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(57) Fettsaurezusammensetzung, bestehend aus wenig-
stens 80 Gew.-% omega-3-Fettsauren, Saizen oder
Derivaten hiervon, wobei (alie-Z)-5,8,11,14,17- Eicosapen-
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Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine Fettsdurezusammensetzung, bestehend aus wenigstens
80 Gew.-% polyungeséttigten omega-3-Fettsduren, wobei wenigstens 75 Gew.-% der gesamten Fettsduren
aus omega-3-(alle-Z)-5,8,11,14,17-Eicosapentaenséure (EPA) C 20:5 und (alle-Z)-4,7,10,13,16,19-Docosahe-
xaensdure (DHA) C 22:6 bestehen.

Cardiovasculdre Erkrankungen, die zu Morbiditdt und vorzeitiger Mortalitdt flihren, hdngen mit verschie-
denen Risikofaktoren, wie Hypertonie, Hypeririglyceriddmie, Hypercholesterindmie, hohe Blutplétichenag-
glomeration und, nach den letzten Erkenntnissen, eine hohe Aktivitdt des Blutgerinnungsfaktor VII-Phospho-
lipidkomplexes, zusammen, Wahrend der letzien drei Jahrzehnte haben blutdrucksenkende Arzneimittel
dazu beigetragen, die Morbiditdt und Mortalitdt, die mit cardiovasculéren Erkrankungen zusammenhéngen,
herabzusetzen. Mit der derzeit angewendeten blutdrucksenkenden Therapie sind jedoch erhShte Nebenwir-
kungen und eine erhdhie Toxizitdt verbunden, insbesondere im Falle von schwach hypertonischen Patien- -
ten. Es liegen Ergebnisse vor, die aufzeigen, daB die derzeit verwendeten blutdrucksenkenden Mittel wonl
wirksam zur Senkung des Blutdruckes beitragen, aber gieichzeitig die Pulsfrequenz erhShen. Es besteht
daher ein Bedarf nach einem Arzneimitiel mit weniger nachteiligen Wirkungen flir die Behandiung von
Hypertonie. Es wére besonders vorteilhaft, wenn ein solches Arzneimittel flir die gleichzeitige Behandlung
all der vorgenannten, mit cardiovasculdren Erkrankungen zusammenhingenden multiplen Risikofaktoren
verwendet werden kdnnte, was aber allgemein bei den derzeit verfligbaren blutdrucksenkenden Arzneimit-
teln nicht der Fall ist.

Wihrend der letzten Jahrzehnte sind zahlreiche Verdffentlichungen erschienen, die berichten, daB
verschiedene Fischdldidtpriparate, enthaltend polyungeséttigie omega-3-Fetisduren. eine Auswirkung auf
das Serumcholesterin und auf die Blutpldtichenaggregation haben. Die flir diese Wirkungen angenomme-
nen Mechanismen konzentrierten sich um das Prostanoidsystem. Es liegen einige Informationen darliber
vor, inwieweit Didtfischdle die Excretion einiger Prostaglandinmetaboliten verdndern, die verfligbaren Daten
sind jedoch in verschiedenen Stehlen widerspriichlich.

Eine Senkung des Blutdruckes wurde nach der Einnahme von Fisch, rohem Fischdl (ausgehend von
7% EPA und 5% DHA) oder schwach konzentrierten Fischdlpréparaten (enthaltend in typischer Weise 18%
EPA und 12% DHA) berichtet, obgleich die firr diese Wirkung verantwortlichen Komponenten nie identifiziert
wurden. Uberdies hatten alle bisher vorgelegten Untersuchungen einen oder mehrere ernste Méngel, wie in
den Berichten der verfligbaren Untersuchungen ausgefiihrt wird [H.R. Knapp et al., Proceedings of AOCS
Short Course on polyunsaturated Fatty Acids and Eicosanoids. Ed. W.E.M. Lands, S.41-55. American Qil
Chemists Society] und [K. Bgnaa, Tidskr. Nor Laegeforen nr. 28,1987, 2425-8].

omega-3-Eicosapentaensdure C 20:5 (EPA) wurde bisher als die wichtigste polyunges‘eittigté maritime
omega-3-Fettsdure auf Grund ihrer potenten aggregationshemmenden Wirkung, wie beispielsweise in der
US-PS 4,097,602, Silver et al., angemeldet im August 1974, berichtet wird, angesehen. Spéter beschrieben
Dyerberg et al. ebenfalls denselben Effekt in [Lancet. $.152, 21. Jénner 1978] und [Lancet I, S.117-119, 15.
Juli 1978]. Der Hauptgrund fiir die angenommene Wichtigkeit von EPA ist wahrscheinlich der, daB sie zu
den Eicosanoiden gehdrt, welche Schilisselsubstanzen flir den Prostaglandinmetabolismus sind.

Gem3B mehrerer letzterer Berichte jedoch hat EPA allein keine bedeutende Auswirkung auf die
Hypertonie. In 'Effects of highly purified eicosapentaenoic acid to angiotensin il and norepinephrine in the
rabbit’, [Prostaglandins August 1986, Bd. 32, Nr. 2. S. 179-187] wurde keine Reduktion des Bluidruckes bei
Kaninchen bei Verwendung von hochgereinigiem EPA von einer Konzentration von 90% erzielt. Terano et
al. [Atherosclerosis, 46, 321-331 (1983)] berichtete, daB ein Préparat, enthaltend 76% EPA und 6,2% DHA,
keine wesentliche Auswirkung auf den Blutdruck bei gesunden Freiwilligen nach einer Einnahme von 3,6 g
EPA-sthylether hatte. Desgleichen berichieten Yoshida et al. [Artery, 14, 295-303, 1987] keinerlei Wirkung
auf den Basisblutdruck nach der Einnahme von 900 mg EPA-ethylester wéhrend 14 Tagen oder mehr.
Uberdies hatte 90% EPA-methylester keine Auswirkung auf spontan hypertonische Ratten [Yin et al., 1988,
Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology 15, 275-280].

Im Gegensatz hierzu beschreibt die GB-PS 2197199 eine Zusammensetzung flir die Bekd@mpfung der
durch Schwangerschaft induzierien Hypertonie, wobei die im Beispiel verwendeten Zusammensetzungen
einen EPA-Gehalt von 28-35% hatten. Die Patienten hatten keine vorhergehenden Hypertoniebeschwerden.
Es wird angenommen, daB Hypertonie, die durch Schwangerschaft verursacht wird, eine andere biologische
Ursache besitzt als normale Hypertonie, was anscheinend durch die- Tatsache unterstrichen wird, daB sie
nach Beendigung der Schwangerschaft verschwindet.

Nach Wissen der Anmelderin wird nirgends angedeutet, daB DHA allein irgendeine Auswirkung auf den
Blutdruck haben kdnnte.

GemiB der US-PS 3,082,228 bewirkt ein Produkt mit einem Gehalt von wenigstens 60% polyungesét-
tigter Fettsduren mit 20 C-Atomen oder mehr eine bedeutende Senkung des Blutcholesteringehaltes.
Obgleich andere friihere Untersuchungen anzeigen, daB FischSle das Gesamtcholesterin und LDL-Choleste-
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rin senken und das HDL-Cholesterin erhdhen, haben spatere Untersuchungen aligemein zur gegenteiligen
SchluBfolgerung geflihrt, wie von W.S.Harris in [8n-3)news, 3 (4), 1-7] ausgefiihrt wird. So fand er nach
Zusammenfassung von 45 Artikeln Uber diesen Gegenstand heraus, daB das LDL-Cholesterin, je nach der
Art der Hyperlipiddmie, um 30% anstieg.

Aus der WO-A1-87/02247 ist eine Lipidemulsion fiir die parenterale Verwendung, bestehend aus einem
Emulgator, Wasser und einem marittimen &l das wenigstens eine omega-3- -Fetisdure enthélt, bekannt,
wobei die Konzentration der freien Fettsdure in der Emulsion unter etwa 6 még/l liegt und das marittime &I
wenigstens 30 Gew.-% einer Kombination von Estern der EPA und DHA enthélt. Diese Lipidemulsion wird
fiir die intravendse Behandlung thrombotischer Krankheitszustdnde verwendet.

Es wurde nun Gefunden, daB Fettsdurezusammensetzungen, die eine hohe Konzentration von wenig-
stens 80 Gew.-% an omega-3-Fettsiuren, Salzen oder Derivaten hiervon enthalten, wobei die EPA und DHA
in relativen Mengen von 1:2 bis 2:1 zugegen sind und wenigstens 75% der gesamten Fetisduren
ausmachen, eine Uiberraschend vorteilhafte Wirkung bei all den vorgenannten Risikofaktoren flir cardiovas-
culdre Erkrankungen entwickeln, jedoch eine besonders gute Wirkung bei schwacher Hypertonie, Hypertri-
glyceriddmie und gegen die Aktivitdt des Gerinnungsfaktor Vii-Phospholipidkomplexes zeigen. Sie senken
das Serum-LDL-Cholesterin, erhdhen das Serum-HDL-Cholesterin, senken die Serumtriglyceride, senken
den systolischen und diastolischen Blutdruck und die Pulsfrequenz und senken die Aktivitat des Blutgerin-
nungsfaktor VII-Phospholipidkomplexes. Obgleich ein detaillierter biologischer Mechanismus flir die Wirkung
der erfindungsgemiBen Zusammensetzungen nicht ausdriicklich bekannt ist, so sind doch Anzeichen fir
ginen Uberraschenden Synergismus zwischen der Wirkung von EPA und DHA vorhanden.

Ein Vorteil der erfindinngsgemiBen Zusammensetzungen ist der, daB sie gut vertragen werden und daf
keinerlei Nebenwirkungen auftreten. '

Die vorliegende Erfindung betrifft somit eine Fettsaurezusammensetzung, bestehend aus wenigstens 80
Gew.- polyungesdttigten omega-3-Fettsduren, von denen (alle-Z)-5,8,11 ,1417-Eicopentaensiure (EPA) C
20:5 und (alle-2)-4,7,10,12,1619-Docosahexaensdure (DHA) C 22:6 in relativen Mengen von 1:2 bis 2:1
zugegen sind und wenigstens 75 Gew.-% der gesamten Fettsduren ausmachen, wobei die genannten
Ssuren gegebenenfalls in Form pharmazeutisch zuléssiger Salze oder Derivate vorliegen.

In einer bevorzugten Zusammensetzung betrdgt die Gesamtkonzentration an omega 3-Fettsduren mit
einer Kettenlzinge von wenigstens C 20 wenigstens 90 Gew.-%, wovon EPA und DHA wenigstens 85 Gew.-
% der gesamten Fettsduren ausmachen und in relativen Mengen von EPA:DHA von 1:1 bis 2:1, vorzugswei-
se 3:2, zugegen sind und die anderen omega-3- C 20, C 21 und C22-S3uren wenigstens 4,5 Gew.-% der
gesamten Fettsduren ausmachen.

Weiters betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer Fettsdurezusammensetzung, dadurch
gekennzeichnet, daB maritimes 01, welches polyungesittigte 3-omega-Fettsduren, einschlieBlich EPA und
DHA, enthdlt, als Rohmaterial folgenden Stufen in wahlweiser Folge unterworfen wird: Umesterung,
Konzentration Uber Harnstofffraktionierung und Molekulardestillation, wobei eine Hauptfraktion, die Ester der
omega-3- C 20:5 und C 22:6-Sduren enthdlt und eine Gesamimenge von wenigstens 80 Gew.-% an
polyungesétiigten omega-3-Fettsiureestern mit einer Kettenlinge von wenigstens C 20 aufweist, isoliert
wird, wobei die Konzentrierung und die Molekulardestiilation unter Bedingungen, die eine Oxidation und
Isomerisierung der omega-3-Sduren vermeiden, durchgefiihrt werden und gegebenenfalis nachher die
omega-3-Fettsdureester zu den freien Fettsduren hydrolysiert und gegebenenfalls nachher die freien
Fettsduren in pharmazeutisch zuldssige Salze Ubergeflhrt werden.

Bei der Fraktionierung wird anfangs im Grunde genommen der gr8Bte Teil der Ester mit einer
Kettenlinge unter C 20 entfernt. Hierauf wird eine Hauptfraktion bestehend im wesentlichen aus Estern der
C 20- und C 22-S3uren entfernt. Da bei der Harnstofffraktionierung die gesattigten und weniger ungesaitig-
ten Ester entfernt werden, enthdlt diese Fraktion hohe Konzentrationen an EPA und DHA, u.zw. nach der
vorliegenden Methode wenigstens 75 Gew.-%. Die Gesamtmenge an langkettigen omega-3-Sduren betrégt
mindestens 80 Gew.-%. Andere bevorzugte Zusammensetzungen gemaB vorliegender Erfindung enthaiten
wenigstens 95 Gew.-%. wobei der Gehalt an EPA plus DHA wenigstens 90 Gew.-% betragt. Eine weitere
bevorzugte Zusammensetzung gemaB vorliegender Erfindung enthiit mindestens 85 Gew.-% der Gesamten
omega-3-Fettsduren und eine Menge an EPA und DHA von wenigstens 80 Gew.-%.

Andere omega-3-Siuren der C 20-, C 21- und C 22-Reihe werden in annhernd ihren urspriinglichen
Konzentrationen erhalten, beispielsweise von 3-5 Gew.-%, typisch von wenigstens 4,5 Gew.-%. Demnach ist
die besondere und ungradzahlige omega-3-(alie-Z)-6,9,12,15,18-Heneicosapentaensdure C 21:5 normaler-
weise in Konzentrationen von wenigstens 1,5 Gew.-% und die omega-3-(alle-Z)-7,10,13,16,19-Docosapenta-
ens3ure normalerweise in Konzentrationen von etwa 3,0 Gew.-% zugegen.

Nach der Entfernung der Harnstoffillung wird das verwendete L&sungsmittel, normalerweise Ethanol,
teilweise oder vollstéindig durch Abdampfen entfernt und k&nnen die so isolierten Ester weiter durch
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Waschen mit Wasser oder schwach alkalischer WasseriSsung, wenn der reine Ester ohne Verunreinigung
durch Siure isoliert werden soll, gereinigt werden.

Die freie S&ure kann.nach allgemein bekannten Hydrolysierverfahren erhalten werden.

Die Aufbesserung der EPA-Fraktion zwecks Erzielung eines Gewichtsverhiitnisses von 1:1 bis 2:1,
insbesondere von 3:2, oder die Aufbesserung der DHA-Fraktion zwecks Erzielung eines Gewichtsverhiltnis-
ses EPA:DHA von 1:1 bis 1:2 kann in der Molekulardestillationsstufe erreicht werden. Die Methode bietet
auch die M&glichkeit der Anwendung einer superkritischen Fllissigextraktion oder -chromatographie in der
2weiten Stufe mit CO2, enthaltend eventuell ein mehr polares Modifizierungsmittel, wie Ethanol, um die
EPA- und/oder DHA-Fraktion zu konzentrieren.

Die Harnstofffraktionierung und die nachfolgende Molekulardestillation werden unter milden Bedingun-
gen durchgefiihrt. um eine Oxidation und/oder Isomerisierung der hochunstabilen omega-3-S&uren zu
verhindern. Wie aus den nachstehenden Tabellen 1 und 2 ersichtlich ist, weiche die Analysen von nach
dem erfindungsgeméBen Verfahren erhaltenen Produkten wiedergeben, waren im gereinigten Produkt nicht
mehr als 1% unbekannter Komponenten zugegen. Es ist jedoch eine gewisse Menge an kirzeren
Produkten, wie C 16- und C 18-S#uren, vorhanden, wie aus der detaillierten Analyse gemédf Tabelle 2
hervorgeht. )

Zum gréBten Teil sind diese Produkte die kombinierte Summe der Fraktionen der Fettsdureester, die
natiirlich in Fischdlen vorkommen, wobei jedoch die Konzentration eines jeden einzelnen Esters im fertigen
Produkt unter 0,2% liegt, abgesehen von der omega-3-Octadectetraensdure C 18 n-3, die etwa in derselben
Menge zugegen ist wie im Ausgangsmaterial.

Es ist somit offensichtlich, daB die Gesamtkonzentration an aus dem Verfahren anfallenden Nebenpro-
dukten. sehr niedrig ist. :

Das Verfahren ist flexibel genug, um die relativen Verhdltnisse zwischen den langkettigen C 20-, C 21-
und C 22-Fettsduren, welche in kduflichen Fischbl-Rohmaterialien natliriich vorkommen, zu beeinflussen, Es
ermdglicht nicht nur die Aufbesserung der einzelnen Sduren, sondern Gewdhrleistet, daB das Verhalinis
zwischen diesen innerhalb eines Schwankungsmusters, das in der Natur optimal ist, verbleibt. Gleichzeitig
ist jedoch noch Raum fir eine Kompensation der manchmal extremen Schwankungen vorhanden;, die, vgl.
unten, von Natur aus aufireten k&nnen. Es ist demnach die Herstellung eines Produktes mit einer
konstanten und vorbestimmten Zusammensetzung mdglich.

Fischtle kénnen auch Nebenprodukte und Verunreinigungen enthalten, wie Pestizide, chlorierte Kohlen-
wasserstoffe, Schwermetalle, Cholesterin und Vitamine, Wéhrend der Herstellung des Konzentrats werden
die Konzentrationen an diesen Bestandteilen, verglichen mit unbehandelten Fischdlen, weitgehend redu-
Ziert.

In der Natur hingt der relative Gehalt an EPA und DHA und auch an den anderen langkettigen omega-
3-Siuren von der Seetierart ab und es gibt auch saisonbedingte Schwankungen innerhalb derselben Art. In
den USA wird derzeit Fischd| hauptsichlich aus Menhaden hergestelit. Dieses 61 enthilt in typischer Weise
14-19% EPA und 5-8% DHA. Eine Analyse einer Charge von Dorschleberdl zeigte einen Gehalt von 6,9%
EPA und 8,4% DHA. Bei Kapelan schcwankten die EPA-Werte von 8,6% bis 11,4% vom Jénner 1973 bis
August 1973, wogegen die DHA-Werte wihrend derselben Zeitperiode von 6,7% bis 11% schwankten. Bei
norwegischem Kiistenhering betrug im Oktober 1974 der Gehalt an EPA 6,4% und an DHA 9,8%, wogegen
Fange im November 1975 eine Verminderung auf 1,7% bzw. 1,1% zeigten.

Diese Schwankungen bedeuten, daB die didtmaBige Einnahme von FischSlen oder von Fisch alleine
keine konstante Zufuhr an omega-3-Siuren gewahrieistet. Auch wenn alle langkettigen C 20-, C 21- und C
22-omega-3-Sauren wihrend des Verfahrens nicht oder maBig aufgebessert werden, werden sie zumindest
in ihren urspriinglichen Anteilen beibehalten.

In Tabelle 1 zeigt die linke Spalte die typischen Schwankungen zwischen dem Gehalt an einzeinen
langkettigen Sduren in den erfindungsgeméBen Zusammensetzungen, wogegen die rechte Spalte die
genaue Analyse der in der Studie der biologischen Wirkungen verwendeten Testprobe wiedergibt, deren
Ergebnisse in den folgenden Tabellen 4-8 angegeben sind.
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Tabelle 1
Typische Produktschwankungen Testprobe
C 20:4 omega-6 1-2Gew-~% 1,4 Gew.-%
C 20:5 omega-3 40 -60 Gew.-% 54 Gew.-%
C 21:5 omega-3 1 -4 Gew.-% 1,5 Gew.-%
C 22:5 omega-3 1-3 Gew.-% 2 Gew.-%
C 22:6 omega-3 25 -45 Gew.-% 32,6 Gew.-%
niedrigere Siuren 3 -85 Gew.-% 7.5 Gew.-%
unbekannt 1 Gew.-% 1 Gew.-%
Summe der omega-3-FA 90,1 Gew.-%
Summe von EPA + DHA 86.6 Gew.-%
EPA : DHA 33:2

Die Tabelle 2 zeigt eine detaillierte Analyse einer Ausgangsmateriaicharge und einer anderen daraus”
erhaltenen erfindungsgemiBen Zusammensetzung.
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Tabelle 2
Fettsdurezusammensetzung (%)

Fett- Rusgangsmaterial Ethylesterprodukt.
saure Fischdl Testprobe
Ci4:0 7.6 0,0
Pristanate ' 0.4 0.0
C16:0 19.1 0.0
Cl6:1 n7 7.2 0.0
7-Mel6:0 0.3 0.0
C16:2 nb6 0.5 0.0
C16:2 n4 1.2 0,0
Phytanate 0,3 0.0
Cl6:3 n4 0.5 0.0
Cl6:4 ni1 1.0 0.2
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Tabkbelle 2 (Fortsetzung)

Fettsadurezusammensetzung (%)

Fett- Ausgangsmaterial Ethylesterprodukt,
sdure Fischol Testprobe '
Ccis:0 2.3 0.0
Ci8:1 n9 9.1 0.0
C 18:1 n7 3,0 0.0
C18:1 nd 0.4 .1
C18:2 né 1.1 0.0
Ci8:2 n4 0.2 0.0
Cl18:3 nb6 0,2 0.2
C18:3 n3 0.7 0.2
C18:4 n3 2.5 2.8
C18:4 nl 0.1 0.2
C20:1 n9+7 5.9 0.0
C20:1 0.1 0.0
C20:2 né 0.2 G.1
C20:3 né 0.1 0.0
C20:4 né 0.7 1.4
C20:4 n3 1,2 0.9
C20:5 n3 16.5 53.4
C22:1 nl1+8 4.6 0.0
C22:2 né 0.7 0.0
C21:5 n3 0.9 1.6
€22:4 nb 0.1 0.0
C22:5 nbé 0.1 0.4
C22:5 n3 2,0 3.1
C22:6 n3 7.9 34.3
Summe unbek.Fetts. 1,0 1.0
Summe omega-—-3-FA 31.7 85.4
einschl. C 18 3.2 3.0
Summe EPA + DHA 24,4 87.7
EPA : DHA 2,1 : 1 3.1 : 2

Die Tabelle 3 zeigt den Hauptfettsduregehalt verschiedener erfindungsgemaBer Zusammensetzungen.
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Tabelle 3

Fetisdure Zusammensetzung (%)

C18:2n6 03 0.3 0,1 0,0 0,2 0,1
C18:3n3 0,3 03 0,0 0,1 0,3 0,0
C18:4n3 2,3 23 3.6 2,2 1.8 0,7
C18:4 n1 0,2 02 0.4 0,3 0,0 0.0
C20:4 n6 1,7 1,7 1,5 3,9 1,6 1,6
C20:4 n3 2,4 09 1.3 1,2 19 0,3
C20:5 n3 54,7 52,7 42,2 485 | 410 31,7
c21:5n3 ’ 2.1 2.1 1,7 2,0 1,7 1,2
C22:5 n6 0,4 0,4 06 0,8 0,7 1,1
C22:5 n3 54 58 28 43 58 3.3
C22:6 n3 287 | 310 | 380 | 349 | 424 | 585
Summe n3FA einschl. C18 | 95,9 951 806 | 932 | 949 | 957
Summe EPA +DHA 834 | 837 | 80,2 | 834 | 834 | 90,2
EPA : DHA 1,91 1,71 1,1:1 1,4:1 1:1 1:1,8
n3FA bezeichnet omega-3-Fettsduren

BIOLOGISCHE WIRKUNG

Um die Wirkung einer erfindungsgeméBen Zusammensetzung auf den Blutdruck, die Pulsfrequenz, die
Triglyceridwerte, das Serumcholesterin und das HDL-Cholesterin, die Blutplétichenaggregation und die
Blutgerinnungsfaktor-Vil-Phospholipidkomplexwirkung festzustellen, wurde die ganze BevGlkerung von 34 -
60 Jahren einer kieinen norwegischen Stadt zu einem Gesundheitstest eingeladen und von diesen wurden
22.000 Personen nach folgenden Kriterien ausgesucht: '

- unbehandelte m#Bige Hypertonie mit einem diastolischen Blutdruck (DBD) im Bereich von 11840 bis
14760 Pa und einem systolischen Blutdruck (SBD) von 14830 bis 23940 Pa:

- keine vorhergehende Herzerkrankung und keine Verwendung von Herzpréparaten:

- keine schweren Krankheiten:

- kein extremes Ubergewicht:

- kein Alkoholismus:

- Serumcholesterin von wenigstens 6,0 mMol/Liter.

Die Gruppe der nach diesen Kriterien ausgewéhlten Freiwilligen betrug 172 Personen. Die Freiwilligen
wurden wahrend einer Anlaufperiode von 6 Monaten ausgesucht, um eine Stabilisierung des Blutdruckes
vor Verabreichung der Testsubstanz zu gewahrleisten.

Alle Blutdruckmessungen erfolgten mit einem automatischen Instrument (Dinamap) und in einem jeden
Faile wurden drei Messungen (in 2 Minuten-Intervallen) im Sitzen und im Stehen unter kontroliierten
Bedingungen vorgenommen.

Die Studie war eine kontrollierte doppelte Blindstudie. Die 172 Freiwilligen wurden willklirlich in in zwei
Gruppen &dhnlicher GréBe eingeteilt. Eine Gruppe wurde mit Plazebo-Kapseln aus Maisdl, jede mit 1 g
Maistl und versetzt mit 0,3% Vitamin E, behandelt. Die andere Gruppe empfing Kapseln enthaltend 1 g
Testsubstanz, deren Zusammensetzung in Tabelle 1 angegeben ist. Beide Gruppen von Kapsen bestanden
aus gefdrbter Weichgelatine, um den Blindeffekt zu gewdhrleisten. Die Freiwilligen wurden ersucht, zwei
Mal téglich 3 Kapseln entweder der Testsubstanz oder der Kontrollsubstanz wéhrend 11 bis 12 Wochen
einzunehmen, 171 Freiwillige beendeten die Studie und im Durchschnitt wurden etwa 90% der Kapsein
eingenommen.

Wie aus den nachsiehenden Tabellen 4 und 5 hervorgeht, hatte MaisGl keine statistisch signifikante
Auswirkung auf den Blutdruck. Die Wirkung der Testsubstanz auf den Blutdruck wurde zuerst bei der
ganzen Gruppe, welche die Testsubstanz einnahm, und sodann bei den Personen mit hGheren Blutdriicken
ermittelt. Die durchschnittlichen Blutdriicke bei Patienten mit hdheren Blutdrlicken am Anfang und am Ende
der Behandlung mit der erfindungsgem#Ben aktiven Testsubstanz sind in der Tabelle 4 (diastolischer
Blutdruck) und Tabelle 5 (systolischer Blutdruck) angegeben.
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Tabelle 4
WIRKUNG DER TESTSUBSTANZ UND VON MAISOL AUF DEN DIASTOLISCHEN BLUTDRUCK
DBD-Bereich (PA) | Anzahl an | Durchschn.DBD vor | Durchschn.DBD | “Durchschn. Signifikanz
Patienten Behandlg. (PA) nach Behandlg | DBD-Reduktion
(PA) (PA)

Testsubstanz

11300-14500 62 12740 12420 320 p<0.05

13030-14500 22 13560 12790 770 p<0.01

Maisél

11300-14500 57 12730 12770 0 k.S.

13030-14500 26 13540 13390 150 k.S.
k.S. bedeutet keine Signifikanz.

Tabelle 5

WIRKUNG DER TESTSUBSTANZ UND VON MAISOL AUF DEN SYSTOLISCHEN BLUTDRUCK

8BD d.Patienten | Anzahl an } Durchschn.DBD vor | Durchschn DBD | Durchschn. Signifikanz
(PA) Patienten Behandig. (PA) nach Behandlg. | DBD-Reduktion
: {PA) (PA)

~ Testsubstanz

> 17950 71 19700 19220 480 p<0.05

> 19950 24 21070 19990 1080 p<0,001

- > 20610 15 21570 20270 1300 p<0,001
Maisd!

> 17950 62 19750 19900 0 k.S.

> 19950 23 21160 21010 146 k.S.

> 20610 17 21520 21230 290 k.S.

Wie aus den obigen Tabellen hervorgeht, hatten die Testsubstanzen eine duferst bedeutsame hypoto-
nische Wirkung sowohl bei systolischem als auch bei diastolischem Blutdruck. Es ist weiters deutlich, daB
die Wirkung bei Patienten mit dem hdchsten Blutdruck am stéirksten ist. Keine wesentliche Wirkung wurde
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Tabelle 6
AUSWIRKUNG DER TESTSUBSTANZ UND VON MAISOL AUF DEN SYSTOLISCHEN UND DEN
DIASTOLISCHEN BLUTDRUCK BEI EINER DIATMASSIGEN EINNAHME VON FISCH
(GERICHTE PRO WOCHE)
Gerichte pro Anzahl an Patienten | Durchschn.BD {Durchschn.BD | Durchschn. Signifikanz
Woche vor Behandlg. nach BD-Reduktion
(PA) Behandlg. ~ (PA)
(PA)
Testsubstanz
0-2 44 SBD 19320 18530 -920 p=0,005
DBD 13270 12500 -760 p=0,0001
3-5 34 SBD 19100 18780 -320 p=0,2
DBD 12990 12810 -190 p=02
Maisol
0-2 34 SBD 19310 19520 +210 p=04
bBD 13070 13330 +250 p=0,1
3-5 44 SBD 18930 19070 +150 p=05
DBD 12950 13020 +70 p=07

Wie aus der Tabelle 6 ersichtlich ist, wird mit der erfindungsgemiBen Zusammensetzung eine Gute

hypotonischer Wirkung erzielt, und {iberraschenderweise auch in der Gruppe mit einer hohen Didtaufnahme
an Fisch von 3 - 5 Gerichten pro Woche. Im Vergleich hierzu konnte mit Maisd| keine bessernde Wirkung
erreicht werden.

Die obigen Ergebnisse lassen erkennen, daB eine erfindungsgem&Be Zusammensetzung eine wesent-
lich bessere Wirkung hat als die, welche eine Didtkost aus Fisch oder schwach konzentriertem maritimen &l
erwarten lassen wiirde. Dies ist wahrscheinlich auf eine synergistische Wirkung von EPA und DHA
zurlickzufiihren.

Verglichen mit den in frither durchgeflihrien Studien mit einer Didteinnahme von maritimen Fischdlen
erzielten Ergebnissen zeigen die mit einer erfindungsgemBen Zusammensetzung erzielien Ergebnisse eine
Uberraschend verbessernde Wirkung auf den systolischen oder diastolischen Blutdruck von leicht hypertoni-
schen Patienten bzw. stérker hypertonischen Patienten von anndhernd 30% bzw. 50%.

Tabelle 7

AUSWIRKUNG DER TESTSUBSTANZ UND VON MAISOL AUF DIE PULSFREQUENZ (pro Minute)
Gruppe vorher nachher Anderung Signifikanz
Testsubst.
sitzend 75,4 73,2 -2,2 p<0,02
stehend 82,9 80,2 -2,7 p<0,005
Maisd| .
sitzend 743 75,1 +0,8 p=03
stehend 80,9 82,2 +1,3 p=0,2

Die Pulsfrequenzstudie umfaBte 78 Personen in der Gruppe. welche die Testsubstanz erhielt, und 77
Personen in der anderen Gruppe.

Aus der obigen Tabelle geht hervor, daB mit der erfindungsgeméBen Testsubstanz eine bedeutende
Senkung der Pulsfrequenz erzielt wurde und daB mit Mais6l die Pulsfrequenz leicht und unbedeutend
anstieg.
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Tabelle 8

AUSWIRKUNG DER TESTSUBSTANZ UND VON MAISOL AUF DAS SERUMCHOLESTEPIN (mMol/Liter)

5 Gruppe VORHER NACHHER
Ges.-Chol. HDL-Chol. Ges.-Chol. HDL-Chol.
Alle Patienten:

0 Testsubstanz (n=78) 6,58 1,35 6,57 1,41™
Mais8! (n=78) 6,68 1,33 6,64 1,41
Ges.-Chol.>7
Testsubstanz (n=26) 7,74 1,53 7.31" 1,58™

5 Maisé! (n=20) 7,66 1,26 7.45" 1,32

*p< 0,1
™ p< 0,01

Aus der Tabelle 8 ist ersichilich, daB die Testzusammensetzung gemaB der vorliegenden Erfindung

# sine bedeutende Senkung des Gesamtserumcholesterins bei Patienten mit einem Gesamtcholesterin von
{iber 7.0 mMol/Liter bewirkt und das HDL-Cholesterin in der ganzen Population bedeutend erh&ht wird. Eine
dhnliche, jedoch schwichere Wirkung wird bei der MaisSigruppe erzielt.

Die erfindungsgemdBe Zusammensetzung bewirkt weiters eine Senkung des LDL-Cholesterins um 5-

25 10% bei Patienten mit einem Gesamicholesterin von > 7mMol/l, sie hat jedoch keine Bedeutende
Auswirkung bei Patienten mit einem Gesamicholesterin von < 6,5 mMol/l.

Tabelle @8
30 -
AUSWIRKUNG DER TESTSUBSTANZ UND VON MAISGL AUF DIE
SERUMTRIGLYCERIDE
35 ] )
Triglvceride (mMo1/£)
Gruppe n vorher nachher Reduktion p-Wert

o  TESTSUBSTANZ 87 1.51 1.20 0.31 0.001

MAISOL 8% 1,57 1,47 0.03 k.S.
Patienten mit Triglyceriden > 2.00 mMol/{

4  Gruppe n vorher nachher Reduktion p—Wert
TESTSUBSTANZ i4 3.28 2,03 1,28 0.0001
MAISOL 17 3.22 2.66 0.56 0.01

%0 Aus der Tabelle 9 ist ersichtlich, daB die Testsubstanz eine Senkung des Serumtriglyceridwertes,
insbesondere bei Patienten mit hohen Werten (< 2.0 mMol) vor der Behandlung, bewirkt. Keine nennens-
werte Wirkung wird bei der gesamten Gruppe von Freiwilligen mit Maisdl erzielt, wogegen eine sehr
schwache Wirkung bei Personen mit hohen Triglyceridwerten erreicht wird.

55
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Tabelle 10

AUSWIRKUNG DER TESTSUBSTANZ UND VON MAISOL AUF DIE
BLUTPLATTCHENAGGREGATION

Collagen 0.2 ug/m¢ Collagen 0.1 ug/mf

VGruppe n vorher nachher vorher nachher

X SEM X SEM X SEM X SEM
TESTSUBST. 21 63.2 + 4,40 38,8 + 5.19 38.0 + 5,91 13,7 + 3,77
MAISGL 21 73.5 + 4.40 57,4 + 6,37 43.4 + 45,5 15,2 + 3,32

Aus Tabelle 10 ist ersichtlich, daB die erfindungsgeméBen Zusammensetzungen eine Wirkung gegen
die Blutpldttchenaggregation besitzen.

Der Koagulationfaktor VII-Phospholipidkomplex findet sich im Plasma von M&nnern, die einer hohen
Risikogruppe fiir cardiovasculire Erkrankungen angehdren, wie in P. Leren et al. [The Oslo Study.
Cardiovascular diseas in middle aged an young Oslo men. Acta Med. Scand. suppl. 588,1-38, (1987)] und
Dalaker et al., [A novel form of factor VIl in plasma from men at risk for cardiovascular disease, Br.J.

Haematol., 81, 315-322, (1985)] beschrieben wird. und wird als ein weiterer Risikofaktor fiir cardiovascuidre

Erkrankunga betrachtet.

Tabelle 11

AUSWIRKUNG DER TESTSUBSTANZ UND VON MAISOL AUF DIE AKTIVITAT DAS
KOAGULATIONSFAKTOR VII-PHOSPHOLIPIDKOMPLEXES (PROZENT)

Gruppe n vorher nachher Differenz

TEST§UBST. 69 9,7 6.6 3.1

MAISOL 72 8.5 8.8 0,3 k.S.
™ p<0,02

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, wird die Akiivitdt mit der erfindungsgeméBen Zusammensetzung
stark reduziert, wogegen mit Maisd! keine Wirkung erzielt wird.

GemiB den Ergebnissen in den obigen Tabellen 3-11 hat die erfindungsgeméBe Zusammensetzung
eine bedeutende Auswirkung auf alle der vorgenannten Risikofaktoren fiir cardiovasculidre Erkrankungen. Im
Vergleich hierzu werden einige positive Ergebnisse mit Maisdl erzielt, es tritt jedoch keine besondere
Wirkung bei Blutdruck, beim Serumtriglyceridwert oder bei der Akiivitdt des Koagulationsfaktors Vil ein.
Weiters hat es den Anschein, daB die bei der Maistigruppe fir diese Risikofakioren gemessenen
Wirkungen in die entgegengesetzte’ Richtung gehen, da sie diametral sind.

Demnach sind die erfindungsgeméBen Zusammensetzungen potentiell wertvoll fiir die Behandiung und
Prophylaxe von bei cardiovasculdren Erkrankungen bekannten multiplen Risikofaktoren, wie Hypertonie,
Hypertriglyceriddmie und hohe Aktivitdt des Koagulationsfaktor-Vil-Phpspholipidkomplexes.

Die zur Erzielung einer therapeutischen oder prophylaktischen Wirkung erforderlichen Dosen variieren
mit der Art der Verabreichung. Bei GroBtests wurden 6 Gramm pro Person pro Tag der Testzusammenset-
zung verabreicht. Gewdhnlich kénnen die Dosen bei durchschnittlichen erwachsenen Personen von 1,0 bis
10 Gramm, je nach der Kdrpergré8e und der Ernsthaftigkeit des zu behandelnden Zustandes, variieren.

Die erfindungsgemaBen Zusammensetzungen kdnnen weiters als Zusatzarzneimittel zu herkSmmlichen
Bluthochdruckmitteln bei der Behandlung von Hypertonie eingesetzt werden.Die Dosen liegen dabei
wahrscheinlich im unteren Teil des vorgenannten Dosierungsbereiches.

Weitere medizinische Indikationen, fiir welche die erfindungsgeméBen Zusammensetzungen verabreicht
werden kdnnen, sind chronische Polyarthritis, psoriatische Artheriitis, kndtchenfSrmige Periarteriitis, Lupus
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erythematosus disseminatus (LED), Sklerodermie, Crohn-Krankheit, ulcerative Colitis, Psoriasis, atopische
Dermatitis und Migréne, wie bei Standard in vivo Tests festgestellt werden konnte.

Bevorzugt soliten die Wirkstoffe oral in Form von Pillen, Weichkapsen od.dgi. verabreicht werden. Die
Verabreichung kann jedoch auch auf einem anderen Weg erfolgen, auf dem die Wirkstoffe in effizienter
Weise adsorbiert und ausgeniitzt werden, wie beispielsweise infravends, subcutan, rectal, vaginal oder
mdglicherweise topikal.

- Die pharmazeutische Zusammensetzung kann eventuell, zusétzlich zu den oben definierten Wirkstoffen
EPA und DHA, einen oder mehrere pharmazeutisch zuldssige und auf diesem Gebiet bekannte Trager
enthalten. Die Zusammensetzungen kdnnen auch Flillstoffe, Stabilisatoren, Bindemittel, Befeuchtungsmitel,
Tenside, Gleitmittel u.dgl., wie sie bei der Formulierung pharmazeutischer Zusammensetzungen verwendet
werden, enthalten.

Zusitzlich kdnnen Antioxidantien. z.B. Hydroxytoluol, Butyrat, Chinon, Tocopherol, Ascorbinsdure usw.,
Konservierungsmittel, Fabrstoffe. Geruchsstoffe, Geschmacksstoffe und andere pharmazeutische Mittel
verwendet werden.

BEISPIELE PHARMAZEUTISCHER PRAPARATE

Weichgelatinkapseln enthaltend 1 g pro Kapsel

Zusammensetzung:

EPA-ethylester 525 mg/Kapsel
DHA-ethylester 315 mg/Kapsel
d-alpha-Tocopherol 4 |E/Kapsel
Gelatine 246 mg/Kapsel
Glycerin ) 118 mg/Kapsel
Rotes Eisenoxid 2,27 mg/Kapsel
Gelbes Eisenoxid 2,27 mg/Kapsel

Die Wirkstoffe und die Hilfsstoffe werden gewogen und in einem Hochgeschwindigkeitsriihrer homoge-
nisiert. Das Gemisch wird sodann in einer Kolloidmihle gemahlen und in einem Kessel aus rostfreiem Stahl
zur Verkapselung entliiftet. Das Gemisch wird in ldngliche Weichgelatinkapseln (durchschnittliches Gewicht
1,4 g) unter Verwendung einer Standard-Kapselfiilimaschine eingeflllt.

Paténtanspri.iche

1. Fetitsdurezusammensetzung, bestehend aus wenigstens 80 Gew.-% polyungeséttigten omega-3-Feti-
sduren, von denen (alle-Z)-5,8,11,14,17-Eicosapentaensdure (EPA) C 20:5 und (alle-Z)-4,7,10,12,16,19-
Docosahexaensdure (DHA) C 22:6 in relativen Mengen von 1:2 bis 2:1 zugegen sind und wenigstens 75
Gew.-% der gesamten Fettsduren ausmachen, wobei die genannten Sduren gegebenenfalls in Form
pharmazeutisch zuldssiger Salze oder Derivate vorliegen. )

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie andere omega-3- C 20, C 21
und C 22-S4uren, welche wenigstens 3 Gew.-% der gesamten Fetts8uren ausmachen, enthilt.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da8 sie auch (alle-Z C 21:5)-
6-9-12-15-18-Heneicosapentaensdure und/oder (alle-Z C 22:5)-7-10-13-16-19-Docosapentaensdure
und/oder (alle-Z C 18:4)-6,9,12,15-Octadecatetraensiure enthilt.

4. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die
Gesamtkonzentration an omega-3-Fettsduren mit einer Kettenldnge von wenigstens C 20 wenigstens 90
Gew.-% betragt, wovon EPA und DHA wenigstens 85 Gew.-% der gesamten Fetisduren ausmachen
und in relativen Mengen von EPA:DHA von 1:1 bis 2:1, vorzugsweise 3:2, zugegen sind und die
anderen omega-3- C 20, C 21 und C 22-SZuren wenigstens 4,5 Gew.-% der gesamien Fettsduren
ausmachen.
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Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Gesamt-
konzentration an omega-3 Fettsduren mit einer KettenlZnge von wenigstens C 20 wenigstens 95 Gew.-
% betrégt, wobei EPA und DHA wenigstens 90 Gew.-% der gesamten Fettsduren ausmachen und die
anderen omega-3- C 20, C 21 und C 22-Fettsduren wenigstens 4,5 Gew.-% der gesamten Fettsduren
ausmachen.

Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf die Gesamt-
konzentration an omega-3- Fettsduren mit einer Ketteniénge von wenigstens C 20 wenigstens 85 Gew.-
% betrégt, wobei EPA und DHA wenigstens 80 Gew.-% und die anderen omega-3- C 20, C 21 und C
22-Fettsduren wenigstens 4,5 Gew.-% der gesamten Fettsduren ausmachen.

Zusammensetzung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, da8 die EPA und DHA in
relativen Mengen von 1:1 bis 2:1 zugegen sind.

Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da8 die
Fettsduren in Form von pharmazeutisch zuldssigen Salzen zugegen sind.

Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die
Fettsduren in Form von pharmazeutisch zuldssigen Derivaten zugegen sind.

Zusammensetzung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da8 das Derivat ein Ester ist,
insbesondere ein Alkylester, vor allem ein Ethylester. .

Verfahren zur Herstellung einer Fettsdurezusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet, daB maritimes O, welches polyungeséttigte 3-omega-Fettsduren, ein-
schlieBlich EPA und DHA, enthilt, als Rohmaterial folgenden Stufen in wahlweiser Folge unterworfen
wird: Umesterung, Konzeniration Uber Harnstofffraktionierung und Molekulardestillation, wobei eine
Hauptfraktion, die Ester der omega-3- C 20:5 und C 22:6-S&uren enthilt und eine Gesamtmenge von
wenigstens 80 Gew.-% an polyungesittigten omega-3-Fetisdureestern mit einer Kettenldnge von
wenigstens C 20 aufweist, isoliert wird, wobei die Konzentrierung und die Molekulardestillation unter
Bedingungen, die eine Oxidation und Isomerisierung der omega-3-S&uren vermeiden, durchgefiihrt
werden und gegebenenfalls nachher die omega-3-Fettsdureester zu den freien Fettsduren hydrolysiert
und gegebenentalls nachher die freien Fettsduren in pharmazeutisch zuldssige Salze Ubergeflhrt
werden.

Verwendung einer Zusammensetzung nach den Anspriiche 1 bis 10 fiir die Behandlung oder Prophyla-
xe von multiplen Risikofaktoren fiir cardiovasculdre Erkrankungen.

Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, da8 sie aus einer Fetisdurezusam-

mensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 10 und einem pharmazeutisch zuléssigen Trager oder
Verdinnungsmittel besteht.
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