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Zusammenfassung

Arzneimittel enthaltend als Wirkstoff ein polymeres Guanidinderivat auf Basis eines Diamins,
welches Oxyalkylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthilt, wobei das Guanidinderivat
ein Produkt der Polykondensation eines Guanidin-Séaureadditionssalzes mit einem Diamin,
welches Polyalkylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthilt, darstellt, sowie dessen

pharmazeutisch akzeptable Salze.
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Zytostatisches Arzneimittel

Die Erfindung betrifft ein Arzneimittel, insbesondere ein Zytostatikum.

In der westlichen Zivilisation erkrankt ein Drittel der Menschen an Krebs mit einer
Mortalititsrate von nicht weniger als 75%. Bosartige Tumore werden heutzutage zytostatisch
behandelt.

In der Chemotherapie dieser Erkrankungen besteht das Hauptproblem darin, dass die
Krebszellen nur zu einem bestimmten Prozentsatz auf das applizierte Zytostatikum
ansprechen. Dariiberhinaus kann selbst bei Ansprechen des Tumors auf die Behandlung oft

keine vollstindige Remission erwartet werden.

Ein aktueller Trend zur Effizienzsteigerung der Chemotherapie ist die Polychemotherapie, d.1.
der Einsatz mehrerer Zytostatika. Immer hdufiger werden zur Verbesserung der Krebstherapie
verschiedene Zytostatika mit verschiedenen Angriffspunkten kombiniert. Dadurch wird
einerseits eine bessere Wirkung erzielt und andererseits dem Problem einer zunehmenden

Resistenzentwicklung entgegengewirkt.

Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, durch Mitverabreichung von Zytoprotektoren die
gesunden Zellen vor dem Zytostatikum selektiv zu schiitzen, wodurch eine héhere Dosis bel

gleichzeitig geringeren Nebenwirkungen verabreicht werden kann (z.B. Taxane).

Trotz dieser MaBnahmen ist die Nebenwirkungsrate bei der Chemotherapie immer noch sehr
hoch. Gerade aus diesem Grund ist es von grofler Bedeutung, Wirkstoffe zu entwickeln, die
sowohl eine gute Wirksamkeit als auch eine gute Vertraglichkeit aufweisen, d.h. ein

mdglichst breites therapeutisches Fenster besitzen.

Die Erfindung setzt sich zum Ziel, ein Zytostatikum zur Verfligung zu stellen, welches im
Vergleich zu herkémmlichen Zytostatika, wie 5-Fluorouracil, Cisplatin, Epirubicin und

Mitomycin C ein breiteres therapeutisches Fenster aufweist.

Das erfindungsgemiBe Arzneimittel enthélt als Wirkstoff ein polymeres Guanidinderivat auf
Basis eines Diamins, welches Oxyalkylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthilt, wobei
das Guanidinderivat ein Produkt der Polykondensation eines Guanidin-Saureadditionssalzes
mit einem Diamin, welches Polyalkylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthilt,

darstellt, sowie dessen pharmazeutisch akzeptable Salze.
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Eine bevorzugte Ausflihrungsform des erfindungsgeméBen Arzneimittels ist dadurch
gekennzeichnet, dass als Vertreter der Reihe der Polyoxyalkylen-Guanidin-Salze solche unter
Einsatz von Triethylenglykoldiamin (relative Molekularmasse: 148), von
Polyoxypropylendiamin (relative Molekularmasse: 230) sowie von Polyoxyethylendiamin

(relative Molekularmasse: 600) sind.

Als Wirkstoff ist besonders bevorzugt Poly-[2-(2-ethoxy-ethoxyethyl)-guanidinium-
hydrochlorid] mit mindestens 3 Guanidiniumresten enthalten, wobei die mittlere
Molekularmasse insbesondere im Bereich 500 und 3.000 D liegt.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung eines polymeren Guanidinderivates auf Basis
eines Diamins, welches Oxyalkylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthilt, wobei das
Guanidinderivat ein Produkt der Polykondensation eines Guanidin-Sdureadditionssalzes mit
einem Diamin, welches Polyalkylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthdlt, darstellt,

sowie deren pharmazeutisch akzeptable Salze, zur Herstellung eines zytostatisch wirksamen

Arzneimittels.

Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der Polyoxyalkylen-Guanidin-Salze, hergestellt
unter Einsatz von Triethylenglykoldiamin (relative Molekularmasse: 148), von
Polyoxypropylendiamin (relative Molekularmasse: 230) sowie von Polyoxyethylendiamin

(relative Molekularmasse: 600).

Die erfindungsgemiB eingesetzten polymeren Guanidinderivate sind aus der
PCT/ATO01/00134 bekannt. Durch die Bezugnahme wird der Inhalt dieser Literatur in die

vorliegende Beschreibung aufgenommen.

Die Herstellung eines bevorzugten Vertreters der erfindungsgemif eingesetzten
Verbindungen sowie der Nachweis der zytostatischen Wirksamkeit werden nachfolgend

beschrieben.

Stellvertretend fiir die erfndungsgemiB eingesetzte Verbindungsklasse wird nachfolgend die
zytostatische Wirksamkeit von Poly-[2-(2-ethoxy-ethoxyethyl)-guanidinium-hydrochlorid]
mit einer mittleren Molekularmasse von 1000 D beschrieben (CAS Nr. 374572-91-5).
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Zur Herstellung dieser Verbindung wurden 4,43 Mol Guanidiniumhydrochlorid in 4,03 Mol
Triethylenglycoldiamin bei 50°C gelost. AnschlieBend wurde auf 120°C erwédrmt und 2
Stunden bei dieser Temperatur geriihrt. Danach wurde die Temperatur 2 Stunden gehalten,
dann ein Vakuum (0,1 bar) angelegt und 2 weitere Stunden unter Vakuum bei 170°C geriihrt.
AnschlieBend wurde auf Normaldruck beliiftet, auf 120°C abkiihien gelassen und mit
entmineralisiertem Wasser auf ca. 50% verdiinnt. Mit Phosphorsédure wurde auf einen pH von
ca. 6 neutralisiert, abkiihlen gelassen und auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt. Das
Molekulargewicht wurde mit 1000 D bestimmt.

Nachweis der zytostatischen Wirksamkeit

Untersucht wurden Zellreihen von Colon-Karzinom und Pancreas-Karzinom, wie Capan-1,
DLD-1, HT 29, HCT-8, MIA-PA-CA2, PANCI, BXPC-3, ASPC-1, und HT-29. Die
getesteten Karzinomzellreihen wurden in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Nach dem
Auftauen wurden die Karzinomzellen in Kulturflaschen mit RPMI-1640 + Glutamin Medium
(Gibco Nr. 5240025) bei 37°C/5 % CO, Atmosphére bis zu 14 Tagen kultiviert, so da8} sich
ein Monolayer von Zellen bilden konnte. Danach wurden die Zellen mit Trypsin + EDTA
(Gibco Nr. 15400-054) geerntet und mit RPMI-Medium zweimal gewaschen.

Dariiber hinaus wurden Lymphozyten von gesunden Probanden untersucht. Hierbei wurde
eine Gesamtmenge von 100 ml Blut in EDTA-Rohrchen entnommen. Die Lymphozyten
wurden aus dem Vollblut mittels Mono-Poly-Resolving Medium/Ficol-Hypéque-gradient |
gewonnen, dreimal mit HBSS-Puffer gewaschen und auf diese Weise vorbereitet in den

Testansatz eingesetzt.

Neben dem Poly-[2-(2-ethoxy-ethoxyethyl)-guanidinium-hydrochlorid] wurden die
Chemotherapeutika Cisplatin, Epirubicin, Mitomycin-C und 5-Fluorouracil als Vergleich
getestet. Dazu wurden die Verbindungen zunéchst nach den jeweiligen Vorschriften des
Herstellers gelost und als Stammldsung zu je 1 ml (Wirkstoffkonzentration 1000 pg/ml) bei —
180°C in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Geldste Substanzen wurden noch am selben Tag

verwendet,

Fiir die Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit der Substanzen wurden die Karzinomzellen
aus den Kulturflaschen mit RPMI gewaschener Suspension in einer Konzentration von 20.000
Zellen in 200 pl in Mikrotiter-Platten iiberfiihrt. In Gegenwart von variierenden
Konzentrationen der Testsubstanzen wurden die Karzinomzellen anschlielend bei einer
Temperatur von 37°C und 5 % CO,-Atmosphire fiir drei Tage inkubiert. Fur das Poly-[2-(2-
ethoxy-ethoxyethyl)-guanidinium-hydrochlorid] wurden Konzentrationen von 0,12 bis 500
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ng/ml (Faktor 2 Verdiinnungen) in allen Versuchsanordnungen verwendet. Nach der
dreitdgigen Bebriitungszeit erfolgte die Evaluierung mittels des nichtradioaktiven
Zellproliferations- und Zytotoxizititstests EZ4U (Biomedica Nr. BI-5000 10 x 96
Bestimmungen). Nach drei Stunden Inkubation mit EZ4U erfolgte photometrisch die
Evaluierung bei einer Wellenldnge von 49/630 nm im Dias-Photometer (Extinktion der
Testprobe durch Extinktion des Kontrollprobe-Leerwertes) in Prozent.

Die Vitalitit der Lymphozyten wurde in einer Suspension von 1,2 x 10"/ml in variierenden
Konzentrationen der Priifsubstanzen bestimmt. Die Zellsuspensionen wurden in Gegenwart
der Priifsubstanzen fiir 24 Stunden bei 37°C und 5 %iger CO, Atmosphire inkubiert und
danach mit Trypan-Blau gefirbt. Nach der Farbung wurden die Lymphozyten auf die '
Zihlkammer aufgebracht und auf ihre Vitalitdt in Prozent evaluiert.

Der Wirkstoff Poly-[2-(2-ethoxy-ethoxyethyl)-guanidinium-hydrochlorid] besitzt, bei
geringer Toxizitdt und guter Vertraglichkeit aus pharmakologischer Sicht, giinstige
pharmakodynamische Eigenschaften und kann daher als Heilmittel in der onkologischen
Therapie verwendet werden. Insbesondere zeigt die Substanz eine ausgezeichnete
zytostatische Wirksamkeit, wie sich durch Untersuchungen unter Verwendung von mehreren
Karzinomzellreihen, wie z.B. Colonkarzinom (HT-29, HCT-8, DLD-1) oder
Pankreaskarzinom (ASPC-1, BXPC-3, CAPAN-1, PANC-1) zeigen la6t.

Zudem besitzt der erfindungsgemiB eingesetzte Wirkstoff ein breites therapeutisches Fenster,
denn wihrend die zytostatische Wirkung bei Karzinomzellen bereits ab einer Konzentration 2
bis 16 pg/ml auftritt (Tabelle 1 und 2), wurde bei gesunden, korpereigenen Zellen, wie
Lymphozyten, diese Wirkung erst bei Konzentrationen ab 100 pg/ml beobachtet (Tabelle 4).
Tabelle 3 zeigt zum Vergleich die zytostatische Wirksamkeit von 5-Fluorouracil, Cisplatin,
Epirubicin und Mitomycin C.

Nach systemischer Verabreichung (intravends oder intraperitoneal) von Poly-[2-(2-ethoxy-
ethoxyethyl)-guanidinium-hydrochlorid]in Mengen bis zu 15 mg/kg Kérpergewicht werden in
der Ratte im Blut Serumkonzentrationen bis zu 100 pg/ml nach zwei Stunden gemessen, bei
gleichzeitig guter Vertraglichkeit. Daher kann Poly-[2-(2-ethoxy-ethoxyethyl)-guanidinium-
hydrochlorid] als Zytostatikum verwendet werden.

Die erfindungsgemiB eingesetzten Wirkstoffe knnen in an sich bekannter Weise zu
pharmazeutischen Préparaten vearbeitet werden, und zwar allein oder gemeinsam mit

anorganischen oder organischen, pharmakologisch indifferenten Hilfsstoffen.
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Patentanspriiche:
: : /
1. Arzneimittel enthaltend als Wirkstoff ein polymeres Guanidinderivat auf Basis eines

Diamins, welches Oxyalkylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthilt, wobei das |
Guanidinderivat ein Produkt der Polykondensation eines Guanidin-Saureadditionssalzes mit
o : : .

einem Diamin, welches Pol)cﬁ[kylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthilt, darstellt,

sowie dessen pharmazeutisch akzeptable Salze.

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Vertreter der Reihe
der Polyoxyalkylen-Guanidin- .§alze solche unter Einsatz von Triethylenglykoldiargin (relative
Molekylarmasse 148), von Polyoxypropylendxamm (relative Molekularmasse: 230) sowie
von Polyoxyethylendlamm (relatwe Molekularmasse: QOO) sind.

.

3. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass als
Wirkstoff Poly—[2-(2-ethbxy—ethoxyethyl)-guanidinium-hydrochlorid] mit I}}indestens 3

Guanidiniumresten enthalten ist.

4. Arzénimittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die mittlere
Molekularmasse des Wirkstoffes im Bereich 500 bis 3.000 liegt.

S. Verwendung eines polymeren Guanidinderivates auf Basis eines Diamins, welches
Oxyalkylenketten zwischen zwel Aminogruppen enthélt, wobei das Guanidinderivat ein
Produkt der Polykondensation eines Guanidin-Saureadditionssalzes mit einem Dlamm
welches Po]yalkylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthilt, darstellt, sowie deren
pharmazeutnsch akzeptable Salze, zur Herstellung eine$ zytostatisch wirksamen Arzneimittels.

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass als Vertreter der Reihe
der Polyoxyalkylen -Guanidin-Salze solche unter Einsatz von Triethylenglykoldiamin (relative
Molekularmasse: 148), von Polyoxypropylendlamm (relative Molekularmasse: 230) sowie

von Polyoxyethylendlamm (relatlve Molekularmasse: 600) sind.
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Patentanspriiche:

1. Arzneimittel enthaltend als Wirkstoff ein polymeres Guanidinderivat auf Basis eines
Diamins, welches Oxyalkylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthilt, wobei das
Guanidinderivat ein Produkt der Polykondensation eines Guanidin-Sdureadditionssalzes mit
einem Diamin, welches Pol g ylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthélt, darstellt,

sowie dessen pharmazeutisch akzeptable Salze.

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Vertreter der Reihe
der Polyoxyalkylen-Guanidin-Salze solche unter Einsatz von Triethylenglykoldiamin (relative
Molekularmasse: 148), von Polyoxypropylendiamin (relative Molekularmasse: 230) sowie

von Polyoxyethylendiamin (relative Molekularmasse: 600) sind.

3. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass als
Wirkstoff Poly-[2-(2-ethoxy-ethoxyethyl)-guanidinium-hydrochlorid] mit mindestens 3

Guanidiniumresten enthalten ist.

4. Arzenimittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die mittlere
Molekularmasse des Wirkstoffes im Bereich 500 bis 3.000 liegt.

5. Verwendung eines polymeren Guanidinderivates auf Basis eines Diamins, welches
Oxyalkylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthélt, wobei das Guanidinderivat ein
Produkt der Polykondensation eines Guanidin-Saureadditionssalzes mit einem Diamin,
welches Polyalkylenketten zwischen zwei Aminogruppen enthilt, darstellt, sowie deren
pharmazeutisch akzeptable Salze, zur Herstellung eines gytostatisch wirksamen Arzneimittels.

0. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass als Vertreter der Reihe
der Polyoxyalkylen-Guanidin-Salze solche unter Einsatz von Triethylenglykoldiamin (relative
Molekularmasse: 148), von Polyoxypropylendiamin (relative Molekularmasse: 230) sowie

von Polyoxyethylendiamin (relative Molekularmasse: 600) sind.
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