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Zur Appetitregelung durch Wirkung spezifisch auf das Ernihrungszentrum geeigneter Wirkstoff,
Verfahren zu dessen Herstellung und diesen enthaltendes Arzneimittel.

@ Aus menschlichem oder tierischem Blutplasma iso-

liert man ein Glykoproteid eines Molekulargewichtes
iiber 60’000 mit 60 bis 61 Gew.-% Aminosiuren und 10
bis 11 Gew.-% Zuckern.

Zur Gewinnung des Wirkstoffes filtriert man durch
ein Molekulargewichte bis 50'000 durchlassendes Mem-
branfilter, dampft das Filtrat ein, 16st es in Wasser, bringt
es auf ein Chr,omatographiergel mit einem dusseren Volu-
men unter 50 000 Dalton und eluiert mit physiologischer
NaC1l-Losung. Man sammelt die biologisch wirksamen
Fraktionen, dampft sie ein, 16st sie in der erforderlichen
Menge Wasser und fraktioniert nochmals auf einem Chro-
matographiergel des obigen Typs. Die mit destilliertem
}Vasser herausgeldsten, vereinigten Eluate werden lyophi-
isiert.

Der erhaltene, endogene Stoff hemmt spezifisch und
selektiv die Nahrungsaufnahme. Gegeniiber den herkémm-
lichen Appetithemmern ist seine Wirkung stark mit einem
hohen Wirkungsgrad, dauerhaft, reversibel und kaum to-
xisch. Zudem fehlen die unerwiinschten, depressiven oder
belebenden Nebenwirkungen auf das Zentralnervensy-
stem.
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PATENTANSPRUCHE
1. Zur Appetitregelung durch Wirkung spezifisch auf das

Erndhrungszentrum geeigneter Wirkstoff aus der aus dem

: Eindampfriickstand eines durch ein Molekulargewichte bis
50000 durchlassendes Membranfilter filtrierten mensch-
lichen und/oder tierischen Blutserums an einem Chromato-
graphiergel mit einem dusseren Volumen unter 50 000 Dalton
mittels Gelchromatographie abgetrennten biologisch wirk-
samen Fraktion, dessen hydrolytisches Abbauprodukt 60 bis
61 Gew.-% Aminosduren und 10 bis 11 Gew.-% Zucker ent-
halt, wobei die Aminosduren

6,0 Gew.-% Lysin,

1,6 Gew.-% Histidin,

3,0 Gew.-% Arginin,

2,3 Gew.-% Cystein,

7,0 Gew.-% Asparaginsiure,
3,1 Gew.-% Threonin,

9,6 Gew.-% Glutaminsiure,
1,7 Gew.-% Serin,

2,2 Gew.-% Prolin,

1,2 Gew.-% Glykokoll,

3,8 Gew.-% Alanin,

3,6 Gew.-% Valin,

1,3 Gew.-% Methionin,

1,0 Gew.-% Isoleucin,

6,0 Gew.-% Leucin,

1,8 Gew.-% Tyrosin,

3,5 Gew.-% Phenylalanin und
1,9 Gew.-% Tryptophan

sind und die Zucker

2,8 Gew.-% Glucose,

2,9 Gew.-% Galaktose,

2,0 Gew.-% Mannose, -

1,9 Gew.-% Rhamnose und
1,1 Gew.-% Arabinose

darstellen, und der genannte Wirkstoff ein UV-Spektrum
ohne Absorptionsmaximum mit einem Plateau bei 275 bis
280 nm aufweist, wobei das reine chromatographisch homo-
gene Material beim Ultrafiltrieren durch eine Membran und
Ultrazentrifugieren ein Molekulargewicht unter 10 000 und
bei der Polyacrylamidgelelektrophorese und gelchromato-
graphischen Messung ein Molekulargewicht iiber 60 000
zeigt.

2. Verfahren zur Herstellung eines zur Appetitregelung
durch Wirkung spezifisch auf das Erndhrungszentrum geeig-
neten Wirkstoffs aus der aus dem Eindampfriickstand eines
durch ein Molekulargewichte bis 50 000 durchlassendes
Membranfilter filtrierten menschlichen und/oder tierischen
Blutserums an einem Chromatographiergel mit einem #us-
seren Volumen unter 50 000 Dalton mittels Gelchromatogra-
phie abgetrennten biologisch wirksamen Fraktion, dessen
hydrolytisches Abbauprodukt 60 bis 61 Gew.-% Amino-
sduren und 10 bis 11 Gew.-% Zucker enthilt, wobei die Ami-
nosduren

6,0 Gew.-% Lysin,

1,6 Gew.-% Histidin,

3,0 Gew.-% Arginin,

2,3 Gew.-% Cystein,

7,0 Gew.-% Asparaginsiure,
3,1 Gew.-% Threonin,

9,6 Gew.-% Glutaminsiure,
1,7 Gew.-% Serin,

2,2 Gew.-% Prolin,
1,2 Gew.-% Glykokoll,
3,8 Gew.-% Alanin,
3,6 Gew.-% Valin,
5 1,3 Gew.-% Methionin,
1,0 Gew.-% Isoleucin,
6,0 Gew.-% Leucin,
1,8 Gew.-% Tyrosin,
3,5 Gew.-% Phenylalanin und
10 1,9 Gew.-% Tryptophan

sind und die Zucker

2,8 Gew.-% Glucose,
15 2,9 Gew.-% Galaktose,
2,0 Gew.-% Mannose,
1,9 Gew.-% Rhamnose und
1,1 Gew.-% Arabinose

20 darstellen, und der genannte Wirkstoff ein UV-Spektrum
ohne Absorptionsmaximum mit einem Plateau bei 275 bis
280 nm aufweist, wobei das reine chromatographisch homo-
gene Material beim Ultrafiltrieren durch eine Membran und
Ultrazentrifugieren ein Molekulargewicht unter 10 000 und

25 bei der Polyacrylamidgelelektrophorese und gelchromato-
graphischen Messung ein Molekulargewicht iiber 60 000
zeigt, dadurch gekennzeichnet, dass man menschliches und/
oder tierisches Blutserum durch ein Molekulargewichte bis
50000 durchlassendes Membranfilter filtriert, das Filtrat ein-

30 dampft und in Wasser 16st, die Ldsung auf ein Chromatogra-
phiergel mit einem dusseren Volumen unter 50 000 Dalton
aufbringt und durch Eluieren mit einer neutralen wissrigen
Losung fraktioniert, die biologische Wirksamkeit aufwei-
senden Fraktionen eindampft und in der erforderlichen

35 Menge Wasser 16st, die Losung erneut auf ein Chromatogra-

phiergel mit einem dusseren Volumen unter 50 000 Dalton

aufbringt und durch Eluieren mit Wasser fraktioniert und die
biologische Wirksamkeit aufweisenden Fraktionen ein-
dampft.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die zum Eluieren eingesetzte neutrale wissrige, ein Salz
enthaltende Losung mindestens 0,1 Gew.-% des Salzes ent-
hilt.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
45 dass man als Eluiermittel zur ersten gelchromatographischen

Fraktionierung eine wissrige Natriumchloridldsung, zweck-

missig eine physiologische Natriumchlorididsung, ver-

wendet.
5. Verfahren nach einem der Anspriiche 2, 3 oder 4,

50 dadurch gekennzeichnet, dass man die biologisch wirksamen

Fraktionen des bei der zweiten gelchromatographischen

Fraktionierung erhaltenen Eluates nach ihrer Vereinigung

und gegebenenfalls nochmaligen chromatographischen Rei-

nigung lyophilisiert.

6. Arzneimittel, dadurch gekennzeichnet, dass es als Wirk-
stoffkomponente mindestens einen zur Appetitregelung
durch Wirkung spezifisch auf das Erndhrungszentrum geeig-
neten Wirkstoff aus der aus dem Eindampfriickstand eines
durch ein Molekulargewichte bis 50 000 durchlassendes
6 Membranfilter filtrierten menschlichen und/oder tierischen

Blutserums an einem Chromatographiergel mit einem fus-

seren Volumen unter 50 000 Dalton mittels Gelchromatogra-

phie abgetrennten biologisch wirksamen Fraktion, dessen
hydrolytisches Abbauprodukt 60 bis 61 Gew.-% Amino-

65 séduren und 10 bis 11 Gew.-% Zucker enthilt, wobei die Ami-
nosduren

40

55

6,0 Gew.-% lysin,



1,6 Gew.-% Histidin,

3,0 Gew.-% Arginin,

2.3 Gew.-% Cystein,

7,0 Gew.-% Asparaginsiure,
3,1 Gew.-% Threonin,

9,6 Gew.-% Glutaminsiure,
1,7 Gew.-% Serin,

2,2 Gew.-% Prolin,

1,2 Gew.-% Glykokoll,

3,8 Gew.-% Alanin,

3,6 Gew.-% Valin,

1,3 Gew.-% Methionin,

1,0 Gew.-% Isoleucin,

6,0 Gew.-% Leucin,

1,8 Gew.-% Tyrosin,

3,5 Gew.-% Phenylalanin und
1,9 Gew.-% Tryptophan

sind und die Zucker

2,8 Gew.-% Glucose,

2,9 Gew.-% Galaktose,

2,0 Gew.-% Mannose,

1,9 Gew.-% Rhamnose und
1,1 Gew.-% Arabinose

darstellen, und der genannte Wirkstoff ein UV-Spektrum
ohne Absorptionsmaximum mit einen Plateau bei 275 bis
280 nm aufweist, wobei das reine chromatographisch homo-
gene Material beim Ultrafiltrieren durch eine Membrane und
Ultrazentrifugieren ein Molekulargewicht unter 10 000 und
bei der Polyacrylamidgelelektrophorese und gelchromato-
graphischen Messung ein Molekulargewicht iiber 60 000
zeigt, enthilt.

Die Erfindung betrifft einen zur Appetitregelung durch
Wirkung spezifisch auf das Erndhrungszentrum geeigneten
Wirkstoff, ein Verfahren zu dessen Herstellung und ein
diesen enthaltendes Arzneimittel.

Unter den zur Verminderung des Appetites, insbesondere
des krankhaft iiberméssigen Appetites, und des Nahrungs-
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sitit das zur therapeutischen Anwendung erwiinschte Niveau
hat, ein Verfahren zu dessen Herstellung und Arzneimittel
mit einem Gehalt an ihm zu schaffen.

Das Obige wurde iiberraschenderweise durch die Erfin-

s dung erreicht.

In Anbetracht des Obigen ist vom Gesichtspunkt der thera-
peutischen Behandlung der krankhaften Fettsucht die neue
Feststellung, dass aus dem menschlichen und/oder tierischen
Blutplasma ein solcher bisher unbekannter Wirkstoff,

10 welcher in der Tat selektiv und ausserordentlich stark auf das
den Nahrungsaufnahmemechanismus regelnde Erndhrungs-
zentrum wirkt, abgetrennt werden kann, iiberraschend und
von grosser Bedeutung. Dieser neue erfindungsgemasse
Wirkstoff, welcher aus dem menschlichen und/oder tieri-

15 schen Blutplasma durch Membranfiltrations- und Gelchro-
matographierfraktionierarbeitsgénge abgetrennt werden
kann, zeigt bei der Gelelektrophorese ein Molekulargewicht
iiber 60 000. In seinem Hydrolyseprodukt sind Aminosduren
und Zucker nachweisbar. In diesem sind unter den Amino-

20 suren in der grossten Menge Asparaginsiure, Leucin, Glut-
aminséure und Lysin und in geringerer Menge Threonin,
Glykokoll, Cystein, Tyrosin, Phenylalanin, Arginin,
Histidin, Prolin, Serin, Alanin, Valin, Methionin, Isoleucin
und Tryptophan und unter den Zuckern Glucose, Galaktose,

25 Mannose, Rhamnose und Arabinose neben sonstigen redu-
zierenden Materialien in geringerer Menge nachweisbar. Der
erfindungsgemisse Wirkstoff hat also Glykoproteidcha-
rakter und somit Eiweisscharakter.

Gegenstand der Erfindung ist daher ein zur Appetitrege-

30 lung durch Wirkung spezifisch auf das Ernéhrungszentrum
geeigneter Wirkstoff aus der aus dem Eindampfriickstand
eines durch ein Molekulargewichte bis 50 000 durchlassendes
Membranfilter filtrierten menschlichen und/oder tierischen
Blutserums an einem Chromatographiergel mit einem dus-

35 seren Volumen (Ausschliessungsvolumen) unter 50 000
Dalton mittels Gelchromatographie abgetrennten biologisch
wirksamen Fraktion, dessen hydrolytisches Abbauprodukt
60 bis 61 Gew.-% Aminosiuren und 10 bis 11 Gew.-% Zucker
mit den folgenden Aminoséure- und Zuckerzusammenset-

40 Zungen.

Aminoséduren:

6,0 Gew.-% Lysin,
1,6 Gew.-% Histidin,

aufnahmedranges zur Zeit angewandten Arzneimitteln ist die 45 3,0 Gew.-% Arginin,

Wirkung der Substanzen vom Amphetamintyp iiberhaupt
nicht spezifisch, indem diese Arzneimittel auch verschiedene
unerwiinschte sonstige zentrale und periphere sympathomi-
metische Wirkungen zeigen, wobei sie auch den Nachteil
haben, dass der Organismus sich schnell an sie anpasst bezie-
hungsweise gewdhnt und sich eine Toleranz, welche die
Wirksamkeit einer solchen Arzneimittelbehandlung aufhebt,
ausbildet. Das Cholezystochinin wirkt auf den die Nahrungs-
aufnahme regelnden Mechanismus selektiver, seine Wir-
kungsintensitiit reicht jedoch nicht aus, um mit Erfolg zur

therapeutischen Behandlung der krankhaften Fettsucht ange-

wandt werden zu konnen. Daher steht bisher noch kein
Appetitregler, welcher seine Wirkung auf das Erndhrungs-
zentrum, das den Nahrungsaufnahmemechanismus regelt,

2,3 Gew.-% Cystein,

7,0 Gew.-% Asparaginsiure,

3,1 Gew.-% Threonin,

9,6 Gew.-% Glutaminséure,
50 1,7 Gew.-% Serin,

2,2 Gew.-% Prolin,

1,2 Gew.-% Glykokoll,

3,8 Gew.-% Alanin,

3,6 Gew.-% Valin,
55 1,3 Gew.-% Methionin,

1,0 Gew.-% Isoleucin,

6,0 Gew.-% Leucin,

1,8 Gew.-% Tyrosin,

3,5 Gew.-% Phenylalanin und

ohne unerwiinschte Nebenwirkungen selektiv ausiiben wiirde é0 1,9 Gew.-% Tryptophan,

und bei dem die Wirkungsintensitit das zur therapeutischen
Anwendung unbedingt erwiinschte Niveau erreichen wiirde,
zur Verfiigung.

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, unter

Zucker:

Q,S Gew.-% Glucose,

Behebung der Nachteile des Standes der Technik einen neuen 6s 2,9 Gew.-% Galaktose,

Wirkstoff, welcher zur Appetitregelung durch Wirkung spezi-

fisch auf das Erniihrungszentrum geeignet ist, ohne unerwar-
tete Nebenwirkungen zu haben, wobei seine Wirkungsinten-

2,0 Gew.-% Mannose,
1,9 Gew.-% Rhamnose und
1,1 Gew.-% Arabinose
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enthilt und welcher ein UV-Spektrum ohne Absorptionsma-
ximum mit einem Plateau bei 275 bis 280 nm aufweist, wobei
das reine chromatographisch homogene Material beim Ulira-
filtrieren durch eine Membran und Ultrazentrifugieren ein
Molekulargewicht unter 10 000 und bei der Polyacrylamid-
gelelektrophorese und gelchromatographischen Messung ein-
Molekulargewicht iiber 60 000 zeigt. Dieser Wirkstoff wurde
als «Szatietin» bezeichnet.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Her-
stellung des erfindungsgemissen Wirkstoffes, welches
dadurch gekennzeichnet ist, dass menschliches und/oder tie-
risches Blutserum durch ein Molekulargewichte bis 50 000
durchlassendes Membranfilter filtriert wird, das Filtrat ein-
gedampft und in Wasser gel6st wird, die Losung auf ein
Chromatographiergel mit einem dusseren Volumen unter
50000 Dalton aufgebracht und durch Eluieren mit einer, vor-
zugsweise mindestens 0,1 Gew.-%, eines Salzes enthaltenden
etwa neutralen wissrigen Lésung fraktioniert wird, die biolo-
gische Wirksamkeit aufweisenden Fraktionen, zweckmissig
nach ihrer Vereinigung, eingedampft und in der erforder-
lichen Menge Wasser gelost werden, die Losung erneut auf
ein Chromatographiergel mit einem dusseren Volumen unter
50 000 Dalton aufgebracht und durch Eluieren mit Wasser
fraktioniert wird und die biologische Wirksamkeit aufwei-
senden Fraktionen, zweckmassig nach ihrer Vereinigung,
eingedampft werden.

Vorzugsweise wird als Eluiermittel zur ersten gelchromato-
graphischen Fraktionierung eine wissrige Natriumchlorid-
16sung, zweckmdssig eine physiologische Natriumchlorid-
16sung verwendet. :

Es ist auch bevorzugt, die biologisch wirksamen Frak-
tionen des bei der zweiten gelchromatographischen Fraktio-
nierung erhaltenen Eluates nach ihrer Vereinigung und gege-

“benenfalls nochmaligen chromatographischen Reinigung zu
‘lyophilisieren.

Die erste Stufe des erfindungsgemissen Verfahrens ist also
die Ultrafiltration (Membranfiltration) des menschlichen
und/oder tierischen Blutserums durch ein Molekularge-
wichte bis 50 000 durchlassendes Membranfilter. Als solche
Membranfilter konnen zum Beispiel die Membran « Amicon
UM 10» und andere Membranen vom Typ «Amicon» sowie
Membranen von anderem Typ, wie eine Sartorius-Membran
von dhnlicher Porengrosse, verwendet werden. Besonders gut
eignen sich die Membranen «Amicon UM 05», «Amicon
UM 2», «Amicon DM 5», «Amicon UM 10», «Amicon PM
10», «Amicon UM 20», «Amicon PM 30» und «Amicon XM
30» sowie «Sartorius 121 33», «Sartorius 121 34» und «Sar-
torius 121 36». Das Membranfiltrieren (Filtrieren durch ein
Membranfilter) wird zweckmaéssig wie folgt durchgefiihrt.

Es wird gewdhnlich Druck, vorzugsweise ein Druck von 3
atm, angewandt und stindig geriihrt. Durch das Membranfil-
trieren wird das Serum in 2 Fraktionen zerlegt: Die grosseren

dungsgemdsse Verfahren vorteilhaft, weil es die Trennung
des erfindungsgemissen Wirkstoffes von sonstigen Materia-
lien mit grossen Molekiilen erleichtert. So ist der gewiinschte
erfindungsgemisse Wirkstoff im Filtrat der Membranfiltra-

5 tion etwa 10- bis 20fach konzentriert, bezogen auf den
urspriinglichen Trockensubstanzgehalt des Blutserums, in
Begleitung von Begleitstoffen mit viel kleinerem Molekular-
gewicht zu finden.

Die zweite Stufe des erfindungsgemissen Verfahrens ist

10 das Losen des durch das Eindampfen des durch das Mem-
branfiltrieren erhaltenen Filtrats gewonnenen Trockenriick-
standes in destilliertem Wasser und Aufbringen dieser
Losung auf eine ein Chromatographiergel mit einem dus-
seren Volumen unter 50 000 Dalton enthaltende Siule. Diese

15 Stufe wird zweckmdssig wie folgt durchgefiihrt:

Als Chromatographiergele kénnen in erster Linie
Sephadex G-15 sowie ferner beispielsweise «Sephadex
G-10», «Sephadex G-25», «Sephadex G-50», «Sephadex
G-75» und «Sephadex G-100» und weiterhin «BioGel P-2,

20 «BioGel P-4», «BioGel P-6», «BioGel P-10», «BioGel

P-30», «BioGel P-60» und «BioGel P-100» mit gutem Erfolg
verwendet werden. Die Chromatographiersiule wird bevor-
zugt mit einer physiologischen Natriumchloridlosung oder
mit einer mindestens 0,1 Gew.-% Natriumchlorid oder eines

25 anderen einen nahezu neutralen pH-Wert sicherstellenden

Salzes enthaltenden Losung eluiert. Beim Eluieren erscheint
der erfindungsgemésse Wirkstoff beim dusseren Volumen
(bekanntlich ist bei den gelchromatographischen Tren-
nungen das «iussere Volumen» des Geles ein wichtiges

30 Merkmal: alle Molekiile, welche in die Nihe der oberen

Grenze des selektiven Trennungsbereiches des Geles oder
oberhalb dieser Grenze fallen [beispielsweise ist die obere
Grenze des selektiven Trennungsbereiches im Falle von
Sephadex G-15 1500 Dalton], werden beim dusseren

35 Volumen, beim 25 bis 35% des Volumens der Gelsiiule dar-

stellenden Eluiermittelvolumen, eluiert), wihrend die nach

dem Membranfiltrieren noch vorhandenen Begleitstoffe mit
geringerem Molekulargewicht sich zum grossten Teil spiter,
das heisst bei grosserem Eluiervolumen in mehreren Spitzen

40 getrennt zeigen. Die bei der biologischen Wertbestimmung

sich als wirksam erweisenden (gegeniiber dem Blindversuchs-
material signifikant wirksameren) Fraktionen werden ver-
einigt und zur Trockne eingedampft.
Die dritte Stufe des erfindungsgemissen Verfahrens ist die
4s erneute gelchromatographische Fraktionierung des so erhal-
tenen am Wirkstoff um ein Vielfaches konzentrierteren Trok-
kenriickstandes, bei welcher schon durch mit Wasser erfol-
gendes Eluieren das wirksame Produkt in fiir die therapeu-
tische Anwendung geeigneter Reinheit erhalten wird. Diese
50 zweite gelchromatographische Reinigung wird, wie bereits
erwahnt, ebenfalls an einer Gelchromatographiersiule mit
einem dusseren Volumen unter 50 000 Dalton durchgefiihrt.
Im einzelnen wird zweckmissig wie folgt vorgegangen:
Der vom vorhergehenden Fraktionierarbeitsgang erhal-

Molekiile als die Porengrdsse der Membran werden von den 55 tene trockene Eindampfriickstand wird in der notwendigen

kleineren getrennt. Bei dieser Trennung erscheint der erfin-
dungsgemisse Wirkstoff trotz der Tatsache, dass das Fil-
trieren durch ein als Molekulargewichte bis 50 000 durchlas-
send festgelegtes Membranfilter durchgefiihrt wird und der
erfindungsgeméisse Wirkstoff, wie bereits erwihnt, als ein
Molekulargewicht iiber 60 000, insbesondere 60 000 bis

100 000, aufweisend sich zeigte, iiberraschenderweise in
seiner ganzen Menge in der die Materialien mit kleinen
Molekiilen mit Molekulargewichten in der Gréssenordnung
um 10 000 enthaltenden Fraktion. Dieses atypische Verhalten
des erfindungsgemissen Wirkstoffes, welches wahrscheinlich
infolge des beim Membranfiltrieren bevorzugt angewandten
Druckes und Riihrens zustande kommt, ist fiir das erfin-

Mindestmenge von destilliertem Wasser gelost und auf ein
entsprechendes Chromatographiergel, beispielsweise
«BioGel P-30», in einer Siule aufgebracht, worauf die Siule
mit destilliertem Wasser eluiert wird. Die bei der biologischen

60 Wertbestimmung sich als aktiv erweisenden Fraktionen

werden vereinigt und lyophilisiert.

So wird im allgemeinen der erfindungsgemisse Wirkstoff
bereits in Form eines reinen einheitlichen Produktes erhalten.
¢ Wenn jedoch die elektrophoretische Untersuchung des Pro-
duktes die Gegenwart irgendeines Begleitstoffes anzeigen
wiirde, kann der erfindungsgemssse Wirkstoff von diesem
durch Chromatographieren an einer Didthylaminoithylcel-



lulosesiule befreit werden. Zu diesem Zweck kann das Mate-
rial in Losung in destilliertem Wasser auf die Didthylamino-
ithylcellulosesdule aufgebracht werden, woran sich ein
Waschen der Saule mit destilliertem Wasser und danach ein
Eluieren mit einer 0,1 n Phosphatpufferlosung (pH-Wert:
6,5){0,1 n Phosphatpufferlésung [pH-Wert = 6,5] + bis zu
5%iger Natriumchloridlésung aufwirts gradientenmassig}
anschliessen. Der reine Wirkstoff wird gewdhnlich mit der
0,1 n Phosphatpufferlosung (pH-Wert: 6,5) + 0,5%igen
Natriumchloridldsung von der Séule eluiert. Die den reinen
Wirkstoff enthaltende Eluatfraktion wird vorzugsweise lyo-
philisiert und danach kann der Wirkstoff am Gel «BioGel
P-30» mittels Eluierens mit destilliertem Wasser von den
anorganischen Salzen befreit werden.

Die Homogenitit des erhaltenen reinen Wirkstoffes kann
durch Elektrophorese an einem anfinglich (bei seinem
Ansetzen) 15% Acrylamid enthaltenden Polyacrylamidgel
mit einer Pufferldsung mit einem pH-Wert von 4,5 bei einer
Spannung von 100 V und einer Stromstérke von 4 A je Rohr
untersucht werden.

Der erfindungsgemisse Wirkstoff ist im lyophilisierten
Zustand ein schneeweisses watteartiges leichtes Material,
dessen chemische Untersuchung wie bereits erwéhnt ergab,
dass es ein Glykoproteid ist, welches durch saure Hydrolyse
in seine Aminosiure- und Zuckerbestandteile gespalten
werden kann. Beispielsweise wurden bei den Untersu-
chungen zur Ermittlung der chemischen Zusammensetzung
und Struktur des aus einem menschlichen Blutserum herge-
stellten erfindungsgemissen Wirkstoffes die folgenden
Ergebnisse erhalten.

Amino- und Zuckerzusammensetzung des Hydrolysepro-
duktes

Die im durch Hydrolyse erhaltenen Abbauprodukt nach-
weisbaren Aminosiuren

6,0 Gew.-% Lysin
1,6 Gew.-% Histidin
3,0 Gew.-% Arginin
2.3 Gew.-% Cystein
7,0 Gew.-% Asparaginsdure
3,1 Gew.-% Threonin
9,6 Gew.-% Glutaminsdure
1,7 Gew.-% Serin
2,2 Gew.-% Prolin
1,2 Gew.-% Glykokoll
3,8 Gew.-% Alanin
3,6 Gew.-% Valin
1,3 Gew.-% Methionin
1,0 Gew.-% Isoleucin
6,0 Gew.-% Leucin
1,8 Gew.-% Tyrosin
3,5 Gew.-% Phenylalanin
1,9 Gew.-% Tryptophan
60,6 Gew.-% gesamte Aminoséduren.

Ferner waren im Abbauprodukt 13 Gew.-% reduzierendes
Material, welches hauptsichlich aus Zuckern in den fol-
genden prozentualen Anteilen bestand, nachweisbar.

2,8 Gew.-% Glucose
2.9 Gew.-% Galaktose
2,0 Gew.-% Mannose
1,9 Gew.-% Rhamnose
1,1 Gew.-% Arabirnose
10,7 Gew.-% Gesamtzuckergehalt.
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Wassergehalt 7
Der erfindungsgemisse Wirkstoff enthielt auch physika-
lisch gebundenes Wasser in einer Menge um 10 Gew.-%.

5 Endgruppenanalyse
Bei den weiteren Untersuchungen zur Aufklérung der

chemischen Struktur des erfindungsgemaissen Wirkstoffes
war mit den iiblichen Verfahrensweisen der Endgruppenana-
lyse (mit Dimethylaminonaphthylsulfonsdurechlorid und

10 dem Enzym Aminopeptidase M erfolgendem Abbau) keine
Endgruppe nachweisbar, was auf die Gegenwart einer mas-
kierten Endgruppe hinweist.

Abbau mit Trypsin

Der erfindungsgemasse Wirkstoff war mit Trypsin in
einem Ammoniumbicarbonatpuffer mit einem pH-Wert von
8,3 wihrend 2 Stunden praktisch nicht verdaubar und die
Farbintensitit der sich zeigenden Peptidzonen war schwach.

15

Wirkung der Carboxymethylierung auf die Struktur

Der bei der Gelelektrophorese mit einem Molekularge-
wicht um 68 000 sich als einheitlich zeigende erfindungsge-
misse Wirkstoff ergab bei der nach dem Binden der SH-
Gruppe mit Bromessigsdure in einem dodecylsulfathaltigen
25 Medium durchgefiihrten Elektrophorese ein auf die Gegen-

wart von 4 Bestandteilen hinweisendes Elektrophoresebild:

Nach wie vor war der ein Molekulargewicht von etwa 68 000

aufweisende Bestandteil zugegen, neben ihm zeigten sich

aber auch ein ein Molekulargewicht um 18 000 aufweisender
10 Bestandteil und 2 ein Molekulargewicht um 28 000 aufwei-
sende Bestandteile mit nahezu identischer Beweglichkeit, die
sich aber gut trennten.

20

Wirkung der Carboxylmethylierung auf die Wirksamkeit

Auf die Wirkung der mit Bromessigséure erfolgenden Car-
boxymethylierung hin ging die biologische Wirksamkeit des
erfindungsgemissen Wirkstoffes verloren.

35

UV-Spektrum

Das UV-Absorptionsspektrum des erfindungsgeméissen
Wirkstoffes zeigte kein Absorptionsmaximum; um 275 bis
280 nm zeigte sich ein fiir Eiweisspeptide charakteristisches
«Plateau». Das UV-Absorptionsspektrum ist in der beilie-
genden Figur 1 dargestelit.
45

40

Molekulargewicht
Die interessante charakteristische Eigenschaft des erfin-
dungsgemissen Wirkstoffes ist das bereits erwihnte bei den
Molekulargewichtsbestimmungen sich zeigende anomale
50 Verhalten:

a) Beim Ultrafiltrieren durch eine Membran zeigt er sich
als ein Molekulargewicht unter 10 000 aufweisend.
b) Bei der gelchromatographischen Untersuchung zeigt er
s5 ein Molekulargewicht iiber 40 000, insbesondere von 60 000
bis 100 000.
¢) Bei der Polyacrylamidgelelektrophorese lauft er mit den
Molekiilen mit Molekulargewichten von 65 000 bis 68 000
parallel.
e d) Beim Ultrazentrifugieren zeigt er sich als Molekiile mit
Molekulargewichten unter 10 000 aufweisend.

Der erfindungsgemisse Wirkstoff kann nicht nur aus
menschlichem Blutserum, sondern auch aus den Blutseren
65 von verschiedenen Tieren gewonnen werden. Die aus den
Blutseren von verschiedenen Sdugetieren, wie Rindern,
Hunden, Katzen, Pferden, Meerschweinchen, Hasen und
verschiedenen Arten von Ratten (Wistar-, CFY-, SHR- und



643271 6

L.E.-Ratten) nach demselben erfindungsgemissen Verfahren  int. Pharmacodyn. 130[1961], Seiten 141 bis 154) durchge-
erhaltenen Produkte zeigten zwar hinsichtlich der Wirkungs-  fiihrten Versuchen zeigten selbst hohe intravendse Dosen des
intensitit Abweichungen, der spezifische und selektiv auf den erfindungsgemdssen Wirkstoffes keinerlei motilititshem-

Erndhrungsmechanismus gerichtete Charakter zeigte sich mende oder motilititsbelebende Wirkung. Es ist bekannt,
jedoch bei den Produkten jedweden Ursprunges in gleicher 5 dass die depressiv wirkenden Materialien auf die bedingten
Weise. . Reflexe stark wirken. Daher wurden auch hnliche Untersu-
Gegenstand der Erfindung sind auch Arzneimittel, welche  chungen mit dem erfindungsgemissen Wirkstoff an Ratten
den erfindungsgeméssen Wirkstoff enthilt, in der Regel mittels eines zur Untersuchung von bedingten Reflexen ge-
zusammen mit {iblichen pharmazeutischen Konfektionie- eigneten Sprungversuches (Knoll J., Knoll B., Arzneimittel-
rungsmitteln. 10 Forsch. 8 [1958], Seiten 330 bis 333) durchgefiihrt. Der erfin-
Kurz ausgedriickt, dussert sich die spezifische Wirkung des ~ dungsgemiisse Wirkstoff erwies sich auch in dieser Hinsicht
erfindungsgeméssen Wirkstoffes und der erfindungsge- als wirkungslos. In Anbetracht der Tatsache, dass das Chole-
missen Arzneimittel in der selektiven Hemmung der Nah- zystochinin eine sehr charakteristische muskelzusammenzie-

rungsaufnahme, wobei er beziehungsweise sie aber keine son-  hende Wirkung an der Darmmuskulatur zeigt (Knoll J. und
stige Wirkung auf das Zentralnervensystem, und zwar weder 15 Mitarbeiter, Pharmacology 12 [1974], Seiten 283 bis 289),
eine Depressionen herbeifiihrende noch eine die motorische ~ wurde der erfindungsgemésse Wirkstoff auch auf seine Wit-

Aktivitit hemmende Wirkung hat beziehungsweise haben. kung auf den isolierten Darm hin im Vergleich zu Cholezy-
Die auf die Nahrungsaufnahme von Tieren ausgeiibte Wir-  stochinin untersucht. Der erstere erwies sich im Gegensatz

kung des erfindungsgeméissen Wirkstoffes wurde an weib- zum letzteren als v6llig wirkungslos. Durch all diese Versuche

lichen CFY-Ratten mit Gewichten von 200 bis 240 gunter- 20 sind die iiberlegenen vorteilhaften Figenschaften des erfin-

sucht. Die Tiere wurden vor dem Versuch 96 Stunden lang dungsgemissen Wirkstoffes, welche im folgenden zusam-

hungern gelassen; Wasser konnten die Tiere nach Belieben mengefasst sind, nachgewiesen.

verbrauchen. Mit Riicksicht auf die infolge des Hungerns

auftretende Aggressivitit wurden die Tiere einzeln in A) Der erfindungsgemisse Wirkstoff ist ein endogenes

getrennten Kifigen gehalten. Jedes Tier erhielt eine intrave- 25 Material natiirlichen Ursprunges.

nose Dosis von 10 mg/kg des nach dem weiter unten fol- B) Der erfindungsgemasse Wirkstoff zeigt keine nennens-

genden Beispiel hergestellten erfindungsgemassen Wirk- werte Toxizitét.

stoffes in Form einer Losung in 0,5 cm® physiologischer C) Die Wirkung des erfindungsgemissen Wirkstoffes ist

Natriumchloridlésung. Die Tiere der Blindversuchsgruppe selektiv und spezifisch, er wirkt nur auf das Ernéihrungszen-

erhielten nur 0,5 cm?® physiologische Natriumchloridiésung 30 trum.

intravends ohne Wirkstoff. 1 Stunde nach der Behandlung D) Die Wirkungsweise des erfindungsgemissen Wirk-

wurde den Tieren Nahrung (genormtes Eiweiss, Fette, Kohle-  stoffes weicht von der der bekannten Appetitregler ab, er

hydrate und Vitamine enthaltende Nahrungspfropfen) in wirkt nicht auf das Zentralnervensystem, er hat weder

unbegrenzter Menge gegeben. 1, 5 und 24 Stunden nach der depressive noch belebende Wirkungen.
Verabreichung der Nahrung (das heisst 2, 6 bezichungsweise 35 E) Der erfindungsgemisse Wirkstoff hat eine starke Wir-

25 Stunden nach der Behandlung) wurde der Nahrungsver- kung, er hemmt die Nahrungsaufnahme auch der 96 Stunden
brauch der Tiere bestimmt. Die erhaltenen Ergebnisse sind in lang hungern gelassenen Tiere signifikant.
der beiliegenden Figur 2 zusammengestellt. Die leeren Siulen F) Der Grad der Wirkung des erfindungsgemassen Wirk-

zeigen die wihrend 1 Stunde, die gestreiften Saulen die wih-  stoffes hingt von der Héhe der Dosis ab; an Ratten konnte
rend 5 Stunden und die gleichférmig schattierten Siulen die 40 mit Dosen von 200 bis 300 mg/Tier eine praktisch vollstin-

wihrend 24 Stunden verbrauchte Nahrungsmenge (die am dige Hemmung der Nahrungsaufnahme erreicht werden.
oberen Teil der einzelnen Siulen dargestellten senkrechten G) Die Wirkung des erfindungsgemissen Wirkstoffes ist
Geraden veranschaulichen die Streuung der Versuchsergeb- dauerhaft, sie besteht auch 24 Stunden hindurch und langer

nisse); die Aufschriften unter den Saulen geben die Tiere, aus  fort.

deren Blutserum hergesteliter erfindungsgemasser Wirkstoff 4 H) Die Wirkung des erfindungsgemaissen Wirkstoffes ist
zur Behandlung der Tiere verwendet wurde, an. Die in der reversibel, mit dem Aufhéren der Wirkung wird der Zustand
Figur 2 dargestellten Versuchsergebnisse beweisen, dass der vor der Behandlung véllig wiederhergestellt.
erfindungsgemaisse Wirkstoff ausserordentlich wirksam ist.

Seine Wirkung iibertrifft die der bekannten Materialien dhn- Die Erfindung wird an Hand des folgenden Beispieles
licher Wirkungsrichtung bei weitem. So wirken das Cholezy- so niher erliutert.

stochinin und das von Ugolev und Mitarbeitern beschriebene

aus einem Zwolffingerdarmauszug hergestellte Arenterin bei Beispiel

96 Stunden lang hungern gelassenen Tieren iiberhaupt nicht Es wurden 1001 menschliches Blutserum durch eine Mem-

mehr. Die Tatsache, das demgegeniiber der erfindungsge- bran Amicon UM 10 ultrafiltriert. Es wurden 700 ¢cm3 Filtrat

mésse Wirkstoff auch in solchen Fillen seine Wirkung in ss erhalten. Dieses wurde zur Trockne eingedampft und der

vollem Umfang ausiibt, zeigt ebenfalls dessen unver- erhaltene Riickstand wurde in 30 cm? destilliertem Wasser

gleichlich hochgradige Wirksamkeit. geldst. Die Losung wurde auf eine Siule von Sephadex G-15
Zum Nachweis der spezifischen selektiven Wirkung des mit Abmessungen von 5 cmx90 cm aufgebracht. Die Siule

erfindungsgeméssen Wirkstoffes wurde dieser vom Gesichts-  wurde mit einer 0,9 gew.-%igen wissrigen Natriumchloridlo-
punkt der bekannten Nebenwirkungen der bekannten Mate- 60 sung eluiert. Es wurden Eluatfraktionen von 10 cm3 aufge-

rialien (Mittel vom Amphetamintyp) dhnlicher Wirkungs- fangen. Auf Grund der Untersuchung der Fraktionen mittels
richtung untersucht. Im zur Untersuchung der zentralen der oben beschriebenen biologischen Wertbestimmung
depressiven Wirkung geeigneten abgewandelten Sprung- wurden die 50- bis 60sten Fraktionen, das heisst das Eluat
versuch (Knoll J., Knoll B., Arch. int. Pharmacodyn. 148 zwischen 500 cm® und 600 cm? als biologisch wirksam festge-
[1964], Seiten 200 bis 217) beeinflusste der erfindungsgemdisse 6s stellt. Diese Fraktionen wurden vereinigt und zur Trockne
Wirkstoff selbst bei Anwendung des 2fachen der die Ernih- eingedampft und daraufhin in 10 cm? destilliertem Wasser
rungsaktivitit beeinflussenden Dosis die Abwehrreflexakti- geldst. Die Losung wurde auf eine Saule von BioGel P-30 mit

vitdt der Tiere nicht. In mit einem Motimeter (Knoll J., Arch. Abmessungen von 2,5 cmx90 cm, welche mit destilliertem



Wasser ins Gleichgewicht gebracht worden ist, aufgebracht
und es wurde mit destilliertem Wasser eluiert. Es wurden
Fraktionen von 10 cm? aufgefangen. Die 11- bis 15ten Frak-
tionen erwiesen sich als biologisch wirksam. Diese Frak-
tionen wurden vereinigt und lyophilisiert. Je nach der Qua-
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litdt des als Ausgangsstoff verwendeten Blutserums wurden
200 bis 240 mg trockenes Produkt, welches ein schneeweisser
und eine watteartige Konsistenz aufweisender homogener
Wirkstoff von zur therapeutischen Anwendung geeigneter

5 Reinheit war, erhalten.
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