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Kompatible Solute enthaltende Mittel zur oralen Verwendung

Die Erfindung betrifft die Verwendung von kompatiblen Soulten, insbesondere
Ectoin, Hydroxyectoin, Di-myo-inositolphosphat (DIP), cyclischem 2,3~
Diphosphoglycerat (cDPG), 1,1-Diglycerinphosphat (DGP), B-Mannosyiclycerat
(Firoin), B-Mannosylglyceramid (Firoin-A), Prolinbetain und/oder deren Derivaten
sowie Kombinationen zur Herstellung eines Mittels zur Vorbeugung und
Behandlung von Erkrankungen des  Magen-Darm-Trakis und
Amyloiderkrankungen, sowie diese Wirksubstanzen enthaltenden Mittel. Die
Erfindung betrifit ferner Mittel, die die vorgenannten kompatiblen Solute
erzeugende oder anreichernde Mikroorganismen enthalten.

Die belebte Welt umfasst unterschiedlichste Habitate. Darunter fallen auch
Biotope, die auf den ersten Blick lebensfeindlich und doch belebt sind. Dazu
zaéhlen zum Beispiel Salzseen, heile Quellen, Kaltewusten, Geysire oder
andere Extremstandorte. Allen diesen Habitaten gemein ist, dass sie
Lebensbedingungen liefern, denen biologische Makromolekule und Strukturen
ungeschiitzt nicht standhalten kénnen.

Um zu Uberleben, haben insbesondere Mikroorganismen dieser Habitate eine

' Reihe von-SchutzmaRnahmeh entwickelt, die ihnen ein Uberleben erméglichen.

Diese Mikroorganismen werden als extremophile Mikroorganismen bezeichnet.

Einer dieser Schutzfunktionen extremophiler Mikroorganismen besteht in der
Herstellung ,kompatibler Solute”.. Diese Stoffklasse ist sehr heterogen, es
finden sich neben Kohlehydrat-Derivaten auch cyclische Aminosauren,
organische Phosphor-Verbindungen und &hnliche Substanzen. Zu den

BESTATIGUNGSKOPIE
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typischen kompatiblen Soluten extremophiler Mikroorganismen z&hlen Ectoin (2-
Methyl-4-Carboxy-3,4,5,6-Tetrathydropyrimidin), Hydroxyectoin  (2-Methyl-4-
carboxy—5-hydroxy-3,4,5,6-Tetratrahydropyrimidin), Firoin (Mannosyiglycerat),
Firoin-A (Mannosylglyceramid), DGP (Di-Glyzerinphosphat), cDPG (cyclisches
Diphosphoglycerat), Prolin, Prolinbetain und DIP (Di-myo-Inositol-Phosphat).

Kompatible Solute sind niedermolekulare, hydrophile Verbindungen, die sehr
polar und dadurch sehr gut wasserléslich sind. Durch den Anmelder hergestellte
kompatible Solute aus extremophilen Mikroorganismen sind z.B:

oH_.H-.8  oH-oH
HO V' CH OH
H R OH H

DIP (1,1°-di-myo-Inositolphosphat)
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(1) Ectoin ((8)-2-methyl-1,4,5,6-tetra-hydropyrimidin-4-
carbonsaure)

Der Name ,kompatible Solute“ rihrt von der hohen Kompatibilitat zum
intrazellularen Stoffwechsel von Mikroorganismen und der damit verbundenen
sehr hohen Vertraglichkeit her. Die Kompatibiltat ist auch bei sehr hohen
Konzentrationen im molaren Bereich gegeben. Die Funktion der kompatiblen
Solute liegt im Schutz biologischer Strukturen vor zerstérenden Einfliissen.

Diese Funktionen Uben die kompatiblen Solute nicht nur bei extremophilen
Mikroorganismen auch, sondern auch bei mesophilen Organismen und auch
beim Menschen aus. Dort zeigt sich die Schutzfunktion in einigen schutzenden
Applikationen. Die kompatiblen Solute finden Einsatz als Hautschutzmittel ( z. B.
EP 1315 473 A oder DE 100 44 985 A). GleichermaRen stabilisieren kompatible
Solute die Proteinstruktur, schiitzen Proteine vor Abbaureaktionen und
stabilisieren Ldsungen von Proteinen (exemplarisch in EP 0671 161 A,
US 2003157040 A oder auch EP 1 127 141 A, siehe auch Géller & Galinski,
J.Molec. Catalysis B: 1999, 7, 37-45 ).

_Eine Vielzahl synthetischer und halb-synthetischer Komponenten, aber auch
mikrobiologische Fermentationsprodukte und mikrobiell hergestellte Produkte
werden als Mittel zur oralen Verwendung fur die Nahrungsergénzung eingesetzt.
Einige Beispiele sind:

e Bakterien als Ergénzung zur humanen und
Tiernahrung GB 2 026 028 A

o Getranke mit Aminosaure-Mischungen CN 1117 824 A
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e Nahrungserganzung zur Vermeidung von
Haarverlust US 512 23 69A

e Nahrungsergénzung mit krebsvorbeugenden
Eigenschaften CA 2419066 A

e Nahrungserganzung zur Linderung von
Stresssymptomen EP 1383 525 A

Dabei werden Produkten aus mesophilen Bakterien und Pilzen wichtige
Bedeutungen zuerkannt. Unbekannt ist bisher die Nutzung extremophiler
Mikroorganismen bzw. kompatibler Solute oder mikrobieller Extrakte, die
kompatible Solute enthalten, in Mitteln zur oralen Anwendung zur
Nahrungsergénzung und zur Pravention und Therapie von Krankheiten des
Magen-Darm-Traktes.

Schutzwirkungen kompatibler Solute auf zellularer Ebene erfolgen bereits in
geringen Konzentrationen (= 1 mM) in Zellkulturen (Biinger & Driller, Skin
Pharmacol Physiol 2004;17:232-237). Hautschutzeffekte treten allerdings erst in.
héheren Konzentrationen auf, da hier die abweisende &uRere apolare
Hornschicht der Haut erst iberwunden werden muss und nur eine geringe
Resorptionsrate der kompatiblen Solute durch die Haut gegeben ist.

Bei oraler Aufnahme der Ectoine kann eine wesentlich bessere Resorption des
Ectoins erwartet sowie ein direkter Schutz der Zellen des Verdauungstraktes
erreicht werden.

- -Diese imfolgenden - beschrieben- Effekte lassen sich~auch spezifisch zur

positiven Beeinflussung des Ernédhrungs- und Gesundheitsstatus von Menschen
und Tieren anwenden und damit ilber die Vermarktung der kompatiblen Solute
aus extremophilen Mikroorganismen oder der Biomasse extremophiler
Mikroorganismen als Nahrungsergénzungsstoffe und als Arzneimittel gewerblich
nutzen.
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Dies vorausgeschickt betrifft die Erfindung die Benutzung kompatibler Solute in
der Profilaxe und Theraphie sowie als Nahrungsergénzung.

Somit ist ein Gegenstand der Erfindung die Eingangs genannte Verwendung
von kompatiblen Soluten zur Vorbeugung und Behandlung von Erkrankungen
des Magen-Darm-Trakts und von Amyloiderkrankungen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Mittel, die die eingangs genannten
kompatiblen Solute zusammen mit Vitaminen, Mineralstoffen und/oder tblichen
Hilfsmitteln enthalten. Ein weiterer Gegenstand sind Nahrungsmittel mit einem
entsprechenden Gehalt an kompatiblem Solut.

SchlieBlich ist Gegenstand der Erfindung ein Mittel, dass kompatible Solute
produzierende oder anreichernde Mikroorganismen enthalt.

Bevorzugte  Ausfilhrungsformen der Erfindung sind Gegenstand der
Unteranspriiche.

ErfindungsgemaR werden unter kompatiblen Soluten insbesondere die eingangs
genannten Spezies verstanden. Bevorzugt werden als erfindungsgemafe
kompatible Solute Ectoin und Hydroxyectoin eingesetzt.

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dass die orale Gabe von
"kompatiblen Soluten” und insbesondere Ectoin in der Lage ist, den Verlauf von
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen giinstig zu beeinflussen. In einem
Mausmodell fur den Morbus Crohn konnte gezeigt werden, dass sich der
Schweregrad und die Dauer der Entzindung durch eine orale Substitution der
Méuse mit. "kompatiblen Soluten"” glinstig beeinflussen 1aRt: - Immunologische"
Untersuchungen zeigten zudem, dass die fir chronisch-entziindliche
Darmerkrankung typische TH-2 TH-1 Antwort durch "kompatible Solute"
teilweise supprimierbar ist. Der positive Effekt von "kompatiblen Soluten" ist
jedoch nicht nur auf eine Linderung der Symptomatik chronisch-entziindlicher
Darmerkrankungen beschrankt, vielmehr zeigte sich hier auch ein ausgepragtes
praventives Potential. So liel sich die durch bestimmte
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Nahrungsmittelbestandteile, wie 2z B. partikuldre  Substanzen, die
Nahrungsmitteln als Bleichmittel zugesetzt werden, induzierte Auslésung
chronisch-entziindlicher Erkrankungen im Tiermodell signifikant hemmen, wenn
die Tiere zuvor in einem praventivem Ansatz oral mit "kompatiblen Soluten"
behandelt wurden. Es ist davon auszugehen, dass dieser praventive aber auch
der therapeutische Effekt wesentlich auf einer antientziindlichen Wirkung von
"kompatiblen Soluten" beruht, deren Ziel zum einen die Darm-Epithel-Zelle ist,
zum anderen aber auch die an der Pathogenese ursachlichen beteiligten T-
Helfer-Lymphozyten.

Es ist bekannt, dass kompatible Solute Proteine stabilisieren und die
Aggregation von Proteinen hemmen (Andersson ez al. (2000) Biotechnol Appl
Biochem 32 ( Pt 3), 145-153: Borges et al. (2002) Extremophiles 6, 209-216).
Weiterhin ist bekannt, dass kompatible Solute und ins Besondere Ectoin die
Bildung von Proteinablagerungen, sogenannten Amyloid-Fibrillen, in vitro hemmt
(Arora et al. (2004) FEBS Lett 564, 121-125.

Amyloid-Fibrillen bestehen aus anti-parallel gefalteten beta-Faltblattstrukturen
und sind Kennzeichen schwerer Krankheiten wie Alzheimer-Krankheit, Typ Il-
Diabetes, Parkinson-Krankheit, AA-Amyloidose, AL-Amyloidose und ATTR-
Amyloidose, iatrogener  Insulin-Amyloidose  und  vielen  weiteren
Proteinablagerungskrankheiten. ‘

Uberraschender Weise wurde nun gefunden, dass die kompatiblen Solute
Ectoin, Hydroxyectoin und Firoin A bei oraler Verabreichung bei Mausen die
Bildung von  Amyloidplaques  verminderten.  Auch das  Auftreten
neuropathologischer Effekte wurde durch die Gabe von kompatiblen Soluten
vermindert. Das Auftreten von Amyloid-Erkrankungen im Tiermodell konnte -
"si”gnifikéhtﬂ themmt werden, wenn die Tiere zuvor in einem praventivem Ansatz
oral mit "kompatiblen Soluten" behandelt wurden. Es ist davon auszugehen,
dass dieser praventive aber auch der therapeutische Effekt wesentlich auf einer
amyloidhemmenden Wirkung von "kompatiblen Soluten® beruht.

Weiterhin wurde tiberraschenderweise gefunden, dass auch in Lebensmitteln,
die u.a. aufgrund ihres Herstellprozesses in extremer (z. B. stark salzhaltiger)
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Umgebung gehandhabt werden und bei deren Herstellung mikrobielle Prozesse
eine Rolle spielen, das kompatible Solut Ectoin vorkommt. So konnten gezeigt
werden, dass die Oberflache bestimmter Kasesorten wie Harzer Kase oder
Limburger Kase signifikante und gut nachweisbare Konzentrationen an Ectoin
aufweisen. Ectoin wurde auch im Inneren der beschrieben Kisesorten
nachgewiesen. Dadurch ergibt sich der neue Befund, dass die kompatiblen
Solute extremophiler Mikroorganismen, wie z.B. Ectoin, seit Jahrhunderten
Bestandteil der Nahrungskette des Menschen sind.

Erfindungsgemél wird eine orale zu verabreichende Darreichungsform
beschrieben, in der kompatible Solute, insbesondere Ectoin und Hydroxyectoin,
oder Préparationen von Mikroorganismen, die kompatible Solute enthalten,
insbesondere:

Brevibacterium spec.
Halomonas spec.

Rhodothermus spec.
Pyrococcus spec.

Marinococcus spec.

als Nahrungserganzungsmittel oder als Arzneimittel zur Behandlung von
Magen-Darm-Erkrankungen Anwendung finden. Die Darreichungsform kann
hierbei, ohne die Erfindung hierdurch einzuschranken, auf Grund der physiko-
chemischen Eigenschaften der kompatiblen Solute z.B. ein eine pulverférmige
Mischung, eine Tablette, eine Paste oder eine konzentrierte Lésung, entweder
in Form von Extrakten aus Mikroorganismen, lebenden oder abgetéteten
Mikroorganismen, Gemischen oder als Reinsubstanz sein.

Es ist auch eine Kombination mit anderen Stoffen méglich, solange diese sich
nicht gegenseitig negativ beeinflussen. So kénnen in Mitteln zur oralen
Verwendung kompatible Solute oder Praparationen aus Mikroorganismen, die
kompatible Solute enthalten, mit Extrakten aus Krautern und Frichten wie
Islandisch Moos, Teufelskralle, Zimt, Schafgarbe, Sternanis, Salbei, Rosmarin,
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Piment, Pfefferminze, Oregano, Nelke, Léwenzahn, Liebstockel, Lavendel,
Himbeere, Ingwer, Kamille, Kardamon, Koriander, Kiummel, Curcuma,
Basilikum, Bohnenkraut kombiniert werden. Weiterhin kénnen kompatible Solute
enthaltende Mittel zur oralen Verwendung mit natirlichen Olen wie
Nachtkerzendl, Lachsél und anderen Fischélen kombiniert werden. Weitere
Stoffe mit denen die kompatiblen Solute oder Praparationen, die kompatible
Solute enthalten, kombiniert werden kénnen, sind Mineralien (Zink, Natrium,
Kalium, Calcium, Magnesium, Selen, Chrom, Eisen, Kobalt, Kupfer, Mangan,
Silizium, Zink), Vitamine (Vitamin A, Vitamin D, Vitamin E, Vitamin K, Vitamin
B1, Vitamin B2, Niacin, Vitamin B8, Pantothenséure, Biotin, Folsaure, Vitamin
B12, Vitamin C), L-Carnitin und Isoflavone.

Die kompatiblen Solute lassen sich auch mit festen Nahrungsmitteln
kombinieren. Dies gilt insbesondere, z.B. wenn die Solute als hochkonzentrierte
wassrige Lésung beigemischt und anschlieRend getrocknet werden. Wegen der
thermischen Stabilitat ist dabei auch die Verwendung in Geback mdglich.

Die Konzentration der kompatiblen Solute liegt dabei im Bereich von 0,01-50 %.
Die tagliche Dosis liegt tiblicherweise bei 1 bis 2.000 mg/kg Kérpergewicht und
kann in Abhéngigkeit von der Anwendung in weiten Bereichen variieren.

Die Mittel, die kompatible Solute enthalten, kénnen Tabletten, Dragees,
Kapseln, Pulver, Granulate, Pastillen, wassrige Lésungen, Flussigampullen und
Zapfchen sein. Die Mittel kénnen auch Mikroorganismen, sowie Extrakte und
Préparationen von Mikroorganismen darstellen, die kompatible Solute enthalten.
Ins Besondere kénnen die Mittel auch Extrakte aus Lebensmitteln, sowie
Extrakte und Praparationen von Mikroorganismen, die in Lebensmitteln
vorkommen, enthalten. Die Menge .an kompatiblem Solut betragt dabei._
wenlgstens 100 mg erksubstanz pro Dosiseinheit (Verabreichungseinheit),
zweckmaRigerweise 200 bis 500 mg.

Kompatible Solute zur oralen Verwendung wie Ectoin, Hydroxyectoin,
Mannosyliglycerat, Mannosylglyceramid, Di-Glyzerinphosphat, cyclisches
Diphosphoglycerta, Prolin, Prolinbetain und Di-myo-Inositol-Phosphat kénnen
erfindungsgemaR aus Mikroorganismen und anderen biologischen Quellen
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gewonnen werden. Bei den Mikroorganismen kann es sich um Mitglieder der
Gattung Brevibacterium, Vibrio, Bacillus, Halomonas, Planococcus,
Sporosarcina und Marinococcus handeln. Besonders bevorzugt ist die
Verwendung von Mikroorganismen, die Ectoin und Hydroxyectoin synthetisieren
und in Lebensmitteln vorkommen wie Brevibacterium linens, Brevibacterium
casei, Vibrio costicola, Halomonas elongata. Die Substanzen kénnen durch
Behandlung der Zellen mit einer Waschlésung gewonnen werden, wobei diese
aus Wasser, flichtigen Stoffen und/oder auf Zellen stabilisierend wirkende
Stoffen besteht. Das Mittel zur oralen Verwendung kann entweder aus
gewaschenen, getrockneten Zellen hergestellt werden oder aus den Zellen
durch osmotischen Schock isoliert werden.

Alternativ kénnen die kompatiblen Solute durch chemische Synthese erzeugt
werden.

ErfindungsgeméaR koénnen die kompatiblen Solute und Zubereitungen aus
extremophilen Mikroorganismen, die kompatible Solute enthalten, Verwendung
als Nahrungsergéanzungsmittel, in diatetischen Lebensmitteln oder ergéanzenden
bilanzierten Diaten sowie zur Pravention und Behandlungen von Krankheiten,
insbesondere Krankheiten des Magen-Darm-Traktes, wie z.B. Morbus Crohn,
finden.

Weitere Asfiihrungsformen der Erfindung sind die Verwendung von Extrakten
und Konzentraten aus Lebensmitteln, die kompatible Solute enthalten.

In jenem Fall beruht die Erfindung darauf, dass die kompatiblen Solute, wie
vorstehend definiert, geeignet sind, als Wirksubstanzen zahlreiche
(orperfunktionen _ und _ Stoffwechselvorgénge _ positiv. zu beeinflussen, .
insbesondere was den Magen-Darm-Trakt anbetrifft. Insoweit ist Gegenstand
der Erfindung die Verwendung dieser  Wirksubstanzen als
Nahrungsergénzungsmittel und in der medizinischen Prophylaxe und Therapie.

- Patentanspriiche -
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Patentanspriiche

1. Verwendung von kompatiblen Soulten, insbesondere Ectoin,
Hydroxyectoin, Di-myo-inositolphosphat (DIP), cyclischem 2,3-
Diphosphoglycerat (cDPG), 1,1-Diglycerinphosphat (DGP), B-Mannosylclycerat
(Firoin), B-Mannosylglyceramid (Firoin-A), Prolinbetain und/oder deren Derivaten
sowie Kombinationen zur Herstellung eines Mittels zur Vorbeugung und
Behandlung von Erkrankungen des Magen-Darm-Trakts und
Amyloiderkrankungen.

2. Verwendung nach Anspruch 1 zur Vorbeugung und Behandlung
von Morbus Crohn.

3. Verwendung nach Anspruch 1 zur Vorbeugung und Behandlung
von Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson.

4. Venwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3 in einem Mittel zur
oralen Verabreichung.

5. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4 in einer Menge

~von_ 1 bis 2000 . mg, .insbesondere .10 . bis 100 mg .Wirksubstanz- pro -kg-
Kérpergewicht und Tag.

6. Mittel, enthaltend kompatible Solute, insbesondere Ectoin,

Hydroxyectoin, Di-myo-inositolphosphat (DIP), cyclischem 2,3-
Diphosphoglycerat (cDPG), 1,1-Diglycerinphosphat (DGP), p-Mannosylclycerat
(Firoin), B-Mannosylglyceramid (Firoin-A), Prolinbetain und/oder deren Derivaten
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sowie Kombinationen, zusammen mit Vitaminen, Mineralstoffen und/oder
Ublichen Hilfsmitteln.

7. Mittel nach Anspruch 6 als Nahrungserganzungsmittel.

8. Mittel nach Anspruch 6 oder 7 zur Beeinflussung und Regulierung
der Tatigkeit des Magen-Darm-Trakts.

9. Mittel nach einem der Anspriiche 6 bis 8 mit einem Gehalt von
wenigstens 100 mg Wirksubstanz pro Dosiseinheit.

10.  Nahrungsmittel, dadurch gekennzeichnet, dass es ein kompatibles
Solut, insbesondere Ectoin, Hydroxyectoin, Di-myo-inositolphosphat (DIP),
cyclischem 2,3-Diphosphoglycerat (¢cDPG), 1,1-Diglycerinphosphat (DGP), p-
Mannosylclycerat  (Firoin), p-Mannosylglyceramid (Firoin-A), Prolinbetain
und/oder deren Derivaten sowie Kombinationen, in einer Menge von 0,01 bis 1
Gew.% zugesetzt enthailt.

11.  Mittel, enthaltend wenigstens einen kompatible Solute,
insbesondere Ectoin, Hydroxyectoin, Di-myo-inositolphosphat (DIP), cyclischem
2,3-Diphosphoglycerat (cDPG), 1,1-Diglycerinphosphat (DGP), B-
Mannosylclycerat (Firoin), B-Mannosylglyceramid (Firoin-A), Prolinbetain
und/oder deren Derivaten sowie Kombinationen, produzierenden oder
anreichernden Mikroorganismus.

12.  Mittel nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass es den
Mikroorganismus in getrockneter oder gefriergetrockneter Form enthalt.

13.  Mittel nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass
es den Mikroorganismus in lebensfahiger Form enthalt.

14.  Mittel nach einem der Anspriiche 11 bis 13 in Pulver-, Tabletten-
oder Kapselform.
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15.  Nahrungsmittel nach einem der Anspriiche 11 bis 13.

16.  Verwendung des Mittels nach einem der Anspriiche 11 bis 15 zur
Behandlung von Magen-Darm-Erkrankungen.

17.  Mittel oder Verwendung nach einem der vorstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Wirksubstanz Ectoin oder Hydroxyectoin ist.
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