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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung liegt innerhalb des pharmazeutischen Gebietes, speziell zur Behandlung
von Gelenkerkrankungen wie rheumatoide Arthritis und Osteoarthritis.

STAND DER TECHNIK

[0002] Chitin und Chitosan sind Biopolymere, die typischerweise aus dem Abfall von Krebsschalen erhalten
werden, aber auch von bestimmten Pilzen erhalten werden kdnnen. Chitosan kann aus Chitin durch chemische
Deacetylierung hergestellt werden. Dies wird normalerweise durch Hydrolysieren der N-Acetylbindung in Chitin
mit konzentriertem Alkali (40-50% NaOH oder KOH) erreicht. Definitionsgemaf wird Chitosan generell als ein
Copolymer von D-Glucosamin (GIcN) und N-Acetyl-D-Glucosamin (GIcNAc oder NAG) beschrieben, das in
Wasser bei pH-Werten oberhalb von 6,2 — dem isoelektrischen Punkt der freien Aminogruppe — unlslich ist,
aber bei pH-Werten unterhalb von 6,2 sich I6st (Siehe Schema 1 und 2). In Chitosan sind 65-100% der Mono-
mereinheiten D-Glucosamin, was gewdhnlich als 65-100% deacetyliertes Chitin bezeichnet wird. Die chemi-
schen und biologischen Eigenschaften von Chitosan werden direkt durch den Deacetylierungsgrad (DDA) und
den Polymerisationsgrad (DP) beeinflusst, d.h. der Kettenlange von dem Polymer.

[0003] In Ldsung bei einem pH-Wert unterhalb von 6.2, und wenn die Amingruppen der D-Glucosaminreste
protoniert sind, ist Chitosan ein positiv geladenes Polymer. Als Amin ist Chitosan eine schwache Base und
kann mit Sduren, wie Carbon- und Mineralsauren, Salze bilden. Die meisten dieser Salz sind wasserloslich.

[0004] In seiner natlrlichen Form ist Chitin in Wasser unléslich. Es kann jedoch durch partielle Deacetylierung
mittels Alkalibehandlung wasserléslich gemacht werden [1]. Teilweise deacetyliertes Chitin mit einem DDA von
35-50 ist Uber einen weiten PH-Bereich in Wasser 16slich. Diese Form des wasserléslichen Chitins ist als ein
exzellentes Substrat fiir Chitin-umwandelnde Enzyme [2, 3] aufgezeigt worden. Darliber hinaus ist gezeigt wor-
den, dass die Herstellung von wasserldslichem Chitin ein notwendiger Schritt ist, um eine hohe Ausbeute von
Chito-Oligomeren bei der Verwendung von Chitinasen zu erhalten, da unlésliches Chitin sehr langsam durch
Chitinasen hydrolysiert wird [1].
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Schema 1. Struktur des vollstéandig acetylierten Chitins (Poly-N-Acetyl-D-Glucosamin).
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[0005] Chito-Oligomere (COs) und Chitin und Chitosan mit niedrigem Molekulargewicht sind kirzere Seg-
mente, die aus den Polysacchariden mit hdherem Molekulargewicht durch Hydrolyse der beta-(1,4)-Bindun-
gen, die die Monomere verbinden, hergestellt werden. Chito-Oligomere bezeichnet hierin kurze bis mittellange
Polymere, die vorzugsweise einen Polymerisationsgrad (DP) in dem Bereich von 2 bis 50 aufweisen, entspre-
chend einer Molekularmasse von etwa 360 bis etwa 10.000 Dalton. COs, die aus wasserléslichem Chitin her-
gestellt sind (DDA 35-50%), behalten ihre Wasserloslichkeit bei. COs werden entweder chemisch unter Ver-
wendung starker Sauren wie Salzsaure hergestellt, was die Hydrolyse von der beta-(1,4)-Bindung bei hohen
Temperaturen katalysiert, oder unter Verwendung der enzymatischen Hydrolyse [4, 5]. Die enzymatische Hy-
drolyse wird bevorzugt, da der Prozess einfacher zu kontrollieren ist und die Bedingungen viel milder sind und
ein geringeres Risiko an Nebenreaktionen beinhalten, die in chemischen Modifikationen von dem Material re-
sultieren.

[0006] Arthritis ist eine allgemeine Bezeichnung fiir Gelenkentziindung(en) und wurde ehemals verwendet,
um alle Gelenkerkrankungen einzuschlieRen. Osteoarthritis ist die gewdhnlichste Form der Gelenkerkrankung,
wobei eine Schadigung der Oberflache des Gelenkes und eine krankhafte Reaktion in dem darunterliegenden
Knochen vorliegt. Andere Begriffe, wie ,Osteoarthrose", ,Arthrose" und ,degenerative Gelenkerkrankung",
werden auch verwendet, um diese Erkrankung zu beschreiben. Die Krankheit befallt hauptsachlich die Knie,
Huften und Hande (am haufigsten), sowie den Fufl und den Hals und den Riicken. Die rheumatoide Arthritis
ist eine verbreitete entzindliche Erkrankung der Gelenke, die eine Entziindung der auskleidenden Membran
des Gelenkes (Synovium) verursacht. Dies resultiert in einem starkeren Anschwellen und anderen Entzin-
dungsanzeichen als in der Osteoarthritis Ublich und kann zu schwerer Schadigung von den Gelenken fuhren.

Bioaktivitat der Chito-Oligosaccharide:

[0007] Die biologische Aktivitat von Chitin und Chitosan ist mehr als reichlich in der Literatur dokumentiert.
Bioaktivitatsuntersuchungen haben deutlich die Bedeutung des Polymerisationsgrades (DP) sowie des Dea-
cetylierungsgrades (DDA) nachgewiesen [6]. In Pflanzen sind die Oligomere mit DP 5-7 mehr aktiv als mit DP
1-4 [7]. Die Ursache ist mit der Fahigkeit der sogenannten Chitinase-ahnlichen Proteine (CLPs), Chito-Oligo-
mere zu binden, verbunden worden. Diese Proteine teilen eine hohe Sequenzhomologie und eine strukturelle
Verwandtschaft mit den Chitinasen der Familie 18 [8]. Den CLPs fehlt die katalytische Aktivitat aufgrund einer
einzelnen Punktmutation in ihrer katalytischen Domane, aber sie behalten ihre Fahigkeit der Oligosaccharid-
bindung, die normalerweise 5-7 Chitosan-Oligosaccharideinheiten einschlieft.

N-Acetylglucosamin, Chito-Oligosaccharide und Hyaluronan:

[0008] Glucosamin (GN oder GIcN) ist eine modifizierte Glucose, wobei NH, die OH-Gruppe an dem Kohlen-
stoff in dem Zuckermolekiil ersetzt. In tierischen Zellen wird Glucosamin nur in zwei Formen gefunden; als Glu-
cosamin-6-phosphat (GN-6-P) und N-Acetylglucosamin (NAG oder GlcNAc). Der Aminozucker GN-6-P wird
aus Glutamin und Fructose-6-phosphat (F-6-P) synthetisiert. Diese Reaktion wird durch Glucosaminsynthase
katalysiert und ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Biosynthese von Aminozuckern. GN-6-P ist
der Vorlaufer fir alle Hexosamine und Hexosamin-Derivate. GN-6-P kann nachtraglich durch Acetyl-Coenzym
A zu N-Acetylglucosamin (NAG) acetyliert werden. NAG kann anschlief3end in N-Aceytl-Galactosamin oder
N-Acetyl-Mannosamin umgewandelt werden. Diese drei Aminozucker sind bedeutend in der Glykosylierung
von Proteinen sowie als Bausteine fur Glycolipide, Glycosaminoglycane (GAG), Hyaluronan und Proteoglyca-
ne. Hyaluronan (HA), das Rickgrat von vielen Proteoglycanen, ist ein Polysaccharid (bis zu 25.000 Zuckerein-
heiten), das aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten von NAG und Glucuronsaure (GlcA) zusammen-
gesetzt ist. HA wird als die friheste evolutionare Form von GAG angesehen. HA ist nicht nur ein bedeutendes
Polysaccharid in dem Knorpel, der Synovialflissigkeit, dem Glaskérper des Auges und in der Haut von Wirbel-
tieren, sondern kann auch eine bedeutende Rolle in der Gewebeorganisation, der Morphogenese, der Krebs-
metastasenbildung, der Wundheilung und der Entziindung spielen [9]. Es wird in groen Mengen wahrend der
Wundheilung produziert und ist ein essentieller Bestandteil der Gelenkflissigkeit (Synovialflissigkeit), wo es
als Schmiermittel dient [10]. NAG erhoht in einer dosisabhangigen Weise die Synthese von Hyaluronan durch
Mesothelzellen und Fibroblasten [11]. HA wird von Zellen durch einen Enzymkomplex sezerniert, genannt
HA-Synthasen (HAS), der in der Plasmamembran eingebettet ist [9]. Von diesen Enzymen wird angenommen,
dass sie sich aus Chitinsynthasen oder Cellulosesynthasen entwickelt haben [9]. Eine HA-Synthase (HAST)
der Maus ist in der Lage, HA in vitro zu synthetisieren, wenn sie mit UDP-GIcA und UDP-NAG versorgt wird
[12]. Wenn HAS1 mit UDP-NAG alleine inkubiert wird, synthetisiert sie Chito-Oligosaccharide (COs) [12]. Ein
Nachweis einer dhnlichen Aktivitat von eukariotischen HA-Synthasen in vivo, wiirde auf neuartige Funktionen
fur COs in Saugern hinweisen [9]. COs werden in vivo wahrend der Entwicklung von Wirbeltieren (Xenopus,
Zebrafisch und Maus) produziert, wo die Chitinase-ahnliche DG42/HAS Unterfamilie sowohl COs als auch HA
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wahrend der Differenzierung der Zellen synthetisiert und fir die COs ist gezeigt worden, dass sie fur die Bil-
dung einer normalen anterior-posterior Achse in der spaten Gastrula lebensnotwendig sind [9, 12-16], Uber-
sichtsartikel in [8].

[0009] Neueste Untersuchungen haben auf Verfahren zur Behandlung von Arthritis durch Verabreichen von
Glucosamin hingewiesen. Diese Untersuchungen haben gezeigt, dass das Verabreichen von Glucosamin die
Tendenz hat, den Knorpelmetabolismus zu normalisieren, den Abbau zu inhibieren und die Synthese von Pro-
teoglycanen zu stimulieren, was in der aortialen Wiederherstellung der Gelenkfunktion resultiert. Die therapeu-
tische Wirksamkeit der Behandlung mit Glucosamin ist in einer Anzahl von Tier- und Humanstudien nachge-
wiesen worden.

[0010] Die U.S. Patentschrift Nr. 6,117,851 [17] lehrt, dass (Poly)-N-Acetylglucosamin (poly-NAG), d.h. Chitin
verwendet werden kann, um Osteoarthritis zu behandeln und/oder die Symptome davon zu lindern. Jedoch ist
es unwahrscheinlich, dass Chitin, das sich im Darm wie unlésliche Fasern verhalt, verdaut und absorbiert wird.
Des Weiteren ist es aufgrund seiner schlechten Léslichkeit in dem Darmmilieu nicht wahrscheinlich, dass Chi-
tin durch die kurzlich entdeckte saure Saugerchitinase (AMCase) [18] oder Darmbakterien wirkungsvoll hydro-
lysiert wird, um niedermolekulare Chitinfragmente, die fur die Absorption nutzbar sind, zu produzieren. Teilwei-
se deacetyliertes Chitin ist jedoch bei jedem pH-Wert wasserloslich und jederzeit als Substrat fir die AMCase
oder die Darmflora verfligbar.

Chito-Oligomer-Aktivitat bei Immunantwort und entziindlichen Reaktionen — Chondrozyten und Makrophagen:

[0011] Fur Chitin und Chitosan ist vorgeschlagen worden, dass sie immunostimulatorische Aktivitat in Sau-
getieren besitzen [19-22]. Des Weiteren sind Chitin und Chitosan in der Wundheilung und kinstlichen Hauter-
satzstoffen fir einige Jahre untersucht worden [19-22]. In diesen Untersuchungen haben Chitin und Chitosan
einen signifikanten hemmenden Effekt auf die Stickstoffmonoxid- (NO) Produktion durch aktivierte Makropha-
gen gezeigt. Hexa-N-Acetylchitohexaose (GIcNAc), und Penta-N-Acetylchitopentaose (GIcNAc), hemmten
auch die NO-Produktion, aber mit geringerer Wirksamkeit. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die po-
sitive Wirkung des aus Chitin bestehenden Materials auf die Wundheilung zumindest teilweise zurtickzufiihren
ist auf die Hemmung der NO-Produktion von den aktivierten Makrophagen [23]. Es ist auch gezeigt worden,
dass sowohl Glucosamin als auch N-Acetylglucosamin die NO-Produktion in normalen menschlichen Gelenk-
chondrozyten hemmen und das N-Acetylglucosamin einen neuartigen Mechanismus fir die Hemmung von
entzundlichen Prozessen aufweist [24].

[0012] Das Chitinase-ahnliche Protein YKL-40, auch menschliches Knorpel-Glycoprotein-39 (HC gp-39) ge-
nannt, ist ein Mitglied der Chitinasen der Familie 18 [25]. YK-40 wird durch Chondrozyten, Synovialzellen und
Makrophagen sezerniert [26]. HC gp-39 (YKL-40) scheint in alternden Menschen und jungen Osteoarthritis-Pa-
tienten induziert zu werden [28]. Es ist berichtet worden, dass YKL-40 eine Rolle als Autoantigen in der rheu-
matischen Arthritis (RA) aufweist [29-31] und es in erkranktem osteoarthritischen Knorpel und in Osteophyten,
aber nicht in nicht-erkranktem Gewebe exprimiert wird [32].
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KURZDARSTELLUNG DER ERFINDUNG

[0013] Wir haben nun gefunden, dass Zusammensetzungen, die Chito-Oligomere (2- bis 50-mer) umfassen,
bemerkenswert gute Ergebnisse in der Linderung der Symptome von Gelenkerkrankungen wie Arthritis bereit-
stellen. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass in dieser Beziehung die Chito-Oligomere Gberraschenderwei-
se wirksamer zu sein scheinen als monomeres Glucosamin, insbesondere da die Verabreichung der Oligome-
re die Entzindungen wesentlich vermindert. Wir schlagen vor, dass chitindse Liganden, d.h. Chito-Oligosac-
charide (COs), durch Bindung an YKL-40 oder gleichartige Chitinase-ahnliche Proteine wirken kdénnen, ihre
Expression und/oder ihre Autoantigen-Aktivitat durch Maskieren oder durch Verandern ihrer Epitope zu redu-
zieren.

[0014] Wir haben entziindungshemmende Wirkungen in menschlichen Testpersonen, die an rheumatoider
Arthritis leiden, nach der Verabreichung von Chito-Oligomeren flir 34 Wochen beobachtet. Diese entzin-
dungshemmenden Wirkungen kénnten mdglicherweise Chondrozyten, Makrophagen und moglicherweise
auch Osteoblasten via YKL-40 beeinflussen.

[0015] Vorlaufige Ergebnisse weisen auf die Induktion des Wachstums menschlicher Chondrozyten in vitro
hin, wenn sie mit Chito-Oligomeren inkubiert werden (unverdffentlichte Daten).

[0016] Gemal der hierin vorgestellten Hypothese stellen die Oligomer-Zusammensetzungen der Erfindung
vorteilhafte oligomere Substrate bereit, die Chitinase-ahnliche Proteine blockieren, und sie stellen auch die be-
kannten vorteilhaften Wirkungen der monomeren NAG und GIcN bereit, wenn die Oligomere abgebaut werden.

[0017] Es ist hierin weiter postuliert, dass teilweise deacetyliertes, polymeres, wasserldsliches Chitin desglei-
chen entziindungshemmende Wirkungen und einen therapeutischen Effekt gegen Gelenkerkrankungen be-
reitstellen wird, da solche wasserldslichen Polymere einigen Abbau durch saure Chitinase und mdglicherweise
chitolytische Enzyme zulassen, die durch die Darmflora bereitgestellt werden, durch die in situ Bereitstellung
wasserloslicher Chito-Oligomere und NAG- und Glucosamin-Monomeren.

[0018] In einem ersten Aspekt stellt die Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung, wie in Anspruch
8 festgelegt, bereit, wobei die Oligomere Kettenlangen in dem Bereich von etwa DP 2-50 aufweisen und wobei
der Deacetylierungsgrad von den Oligomeren in dem Bereich von etwa 0-70 ist.

[0019] Ein weiterer Aspekt der Erfindung stellt die Verwendung der Chito-Oligomere fiir die Herstellung von
einem Arzneimittel zur Behandlung von Gelenkerkrankungen bereit, wobei die Chito-Oligomere Oligomere von
N-Acetylglucosamin (NAG) und Glucosamin umfassen, wobei die Kettenlange von den Chito-Oligomeren in
dem Bereich von etwa 1-50 ist, wobei mindestens 60 Gew.-% von den Chito-Oligomeren eine Kettenlange von
2 oder héher aufweisen und wobei der Deacetylierungsgrad von Glucosamin in dem Bereich von etwa 0-50
liegt.

[0020] Die Erfindung stellt in einem weiteren Aspekt die Verwendung von Chito-Oligomeren zur Herstellung
von einem Arzneimittel fur die Behandlung gegen entzindliche Aktivitat in dem menschlichen Korper bereit.

LEGENDEN ZU DEN FIGUREN

[0021] Fig. 1. Biogel P4 GPC-Analyse von Probe 1. DP (Polymerkettenlange) und Homologe von jeder Ket-
tenlange sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.

[0022] Fig. 2. Homolog-Verteilung der Chito-Oligomere in Probe 1 und 2, wie durch MALDI-TOF von den ge-
samten Proben bestimmt. Das relative Signal von der Analyse ist durch Addition der Signale fiir alle Homologe
von DP 2 bis DP 10 und Anpassen auf 100 kalkuliert. Das Signal fur jedes Homolog ist als relatives Signal (%)
wiedergegeben.

[0023] Fig. 3. Kombinierte DP-Verteilung von Chito-Oligomeren von Probe 1 und 2, wie durch MALDI-TOF

MS beurteilt. Homologe fiir jedes DP, von DP 2 bis DP 10, werden, wie in Eiq. 2 gezeigt, addiert und als kom-
binierte relative Signale (%) wiedergegeben.
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DETAILLIERTE BESCHREIBUNG

[0024] Die Zusammensetzung der Erfindung umfasst Oligomere von N-Acetylglucosamin (NAG) und Gluco-
samin, wobei die Chito-Oligomere eine Kettenlange in dem Bereich von etwa 2-50 aufweisen und wobei der
Deacetylierungsgrad von den Oligomeren in dem Bereich von etwa 30-50% (F, = 0,5 - 0,7) liegt.

[0025] Die Bezeichnung Chito-Oligomere, wie sie hierin verwendet wird, bezieht sich auf Oligomere und Po-
lymere von einem oder von beiden von N-Acetylglucosamin (NAG) und Glucosamin, d.h. Oligomerketten mit
einer minimalen Kettenlange von 2 (Dimere). Wie hierin und in den dargelegten Beispielen beschrieben, ist die
Zusammensetzung insbesondere nutzlich fir die Verwendung als ein Arzneimittel.

[0026] Die Bezeichnung Homolog definiert gleich lange Oligomerketten mit demselben Verhaltnis an Mono-
meren, welche eine unterschiedliche Sequenz aufweisen kénnen, d.h. das Homolog A3D2 kann z.B. die Oli-
gomersequenzen A-A-A-D-D und A-A-D-A-D umfassen. (A und D beziehen sich auf N-Acetylglucosamin, be-
ziehungsweise Glucosamin).

[0027] Vorzugsweise befindet sich der Deacetylierungsgrad von den Chito-Oligomeren in dem Bereich von
etwa 35-50%, wie zum Beispiel etwa 40-50%, einschlielich etwa 40% oder etwa 50%. Der Deacetylierungs-
grad DDA kann auch als Acetylierungsfaktor F, wiedergegeben werden, wo z.B. DDA von 30% einem F, = 0,7
entspricht.

[0028] Vorzugsweise weisen mindestens etwa 60% von den Chito-Oligomeren eine Kettenlange in dem Be-
reich von etwa 2-50 auf und insbesondere mindestens etwa 75% und noch bevorzugter mindestens etwa 85%.

[0029] Die Zusammensetzungen der Erfindung kénnen geeigneterweise aus chitinhaltigem Rohmaterial, wie
zum Beispiel Krabbenschalen, erhalten werden. Chitin wird vorteilhafterweise mit einer starken Base deacety-
liert, wie zum Beispiel durch Auflésen von im Wesentlichen trockenem Chitin in einer konzentrierten Baselo-
sung (z.B. 40-60% NaOH oder KOH), bei einer Temperatur in dem Bereich von etwa 70-100°C, einschlielich
von dem Bereich von etwa 70-85°C, wie zum Beispiel etwa 70 bis 90°C, z.B. etwa 70°C, etwa 80°C oder etwa
90°C. Die Zeit der Reaktion und der Konzentration von Chitin kann abhéangig von dem gewiinschten Deacety-
lierungsgrad abgewandelt werden und kann leicht fiir irgendeine besondere Verarbeitungseinheit und einen
besonderen erwiinschten Deacetylierungsgrad optimiert werden. Die Reaktion wird durch Waschen des erhal-
tenen Chitin/Chitosan mit kaltem Wasser angehalten und die resultierende 16sliche Chitinlésung kann einer Hy-
drolyse unterzogen werden, um Chito-Oligomere zu erhalten oder das Material kann mit geeigneten Trock-
nungsmitteln fir eine nachfolgende weitere Verarbeitung oder Lagerung getrocknet werden.

[0030] Wie erwahnt, ist die enzymatische Hydrolyse von dem Chitin/Chitosan bevorzugt, um die Chito-Oligo-
mere zu erhalten, jedoch ist die Verwendung von geeigneten Mineralsauren zur Depolymerisation (z.B. Salz-
saure oder salpetrige Saure) auch durch die gegenwartige Erfindung umschlossen. Verschiedene Chitina-
se-aktive Enzyme sind erhaltlich und kénnen in dieser Hinsicht eingesetzt werden, z.B. Chitinase (EC Nr.
3.2.1.14), erhaltlich von Sigma-Aldrich, auch fir Lysozym (EC Nr. 3.2.1.17) wurde gefunden, dass es Chitina-
se-Aktivitat aufweist (siehe z. B. U.S. Patentschrift Nr. 5,262,310). Die Enzyminkubationsbedingungen (En-
zym/Substrat-Verhaltnis, Temperatur, pH-Wert, Reaktionszeit) kbnnen variiert werden, abhangig von der spe-
zifischen Aktivitat und den optimalen Reaktionsbedingungen von dem eingesetzten Enzym. Wie in Beispiel 2
demonstriert (siehe Probe 1 und 2; Herstellung) kdnnen die Bedingungen optimiert werden, um ein erwiinsch-
tes Verhaltnis von kleinen und mittelgro3en Oligomeren zu erhalten. Langere Oligomere und Polymere (DP 30
und hoher) kdnnen wahlweise von den erwiinschten kurzen und mittellangen Oligomeren abgetrennt werden,
entweder durch praparative Chromatographie oder durch Prazipitation bei einem hohen pH-Wert (etwa pH 9
oder hoher).

[0031] Die Chito-Oligomer-Zusammensetzung kann in geeigneter Weise in einer im Wesentlichen trockenen
Form bereitgestellt werden, umfassend ein Pulver, Flocken oder Fasermaterial, welches zur Einnahme verkap-
selt oder gel6st oder in einer wassrigen Lésung suspendiert sein kann. Solch eine Zusammensetzung kann im
Wesentlichen nur aus den oben erwahnten Oligomeren bestehen, d. h. in dem Bereich von etwa 80-100
Gew.-% der Chito-Oligomere. In nutzlichen Ausfiihrungsformen umfasst die Zusammensetzung in dem Be-
reich von 20-100 nach Gewicht die Oligomere, einschlieBlich etwa 25-95 Gew.-%, wie zum Beispiel 50-90
Gew.-%. Abhangig von dem Herstellungsverfahren kann die Zusammensetzung signifikante Mengen von Salz
auller dem Salz der Oligomere enthalten, z.B. NaCl oder KCI, aber vorzugsweise ist der Gehalt von solchen
Extra-Salzen minimal gehalten. Abhangig von dem Verfahren und den Bedingungen, die wahrend der Hydro-
lyse von dem Rohmaterialpolymer angewendet wurden, sind normalerweise irgendeine Menge der Monomere
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von Glucosamin und NAG in den Zusammensetzungen der Erfindung enthalten, wie zum Beispiel in der Menge
von 0-60 Gew.-% der gesamten Saccharidmenge, wie zum Beispiel weniger als etwa 50 Gew.-%, aber vor-
zugsweise sind die Monomere weniger als etwa 40 Gew.-% von der gesamten Saccharidmenge und als da
sind weniger als etwa 25 Gew.-%, einschliellich weniger als etwa 20 Gew.-%. Unsere Testergebnisse deuten
jedoch darauf hin, dass eine gewisse Menge der Monomere, insbesondere NAG, die in den Zusammensetzun-
gen von der Erfindung vorhanden sind, einen positiven synergistischen Effekt aufweisen kénnen.

[0032] Die Zusammensetzung kann weiterhin ein pharmazeutisch unbedenkliches Hilfsmittel oder Verdin-
nungsmittel, eine Geschmackssubstanz, ein Nahrstoff oder einen Farbstoff umfassen.

[0033] Von den kirzeren Oligomeren wird postuliert, dass sie fir die Aktivitdt von der Zusammensetzung der
Erfindung hdchst wichtig sind. In einer gebrauchlichen Ausfihrungsform weisen mindestens etwa 10 Gew.-%
der Oligomere von der Zusammensetzung eine Kettenlange von 2 bis 12 auf, insbesondere mindestens 15
Gew.-%, einschliellich mindestens 25 Gew.-% und sogar noch bevorzugter weisen mindestens 50 Gew.-%
von den Oligomeren eine Kettenlange von 2 bis 12 auf. In einer bestimmten Ausfiihrungsform weisen etwa 15
bis 75 Gew.-% der Oligomere eine Kettenlange von 2 bis 12 auf, wie etwa zum Beispiel 50 Gew.-% der Oligo-
mere, vorzugsweise weisen etwa 15 bis 75 Gew.-% von den Oligomeren eine Kettenlange in dem Bereich von
2 bis 9 auf. In bestimmten Ausfiihrungsformen weisen mindestens 50 Gew.-% der Oligomere eine Kettenlange
in dem Bereich von 2 bis 15 auf, wie zum Beispiel mindestens 60 Gew.-%, einschlief3lich mindestens 70% oder
mindestens etwa 80%.

[0034] In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird eine pharmazeutische Zusammensetzung bereitgestellt,
die die Oligomerzusammensetzung der Erfindung, wie hierin beschrieben, umfasst.

[0035] Die pharmazeutische Zusammensetzung soll vorzugsweise in einer Form sein, die fiir die orale Ver-
abreichung geeignet ist, wie zum Beispiel als eine Trockenform, welche leicht aufgelést werden kann, z.B. in
einem Glas Wasser. Solche Formen schlieen Trockenpulver-, Granulat-, Flocken-, Faser- und Pastenformen
ein. Die Zusammensetzung kann jedoch auch in Pillen oder Kapseln enthalten sein.

[0036] In anderen gebrauchlichen Ausflihrungsformen ist die Zusammensetzung der Erfindung in einer Form,
die fur die systemische Verabreichung geeignet ist, wie zum Beispiel intramuskulare, subkutane oder intrave-
ndse Verabreichung. Solche geeigneten Formen sind Losungsformen mit einem pharmazeutisch unbedenkli-
chen Tragerstoff oder Hilfsstoff gemal pharmazeutischen Standardverfahren. Die Lésungsformen sind steril
und der pH-Wert ist geeignet eingestellt und gepuffert. Fir die intravendse Verwendung sollte die Gesamtkon-
zentration der gelésten Substanz kontrolliert werden, um die Praparation isotonisch zu machen.

[0037] Wie in den begleitenden Beispielen demonstriert, ist die pharmazeutische Zusammensetzung brauch-
bar gefunden worden als Behandlung von rheumatischen Gelenkerkrankungen in einer Testperson, die diese
braucht, sie ist insbesondere brauchbar gefunden worden fir die Behandlung von einer Gelenkerkrankung
ausgewahlt aus der Gruppe die Osteoarthritis und rheumatoide Arthritis umfasst. In diesem Zusammenhang
umschlief3t die Behandlung das Lindern der Symptome von der Gelenkerkrankung in einer Testperson, an wel-
che die Zusammensetzung verabreicht wird.

[0038] In noch einem weiteren Aspekt wird eine Zusammensetzung bereitgestellt fur die entziindungshem-
mende Behandlung und die Behandlung von Gelenkerkrankungen, die wasserlosliches teilweise deacetylier-
tes Chitin mit einem Deacetylierungsgrad in dem Bereich von etwa 35 bis etwa 50% umfasst. Die Wasserl6s-
lichkeit von dem Polymer gestattet einen geringen Abbau von dem Polymer durch chitolytische Enzyme, die
durch die Darmflora produziert werden, folglich stellt die Zusammensetzung, wenn sie eingenommen wird, in
situ wasserl6sliche Chito-Oligomere und Glucosamin-Monomere bereit, dabei mit demselben Ausmal} wie die
vorhergehend diskutierten hydrolysierten Chito-Oligomere.

[0039] In noch einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung die Verwendung von solchen Chito-Oligomeren wie
oben beschrieben fiur die Herstellung von einem Arzneimittel zur Behandlung von Gelenkerkrankungen wie
zum Beispiel Osteoarthritis und rheumatoide Arthritis bereit.

[0040] Ineinem weiteren Aspekt wird die Verwendung von den vorstehend beschriebenen Zusammensetzun-
gen zur Behandlung gegen entziindliche Aktivitat in dem menschlichen Koérper bereitgestellt, sowie die Ver-
wendung von den Zusammensetzungen zur Herstellung von einem Arzneimittel zur Behandlung gegen ent-
zuindliche Aktivitat in Knochen- und Magergeweben.
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BEISPIELE

Beispiel 1: Charakterisierung von Chito-Oligomeren: Analytische Methoden
1A: Bestimmung des Wasser- und Aschegehaltes

[0041] Eine Probe von 4-5 g sprihgetrockneter Chito-Oligomere wurde durch Gewichtsbestimmung vor und
nach der Inkubation bei 105°C fiur 3 Stunden auf den Wassergehalt analysiert. Der Aschegehalt wurde durch
vollstandige Verbrennung bei 800°C fir 3 Stunden bestimmt und als Gewichtsprozent des anorganischen
Ruckstandes auf der Basis des Trockengewichtes berechnet.

1B: Bestimmung des Deacetylierungsgrades durch direkte Titration

[0042] Chito-Oligomere (500 mg, korrigiert flir Feuchtigkeit und Asche) wurden mit 125 ml 0,060 N HCI in ei-
nem abgedichteten Erlenmeyer-Kolben gemischt und tUber Nacht bei 22°C in einem Rotationsschuttler (150
min~') aufgelést. Nachfolgend wurden 125 ml destilliertes Wasser hinzugefligt und die Lésung wurde weiter
fur mindestens 15 Minuten geschdttelt. 50,0 g der L6sung wurden in ein Becherglas tberfihrt und mit 0,500 N
NaOH-Lésung unter Verwendung einer Flussgeschwindigkeit von 1,00 ml/min (HPLC-Pumpe) titriert. Der
pH-Wert wurde zwischen pH 1,8 bis 9 kontrolliert und der DDA wurde auf der Basis von dem zwischen den
Wendepunkten der Titrationskurve, von pH 3,75 bis 8,0, verbrauchten Volumen NaOH unter Verwendung der
Gleichung DDA = Vol. (ml) NaOH * 0,0500/100 mg Chitosan berechnet. Jede Probe wurde in dreifacher Aus-
fertigung titriert.

1C: DNS-Assay zur Bestimmung des durchschnittlichen Polymerisationsgrades (DP)

[0043] Der durchschnittliche Polymerisationsgrad (DP-Wert) von der 0,50% Oligomerldsung wurde durch ei-
nen Endpunkttest der Zuckerreduzierung unter Verwendung von 3,5-Dinitrosalicylsdure (DNS) als Reagenz
und Glucose als Standard gemessen. Diese Methode ist urspriinglich durch Miller [34] beschrieben. Ein Volu-
men von 1,00 ml Chitosan-Oligomerlésung (5,00 mg/ml, korrigiert fir Feuchtigkeit und Asche in 0,5% Essig-
saure) wurde mit 2,00 ml DNS-Reagenz gemischt, fur 8 Minuten gekocht, abgekuhlt und bei 2.000 x g fir 3
Minuten zentrifugiert. Die optische Dichte von dem Uberstand wurde in einem Spektralfotometer bei 540 nm
gemessen und der durchschnittliche DP-Wert wurde unter Verwendung der Absorption von 1,00 mg/ml (5,55
mM) Glucose als Standard berechnet. Wasser (1,00 mlin 2,00 ml DNS-L&sung) diente als eine Leerprobe bei
540 nm. Das Durchschnittsmolekulargewicht, das fir die Berechnung von DP verwendet wurde, war 200 Da.
Jede Probe wurde in zweifacher Ausfertigung getestet.

1D: BioGel-P4 Gelpermeationschromatographie-Analyse (GPC)
[0044] Zwei serielle Saulen (Pharmacia) mit BioGel-P4, feine Qualitat (BioRad, Miinchen, Deutschland), wur-
den unter Verwendung von 0,05 M Ammoniumacetat-Puffer als mobile Phase, eingestellt auf pH 4,2 mit 0,23
M Essigsaure, aquilibriert. Die Flussgeschwindigkeit betrug 27,7 ml/Std. Der Nachweis wurde mit einem
Shimadzu RID 6A Brechungsindex-Detektor durchgefiihrt. Die Fraktionen wurden gesammelt, entsprechend
vereinigt und vor der MALDI-TOF MS-Analyse lyophilisiert.
1E: MALDI-TOF Massenspektrometrie-Analyse

[0045] Probenaufbereitung: Losungen von den Proben in H,O (1 pL) wurden auf das Target aufgetragen und
mit 1 pL einer 5%-igen Losung von THAP oder DHB in MeOH gemischt. Nach dem Trocknen bei Raumtempe-
ratur wurde die Probe in 1 yL MeOH wieder aufgeldst, um eine dinne Schicht von sehr feinen Kristallen zu
ergeben, wenn sie bei Raumtemperatur getrocknet wurde.

[0046] Die Massenspekiren wurden mit einem Bruker Reflex Il Instrument (Bruker Daltonik, Bremen,
Deutschland) aufgenommen, wie weiter ausfihrlich beschrieben in [34].

Beispiel 2: Herstellung von Chito-Oligomeren (COs), die fiir die orale Verabreichung gegen Arthritis verwendet
wurden.

Herstellung von Probe 1 (G000823-1K):

[0047] Natriumhydroxid, 25 kg, wurde in 25 kg Wasser in einem 80-L Mixgerat aufgeldst und auf 70°C erhitzt.
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Krabbenchitin (Primex ehf.), 2,5 kg, wurden hinzugefiigt und fiir 20 Minuten geriihrt (15 min™). Die Aufschlam-
mung wurde dann mit Wasser gekuhlt, durch einen Baumwollbeutel (200 x 40 cm) filtriert und fur 10-15 Minu-
ten gewaschen. Das Chitin-Gel wurde zurtick in das Mixgerat Uberfuhrt, der pH-Wert auf 4 durch Hinzufligen
von 30 HCI eingestellt und Wasser hinzugefligt, um ein Volumen von 80 L zu ergeben. Chitinase-Lésung, 380
g (750 U/g), wurden hinzugefligt und das Gel fiir 16 Stunden bei 30°C gerihrt. Das Enzym wurde durch Ein-
stellen des pH-Wertes auf 7 und Erhitzen der Lésung auf 70°C fiir 10 Minuten denaturiert. Nach dem Abkuhlen
wurde die Oligomerlésung durch ein Sieb mit 280 pm Maschenweite gegossen. Die Lésung wurde einer
Spruhtrocknung unter Verwendung eines rotierenden Zerstaubungstrockner-Gerates bei einer Lufteinlasstem-
peratur von 190 00 und einer Luftaustrittstemperatur von 80°C unterzogen. Die Rotorgeschwindigkeit des
Trockners betrug 20.000 min~'. Das feine weife Chitosanpulver, 2.0 kg, bezeichnet als Probe 1, wurde gesam-
melt und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Analyse von Probe 1

[0048] Die sprihgetrocknete Chito-Oligomer-Probe wurde auf Wasser- und Aschegehalt analysiert. Der
Aschegehalt betrug 53,7% (w/w) und Wasser 5,4% (w/w). Chito-Oligomere und Monomere betrugen 40,9%
(w/w). Der Deacetylierungsgrad (DDA) betrug 42,3% +/— 0,1% (SD). Biogel-P4 GPC (Fig. 1) gefolgt durch
MALDI-TOF-Analyse (Tabelle 1) zeigte, dass das Monomer (DP 1) hauptsachlich N-Acetylglucosamin
(GIcNAC) ist, mit einem geringfiigigen Vorkommen von N-Glucosamin (GIcN). Die Dimere (DP 2) waren eine
Gemisch aus (GlcNAc) und (GIcNAc)(GIcN). Die Trimere (DP 3) enthielten (GIcNAc),(GlIcN) als Hauptprodukt
und (GIcNAc), als ein Nebenprodukt. Die Sequenz von dem hauptséchlichen Trimerprodukt wurde bestimmt
als GIcN-GIcNAc-GIcNAc oder D-A-A. Langere Oligomere (DP 4 bis DP 20) wurden in kleineren Mengen ge-
funden, wie nach der Biogel-P4 Analyse zu urteilen. Die Existenz von mittellangen Oligomeren wurde sowohl
durch Biogel-P4 und MALDI-TOF MS-Analyse bestatigt.

Tabelle 1. MALDI-TOF MS von Biogel-P4 GPC-Hochstwerten aus Probe 1, wie in Figur 1 gezeigt. Jeder num-
merierte Hochstwert wurde gesammelt und durch MALDI-TOF MS analysiert. Die Tabelle zeigt die Fraktions-
nummer und die berechneten Oligomere und Homologe von jeder Fraktion.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
D8A4 D6A3 D4A3 D3A3 D2A3 D1A3 D2A2 D1A2 | A2 A2 A
D7A5 D5A4 D3A4 D3A3 D3A2 D1A3 D1A2
D6A6 D4A5 D2A5 D4A2 D2A3

D7A3

D6A4

D5A5
A = GIcNAc und D = GIcN.

Herstellung von Probe 2 (G010430-1K):

[0049] Diese Probe wurde im Wesentlichen durch dasselbe Protokoll hergestellt wie fur Probe 1 beschrieben,
abgesehen von der Enzyminaktivierung (pH-Wert eingestellt auf 8,0 durch 10% NaOH) und dem Sieben, die
Lésung wurde geklart durch Verwendung von einer Alfa-Laval Durchflusszentrifuge (Type: LAPX) bei 9.800
min~". Der Flissigkeitsstrom betrug 520 ml/Min. und der Rotor wurde alle 3-5 Minuten entleert. Das Pellet wur-
de verworfen und die klare Oligomerl6sung wurde wie in Beispiel 2 sprihgetrocknet. Die Produktausbeute be-
trug 1,74 kg Pulver.

Analyse von Probe 2

[0050] Der Aschegehalt dieser Probe wurde mit 48,3% (w/w) gemessen, wobei der NaCl-Gehalt 47,0% be-
trug. Der Wassergehalt betrug 5,0% (w/w). Chito-Oligomere und Monomere betrugen 46,7% (w/w). Der Dea-
cetylierungsgrad (DDA) betrug 38,7% +/- 0,9.

[0051] Die MALDI-TOF MS-Analysen von Probe 1 und 2 sind in Fig. 2 und Fig. 3 gezeigt. Fig. 2 lasst die Ho-
mologverteilung der Chito-Oligomere von DP 2 bis DP 10 erkennen. Die Homologverteilung ist zwischen den
zwei Proben ein bisschen verschieden. Durch Hinzufiigen der unterschiedlichen Homologen fir dasselbe DP
ist es offensichtlich, dass die DP-Verteilung fiir beide Proben ahnlich ist, wie in Fig. 3 gezeigt. Es ist von groler
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Wichtigkeit zu berlcksichtigen, dass die Intensitatssignale fir die unterschiedlichen Oligomere in der MAL-
DI-TOF-Analyse qualitative Signale sind, und nicht quantitative, und insbesondere dass die Hochstwerte der
héheren Oligomere mit relativ niedriger Intensitat als die Hochstwerte der niederen Oligomeren auftreten kon-
nen.

Beispiel 3: Orale Verabreichung von Chito-Oligomeren (COs)

[0052] Testpersonen, die an Arthritis leiden, nahmen téglich Dosen von 3,0 g (1 Teeldffel; 5,0 ml, 1223 mg
COs) des spruhgetrockneten Chito-Oligomer-Pulvers von Probe 1, aufgel6st in Wasser, flir mindestens 5 Wo-
chen bis zu zwei Jahren ein. Zwei von diesen Patienten unterbrachen die Verabreichung fir die Dauer von 5-6
Wochen nach einer durchgehenden Einnahme und starteten dann mit der Einnahme von 2.9 g von Probe 2 (1
Teelo6ffel; 5,0 ml, 1331 mg COs).

Ergebnisse der Verabreichung
Testperson 1: Behandlung von rheumatoider Arthritis

[0053] Eine weibliche Testperson, Alter 55 Jahre, litt an rheumatoider Arthritis. Die Gelenke von beiden Han-
den waren stark geschwollen. Die Finger waren steif und ihre Bewegung verursachte Schmerzen. Die Testper-
son nahm 3 g des Chito-Oligomer-Pulvers von Probe 1 taglich ein. Die Testperson bemerkte eine signifikante
Verbesserung nach 4 bis 5 Wochen. Es war eine bemerkenswerte Linderung der Symptome vorhanden, die
Entziindung liefken nach und die Gelenke der Finger erschienen wieder normal. Es gab eine Linderung der
Schmerzen und die Testperson konnte ihre Finger freier bewegen, was es ihr ermoglichte, schwierige Arbeit
wieder zu tun. Nach etwa 2 Monaten unterbrach sie die Einnahme des Chito-Oligomer-Pulvers fir 5-6 Wo-
chen. Nach 3 bis 4 Wochen kamen die Arthritis-Symptome schrittweise wieder zurlick. Zwei bis drei Wochen
nach dem Einstellen startete sie die tagliche Verabreichung wieder unter Verwendung von 2,9 g von Probe 2
(1331 mg COs), was in der berichteten Linderung in 4 bis 5 Wochen nach dem zweiten Start von der Verab-
reichung resultierte. Die Testperson hat eine tagliche Dosis von Probe 1, 2 und gleichartiger Chito-Oligomer
Produktion ohne Entziindung und Schmerzen flir etwa 21 Monate eingenommen.

Testpersonen 2—4: Behandlung von rheumatoider Arthritis

[0054] Die Testpersonen litten an rheumatoider Arthritis. Sie nahmen 3,0 g des Chito-Oligomer-Pulvers von
Probe 2 taglich ein. Nach einem Monat berichteten die Testpersonen eine signifikante Linderung der RA-Sym-
ptome. Die Entziindung (geschwollene Gelenke) war gelindert und die Gelenke waren weniger steif.

Testpersonen 5-14: Behandlung von Osteoarthritis

[0055] Zehn Testpersonen, die an Osteoarthritis leiden, nahmen jeweils taglich 3,0 g von Probe 1, 2,9 g von
Probe 2 und gleichartiger Chito-Oligomer Produktion. Nach 2 bis 4 Wochen berichteten 8 Testpersonen posi-
tive Ergebnisse, die Entziindung und der Schmerz waren vermindert. Zwei Testpersonen berichteten keine Lin-
derung der Symptome.

[0056] Fur alle untersuchten Testpersonen wurde kein signifikanter Unterschied in der Linderung der Symp-
tome zwischen Probe 1 und 2 gefunden. Variationen in der Probenherstellung, verschieden zu Probe 1 und 2
(héherer DDA, héherer DP) haben nicht zu einer Verbesserung in der Anti-Arthritis-Aktivitat gefihrt, wie durch
die Testpersonen beurteilt. Weitergehende Untersuchungen sind im Gange.

Patentanspriiche
1. Verwendung wasserldslicher Chito-Oligomere von N-Acetylglucosamin (NAG) und Glucosamin zur Her-
stellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Erkrankungen ausgewahlt aus der Gruppe, die Gelenkerkran-
kungen einschlieBlich Osteoarthritis und rheumatoider Arthritis, entziindliche Erkrankungen und andere rheu-
matische Zustande umfasst, wobei sich die Kettenlange der Chito-Oligomere im Bereich von etwa 2-50 befin-
det und wobei sich der Deacetylierungsgrad im Bereich von etwa 0-70% befindet.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei sich der Deacetylierungsgrad der Chito-Oligomere im Bereich von
etwa 30-50% befindet.

3. Verwendung nach Anspruch 1, wobei mindestens etwa 10 Gew.% der Chito-Oligomere eine Kettenlange

11/14



DE 602 19653 T2 2008.01.03

von 2 bis 12 aufweisen.

4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei etwa 15-75 Gew.% der Chito-Oligomere eine Kettenlange von 2
bis 12 aufweisen.

5. Verwendung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung einer Gelenkerkran-
kung ausgewahlt aus der Gruppe, die Osteoarthritis und rheumatoide Arthritis umfasst.

6. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die Behandlung die Symptome der Gelenkerkrankung bei der
Testperson lindert.

7. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Arzneimittel zur oralen Verabreichung bestimmt ist.

8. Pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von Erkrankungen ausgewahlt aus der Gruppe,
die Gelenkerkrankungen einschlief3lich Osteoarthritis und rheumatoider Arthritis, entziindliche Erkrankungen
und anderer rheumatische Zustande umfasst, welche wasserlésliche Chito-Oligomere von N-Acetylglucosa-
min (NAG) und Glucosamin umfasst, wobei sich die Kettenlange der Chito-Oligomere im Bereich von etwa
2-50 befindet und wobei sich der Deacetylierungsgrad im Bereich von 30-50% befindet.

9. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 8, wobei mindestens etwa 10 Gew.% der Chi-
to-Oligomere eine Kettenlange von 2 bis 12 aufweisen.

10. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 9, wobei etwa 15 bis 75 Gew.% der Chito-Oligo-
mere eine Kettenlange von 2 bis 12 aufweisen.

11. Pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung gegen Entziindungen und zur Behandlung von
Gelenkerkrankungen, die wasserldsliches, teilweise deacetyliertes Chitin mit einem Deacetylierungsgrad im
Bereich von etwa 35 bis etwa 50% umfasst.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen

12/14



DE 602 19653 T2 2008.01.03

Anhangende Zeichnungen
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