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Beschreibung

Verwendung von Heparinoid-Derivaten zur Behandlung und Diagnose von
mit Heparinoiden behandelbaren Erkrankungen

Die Erfindung betrifft Heparinoid-Derivate, Verfahren zu deren Herstellung und deren
Verwendung sowoh! bei der Therapie als auch.zu diagnostischen Zwecken, zur
Lokalisation der eingesetzten Dosis, wie auch zur Uberwachung des

Behandlungserfolges von Erkrankungen wie Thrombose und Osteoarthrose.

Heparin ist ein aus tierischen Organen isolierbares, in Mastzellen synthetisiertes hoch-
sulfoniertes Glykosaminoglykan bestehend aus D-Glucosamin und D-Glucuronsaure,
mit einem Molekulargewicht von etwa 17 000 Dalton.

COOH CHzOH ' COOH CHZOH
0803H OSO3H
._.._O & O...._-
0—SO3H HN—SO3H " HN—SO3H

D-Glucosamin und D-Glucurons&ure sind dabei jeweils a-1,4-glykosidisch zum
Disaccharid verbunden und bilden die Heparin-Untereinheiten, die miteinander
ebenfalls a-1,4-glykosidisch zum Heparin verknlpft sind. Die Stellung der Sulfo-
Gruppen kann wechseln; eine Tetrasaccharid-Einheit enthalt 4 bis 5 Schwefelsiure-
Reste. Heparansulfat (Heparitinsulfat) enthalt weniger O- und N-gebundene Sulfo-,
dafiir jedoch N-Acetyl-Gruppen. Man kann Heparin als anionischen Polyelektrolyt
auffassen. Heparin kommt, gebunden an Proteine, besonders in der Leber (griechisch:
hepar) vor und verhindert als Antikoagulans das Gerinnen des im Kérper kreisenden
Blutes. Heparansulfat findet sich als Bestandteil von Proteoglykanen (Perlecan) auf

den Zelloberflachen und in der extrazellufdren Matrix vieler Gewebe. Heparin verstarkt
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die inhibitorische Wirkung des Antithrombins I1l auf Thrombin, wodurch die Katalyse
der Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin durch Thrombin unterbunden wird, sowie
auf verschiedene andere Blutgerinnungs-Faktoren; beispielsweise wird auch die
Umwandlung von Prothrombin in Thrombin verhindert und der Abbau von
Lipoproteinen durch Lipoprotein-Lipase aktiviert.

Heparinoid ist eine Sammelbezeichnung fiir alle Stoffe, die wie Heparin wirken.
Hierher gehdren auch Pentosan-Polysulfat, Xylan-, Dextran- oder Chitinsulfate, Di-,
Tri-; oder Oligomere und Polymere aus lduron/Uronséauren und/oder Glucosamin,
Oligo- oder Polysaccharide aus Pentose- und/oder Hexose-Bausteinen und/oder
Mannitol in zufalliger oder regelmaRiger Anordnung, Heparan-, Heparitin-, Keratan-
oder Dermatansulfate, Hyaluronsaure, Chondroitinsulfat-A, B oder C, unfraktioniertes
Heparin wie auch fraktioniertes Heparin, Enoxaparin, Nadroparin (Fraxiparin),
Dalteparin (Fragmin), Bemiparin, Tinzaparin, Ardeparin, Low Molecular Weight
Heparin (LMWH), Ultra Low Molecular Weight Heparin (ULMWH) oder damit
vergleichbare synthetische Polysaccharide, sowie deren Salze sowie verknlpfte und
quervernetzte Ketten (Di-, Tri- oder Oligomere) der oben genannten Verbindungen,
sowie Heparinoide mit daran gebundenen Peptiden, Proteinen, Lipiden oder

Nukleinsauren.

Enoxaparin ist ein zur Klasse der niedermolekularen Heparine (LMWH) gehorender,
international durch Patente geschitzter Wirkstoff von Aventis Pharma. (US 5,389,618)
Die Anwendung von Enoxaparin zur anti-thrombotischen Therapie ist etablierter Stand
der Technik.

Enoxaparin-Na ist das Natrium-Salz von niedermolekularem Heparin, das durch
alkalische Depolymerisation des Benzylesterderivates von Heparin aus Schweine-
Intestinal-Mucosa gewonnen wird. Die Hauptmenge der Komponenten tragt eine 4-
Enopyranose-uronat-Struktur am nicht-reduzierenden Ende ihrer Kette.

Die durchschnittliche Molekliimasse betragt etwa 4500 Dalton.

Der prozentuale Anteil von Molekulen kleiner 2000 Dalton liegt zwischen 12% und
20%. Der Massenprozent-Anteil der Ketten einer Groke zwischen 2000 und 8000

Dalton liegt zwischen 68% und 88% in bezug auf den European Pharmacopoeia
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calibration reference Standard fur niedermolekulare Heparine. Der Sulfatierungsgrad
liegt durchschnittlich bei 2 Resten pro Disaccharid-Einheit.

Die Enoxaparin-Polysaccharid-Kette ist wie bei Heparin aus alternierenden Einheiten
von sulfatierten Glucosaminen und Uron-Sauren, die durch glycosidische Bindungen
verkniipft sind, zusammengesetzt. Die Struktur unterscheidet sich von Heparin
beispielsweise dadurch, dass durch den Depolymerisierungsprozess eine
Doppelbindung am nicht-reduzierenden Ende der Kette entsteht.

Enoxaparin kann von Heparin unterschieden werden durch UV-Spektroskopie und
durch das "*C nuclear magnetic resonance Spektrum, welche die Doppelbindung im

terminalen Ring zeigen, sowie durch high performance size exclusion chromatography.

Im Krankheitsbild der Osteoarthrose stellt die Degradation des Aggrecans,

des Hauptproteoglykans des artikulren Knorpels, ein sehr friihes und entscheidendes
Ereignis dar. Der pathologische Verlust des Knorpel-Aggrecans resultiert aus
proteolytischen Spaltungen in dessen interglobulérer Domane.
Aminosauresequenzanalysen von Proteoglykanmetaboliten, isoliert aus der
Synovialflissigkeit von Patienten, die an einer Gelenkschadigung, an Osfeoarthrose
oder an einer entziindlichen Gelenkerkrankung leiden, zeigten, dass eine
proteolytische Spaltung bevorzugt zwischen den Aminosauren Glu®® und Ala®* in der
interglobularen Doméne des humanen Aggrecans stattfindet (Lohmander et él.,
Arthritis Rheum. 36, (1993), 1214-1222). Die proteolytische Aktivitat, die.flr diese
Spaltung verantwortlich ist, wird als ,Aggrecanase” bezeichnet und kann zur

Superfamilie der Metalloproteinasen (MP) gerechnet werden.

Bei den Metalloproteinasen ist Zink im katalytisch aktiven Zentrum essentiell.
MP spalten Kollagen, Laminin, Proteoglykane, Elastin oder Gelatin unter
physiologischen Bedingungen und spielen daher eine wichtige Rolle im Knochen und

Bindegewebe.

Eine Vielzahl von verschiedenen MP-Inhibitoren sind bekannt (J.S.Skotnicki et al.,

30 Ann. N.Y. Acad. Sci. 878, 61-72 [1999]; EP 0 606 046; W094/28889).
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Einige dieser Inhibitoren sind beziiglich ihrer Spezifitat wenig charakterisiert; andere
sind mehr oder weniger selektiv vor allem gegen Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)
gerichtet.

Aggrecanase unterscheidet sich von den Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) durch ihre
andersartige, gegen bestimmte, im Aggrecan vorkommende und von MMPs nicht
bevorzugte Spaltstellen gerichtete Spezifitat. Durch die Spaltung entstehen
charakteristische Fragmente, die unter Verwendung geeigneter Antikorper

nachgewiesen werden kdnnen.

In friheren Arbeiten wurde gefunden, dass Enoxaparin dosisabhéngig die
Aggrecanase-Aktivitat in Synovialflussigkeit hemmt und deshalb, intra-artikular |
appliziert, zur Therapie von Osteoarthrose eingesetzt werden kann (DE 100 63 006.5).

Ein inharenter Nachteil von Heparinoiden (Polysacchariden) besteht jedoch darin, dass
diese in ihrer chemischen Struktur keinen analytisch nutzbaren Chromophor enthalten.
Dies hat zur Folge, dass die analytische Uberwachung therapeutisch wirksamer
Konzentrationen durch géngige Analysemethoden wie Hochdruckfliissigkeits-
Chromatographie (HPLC) auf erhebliche Probleme sté[3t.

Zur Uberwachung der antithrombotischen Therapie mit Heparinoiden kann in der
Regel mit ausreichender Empfindlichkeit nur deren biologische Wirkung, die durch
Heparinoide katalysierte Hemmung von Faktor-Xa durch Antithrombin-Ill,
herangezogen werden. h

Dieser Nachteil der Therapie mit Heparinoiden ist besonders dann sehr unbefriedigend
und hinderlich, wenn andere Effekte der Heparinoide als ihre gerinnungshemmende
Wirkung im Zentrum des Interesses stehen oder wenn bei lokal begrenzter Therapie
die genaue Konzentration des Heparinoids am Wirkort, seine Verweildauer und sein
Verteilungsverhalten bekannt sein miissen, wie dies z.B. bei der intraartikularen
Injektion zur Therapie von Osteoarthrose oder fiir die Anwendung bei Schlaganfall,

Angina pectoris, Embolien oder in der Tumortherapie erforderlich ist.
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Andererseits liegt ein grundsétzliches Problem aller bekannten Therapien der
Osteoarthrose in der schwierigen Diagnose des Behandlungserfolges im betroffenen

Knorpel- und Knochengewebe.

Es wurde nun gefunden, dass die erfindungsgemafien Heparinoid-Derivate die

genannten Nachteile beheben kénnen.

Die erfindungsgeméaRen Heparinoid-Derivate zeichnen sich dadurch aus, dass sie

- als starke Inhibitoren auf die Aktivitat von Aggrecanase, hADAMTS1 und Gelatinase
A (MMP-2) wirken und deshalb zur Therapie der Osteoarthrose geeignet sind,

- als gerinnungshemmende Arzneistoffe eine vergleichbare anti-thrombotische
Wirkung zeigen wie Heparin oder Enoxaparin,

- jedoch zugleich, im Gegensatz zu Heparinoiden, am Wirkort durch kernspintomo-
graphische Bildgebungsverfahren (MRI) direkt beobachtbar sind, so dass die lokale
Konzentration nach der Applikation tiberwacht und das Verteilungsverhalten des
Arzneimittels im Patienten verfolgt werden kann. Die erfindungsgemafien Heparinoid-
Derivate sind aus diesem Grund auch besonders fiir die Anwendung bei Schlaganfall,
bei Angina pectoris, bei Embolien und in der Tumortherapie geeignet. Weiterhin
eignen sie sich jedoch auch hervorragend, um bei Osteoarthrose aus dem
Eindringverhalten im Knorpel wahrend der Therapie diagnostische Ruickschlisse auf

den Zustand des erkrankten Bindegewebes zu ziehen.

Die Erfindung betrifft daher Heparinoid-Derivate, enthaltend einen Chelatbildner, der
kovalent an das Heparinoid gebunden ist, und ein paramagnetisches Metallkation aus
der Reihe der Ubergangsmetalle Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Mo, Ru oder der
Lanthaniden La, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb.

Bevorzugte Heparinoide sind beispielsweise Enoxaparin oder Heparin. i

Bevorzugt ist ferner ein Heparinoid-Derivat, das als Chelatbildner Diethylentriamin-
N,N,N",N"",N""-pentaessigsauredianhydrid (DTPA-anhydrid), 1,2-Bis(2-
aminoethoxyethan)-N,N,N';N’-tetraessigséure (EGTA), Ethylendiamin-N,N,N",N"-

tetraessigsaure (EDTA), 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,1 O-tetraessigsaure



10

15

20

25

30

WO 03/018640 PCT/EP02/08909

(DOTA),

1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7-triessigsaure (DO3A), Nitrilotriessigsaure (NTA),
Triethylentetraminhexaessigséure (TTHA), 4-Carboxy-5,8,11-tris(carboxymethyl)-
1-phenyl--2-oxa-5,8,11-triazatridecan-13-oic acid (BOPTA) oder
N,N"-bis(-Pyridoxal-5-phosphate) ethylenediamine-N,N'-diacetic acid (DPDP) enthait.
Bevorzugt werden zur chemischen Modifizierung Anhydride der Chelatbildner
eingesetzt, besonders bevorzugt Diethylentriamin- N,N,N",N"",N""-pentaessigsdure-
dianhydrid (DTPA-anhydrid).

Als paramagnetisches Metallkation besonders bevorzugt ist Gd®, eingesetzt in Form

seiner Salze Gadolinium(lll)-chlorid-hexahydrat oder Gadolinium(lll)-acetat-hydrat.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Hepaﬁnoid-Derivate, worin der Gehalt an
Ubergangselement oder Lanthanid von 1 Mol pro Mol Heparinoid bis zur maximal
moglichen Derivatisierung des Heparinoids reichen kann, bevorzugt von 1 Mol bis

20 Mol pro Mol Heparinoid.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemafien
Heparinoid-Derivate, das dadurch gekennzeichnet ist, dass man das Heparinoid mit
einem aktivierten Chelatbildner zu einem Heparinoidchelat umsetzt und anschliefend

das Ubergangselement oder Lanthanid zufugt.

Bei der Herstellung der erfindungsgemafen Heparinoid-Derivate geht man
beispielsweise so vor, dass zunachst das Heparinoid in einem Puffer gelost wird.
Geeignete Puffer haben einen pH-Wert von 6,0 bis 10,0, bevorzugt pH 8,8.

Die Konzentration der Puffer betragt von 0,01 bis 0,5 molar, bevorzugt 0,1 molar.
Geeignete Puffer sind beispielsweise Carbonatpuffer, Boratpuffer oder biologische
Puffer auf Sulfonsaurebasis, bevorzugt HEPES (N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-(2-
ethansulfonsaure)). Danach wird der aktivierte Chelatbildner zugefiigt, beispielsweise
DTPA-anhydrid. Der aktivierte Chelatbildner kann in fester Form oder als Losung
zugegeben werden.
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Die Reaktion erfdlgt bei einer Temperatur von 8 °C bis 37 °C, bevorzugt 24 °C.
Der pH-Wert wird wahrend der Reaktion bevorzugt konstant gehalten.

Das Verhaltnis von aktivierten Chelatbildner zu Heparinoid betrégt von 1 zu 1 bis

50 zu 1, bevorzugt von 1,5 zu 1 bis 15 zu 1 bezogen auf das Molgewicht.

Danach wird, bevorzugt ohne weitere Reinigung des Heparinoidchelats,

das Ubergangselement oder Lanthanid zugefugt.

Die Komplexbildung erfolgt bei einer Temperatur von 0 °C bis 37 °C, bevorzugt 4 °C.
Der pH-Wert wird auf einen schwach sauren Wert umgestellt und anschlieend
bevorzugt konstant so belassen. Der pH-Werf betragt 6,8 bis 5, bevorzugt pH 6,5.

Das Verhaltnis von Heparinoidchelat zu dem Ubergangselement oder Lanthanid
betragt von 1 zu 1 bis 1 zu 50, bevorzugt von 1 zu 1,5 bis 1 zu 15 bezogen auf das

Molgewicht.

Das erhaltene erfindungsgemaRe Heparinoid-Derivat kann je nach vorgesehener
Verwendung noch weiter gereinigt werden. Beispielsweise kann durch Dialyse oder
Gelfiltration das Salz entfernt werden. Danach kann das erhaltene Produkt
gefriergetrocknet werden.

Enoxapérin und physiologisch vertragliche Salze von Enoxaparin sind bekannt und
lassen sich beispielsweise wie in US 5,389,618 beschrieben herstellen. Es sind
Gemische sulfatierter Polysaccharide mit der Grundstruktur der das Heparin bildenden
Polysaccharide, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie ein mittleres
Molekulargewicht von etwa 4500 Dalton besitzen, das niedriger ist als dasjenige des
Heparins, dass sie zwischen 9 % und 20 % Ketten mit einem Molekulargewicht von
weniger als 2000 Dalton und nur zwischen 5 % und 20 % Ketten mit einem
Molekulargewicht von mehr als 8000 Dalton enthalten und dass in ihnen das
Verhaltnis von gewichtsmittlerem Molekulargewicht zu zahlenmittlerem

Molekulargewicht zwischen 1,3 und 1,6 liegt.
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Die Erfindung betrifft auch Arzneimittel, gekennzeichnet durch einen wirksamen Gehalt
von mindestens einem Heparinoid-Derivat und/oder einem physiologisch vertréglichen
Salz des Heparinoid-Derivats zusammen mit einem pharmazeutisch geeigneten und
physiologisch vertraglichen Tragerstoff, Zusatzstoff und/oder anderen Wirk- und
Hilfsstoffen.

Die Herstellung physiologisch vertraglicher Salze aus zur Salzbildung befahigten
Heparinoid-Derivaten erfolgt in an sich bekannter Weise. Die Carbons&uren bilden mit
basischen Reagenzien wie Hydroxiden, Carbonaten, Hydrogencarbonaten,
Alkoholaten sowie Ammoniak oder organischen Basen, beispielsweise Trimethyl- oder
Triethylamin, Ethanolamin oder Triethanolamin oder auch basischeh Aminosauren,
etwa Lysin, Ornithin oder Arginin, stabile Alkali-, Erdalkali- oder gegebenenfalls
substituierte Ammoniumsalze. Sofern die Heparinoid-Derivate basische Gruppen
aufweisen, lassen sich mit starken Sauren auch stabile Saureadditionssalze herstellen.
Hierfiir kommen sowohl anorganische als auch organische Séuren wie beispielsweise
Chlorwasserstoff-, Bromwasserstoff-, Schwefel-, Phosphor-, Methansulfon-,
Benzolsulfon-, p-Toluolsulfon-, 4-Brombenzol-sulfon-, Cyclohexylamidosulfon-,

Trifluormethyisulfon-, Essig-, Oxal-, Wein-, Bernstein- oder Trifluoressigséaure in Frage.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels, das
dadurch gekennzeichnet ist, dass man die erfindungsgeméaRen Heparinoid-Derivate
mit einem pharmazeutisch geeigneten und physiologisch vertréaglichen Tréger und
gegebenenfalls weiteren geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen in eine geeignete
Darreichungsform bringt. Als haufig verwendete Hilfsstoffe seien Laktose, Mannit und
andere Zucker, Magnesiumcarbonat, Milcheiwei3, Gelatine, Stérke, Cellulose und ihre
Derivate, tierische und pflanzliche Ole wie Lebertran, Sonnenblumen-, Erdnuss- oder
Sesamol, Polyethylenglykol und Lésungsmittel wie steriles Wasser, Dimethylsulfoxid

(DMSO) und ein- oder mehrwertige Alkohole wie beispielsweise Glycerin, genannt.

Aufgrund der pharmakologischen Eigenschaften eignen sich die erfindungsgemafien

Heparinoid-Derivate zur Prophylaxe und Therapie all solcher Erkrankungen, in deren
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Verlauf eine verstarkte katabole Aktivitat von Proteinasen wie Metalloproteinasen eine
mafgebliche Rolle spielt.

Dies ist beispielsweise der Fall bei degenerativen Gelenkerkrankungen wie
Osteoarthrosen, Spondylosen, Knorpelschwund nach Gelenktrauma oder langerer
Gelenksruhigstellung in der Folge von Meniskus- oder Patellaverletzungen oder
Banderrissen; ferner auch bei Erkrankungen des Bindegewebes wie Kollagenosen,
Periodontalerkrankungen, Wundheilungsstbrungen und chronischen Erkrankungen
des Bewegungsapparates wie entztindlichen, immunologisch oder
stoffwechselbedingten akuten und chronischen Arthritiden, Arthropathien, Myalgien
und Stdrungen des Knochenstoffwechsels.

Ebenso kénnen die erfindungsgemalien Heparinoid-Derivate vorteilhaft als anti-
thrombotische Mittel eingesetzt werden. Insbesondere sind sie bei der VerhUtuﬁg von
vendsen Thrombosen in Situationen mit Risiken anwendbar. Dies gilt auch flr
Situationen mit lang anhaltendem Risiko. Insbesondere ermdglichen es die
erfindungsgemanen Heparinoid-Derivate, bei festgelegten Dosen die Risiken

thrombotischer Unfalle in der orthopadischen Chirurgie zu verringern.

Eine vorteilhafte therapeutische Verwendung der erfindungsgemafen Heparinoid-
Derivate beruht auf der Verhiitung arterieller, thrombotischer Unfélle, insbesondere im
Fall eines Herzinfarkts, bei instabiler Angina pectoris oder wiederkehrender Angina.
Eine weitere interessante Anwendung der erfindungsgemafen Heparinoid-Derivate
beruht auf der Moglichkeit, sie zur Verhinderung von vendsen Thrombosen bei
chirurgischen Patienten im post-operativen Bereich zu verwenden. Diese Anwendung
ist iberaus vorteilhaft, da sie es erlaubt, wahrend der Operation die Risiken einer
Hamorrhagie zu vermeiden. Gleichermafen vorteilhaft ist die Anwendung der
erfindungsgemaRen Heparinoid-Derivate nach der Angiographie und in der Stenose-
und Restenose-Therapie.

Weitere mogliche Applikationen der erfindungsgemaRen Heparinoid-Derivate betreffen
vorteilhafte Effekte in der Tumor- und Metastasetherapie der Onkologie

(antiproliferative Wirkung), bei der Therapie entzindlicher Erkrankungen (anti-
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inflammatorische Wirkung), bei Erkrankungen des Zentralen Nervensystems (ZNS),
wie auch bei Transplantationen. Ebenso ist die Applikation méglich bei Ischéamien bei -
Myokardialen und Cerebralen Infarkten (Reduktion der Infarktgrofe), bei Asthma -
(Wirkung auf Tryptase) oder der Angiogenese (férdernde Wirkung der FGF

vermittelten Zellproliferation).

Die Applikation der erfindungsgeméRen Heparinoid-Derivate erfolgt im allgemeinen
parenteral. Sie kann durch subkutane, intraartikulare, intraperitoneale oder intravenose
Injektion erfolgen. Die rektale, orale, inhalative oder transdermale Applikation ist

ebenfalls méglich. Bei Osteoarthrose bevorzugt ist die intraartikulare Injektion.

Vorzugsweise werden die pharmazeutischen Praparate in Dosierungseinheiten
hergestellt und verabreicht, wobei jede Einheit als aktiven Bestandteil eine bestimmte
Dosis des erfindungsgemafRen Heparinoid-Derivats enthalt.

Bei Injektionsldsungen in Ampullenform kann diese Dosis von etwa 0,5 pg bis zu etwa
200 mg betragen, fiir die systemische Gabe vorzugsweise von etwa 10 mg bis 80 mg,
zur lokalen Applikation vorzugsweise 1ug bis 10 mg.

Gegenstand der Erfindung ist éuch die Verwendung der erfindungsgemafien
Heparinoid-Deriyate zur Uberwachung und Diagnose des Krankheitsverlaufes bei
Erkrankungen, an deren Verlauf eine verstarkte Aktivitat von Metalloproteinasen
beteiligt ist.

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung der erfindungsgemafien
Heparinoid-Derivate zur Herstellung eines Diagnosetestsystems.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines solchen
Diagnosetestsystems zur Uberwachung des Behandlungserfolges und funktionalen

Charakterisierung bei Erkrankungen.
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Beispiel 1

Herstellung von Enoxaparin
1. ‘Veresterung

Zu einer Losung von 15 g Benzethoniumheparinat in 75 ml Methylenchlorid gab man
15 ml Benzylchlorid. Die Lésung wurde auf eine Temperatur von 35 °C erhitzt, welche
25 Stunden beibehalten wurde. Man gab dann 90 ml einer 10%igen Natriumacetat-
I6sung in Methanol zu, filtrierte, wusch mit Methanol und trocknete. Man erhielt so 6,5
g Heparinbenzylester in Form des Natriumsalzes, dessen Veresterungsgrad, bestimmt

wie vorstehend angegeben, 13,3 % betrug.
2. Depolymerisation

10 g des vorstehend erhalten Hepérinbenzylester in Form des Natriumsalzes wurden
in 250 ml Wasser geldst. Zu dieser auf 62 °C erhitzten Lésung gab man 0,9 g
Natronlauge. Die Temperatur wurde 1 Stunde und 30 Minuten bei 62 °C gehalten.
Danach wurde das Reaktionsgemisch auf 20 °C abgekiihlt und durch Zugabe von
verdﬁnntef Chlorwasserstoffsdure neutralisiért. Man stellte dann die Konzentration des
Reaktionsmilieus auf 10 % an Natrfumchlorid ein. Das Produkt wurde schlief3lich in
750 ml Methanol ausgefallt, filtriert und getrocknet. Man erhielt so ein Heparin mit den
folgenden strukturellen Merkmalen:

mittleres Molekulargewicht ca. 4500 Dalton

molekulare Verteilung:

20 % Ketten mit einem Molekulargewicht von geringer als 2000 Dalton

5,5 % Ketten mit einem Molekulargewicht von héher als 8000 Dalton

Dispersion: d = 1,39

Beispiel 2

Herstellung eines Enoxaparinderivats (EN-15)
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100 mg Enoxaparin (Feststoff, hergestellt wie in Beispiel 1 beschrieben) wurden in 5
ml eines 0,1-molaren HEPES-Puffers pH 8,8 geldst. Unter Rihren bei 24 °C tropfte
man eine vorbereitete Suspension hinzu, die aus 119 mg Diethylentriamin-
N,N,N",N"",N""-pentaessigsauredianhydrid (DTPA-anhydrid) und 0,34 mi
Dimethylsulfoxid zubereitet wurde, entsprechend einem 15-fachen molaren
Uberschuss an Reagenz Uber die vorgelegte Menge Enoxaparin.

Wahrend der Zugabe wurde der pH-Wert iberwacht und durch Nachdosieren von
1-molarer Natronlauge bei pH8,8 gehalten. Der Reaktionsansatz wurde bei ‘
Raumtemperatur 30 Minuten lang intensiv gerthrt, der pH-Wert wurde hierbei, falls
erforderlich, weiterhin durch Zugabe von 1-molarer Natronlauge konstant gehalten.
Anschlieftend wurden dem Ansatz 123,8 mg festes Gadolinium(llI)-chlorid-hexahydrat
zugegeben, entsprechend einem ebenfalls 15-fachen molaren Uberschuss tber das
enthaltene Enoxaparin. Durch Titration mit 1N Salzs&ure wurde auf pH 6,5 eingestelit.
Der Reaktionsansatz wurde 24 Stunden bei 4 °C weiter gerihrt.

Die modifizierte Enoxaparinfraktion wurde durch Gelfiltration an Sephadex G-25®

entsalzt und von dem nicht umgesetzten Reagenz abgetrennt. Hierzu kénnen auch

handelstbliche Pharmacia PD-10® Fertigsaulen entsprechend der Beschreibung des
Herstellers eingesetzt werden.

Das modifizierte Enoxaparin wurde gefriergetrocknet.

Es wurde 91 mg eines modifizierten Enoxaparins erhalten. Der Faktor-Xa-Hemmtest
zeigte eine mit dem urspriinglichen Enoxaparin vergleichbare Inhibitorstarke. Die
Analyse des Gadolinium-Einbaus mittels induktiv gekoppelter Plasma-Atom-
Emissionsspektro-metrie ergab einen durchschnittlichen Gehalt von 2 Mol Gadolinium
pro Mol Enoxaparin.

Beispiel 3

Herstellung eines Enoxaparinderivats (EN-15A)
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29 Enoxaparin (Feststoff) wurden in 100 ml eines 0,1-molaren HEPES-Puffers pH 8,8
geldst. Unter Rihren bei 24 °C tropfte man eine vorbereitete Suspension zu, die aus
2,38 g Bis-(2-aminoethyl)-amin-N,N,N",N"",N"*-pentaessigsauredianhydrid (DTPA-
anhydrid) und 6,8 ml Dimethylsulfoxid zubereitet wurde, entsprechend einem 15-
fachen molaren Uberschuss an Reagenz Uiber die vorgelegte Menge Enoxaparin.
Wahrend der Zugabe wurde der pH-Wert tiberwacht und durch Nachdosieren von 1-
molarer Natronlauge bei pH 8,8 gehalten. Der Reaktionsansatz wurde bei
Raumtemperatur 30 Minuten lang intensiv geriihrt, der pH-Wert wurde hierbei, falls
erforderlich, weiterhin durch Zugabe von 1-molarer Natronlauge konstant gehalten.
Anschliefiend wurden in den Ansatz 2,48 g festes Gadolinium(lll)-chiorid-hexahydrat
eingeriihrt, entsprechend einem ebenfalls 15-fachen molaren Uberschuss tber das
enthaltene Enoxaparin. Durch Titration mit 1-molarer Salzsaure wurde auf pH 6,5
eingestellt. Der Reaktionsansatz wurde 24 Stunden bei 4 °C weiter geruhrt.

Die modifizierte Enoxaparinfraktion wurde nun durch 24-stiindige Dialyse gegen
insgesamt 4 Volumina von jeweils 5 | Wasser in einem handelstblichen
Dialyseschlauch (Trenngrenze Molekulargewicht 1000) entsalzt und von dem nicht
umgesetzten Reagenz befreit. Hierbei wurde das vorgelegte Wasser nach 1 Stunde, 3
Stunden und 16 Stunden jeweils durch frisches Wasser ersetzt. Der Schlauchinhalt
wurde anschlieBend gefriergetrocknet.

Es wurde 1,77 g eines modifizierten Enoxaparins erhalten.

Vorzugsweise wurde das Produkt durch Gelfiltration an Sephadex G-25® unter
Verwendung von pyrogenfreiem Wasser nochmals gereinigt.

Der Faktor-Xa-Hemmtest zeigte eine mit dem urspriinglichen Enoxaparin
vergleichbare Inhibitorstarke.

Die Analyse des Gadolinium-Einbaus mittels induktiv gekoppelter Plasma-Atom-
Emissionsspektrometrie ergab einen Gehalt von 5 Mol Gadolinium pro Mol

Enoxaparin.

Beispiel 3a

Herstellung eines Enoxaparinderivats (EN-15B)
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2 g Enoxaparin (Feststoff) wurden in 100 mi eines 0,1-molaren HEPES-Puffers pH 8,8
geldst. Unter Rithren bei 24 °C tropfte man eine vorbereitete Suspension zu, die aus
2,38 g Bis-(2-aminoethyl}-amin-N,N,N",N"",N""-pentaessigsauredianhydrid (DTPA-
anhydrid) und 6.8 ml Dimethylsulfoxid vorbereitet wurde, entsprechend einem 15-
fachen molaren UberschuR an Reagenz tiber die vorgelegte Menge Enoxaparin.
Wahrend der Zugabe wurde der pH-Wert tiberwacht und durch Nachdosieren von 1-
molarer Natronlauge bei pH 8,8 gehalten. Der Reaktionsansatz wurde bei
Raumtemperatur 30 Minuten lang intensiv gertihrt, der pH-Wert wurde hierbei, falls
erforderlich, weiterhin durch Zugabe von 1-molarer Natronlauge konstant gehalten.
AnschlieRend wurden in den Ansatz 2,48 g festes Gadolinium(lii)-chlorid-hexahydrat
eingeriihrt, entsprechend einem ebenfalls 15-fachen molaren Uberschuft tiber das
enthaltene Enoxaparin.

Durch Titration mit 1N Salzsaure wurde auf pH 6,5 eingestellt. Der Reaktionsansatz
wurde 24 Stunden bei 4 °C weiter gerihrt.

Nach Ablauf dieser Zeit gab man 0,4 ml Ethanolamin hinzu und lie® bei
Raumtemperatur noch 30 Minuten lang rihren.

SchlieRlich wurde durch Zugabe von Salzsaure auf pH 7,0 eingestellt, und der
Reaktionsansatz wurde durch Verdiinnung mit dem 4-fachen Volumen an Methanol
prazipitiert. Der Niederschlag wurde Uber ein Filter abgesaugt und mit 30 mi reinem
Wasser sehr konzentriert wieder'gelbst.

Das modifizierte Enoxaparin wurde durch 24-stiindige Dialyse gegen insgesamt 4
Volumina von jeweils 0,5 | Wasser in einem handelstblichen Dialyseschlauch
(Trenngrenze Molekulargewicht 1000) entsalzt und von dem nicht umgesetzten
Reagenz befreit. Hierbei wurde das vorgelegte Wasser nach 1 Stunde, 3 Stunden und
16 Stunden jeweils durch frisches Wassef ersetzt. Der Schlauchinhalt wurde
anschliebend gefriergetrocknet.

Zeitsparend kann die Entsalzung fur kieinere Volumina auch mit einer handelstiblichen
Gelfiltrationssaule durchgefiihrt werden (z.B. Pharmacia HiPrep™ Desalting).

Die entsalzte Fraktion wird dann gleichermafen gefriergetrocknet.

Es wurden 1,86 g eines modifizierten Enoxaparins erhalten. Der Faktor-Xa-Hemmtest
zeigte eine im Vergleich zum urspriinglichen Enoxaparin ungeschwachte

Inhibitorstéirke. Die Analyse des Gadolinjum-Einbaus mittels induktiv gekoppelter
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Plasma-Atom-Emissionsspekirometrie ergab einen Gehalt von 2,7 Mol Gadolinium pro
Mol Enoxaparin.

Beispiel 4

Gemah Beispiel 2 wurden auch Enoxaparinderivate mit dem 3-fachen, dem 8-fachen
und dem 50-fachen Uberschuss an DTPA-anhydrid und Gadolinium(lll)-chlorid-
hexahydrat hergestellt. Die Verbindungen werden im folgenden mit EN 3, EN8 und
EN-50 abgekiirzt bezeichnet.

Ebenso wurde gemaR Beispiel 2 auch ein Praparat hergestellt, welches mit dem
50-fachen Uberschuf an DTPA-anhydrid umgesetzt, anschliefend jedoch nicht mit
Gadoliniumionen beladen wurde. Dieses Produkt, im folgenden als EN-50Z
bezeichnet, entspricht einem Enoxaparinderivat mit erhdhter anionischer Ladung und
entsprechend modulierten pharmakologischen Eigenschaften, welches aber
insbesondere auch-deswegen von Interesse ist, weil es als chelatisierende Vorstufe
auf einfache Weise auch zur Beladung mit anderen, z.B. auch radioaktiven, Kationen

benitzt werden kann.

Beispiel 5
Herstellung eines Heparinderivats (HE-15B)

2 g handelsiibliches Heparin-Natrium (Feststoff; Sigma H4784) wurden in 100 ml eines
0,1-molaren HEPES-Puffers pH 8,8 geldst. Unter Ruhren bei 24 °C tropfte man eine
vorbereitete Suspension zu, die aus 1,19 g Bis-(2-aminoethyl)-amin-N,N,N",N"",N""-
pentaessigsauredianhydrid (DTPA-anhydrid) und 3,4 ml Dimethylsulfoxid vorbereitet
wurde.

Wahrend der Zugabe wurde der pH-Wert tiberwacht und durch Nachdosieren von
1-molarer Natronlauge bei pH 8,8 gehalten. Der Reaktionsansatz wurde bei

Raumtemperatur 30 Minuten lang intensiv gertihrt, der pH-Wert wurde hierbei, falls
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erforderlich, weiterhin durch Zugabe von 1-molarer Natronlauge konstant gehalten.
AnschlieRend wurden in den Ansatz 1.24 g festes Gadolinium(lil)-chlorid-hexahydrat
eingeruhrt.

Durch Titration mit 1N Salzs&ure wurde auf pH 6,5 eingestellt. Der Reaktionsansatz
wird 24 Stunden bei 4 °C weiter gerlhrt.

Nach Ablauf dieser Zeit gab man 0,2 mi Ethanolamin hinzu und liel3 bei
Raumtemperatur noch 30 Minuten lang riihren.

SchlieRlich wurde durch Zugabe von Salzsaure auf pH 7,0 eingestellt, und der
Reaktionsansatz wurde durch Verdtinnung mit dem 4-fachen Volumen an Methanol
prazipitiert. Der Niederschlag wurde Uber ein Filter abgesaugt und mit 30 ml reinem
Wasser sehr konzentriert wieder gelost.

Das modifizierte Heparin wurde nun durch 24-stiindige Dialyse gegen insgesamt 4
Volumina von jeweils 0,5 L. Wasser in einem handelstiblichen Dialyseschlauch
(Trenngrenze Molekulargewicht 1000) entsalzt und von dem nicht umgesetzten
Reagenz befreit. Hierbei wurde das vorgelegte Wasser nach 1 Stunde, 3 Stunden und
16 Stunden jeweils durch frisches Wasser ersetzt. Der Schlauchinhalt wurde
anschlieRend gefriergetrocknet.

Zeitsparend kann die Entsalzung fur kleinere Volumina auch mit einer handelsublichen
Gelfiltrationssaule durchgefiihrt werden (z.B. Pharmacia HiPrep™ Desalting).

Die entsalzte Fraktion wird dann gleichermafen gefriergetrocknet.

Es wurden 1,65 g eines modifizierten Heparins erhalten. Der Faktor-Xa-Hemmtest
zeigte eine im Vergleich zum urspringlichen Heparin ungeschwachte Inhibitorstarke.
Die Analyse des Gadoljnium-Einbaus mittels induktiv gekoppelter Plasma-Atom-

Emissionsspektrometrie ergab einen Gehalt von 1,9 Mol Gadolinium pro Mol Heparin.

Beispiel 6

Testsystem zur Untersuchung der Heparinoid-abhéngigen Hemmung von Faktor Xa

Testprinzip:
Wird eine Testprobe, die ein Heparinoid enthalt, mit Antithrombin 11l und einem
Uberschuss an Faktor Xa versetzt, so inaktiviert das in der Testprobe mit Antithrombin

Il zu einem Komplex gebundene Heparinoid den Faktor Xa. Die Restaktivitat von
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Faktor Xa kann mit einem synthetischen chromogenen Substrat gemessen werden.
Hierbei wird durch enzymatische Spaltung para-Nitroanilin aus dem Substrat
freigesetzt, welches photometrisch durch Messung der Extinktionsanderung pro
Zeiteinheit bei einer Wellenlznge von 405 nm detektiert werden kann. Die Menge des
freigesetzten para-Nitroanilins ist umgekehrt proportional zur Konzentration des
Heparinoids in der Testprobe (Teien M.L. et al., Thromb. Res. 8 (3), 413-6 [1976]).

Mit abgestuften Konzentrationen des Heparinoids im untersuchten Medium wird eine
Eichreihe erstellt (Extinktionsanderung pro Zeiteinheit in Abhéngigkeit von der
Konzentration). Aus der Extinktionsénderung einer Testprobe pro Zeiteinheit lasst sich

im Vergleich die Konzentration des Heparinoids ermittein.

Testdurchfuhrung:

Zur Erstellung der Eichgeraden wird vorzugsweise ein Konzentrationsbereich von

0,5 ug/ml bis 3 ug/mi des Heparinoids verwendet.

Die Proben dieser Konzentrationsreihe werden 1:10 mit 0,046 M Tris-Puffer pH 8,4 ,
der 0,15 M NaCl, 0,007 M EDTA, 0,1% Tween 80 und 0,12 U humanes Antithrombin
11l enthalt, verdunnt. Je 50 pl der verdiinnten Proben werden mit 50 ul bovinem Faktor
Xa (13,6 U/ml) 80 Sekunden lang bei 37 °C inkubiert. Anschlieftend werden 50 pl 1,1
mM chromogenes Substrat S-2765 zugefligt. Die Extinktionsénderung pro Minute wird
photometrisch bei einer Wellenlénge von 405nm gemessen.

Nach dem gleichen Muster wird mit jeweils 50 pi der geeignet vorverdiinnten
Testproben verfahren.

Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse:

Tabelle 1:

Konzen- |Enoxaparin |EN-3 EN-8 [EN-15 EN-50 EN-50Z
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tration

(Hg/ml)*

0,3 0,473 0,431 (0,463 |0,406 0,362 0,439
0,25 0,545 0,491 10,509 (0,486 0,455 0,484
0,2 0,607 0,544 |0,579 {0,577 0,519 0,558
| 0,15 0,671 0,659 0,656 (0,63 0,602 0,643
0,1 0,728 0,711 0,737 (0,71 0,692 0,726
0,05 0,806 0,794 0,808 {0,786 0,793 0,794
0 0,884 0,897 0,897 |0,896 ' |0,907 0,910
Beispiel 7

Aggrecanase Testsystem

Der Test wird im 96-well-Mikrotiterplattenformat durchgeftihrt.
Zur Vorbereitung wird eine Verdiinnungsreihe des gelabelten Enoxaparins in reinem

Wasser angelegt.

Verdauungen:

Pro well wird eine vorgegebene Menge an Synovialflissigkeit oder Aggrecanase-
Aktivitat, welche unter den Testbedingungen eine Extinktion von 1.0 bis 1.4 bei 405nm
bewirkt, mit 3 pl der jeweiligen Verdunnungsstufe des gelabelten Enoxaparins versetzt,
mit Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) auf ein Endvolumen von 300pl
aufgefullt und 1 Stunde lang bei 37°C im COz-Zellkulturbrutschrank inkubiert.
AnschlieRend werden pro well 5 yl einer Lésung von 1 pg/pl Agg1mut-Substrat (nach:
Bartnik E. et al., EP 785274 (1997); Substrat in DMEM) hinzugegeben, und der Ansatz
wird 4 Stunden lang bei 37°C im CO,-Brutschrank verdaut.

Vorbereitung der Testplatte:

Im ersten Schritt wird pro well 1 Stunde lang bei Raumtemperatur mit 10001 einer
Lésung von handelsiiblichem anti-Maus-immunglobulin-G (aus Ziege; 5ug/ml in
physiologischem Phosphatpuffer pH 7.4 [PBS-Puffer]) beschichtet. Nach Waschen der
Platte mit PBS-Puffer unter Zusatz von 0.1% Tween-20 (im Folgenden Waschpuffer
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genannt) wird pro well 1 Stunde lang bei Raumtemperatur mit 100 pl einer L&sung von
5% Rinderserumalbumin in PBS-Puffer unter Zusatz von 0.05% Tween-20 geblockt.
Nach erneutem Waschen mit Waschpuffer wird pro well 1 Stunde lang bei
Raumtemperatur mit 100 pl einer 1:1000 verdiinnten Lsung von BC-3-Antikorper in
PBS-Puffer mit 0.05% Tween-20 und 0.5% Rinderserumalbumin inkubiert;

dieser Antikorper erkennt Aggrecanase-typische Spaltfragmente (Hughes C.E.etal,
Biochem. J. (1995), 305 (3), 799-804).

Testdurchfihrung:

Nach Waschen der Testplatte mit Waschpuffer wird der komplette Ansatz aus der
vorher

durchgefiihrten Verdauung well fur well auf die Testplatte Ubertragen und 1 Stunde
lang bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen der Platte mit Waschpuffer folgt
die Zugabe von 100 pl des zweiten Antikdrpers (goat anti-human IgG, peroxidase-
labeled, 1:1000 in 0,5% BSA/PBS-Puffer/0.05% Tween-20), mit dem wiederum 1
Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert wird.

Nach erneutem Waschen mit Waschpuffer erfolgt die Farbentwicklung durch Zugabe
von 100 pl ABTS-Substratlésung (2 mg/ml 2,2'-Azinobis(3-ethylbenzthiazolin-
sulfonsaure in 40 mM Natriumcitrat mit 60 mM di-Natriumhydrogenphosphat,

mit Essigsaure auf pH 4,4 eingestellt; unmittelbar vor der Messung mit 0,25ml 35%
Wasserstoffperoxid pro ml versetzt). Die Messung erfolgt im Schiittelmodus bei 405
nm gegen ein Referenzfilter (620 nm) mit automatischen Ablesungen in 5-Sekunden-
Intervallen. Der Test wird abgebrochen, sobald eine maximale Extinktion (405 nm) im
Bereich von 1,0 bis 1,4 erreicht ist. |

Tabelle 2:

(Substratumsatz in % im Vergleich zum Umsatz der ungehemmten Aggrecanase)

Konzentration | Enoxaparin {EN-3 EN-8 EN-15 |EN-50 |EN-50Z |HE-15B
(ug/mi)

100 52,1 31,2 26,6 32,2 38,3 8,9 23,4

10 42,2 20,2 20,8 28,5 47,0 15,4 16.8

1 53,8 36,9 43,7 37,6 294 36,4 12,4
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0,1 99,1 87,6 97,5 89,5 88,4 72,9 67,7
0,01 116,4 113,2 [109,8 (106,0 |108,6 (89.9 92,1
10,001 118,0 115,3 [110,0 |109,5 |111,2 |956.8 95,0
0,0001 107,8 107,2 |106,7 |101,0 [102,3 |98.2 99,3

Beispiel 8

Kernspintomographisches Bildgebungsexperiment

Die in den Beispielen 3 und 4 beschriebenen erfindungsgemalien Heparinoid-Derivate
EN-3, EN-8, EN-15 und EN-50 werden in destilliertem Wasser in den Konzentrationen
0,01, 0,1, 1,0 und 10,0 mM aufgelbét und in 0,5 Milliliter fassende Eppendorf-Réhrchen
abgefiillt. Jedes Rohrchen wird in ein groferes, 1,5 Milliliter fassendes und mit
destilliertem Wasser gefiilites Eppendorf-Réhrchen eingestellt. Diese Rohrchen
werden in einem Kunststoffgestell angeordnet und in einem Kernspintomographen der
Firma Bruker Medical GmbH, Ettlingen, bei einer Magnetfeldstarke von 7 Tesla
abgebildet.

Zur Beschreibung der Wirkung der erfindungsgeméafen Heparinoid-Derivate auf die
Relaxationszeiten der Wasserprotonen in den Lésungen werden MR-Bilder mit
unterschiedlichem Kontrastverhalten unter Verwendung der von der Firma Bruker
Medical GmbH entwickelten Software ,Paravision“® gemessen. Um alle Rohrchen
gléichzeitig im Bild zu sehen, wird eine koronale (= horizontale) Schnittebene mit

2 mm Schichtdicke gewahit.

In T1-gewichteten Spin-Echo-Bildern (Echozeit TE=13 msec, Relaxationszeit

TR=100 msec, 1 Echo, NA=2, Matrix 256°) zeigen die Rohrchen mit allen Derivaten
bei der Konzentration 10 mM Signalausléschung, bei EN-50 und EN-15 sogar eine
Verzerrung der Abbildung auf Grund der ortlichen Beeintrachtigung der Homogenitéat
des Magnetfeldes durch die hdhere Gadolinium-Konzentration je Mol Enoxaparin.

In den Réhrchen mit EN-50 und EN-15 bei 0,1 mM Konzentration sowie denjenigen mit
den Derivaten EN-8 und EN-3 bei 1.0 mM Konzentration erfolgt eine Signalverstarkung
bezogen auf das Signal des umgebenden destillierten Wassers um etwa den Faktor

10. Die Signalverstarkung in den restlichen Roéhrchen vermindert sich entsprechend
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der geringeren Konzentration der erfindungsgeméfien Heparinoid-Derivate bzw. der

geringeren relativen Gadolinium-Konzentration.

Die Relaxationszeit T2 fiir die einzelnen Lésungen wird in einem Spin-Echo-

Experiment mit 16 einzelnen Echos ermittelt (TE=13 msec, TR=3000 msec, 16 Echos,

NA=1,

Matrix 2562). Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3 zahlenméafRig zusammengefasst.

In allen 10-mM-Lésungen der erfindungsgeméafien Heparinoid-Derivate ist die T2-Zeit

derart verkiirzt, dass sie nicht mehr zuverléssig ermittelt werden kann. Bezogen auf

die unter diesen Messbedingungen ermittelte T2-Zeit von reinem destillierten Wasser

(907 msec) wird eine maximale Verkiirzung um den Faktor 60 erreicht. Die Verkiirzung

der T2-Zeit ist proportional zur Konzentration der erfindungsgemaRen Heparinoid-

Derivate sowie der individuellen relativen Gadolinium-Konzentration.

Zusammenfassung:

Die MRI-Untersuchung zeigt, dass die erfindungsgeméf&en Heparinoid-Derivate in

Abhangigkeit von ihrer Konzentration und in Abhangigkeit vom Molverhaltnis

Gadolinium zu Enoxaparin die Relaxationszeiten T1, T2 und T2* der Wasserprotonen

von Lésungen verkirzen, in denen die erfindungsgemafien Heparinoid-Derivate

enthalten sind, so dass es in T1-gewichteten MRI-Bildern zu einer Erhdhung der

Signalintensitat oder sogar zu einer partiellen oder totalen Signalausléschung kommt.

Tabelle 3:

25 (T2 - Relaxationszeiten)

Derivat

04 mM

0,01 mM 1,0 mM 10 mM Wasser gest
EN-50 201 23 nb* " nb* 995
EN-15 347 47 nb* nb* 871
EN-8 648 124 14,4 nb* 845
EN-3 682 124 14,3 nb* 917
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Gemessene T2-Zeiten (in msec) der Wasserprotonen in Lésungen der
erfindungsgeméRen Heparinoid-Derivate in den angegebenen millimolaren
Konzentrationen.
Zur Bestimmung der T2-Zeiten wird eine Spin-Echo-Abbildungssequenz mit

5 32 einzelnen Echos verwendet. Der Mittelwert fiir die T2-Relaxation im umgebenden
destillierten Wasser betragt 907 msec.

(* nb = T2 nicht mehr zuverlassig bestimmbar, da zu kurz)

10 Beispiel 9

Kernspintomographisches Bildgebungsexperiment

‘Das isolierte Kniegelenk eines Schweins (ca. 40 kg schwer, 4 Monate alt) wird
freigelegt. Das Gelenk wird in einem Plastikbehalter so befestigt, dass nur die eine
15 Kondyle in eine Lésung von EN-15A (0.1 mM in physiologischer Kochsalzlésung,
Raumtemperatur) eintaucht. Uber einen Zeitraum von 14 Stunden wird alle 30 Minuten
je eine T1-gewichtete Spin-Echo-Aufnahme mit hoher rdumlicher Aufiésung
(Voxelgrdfe ca. 140 x 180 pm, Schichtdicke 2 mm) gemessen. Das Schnittbild, etwa
sagittal durch den Gelenkkopf und Knochenschaft, zeigt den Bereich des trabekularen
20 Knochens grau bis schwarz umgeben von einer hellgrauen Schicht Knorpel, die eine
Dicke von bis zu
7 mm erreicht. Die Grenzflachen Knochen / Knorpel sowie Knorpel / umgebende
Losung sind klar erkennbar.
Einige Stunden nach Eintauchen in die EN-15A-Losung &ndert sich das Aussehen der
25 auReren Knorpelschicht. Es bilden sich neue laminare Strukturen aus, die in etwa
parallel zur Knorpeloberflache verlaufen: eine erste oberflachennahe diinne (ca. 140
um tief) hyperintense Schicht, der eine breitere (ca. 500 pym tiefe) hypointense Schicht
folgt. In dieser zweiten Schicht findet zunehmend eine Signalausléschung statt, die
sowohl mit einer erhdhten Konzentration an EN-15A wie auch mit einer stark
30 verringerten Beweglichkeit des EN-15A in dieser Knorpelzone erklért werden kann, da
beide Effekte einen so schnellen Signalabfall zu induzieren vermogen, dass kein

Signal mehr messbar ist.
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Es schlieft sich eine dritte hyperintense Schicht an, die dhnlich breit und hell ist wie
die erste. Es folgt eine vierte, stark hyperintense Schicht, die etwa doppelt bis dreifach
so breit ist wie die zweite. Im Anschluss ist noch eine funfte Schicht zu erkennen,
deren Signalintensitét in etwa jener der ersten oder der dritten Schicht entspricht,
gleichwohl etwas breiter als diese ist. |

Die tiefste Front an EN-15A liegt etwa 1,6 bis 1,7 mm von der Knorpeloberflache

entfernt.

Zusammenfassung: ‘

Die MRI-Untersuchung zeigt, dass die erfindungsgemafien Heparinoid—Derivate den
nativen intakten Knorpel eines isolierten femoralen Gelenkkopfes vom Schwein
durchdringen, wobei die erfindungsgeméafen Heparinoid-Derivate eine Anderung der
MR-Signalintensitat auf Grund der Beeinflussung der Relaxationszeiten T1, T2 und
T2* der Wasserprotonen im Knorpel bewirken; diese Anderung der Relaxationszeiten
T1, T2 und T2* der Wasserprotonen wird durch die reduzierte Beweglichke‘if der
erfindungsgemafen Heparinoid-Derivate innerhalb des Knorpels verstarkt.
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Patentanspriche
1. Derivate eines Heparinoids, die ein Heparinoid, einen Chelatbildner, der
5 kovalent an dieses Heparinoid gebunden ist, und ein paramagnetisches

Metallkation aus der Reihe der Ubergangsmetalle Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni,
Cu, Mo, Ru oder der Lanthaniden La, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho,
Er, Tm, Yb enthalten.

10 2. Heparinoid-Derivat gemaf Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als
Heparinoid mindestens ein Heparinoid aus der Reihe Pentosan-Polysulfat,
Xylan-, Dextran- oder Chitinsulfate, Di-, Tri-, oder Oligomer und Polymer aus
Iduron/Uronsauren und/oder Glucosamin, Oligo- oder Polysaccharide aus
Pentose- und/oder Hexose-Bausteinen und/oder Mannitol in zufalliger oder

15 | regelmaRiger Anordnung, Heparan-, Heparitin-, Keratan- oder Dermatansulfate,
Hyaluronsaure, Chondroitinsulfat-A, B oder C, unfraktioniertes Heparin wie auch
fraktioniertes Heparin, wie Enoxaparin, Nadroparin, Fraxiparin, Dalteparin,
Fragmin, Bemiparin, Tinzaparin, Ardeparin, Low Molecular Weight Heparin,
Ultra Low Molecular Weight Heparin oder damit vergleichbare synthetische

20 Polysaccharide, sowie deren Salze oder verknipfte und quervernetzte Ketten
wie Di-, Tri- oder Oligomere der oben genannten Verbindungen, sowie
Heparinoide mit daran gebundenen Peptiden, Proteinen, Lipiden oder

Nukleinséuren, eingesetzt wird.

25 3. Heparinoid-Derivat gemaR der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,

dass als Heparinoid Heparin oder Enoxaparin eingesetzt wird.

4. Heparinoid-Derivat gemaR einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3,
enthaltend Enoxaparin, einen Chelatbildner, der kovalent an das Enoxaparin
30 gebunden ist, und ein paramagnetisches Metallkation aus der Reihe der
Ubergangsmetalle Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Mo, Ru oder der
Lanthaniden La, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb.
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Heparinoid-Derivat gem&R einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3,
enthaltend Heparin, einen Chelatbildner, der kovalent an das Heparin gebunden
ist, und ein paramagnetisches Metalikation aus der Reihe der Ubergangsmetalle
Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Mo, Ru oder der Lanthaniden La, Ce, Pr, Nd,
Pm, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb.

Heparinoid-Derivat geman einem oder mehreren der Ansprliche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass als Chelatbildner in kovalenter Bindung
Diethylentriamin-N,N,N",N"",N""-pentaessigsauredianhydrid,
1,2-Bis(2-aminoethoxyethan)-N,N,N",N -tetraessigsaure,
Ethylendiamin-N,N,N",N’-tetraessigsaure,
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,1 O-tetraessigjséure,
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7-triessigsaure, Nitrilotriessigsaure,
Triethylentetraminhexaessigsaure, 4-Carboxy-5,8,11-tris(carboxymethyl)-1-
phenyl--2-oxa-5,8,11-triazatridecan-13-oicsaure oder N,N'-bis(-Pyridoxal-5-
phosphat)-ethylendiamin-N,N'-diessigsaure oder ein damit vergleichbarer
Komplexbildner eingesetzt wird, der sich durch eine hohe Komplexstabilitat mit

dem gebundenen paramagnetischen Metallkation auszeichnet.

Derivate eines Heparinoids gemaf einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass an dem mit einem Chelatbildner substituierten
Heparinoid ein stark paramagnetisches Metallkation mit geringer

Komplexdissoziation gebunden ist.

Derivate eines Heparinoids gemaR Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass

das paramagnetische Metallkation Gd* ist.

Heparinoid-Derivat gemaR einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass der Gehalt an Ubergangselement oder

Lanthanid von 1 Mol pro Mol bis zur maximal moglichen Derivatisierung des
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eingesetzten Heparinoids betragt, bevorzugt von 1 Mol bis 20 Mol pro Mol
Enoxaparin.

Verfahren zur Herstellung der Heparinoid-Derivate gemaR einem oder mehreren
der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass man das Heparinoid mit
einem aktivierten Chelatbildner zu einem Heparinoidchelat umsetzt und

anschlieRend das Ubergangselement oder Lanthanid zufugt.

Verfahren gemaR Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die akfivierte
Form des Chelatbildners gegentiber dem vorgelegten Heparinoid in einem
Uberschu'ss von 1 zu 1 bis 50 zu 1 bezogen auf das Molgewicht eingesetzt wird,
bevorzugt von 1,5 zu 1 bis 15 zu 1.

Verfahren gemaf der Anspriiche 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass die
aktivierte Form des Chelatbildners ein Anhydrid ist wie Diethylentriamin-
N,N,N",N"",N""-pentaessigsauredianhydrid.

Verfahren gemaf einem oder mehreren der Anspriiche 10 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, dass Gd3+ in Form seiner Salze Gadolinium(lli)-chlorid-

hexahydrat oder Gadolinium(lll)-acetat-hydrat eingesetzt wird.

Verfahren geméaf einem oder mehreren der Anspriiche 10 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dass das Verhaltnis von Heparinoid-Chelat zu dem
Ubergangselement oder Lanthanid bei der Zugabe von 1 zu 1 bis 1 zu 50

bezogen auf das Molgewicht gew&hit wird, bevorzugt von 1 zu 1,5 bis 1 zu 15.

Verfahren geméaR einem oder mehreren der Anspriiche 10 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dass das erhaltene Heparinoid-Derivat fur die weitere
Verwendung durch Dialyse und/oder Gelfiltration gereinigt und entsalzt wird und

gegebenenfalls einer Gefriertrocknung unterzogen wird.
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16.  Arzneimittel, gekennzeichnet durch einen wirksamen Gehalt von mindestens
einem Heparinoid-Derivat gemaf einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 9
zusammen mit einem pharmazeutisch geeigneten und physiologisch
vertraglichen Tragerstoff, Zusatzstoff und/oder anderen Wirk- und Hilfsstoffen.

17.  Verwendung der Heparinoid-Derivate gemé&R einem oder mehreren der
Anspriiche 1 bis 9 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe und
Therapie von Erkrankungen, die durch eine verstarkte katabole Aktivitat von
Proteinasen gekennzeichnet sind wie degenerative Gelenkerkrankungen,
Osteoarthrosen, Spondylosen, Knorpelschwund nach Gelenktrauma oder
langerer Gelenksruhigstellung in der Folge von Meniskus- oder
Patellaverletzungen oder Banderrissen, Erkrankungen des Bindegewebes wie
Kollagenosen oder Periodontalerkrankungen, Wundheilungsstérungen oder.
chronische Erkrankungen des Bewegungsapparates wie entztindliche,
immunologisch oder stoffwechselbedingte akute und chronische Arthritiden,

Arthropathien, Myalgien oder Stérungen des Knochenstoffwechsels.

18.  Verwendung der Heparinoid-Derivate gemaf einem oder mehreren der
Anspriiche 1 bis 9 zur Herstellung eines Arzneimittels zur anti-thrombotischen
Therapie und Prophylaxe wie der Verhitung von venésen Thrombosen, zur
Verhinderung von vendsen Thrombosen bei chirurgischen Patienten im post-
operativen Bereich, zur Verhutung arterieller, thrombotischer Unfélle,
insbesondere im Fall eines Herzinfarkts, bei instabiler Angina pectoris oder
wiéderkehrender_Angina, zur Anwendung nach der Angiographie und in der
Stenose- und Restenose-Therapie, zur Tumor- und Metastasetherapie, zur
Therapie entziindlicher Erkrankungen, zur Behandlung von Ischéamien bei
myokardialen oder cerebralen Infarkten, zur Therapie bei Erkrankungen des
Zentralen Nervensystems, zur Therapie bei Transplantationen, zur Therapie von

Asthma oder zur Therapie der Angiogenese.

19.  Verwendung gem&R einem oder mehreren der Anspriiche 16 bis 18, dadurch

gekennzeichnet, dass die Applikation der Heparinoid-Derivate parenteral wie
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durch subkutane, intraartikulére, intraperitoneale oder intravendse Injektion

erfolgt.

Verwendung gemaf Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Dosis des
Heparinoid-Derivats fiir die systemische Gabe von etwa 10 mg bis 80 mg und
fur die lokale Applikation von 1 pg bis 10 mg betragt.

Verwendung gemaR einem oder mehreren der Anspriiche 16 bis 18, dadurch
gekennzeichnet, dass die Applikation der Heparinoid-Derivate rektal, oral,

inhalativ oder transdermal erfolgt.

Verwendung der Heparinoid-Derivate gemé&R einem oder mehreren der
Anspriiche 1 bis 9 zur Uberwachung und Diagnose des Krankheitsverlaufes bei
Erkrankungen, an deren Verlauf eine verstarkte Aktivitat von Metalloproteinasen
beteiligt ist.

Verwendung der Heparinoid-Derivate gemé&R einem oder mehreren der

Anspriiche 1 bis 9 zur Herstellung eines Diagnosetestsystems.

Verwendung eines Diagnosetestsystems gemaf des Anspruchs 23 zur
Uberwachung des Behandlungserfolges und funktionalen Charakterisierung bei
Erkrankungen.

Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels gemaf Anspruch 16, dadurch
gekennzeichnet, dass die Heparinoid-Derivate mit einem pharmazeutisch
geeigneten und physiologisch vertraglichen Trager und gegebenenfalls weiteren
geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen in eine geeignete Darreichungsform
gebracht wird.
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