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Dieses Priparat enthélt mindestens ein Kohlenhydrat mit einer Uronsdureeinheit an einem seiner Enden. 10 bis 100 % der vorhande-

nen, endstidndigen Uronsdureeinheiten der Kohlenhydrate besitzen dabei eine Doppelbindung, die insbesondere zwischen dem C,-
und Cs-Atom liegt.
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Antiadhésive Kohlenhydrate

BESCHREIBUNG

Die Erfindung betrifft ein pharmazeutisches oder distetisches Praparat
zur Verringerung und/oder Blockierung der Adhasion von pathogenen
Substanzen und Organismen an eukaryontische Zellen, insbesondere
Saugerzellen, das mindestens ein antiadhdsives Kohlenhydrat mit einer
Uronséaureeinheit an einem seiner Enden enthalt, und die Verwendung
dieses Praparates und der darin enthaltenen Kohlenhydrate zu den

genannten Zwecken.

Die Adhéasion sowohl pathogener Organismen als auch zellschadigender
Substanzen an die Oberflache der Saugerzellen ist der erste Schritt und
eine unabdingbare Voraussetzung fir eine Infektion bzw. Schadigung
der Zelle. Die Interaktion zwischen den Pathogenen und den Zellen
kommt durch eine Ligand-Rezeptor-Beziehung zustande, die damit ein
wichtiger Virulenz- bzw. Toxizitatsfaktor der Pathogene ist. Unter Patho-
gene sind dabei zumindest Bakterien, Viren, Pilze, einzellige und mehr-
zellige Parasiten, Toxine und Schwermetallkationen zu verstehen. Bei
dieser Ligand-Rezeptor-Beziehung spielen Glycostrukturen eine wichtige
Rolle.

Eine Moglichkeit, diese Ligand-Rezeptor-Beziehung zumindest zu ver-

mindern oder vollstandig zu verhindern, besteht in der Blockierung der

jeweiligen lRezep‘coren auf der Zelloberflache oder am Liganden.

Anhand spezifischer Testsysteme konnte gezeigt werden, daR verschie-
dene Kohlenhydratmischungen die Adhéasion von beispielsweise Mikro-
organismen an die Zelloberflaiche vermindern oder sogar vollstéandig
verhindern, man vergleiche: Kunz, C.; Rudloff, S. Acta Paediatr. 1993,
82, 903-912. Es wird dabei angenommen, dafl die wirksamen Kohlen-
hydrate eine weitgehende Analogie zu den Rezeptor- oder Ligand-

strukturen besitzen. Bei den beschriebenen Untersuchungen wurden



WO 01/60378 PCT/EP01/01753

10

15

20

25

30

2

zahlreiche Kohlenhydrate sowohl tierischer als auch pflanzlicher Her-
kunft und auch Hydrolyseprodukte pflanzlicher Polysaccharide

eingesetzt.

DieZusammensetzung und Struktur der in der Natur vorkommenden
Kohlenhydrate und beispielsweise der Kohlenhydrate der Humanmilch
sind sehr komplex. Gleiches gilt aber auch fir die Kohlenhydrate pflanz-
licher Herkunft bzw. Hydrolyseprodukte von pflanzlichen Kohlen-
hydraten. Daraus ergibt sich, daR die festgestellte antiadhasive Wirkung
von Kohlenhydraten fiur Pathogene an Saugerzellen meist mit Kohlen-
hydratgemischen und nicht mit gereinigten Einzelstrukturen durchgefihrt

wurden.

So ist beispielsweise bekannt, daB wassrige Auszlige sowie Sifte aus
verschiedenen Pflanzenprodukten gegen durch pathogene Keime her-
vorgerufene Erkrankungen im Intestinal- und Urogenitaltrakt wirksam
sind. In der PCT/EP 94/03006 (WO 95/07084) wird nun beschrieben,
daf3 durch eine auf bestimmte Weise =zubereitete Karottensuppe,
Blasentee, Kokosmilch usw. die Adharenz pathogener Keime an
Epitelzellen des Gastrointestinal- und Urogenitaltraktes wesentlich redu-
ziert wird. Fur diese Wirkung sollen angeblich die in den .Pflanzen-
produkten vorhandenen Pektine verantwortlich sein, bei denen es sich
im wesentlichen aus Ketten von 1,4-a-glycosidisch verbundenen
Galakturoniden handelt. Die eigentlich wirksamen Galakturonide sollen
dabei verschiedene Kriterien erfiillen, namlich einen bestimmten

Polymerisations- und Methylierungsgrad.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, einen Weg aufzuzeigen, wie
mit Hilfe von Kohlenhydraten die Adhasion von Pathogenen durch Inter-
aktion mit Liganden und/oder Oberflaichenstrukturen von eukaryonti-
schen Zellen und insbesondere Saugerzellen wirksamer verringert oder

verhindert wird.

Gelost wird.-diese Aufgabe durch die Lehre der Anspriiche.
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Gegenstand der Erfindung ist somit unter anderem ein pharmazeuti-
sches oder diatetisches Praparat, das mindestens ein antiadhasives
Kohlenhydraf mit einer Uronsaureeinheit an einem seiner Enden
aufweist. Bekanntlich besitzen Kohlenhydrate zumindest zwei Endeh
und kdnnen auch drei oder mehr Enden besitzen, wenn sie verzweigt
sind. ErfindungsgemaB koénnen somit geradkettige Kohlenhydrate und
auch verzweigtkettige Kohlenhydrate zum Einsatz gelangen. An einem
dieser Enden befindet sich die genannte Uronséureeinheit, die Giber eine
endstéandige COOH-Gruppe verfiigt, die verestert sein kann. Bevorzugte
Uronsduren bzw. Uronsé&ureeinheiten sind dabei folgende freie oder
veresterte S&auren: Galacturonsdure, Glucuronsdure, Guluronséure,
Iduronsdure, Mannuronsédure, Riburonsdure und Altruronsaure, von
denen die Galacturonséure und die Glucuronsaure besonders bevorzugt

sind.

Das erfindungsgemaRe Praparat enthalt mindestens ein antiadhasives
Kohlenhydrat und somit eine bestimmte Spezies mit einer
Uronsaureeinheit an einem seiner Enden. Das erfindungsgemaRe
Praparat kann jedoch auch mehrere antiadhasive Kohlenhydrate mit
einer endstandigen Uronsédureeinheit aufweisen‘. Zweckmaligerweise
enthalt das erfindungsgeméRe Praparat eine Mischung aus mehreren

derartigen antiadhasiven Kohlenhydraten.

Unter einem antiadhasiven Kohlenhydrat wird im Rahmen der
vorliegenden Unterlagen ein solches Kohlenhydrat verstanden, das tber
eine endstandige Uronsé&ureeinheit verfiigt, und zwar unabhéngig davon,
ob diese Uronséaureeinheit eine Doppelbindung aufweist oder nicht. Mit
anderen Worten, der Begriff antiadhdsive Kohlenhydrate bezeichnet die
Summe aus den Kohlenhydraten mit einer Uronsé&ureeinheit, die eine
Doppelbindung aufweisen, und denjenigen Kohlenhydraten, die zwar
uber eine Uronséureeinheit verfligen, die jedoch keine Doppelbindung
besitzt. Ein wesentlicher Gedanke der Erfindung besteht nun darin, dass

solche antiadhasiven Kohlenhydrate eingesetzt werden, die einen
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Mindesgehalt an Urons&ureeinheiten mit einer Doppelbindung

aufweisen.

Die antiadhasiven Kohlenhydrate kénnen einen bestimmten
Polymerisationsgrad besitzen, der allgemein und somit auch hier als DP
abgekirzt wird. Ublicherweise sind jedoch antiadhdsive Kohlenhydrate
mit unterschiedlichen DP’s vorhanden, wobei auch die antiadhéasiven
Kohlenhydrate mit einem bestimmtien Polymerisationsgrad bzw. DP
unterschiedlich zusammengesetzt sein kénnen. Mit anderen Worten, das
erfindungsgemélte Préaparat enthalt mindestens eine bestimmte
antiadhasive Kohlenhydratspezies mit einer Urons&ureeinheit an einem
seiner Enden. Diese Kohlenhydratspezies besitzt natiirlich einen
bestimmten DP. Ferner  kdnnen mehrere unterschiedlich
zusammengesetzie antiadhdsive Kohlenhydratspezies mit demselben
DP vorhanden sein. Zudem kénnen antiadhdsive Kohlenhydrate mit
unterschiedlichem DP zugegen - sein, wobei far jeden
Polymerisationsgrad ein oder mehrere antiadhasive

Kohlenhydratspezies vorhanden sein kénnen.

Mit der Definition der oben naher spezifizierten antiadhasiven
Kohlenhydrate, -die an einem Ende eine Uronsaureeinheit aufweisen, ist
Uber die Art der weiteren Saccharideinheiten oder Monomereinheiten, -
aus denen diese antiadhésiven Kohlenhydfate zusammengesetzt sind,
keine Aussage getroffen, es sei denn, daR das antiadhasive
Kohlenhydrat lediglich aus einer einzigen Einheit (Polymerisationsgrad =
DP1), namlich einer Uronsaureeinheit besteht. Sofern das antiadhasive
Kohlenhydrat einen DP1 besitzt, besteht es ausschlieRlich aus einer
derartigen Uronsaureeinheit. Besitzt das antiadh&sive Kohlenhydrat
einen DP2 oder héher, dann kénnen die mit der Uronsaureeinheit

verbundenen, weiteren Saccharideinheiten beliebiger Art sein.

Von den vorhandenen Uronsaureeinheiten der antiadhasiven

Kohlenhydrate missen nun 10 bis 100 % eine Doppelbindung besitzen.
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Die %-Angabe gibt dabei die Anzahl der insgesamt vorhandenen
Uronsaureeinheiten mit einer Doppelbindung an einem der Enden der
antiadhésiven Kohlenhydrate mit einer derartigen Uronsaureeinheit an,
bezogen auf die Summe aus diesen Uronsaureeinheiten mit einer
Doppelbindung und den ggf. vorhandenen Uronsadureeinheiten ohne eine
derartige Doppelbindung an einem Ende \des antiadhasiven

Kohlenhydrates bzw. der antiadhasiven Kohlenhydrate.

Eine Uronsaureeinheit an einem Ende eines antiadhasiven
Kohlenhydrates wird im (brigen hier auch als endstandige

Uronsaureeinheit bezeichnet.

Die erfindungsgeman zum‘ Einsatz gebrachten antiadhasiven
Kohlenhydrate, die an einem Ende eine derartige Uronsdureeinheit
aufweisen, kénnen nun an dem anderen Ende (im Falle einer nicht
verzweigten Kette), eine nicht-reduzierende Saccharideinheit oder auch
eine reduzierende Saccharideinheit aufweisen. Vorzugsweise weisen 10
bis 100 % der eine endstindige Uronsdureeinheit aufweisenden,
antiadh&siven Kohlenhydrate am anderen Ende (bei einer geraden
Kette) oder an einem der anderen Enden (im Falle einer verzweigten
Kette) eine derartige reduzierende Saccharideinheit auf. Mit anderen
Worten, 10 bis 100 % der endstidndigen Uronsaureeinheiten befinden |
sich an einem nicht-reduzierenden Ende. Somit kénnen sogar alle
vorhandenen endsténdigen Uronsaureeinheiten am nicht-reduziere.nden

Ende vorhanden sein.

Vorzugsweise liegen 50 bis 100 % der Doppelbindungen zwischen dem
C,- und C;-Atom der endstandigen Uronsédureeinheiten. Auch in diesem
Falle bezieht sich die %-Angabe auf die Anzahl der Doppelbindungen,
unabhangig von dem DP der antiadhasiven Kohlenhydrate und der diese
antiadhasiven Kohlenhydrate ausmachenden Saccharideinheiten. Die
Detektion der Doppelbindung und somit der endstandigen

Uronsé&ureeinheiten mit einer derartigen Doppelbindung kann dabei
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spektroskopisch bei 235 nm unter Verwendung des molaren
Extinktionskoeffizienten von 5500 I/mol cm erfolgen, man vergleiche TP
Kravtc;henkc, I. Arnould, AGJ Voragen & W. Polnik Carbohydr. Polymer
1992, 19, 237-242.

Die Bestimmung der Kohlenhydrate mit einem reduzierenden Ende
erfolgt mittels der lodometrie entsprechend den Angaben in: Analytical
Chemistry of Carbohydrates H. Scherz, G. Bonn, Herausgeber Thieme
Organic Chemistry Monograph Series, Stuttgart, New York, Thieme
Verlag 1998, Seite 32. Kohlenhydrate mit ausschlieRlich nicht-
reduzierenden Enden kdénnen mit Ublichen Analyseverfahren, wie
Osmometrie Massenspektrometrie (z. B. MALDI-MS, ESI-MS)
Chromatographie (z. B. GPC, HPAEC, HPLC) und
Kapillarelektrophorese, oder durch eine Kombination dieser Verfahren

bestimmt werden.

Die erfindungsgema® zum Einsatz gebrachten, antiadhasiven
Kohlenhydrate kénnen neben einer endstandigen Uronsaureeinheit auch
ein nicht-reduzierendes Ende aufweisen, indem beispielsweise ein
reduzierendes Ende nachtraglich in ein nicht-reduzierendes Ende
Uberfihrt wurde. Dies kann beispielsweise durch eine Oxydation,
Reduktion oder auch durch eine Verkniipfung des reduzierenden Endes
mit anderen Molekilen erreicht werden. Zu diesen anderen Molekiilen
gehdren beispielsweise Proteine, Lipide 'und technische Polymere,
wobei (Neo)glycokonjugate erhalten werden. Diese nachtragliche
Anderung des reduzierenden Endes hat keinen Einfluss auf die
antiadhasive Wirkung der erfindungsgemafien zum Einsatz gebrachten,
antiadhasiven Kohlenhydrate. Diese antiadhasiven Kohlenhydrate
kénnen somit auch an bekannten Tragern Uber ein ,ehemals®
reduzierendes Ende immobilisiert sein, beispielsweise an einem

Ublichen Trager.
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Wenn somit 10 bis 100 % der vorhandenen endstdndigen
Uronsaureeinheiten eine Doppelbindung besitzen, dann bedeutet dies
natirlich auch, dass 0 bis 90 % der vorhandenen, endstandigen
Uronsaureeinheiten  keine  derartige  Doppelbindung besitzen.
Vorzugsweise besitzen 10 bis 50 % der vorhandenen, endstdndigen
Uronsédureeinheiten des antiadhdsiven Kohlenhydrates oder der

antiadhasiven Kohlenhydrate eine Doppelbindung.

Es wurde namlich tGberraschend gefunden, dass im Gegensatz zu der
Lehre der eingangs genannten WO 95/07084 weder der Polymeri-
sationsgrad noch der Methylierungsgrad fiir eine ausgepréagte
antiadhasive Funktion verantwortlich sind, auch wenn gegebenenfalls
einige der dort beschriebenen Kohlenhydrate (ber eine derartige
Funktion verfiigen konnen. Eine ausgepragte antiadhasive Funktion
tiben vielmehr Kohlenhydrate mit einer eine Doppelbindung
aufweisenden, endstandigen Uronsyéureeinheit auf. Derartige
antiadhasiven Kohlenhydrate und insbesondere solche, deren
Uronsaureeinheit die Doppelbindung zwischen dem C,- und C; werden
jedoch nach der Lehre der genannten WO 95/07084 nlcht erhalten,

worauf nachstehend noch naher eingegangen wird.

Wenn erf‘indungsgeméB von einem antiadhdsiven Kohlenhydrat mit
einem gegebenen Polymerisationsgrad dié Rede ist, dann kann es sich
dabei um nur ein einziges antiadh&sives Kohlenhydrat handeln. Es kann
sich aber auch um mehrere unterschiedlich aufgebaute antiadhéasive
Kohlenhydrate handeln, deren gemeinsame Merkmale einerseits der
gegebene Polymerisationsgrad und andererseits die endsténdige

Uronséaureeinheit sind.

Vorzugsweise weist das erfindungsgeméafie Préaparat nicht nur ein oder
mehrere antiadhésive Kohlenhydrate mit einem gegebenen DP sondern
mehrere antiadhasive Kohlenhydrate unterschiedlichen

Polymerisationsgrades auf. Die zur Anwendung gebrachten
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antiadhasiven Kohlenhydrate besitzen dabei vorzugsweise einen
Polymerisationsgrad von DP2 bis DP 40 und insbesondere von DP 2 bis
DP 10 und von maximal DP100. Vorzugsweise kommen somit Gemische
von antiadh&siven Kohlenhydraten mit unterschiedlicher Kettenlange
zum Einsatz. Auch in diesem Fall kann es sich bei einem antiadhasiven
Kohlenhydrat mit einer bestimmten Kettenlsnge bzw. einem gegebenen
Polymerisationsgrad um nur eine einziges Kohlenhydratspezies oder um
mehrere oder eine beliebig groBe Vielzahl von antiadh&siven

Kohlenhydratspezies handeln.

Die antiadhasiven Kohlenhydrate mit einer endstandigen, insbesondere
am nicht-reduzierenden Ende befindlichen, eine Doppelbindung
aufweisenden Uronséureeinheit. verfligen somit Uber eine verstarkte
antiadhéasive Wirkung. Diese antiadhasiven Kohlenhydrate werden im
Rahmen der vorliegenden Unterlagen auch als ungesattigte

Kohlenhydrate bezeichnet.

Die erfindungsgemaR eingesetzten antiadhasiven Kohlenhydrate und
somit auch die ungesattigten antiadhasiven Kohlenhydrate sind
beispielsweise dadurch erhéltlich, dass saure Kohlenhydrate und
bevorzugt uronséurehaltige Kohlenhydrate mittels Enzymen oder
chemischer Spaltung derart gespalten werden, dass die angegebenen
Gehalte an Uronsdureeinheiten mit einer Doppelbindung erhalten -
werden. Als bevorzugte Ausgangs-Kohlenhydrate kénnen dabei folgende
eingesetzt werden: Pektiine, Pektate, Alginate, Chondroitine,
Hyaluronséuren, Heparine, Heparane, bakterielle Kohlenhydrate und
andere uronsaurehaltige Kohlenhydrate. Bevorzugte Rohstoffe sind
dabei Pflanzen und/oder Pflanzenteile (wie Karotten, Zitrusfriichte,
Riiben und Apfel, man vergleiche C. Rolin, BU Nielsen, & PE Glahn in
Polysaccarides (ed. S. Dimitriu), Marcel Dekker New York 1998. Auch
kénnen Algen, tierische Gewebe und bakterielle Produkte Anwendung

finden.
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Werden die ungesiéttigten antiadhasiven Kohlenhydrate durch
chemische Spaltung hergestellt, dann ist diese derart durchzufiihren,
dass eine Doppelbindung uber eine B-Elimination eingefiihrt wird, indem
beispielsweise Pektine unter neutralen oder schwach basischen
Bedingungen gespalten werden, man vergleiche MJH Keijbets & W.
Pilnik Carbohydr. Res. 1974, 33, 359-362.

Die enzymatische Spaltung wird insbesondere mit Hilfe von Lyasen (wie
Pektinlyasen oder Pektatlyasen) oder Lyase-haltigen

Enzympraparationen durchgefihrt.

Im Falle der chemischen Spaltung arbeitet man bei neutralen bis alkali-
schen Bedingungen, um dadurch den gewiinschten Gehalt an Doppel-
bindungen zu erhalten. Durch die geeignete Wahl der weiteren Para-
meter wie Temperatur, pH und Pufferkonzentration kann auch der
Veresterungsgrad der Carboxyigruppe und/oder Hydroxylgruppe
beeinflusst werden. Bei hdheren Veresterungsgraden der eingesetzten
Ausgangsverbindungen (z. B. Pektine) kdonnen die erfindungsgemaf
eingesetzten antiadhasiven Kohlenhydrate und somit auch die
uhgeséttigten antiadhasiven Kohlenhydrate ebenfalls bei einer im

schwach sauren Bereich durchgeflihrten Spaltung erhalten werden.

Die  antiadh&sive  Wirkung der ungesattigten antiadhésiven
Kohlenhydrate wird auch durch das Vorhandensein von Methylestern der

Carboxylgruppe als auch von Acetylestern z.B. am C-2 und/oder C-3

- Atom der Uronsauren beeinflusst. Dies gilt insbesondere bei den

Galacturonséauren der Pektine. Der Grad der Methylierung bzw.
Acetylierung betragt vorzugsweise 20 bis 75 % und insbesondere 20 bis
50 %.

Wie bereits dargelegt, kommt es bei dem erfindungsgemaR
vorzugsweise zum Einsatz gebrachten Gemisch aus antiadhasiven
Kohlenhydraten insbesondere auf die Doppelbindung der insbesondere

am nicht-reduzierenden Ende befindlichen Uronsaureeinheiten an. Bei
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den weiteren, mit dieser eine Doppelbindung oder auch keine derartige
Doppelbindung aufweisenden Uronsaureeinheit verbundenen
Saccharideinheiten kann es sich um - ausschliefllich saure
Kohlenhydrateinheiten, um ausschlieBlich neutrale
Kohlenhydrateinheiten und um eine Mischung aus sauren und neutralen
Kohlenhydrateinheiten handeln. So beeinflussen namlich auch die
neutralen Kohlenhydrateinheiten die antiadhdsive Wirkung der
ungesattigten antiadhasiven Kohlenhydrate. Es handelt sich dabei im
wesentlichen um thmnose, Arabinose, Galactose, Xylose, Glucose,
Fucose und Apiose, die ihrerseits wieder mit Feroylresten und
phenolischen Substanzen verknilpft sein kénnen. Dies gilt insbesondere
fir Pektine. Der Anteil neutraler Kohlenhydrateinheiten betrégf dabei

vorzugsweise maximal 50 % und insbesondere 0 bis 30 %.

Die antiadhadsive Wirkung des zum Einsatz gebrachten antiadh&asiven
Kohlenhydrates oder des Gemisches von antiadhdsiven Kohlenhydraten
ist nicht von der Konzentration in einem Endprodukt, sondern von der
Zufuhrmenge abhangig. Somit kann das erfindungsgeméafe Praparat
ausschlielllich aus einem antiadhdsiven Kohlenhydrat oder aus einem
Gemisch von antiadhdsiven Kohlenhydraten bestehen. Dazu wird das
Préaparat beispielsweise als Tablette oder als Nahrungsmittelsupplement
formuliert. Selbstverstandlich kdnnen im Falle eines pharmazeutischen
Praparates tibliche, | pharmakologisch vertragliche Trager,
Verdinnungsmittel und/oder Hilfsstoffe vorhanden sein. Auch kénnen
diese antiadhasiven Kohlenhydrate einem beliebigen Nahrungsmittel
oder pharmazeutischem Préparat einverleibt werden, die weitere
Ingredienzien enthalten. Im Falle von Nahrungsmitteln kann es sich
dabei um Fette, Proteine, Mineralien, Spurenelemente, Vitamine und
andere zur Herstellung von Nahrungen geeignete Materialien handeln.
Zudem ist es mdglich, die erfindungsgemalR zum Einsatz gebrachten
antiadhasiven Kohlenhydrate mit anderen Kohlenhydraten beliebiger Art

zusammen zum Einsatz zu bringen.



WO 01/60378 PCT/EP01/01753

10

15

20

25

30

11

Nach einer bevorzugten Ausfihrungsform handelt es sich bei den
anderen Kohlenhydraten um eine prabiotische Kohlenhydratmischung
gemall der Lehre der WO 00/08948 mit dem internationalen
Aktenzeichen PCT/EP99/05878 und somit um eine prébiotische
Kohlenhydratmischung aus zwei unterschiedlichen, im wesentlichen
loslichen Kohlenhydratkomponenten A und B, die im Magen-Darm-Trakt
unverdaut bleiben und nicht resorbiert bis zum Dickdarm gelangen,
enthalt, wobei die Kohlenhydratkomponente A aus mindestens einem
Monosaccharid oder aus mindestens einem Oligosaccharid (Disaccharid
bis zu Hexasaccharid) oder aus einer Mischung aus zweien oder
mehreren dieser Saccharide aufgebaut ist, wobei die
Kohlenhydratkomponente B aus einem Polysaccharid (ab
Heptasaccharid) oder aus einer Mischung aus zwei oder mehreren
Polysacchariden aufgebaut ist, wobei die Kohlenhydratkomponente A =
5 bis 95 Gew.-% und die Kohlenhydratkomponente B = 5 bis 95 Gew.-%
der Summe der Kohlenhydratkomponenten A + B ( = 100 Gew.-%)
ausmachen, und wobei mindestens 80 Gew.-% der
Kohlenhydrate/Saccharide der Kohlenhydratkomponente A und B
prabiotisch wirken. Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung k&nnen
allerdings nur solche Kohlenhydrate, die keine antiadhésiven
uronsaurehaltigen Kohlenhydrate darstellen, die
Kohlenhydratkomponente A und die Kohlenhydratkomponente B
ausmachen. Somit werden den Komponenten A und B keine
antiadhésiven Kohlenhydrate zugerechnet. Diese Kohlenhydrate, welche
die Kohlenhydratkomponente A und die Kohlenhydratkomponente B
ausmachen, werden nachstehend aus Griinden der einfacheren
Darstellbarkeit als prébibtische Kohlenhydrate bezeichnet, obwohl nur

ein Teil dieser Kohlenhydrate wirklich prabiotisch wirkt.

Mindestens 80 Gew.-% der als prabiotisch bezeichneten Kohlenhydrate
bzw. Saccharide der Summe der Kohlenhydratkomponente A und B

wirken somit prabiotisch. Vorzugsweise wirken mindestens 80 Gew.-%
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der zur Kohlenhydratkomponente A gehdérigen, prabiotisch bezeichneten
Kohlehhydrate und auch mindestens 80 Gew.-% der zur
Kohlenhydratkomponente B gehdrenden pabiotisch. Anders
ausgedriickt, vorzugsweise mindestens jeweils 80 Gew.-% der
prabiotisch bezeichneten Kohlenhydrate bzw. der Saccharide der
Kohlenhydratkomponenten A und B miissen unverdaut (und daher nicht
im Dunndarm resorbierbar) in den Dickdarm gelangen. Mit anderen
Worten, diese Kohlenhydrate bzw. Saccharide der
Kohlenhydratkomponenten A und B werden im Magen-Darm-Trakt weder
im Magen noch im Dinndarm resorbiert und verdaut, sondern gelangen

als solche in den Dickdarm.

Als l6sliche Kohlenhydrate der Kohlenhydratkomponente A und B sind
solche zu verstehen, die in Wasser in einer Konzentration von
mindestens 1g/l bei Raumtemperatur eine homogene Ldsung im

physikalischen Sinne (z.B. gemall Rémpps Chemie Lexikon) bilden.

Der Anteil der nicht prabiotisch wirkenden Kohlenhydrate bzw.
Saccharide bei den Kohlenhydratkomponenten A und B betragt somit
maximal 20 Gew.-%.' Bei diesen Kohlenhydraten bzw. Sacchariden
handelt es sich um solche, die zwar l[6slich sind, jedoch unverdaut
ausgeschieden werden konnen. Diese Kohlenhydrate kdnnen einen
physikalischen Effekt bewirken, indem Sie beispielsweise das

Stuhlvolumen erhdhen oder aber eine Wasserbindung ausiben.

Vorzugsweise besitzen die prabiotischen Kohlenhydrate/Saccharide,
welche die Kohlenhydratkomponente A ausmachen, eine andere Struktur
als die prabiotischen Kohlenhydrate/Saccharide, welche die
Kohlenhydratkomponente B ausmachen. Weiterhin bevorzugt sind
mindestens 80 Gew.-% der prabiotischen Kohlenhydrate/ Saccharide der
Kohlenhydratkomponente A und B solche, welche Milchsaurebakterien
fordern  und/oder  bifidogen sind. Der Gewichtsanteil der

Kohlenhydratkomponente A ist dabei vorzugsweise groRer ist als der
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Gewichtsanteil der Kohlenhydratkomponente B. Die
Kohlenhydratkomponente A macht vorzugsweise 95 bis 60 Gew.-% und
insbesondere ca. 90 Gew.-% aus wahrend die Kohlenhydratkomponente
B vorzugsweise 5 bis 40 Gew.-% und insbesondere ca. 10 Gew.-%
ausmacht, wobei A + B = 100 Gew.-%. Die prabiotischen
Kohlenhydrate/Saccharide der Kohlenhydratkomonenten A und B weisen
inshesondere keine Glucoseeinheiten in a1-4 und/oder in a1-6-Bindung
auf. Die prabiotischen Kohlenhydrate/Saccharide der
Kohlenhydratkomponente B sind dabei vorzugsweise aus maximal bis zu

100 Monosaccharideinheiten aufgebaut.

Weiterhin bevorzugt geh6éren mindestens 60 Gew.-% und insbesondere
80 bis 100 Gew.-% der prébiotischen Kohlenhydrate/Saccharide der
Kohlenhydratkomponente A zur Gruppe der Galactooligosaccharide und
mindestens 60 Gew.-% und insbesondere 80 bis 100 Gew.-% der
prabiotischen Kohlenhydrate/Saccharide der Kohlenhydratkomponente B

zur Gruppe der Fructopolysaccharide.

Ist eine derartige prébiotische Kohlenhydratmischung in den
erfindungsgeméfien Praparaten vorhanden, dann betragt das
Gewichtsverhéltnis von dem oder den antiadh&siven Kohlenhydrat(en)
zu' der prabiotischen Kohlenhydratmischung vorzugsweise 1:99 bis
99 : 1 und insbesondere 1 : 10 bis 10 : 1 und weiterhin insbesondere ca.
1:1.

Ferner koénnen in dén erfindungsgemédfen Praparaten neben den
antiadhésiven  Kohlenhydraten und neben der gegebenenfalls
vorhandenen prébiotischen Kohlenhydratmischung auch noch weitere
Gbliche Kohlenhydrate beliebiger Art zugegen sein. Es kann sich dabei

um unl6sliche Kohlenhydrate, um l6sliche sowie verdaubare

-Kohlenhydrate, um Ubliche primar einem nutritiven Zweck dienende

Kohlenhydrate (z. B. Starke, Maltodextrine, Lactose und Saccharose)

oder um eine Mischung aus einem oder mehreren dieser Kohlenhydrate
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handeln. Die antiadhdsiven Kohlenhydrate machen in diesen Fallen

vozugsweise 0,1 bis 30 und insbesondere 1 bis 10 Gew.-% aus.

Mit den antiadhé&siven Oligosacchariden wird erreicht, dass pathogene
Substanzen nicht an Saugerzellen binden oder bereits gebundene
Pathogene abgelést werden. Durch den Zusatz von préabiotischen
Oligosacchariden wird erreicht, dass die hdufig im Zusammenhang mit
Pathogenen auftretende Stérung der Darmflora behoben wird.
Dariiberhinaus werden Pathogene an anderen Stellen auBerhalb des
gastointestinalen Traktes wie beispielsweise dem Urogenitaltrakt, dem
respiratorischen Trakt, dem Blutsystem und der Haut durch die

systemische Wirkung einer balancierten Darmflora bekampft.

Da die Adhéasion von Pathogenen eine Voraussetzung fir deren Infe‘ktif)—
sitat bzw. Toxizitat an alle Zellen des Saugetierorganismus ist, kénnen
die erfindungsgemal eingesetzten antiadhdsiven Kohlenhydrate nicht
nur fir die Verhinderung oder Verringerung von Infektionen bzw.
Schéadigungen im Magen-Darm-Trakt sondern bei allen Zellen eingesetzt

werden.

Gegenstand der Erfindung ist somit auch die Verwendung der
erfindungsgemafen Praparate und der darin zum Einsatz gebrachten
antiadhasiven Kohlenhydrate zur Verhinderung oder Verringerung der
Adhasion von Pathogenen an eukaryontische Zellen und insbesondere
Saugerzellen. Vorzugsweise werden diese Kohlenhydrate zur
Behandlung von Infektionen des Gastrointestinaltraktes, des
Blutsystems, der Atemwege, des Urogenitaltraktes, des Nasen-
Rachenraumes und zur Behandlung von Schadigungen durch Toxine
oder Schwermetallkationen der Zellen des Gastrointestinaltraktes, des
Blutsystems, der Atemwege, des Urogenitaltraktes sowie des Nasen-
Rachenraumes verwendet. Gegensta'nd der Erfindung ist somit auch die

Verwendung der eingesetzten antiadhdsiven Kohlenhydrate zur
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Herstellung eines diatetischen oder pharmazeutischen Praparates fir

die genannten Behandlungszwecke.

Die Verwendung ist im ubrigen nicht auf enteral applizierbare
Nahrungsmittel oder pharmazeutische Préaparate begrenzt. Vielmehr
kdnnen die erfindungsgemal eingesetzten antiadhasiven Kohlenhydrate
auch als Wirkstoff in nicht enteral applizierbaren pharmazeutischen
Préaparaten eingesetzt werden. Bei den erfindungsgemaRen Praparaten
kann es sich somit auch um derartige nicht enteral applizierbare

pharmazeutische Praparate handeln.

Die Zufuhrmenge der erfindungsgemal eingesetzten antiadhasiven
Kohlenhydrate und somit aus der Summe aus Kohlenhydraten, die eine
endstandige Uronsaureeinheit ohne eine Doppelbindung aufweisen, und
aus Kohlenhydraten, die ebenfalls eine endstéandige Uronsaureeinheit
jedoch mit einer Doppelbindung aufweisen (ungesattigte Kohlenhydrate),
wobei 10 bis 100 % der vorhandenen endstandigen Uronsaureeinheiten
eine derartige Doppelbindung aufweisen, betragt mindesten 8 mg/kg
Korpergewicht und Tag, vorzugsweise 8 bis 20 mg/kg Kérpergewicht und
Tag und insbesondere etwa 10 mg/kg und Tag. Diese Angabe bezieht
sich insbesondere bevorzugt auf die ungesattigten antiadh&siven

Kohlenhydrate alleine.

Wenn im Rahmen der vorliegenden Unterlagen von Bereichen die Rede
ist, seien es nun beispielsweise %-Bereiche oder mg-Bereiche, dann
sind mit diesen Bereichsangabe alle Zwischenwerte und somit alle
zwischen den Endwerten liegenden Werte und auch alle von den
Bereichen umfassten engeren Bereiche offenbart und beansprucht. Die
Angabe 8 bis 20 mg/kg umfasst somit alle dazischen liegende Werte und
insbesondere ganzzahligen Wert, z.B. 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19 mg/kg. Die Bereichsangabe 10 bis 100 % stellt somit lediglich ein
verkiirzte Angabe fir alle denkbaren Zwischenwerte und insbesondere
fur die ganzzahligen Werte 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
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23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79,
80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98
und 99 % dar. Dies gilt zum Beispiel fir die %-Angaben fir den Anteil an
Uronsaureeinheiten mit einer Doppelbindung. Auch sadmtliche denkbaren
engeren Bereiche sind durch diese Angabe mit umfaBt und offenbart.
sind. Analoges gilt fur die Bereichsangaben, die sich auf Gew.-%, DP

oder andere Einheiten beziehen.

In den nachstehenden Beispielen sind bevorzugte erfindungsgemafie
Praparate beschrieben. Die Beispiele 1 bis 7 befassen sich mit der
Herstellung von antiadh&siven Kohlenhydraten, wobei mindestens 10 %
der vorhanden Uronsaureeinheiten eine Doppelbindung aufweisen. Die
dabei erhaltenen Produkte stellen Praparate dar, die ausschliefdlich aus
antiadhasiven Kohlenhydraten aufgebaut sind. Die Beispiele 8 und 13
beschreiben Mischungen aus antiadhdsiven Kohlenhydraten und einer
prabiotischen Kohlenhydratmischung in verschiedenen

Gewichtsverhaltnissen
Beispiel 1 (enzymatische Spaltung)

10 g GENU Pektin USP/100 (Fa. Hercules, Kopenhagen, DK) werden in
1150 mM NaOAc Puffer (pH 5,0) geldst. Zu dieser Lésung werden 10 ml
Pectin-Lyase-Ldsung (Sigma, Deisenhofen) gegeben. Die Umsetzung
erfolgt bei 40 °C fur 24 h. Die Reaktion wird durch Erhitzen auf 100 °C
far 10 min gestoppt. Das Enzym und nicht umgesetztes Pektin werden
Uber Filtration mit einer 50 kDa Membran entfernt. Das Filtrat wird

anschlieBend gefriergetrocknet.
Beispiel 2 (chemische Spaltung)

10 g GENU Pektin USP/100 (Fa. Hercules, Kopenhagen, DK) werden in
1 10,2 M NH,-Carbonat Puffer (pH 6,8) gelést und fiur 8 h bei 80 °C
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erhitzt. Die entstandenen Oligogalacturonide werden als Metallsalz
(z. B. Bariumsalze) gefallt, filtriert, gewaschen, getrocknet, mittels
Dowex-50 H*-lonenaustauscher in die freie S&ure uberfiihrt und

gefriergetrocknet.
Beispiel 3 (enzymatische Spaltung)

10 g Laboron Pektin X-77 A (C.C.A. Klimmeck, Bad Zwischenahn)
werden in 1 [ 50 mM Natriumacetat~Puffér (pH 4,5) gelost. Der Verdau
wird mit 1 ml Pectin-Lyase-Lésung (Fa. Gist-Brocades, Seclin,
Frankreich) bei 45 °C fiir 24 h durchgefuhrt. Die Reaktion wird durch

.Erhitzen auf 95 °C fir 5 min abgestoppt. Das Enzym und nicht

umgesetztes Pektin werden uber Gelfiltration mit BioGel P2 oder
TosoHaas HW 40 S entfernt. Die Fraktion der Oligosaccharide wird

anschlieBend gefriergetrocknet.
Beispiel 4 (enzymatische Spaltung)

10 g Grinband-Pektin (Obipektin, Bischofszell, Schweiz) werden in 1 |
50 mM Natriumacetat-Puffer (pH = 4,5) gelést. Dazu werden 2 mi
Pectinex 3 XL (Fa. Novo Nordisk, Dittingen, Schweiz) gegeben. Die
Losung wird 24 h auf 50 °C erhitzt. Das Abstoppen der Reaktion erfolgt
durch Erhitzen auf 95 °C fur 5 min. Die entstandenen Oligogalacturonide

werden mit Ethanol gefallt, gewaschen und getrocknet.
Beispiel 5 (chemische Spaltung)

10 g Grunband-Pektin (Obipektin, Bischofszell, Schweiz) werden in 1 |
0,1 M Natriumphosphat-Puffer (pH 6,8) geldst und 1 h auf 90 °C erhitzt.
Die freigesetzten Oligogalacturonide werden mit Ethanol gefallt,

gewaschen und getrocknet.
Beispiel 6 (chemische Spaltung)

10 g GENU Pektin USP/100 (Fa. Hercules, Kopenhagen, Danemark)
werden in 11 0,1 M Natriumphosphat-Puffer (pH 6,8) gelést und 1 h auf
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95 °C erhitzt. Langkettige Polymere werden mit Salzsdure bei pH 2
gefallt und abzentrifugiert. Der Uberstand mit den Oligogalacturoniden

wird lyophilisiert.
Beispiel 7 (enzymatische Spaltung)

10 g Alginat werden 1 | 50 mM NaAc Puffer (pH 4,6) gelést. Zu dieser
Lésung werden 10 ml Alginat-Lyase-Lésung gegeben. Die Spaltung
erfolgt bei 40 °C fur 24 h. Die Reaktion wird durch Erhitzen auf 100 °C
fur 10 min gestoppt. Das Enzym und nicht umgesetztes Alginat werden
Uber  Filtration mit einer 50 kDa Membran entfernt. Das Filtrat wird

anschlieRend gefriergetrocknet.
Beispiele 8 bis 13

Zur Herstellung eines Praparates, das neben antiadhésiven
Kohlenhydraten auch prabiotische Kohlenhydrate enthélt, wird wie folgt

vorgegangen.

10 g Oligogalactoronide, die entweder hergestellt wurden durch
enzymatische Spaltung gemaR einem der Beispiele 1, 3, 4 und/oder 7,
oder die hergestellt wurden durch chemische Spaltung gemaRl einem der
Beispiele 2, 5 und/oder 6, werden vor dem Trocknen mit 10 g einer
prabiotischen  Kohlenhydrat-Mischung aus 9 Teilen Galacto-
Oligosacchariden (z.B. Elixor Fa. Borculo und Oligomate Fa. Yakult) und
1 Teil hochmolekularem Inulin (z.B. Raftiline HP Fa. Orafti oder Frutafit
TEX oder EXL. Fa Sensus oder Fibruline LC HAT Fa. Cosucra) gemaf
den in der folgenden Tabelle aufgefihrten Mengenanteilen vermengt

und vermischt.
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Beispiel

O\l 8 9 10 11 12 13

ligogalacturonid

enzymat. Spaltung 10 g 10 g 90 g
chemische Spaltung 10 g 10 g 90 g
prab. Mischung 1091109 |(90g |90g |10g | 10g

Statt der oben erwéhnten prébiotiyschen Kohlenhydrat-Mischung aus
Galacto-Oligosacchariden wund Inulin kdénnen auch Kohlenhydrat-
Mischungen eingesetzt werden, die aus folgenden Bestandteilen

bestehen:

a-Galacto-Oligosacchariden und Inulin, B-Galacto-Oligosacchariden und
Galactomannanen, Fructo-Oligosacchariden und Galactomannanen,
Fructo-Oligosacchariden und  Arabinogalactanen, B-Galactooligo-
sacchariden und Arabinogalactanen sowie Xylo-Oligosacchariden und

Galactomannanen.
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PATENTANSPRUCHE

Pharmazeutisches oder ditetisches Praparat zur Verringerung
und/oder Blockierung der Adhasion von pathogenen Substanzen
und Organismen an eukaryontische Zellen, insbesondere Sauger-
zellen, das ein antiadhasives Kohlenhydrat oder mehrere
antiadhasive Kohlenhydrate mit einer Urons&ureeinheit an einem
seiner bzw. ihrer Enden (endstadndige Uronséaureeinheit) enthalt,
dadurch gekennzeichnet,

dass 10 bis 100 % der vorhandenen, endstandigen
Uronséureeinheiten der antiadhasiven Kohlenhydrate eine

Doppelbindung besitzen.

Pharmazeutisches oder didtetisches Préaparat nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,

dass 10 bis 100 % der eine endstadndige Uronséureeinheit
aufweisenden; antiadhasiven Kohlenhydrate ein reduzierendes
Ende und an einem anderen Ende die endstandige

Uronséaureeinheit aufweisen

Pharmazeutisches oder diatetisches Praparat nach Anspruch 1
oder 2,

dadurch'gekenhzeichnet,

dass 50 bis 100 % der Doppelbindungen zwischen demx C,- und

Cs-Atom der endstandigen Uronsaureeinheiten liegen.

Pharmazeutisches oder diatetisches Praparat nach einem der
vorhergehendén Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass 10 bis 50 % der vorhandenen, endstandigen
Uronsdureeinheiten der antiadhdsiven Kohlenhydrate eine

Doppelbindung besitzen.
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Pharmazeutisches oder diatetisches Praparat nach einem der
vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass es mehrere antiadhdsive Kohlenhydrate mit einer
endstandigen Urons&dureeinheit enthélt, die einen unterschiedlichen

Polymerisationsgrad besitzen.

Pharmazeutisches oder didtetisches Préparat nach einem der
vorhergehenden Anspriche,

dadurch gekennzeichnet,

dass die antiadhasiven Kohlenhydrate einen maximalen
Polymerisationsgrad von DP 100 und insbesondere von DP 2 bis
DP 40 und weiterhin insbesondere DP 2 bis DP 10 besitzen.

Pharmazeutisches oder diatetisches Praparat nach einem der
vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass die antiadh&siven Kohlenhydrate mit einer endstindigen
Uronsé&ureeinheit ausgehend von uronsaurehaltigen
Kohlenhydraten erhéltlich sind, die derart chemisch oder
enzymatisch gespalten werden, dass die angegebenen Gehalte an
endsténdigen Uronsaureeinheiten mit einer Doppelbindung erhalten

werden.

Pharmazeutisches oder diatetisches Praparat nach einem der
vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass der Gehalt der in den vorhergehenden Anspriichen
beschriebenen antiadhasiven Kohlenhydraten an neutralen
Zuckereinheiten maximal 50 % und insbesondere 0 bis 30 %

betragt.

Pharmazeutisches oder diatetisches Préparat nach einem der

vorhergehenden Anspriiche,
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dadurch gekennzeichnet,

dass der Veresterungsgrad der in-den vorhergehenden Anspriichen
beschriebenen antiadhasiven Kohlenhydrate mit Methanol bis zu 75
% und insbesondere 20 bis 50 % betragt.

Pharmazeutisches oder didtetisches Praparat nach einem der
vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass dall es neben dem oder den antiadhdsiven Kohlenhyarat(en)
eine prabiotische Kohlenhydratmischung aus zwei
unterschiedlichen, im wesentlichen 6slichen
Kohlenhydratkomponenten A Llnd B, die im Magen-Darm-Trakt
unverdaut bleiben und nicht resorbiert bis zum Dickdarm gelangen,
enthalt,

dass die Kohlenhydratkomponente A aus mindestens einem
Monosaccharid oder aus mindestens einem Oligosaccharid
(Disaccharid bis zu Hexasaccharid) oder aus einer Mischung aus
zweien oder mehreren dieser Saccharide aufgebaut ist,

die Kohlenhydratkomponente B aus einem Polysaccharid (ab
Heptasaccharid) oder aus einer Mischung aus zwei oder mehreren
Polysacchariden aufgebaut ist,

dass die Kohlenhydratkomponente A = 5 bis 95 Gew.-% und die
Kohlenhydratkomponente B = 5 bis 95 Gew.-% der Summe der
Kohlenhydratkomponenten A + B ( = 100 Gew.-%) ausmachen, und
dass mindestens 80 Gew.-% der Kohlenhydrate/Saccharide der
Kohlenhydratkomponente A und B prébiotisch wirken und

dass die Kohlenhydrate, welche die Kohlenhydratkomponente A
und die Kohlenhydratkomponente B  ausmachen, keine

antiadhasiven Kohlenhydrate gemaf Anspruch 1 darstellen.

Pharmazeutisches oder diatetisches Praparat nach Anspruch 10,
dadurch gekennzeichnet,

dass das‘ Gewichtsverhaltnis von dem oder den antiadhésiven
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Kohlenhydrat(en) zu der prabiotischen Kohlenhydratmischung 1 :
99 bis 99 : 1 und insbesondere 1 : 10 bis 10 : 1 und weiterhin

insbesondere ca. 1 : 1 betragt.

Pharmazeutisches Praparat nach einem der vorhergehenden
Anspruche,

dadurch gekennzeichnet,

dass es (bliche, pharmakologisch vertragliche  Trager,

Verdinnungsmittel und/oder Hilfsstoffe enthalt.

Diatetisches Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 11,

dadurch gekennzeichnet,

dass es tbliche Nahrungsmitteliﬁhaltsstoffe und
Nahrungsmittelbestandteile einschlieBlich Vitaminen und

Spurenelementen enthalt.

Verwendung der in einem der Anspriiche 1 bis 9 beschriebenen
antiadhasiven Kohlenhydrate mit einer endstandigen
Uronsaureeinheit zur Verringerung oder Verhinderung der Adhasion

von Pathogenen an eukaryontische Zellen.

Verwendung der antiadhasiven Kohlenhydrate nach Anspruch 14 in
einer Menge von mindestens 8 mg/kg und Tag und insbesondere 8

bis 20 mg/kg und Tag.

Verwendung nach Anspruch 14 oder 15 zur Behandlung von
Infektionen des Gastrointestinaltraktes, des Blutsystemes, der
Atemwege, des Urogenitaltraktes und des Nasen-Rachenraumes
und zur Behandlung von durch Toxine oder Schwermetallkationen
hervorgerufenen Schéadigungen der Zellen des
Gastrointestinaltraktes, des Blutsystemes, der Atemwege, des

Urogenitaltraktes und des Nasen-Rachenraumes.



	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims

