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69 Verfahren zur Gewinnung anaboler, atmungsfordernder, niedermolekularer Wirkstoffe fur
prophylaktische, therapeutische, zell- und gewebekulturtechnische Zwecke.

@ Die Wirkstoffe werden aus einem Hefeplasmolysat

gewonnen, indem Hefepilze im Momente ihres maxi-
malen Wachstums aufgeschlossen werden. Der Aufschluss
erfolgt durch Anwendung von Ultraschall, bei gleichzeiti-
ger Einwirkung proteolytisch wirksamer Fermente. Der
Uberstand wird einer Dialyse unterworfen und unter
schonendster Behandlung eingeengt. Die Wirkstoffe die-
nen prophylaktischer, therapeutischer, zell- und gewebe-
kulturtechnischer Zwecke.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Gewinnung anaboler, atmungsférdern-
der, niedermolekularer Wirkstoffe fiir prophylaktische, the-
rapeutische, zell- und gewebekulturtechnische Zwecke,
dadurch gekennzeichnet, dass Hefepilze der Familie der
Saccharomycetes wihrend ihres maximalen Wachstums
durch Ultraschalleinwirkung, bei gleicherzeitiger Gegenwart
proteolytisch wirksamer Fermente aufgeschlossen werden,
wobei anschliessend der Uberstand einer Dialyse unterwor-
fen und das Dialysat unter schonendster Behandlung einge-
engt wird. A

2. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als proteolytisch wirksames Ferment Papain
verwendet wird.

3. Verwendung der nach Patentanspruch 1 oder 2 er-
zeugten Wirkstoffe fiir die Gewinnung von Zell- und Ge-
webekulturen. :

4. Verwendung der nach Patentanspruch 1 oder 2 er-
zeugten Wirkstoffe fiir die Beschleunigung von Gérprozes-
sen.

5. Tierfutterzusatz, enthaltend die nach Patentanspruch
1 oder 2 erzeugten Wirkstoffe.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Gewinnung anaboler, atmungsfordernder, niedermolekularer
Wirkstoffe fiir prophylaktische, therapeutische, zell- und ge-
webekulturtechnische Zwecke.

Es ist bekannt, dass Hefepilze aus der Familie der Sac-
charomycetes einen hohen Gehalt an. Wirkstoffen, wie Vi-
tamine, Fermente und Spurenelemente enthalten. Besonders
seien die Riboflavine und ihre Derivate, die Vitamine des
B-Komplexes, oder die Wirkstoffe der Atemkette, wie das
Cytochrom C erwihnt, die fiir Mensch und Tier als dusserst
wertvoll zu bezeichnen sind. )

Ausser diesen bekannten, wachstumsférdernden Stoffe
enthalten Hefepilze aber auch noch zum Teil unbekannte
Wachstumsfaktoren, die als echte Anabolica bezeichnet
werden konnen, wie sie etwa in embryonalen Geweben, ins-
besondere auch im Kilberblut enthalten sind, ohne die ein
Wachstum von Zellen in vitro nicht stattfinden wiirde.

Interessanterweise konnte festgestellt werden, dass sol-
che chemisch noch unbekannte, wachstums- und atmungs-
fordernde Faktoren aus Hefepilzen mit Wirkstoffen aus
Kilberserum funktionell eine grosse Ahnlichkeit besitzen,
die sich in der Erhshung der Resistenz von Mensch und
Tier gegen bakterielle, virale und andere Schidigungen
positiv ausdriickt.

Es wurde nun versucht, in Hefeplasmolysaten derartige
therapeutisch anwendbare Stoffe aufzufinden, insbesonde-
re auch solche mit regenerierender Wirkung auf Abbau-
prozesse. ’

In der Folge zeigte es sich aber, dass es nicht ohne wei-
teres moglich war, Stoffe mit regenerierender Wirkung in
einem Hefeplasmolysat nachzuweisen oder daraus zu iso-
lieren, da in einem Hefeplasmolysat eine Vielzahl von Sub-
stanzen mit verschiedenster Wirkung enthalten sind.

Regenerative Prozesse bendtigen bekanntlich eine hohe
Stoffwechselleistung, die mit einer Erh6hung der inneren
Atmung verkniipft ist. Damit zum Nachweis der gesuchten
Stoffe mit regenerierenden und atmungsfordernden Eigen-
schaften aus Hefeplasmolysaten, sowie zur Ermittlung der
geeignetsten, zu dem Wirkungsprinzip fijhrenden Herstel-
lungsverfahren herangekommen werden kann, mussten da-
her bestimmte Testverfahren herangezogen werden, mit de-
ren Hilfe das Vorhandensein, sowie die Konzentration dieser
Stoffe, nachgewiesen werden konnte. Besonders haben sich

hiefiir Methoden als giinstig erwiesen, wie sie bekannterweise
fiir Gewebekulturen in vitro angewendet werden.

Bis anhin war es nicht gelungen, die gesuchten Wirk-
stoffe aus Hefezellen in. chemisch reiner Form darzustellen,

5 da solche nur in geringsten Konzentrationen in der Hefe-
zelle selsbt vorliegen.

Uberraschenderweise konnte festgestellt werden, dass
aus einem Hefeplasmolysat niedermolekulare Wirkstoffe mit
atmungssteigernden, resp. stoffwechselaktivierenden und

10 regenerationsférdernden Eigenschaften gewonnen werden
konnen, wenn man das erfindungsgemiisse Verfahren zu
ihrer Herstellung anwendet.

In der genuinen Hefezelle sind diese Wirkstoffe nicht

s oder nicht ohne weiteres nachweisbar, da sie in gebundener
oder inaktiver Form vorliegen und somit dem direkten Nach-
weis entzogen sind, so dass sie auch therapeutisch nicht in
Reaktion treten konnen. Nach Feststellung solcher Wirk-
stoffe bestand nun die Aufgabe darin, ein Verfahren zu ent-

2 wickeln, das gestattet, diese Wirkstoffe aus Hefezellen von
den hoher molekularen Zellbestandteilen abzutrennen, an-
zureichern und in einer therapeutisch verwertbaren Form
darzustellen.

Versuche haben gezeigt, dass die iiblichen Verfahren

25 wie Ausfrieren, Aussalzen, Erhitzen, saure oder alkalische
Plasmolyse, Zerreibung usw. der Hefezellen zu keinen be-
friedigenden Ergebnissen fithrten. Das Problem, die Hefe-
zellmembran méglichst griindlich und ausreichend zu zer-
storen, um eine hohe Ausbeute der Wirkstoffe zu erhalten,

30 konnte bis anhin nicht in befriedigender Weise gelost wer-
den.

In bezug auf die Reinigung der gewonnenen, wachstums-
férdernden Inhaitsstoffe war bis anhin keine hiefiir ge-
- eignete Methode bekannt; insbesondere die Art der Entei-

35 weissung durch Ausfillen der genuinen Eiweisse des Hefe-
zellsaftes mittels der iiblichen Methoden, wie z.B. Erhitzen
oder durch Anwendung von Trichloressigsdure, war nicht
befriedigend, da ein solches Ausfillen des Eiweisses auch
die gesuchten Substanzen mitausfillte.

4  Es wurde nun gefunden, dass der Aufschluss der Hefe-
zellen am wirkungsvollsten dann erfolgt, wenn man einer
Hefemasse eine zuckerhaltige Lsung, wie Melasse, Frucht-
saftabfille und dergleichen zusetzt, diese Hefemasse wih-
rend 1 bis 3 Tagen bei 25°C == 3°C unter guter Beliiftung

45 einem Girprozess iiberldsst und die so erhaltene Hefemas-

sensuspension unter Zusatz eines eiweissspaltenden Fermen-

tes, wie z.B. des Papains, beim Optimum der Gérung gleich-
zeitig mittels eines Ultraschallintegrators von 50 Watt/cm?

Leistung solange wirbelt, bis die Temperatur der Hefesus-

pension auf ca. 40°C gestiegen ist, was bei einem Uber-

stand von 70-75% der Fall ist. Die abgekiihlte, auf ein py
von 6,2 abgepufferte Losung wir hierauf portionenweise
abzentrifugiert. Die Uberstinde der Zentrifugate werden
vereinigt und alsdann einer Schlussdialyse unterworfen,

ss die gegen neutral gepuffertes Wasser erfolgt. Daraufhin
wird das Ganze in schonendster Weise eingeengt. Um das
erhaltene Produkt zu konservieren, wird diesem ein bekann-
tes Konservierungsmittel beigegeben.

Uberraschenderweise konnte beim erfindungsgeméssen’

60 Verfahren festgestellt werden, dass die Ausbeute an at-
mungsfordernden Wirkstoffen dreimal so gross ist, als bei
einer normal angesetzten Papainproteolyse, die ohne gleich-
zeitige Ultraschalleinwirkung vor sich ging. Dies ist umso
iiberraschender, -als dies nicht vorausgesehen werden konn-

65 te.

Zum besseren Verstindnis des erfindungsgemédssen Ver-
fahrens soll nachfogend ein Ausfiihrungsbeispiel die Erfin-
dung erldutern.
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Ausfithrunsbeispiel

Man versetze 1 kg Hefepilze, vorzugsweise eine ober-
oder untergirige Heferasse der Art Saccharomyces cerevisiae
mit 100 Liter Wasser, dem man ca. 5 kg zuckerhaltige Roh-
stoffe zusetzt. Das Ganze wird wihrend 1 bis 3 Tagen bei
einer Temperatur von ca. 25°C unter guter Beliiftung sich
selbst iiberlassen. Hierauf versetze man das Ganze mit
2-5% in bezug auf die Gesamtbiomasse mit einem eiweiss-
spaltenden Ferment, vorzugsweise mit Papain. Gleichzei-
tig wird die Gesamtmasse mittels eines Ultraschallintegrators
mit 50 Watt/cm? solange gewirbelt, bis die Temperatur der
Biomasse auf 40°C gestiegen ist; der Uberstand betrigt dann
70-75%. Die Gesamtlésung wird dann auf einen pg-Wert von
6,2 gebracht und portionenweise zentrifugiert. Die Zentrifu-
gate werden gesamthaft einer Schlussdialyse unterworfen,
die-bei ca. 25-30°C gegen neutral gepuffertes Wasser erfolgt.
Vor Einleitung der Schlussdialyse werden den Zentrifuga-
ten so viel eines Konservierungsmittels zugesetzt, dass die
Endkonzentration desselben am Schluss der Dialyse, im
Dialysat bei 0,001-0,008 % liegt. Als Konservierungsmittel
kann in vorteilhafterweise der p-amino-Benzoesduremethyl
— und/oder dthylester verwendet werden.

Es hat sich gezeigt, dass das erwihnte Konservierungs-
mittel die Sauerstoffaufnahme z.B. eines Leberhomogenates
oder einer Hefekultur durch den Wirkstoff hichstens um
10% gegeniiber dem Wirkstoff ohne Konservierungsmittel-
zusatz senkt. Das Schlussdialysat wird alsdann in schonend-
ster Art und Weise auf 50 mg pro ml Dialysat eingeengt.

Die Standardisierung und Testung des Endproduktes er-
folgt dadurch, dass man einer tiblichen Gewebekultur in
vitro das Endprodukt in einer Verdiinnung von 1:100 bis
1:10 000 zusetzt und dass man zu gegebener Zeit eine Zell-
zihlung durchfiihrt. Gegeniiber einer Gewebekontrollkul-
tur ohne Wirkstoffzusatz hat es sich gezeigt, dass die Zel-
lenzahl um mindestens 150% ansteigt.

Es ist auch moglich, eine Standardisierung durch direk-
tes Messen der Zellteilungsbeschleunigung von in vitro ge-
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ziichteten Zellen wie Fibroplasten menschlicher oder tieri-
scher Herkunft vorzunehmen. Die erhdhte Resistenz wird
durch Verabfolgung der erfindungsgemiss gewonnenen
Wirkstoffe so bestimmt, dass menschliche oder tierische
5 Zellen mittels toxischen Metallsalzen, wie Blei- oder Queck-
silberverbindungen versetzt werden, derart, dass sie in ihrer
Teilungsfahigkeit eingeschriankt oder blockiert werden. Der
Grad der Deblockierung durch das Einwirken der Wachs-
tumsfaktoren ergibt dann den Grad der Resistenzfihigkeit.
Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass das End-
produkt durch Anregung des Stoffwechsels ganz generell
die Sauerstoffaufnahme und zugleich die Mehrproduktion
von Adenosintriphosphat fordert. Das Endprodukt kataly-
siert und -aktiviert die Atemkette an dem Niveau der Cyto-
15 chromoxidase. Aus diesen Griinden erfolgt z.B. im Falle
einer Wunde, unter dem Einfluss des Wirkstoffes, eine ver-
mehrte Zellteilung und somit eine raschere Epithelisierung
und Abheilung. Bei Messungen der Futterverwertung von
Nutztieren hat es sich herausgestellt, dass ein Zusatz des
20 gefundenen Wirkstoffes eine bessere Ausnutzung des Grund-
futters bewirkt, so dass solche Tiere ihren erwiinschten
Reifegrad auch viel schneller erreichen, als Tiere, deren
Futter keine Wirkstoffe enthielt.
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Auch hat es sich gezeigt, dass z.B. ein Girvorgang durch
Zusatz des erwadhnten Wirkstoffes bedeutend aktiviert wird.
So konnte festgestellt werden, dass sich der Wirkstoff in.
der Bierbrauerei mit Erfolg anwenden l4sst, indem man
einen normalen Gérvorgang, der sonst z.B. 814 Tage dauert,

o auf 7 Tage reduzieren kann. Der Zeitgewinn von 114 Tage
ist wirtschaftlich gesehen, bedeutend; die Qualitiit des Bie-
res ist in beiden Fillen dieselbe.

Die erfindungsgemiss hergestellten Wachstumsfaktoren
finden nicht nur therapeutische Verwendung in der Human-
35 und Tiermedizin, sondern auch im technischen Bereich der
Girprozesse, in der Zell- und Gewebeziichtung in vitro und
zur besseren Ausnutzung des Grundfutters.
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