapole, die Poloxamine und die
PLURADOT®-Polyole. Es gibt eine groBe Menge an gruppentibergreifender Variation bezlglich der Synthese der Polymere,
obwohl in allen Synthesen die Oxyalkylierungsschritte in Gegenwart eines alkalischen Katalysators, im Allgemeinen Natrium- oder
Kaliumhydroxid, durchgeriihrt werden. Der alkalische Katalysator wird dann neutralisiert und typischerweise aus dem Endprodukt
entfernt.

Die Poloxamere werden synthetisiert durch die sequenzielle Addition von Propylenoxid, gefolgt von Ethylenoxid, zu Propylenglycol,
welches im Fall der Poloxamere die wasserldsliche organische Komponente des Polymers bildet. Das innere Polyoxy-
Propylenglycol ist der hydrophobe Teil des Poloxamers. Dies beruht auf der Tatsache, dass diese Gruppe sich von einem
wasserldslichen zu einem wasserunléslichen Polymer wandelt, wenn das Molekulargewicht 750 Dalton Ubersteigt. Die Zugabe von
Ethylenoxid in dem letzten Schritt macht das Molekdil wasserloslich.

Wie zuvor erwahnt, ist in einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung die Verwendung eines Poloxamers mit einem
Molekulargewicht von mindestens 2.000 und nicht mehr als 20.000 Dalton vorgesehen. Dieser Molekulargewichtsbereich ist wichtig
zum Erhalt der geeigneten Léslichkeit des Poloxamers in Wasser, wahrend jegliche potenzielle Toxizitat minimiert oder eliminiert
wird. AuRerdem sollte die hydrophobe Gruppe des Poloxamers ein Molekulargewicht von ungefahr 950-4.000 Dalton haben und
seine hydrophilen Gruppen sollten ungefahr 45- 95 Gew.-% des Poloxamers bilden. Mehr bevorzugt sollte die hydrophobe Gruppe
ein Molekulargewicht von 1.750-3.500 Dalton haben und die hydrophilen Gruppen sollten 50-90 Gew.-% des Molekiils bilden. Wie
unten ausflhrlicher besprochen wird, sind die relativen Mengen des hydrophilen Rests und das Molekulargewicht des hydrophoben
Rests wiederum entscheidend fiir mehrere Eigenschaften des Poloxamers, einschlief3lich seiner Loslichkeit in Wasser und seiner
Wechselwirkungen mit hydrophoben Gruppen, und die Bereiche, die in der vorliegenden Erfindung gelehrt werden, stellen die
maximale derzeit bekannte Wirksamkeit zur Verfligung, wahrend die Toxizitat minimiert oder eliminiert wird.

Wenn die Reihenfolge der Zugabe der Alkylenoxide umgekehrt wird, wird die Meroxapol-Serie hergestellt. In dieser Serie ist
Ethylenglycol der Initiator und im Gegensatz zu den Poloxameren, welche durch zwei primére Hydroxylgruppen terminiert werden,
haben die Meroxapole sekundare Hydroxylgruppen an den Enden und der hydrophobe Rest ist aufgespalten, jede Halfte an der
AuRenseite des Tensids.

Die Poloxamine werden aus einem Ethylendiamin-Initiator hergestellt. Sie werden unter Verwendung der gleichen sequenziellen
Reihenfolge der Zugabe von Alkylenoxiden hergestellt, wie sie verwendet wird, um die Poloxamere zu synthetisieren. Strukturell
unterscheiden sich die Poloxamine von den anderen Polymeren, indem sie vier Alkylenoxidketten haben statt zwei, da vier aktive
Wasserstoffatome in dem Initiator vorhanden sind. Sie unterscheiden sich auch darin von den anderen Tensiden, dass sie zwei
tertiare Stickstoffatome enthalten, von denen mindestens eines in der Lage ist, ein quartares Salz zu bilden. Die Poloxamine werden
auch durch primare Hydroxylgruppen terminiert.

Die PLURADOT®-Polyole kénnen aus einem niedermolekularen, trifunktionellen Alkohol wie Glycerin oder Trimethylpropan
hergestellt werden, welches zunachst mit einer Mischung von Propylen- und Ethylenoxiden, aber primar mit Propylenoxid,
oxyalkyliert wird, um den hydrophoben Rest zu bilden. Dies wird gefolgt von Oxyalkylierung mit einer Mischung aus Ethylen- und
Propylenoxiden, aber primar Ethylenoxid, um den hydrophilen Rest zu bilden. Diese Gruppe von Tensiden hat drei Ketten, eine
mehr als die Poloxamer- und Meroxapol-Serie, aber eine weniger als die Poloxamin-Polymere.

Die hydrophilen und hydrophoben Ketten der oberflachenaktiven Copolymere haben jeweils einzigartige Eigenschaften, die zu den
biologischen Aktivitdten der Substanzen beitragen. Im Hinblick insbesondere auf Poloxamere, kann das Molekil umso mehr Wasser
binden, je langer die hydrophilen Polyoxyethylen-Ketten sind. Indem diese flexiblen Ketten stark hydriert werden, werden sie relativ
inkompressibel und bilden eine Barriere gegeniiber hydrophoben Oberflachen, die sich einander anndhern. Die hydrophobe
Komponente der Poloxamere ist typischerweise grof3, schwach und flexibel.

In jeder der oberflachenaktiven Copolymer-Serien steigt die Loslichkeit des Molekdls in Wasser, wenn die Prozent von Ethylenoxid
ansteigen oder das Molekulargewicht des hydrophoben Rests abnimmt. Von den vier Gruppen von Copolymeren weisen nur die
Meroxapol-Polymere eine Loslichkeit in Mineraldl auf. Je héher die hydrophoben Molekulargewichte sind, desto weniger 16slich wird
das Copolymer in einem organischen Losungsmittel sein, und das Gleiche trifft fiir diejenigen Polymere mit hherer Konzentration
an Ethylenoxid oder Propylenoxid zu. Das Molekulargewicht des hydrophoben Rests wird auch die Benetzungszeit von jeder
Spezies beeinflussen und das Ethylenoxid/Propylenoxid-Verhéltnis des Molekiils wird die Schaumfahigkeit dieses Copolymers
beeinflussen. Die Emulgierungseigenschaften eines Copolymers kénnen mit hydrophoben Molekulargewichten korrelieren und die
Toxizitat nimmt mit ansteigendem Ethylenoxid/Propylenoxid-Verhaltnis und ansteigendem Molekulargewicht des hydrophoben
Rests ab.

Alle vier nicht-ionischen Serien sind &hnlich darin, dass sie ihre Wasserldslichkeit von Wasserstoffbriicken-Bildung zwischen vielen
Sauerstoffatomen auf dem Copolymer und Protonen im Wasser ableiten. Wenn die Temperatur einer Losung, die ein nicht-
ionisches Tensid enthalt, angehoben wird, werden die Wasserstoffbindungen aufgebrochen und das Copolymer kristallisiert aus der
Losung aus. Fir Poloxamere erstreckt sich der 1% Kristallisationspunkt zum Beispiel von einem niedrigsten Wert von 14°C zu
einem hochsten Wert von 100°C, wobei letztere Zahl der Kristallisationspunkt fur die hydrophilsten Polymere ist. Die Poloxamine
sind strukturell ahnlich zu den Poloxameren und ihr Kristallisationspunkt erstreckt sich ahnlich weit. Andererseits haben die
Meroxapole einen viel engeren Kristallisationspunkt-Bereich und die PLURADOT®-Polymere haben den niedrigsten maximalen
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Kristallisationspunkt, im Wesentlichen verursacht durch ihren niedrigeren Ethylenoxidgehalt.

Obwohl andere postuliert haben, dass die Fahigkeit des modifizierten Poloxamers 188, Einzelmolekdl-Micellen zu bilden, beim
Reduzieren der adhasiven Eigenschaften der geschadigten Zellmembranen eine Rolle spielen kdnnte, ist die gegenwartige
Erfindung die erste, die erkennt, dass oberflachenaktive Copolymere in der Lage sind, Zellmembranpermeabilisierung zu verhindern
oder zu minimieren und permeabilisierte Membranen zu reparieren. Es wurde vorgeschlagen, dass die hydrophobe zentrale
Doméne des Polymers an die hydrophoben Kopfgruppen der Lipid-Doppelschicht binden kénnte, wenn diese Gruppen nach
Entfernen der externen Schicht der Membran exponiert werden. Es wurde postuliert, dass die Art und Weise, in welcher das
Poloxamer gefaltet ist, wenn diese Bindung stattfindet, bei der Wiederherstellung einer nicht-adhasiven Zelloberflache hilft. Die
vorliegende Erfindung erkennt jedoch, dass Poloxamere (iberraschenderweise nicht nur in der Lage sind, eine nicht-adhasive
Oberflache wieder herzustellen, sondern tatsachlich vollstdndige Durchdringungen der gesamten Membran- Doppelschicht zu
reparieren oder die Reparatur zu verbessern.

8. Behandlung von Verletzungen durch Strahlung

Gemal einem Gesichtspunkt der Erfindung wird eine pharmazeutische Zusammensetzung eines oberflachenaktiven Copolymers
entweder vor, wahrend oder nach Exposition gegentiber Strahlung verabreicht. Exposition gegenuiber Strahlenquellen verursacht
bekanntermafRen Zellmembranschadigung. Ein solcher Schaden manifestiert sich typischerweise selbst durch Verursachen von
Gewebsoddemen und haufig Zellnekrose mit daraus resultierender dauerhafter Gewebsschadigung. Insbesondere ionisierende
Strahlung, welche die in der Krebstherapie am haufigsten verwendete Art von Strahlung ist, ist eine Form von Strahlung, die aus
subatomaren Teilchen (zum Beispiel Protonen, Neutronen oder Elektronen) oder elektromagnetischen Wellen besteht, welche direkt
oder indirekt wahrend ihrer Passage durch Materie (zum Beispiel menschliches Gewebe) in der Lage ist, lonisierung (den Verlust
oder Gewinn von Elektronen) hervorzurufen. Die Quelle der Strahlenexposition kdnnte etwas anderes sein als eine therapeutische
Quelle; es kénnte eine durch Unfall verursachte Exposition am Arbeitsplatz oder durch ein Kernkraftwerk sein. Dennoch bezieht sich
die bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung auf prophylaktische Behandlung von Krebspatienten mit dem oberflachenaktiven
Copolymer vor der therapeutischen Exposition gegentiber einer ionisierenden Strahlenquelle.

Es wird erwartet, dass Injektion einer pharmazeutischen Zusammensetzung, umfassend ein sterilfiltriertes Poloxamer in einem
geeigneten pharmakologischen Trager in einer Dosis von zwischen 1 mg pro ml Blutvolumen bis 5 mg pro ml Blutvolumen, zu einer
Minimierung von Schadigung aufgrund einer Exposition gegeniiber Strahlung fiihrt, wenn die Injektion vor der Exposition stattfindet,
oder zu einer schnelle Umkehr von Zellmembranpermeabilisierung fiihrt, wenn die Injektion wahrend oder so bald wie mdglich nach
Exposition gegentiber der Strahlenquelle stattfindet. Das Poloxamer hat vorzugsweise ein Molekulargewicht von mindestens 2.000,
aber nicht mehr als 20.000 Dalton und das Gesamt- Molekulargewicht des hydrophoben Teils ist ungefahr 950-4.000 Dalton. Die
hydrophilen Gruppen bilden ungefahr 45-95 Gew.-% des Poloxamers. Mehr bevorzugt hat der hydrophobe Rest ein
Molekulargewicht von ungeféhr 1.750-3.500 Dalton und die hydrophilen Gruppen bilden ungefahr 50-90 Gew.-% des Poloxamers. In
einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform werden 1% w/v ATP und 1% w/v MgCl&sub2; mit dem Poloxamer zusammen
verabreicht. In einer alternativen bevorzugten Ausfiihrungsform werden ungeféhr 10% w/v Phosphocreatin, ein
Phosphorsaurederivat von Creatin, welches eine energiereiche Phosphatbindung enthélt, anstelle von ATP-MgCl&sub2; als die
hochenergetische Phosphatverbindung verwendet. Intramuskulére Injektion ist auch geeignet, bei einer Poloxamer- Konzentration
von 1-10% w/v und, in einer bevorzugten Ausfiihrungsform, ATP in einer Konzentration von 1% w/v und MgCl&sub2; in einer
Konzentration von 1% w/v oder Phosphocreatin in einer Konzentration von ungefahr 10% wi/v.

Fur topische Verabreichung wird das Poloxamer in einem pharmakologisch geeigneten Substrat in einer Konzentration von 1-10%
w/v vorgelegt (dargeboten? ist vorhanden?) und in einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind ATP und MgCl&sub2; zusammen mit
dem Poloxamer in einer geeigneten Konzentration von jeweils 1% w/v und 1% w/v vorhanden. Phosphocreatin in einer
Konzentration von ungeféhr 10% w/v kénnte als eine Alternative zu ATP und MgCl&sub2; verwendet werden. Das sterile Substrat,
enthaltend das Poloxamer und die hochenergetische Phosphatverbindung, wird auf den geschéadigten Bereich aufgebracht, in
geeigneter Weise mit sterilen Verbanden umwickelt und wenn nétig wiederholt verwendet. In Fallen, in denen zweifache
Verabreichung benétigt wird, kénnte sowohl die topische Verabreichung als auch die intravendse Verabreichung gegebenenfalls mit
der anderen Form der Verabreichung erganzt werden.

C. Verstarkung der Wirksamkeit der Transfektion

Zellen in Kultur kénnen durch osmotische Zerstérung, durch die Verwendung von Detergenzien oder durch mechanische Zerstérung
permeabilisiert werden. Solche Permeabilisierung kann zur Fusion von Zellen durchgefiihrt werden, um Heterokarya, Hybridome
oder hybride Embryonen herzustellen; um Proteine oder andere Makromolekiile in Zellmembranen einzubringen; um die Abgabe
von Arzneimitteln zu verbessern; oder um Plasmide oder fremde DNA zur Gen-Transfektion in lebende Zellen einzubringen.

Die vorliegende Erfindung ist auch auf eine Methode zur Erhéhung der Effizienz gerichtet, mit der exogene Molekiile in vitro in
Zellen eingebracht werden kénnen. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wiirden Zellen einer Membranpermeabilisierung und
Transfektion mit DNA unterzogen werden. Ein Medium enthaltend 0,1 mg/ml Pluronic F-68 oder Poloxamer 1107 ist ausreichend,
um die Wirksamkeit der Transfektion zu steigern sowie die Uberlebensrate der Zellen zu erhéhen. Die Wirksamkeit der Transfektion
wird weiter gesteigert, wenn das Medium zusatzlich zu dem Pluronic F-68 oder Poloxamer 1107 eine hochenergetische
Phosphatverbindung enthalt, die in der Lage ist, die Energieladung der Zellen wieder herzustellen, zum Beispiel 1% w/v ATP und
1% MgCl&sub2; oder 10% w/v Phosphocreatin.

Die folgenden Beispiele werden vorgestellt, um bevorzugte Ausfiihrungsformen und Verwendungen der vorliegenden Erfindung zu
beschreiben und sind nicht dazu gedacht, die vorliegende Erfindung zu beschrénken, es sei denn, dass es in den hieran
angehangten Anspriichen anders dargelegt ist.

BEISPIEL 1

Das vorliegende Beispiel offenbart ein vorgeschlagenes Verfahren zur Verhinderung oder Minimierung von
Zellmembranpermeabilisierung und daraus folgender Gewebsschadigung in einem Patienten, der Behandlungen mit ionisierenden
Strahlen gegen Krebs erhélt. Fir die Zwecke dieses Beispiels stellt sich der Patient im Anschluss an die chirurgische Entfernung
eines Halstumors mit positiven Lymphknoten in den mittleren und unteren zervikalen Regionen und Anzeichen, dass die Krankheit
die Kapsel der Lymphknoten durchbrochen hat, vor.

Der Patient wird in der iblichen Weise fiir die Behandlung vorbereitet. Fiir die Zwecke dieses Beispiels wird angenommen, dass der
Patient mindestens eine 200 rad Teildosis flinfmal pro Woche (iber acht Wochen erhalt. Es wird vorgeschlagen, dass 1-5 mg/ml
Blutvolumen steriles, Millipore-filtriertes Poloxamer 188 oder 1107 (erhaltlich von BASF Co., Parsippany, NJ) oder RheothRX (eine
Formulierung von Poloxamer 188 erhaltlich von CytRx® Corp., Atlanta, GA) in einem pharmazeutisch geeigneten Trager (z. B.
steriles Wasser oder gepufferte Saline) unmittelbar vor der Verabreichung der Strahlendosis in eine geeignete Vene injiziert wird.

Alternativ kann die pharmazeutische Zusammensetzung von Poloxamer 188 oder 1107 intramuskular injiziert werden, wieder
unmittelbar vor der Verabreichung der Strahlendosis. Im Fall von entweder intravendser oder intramuskularer Injektion kann die
pharmazeutische Zusammensetzung des Poloxamers zusatzlich 1% w/v ATP und 1% w/v MgCh oder 10% w/v Phosphocreatin
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enthalten, sodass die Heilung von jeglicher Membranschadigung, die stattgefunden haben kénnte, durch Wiederaufladen der
zellularen Energiespeicher verbessert werden kann.

In Abhangigkeit von der Behandlungsgeschichte des jeweiligen Patienten kann normales Gewebe, das wahrend einer
Strahlentherapie geschadigt wurde, auch unter Verwendung einer geeigneten pharmazeutischen Zusammensetzung enthaltend ein
Poloxamer behandelt werden. Ein Patient, der sich mit Weichteil-Nekrose mit lokalem Schmerz, Fisteln oder Geschwiiren vorstellt,
muss durch intravendse Injektion von 1 bis 5 mg/ml Blutvolumen an sterilem, Millipore-filtriertem Poloxamer 188 oder 1107 in einem
pharmazeutisch geeigneten Trager behandelt wer den. In Abhangigkeit von der Schwere der Nekrose, der Menge und Intensitat der
Strahlentherapie, die noch durchzuflhren ist, und der Antwort des Individuums auf die Poloxamer-Behandlungen kann die Injektion,
wie angemessen, taglich wiederholt werden. Die pharmazeutische Zusammensetzung des Poloxamers kann auch 1% w/v ATP und
1% w/v MgCl&sub2; oder 10% w/v Phosphocreatin enthalten, um durch die Wiederherstellung und den Erhalt der Energieladung
der Zelle die Reparatur der Zellmembran zu verbessern.

Wahlweise werden 1 bis 10% w/v Poloxamer 188 oder 1107 in einer pharmazeutisch geeigneten sterilen Salbe (z. B. einer Ol-in-
Wasser-artigen Emulsionsbasis) suspendiert oder in sterilem Wasser in einem Aerosol-Behalter zur direkten topischen
Verabreichung auf das verletzte Gewebe. Die Stelle der Verletzung wiirde dann mit geeigneten Verbanden bandagiert und die
Poloxamer-Suspension gegebenenfalls wiederholt aufgetragen werden. AuRerdem kénnte die Poloxamer- Suspension zur
topischen Verabreichung auch eine hochenergetische Phosphatverbindung zum Wiederaufladen der zellularen Energiespeicher und
zur weiteren Verbesserung der Zellreparatur enthalten. Phosphocreatin (10% w/v) oder ATP (1% w/v) und MgCl&sub2; (1% wi/v)
sind Beispiele von bevorzugten hochenergetischen Phosphatverbindungen. In Abhangigkeit von der Schwere und Tiefe der
Gewebsverletzung kénnten das Poloxamer und die hochenergetischen Phosphatverbindungen dem gleichen Patienten sowohl
parenteral als auch topisch zusammen verabreicht werden. Auf diese Weise kénnen tiefe Gewebsverletzungen durch parenterale
Verabreichung und Oberflachenlasionen direkt durch topische Verabreichung behandelt werden. Dosierungs- und
Verabreichungsschemata brauchen in Fallen, wenn orale Verabreichung angezeigt ist, nicht verandert zu werden.

BEISPIEL 2

Das vorliegende Beispiel offenbart ein Verfahren zur Erhdhung von Zelliiberlebensraten im Anschluss an in vitro-Permeabilisierung
von Zellmembranen. Die Permeabilisierung kann entweder durchgefiihrt werden, um exogene Makromolekiile in die
permeabilisierten Zellen einzubringen, wie zum Beispiel bei dem Einbringen von Antisense-Molekiilen bei der Antisense-Therapie,
oder um Zellen mit exogener DNA zu transfizieren.

Fur die Zwecke dieses Beispiels werden Zellen einer murinen myelomonocytischen Leukamie-Zelllinie in einem modifizierten
McCoys 5A-Medium mit 10% fotalem Kalberserum (HyClone) bei 37°C und 5% CO&sub2; in der Luft geziichtet. Zellen werden in
HeBS-Puffer bestehend aus 20 mM Hepes pH 7,05, 137 mM NaCl, 5 mM KCI, 0,7 mM Na&sub2;HPO&sub4; und 6 mM Dextrose
resuspendiert. Die Zelldichte fiir die Permeabilisierung ist ungefahr 3 - 10&sup6; Zellen/ml und Plasmid-DNA in supercoiled
(verdrillter) Form wird in einer Endkonzentration von 50 ug/ml zugefiigt. Permeabilisierung kann mechanisch (z. B. durch
Ultraschall), unter Verwendung eines Detergens (z. B. SDS oder Triton X-100) oder durch Andern der osmotischen Bedingungen
des Mediums durchgefiihrt werden.

Nachdem Permeabilisierung und Transfektion fiir ungeféhr 5-10 Minuten stattgefunden haben, werden 0,1-1,0 mg/ml Poloxamer
188 oder 1107 zu dem Medium hinzugefligt, um sowohl Membranreparatur und damit Zelliiberleben als auch die
Transfektionseffizienz zu verbessern. Zusatzlich wird eine hochenergetische Phosphatverbindung zu dem Medium mit dem
Poloxamer hinzugefligt, sodass die Energiespeicher der permeabilisierten Zellen wieder aufgeladen werden. Dies wird weiter die
Reparatur und das Uberleben verbessern. Phosphocreatin in einer Konzentration von 10% w/v oder 1% w/v ATP und 1% w/v
MgCl&sub2; kdnnen fiir diesen Zweck zugefligt werden.

Anspruch[de]
1. Verwendung einer Zusammensetzung umfassend
eine Menge eines oberflachenaktiven Copolymers, ausgewahlt aus Poloxamer, Meroxapol, Poloxamin und PLURADOT®-Polyol,

die, durch Stabilisation von zelluldren Membranen oder Verringerung der Membranpermeabilitat, wirksam ist. Strahlenschaden an
tierischem Gewebe zu reduzieren,

zur Herstellung eines Medikaments zur Verringerung einer Schadigung von tierischem Gewebe aufgrund von Strahlung, wobei das
Medikament dem Gewebe entweder vor, wahrend oder nach der Exposition des Gewebes gegenuber einer Strahlenquelle,
verabreichbar ist.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das oberflachenaktive Copolymer ein Poloxamer mit einem Molekulargewicht von zwischen
etwa 2.000 und etwa 20.000 Daltons ist.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Strahlung ionisierende Strahlung ist; oder wobei die Strahlung nicht-ionisierende
Strahlung ist.

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die Zusammensetzung an einen Menschen verabreichbar ist.

5. Verwendung nach Anspruch 4, wobei der Mensch ein Patient ist, der im Begriff ist, sich einer Strahlentherapie zu unterziehen,
und wobei eine wirksame Menge der Zusammensetzung dem Patienten vor, wéhrend oder nach der Therapie verabreichbar ist.

6. Verwendung nach Anspruch 4, wobei der Mensch ein Patient ist, der sich einer Strahlentherapie unterzogen hat und als Folge
davon Schaden an nichterkrankten Geweben erlitten hat, und wobei eine wirksame Menge der Zusammensetzung dem Patienten
verabreichbar ist, um das beschadigte, nichterkrankte Gewebe zu behandeln und weiteren Schaden an dem nichterkrankten
Gewebe zu verhindern oder zu minimieren.

7. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Zusammensetzung des Weiteren eine hochenergetische
Phosphatverbindung umfalit; insbesondere wobei die hochenergetische Phosphatverbindung ATP-MgCl&sub2; umfalit; oder wobei
die hochenergetische Phosphatverbindung Phosphokreatin umfaft.

8. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Zusammensetzung dem Subjekt intravends, intramuskular
oder topisch verabreichbar ist, um das betroffene Gewebe zu behandeln.

9. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Poloxamer die folgende allgemeine Formel hat:

HO-(C&sub2;H&sub4;0)b-(C&sub3;H&sub6;0)a-(C&sub2;H&sub4;0)b-H

http://www .patent-de.com/20030417/DE69332275T2.html

Seite 6 von 7

11.02.2009



VERFAHREN UND ZUSAMMENSETZUNGEN AUF DER BASIS EINES POLY...

wobei a eine ganze Zahl ist, sodass der von (C&sub3;H&sub6;0)a dargestellte, hydrophobe Rest ein Molekulargewicht von
ungefahr 950 bis 4.000 hat und b eine ganze Zahl ist, sodass der durch (C&sub2;H&sub4;0)b dargestellte, hydrophile Rest
ungefahr 45 bis 95 Gewichts% des Poloxamers bildet.

10. In-vitro-Verfahren zur Erhohung der Effizienz, mit der exogene Makromolekdile in lebende Zellen eingebracht werden,
umfassend die folgenden Schritte:

(a) Permeabilisieren der Membranen der Zellen;
(b) Exponieren der Zellen gegeniiber den exogenen Makromolekilen; und

(c) entweder vor, wahrend oder nach der Durchflihrung der Schritte (a) und (b), Verabreichen einer Zusammensetzung an die
lebenden Zellen, umfassend eine Menge eines oberflachenaktiven Copolymers, ausgewahlt aus Poloxamer, Meroxapol, Poloxamin
und PLURADOT®-Polyol, die wirksam ist, die Membranen der Zellen zu stabilisieren oder ihre Permeabilisierung zu verringern.

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die exogenen Makromolekiile DNA- Molekile umfassen und wobei die DNA-Molekiile in die
Zellen durch Transfektion eingebracht werden; oder wobei die exogenen Makromolekiile Antisense-Molekiile umfassen,
insbesondere wobei die exogenen Makromolekdiile Antisense-Molekiile umfassen und wobei die Antisense-Molekiile in die lebenden
Zellen durch Transfektion eingebracht werden.

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, wobei das oberflachenaktive Copolymer ein Poloxamer mit einem Molekulargewicht von
zwischen etwa 2.000 und etwa 20.000 Daltons ist.
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