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69 Fettsdurezusammensetzung.

€7 Die Fettsiurezusammensetzung enthélt wenigstens 80

Gew.-% an Omega-3-Fettsduren und/oder deren funk-
tionelle Derivate. Die (all-2)-5.8,11,14,17-Eikosapentaen-
sdure (EPA) und (all-2)4,7,10,13,16,19-Docosahexaen-
séure (DHA) sind in relativen Mengen von 1:2 bis 2:1 vor-
handen und sie machen wenigstens 75 Gew.-% der gesam-
ten Fettsduren aus.

Ein Verfahren zur Herstellung der genannten Zusam-
mensetzung ist beschrieben.

Pharmazeutische Praparate zur Behandlung oder Pro-
phylaxe von mehrfachen Risikofaktoren fiir kardiovaskulare
Krankheiten enthaiten die beschriebene Zusammenset-

zung.
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Beschreibung

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine Fettsaurezusammensetzung, die mindestens 80 Gew.-
% an Omega-3-Fettséuren und/oder deren funktionelle Derivate enthalt, wobei (all-Z)-5,8,11,14,17-Eiko-
sapentaensdure (EPA) und (all-Z)-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenséaure (DHA) in relativen Mengen von
1:2 bis 2:1 vorhanden sind und wenigstens 75 Gew.-% der gesamten Feitsduren ausmachen.

Ebenfalls bezieht sich die Erfindung auf ein Verfahren zur Herstellung der genannten Fetts&uren,
auf die Verwendung von marinem Olkonzentrat, das wenigstens 80% langkettige Omega-3-Fettsauren
oder deren funktionelle Derivate enthélt fir die Herstellung eines pharmazeutischen Praparates zur Be-
handlung oder Prophylaxe von mehrfachen Risikofaktoren fiir kardiovaskulére Krankheiten.

Auch die Herstellung des genannten pharmazeutischen Préparates wird von der vorliegenden Erfin-
dung umfasst.

Kardiovaskulére Krankheiten, welche zu Morbiditdt und vorzeitiger Mortalitét fithren, stehen in Be-
ziehung zu verschiedenen Risikofaktoren, wie etwa Hochdruck, Hypertriglyceridemia, Hypercholeste-
rolemia, hohe Blutplatichenaggregation, und geméss kirzlichen Befunden, einer hohen Aktivitat des
Blutkoagulationfaktor-VII-phospholipid-Komplexes. Wahrend der letzten drei Dekaden haben antihyper-
tonische Arzneimittel zur Abnahme der kardiovaskuléren Krankheiten bezogenen Morbiditat und Morta-
litét beigetragen. Es gibt jedoch eine erhdhte Beachtung gegeniiber Nebeneffekten und Toxizitét, asso-
zilert mit der gegenwartigen antihypertonischen Therapie, speziell bei schwach hypertonischen Patien-
ten. Es gibt Resuliate, welche darauf hindeuten, dass, wenngleich die gegenwartig verwendeten
antihypertonischen Mittel wirksam sind bei der Reduktion des Blutdruckes, die Pulsrate gleichzeitig ver-
grossert wird. Es besteht daher ein Bedarf an einem Arzneimiitel mit weniger nachteiligen Effekten fiir
die Behandlung von erhdhtem Druck. Es wére speziell vorteilhaft, wenn ein solches Arzneimittel ver-
wendet werden koénnte fur die gleichzeitige Behandlung fiir alle weiter oben erwahnten mehrfachen Risi-
kofaktoren, assoziiert mit kardiovaskuldren Krankheiten, was generell nicht der Fall ist mit den gegen-
wartig erhéltlichen antihypertonischen Arzneimitteln.

Wahrend der letzten Dekade sind zahlreiche Publikationen erschienen, welche berichten, dass ver-
schiedene diatetische Fischélpraparate, enthaltend Omega-3 polyungesittigie Fettséuren, einen Effekt
auf das Serum-Cholesterol und auf die Blutplatichenaggregation haben. Die Mechanismen, welche fiir
diese Effekte vorgeschlagen sind, drehen sich oft um das prostanoide System. Deshalb gibt es einige
Informationen, wie didtetische Fischole die Ausscheidung von einigen Prostaglantin-Metaboliten
andern, aber die erhélilichen Daten stehen bei verschiedenen Punkien miteinander im Wider-
spruch.

Es ist berichtet worden von einer Reduktion des Blutdruckes nach der Einnahme von Fisch, rohem
Fischél (beginnend bei 7% EPA und 5% DHA) oder leicht konzentrierten Fischélpraparaten (typischer-
weise enthaltend 18% EPA und 12% DHA), obwohl die Komponenten, welche fiir diese Effekie verant-
wortlich sind, nie identifiziert worden sind. Ferner haben alle Studien, welche bislang prasentiert worden
sind, einen oder mehrere ernsthafte Fehler, wie dies in Ubersichtsartikeln tiber die erhéltlichen Studien
dargelegt ist (H.R. Knapp et al., «Proceedings of AOCS Short Course on polyunsaturated Fatty Acids
and Eicosanoids», Ed. W.E.M. Lands, Seiten 41-55, American Oil Chemists Society) und (K. Bonaa,
Tidskr. Nor Laegeforen nr. 28, 1987, 2425-8). Eikosapentaensiure C 20:5 Omega 3 (EPA) wird als die
wichtigste der marinen Omega-3 polyungeséttigten Fetts&uren betrachtet, teiiweise wegen ihrer poten-
ten antiaggregatorischen Wirkung i.a., wie dies im US-Patent No. 4 097 602, Silver et al., berichtet wird,
welches im August 1974 eingereicht worden ist. Later Dyerberg et al. beschreiben auch den gleichen Ef-
fekt in Lancet, Seite 152, 21. Januar 1978 und Lancet Il Seiten 117-119, 15. Juli-1978. Der Hauptgrund fiir
die angenommene Wichtigkeit von EPA liegt wahrscheinlich darin, dass sie zu den Eikosanoiden gehdrt,
welche Schliisselsubstanzen fir den Prostaglantin-Metabolismus sind.

Jedoch geméss verschiedenen kiirzlich erschienenen Berichten hat EPA alleine nicht einen signifi-
kanten Effekt auf Hypertension. In «Effects of highly purified eicosapentaenoic acid to angiotensin (I
and norepinephrine in the rabbit», Prostaglandins, August 1986, Vol. 32, Nr. 2, Seiten 179-187, wird be-
richtet, dass keine Reduktion des Blutdruckes in Hasen erhalten wurde, wenn hochgereinigte EPA mit
90%iger Konzentration verwendet wurde. Terano et al., Atherosclerosis, 46, 321-331, 1983, berichten,
dass ein Préparat, enthaltend 75% EPA und 6,2% DHA keinen SIgnlflkanten Effekt auf den Blutdruck
in gesunden Freiwilligen nach einer Einnahme von 3,6 g EPA-Athylester hat. Ahnlich berichten Yoshida
et al., Artery, 14, 295-303, 1987, von keinem Effekt auf den basalen Blutdruck nach der Einnahme von
900 mg EPA-Athylester wahrend 14 Tagen oder langer. Ferner haite 90% EPA-Methylester keinen Ef-
fekt auf spontan hypertonische Ratten, K. Yin et al., 1988, Clinical and Experimental Pharmacology and
Physiology 15, 275-280.

Im Kontrast dazu wird in der britischen Anmeldung 2 197 199 eine Zusammensetzung fiir die Bekamp-
fung von schwangerschaftinduziertem erhthtem Druck beschrieben, wobei die Zusammensetzungen,
welche im Beispiel verwendet werden, einen EPA-Gehalt von 28-35% haben. Die Patientinnen hatten
friiher keinen erhéhten Druck. Es wird vermutet, dass der unter Schwangerschait sich entwickelnde er-
héhte Druck eher verschiedene biologische Ursachen als normaler erhohter Druck hat, was die Taisa-
che zu unterstreichen scheint, dass er nach der Beendigung der Schwangerschaft normalerweise wie-
der verschwindet.
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Gemass unserem Wissen gibt es nichts, was vorschlégt, dass DHA alleine irgendeinen Effekt auf
den Blutdruck hat.

Gemass dem US-Patent 3 082 228, basierend auf einer Anmeldung, eingereicht am 18. Dezember 1958,
senkt ein Produkt, enthaltend wenigstens 60% polyungeséttigte Fettséuren mit 20 oder mehr C-Atomen,
den Blutcholesteringehalt signifikant. Obwohl andere frilhere Studien darauf hindeuten, dass Fischole
Totalcholesterin und LDL-Cholesterin senken und HDL Cholesterin anheben, haben spétere Resultate
im allgemeinen den gegenteiligen Schluss gezogen, wie dies dargelegt wird von W.S. Harris in (n-3)
News, 3 (4), 1-7. Wenn er 45 Artikel auf diesem Gebiet zusammentasst, fand er heraus, dass LDL-Cho-
lesterin um 2-30% erhdht wurde, abhéngig vom Typ von Hyperlipidamie.

Aus PCT/WO 87/02247 ist eine lipide Emulsion fir die parenterale Verwendung bekannt, umfassend
einen Emulgator, Wasser und ein marines Ol, enthaltend wenigstens eine Omega-3-Fettsaure, worin die
Konzentration der freien Fettsiure in der Emulsion unterhalb etwa 5 meq/l ist, und worin das marine o]
wenigstens 30 Gew.-% einer Kombination von Estern aus EPA und DHA enthalten soll. Diese lipide Emul-
sion wird verwendet fir die intravendse Behandiung von thrombotischen Krankheitszusténden.

Es ist jetzt gefunden worden, dass Fettsdurezusammensetzungen, enthaltend eine hohe Konzentra-
tion, wenigstens 80 Gew.-% an Omega-3-Fettsauren und/oder funktionellen Derivaten davon, vorzugs-
weise die pharmazeutisch annehmbaren Salze, wobei EPA und DHA in relativen Mengen von 1:2 bis 2:1
vorhanden sind, und wenigstens 75% der gesamten Menge an Fetisduren ausmachen, einen Uberra-
schend vorteilhaften Effekt auf alle weiter oben erwéhnten Risikofaktoren fiir kardiovaskulére Krank-
heiten haben, im speziellen einen guten Effekt bei schwach erhdhtem Druck, Hypertriglyceriddmie und
auf die Koagulation-Fakior-VIl-Phospholipid-Komplex-Aktivitat. Dabei wird Serum-LDL-Cholesterin ge-
senkt, Serum-HDL-Cholesterin erhoht, Serum-Triglyzeride gesenkt, systolischer und diastolischer
Blutdruck und die Pulsrate gesenkt, und die Aktivitit des Blutkoagulation-Faktor-ViI-Phospholipid-
Komplexes gesenkt. Obwohl die detaillierien biologischen Mechanismen fir die Effekte der Zusammen-
setzungen gemiss der vorliegenden Anmeldung nicht explizit bekannt sind, gibt es Hinweise auf eine
{iberraschende Synergie zwischen der Wirkung von EPA und DHA.

Ein Vorteil der Zusammensetzung geméss der vorliegenden Erfindung besteht darin, dass sie sehr
gut foleriert werden und keinen Anlass zu irgendwelchen Nebeneffekten geben.

Eine speziell bevorzugte Zusammensetzung geméss der vorliegenden Erfindung umfasst wenigstens
90 Gew.-% an langkettigen, polyungeséttigten Omega-3-Fettsauren, wovon EPA und DHA wenigstens
85 Gew.-% der gesamten Fettsiuren ausmachen und in einem Verhéltnis von EPA:DHA von 1:1 bis 2:1,
speziell etwa 3:2, vorhanden sind.

Um EPA und DHA in einem Gemisch hoher Konzentration geméss der vorliegenden Erfindung zu iso-
lieren, wurde ein spezielles Verfahren fiir die Reinigung und Isolierung der langkettigen Fettsduren aus
natiirlichen Fischélen entwickelt. Erfindungsgemésse Zusammensetzungen kénnen hergestelit werden
geméss dem Verfahren des européischen Patentes Nr. EP-B 0 255 824. Die Analyse in Gew.-% basiert
auf den Athylestern, selbst wenn andere Derivate oder Salze oder die Séuren selbst einen Teil der vor-
liegenden erfindungsgeméssen Zusammensetzung sind.

Die Zusammensetzung geméass der vorliegenden Erfindung wird vorzugsweise hergestellt via das fol-
gende Verfahren: Anfanglich wird das marine Ol-Rohmaterial verestert und via Harnstoffiraktionie-
rung oder Zhnlichem konzentriert, wobei die Bedingungen gentigend mild sind, um eine Zersetzung der
Produkie zu vermeiden. Der zweite Schritt ist eine molekulare Destillation. Die Fraktionierung entfernt
im Prinzip anfanglich den Hauptteil der Ester, welche eine Kettenlange unterhalb C 20 haben. Danach
wird eine Hauptfraktion entfernt, welche im wesentlichen aus Estern der C 20 und C 22-S&uren besteht.
Weil die Harnstofffraktionierung die geséttigien und wenig ungeséttigte Ester entfernt, enthéit diese
Fraktion hohe Konzentrationen an EPA und DHA, entsprechend dem vorliegenden Verfahren wenig-
stens 75 Gew.-%. Die gesamte Menge an langkettigen Omega-3-Séuren betrégt wenigstens 80 Gew.-%.
Weitere bevorzugte Zusammensetzungen geméss der vorliegenden Anmeldung enthalten wenigstens
95 Gew.-% mit dem EPA plus DHA-Gehalt von wenigstens 90 Gew.-%. Eine andere bevorzugte Zusam-
mensetzung gemass der vorliegenden Erfindung enthalt wenigstens 85 Gew.-% der Gesamtmenge an
Omega-3-Fettsauren, und eine EPA- und DHA-Menge von wenigsiens 80 Gew.-%.

Weitere Omega-3-Sauren der C 20, C 21 und C 22-Serie kdnnen in ungefahr ihrer urspringlichen
Konzentration erhalten werden, z.B. von 3-5 Gew.-%, typischerweise wenigstens 4,5 Gew.-%. So ist
die spezielle und ungerade numerierte Omega-3 all-Z 6,9,12,15, 18 - Heneikosapentaenséure C 21:5 nor-
malerweise in Konzentrationen von wenigstens 1,5 Gew.-% vorhanden, und die Omega-3 all-Z
7,10,13,16,19 - Docosapentaenséure ist normalerweise in Konzentration von etwa 3,0 Gew.- % vorhan-
den.

Nach der Entfernung des Harnstoffniederschlages wird das verwendete Lésungsmittel, normalerwei-
se Ethanol, gewdhnlich teilweise oder vollsténdig entfernt mittels Verdampfung, und die so isolierten
Estern kdnnen weiter gereinigt werden mittels Waschen mit Wasser oder einer schwach alkalischen
Wasseridsung, wenn die reinen Ester ohne Kontaminierung der Séuren isoliert werden sollten.

Die freien Sauren kdnnen hergestelit werden mittels gut bekannten Hydrolysierungsverfahren.

Die Verbesserung der EPA-Fraktion, um ein Gewichtsverhéitnis von EPA:DHA von 1:1 bis 2:1, spe-
zZiell 3:2, zu erhalten, oder die Verbesserung der DHA-Fraktion, um ein EPA:DHA Gewichtsverhéltnis
von 1:1 bis 1:2 zu erhalten, kann erreicht werden im Molekulardestillationsschritt. Das Verfahren bein-
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haltet auch die Mdglichkeit der Verwendung von (berkritischer Flissigextraktion und/oder Chromato-
graphie im zweiten Schritt mit COz, enthaltend gegebenenfalls einen polareren Modifikator, wie etwa
Ethanol, um die EPA- und/oder DHA-Fraktion zu konzentrieren.

Die Harnstofffraktionierung und die nachfolgende molekulare Destillation werden vorzugsweise un-
ter schonenden Bedingungen durchgefithrt, um eine Oxydation und/oder Isomerisation der stark unstabi-
len Omega-3-Séuren zu vermeiden. Wie aus den nachfolgenden Tabellen 1 und 2 ersichtlich ist, worin die
Analyse von Produkien gegeben ist, erhalten in Uberemstlmmung mit dem Verfahren dieser Erfi ndung,
gibt es nicht mehr als 1% an unbekannten Komponenten im gereinigten Produkt. Es gibt jedoch eine be-
stimmte Menge an kleineren Produkten, wie etwa C~16- und C—18-Sauren, wie dies ersichtlich ist aus der
detaillierten Analyse, welche in Tabelle 2 gezeigt wird.

Fiir den Hauptteil sind diese Produkie die kombinierte Summe der Fraktion der Fettsiure-Ester, wel-
che natlirlich auftreten in Fischdlen, aber die Konzentration von jedem separaten Ester im Endprodukt
ist weniger als 0,2%, abgesehen von der Omega-3-Octadecatetraenséure C 18:4 n-3, welche ungefahr
in der gleichen Menge vorhanden ist wie im Ausgangsmaterial.

Es versteht sich daher, dass die gesamte Konzentration an Nebenprodukten, welche aus dem Verfah-
ren stammen, sehr gering ist.

Das Verfahren ist flexibel genug, um auf die relativen Anteile zwischen den langkettigen C 20, C 21
und C 22 Fettsauren zu wirken, welche natiirlich aufireten in erhéltlichen Fischdlrohmaterialien. Es er-
moglicht nicht nur die Verbesserung der einzeinen S&uren, sondern das Verhalinis zwischen ihnen
bleibt auch in einem Muster von Variationen, welches optimal in der Natur ist. Gleichzeitig ist aber genti-
gend Spielraum fiir die Kompensierung von manchmal extremen Variationen, welche natiirlich auftreten
kénnen; siehe weiter unten. Demnach ist es moglich, ein Produkt mit einer konstanten und voraus-
bestimmten Zusammensetzung zu machen.

Fischole kdnnen auch Nebenprodukte und Verunreinigungen enthalten, wie etwa Pestizide, chlorierte
Kohlenwasserstoffe, Schwermetalle, Cholesterin und Vitamine. Wahrend der Herstellung des Konzen-
trates werden die Konzentrationen dieser Komponenten signifikant reduziert, verglichen mit unbehandel-
ten Fischélen.

In der Natur sind die relativen Gehalte an EPA und DHA, und auch die anderen langkettigen Omega-3-
Sé&uren, abhangig von den marinen Spezies, und es gibt auch saisonale Variationen innerhalb der glei-
chen Spezies. In den USA wird heutzutage Fischdl hauptsichlich aus Heringsfischen produziert. Die-
ses Ol enthélt typischerweise 14-19% EPA und 5-8% DHA. Unsere Analyse einer Leberirancharge
zeigte einen Gehalt von 6,9 EPA und 8,4 DHA. Fur Mallotus villosus variierten die EPA-Werte von 8,6
bis 11,4 von Januar 1973 bis August 1973, wahrenddem die DHA-Werte von 6,7% bis 11% wiahrend der
gleichen Zeitspanne variierten. Fir norwegische Kiistenheringe war der Gehalt im Okiober 1974 6,4%
EPA und 9,8% DHA, wahrenddem Fange im November 1975 eine Reduktion auf 1,7% und 1,1% zeigten.

Diese Variationen bedeuten, das digtetische Einnahmen von Fischolen oder Fisch alleine eine kon-
stante Zufuhr von Omega-3-Séuren nicht sicherstellt. Selbst wenn alle langkettigen C 20, C 21 und C 22
Omega-3-Sauren nicht oder nur leicht verbessert werden wahrend des Verfahrens, werden sie wenig-
stens in ihren urspriinglichen Proportionen erhalten.

In Tabelle 1 illustriert die linke Kolonne die typischen Variationen zwischen den Gehalten an einzelnen
langkettigen S&uren in den Zusammensetzungen dieser Erfindung, wahrenddem die Kolonne rechis die
exakte Analyse der Testprobe zeigt, welche verwendet wurde beim Studium der biologischen Effekie,
welche Resultate davon in den untenstehenden Tabellen 4-8 gezeigt werden.

Tabelle 1 .
Typische Testprobe
Produktvariationen
C 20:4 Omega-6 1-2 Gew.-% 1,4 Gew.-%
C 20:5 Omega-3 40-60 Gew.-% 54 Gew.-%
C 21:5 Omega-3 14 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.-%
niedere Sauren 3-8,5Gew.-% 7,5 Gew.%
unbekannt 1 Gew.-% 1 Gew.-%
Summe Omega-3-Fettsduren - 90,1 Gew.-%
Summe EPA + DHA - 86,6 Gew.-%
EPA:DHA - 3,3:2
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Tabelle 2 zeigt eine detaillierte Analyse einer Charge von Ausgangsmaterial und einer Zusammenset-

zung dieser Erfindung, welche daraus erhalten wurde.

Tabelle 2

Fettsdurezusammensetzung (%)

Fettsaure Ausgangsmaterial Produkt Ethylester

Fischol Tesiprobe

C14:0 786 0.0
Pristanate 04 0.0
C16:0 19.1 0.0
Cle:1n7 7.2 0.0
7-Me16:0 0.3 0.0
C16:2n6 0.5 0.0
C16:2n4 1.2 0.0
Phytanate 0.3 0.0
Ci6:3n4 0.5 0.0
C16:4n1 1.0 0.2
G180 2.3 0.0
C18:1 n8 9.1 0.0
C18:1n7 3.0 0.0
C18:1n5 04 0.1
C18:2n6 1.1 0.0
Ci8:2n4 0.2 0.0
C18:3n6 0.2 8.2
C18:3n3 0.7 0.2
C18:4n3 25 2.8
C18:4 n1 0.1 0.2
C20:1 n9+7 5.9 0.0
C20:1 0.1 0.0
C20:2 n6 0.2 0.1
C20:3n6 0.1 0.0
C20:4 n6 0.7 1.4
C20:4n3 1.2 0.9
C20:5n3 16.5 53.4
C22:1 n11+49 4.6 0.0
C22:2n6 0.7 0.0
C21:5n3 0.9 1.8
C22:4n6 0.1 0.0
Ca22:5n6 0.1 0.4
C22:5n3 2.0 3.1
C22:6n3 7.9 34.3
Summe unbekannt 1.0 1.0
Summe Omega-3-Fettséuren 317 95.4
inkl. C18 3.2 3.0
Summe EPA + DHA 244 87.7
EPA:DHA 2.11 3.1:2
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Tabelle 3 zeigt die Hauptfettsduregehalte der verschiedenen Zusammensetzungen gemaéss der vorlie-
genden Erfindung.

Tabelle3 -

Fettséure Zusammensetzung (%)

ci8:2n6 0.3 0.3 0.1 0.0 0.2 0.1
C18:3n3 0.3 0.3 0.0 0.1 0.3 0.0
Ci18:4n3 23 23 3.6 2.2 1.8 0.7
C18:4n1 0.2 0.2 0.4 0.3 0.0 0.0
C20:4n6 1.7 1.7 15 3.9 16 1.6
C20:4n3 24 0.9 1.3 1.2 1.8 0.3
C20:5n3 54,7 52.7 422 485 41.0 31.7
C215n3 2.1 2.1 1.7 2.0 1.7 1.2
C22:5n6 0.4 0.4 0.6 0.8 0.7 1.1
C22:5n3 ' 5.4 5.8 2.8 43 5.8 3.3
C22:6n3 28.7 31.0 38.0 348 424 58.5
Summen n3-Fetisduren 95.9 95.1 89.6 93.2 84.9 85.7
inkl. C 18

Summe EPA + DHA 83.4 83.7 80.2 83.4 83.4 90.2
EPA:DHA 1.9:1 1.7:1 1.1:1 1.4:1 1:1 1.1:8

n3FA bedeutet Omega-3-Fetisauren

Biologische Effekte

Um den Effekt einer Zusammensetzung gemé&ss der vorliegenden Erfindung auf den Blutdruck, die
Pulsrate, Triglyzeridspiegel, Serumcholesterin und HDL-Cholesterol, Blutplatichenaggregation und die
Koagulation-Faktor-Vil-Phospholipid-Komplex-Akiivitat zu evaluieren, wurde die gesamie Bevélkerung
im Alter von 34-60 Jahren einer kleinen norwegischen Stadt eingeladen zu einem Gesundheitscheck,
und von diesen wurden 22 000 Personen ausgewahit filr die folgenden Kriterien:

— unbehandelter massiger Blut-Hochdruck eines diastolischen Blutdruckes (DBP) im Bereich von 89 bis
111 mm Hg und eines systolischen Blutdruckes (SBP) von 110 bis 180 mm Hg

—keine vorgéngige Herzkrankheit und keine Verwendung von Herzarzneimitteln

~ keine ernsthafte Krankheiten

— kein extremes Ubergewicht

— kein Alkoholismus

— Serumcholesterin von wenigstens 6,0 mmol/Liter.

Die Gruppe von Freiwilligen, ausgewahlt durch diese Kriterien, ergab 172 Personen. Die Freiwilligen
wurden ausgewahit wahrend einer Einlaufperiode von 6 Monaten, um die Stabilisation des Blutdruckes
sicherzustellen, bevor die Testsubstanz verabreicht wurde.

Alle Blutdruckmessungen wurden mit einem automatischen Instrument (Dinamap) gemacht, und bei je-
der Gelegenheit wurden 3 Messungen (mit 2minitigen Intervallen) durchgefiihrt, sitzend und stehend un-
ter kontrollierten Bedingungen. Der Durchschnitt der beiden letzten sitzenden und stehenden Messun-
gen wurde verwendet.

Die Studie wurde mit einem doppelten Blindversuch konrolliert. Die 172 Freiwilligen wurden zufllig in
2 Gruppen von ahnlicher Grésse aufgeteilt. Eine Gruppe erhielt Placebo-Kapseln aus Maisél, jede mit
1 g Mais6l mit 0,3% hinzugefiigtem Vitamin E. Die andere Gruppe erhielt Kapseln, enthaliend 1 g der
Testsubstanz, dessen Zusammensetzung in Tabelle 1 gegeben ist. Beide Sets von Kapseln wurden aus
geféarbter weicher Gelatine gemacht, um den Blindeffekt sicherzustellen. Die Freiwilligen wurden ange-
halten, 3 Kapseln 2mal téglich von entweder der Testsubstanz oder der Kontrollsubstanz wéhrend 11-12
Wochen einzunehmen. 171 Freiwillige beendeten die Studie, und im Durchschnitt wurden etwa 90% der
Kapseln eingenommen.

Wie auf den untenstehenden Tabellen 4 und 5 ersichtlich ist, hat Maisd! keinen statistisch signifikan-
ten Effekt auf den Blutdruck. Der Effekt der Testsubstanz auf den Blutdruck wurde zuerst mit der gan-
zen Gruppe festgesetzt, welche die Testsubstanz einnahm, und als néchstes wurden jene Individuen mit
hoherem Blutdruck beriicksichtigt. Der durchschnittliche Blutdruck der Patienten mit htherem Blutdruck
zu Beginn und am Ende der Behandlung mit der aktiven Testsubstanz dieser Erfindung ist in Tabelle 4
(diastolischer Blutdruck) und Tabelle 5 (systolischer Blutdruck) wiedergegeben.
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Effekt der Testsubstanz und Maisd! auf den diastolischen Blutdruck

DBP- Anzahl Durchschnitt DBP ~ Durchschnitt DBP Durchschnittliche  Signi-

Bereich von vorder Behandlung nach der Behandlung Reduktion in DBP  fikanz
Patienten  {mm Hg) {mm Hg) {mm Hg)

Testsubstanz

85-109 62 95.8 93.4 24 p <0.05

98109 22 102 96.2 5.8 p<0.01

Maisél

86-109 57 95.7 96.0 n.s.

98-109 26 101.8 100.7 1.1 n.s.

n.s. bedeutet nicht signifikant

Tabelle5 -

Effekt der Testsubstanz und Maisdl auf den systolischen Blutdruck

SBP- Anzahivon Durchschnitt SBP  Durchschniit SBP Durchschnitiliche  Signi-

Bereich Patienten  vorder Behandlung nach der Behandlung ReduktioninSBP  fikanz
(mm Hg) (mm Hag) {mm Hg)

Testsubstanzen

>135 71 148.1 144.5 3.6 p0.05

> 150 24 158.4 150.3 8.1 p 0.001

> 155 15 162.2 152.4 9.8 p 0.001

Maisdl

> 135 62 1485 149.6 0 n.s.

> 150 23 159.1 1568.0 11 n.s.

> 155 17 161.8 159.6 2.2 n.s.

n.s. bedeutet nicht signifikant

Wie aus den obigen Tabellen ersichtlich ist, hatte die Testsubstanz einen stark signifikanten hyperto-
nischen Effekt, sowohl auf den systolischen als auch auf den diastolischen Blutdruck. Es ist also Klar,
dass der Effekt am stérksten auf jene Patienten mit dem hochsten Blutdruck wirkt. Kein signifikanter Ef-
fekt wurde erhalten mit der Maisélgruppe.

Tabelle 6

Effekt der Testsubstanz und Maistl auf den systolischen und diastelischen Blutdruck geméss didtetischer
Einnahme von Fisch (Gerichte pro Woche)

Gerichte Anzahl

Durchschnitt BP vor  Durchschniit BP nach Durchschnittiiche  Signi-

pro Woche Patienten  der Behandlung der Behandiung ReduktioninBP  fikanz
(mm Hg) (mm Hg) (mm Hg)

Testsubstanz

0-2 44 SBP 145.3 138.3 -6.9 p=0.005
DBP 89.8 94.0 -5.7 p = 0.0001

3-5 34 SBP 143.6 141.2 2.4 p=0.2
DBP 97.7 96.3 -1.4 p=02

Maisdl

02 34 SBP 145.2 146.8 +1.6 p=04
DBP 98.3 100.2 +1.9 p=0.1

3-5 - SBP 142.3 1434 +1.1 p=05
DBP 87.4 97.8 +0.5 p=07
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Wie aus Tabelle 6 ersichtlich ist, wird ein guter hypertonischer Effekt erreicht mit der Zusammenset-
zung gemass der vorliegenden Erfindung, {berraschenderweise sogar in der Gruppe mit einer hohen
diatetischen Einnahme von Fisch von 3-5 Gerichten pro Woche. Im Vergleich dazu wird kein giinstiger
Effekt mit Maisdl erreicht.

Die oben gezeigten Resultate weisen darauf hin, dass eine erfindungsgemésse Zusammensetzung ei-
nen {berraschend viel besseren Effekt ergibt, als man bei einer diétetischen Einnahme von Fisch oder
leicht konzeniriertem marinen Ol erwarten wiirde. Dies ist wahrscheinlich bedingt durch einen synergisti-
schen Effekt von EPA und DHA.

Verglichen mit den Testresultaten, erreicht mit den vorgéngig durchgefiihrten Studien mit einer diateti-
schen Einnahme von marinen Fischdlen, zeigen die Resuliate, erhalten mit einer erfindungsgeméssen
Zusammensetzung, eine Uberraschende Verbesserung im Effekt auf den diastolischen und systolischen
Blutdruck von leicht hypertonischen Patienten gegentiber mehr hypertonischen Patienten von ungefahr
30% und 45%.

Tabelle 7

Effekt der Testsubstanz und Maisdl auf die Pulsrate (pro Minute)
Gruppe Vorher Nachher Verénderung Signifikanz
Testsubstanz

sitzend 75.4 73.2 2.2 p<0.02
stehend 82.9 80.2 27 . p<0.005
Maisdl

stehend 74.3 75.1 +0.8 p=03
sitzend 80.9 82.2 +1.3 p=02

Die Pulsrate-Studie umfasste 78 Personen in der Gruppe, welche die Testsubstanz erhielt, und 77
Personen in der anderen Gruppe.

Wie aus der obenstehenden Tabelle ersichtlich ist, wurde eine signifikante Herabseizung der Pulsra-
te mit der Testsubstanz geméss der vorliegenden Erfindung, erhalten, und eine leichte, nicht signifikan-
te Anhebung der Pulsrate mit Maisdl.

Tabelle8 -
Effekt der Testsubstanz von Mais6l auf Serum-Cholesterin (mmol/Liter)
Gruppe Vorher Nachher

Tot.Chol. HDLChol.  Tot.Chol.  HDL Chol.

Alle Patienten

Testsubstanz

{(n=78) 6.58 1.35 6.57 1.41%
Maisél (n = 78) 6.68 1.33 6.64 1.41™
Tot. Chol.>7

Testsubstanz

{n =26) 7.74 1.53 7.31* 1.58*
Maisdl (n = 20) 766 126 7.45* 1.32*

*p<0.1
*p<0.01

Wie aus Tabelle 8 ersichilich ist, senkt die Testzusammensetzung geméss der vorliegenden Anmel-
dung das totale Serum-Cholesterin signifikant bei Patienten mit einem totalen Cholesterin von oberhalb
7,0 mmol/liter und hebt HDL-Cholesterin signifikant an bei der ganzen Population. Ahnliche, aber schwé-
chere Effekte werden erhalten in der Maisélgruppe.

Die Zusammensetzungen gemass der vorliegenden Erfindung senken weiterhin LDL-Cholesterin um
5-10% bei Patienten mit einem totalen Cholesterin > 7 mmol/l, haben aber keinen signifikanten Effekt bei
Patienten mit einem totalen Cholesterin < 6.5 mmol/l.
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Tabelle 9

Effekt der Testsubstanz und Mais! auf Serumtriglyzerid

Triglyzerid {(mmol/)

Gruppe n Vorher Nachher Reduktion p-Wert
Testsubstanz 87 1.51 1.20 0.31 0.001
Maisdl 85 157 1.47 0.03 NS

Patienten mit Triglizeriden > 2.00 mmol/l

Gruppe n Vorher Nachher Reduktion p-Wert
Testsubstanz 14 3.28 2.03 1.25 0.0001
Maisél 17 3.22 2.66 0.56 0.01

Wie aus Tabelle 9 ersichtlich ist, hat die Testsubstanz den Effekt der Erniedrigung des Serum-Trigly-
zeridspiegels, speziell bei Patienten mit hohen Spiegeln (> 2.0 mmol/l) vor der Behandlung. Kein signifi-
kanter Effekt wird erhalten mit Mais8l in der ganzen Gruppe der Freiwilligen, wahrenddem ein sehr klei-
ner Effekt erhalten wird bei Personen mit hohen Triglyzerid-Spiegein.

Tabelle 10
Effekt der Testsubstanz und Maisél auf die Blutplattchenaggregation
Gruppe n Collagen 0.2 pg/mi Collagen 9.1 pg/ml

Vorher Nachher Vorher Nachher

X SEM X SEM X SEM X SEM
Testsubstanz 21 634+ 4.40 388 £ 5.19 38.0 £ 5.91 187+ 377
Maisdl 21 735+ 440 574 + 6.37 434 + 455 15.2+ 3.32

Wie aus Tabelle 10 ersichtlich ist, haben die erfindungsgeméssen Zusammensetzungen einen Blutplétt-
chenantiaggregationseffekt.

Der Koagulationsfaktor-VIl-Phospholipid-Komplex ist gefunden worden im Plasma von Mannern, wel-
che zu einer hohen Risiko-Gruppe fiir kardiovaskulére Krankheiten gehdren, wie dies beschrieben ist in
P. Leren et al. (The Oslo Study, Cardiovascular diseas in middle aged and young Oslo men. Acta Med.
Scand. suppl. 588, 1-38, (1987)) und Dalaker et al. (A novel form of factor Vii in plasma from men at risk
for cardiovascular disease, Br. J. Haematol., 61, 315-322, (1985)), und wird betrachtet als ein weiterer
Risikofaktor fiir kardiovaskulare Krankheiten.

Tabelle 11
Effekt der Testsubstanz und Maisdl auf die Koagulationsfaktor-Vil-
Phospholipidkomplexaktivitit (Prozent)

Gruppe n Vorher Nachher Differenz
Tesisubstanz 69 9.7 6.6 3.1
Maisol 72 8.5 8.8 0.3 N.S.
**p<0.02

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, wird die Aktivitat signifikant reduziert mit der Zusammensetzung
gemass der vorliegenden Erfindung, wéhrenddem kein signifikanter Effekt mit Maisél erreicht wird.

Gemass den Resultaten, welche in den obenstehenden Tabellen 3-11 gezeigt werden, hat eine erfin-
dungsgemasse Zusammensetzung einen signifikanten Effekt auf all die obenerwdhnten Risikofakioren
fiir kardiovaskulare Krankheiten. Im Vergleich dazu werden einige positive Resultate erhalten mit Mais-
8l, aber keine signifikanten Effekte werden erhalten fir den Blutdruck, den Serum-Triglyzeridspiege!
oder fiir die Aktivitat des Koagulationsfaktors VII. Ferner scheinen die Effekie, gemessen in der Mais-
dlgruppe, fiir diese Risikofaktoren in die entgegengesetzte Richtung zu gehen und sind nachteilig.

Demgemiss sind die Fettséurezusammensetzungen geméss der vorliegenden Erfindung potentiell
wertvoll fiir die Behandlung und Prophylaxe von mehrfachen Risikofaktoren, welche bekannt sind fur
kardiovaskulire Krankheiten, wie etwa Blut-Hochdruck, Hypertriglyzeriddmie und hohe Koagulations-
faktor-VIl-Phospholipid-Komplex-Aklivitat.
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Die Dosen der Zusammensetzung dieser Erfindung, welche bendtigt werden fiir therapeutische oder
prophylaktische Effekte, variieren gewdhnlich mit der Art der Verabreichung. In unseren Test im gros-
sen Massstab verabfolgten wir 6 g pro Person pro Tag von der Testzusammensetzung. Im allgemeinen
kénnen fir eine durchschnittliche erwachsene Person die Dosen von 1,0 bis 10 g variieren, in Abhangig-
keit von der Kérpergrésse und der Ernsthaftigkeit der zu behandelnden Kondition.

Die erfindungsgemassen Zusammensetzungen konnen ferner verwendet werden als ein zusétzliches
Arzneimittel zu herkdmmlichen hypertonischen Arzneimitteln bei der Behandlung von Blut-Hochdruck.
Die Dosen werden wahrscheinlich im unteren Teil der oben erwéhnten Dosierungsbereiche liegen.

Weitere mogliche medizinische Indikationen, fur welche die Zusammensetzungen gemass der vorlie-
genden Erfindung verabreicht werden kdnnen, sind chronische Polyarthritis, psoriatische Arthritis, Pe-
riarteritis Nodosa, Lupus Erythematosus Disseminatus (LED), Sclerodermie, Crohn's-Krankheit, ulcera-
tive Colitis, Psoriasis, atopische Dermatitis und Migrane, wie dies indiziert worden ist in Standard-in-vi-
vo-Tests. ’

Vorzugsweise sollien die aktiven Verbindungen oral verabreicht werden in Form von Pillen, weichen
Kapseln oder &hnlichem. Jedoch kann die Verabreichung auch tiber irgendeinen anderen Weg erfolgen,
bei dem die aktiven Bestandteile wirksam absorbiert und verwendet werden, z.B. intravends, subkutan,
rektal, vaginal oder mdglicherweise topisch.

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen kénnen schliesslich enthalten, zusétzlich zu den EPA-
und DHA-aktiven Bestandieilen, wie sie definiert sind, einen oder mehrere pharmazeutisch annehmbare
Trager, welche dem Fachmann gut bekannt sind. Die Zusammensetzungen kénnen auch Fiillstoffe, Stabi-
lisatoren, Streckmittel, Bindemittel, Befeuchtungsmittel, Oberflachenmittel, Gleitmittel und &hnliches ent-
halten, wie dies dem Fachmann fiir Formulierungen von pharmazeutischen Zusammensetzungen bekannt
ist.

Zusétzlich konnen Antioxidantien, z.B. Hydroxytoluol, Butyrat, Chinon, Tocopherol, Ascorbinsiure
etc., Konservierungsmiitel, farbende Mittel, Parfiim, Geschmacksmittel und andere pharmazeutische
Mittel verwendet werden.

Beispiel eines pharmazeutischen Préparates

Weiche Gelatine-Kapseln, enthaltend 1 g/pro Kapsel

Zusammensetzung:

EPA Ethylester 525 mg/Kapsel
DHA Ethylester 315 mg/Kapsel
d-Alpha Tocopherol 4 [U/Kapsel
Gelatine 246 mg/Kapsel
Glycerol 118 mg/Kapssl
Rotes Eisenoxyd 2.27 mg/Kapsel
Gelbes Eisenoxyd 2.27 mg/Kapsel

Die aktiven Bestandteile und die Arzneimitteltrager wurden gewogen und homogenisiert in einem Hoch-
geschwindigkeitsriihrer. Das Gemisch wurde anschliessend Kolloid gemahlen und entgast in einem rost-
freien Stahlkessel, welcher bereit ist fiir die Einkapselung. Das Gemisch wird in weiche Gelatine-Kap-
seln der Grosse 20 langlich eingefiilit (Durchschnittsgewicht 1,4 g) unter Verwendung einer Standard-
Einkapselungsmaschine.

Patentanspriiche

1. Fetis&urezusammensetzung, enthaltend wenigstens 80 Gew.-% an Omega-3-Fettsiuren und/oder
deren funktionellen Derivate, wobei (all-Z)-5,8,11,14,17-Eikosapentaenséure, EPA, und (all-Z)-
4,7,10,13,16,19-Docosahexaenséure, DHA, in relativen Mengen von 1:2 bis 2:1 vorhanden sind und we-
nigstens 75 Gew.-% der gesamten Fettsauren ausmachen.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass andere Omega-3-C20-, -C21-
und -C22-Fettsduren mindestens 3 Gew-% der gesamten Fetiséuren ausmachen.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei weiteren vor-
handenen langkettigen Fettsduren um (all-2)-6,9,12,15,18-Heneikosapentaenséure und/oder (all-2)-
7,10,13,16,19-Docosapentaenséure und/oder (all-Z)-6,9,12,15-Octadecatetraensiure handelt.

4. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die gesamte
Konzentration an langkettigen Omega-3-Fettsduren wenigstens 90 Gew.-% ist, wovon EPA und DHA
wenigstens 85 Gew.-% der gesamten Fettséuren ausmachen, und EPA:DHA in relativen Mengen von 1:1
bis 2:1, speziell etwa 3:2 vorhanden sind und die anderen langkettigen Omega-3 C 20, C 21 und C 22 Sau-
ren wenigstens 4,5 Gew.-% der gesamten Fettsduren ausmachen.
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5. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die gesamte Konzentration an
langkettigen Omega-3-Fettsduren wenigstens 95 Gew.-% ist, wobei EPA und DHA wenigstens 90 Gew.-
% der gesamten Fetiséuren ausmachen, und die anderen langkettigen Omega-3 C 20, C 21, und C 22
Sauren wenigstens 4,5 Gew.-% der gesamten Fettsauren ausmachen.

6. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die gesamte
Konzentration an langkettigen Omega-3-Fettséuren wenigstens 85 Gew.-% ist, wobei EPA und DHA we-
nigstens 80% Gew.-% ausmachen, und die anderen langkettigen G 20, C 21 und C 22 Séuren wenigstens
4,5 Gew.-% der gesamten Fettsduren ausmachen.

7. Zusammensetzung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass EPA und DHA vorhan-
den sind in relativen Mengen von 1:1 bis 2:1.

8. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Fetts&uren in Form von
funktionellen Derivaten vorhanden sind.

9. Zusammensetzung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die funktionellen Derivate der
Fettsauren pharmazeutisch annehmbare Salze sind.

10. Zusammensetzung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das funktionelle Derivat ein
Ester, insbesondere ein Alkylester, ist.

11, Zusammensetzung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Fettséuren vorhanden
sind in der Form von Athylestern.

12. Zusammensetzung nach einem der vorherigen Anspriiche fiir die Behandlung oder Prophylaxe von
mehrfachen Risikofaktoren fiir kardiovaskulére Krankheiten.

13. Verfahren fiir die Herstellung einer Fettsiurezusammensetzung geméss einem der Anspriiche 1—
10, dadurch gekennzeichnet, dass marines Rohmaterial den folgenden Schritten in beliebiger Reihenfol-
ge unterworfen wird: Transveresterung, Konzentration via Harnstofffraktionierung, molekulare Destil-
lation und/oder Gberkritischer flissiger Extraktion oder Chromatographie, wobei eine Hauptfraktion, be-
stehend im wesentlichen aus Estern der Omega-3 C 20:5 und C 22:6 S&uren, isoliert wird, ergebend eine
gesamte Menge an langkettigen Omega-3-Fetiséure-Estern von wenigstens 80 Gew.-%, wobei die
Harnstofffraktionierung und die molekulare Destillation ausgefiihrt werden unter schonenden Bedingun-
gen, um eine Oxydation und Isomerisation der Omega-3-S&uren zu vermeiden.

14. Verwendung von marinem Olkonzentrat, enthaltend wenigstens 80% langkettige Omega-3-Fett-
siuren oder funktionelle Derivate davon, wobei (al-Z)-5,8,11,14,17-Eikosapentaenséure, EPA, und (al-
7)-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenséure, DHA, vorhanden sind in relativen Mengen von 1:2 bis 2:1 und
wenigstens 75 Gew.-% der gesamien langkettigen Fettsduren ausmachen, fir die Herstellung eines
pharmazeutischen Préparates fir die Behandlung oder Prophylaxe von mehrfachen Risikofaktoren fir
kardiovaskulare Krankheiten.

15. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Fetisdurezusammen-
setzung geméss einem der Anspriiche 1 bis 12 und einen pharmazeutisch annehmbaren Tréger und/oder
Fullstoff enthalt.

16. Verfahren fir die Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung fiir die Behandlung oder
Prophylaxe von mehrfachen Risikofaktoren fir kardiovaskuldre Krankheiten, dadurch gekennzeichnet,
dass man ein pharmazeutisch annehmbares Tragermaterial oder Verdiinnungsmitte! in ein marines Olkon-
zentrat inkorporiert, enthaltend wenigstens 80 Gew.-% an langkettigen Omega-3-Fetis&uren oder funk-
tioncllen Derivaten davon, wobei (all-2)-5,8,11,14,17-Eikosapentaenséure, EPA, und (all-Z)-
4,7,10,13,16,19-Docosahexaenséure, DHA, vorhanden sind in relativen Mengen von 1:2 bis 2:1, und we-
nigstens 75 Gew.-% der gesamten Fettsduren ausmachen.
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