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(64 Verfghrén.‘zur Herstellung eines hypot:'r'iglyceridemisch‘ aktiven Polysaccharids

" (57).Die Erfindung betrifft ein hyp’otriglvcerid_emisch aktives Polysaccharid mit den folgenden Merkmalen: o
2) Spezifischer Drehwert [a}®’ =+ 190,1 (1,8 Masse-/Vol.-% Lésung) S
b) Molmasse durch Gelfiltration: 14000 + 3000 - . . 3 _
_ G)-Zuckerzusammensetzung (Masse-% durch Gaschromatografie): Glukose 70,3; Rhamnose 13,7; Uronsaure 16,0
~ d) Saure-Base-Charakteristika: neutrale Polysaccharide - ' o ’
- €) Physiologische Charakteristika: ist in der Lage, das Bluttriglycerid bei Siugetieren zu reduzieren.
‘Dieses hypotriglyceridemisch aktive Polysaccharid kann durch Kultivieren eines Mikroorganismus, der zur Art’

* Streptococcus gehdrt, in einem entsprechenden Kulturmedium dafiir hergestellt werden und anschlieRendes
Sammeln des hypotriglyceridemisch aktiven Polysaccharids aus den kultivierten Zellen des Mikroorganismus
und/oder dem Uberstehenden der.Kulturbriihe. Das vorliegende hypotriglyceridemisch aktive Polysaccharid kann als
wirksamer Bestandteil einer hypotriglyceridemischen oder antiatherosklerotisqhenvpharmazeutischen L
Zusammensetzung Zusammen mit einem pharmazeutisch annehmbaren Tragerstoff eingesetzt werden, um eine
- hypotrigWCeridemisch oder antiarteriosklerotische pharmazeutische Zusammensetzung zu bilden, die fir die orale

' Verabreichung bei Sdugetieren geeignet ist. o ' . ’ : _
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Verfahren zur Herstellung von hypotriglyceridemisch aktiVen
’Polysaccariden : : : ;o ,

‘vAnwendungsgebiet dér"Effihdung f‘f. _

‘Die Erfindung betrifft die Herstellung neuer th°tf191yce-;)' S

" ridemisch aktiver Polysaccharide (z. B. Triglycerid-reduziers 

tes Polysaccarxd,:“TRS"), die in Form von ' pharmazautischen*ﬂfff _
- Zusammensetzungen 1n der Medizin zur Reduzierung von Blut-&f,‘:g;;g

-trlglycerid eingesetzt werden konnen.

‘-Bekannté‘téchnische;Lésqngehff;f i |

'wle aus dem Stand der Technik bekannt. sind beraite V6r°5~£;;i;?f‘ﬁ
schledene pharmazeutische Zusammensetzungen. wie Clofibraf;{?l SRR

und dessen Zubereitungen ‘als. Therapeutika fir Arterioskle-fr’

“rose oder Hyperlipémie vorgeechlagen worden. die ‘als typiw fj;[f5”
sche Erkrankungen mittlerer Altersstufen oder als geriatri—Tfiwy

“sche Erkrankungen anzusehen sind, Allerdings wurde ‘der ‘gem

- winschte Zweck durch diese bekannten Medikamante nicht zu-¢5w~

. friedenstellend erreicht hinsichtlich beispielsweiee der N
'pharmakOIOQischen Wirkungen und der Nebenwirkungen. ; ﬁ='f‘”

_Vorteilhaft ist der Eineatz mikrobiOIOQischer Verfahren bai'-{”

- der Gewinnung bestimmter Arzneistoffe, Fir die vorliegende e

Erf;ndung wurde daher auch spezielles mikrobiologischea + L
'Schrifttum herangezogen, So befassen sich Autoren in. Micro—»'

_biol, Immunol, Bd, 25(3), 257 - 269 (1981), mit dem bkolo-'f>?  u’
N gischen Status. von Streptokokken in menschlichem Stuhl. ‘B
“wird GOber die Verteilung f&kaler Streptokokken als Teil der ;7

[N
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, tDarmflora beim Menschen berichtet. Beobachtet wurden alters- :
ﬂ‘bezogene Differenzen bei- der Verteilung der Spezies.

CIn Microblol. Immunol. Bd, 26(5), 363 - 373. 1982. und in

1 ’_‘The American Journal of Clinical Nutrition 33, ch. 1980,

‘-'S. 2458 - .2461, wird uber die Kolonisierung von Milchaéureo

o bakterien berichtet. Dabei wurden verschiadene Kolonisie—

| rungsbilder bei Verschiedenen Genera beobachtet. auch unter,r
den isolierten Bakterien varschiadener Wirte sowie die Tat-
sache, daB wenigstens in einigen Féllen vorhandene heimische
' Strcptokokken eine spezifische Adhécion fur die w1rtszellen
r';zelgen. L T R T R
: R : ‘ £ B

'Dle Beziehungen zwischen verachiedenen Enzymaktivitbten und
'vorhandenen Darmmikroorganismen in Ratten wurde von mehre- . _
ren Autoren untersucht. Mit der Wirkung der Darmmikroflora o

- auf Enzymwirkungsspiegel in verschiedenen Teilen des Gastro- Yo

»intestinaltrakts beschéftigen sich die Autoren in Infection
~ and Immunity, Bd, 19, Nr, 3, Mbrz 1978. S. 774 - 778, ‘Die . .
Versuchsergebnisse zaigen. deB’ dia Aktivitéten verschiedener

' E"ZYme Signifikant durch dig Darmmikroflore im Verdauunga- e

‘trakt von Ratten reguliert werden. Aus . The American Uournal B

- of Clinical Nutrition 32, Dan. 1979, S. 187 - 188 ist als

rErgebnis zu entnehmen, daB bedinm Vergleich keimfreiar, ﬁbu

~ licher gnotcbiotischer Ratten die Enzymaktivitét durch 1e~

bensfahige Darmmikroben wie - beispielsweise Lactobazillua.
.Staphylococcus. Streptococcus. Bacteroidea. Escherichia coli
- und- spindelformige Bakterien unterdruckt wird.,~

. !

I‘n Mecha_nism, of Age.ing?-a,nd D‘eVelfcpment,. ‘.1,6«;’(_1,981)';145;-’-? 158
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 wird der EinfluB von Darmflora und- Alter auf den Lipidatoff- o

wechsel und die<Akt1vitht von entsprachendan Enzymen wie flﬁf ﬁ‘

Lipoproteinlipase und hormonempfindlicher Lipaae untersucht*‘if‘ |
fVeranderungen des Serumtriglycerids. des Serumcholesterols R
- und der’ Enzymaktivitaten mit dem Alter wurden erforscht und

die Wirkung der Darmmikroflora auf diese altersbezogenen Ver-'}f 

- anderungen. In der gleichen Zd.tschrift 17 (1981), 173 - 182

wird daruber berichtet, daB die Verﬁnderung der Darmflora

mit dem Alter und spezifische Effekte einiger Bakterien auf

die Enzymaktivitéten nicht ganz. klar. sind.

| In keiner dieser genannten Veréffentlichungen wird allerdings  ,
- auf hypocholesterolamisch aktive Proteine zur Blutcholesterol-

‘senkung eingegangen.' L ‘
E  Ziel’der‘Erfind'ung .

’ Es ist Ziel der Erfindung. sichere und wirksame Medikamente

for Arteriosklerose oder Hyperlipamie zu entwickeln.

‘Wesén”dér~Erfindungl-

Eine andere Aufgabe der vorlieganden Erfindung 1st es. ein |
Verfahren zur Herstellung eines neuen triglyceridemiech H[ﬁ

‘wirkenden Polysaccharids zu entwickeln, wobei diese Verbin- '

~dung in der Lage ist, das Bluttriglycerid bei Sﬂugetieran
effektiv zu reduzieren. G :

ErfindungsgemaB hergestellt wird ein hypotriglyceridemisch

~aktives Polyseccharid mit den folgenden Charakteristika:



' 4»4'é,L» 

>5513Pezifische Drehung. ZTb(_J? , 51*19034;(138:MGQSQZyP;%%s B
vlLOsung) - o AL L

b) Molmas_se du{rqh"éeifﬂ'trétibn : ‘;14_ oo_o _+_’ 3 ooo

‘b)‘Zuckerzusammensetzung (Masse-% durch Gaschromatografie)
' ';Glukose e 70,3 o '
' Rhamnose = 13,7

3:“Ur§n35ure;" }16,o fg,i .

o d) SéufeebaéeQCharaktébistikz:heutféle'Pblysacchéridegﬁ;:31‘

_'é) Physiologlsche Charakteristika: fahig. das Bluttriglvce-'v:f' “
i  rid bei Séugetieren zu reduzieren. o ' .

E Dieses hypotriglyceridemisch aktive Polysaccharid kann- her-
‘ gestellt werden durch Kultivieren eines Mikroorganismue der
- Art Streptococcus in einem dafiir. geeigneten Kulturmedium _
‘und Sammeln des hypotriglyceridemisch aktiven Polysaccharids,
~ aus den kultiv1erten Zellen des Mikroorganismus und/oder dem

,,Uberstehenden der Kulturbruhe. Das vorliegende hypotriglyce- .

ridemisch aktive Polysaccharid kann als wirksamer Bestand-
teil einer hypotriglyceridemischen oder antiarterioskleroti~
schen pharmazeutischen Zusammensetzung gemeinsam mit dem .

:dafur geelgneten pharmazeutischen Trégerstoff eingesetzt wer- o
E ,den, um eine fir die orale Verabreichung bei Saugetieren ge- .

~eignete hypotriglyceridemische oder antiarteriosklerotische N
pharmazeutische Zusammensetzung zu erhalten.

!

\‘Es wurde ggfundéh, daB dip_neuen;ééiysacchafiqg, die.maniaﬁé',‘
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den zur Art Streptococcus gehorenden Mikroorganismen und/

oder dem Uberstehenden der Kulturbrihe erhélt. wirksam: das j |
‘Bluttriglycerid verringern konnen und daB dieser Bestandteil,
wenn er aus den. sogenannten gastrointestinalen Bakterien ,
‘extrahiert ‘worden ist und aus dem Oberstehenden der Kultur~ {

_bruhe, bei oraler Verabreichung im wesentlichen nicht toxiscﬁ;»g]',

ist.

"In_dcr,zur.Erfinduﬁg‘gqhoreqdchfZeicﬁnuné{ctciicpqurtf

,Fig.iii“' Profil eines Infrarot-Absorptionasektrums des

TRS-Polysaccharids der vorliegenden Erfindung,}a;”ff]f

Fige 2 Elu1erungsbilder der Gelfiltration von Bei— T
"bisv‘4; ~ spiel 1. : EREI

Der in der Produktzubereitung verwendete Mikroorganiemus, -
die Herstellungsverfahren. die phyeikc—chemischen Charakte-'h.7
trlstika und die. pharmakologischen Wirkungen des TRs-Poly-.*57
saccharids der vorliegenden Erfindung werden nachfolgend im }

' Detail beschrieben. ; S '

MikrOOrganicmén_v :

1, Spezies _ : S , B
Die fur die vorliegende Erfindung einsetzbaren Mikroorganis-
men gehoren zur Art Streptccoccusz Streptococcus faecium._'
Streptococcus faecialis. Streptococcue bovis. Streptococcus ‘
avium, Streptococcus durans. Streptococcue ealivarius, :

~Streptococcus mitis, Streptococcus equinus und andere sind
,bevorzugt. ‘ ' ‘



 Typische: Beispiele fur diese Mikroorganismen wurden beim Fer-.;ﬂ' Pt

\c mentation Research Instltute (FRI). das eine internationale
"Hinterlegungsstelle nach dem Budapester Vertrag darstellt@

L in Dapan hlnterlegt sowie beim ZIMET in Oena/DDR. Die Hinternuv

jglegungsnummern sind in der folgenden Tabelle 1 aufgefuhrto-.u

c"Tabelié"i‘_'.

. Stémme . - - PRI Hinterlegungsnummer fs”
s URRI L ZIMET
Streptococcus faecium .~ ';TEERMcBP’;cégsf, ;;101975£iv;; 
.f»éfreptoboccuS féecalisc'jz FERM BP- 297 . .10 977
Streptococcus avium - FERMfQE ;~298;f‘ 710-978‘"
‘\Streptococcus sallvarius "‘f:fFERM BP ;«299;'f7{10;979' :
' Streptococcus durans. L "°TKFERMfBP‘;c3Oof’.1;10-980j o
Streptococcus mitis  ° FERM BP-='301 . 10981 .
- Stfépfcccccus_chihUS | f : IHFERM BP=?i302  ;:”10‘98252m  -

2. Mikrobiologische Charakteristika der Mikroorganismenﬁkij:‘”
- Allgemeine mikrobiologische Charakteristika -

, Die mlkrobiologischen Charakteristika der Mikroorganismen

'der vorllegenden Erfindung sind die gleichen wie jene der beal'7

kannten Mikroorganismen, die zur gleichen Art gehoren. Dahcr ,
entsprechen die allgemelnen mikrobiologischen Charaktericti»;
ka, Kultivierungeverfahren und andere Eigenqchaften jenen,
”ﬁdie in den folgenden Artikeln beschrieben sind'“ , v 3
11) Bergey s ‘Manual of Determinative Bacteriology. 8. Aufl.,

. 490 - 509 (1974) e , s
“»ﬁz) Int, 3. Syst. Bact, 16, 114 (1966) | L

»;3) Microblol. Immunol. 25 (3), 257 - 269 (1981)
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4) d. Clin. Pathol. 33, 53-57 - (1980) -
o 5) J. General"MiCpobiol.'lgg, 7135720~ (1982) -
~ 6) Applied Microbiol. 23 (6), 1131-1139 (1972).

‘Dle typlschen mlkroblologlschen Ligenschaften der oben ge—l"
'nannten Stémme der vorliegenden Erfindung sind in- der Tabel- .
le 2 zusammengefaﬁt. : - L

~ Tabelle 2

| Charakte:istika L R ' Stéﬁmé
. PRy BP

=296 =297 .298 299 300 301 302 _"”"

Form der Zelle -----'-:i—'épnanoia,ﬂ it
‘Gremfirbung | B oo+
Hamolyse . L

' Wachstum bei 10% -

L4

Wachstum bei 45°C ~ B
o L

+

+

+

’ x: “x

SR
i

Wachstum bei 50°C

Therm. Resistenz. bei 60°f 30
 Wachst

1
Sy

Lo
ok o+ 4+ 4 R+
1o

+

RPN
+ +
1

un im Kult.med. pH 9,6 - -
xahlgk. de Methylenblaureduz. | - - - -
| Verfluss. von Gelatine i ;»v - - - - e -

achstum im Kult. med.,enthalt. o
'NECI (6,5%) o+

Wechstum im hult.mnd.,enth., -
Galle (404) 4

| Produkt1v1tat von ﬁmmonlak e

_Hydrolyse von Hippursaure IR
WaChStum im Kultomedo, entho ; R L
Pellurit . = .+ = ND o=

,'dachgtum im Kult.med.,enth. L e e

G = %+ = ND = WDi=
saureproduktion aus elner S e T e
' Lohlenstoffquelle. : ‘ o

+
i
H
+ o
i
]

1+ + +
g+
. .y
| |
+ o+
U o SR |
i+

o+ 4



: Kohlcnstoffquelle'

'“Fcrts;>Tabélle'2 e .f:*;.fjf;",Vﬁl.  { }

‘Charakteristika' . 296 297 298 299 300 301 302

dureprod aus einer .

+
Q+IEJ<1f.

. Glukose " ‘ 5_"’“ '.*':+
B uskulin v;  _}’.' ' 't

:Inulln ! ‘\  ,  .- ?.‘.

‘Laktose .
“glyeesal e e
“Arebinose :”‘-~ AR
0 Melezitose =
”.:Sorbitélﬂ  )f ‘ f- ‘_'f ‘  ft' 
 ‘Antnghérdppe£* D

-

“ND

R T R R

IR R
i
v o+ o+ o+ )
+
F.Ln+ﬁ§
b+ o+

N

N
t;r~«+,w::+aHs + -

=

o

]

=

O

i

 Ptji4;}+‘ 

b2, 3, 5~Triphenyltetrazollumchlorld S
Xp 4o nlcht durchgefuhrt 77,'>»¥"" -

3. Kult1v1erungsverfahren .

Die hlkroorganlsmen konnen 1n konventloneller Wezse kultl—i
viert. werden.-Belsplelswelse konnen d1e bakteriellen Zellen '
durch’ statlonare Ku1t1v1erung in elnem Rogosa Kultmrmedlum
gesammelt werden, wobei das Medlum die folgende Zusammenset—f
E zung. unter aeroben Bedingungen hat. Dle Zellen konnen durch
'Zentrlfugleren der: Kultur geerntet werden. ' ‘

Ausammensetzung des Rogosa-Kulturmedlums T ‘

frypticase R 10 g ”vaic*'iﬁ,f”

v,Hefe—.xtrakt' T 3 i,- ;_ 5 -3 o e
'Dryptose e - ;;]‘5.u '3 g

o, 33



Trimnpniumcitrat_ I 2 g:(;;f"' SRR
. Glhkese 20. gﬁ.:, ‘
'wbystelnhydrochlorld - . B j"”' 10,2 -
 Salzlésung oo ”... ._vf'“: -5.ml
Destllilertes Wasser - o o bls 1 ther
" (pH Ty Hltzesterlllsation bel 121 °C fdr A5 Minuten)
x, = UgS0, * THO . M5
I‘eso4f~ HO 0,68 '
_’;Mnso4 o 2H,0 - ,'1 ~H;¢ 2, 4 g
'*Destllllertes Wasser PR  " , 100.mly o

'“Herstellung des TRb-Polysaccharida

~Im folgenden wird ein Belsplel elnes typischen Herstellungs— |
‘veriahrens des TRS-Polysaccharids der vorliegenden Erfln- o
dung gegeben: : P SO P
1. ‘Semmlung der Mlkroorganlsmen : . il .
Jedar der oben aufgefilhrten mikroblellen Stamme w1rd 1n einam
Rogosa Ku&turmedium gelmpft und ohne Ruhren bei 37 C iiber
» 5 bis 10 Stunden unter seroben Bedlngungen inkublert wobei
»S'man eine entsprechende Kulturbruhe mit einer gew1ssen leheas- 8
:fahlgen bakteriellen Zellkonzentratlon erhielt. Die Kul- ‘
turbrithe wurde kontinuierlich bei. 12 000 U/mln zentrifu-
glert und die gewonnenen Bakterienzellen zwel bis drelmal
in Salzlosung (0 85% NaCl) gewaschen. | ‘

2. Aufspaltung der Bakterlenzellen

. a) Die gewaschenen Zellen wurden in physiologischer Salzlo~ |
sung suSpendlert und zur Aufspaltung bei 115 °C uber 10 Ml-s
7nuten warmebehandelt.‘_ | o IR o

: b) Die- gewaschenen und in physiologlscher Salzlosung suspen-,“

dierten Bakterlenzellen wurden durch Zerschallung (15 KC,

- 60 mln), French press und andere ubllche Verfahren aufge-7' '
palten. ' t |



3. Lntfernung von Fett aus der Zelle

"_Dle aufgespaltene Zellsuspension w1rd mlt Chlorofonm—Me-:fjm‘ ,-;v,
'3thanol (231, Vol/Vol) vermischt. Die Komponenten, die durch L
 das organlsche Losungsmlttel extrahierbar 91nd wurden dann'-
'vollstandig durch Zentrifugleren bel 3 000 U/min iiber- 10 ”
‘fmln entfernt und die Chloroformschicht verworfen.‘“;'

\

4. Behandlung mlt proteolytischen hnzymen

‘“ .uD1e w1e oben aufgefuhrt entfettete Probe wnrde mit proteo-iff}: 

. lytischen anymen wie Pronase, Trypsin und Pep81n nach iib-
»fllchen ‘Verfahren: behandelt. -Von dlesen proteolytlschen En- v
- zymen ist Pronase fur den Zweck am geeignetaten. :Die Bedin-iw' \
~ gungen fiir die. Behandlung mit dlesen nzymen 61nd in "Mb-i';  o
‘,_thods in anymology" Bd. VIII, 5. 26 (1966) beschrieben.

5. Relnigung

' ‘Das zentrifuglerte Uberetehende des proteolytischen Reakti-¢‘
'onsgemisches wurde mit Fallungsmltteln wie: Trlchloressig~ "
sdure oder Ammoniumsulfat versetzt, um die Protelnfraktion PRI
’auszufallen und zu entfernen. Die uberetehende Fraktlon v’ .
wurde dann mlt entsprachenden Nukleasen oder proteolytischenf
Bnzymen behandelt um die Nuklelnsaurebestandtelle wie DNS o
: und RS oder Proteine in. der Praktion zu entfernen. Nach .‘-"

' dlesen enzymatlschen Behandlungen wurde wiederholt dé@py-_4

- siert, : : Sl o '

Die teilweise gerelnigte Praktion wurde anschlleﬁend elner o
‘~d1cderholung weiterer Relnigungsprozeduren wie Gelflltration .
und Saulenchromatografle unterworfen und schlieBllch erhielt
‘man - eine -reine Form des Polysaccharids, das als fRS-Polysac-
'charld bezelchnet wurde. S R S

’Im allgemeinen kann dlesesTRS-Polysaccharld mlt selnen phy-
81koéchemlschen Charakteristlka, wie gie oben aufgefuhrt

| \5'81nd durch v1ele der Isellerungs- und Relnigungsverfahren

3

i
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horgestellt werden, dle im Fachgeblet weltgehend elngesetzt, '

'.werden, wie Fallung-Losung und . bxtraktlon, Losungsm1tte1-f»$ 

extrektion, Dialyse, Saulenchromatografie, Elektrophorese,

. Gelfiltration oder irgendeine Kombination dieser Verfahren.

',Die vorliegende Erfindung ist daher auf kein spesielles
Verfahren beschrankt. ) - :

Die Zubereltung der vorliogenden rflndung 1st bezogen auf
' die Zubereitungsverfahren hypotriglycerldemisch aktiver Pro-

- dukte, die gus einem Polysaccharld bestehen aund durch M1-1;
kroorganismen erhalten werden, die zur Art Streptococcus
.. gehdren, da die pharmakologische Wirksamkeit in der- Poly-}

~ saccharidfraktion gefunden wurde. Das w1rd in detallllerter.
/Form in aedem der folgenden Beisplele beschrieben

w8 1st zu beachten, daf hypotrlglycerldemische Wirksamkelt
im Uberstehenden der Kulturbruhe etwa Y5 von der in der ‘
Bakterienzelle betragt. Vo

-_' Phy51kochemlsche Charakterlstlka des PRb-Polysaccharlds ‘  -

Die phy31kochemischen uns physlologischen Charakterlstika ‘
des TRb-Polysaccharids der vorllegenden Erfindung 51nd fol-'-; 
gende., e R : o
1. Ghemlsche Natur und Losllchkeitselgenschaften

Die pulverlsierte Probe, die man nach dem Entsalzen und Ge="
frlertrockmen erhlelt, war ein nlcht—hygroskopisches welﬁes.'
Pulver mit hoher Loslichkeit (6"100 mg/ml) in Wasser aber ‘ _
nupr tellwei er Losllchkelt in nthanol Methanol und Aceton  ;f
und Unloslichkeit in Ether und Chloroform._g' ' —

24 Molmasse ' S ‘ : : Coe
 D1e Molmasse des Polysaccharlds (TRD) wurde auf 14 000 j{f‘
+ 3 000 nach Gelflltratlon geschétzt, mit. verschiedenen /

Dextranen- als Verglelchsmaﬁstab die eine. unterschladliche f"'h

holmasse aufwiesen, unter Verwendung elner Toyopearl HW 55-"



R 64222 12
=10 IR

‘_oaule, vnrsehen mit einem 25 mM trls-HClnfuffer, der 0 3 M
'.ma01 (pH 7,5) enthlelt. | | | o
3. Spez1flsche Drehung

"Dle spe21flsche Drehung des genannten TRS-Polysaccharlds ‘
in 1,8 Masse/Vol%lger Lisung, Zo&7D , betrigt +190, 1 (Daxtro~7
'rotation), bestimmt mlttels eines Polarimeters DIP-4°Z B B

4; Zuckerzusammensetzung -

. a) Vler mg der Proba wurden mit O 2 M TFA (Trlfluoressig—-

.*:saure) bei 100 C T Stunden behandelt die Probe wurde mit

0,2 ml Hexamethyldlsllazan (20% Vol/Vol in Pyrldin) und 0, 02

Coml Trimethylchlorsilan vermlscht, 15 Minuten geruhrt und nach' 

tehenlasaen iiber 5 Minuten gaschromatisch untersucht,
5Glukose, Rhamnose usw. zu bestimmen. Die Trennungssaulen—
-ﬁtemperaturvxbetrug 179 °c, Uronsaure usw. wurde uber dle
-Carbazol-H2804-Methode (modlfizierte/Bltter-Mulr—Methode'*
Bitter,T. und Muir,H. Anal, Biochem. 4, 330 (1962) bestlmmt. N
Die’ Zuckarzusammensetzung des Polysaccharids war ¢ Glukose , ‘
70,3 é Rhamnose 13 7 % und Uronsaure 16,0 %.‘_ ER '

5. aure—Base—Charakterlstik

Der pH-Wert der 0,1 und 0, 5 %igen Losung des TRS«Polysaccha- .

| ffrids betrug 6 71_.

6.,Infrarot—Absorptlonsspektrum

Das Infraro#-nbsorptionsspektrum des TRD-Polysaccharlds, ge-'
~ messen mit elnem Efrarotspaktrometer (Modell JaSCO A-302)
ist aus Pig. 1 zu entnehmen, worln die- Absaisse und die Or-
dinate dle Wellenzahl und dle Prozante fransm1881on (Durch-‘
labs1gke1t) angeben. . : ' ' L

7. blementaranalyse

, ulne ulementaranalyse mlttels elnes blementaranalysators -
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; (Model1 240 B, Perkln-ulmer) fuhrte zu folgendem Lrgebnls- _
C 37,2 %, H 6,4 % und /0 56 4 % beim TﬂS—Polysaccharid Die;»

'-_ uummenforme1 ist 031H64¢35"~1

8. Schmelzpunkt

" _ Der bchmelzpunkt des TRb-Polysaccharlds lag bei 235 bls'

OC, gemessen mlt elnem bchmelzpunkbgerat MOdell Yanaco.-

f P"Bo

94 Phy31ologische Charakterlstlka

.uas TRo—Polysaccharid ist bei der Reduzmerung des Bluttri-'.
| ‘vglycerldsplegels in Saugetieren W1rksam, wenn es oral ver-

"~ sbreicht w1rd. Diese Akt1v1tat ist im. Brelch von wen1gstensl‘
-80- °C bis - 115 '°¢ und bei pH 4,1 bis 11 stabll wenn das ‘
. DRS-Polysaccharld gelagert w1rd,,_w ' : B

| Pharmahologlsche Wirkquen des TRurPolysaccharlds
- 1. Pharmakologlsche Effekte ' g ’

'1 Wie auas Jedem folgenden Belspiel hervorgeht, 1st das vor-"”
'llegende antiarterlosklerotlsche ‘Pharmazeutikum mlt dem DRS-“
:Polyqaccharld der vorliegenden urflndung bei der Reduzie-v
rung des BluttrlglycerldSplegels in. Saugetieren auBcrordent-’j
'llch w1rksam. Dementsprechend ist. dleses ‘Pharmazeutikum ein h
‘nutzliches therapeutisches oder vorbeugendes Medlkament fur
Krankheiten aus dem Berelch Arteriosklerose, Hyperllpldamie, u
_Hyperllpoproteinamie, Xanthomatoae, Cholezystollthlasis, ‘
Hypertenalon, Diabetie und andere.~-” :

,Dle erflndungsgemaﬁe Zubereltung kann Saugetieren auf oralem, '
1ntraper1tonea1em und intravenosem Wege gowie “auf anderen ,
‘vegen verebrelcht werden. D1e Menge pro Dosiaelnhelt 11egt L
bei etwa 1/ug blS 0,5 g/kg Korpermaase. Bevorzugt ist die
orale Gabe bei etwa 0,01 bis 100 mg/kg Korpenmasse. Fiir die
'~ vorliegende wrf;ndung kann eine belieb;ge,Brzne;m;ttelfonm B
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fgewahlt werden, sie kann elngesetzt werden als Losung in
physmologlscher Kochsalzlosung und anderen, Inaektlonen, ‘
als. pulverformlges Lyophlllsat oder auf andere Welse in

""Pulverform uborluhrt, als Supp051torlen, als mit einer g
by vbchutzhﬁlle iiberzogene Tabletten, als subllnguale Tabletten,"

als Granulate, Babletten, Kapseln uswe mit entsprechenden
’ Trdgerstoffen, verdunnenden Basen, Verdunnungsmltteln usw.

2. Akute ﬁox121tat .

N _wle aus den nachfolgenden Beisplelen hervorgeht, liegt die

50 des TRb-Polvsaccharlds der vorliegenden rflndung bei

 .mehr als 1 200 mg/kg Korpermasse, wenn es der Maue 1ntra-

' per1toneal verabrelcht worden war, Das bedautet, das dme
_bubstanz be1 oraler Gabe 1m wesentlichen nicht toxlsch 1st. :

‘pelsplele v | |

.Dlu erlndung w1rd nun durch Beisplele weiter erlautert die B

gedoch keine Beschrankung darstellen sollen.-

Beispiel 1 - Herstellung und Relnlgung des TRS-
a Polysaccharlds I

-Streptococcus faeclum FERM BP-296 wurde geimpft in 2 1 Ro-
' gosa Kulturmedium bei einer Endkonzentratlon von 1 x 10

o Bakterien/ml. Bas gelmpfte Medlum wurde bel 37 ¢ 10 Stun«-

den ohne Rilhren unter aeroben Bedingungen 1nkublert wobei
‘man 109 Bakterien/ml Kulturbruhe erhielt..Die Bakterlenﬁellen
wurden durch kontlnuierllches Zentrifugleren bei 12 000 U/
min gewonnen, mit phy81ologlscher Kochsalzlésung (0, 85% '

. NaCl) gewaschen und in deeel ben Losung suspendlert, um.‘

'100 ml der Zellsuspenslon bel elner Konzentration von 2 x
/ml zu erhalten.-

'Dle oben genannte Bakterienzellsuspen31on wurde bel 115 ¢
uber 10 M1nuten warmebehandelt und dreimal mit Chloroform~



o o eaeere
=13 - TN

 ethanol (-2:1 ‘Voi/vbl)"b"ehandelt uni Fétte :‘z‘u éntfernen.- =N

Die entfettete bakterlelle Suapen31on wurde mlt 3 OOO U/mln

=10 Mlnuten zentrlfuglert und die- untere ‘Schichty, dois dle

) Chloroformscnlcht, wurde verworfen. Die wtiBrige Schlch%
‘wurde als Ausgangsmaterlal in den folgenden Relnlgungsschrit-l*
ten elngesetzt. _ o e T

Das Ausgangsmaterial wurde dann mlt 20 mg Pronase (Slgma—,,”'u
- Protease Typ XIV) in 100 ml Phosphatpuffer (pH 7,8) versetzt‘ '
der 0, 0015 CaCl2 enthlelt, bei 47 g iiber 24 Stunden. g

~erfolgte einé weitere Bchandlung mit 10 mg Pronase unter den
‘ glelchen Bedingungen. Die experlmentellen Bedlngungen der Be-
‘handlung mit Pronase sind in "Methods in- Dnzymology" Bd. VIII :
i:S-'L6 (1966) aufgefuhrt. '

‘ Das mit Pronase behandelte Materlal wurde durch Zentr1fu-
- glerung bei 3000 U/min iber 10 Mlnuten in dle ausgefallte
und die uberstehende Fraktlon getrennt. Die uherstehende

‘, Fraktlon wurde mit Y9 Voluman 100%ger (Masse/Vol) frichlor- L

essigsture (‘1aC) versetzt bei 4 °C tiber 3 Stunden unter -
Rithren stehen gealssen und dann mit 3000 U/min 10 Minuten “'";
'zentrifuglert wobei man die ausgefallte und dle uberstehende<
Fraktlon erhlelt. Die ausgefidllte Fraktlon wurde mit dem f
glelchen Volumen 10%1ger {CA versetzt und das glelche Ver-~
fahren W1ederholt.‘ Das arhaltene Uberstehende wurde dreimal
-mit Ethylether Zwecks untfernung von TCL gewaschen, in:50ml
dostllllertem Wasser gelost, mit 1 N NaOH neutrallsiert, zur
vollétandlgen mntfernung von ICA dialy31ert und. schlieﬁllch
lyophlllslert, wobei man 258 mg (Trockenmasse) der uberste— ‘
rnenden Fraktlon erhielt.v ‘ ;

Die- erhaltene uberstehende Praktlon wurde mlt der oben be-'
schmlebenen Pronase behandelt und d1a1y91ert,vum Zu 176 mg
(TrocLenmasse).der'dlalyslerten,Fraktlon guﬂgelangen_(mn,
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: >3500) Dle dialysierte. rraktlon wurde als ﬂelnlgungs- -
,fraktlon I bezelchnet._ ' :

'.3,Die genannte Reinigungsf'aktiOn$i3Wurdé ﬁber einen & ephadexv

G=100- Saulenchromatographen fraktlonLert der 0,05 M Trig-
'HCl Puffer enthielt. Das oaulenchromatogramm der deinlgungs-
‘frektion g bei einer Bluierungsrate von 1 ml/min ist aus

"Elg. 2 zu entnehmen, die Abszisse welst das ululerungsvolu-
‘men (ml) und die Ordinate die Konzentration der eluierten
vbubstdnz ng/ml) auf, Eine Fraktion nach 124 ml wurde ge-

sammelt und als Relnlgungsfraktlon II bezelchnet (93 6 ng.
Drockenmasse)v

~F1@.3 zelgt ein baulenchromatogramm der Relnlgungsfraktlon IT

:nestlmmt mit elner loyopearl HW- BSE-baule, ausgerustet mit

' ninem 25 mii Drls-HCI-Pquer, der 0, 3 M NaCl enthlelt. Die
. uluierungsrate betrug 1 ml/mln. In Fige 3 stellen die Kurven
1; 2 ‘und’ 3 die entsprechenden Elulerungsproflle von- Zucker,
;Protein und Nuklelnsaure dare. '

Das gerelnlgte TRb-Polysaccharld (87 9 mg Trockenmasse) wur-
. de 1soliert durch Sammeln des Telles, der 1n 80 bis 100 ml
B Eraktlonen eluiert wurde. ' C

o

Pig, 4 zeigt das aulenchromatogramm des TRS—Polysacchurlds
unter den glelchen experlmentellen Bedlngungen wie sie in -
“Pig. 3 zu sehen ist. Dle phy81kochemlschen Charakterlstlka,
,des ERo-Polysaccharlds 51nd oben aufgefuhrt. '

ﬂ“belle 3 zelgt dle Ausbeute und dle Mengen an Proteln, be-
utlmmt nach dem Lowry-Verfahren, RNS nach dem Orc1nol-Verfah—
ren, DNS nach: dem Dlphenylamln—Verfahren und Zucker nach dem
Phenol-H2004—Verfahren in’ jedem Herstellungsverfahren.'Dle

ligrte in der Tabelle weisen die Trmckenmasse (mg) der Ausbeu-

te und die Masseé der chemlschen Bestdndtelle aus.'
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~ Pabelle 3 -
. S o '“Spézife‘
Praxtionen- = Ausbeute Protein NS = DNS Zucker  Aktivi-
iUberstéhendes "_258, 14,1 1,8;'.Spal 76,3'f1 7,1‘.
Reinigungsfrakte I 176 2,8 1,6  Sp.. 95,6 10,2
Reinigungsfrékt II' 93,6 2,1 0,9 Sps - 97,0 12,3

“[RS-Polysaccharid = 87,9  Sp. f'Sp.]?'Sp}‘f1OO 23,0

,  Sp.'='Spurén

‘Dle spez1f1sche Akt1v1tat die 1n Tabelle 3 ausgew1esen wird
geigt die relatlve Akthltat der Trlglycerldreduktlon bei
,Jeder Frahtlon bei gewohnllchen Ratteh pro. Hasseeinhelt an,
' wobel’ dle der wirmebehandelten Bakterlenzellen, die oben ge- -
"nnannt wurden, 1 ist, Assayverfahren fur . die Triglycerld-;;
reduzlerende Aktivitdt din florexperlmenten slnd welter unten
in. Belsplel 2 ausgefuhrt. ‘ :

ho wurdc bnstatlgt daB das TRb-Polysaccharid von dcn ande-

| ren Bahterlenstammen, die in Tebelle 1 aufgefuhrt 51nd, eben-_
so wie in diesem Belsplel abgetrennt und gerelnlgt werden
kann, gedoch mit lelchten Unterschieden in der Ausbeute.

’Belsplel 2 Pharmakologlsche erkung des TRS-Polysaccharlds

1. nypotrlglycerldemlsche Akthltat (1) v -
Proben mit phy31ologlscher Kochslzlosung, dle das Aqulvalent
" von 16 mg/kg Korpermassc des 1yoph11151erten IRo—Polysacha-»
rids. enthlelten, wurden hergestellt. Diese Proben wurden ,' '
bei einer tiglichen Dosis von Tml gewdhnlichen Ratten (18
Wochen a;t, mannllch,.durchschnlttllche Korpermasse 246,g,_‘
10 Ratten profGruppe),oral.verabréiéht sowie gewthnlichen
‘und (Krankheits)keimfreien Miusen (18 Wochen alt, ménnlich,
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'durchschnittllohe Korpermagse 30 8s 10 Mduse pro Gruppe).

,Dle Ratten und Miuse wurden 8. bis 12 Wochen aufgezogen. Dann
- wurde von der Abdominalaorta dieser Tiere Blut gesammelt und
"fvon dem Gesamtblut berumproben durch Zentrifugieren abge-‘
trennt. Wit dem Trigycerid TG WAKO (Acetylacetonverfahren)
~ wurde dann der Triglyceridspiegel bestimmt. Die Ergehnlsse

‘gind in Tabelle 4 zusammengefaﬁt. Die in der Tabelle aufge—
fuhrten Werte stellen ‘die Reduktionsrate (%) von den Werten
der Kontrollgruppe dar, denen keine Probe dosiert worden 1st.
Die. Zusammensetzung (Masse ) der Didt, die nach Belleben ge-
-'geben wurde, ist aus_Tabe}le 5 zu entnehmen. S

Tabelle 4
Tiere o ¥ Reduktionsrate (%)
-;Gewohnllche Retten (12 Wochen) 40,5 o
 Gewdhnliche lisuse ( 8 Wochen) 45,1 i
' ‘keimfreie'Méuse' (¢ 8 Wochem) 39,6
Tabelle 5
}Zusammehsetzgng' o ~ Masseprozent
Kesein .20 |
Sojabohnentl | o 10
Weizenstdrke - S 61
Minerale SR 4
Vltamingemlsch 2
‘Ipulverisiertes Fllterpapler 3
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‘ 2. Hypotrlglycerldemlschc Aktivitdt (2)

Die oben genannten Gaben wurden oral veresbreicht bei einer
tdglichen Dosis von 1 ml be1 gewohnlichen Ratten (18 Wochen

alt, mannllch, durchschnlttliche Kérpermagse 238 g, 15 Rat-

- ten pro Gruppe) und gewdhnlichen keimfreien Mdusen (18 Wochen
- alt, ménnlich, durchschnittliche Korpermasse 31'g, 10 Mause

pro Gruppe) iiber 4 Wochen verabreicht, Der Bluttriglycerid--f
aplegel wurde wie oben genannt bestimmt. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 6 genannt.

'Die Begrlffe "Cholesterlnzusatz" und "Fruktosezusatz" bedeu- \

ten die Zugabe von 1 % Cholesterol zur oben genannten Didt
und ‘den Ersatz von Fruktose fiir die Gesamtmenge an Weizen=-

‘stérke in der oben geannten Digt. Die Werte in der Tahelle

gtellen d1e Reduktionsrate (%) dar, gemessan an den Werten _
der Kontrollgruppe ohne Doslerung.

vTabelle' 6 oy
 Tere ' Reduktionsrate (%) = |
keimfreie Méuse *1 . . 45,4
rgewohnliche MEuse X1 | © 41,6
gewohnliche Ratten X . - 43,2
. gewShnliche Ratten *2 | . 42,0
X = Diét mit Cholesterinzusatz‘_ - _ .@
X = Dlat mlt Fruktosezusatz

3.vHypotrlglyceridemlsche Aktivitdt (3)

Physiologische Kochsalzproben, die 4 mg/ml TRS-Polysaccha— ,
rid enthlelten, wurden mit einer tdglichen Dosis von 1 ml
pro Ratte uber 2 Wochen hyperllpldamischen Ratten (18 Wo-

‘chen alt; m annlich, durchschnittliche Korpermasae 250 g,
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5 Ratten pro Gruppe) verbreicht, die mit'einer Cholesterin-
 'zusatzdiét gfﬁttert Wurden, Der B;uttriglyceridspiegel wur-
de wie oben beschrieben bestimmt. Die Brgebaisse sind aus
 fTabel1e 7 zu entnehmen, Der Wert der Verabreichungsgruppe
" ist die Triglyceridrate (Reduktlon) in % zur Komtrollgruppe»
ohne Dos:v.erungo '

' Tabelle T
‘riere . Reduktionsrate (%)
mit Verbrelchung D _ 45,0 -

; Kontrolle o S 0

’,4. Dosisabhang1gke1t

o Phys1ologlsche Kochsalzproben, die 0,1 mg bis 20 mg/ml PRSE
Polysqccharld enthlelten, wurden oral bei einer tagllchen
,:D031s von 1 ml pro gewdhnliche Ratte (6 Wochen alt, ménn-

~ ‘1lch, durchschnlttllche Korpermasse 216 g, 5 Ratten pro
'Gruppe) iiber 4 Wochen verabreicht. Der Bluttriglycerlnspleu
- gel wurde wie oben beschrieben bestimmt (bei der Kontroll-

gruppe -erfolgte keine D051erung). Die Lrgebnisse gind in Ta=-

,belle 8 aufgefuhrta '

Tabelie" 8

DosiS'(mg/Ratte)- - Reduktionsrate (% Durchschn.)
Lontrolle S .0
0,1 <10,0

10 E 43,0

20 Y-




64 222 12
=19 -

D Akute Pox121tat

Phys1ologische Kochsalzproben (0,5 ml/Maus), die 1, 10 und
100 mg des PRS-Polysaccharids enthielten, wurden intrape—‘
‘ritoneal IRC-Mausen verbrelcht (6 Wochen alt, durchschnltt-

. liche Korpermasse 31,6 + 0,6 g, 10 Miuse pro Gruppe). Die

thanatobiologische Beobachtung der Mduse wurde iiber 14 Tage
3durchgefuhrt. D1e Kontrollsubstanz war physiologische Koch- :

'f‘,salzlosung.

,_Dle LDSO-Werte, berechnet nach der Behrens-Karber-Methode, ‘
' lagen bei mehr als 1200 mg/kg Kbrpermasse. Die Substanz war
nlchttoxlsch bei oraler Gabe. :

’_76 Pharmazeutlsche Zubereitungen

~ (1) Eine 25 g—Menge des gereinlgten TRS-Polysaccharlds
wurde -gleichméfig mit 275 mg gereinigtem Stérkepulver ver~ .

' mischt und Tabletten fiir die orale Verabreichung geformt.

Jede Tablette entsprach einer Dosis von 1010 widrmebehandel-
ten Zellen pro kg Korpermasse fiir einsn Erwachsenen mit ei-
. ner Kgrpermasse von 50 kg.

© (2) Deas l‘Rb-—Polysaccharld wurde gle:.chmaﬁig mit verdiin-
nenden Basen wie Kalziumkarbonat, Lactose uswe Gleitmit-
telln wie Stearlnsaure, Talkum usw. und andren Additiven ver-
mischt und,dle Tabletten dann fiir die orale Verabreichung
‘geformt, Die tégliche Dosis des TRS-Polysaccharids liegl
iiblicherweise bei 0,1 mg bis 100 mg/kg Karpermasse.' E

(3) Das TRb-Polysaccharmd (900 mg) wurde suspendlert und )
gelost in destllllertem Wesser (30 ml), mit Sirup gesuﬁt und
dann ein 1rup hergestellt. .
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'-‘Erfinduhgsanégruch
.i. Verfahren zur Herstellung eines hypbtfiglycgridemisch ak-
'tlven'PolysaCCharlds, das in der Lage ist Bluttriglycerid

“in. Saugetleren 2u reduzieren und folgende Merkmale auf—
‘weist'- o L o '

a)'Spezifische brehung [%72° = +190,1 (1,8 Masse/Vil%

__Losung)

Hb),Molmasse durch Gelfiltration 14 000 + 3 000

¢) Zuckerzusammensetzung (Masse% durch Gaschromatografie),'

 Glukose 70,3; Rhamnose 13,7; Uronséure 16,0

..d)'Séure-Base-ChaEaktéristika:.neutrale Polysaccharide,

’gekennzelchnet dadurch daB ein Mikroorganismus der Art
Streptococcus in einem entsprechenden Kulturmedium dafir

kultiviert wird und das hypotriglycerldemisch aktive

‘Polysaccharid aus den kultivierten Zellen des Mikroorga~

nismus und/oder dem Uberstehenden der Kulturbrihe gesam~ :

 vme1t wird.

2,

RS

Verfahren nach Punkt 1, gekennzelchnet dadurch daB der-
MlkroorganismUS/wenigstensein solcher ist, der aus der '

- aus S, faeclum, S, faecalis, S, avium, S. bovis, S, eali—

varius, S. durans, S. mitis und S. equinus bestehenden

E Gruppe ausgewahlt wurde.

» N

verfahrenvnaéh.ﬁunktfl. gekennzeichnét dadurch, daf der

Mikroorganismus wenigstens ein Stamm ist, der aus der

aus S, faecium FERM BP-296 (ZIMET 10 976), S. faecalis
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" FERM BP-207 (ZIMET 10 977), S, avium FERM BP-298 (ZIMET
10 978), S. salivarius FERM BP-299 (ZIMET 10 979), S.

dur‘ans FERM BP-300 (ZIMET 10 980), S, mitis FERM BP-301
. (ZIMET 10 '981) und S, equinus FERM BP-302 (ZIMET 10 982)
, bestehenden Gruppe ausgewdhlt wurde.

"4;‘Verfahren nach Punkt 1.-gekehnzeichnet dadurch, daB das
~ hypotriglyceridemisch aktive Polysaccharid durch Auf-

" gpaltung der Zellen des aus der Kulturbriihe gewonnenen
~ Mikroorganismus gesammelt wird und. die Polysaccharid-
~ fraktion davon abgetrennt wird,

-5, Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet‘dadurch daB das'

,hypotriglyceridemisch aktive Polysaccharid aus dem Uber- o

stehenden der Kulturbruhe gewonnen wird durch Abtrennen
~ einer Polysaccharidfrektion davon,

Hierru l‘}',,?’ ten /e chnungen
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