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62 Pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend (All-Z)-5,8,11,14,17-Eikosapentaensiure oder eines ihrer

pharmazeutisch annehmbaren Salze, Ester oder Amide.

@ Eine pharmazeutische Zubereitung enthilt die (All-

Z-)-5,8,11,14,17-Eikosapentaensiure oder eines ih-
rer pharmazeutisch annehmbaren Salze, Ester oder Ami-
de und einen pharmazeutisch annehmbaren Trigerstoff.

Die (All-Z)-5,8,11,14,17-Eikosapentaensdure oder
deren pharmazeutisch annehmbaren Salze, Ester oder
Amide koOnnen zur Behandlung oder Prophylaxe von
thrombo-embolischen Zustdnden, zur Verlingerung der
Blutungszeit, zur Auflésung oder Verteilung bereits ge-
bildeter Thromben oder Thrombozytenaggregaten oder
zur Modifizierung oder Verhinderung der Haftung der
Thrombozyten an verletztem Gewebe eingesetzt werden.
Sie konnen weiter zur Behandlung von Thrombozyten
verwendet werden, um deren Neigung zur Aggregatbil-
dung zu verringern und/oder um deren Ablosung voreinan-
der zu beschleunigen. Sie kOnnen weiter als Zusatz zu
Blut in einem extrakorporalen Kreislauf eingesetzt wer-
den.
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PATENTANSPRUCHE

1. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch gekennzeich-
net, dass sie die (All-Z)-5,8,11,14,17-Eikosapentaensiure
oder eines ihrer pharmazeutisch annehmbaren Salze, Ester
oder Amide und einen pharmazeutisch annehmbaren Tra-
gerstoff enthélt, wobei mindestens 50 Gew.-% des Fett-
sdureanteils der Zubereitung aus der (All-Z)-5,8,11,14,17-Ei-
kosapentaensdure oder einem ihrer pharmazeutisch annehm-
baren Salze, Ester oder Amide besteht.

2. Zubereitung nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass mindestens 90 Gew.-% ihres Fettsdureanteils
aus der (All-Z)-5,8,11,14,17-Eikosapentaensiure oder einem
ihrer pharmazeutisch annehmbaren Salze, Ester oder Amide
besteht.

3. Zubereitung nach Patentanspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass ihr Fettsdureanteil etwa 2% Ara-
chidonsdure und etwa 2% Di-homo-y-linolensdure mit Do-
cosahexaensiure, Docosapentaensiure, Palmitinsdure, Ol-
sdure oder anderen Fettsduren oder ihren pharmazeutisch
annehmbaren Salzen, Estern oder Amiden enthlt.

4. Zubereitung nach Patentanspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass sie im wesentlichen frei von anderen
weniger ungeséttigten Sduren oder deren Salzen, Estern oder
Amiden ist.

5. Zubereitung nach einem der Patentanspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass sie praktisch frei von Vitami-
nen ist.

6. Zubereitung nach einem der Patentanspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass sie die Eikosapentaensdure in
Form ihres Natrium- oder Kaliumsalzes enthilt.

7. Zubereitung nach einem der Patentanspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass sie die Eikosapentaensiure in
Form ihres Triglycerids oder Athylesters enthalt.

8. Zubereitung nach einem der Patentanspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass sie die Eikosapentaensiure in
freier Form enthilt.

9. Zubereitung nach einem der Patentanspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass sie ein Antioxydans enthélt.

10. Zubereitung nach einem der Patentanspriiche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet, dass sie ein Geschmacksmittel ent-
hilt.

11. Zubereitung nach einem der Patentanspriiche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen Arzneitréger ent-
hélt, der entweder eine Kapsel ist oder eine Kapsel enthélt,
welche den Rest der Zubereitung einschliesst.

12. Zubereitung nach einem der Patentanspriiche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, dass sie die Eikosapentaen-
sdure, ihr Salz, ihren Ester oder ihr Amid als disperse Phase
in einem fliissigen Trigerstoff enthdlt.

13. Zubereitung nach Patentanspruch 12, dadurch ge-
kennzeichnet, dass sie in einer Kapsel vorliegt.

14. Zubereitung nach einem der Patentanspriiche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, dass sie in Tablettenform vor-
liegt, wobei der Trégerstoff ein Feststoff ist.

15. Zubereitung nach einem der Patentanspriiche 1 bis
14, dadurch gekennzeichnet, dass sie in Einzeldosisform vor-
liegt.

16. Zubereitung nach Patentanspruch 15, dadurch ge-
kennzeichnet, dass sie 0,25 bis 1,0 g Eikosapentaenséure in
freier Form oder als ihr Salz, Ester oder Amid enthélt.

17. Zubereitung nach einem der Patentanspriiche 1 bis
16, dadurch gekennzeichnet, dass sie praktisch frei von ge-
séttigten Fettsduren oder deren Salzen, Estern oder Amiden
ist.

18. Zubereitung nach Patentanspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass sie in Form einer Tablette vorliegt und
ein festes pharmazeutisch annehmbares Salz, Ester oder
Amid der (All-Z)-5,8,11,14,17-Eikosapentaensidure enthilt.
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19. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch gekennzeich-
net, dass sie die-(All-Z)-5,8,11,14,17-Eikosapentaensiure
oder eines ihrer pharmazeutisch annehmbaren Salze, Ester
oder Amide und einen pharmazeutisch annehmbaren Tri-
gerstoff enthélt, wobei die Zubereitung im wesentlichen frei
von anderen weniger ungesittigten Sduren oder ihren Sal-
zen, Estern oder Amiden ist.

20. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch gekennzeich-
net, dass sie (All-Z)-5,8,11,14,17-Eikosapentaensdure oder
eines ihrer pharmazeutisch annehmbaren Salze, Ester, Ami-
de und einen pharmazeutisch annehmbaren Trigerstoff ent-
hélt, jedoch praktisch frei von Vitaminen ist.

21. Speisedl- oder Fettzubereitung, dadurch gekennzeich-
net, dass sie die (All-Z)-5,8,11,14,17-Eikosapentaensiure
oder eines ihrer Salze, Ester oder Amide in einer Menge ent-
hélt, dass der Gewichtsanteil der Eikosapentaensiure ent-
weder in freier Form oder in Form eines ihrer genannten De-
rivate mindestens 3 Gew.-% betrégt.

22. Fettzubereitung nach Patentanspruch 21, dadurch
gekennzeichnet, dass sie in Form einer Margarine- oder But-
terzubereitung vorliegt. '

23. Margarinezubereitung nach Patentanspruch 22, da-
durch gekennzeichnet, dass sie in Form einer Emulsion vor-
liegt.

24. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen
Zubereitung nach einem der Patentanspriiche 1 bis 18, da-
durch gekennzeichnet, dass man die Komponenten mitein-
ander wirksam assoziiert.

25. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen
Zubereitung nach Patentanspruch 19, dadurch gekennzeich-
net, dass man die Komponenten miteinander wirksam as-
soziiert.

26. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen
Zubereitung nach Patentanspruch 20, dadurch gekennzeich-
net, dass man die Komponenten miteinander wirksam as-
soziiert.

Die vorliegende Erfindung betrifft pharmazeutische Zu-
bereitungen, enthaltend (All-Z)-5,8,11,14,17-Eikosapentaen-
sdure oder eines ihrer pharmazeutisch annehmbaren Salze,
Ester oder Amide und einen pharmazeutisch annehmbaren
Trégerstoff sowie ein Verfahren zur Herstellung dieser Zube-
reitungen.

Obwohl man weiss, dass viele Substanzen eine Throm-
bozytenaggregation bewirken, kann aufgrund des Wissens
um die Wirkung einer bestimmten Substanz auf die Ag-
gregation der Thrombozyten in vitro nicht vorhergesagt
werden, ob die Substanz eine hemmende oder stimulierende
(oder neutrale) Wirkung auf die Thrombusbildung in vivo
hat. Das hingt weitgehend davon ab, dass es nicht bekannt
ist, was die Bildung eines Thrombus oder Embolus, bei-
spielsweise bei einem Schlaganfall oder einem Herzinfarkt,
einleitet. Als Beispiel fiir diese Unvorhersehbarkeit sei Aspi-
rin genannt, welches ein gutes Hemmittel gegen die Throm-
bozytenaggregation in vitro und in vivo ist, jedoch kein An-
tithrombosemittel ist, da es im besonderen einen vorgeform-
ten Thrombus nicht dispergieren kann.

M.J. Silver, J.B. Smith et al. zeigten in Prostaglandins,
Band 4, Nr. 6, Dezember 1973, auf den Seiten 863 bis 875,
dass viele Verbindungen in vitro die eine Thrombozytenag-
gregation hervorrufende Wirkung der essentiellen Nah-
rungskomponente beeinflussen kénnen (Arachidonsiure:
5,8,11,14-Eikosatetraensiure, alternativ C20 : 4; n-6 Sdure,
d.h. eine Fettsidure, welche 20 Kohlenstoffatome mit 4 Koh-



lenstoff-K ohlenstoff-cis-Doppelbindungen aufweist, von de-
nen eine an der hdchstbezifferten Stellung in einer Stellung,
welche sechs Bindungen von dem der Carboxylgruppe ent-
fernten Ende des Molekiils aufweist, angeordnet ist und wo-
bei n die Zahl der Kohlenstoffatome in der geraden Kette
bedeutet). Diese In-vitro-Tests in menschlichem thrombozy-
ten-reichem Citratplasma k6nnen nicht unzweideutig auf
das In-vivo-Verhalten bei einem fiir die Thrombenbildung
empfinglichen Sdugetier, einschliesslich des Menschen, be-
zogen werden. M.J. Silver et al. fanden in ihren Tests, dass
die durch Arachidonsdure als Natriumsalz vorliegende in-
duzierte Thrombozytenaggregation mittels vieler Substanzen
gehemmt werden kann, so beispielsweise durch Adenosin, B-
Naphthol, nichtsteroide entziindungshemmende Wirkstoffe,
wie beispielsweise Indomethacin, Natriumsalicylat und
Aspirin, ferner menschliches Albumin, ungesittigte Fett-
séuren, wie z.B. 11,14,17-Eikosatriensiure, 8,11,14-Eikosa-
triensdure (Di-homo-y-linolensiure, DHLA), ferner
5,8,11,14,17-Eikosapentaensiure, 5,8,11,14-Eikosatetraen-
sdure und 4,7,10,13,16,19-Docosahexaensiure. Sie stellten
auch fest, dass die durch Kollagen induzierte Thrombozy-
tenaggregation und eine zweite durch Adenosindiphosphat
(ADP) induzierte Thrombozytenaggregations-Phase durch
B-Naphthol, Aspirin, 8,11,14-Eikosatriensiure, 5,8,11,14,17-
Eikosapentaensiure und Humanalbumin gehemmt werden
konnen. Ferner fanden Silver et al. heraus, dass verschiedene
Fettsduren von sich aus keine Thrombozytenaggregation
herbeifithren. Dabei erwdhnten sie Sduren, wie beispiels-
weise 8,11,14-Eikosatriensiure, 11,14,17-Eikosatriensdure,
5,8,11,14,17-Eikosapentaensiure, 5,8,11,14-Eikosatetraen-
séure, 4,7,10,13,16,19-Docosahexaenséure, Linolenséure,
Linolsdure, Olsdure, Arachidinsiure, Stearinsiure und die
Caprinsdure.

Es liegt auf der Hand, dass viele der von Silver et al. als
aggregationshemmend gefundenen Verbindungen zur Ver-
wendung in der Therapie ungeeignet sind. So wird beispiels- -
weise Adenosin rasch von den Zellen absorbiert und wiirde
im Korper nicht lange genug vorliegen, um wirksam zu sein.
B-Naphthol ist toxisch, da es eine phenolische Verbindung
ist. Albumin ist ungeeignet, da es unerwiinscht stark die Nie-
ren belasten und dort eine betréchtliche Schiidigung der Glo-
merulie bewirken wiirde. Das nichtsteroide entziindungs-
hemmende Mittel hiufig zu Magenschiden fiihren, sollten
sie von Vorteil bei jeder Therapie vermieden werden, welche
liber ldngere Zeit eine prophylaktische orale Darreichung er-
fordert, wie dies hdufig bei cardiovaskuléiren Behandlungen
erwiinscht ist.

Silver et al. scheinen zu folgern, dass die Arachidonsdure
einen wichtigen Platz bei der Blutstillung und Thrombose
einnimmt und dass ihre Wirkungen in vitro durch ver-
schiedene Verbindungen, insbesondere durch Albumine, ge-
hemmt werden kdnnen. Sie vermuten, dass Albumin ein we-
sentlicher Kontrollfaktor bei der Haemostase ist und dass
die Fahigkeit des Albumins, die Arachidonsiure im zirkulie-
renden Blut zu binden, der Weg ist, durch den es die Wir-
kungen der Arachidonsiure hemmt. Ferner nehmen sie an,
dass die netzbindende Fihigkeit des Albumins fiir Ara-
chidonséure beispielsweise von dem Vorhandensein binden-
der Stellen und Gegenpunkte zwischen Arachidonsiure, an-
deren Fettsduren und anderen Substanzklassen fiir diese bin-
denden Stellen abhéngen kann. Vermutlich werden, je mehr
konkurrenzierende Substanzen verfiigbar sind, insbesondere
andere Fettsduren, um so mehr freie Arachidonsiure fiir die
Auslésung der Thrombozytenaggregation zur Verfiigung
stehen. Werden deshalb diese Phinomene miteinander in
Verbindung gebracht, um so wahrscheinlicher findet eine
Thrombusbildung statt. Es liegt deshalb nahe, dass andere
Fettsduren aus der Nahrung entfernt werden sollten.
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Es sind bereits Versuche gemacht worden, beim Men-
schen die Wirkungsweisen verschiedener Fettsduren auf
Krankheiten, welche eine Thrombusbildung einschliessen, zu
erforschen, aber es konnten noch keine klaren Schliisse ge-
zogen werden.

So wurde beispielsweise das Norwegian Vegetable Oil
Experiment von 1965-66 vor der Arbeit von Silver et al.
durchgefiihrt und wovon durch H. Natvig, Chr. F. Borch-
grevink et al. in Scand. J. Clin. Lab. Invest. 22 Suppl. 105
(1968) Seiten 1 bis 20 berichtet. Die Studie verglich die Wir-
kungen auf die menschlichen Sterblichkeitsziffern, verur-
sacht durch verschiedene coronare Herzkrankheiten, ein-
schliesslich Herzinfarkt, im Vergleich mit zwei Diéten, wobei
die eine Sonnenblumensamend! (ungefdhr 63% Linolsdure)
und die andere Leinsamend} (ungefahr 55% Linolensdure)
enthielt. Dabei wurden jeweils téglich 10 ml des jeweiligen
Ols genommen. Die Gruppe, welche die stirker ungesittigte
Linolensdure nahm, wurde als die risikoreichere Gruppe er-
kannt, als die Gruppe, welche die Linolséure nahm.

Die Linolsdure und bei Ratten, die Eikosapentaensiure
und die Docosahexaenséure, setzen bekanntlich den Chole-
sterinspiegel im Blutplasma herab, von dem man glaubt,
dass er mit der Atherosklerose zusammenhéngt. Athero-
sklerose wird héufig bei Personen gefunden, welche an einem
Herzinfarkt litten. Jedoch scheint kein kausaler Zusammen-
hang vorzuliegen, da Robertson [Lancet, Band i (1959) Seite
44] feststellte, dass in Jamaica, obwohl dort bei der einge-
borenen Bevolkerung bei der Autopsie regelméssig eine aus-
gedehnte Atherosklerose gefunden wurde, die sehr selten mit
sekundéren Thromben oder mit einem Herzinfarkt verbun-
den sind. Ferner kénnen Herzinfarkte auch in Abwesenheit
einer stark entwickelten Atherosklerose auftreten.

Ein weiterer méglicher Nahrungsmittelfaktor, welcher
naheliegt, eine Thrombose zu hemmen, ist die DHLA [P.B.
Kernoff, A.L. Willis, K.J. Stone, J.A. Davis und G.P. ~
McNicol, British Med. J., Band 2, (1977) Seiten 1441 bis
1444]. Die DHLA ist eine biosynthetische Vorstufe des Pro-
staglandins E; (PGE,), welche eine starke Hemmwirkung
auf die Thrombozytenaggregation ausiibt und von dem man
sagt, dass es als Antithrombosemittel geeignet sei. Es stellte
sich heraus, dass dabei, wie erhofft, ein Anstieg (im Mittel
55%) bei der Bildung des erwiinschten PGE, auftrat, wobei
jedoch bei 6 der 8 untersuchten Menschen eine Zunahme (im
Mittel 33%) der Bildung des unerwiinschten Prostaglandins
E, (PGE,) festgestellt wurde. Dariiber hinaus standen diese
Resultate nicht in einem Zusammenhang mit der Dosierung.
Dariiber hinaus bestand auch eine Herabsetzung der Hepa-
rin-neutralisierenden Wirkung des Plasmas, und man hat
herausgefunden, dass diese Wirkung bei thrombotischen Zu-
stdnden besonders gross ist. Jedoch wusste der Autor nichts
von dem Mass, in dem die Heparin-neutralisierende Wir-
kung die grundlegenden pathologischen Mechanismen wi-
derspiegelt, und so war ihr Verhéltnis zur Thrombose un-
klar.

Die Autoren der Schrift vermuteten theoretisch, dass
«vielleicht kleine Dosen DHLA gleich, wenn nicht wirk-
samer als grossere Nahrungsmittelmanipulationen fiir die
Verhiitung oder Behandlung dieser Zustidnde», d.h. Athe-
rosklerose und coronare Herzkrankheiten, seien. Jedoch war
der Autor eines Leitartikels in derselben Ausgabe des Jour-
nals (Seiten 1437 und 1438) vorsichtiger und gab dem Ge-
danken Ausdruck, dass «Versuche mit den Wirkstoffen und
Didten, welche den Thrombozyten-Prostaglandin-Mechanis-
mus modifizieren, zuerst durchgefithrt werden miissen, be-
vor eine Aussage iiber die von McNicol und seinen Kollegen
erhaltenen Resultate irgendeine klinische Anwendung finden
koénnen». Die Griinde fiir seine Vorsicht lagen in der be-
stehenden Unkenntnis der Mechanismen, welche bei throm-
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botischen Zustéinden in vivo vorliegen, wenn die For-
schungstests nur mit entnommenem Blut durchgefiihrt wor-
den sind. )

Diese mindestens teilweise attraktive Arbeit mit DHLA
ldsst an der weitverbreiteten Ansicht zweifeln, dass ungesat-
tigte Fettsduren in der Nahrung niitzlicher seien als ihre ge-
sdttigten Analoge, insbesondere wie die sogar wenig gesittig-
te Linolsdure und Linolensdure, die zur DHLA im Stoff-
wechsel iibergefithrt werden konnen. Dieser Zweifel wird
durch die Tatsache noch verstirkt, dass die unerwiinschte
Arachidonsdure (siche Silver et al. und Kernoff et al. L.c.) so-
gar ungesittigter ist (4 Kohlenstoff-K ohlenstoff-cis-Doppel-
bindungen) als die DHLA (3 cis-Kohlenstoff-K ohlenstoff-
Doppelbindungen).

Es wurde nun iiberraschenderweise gefunden, dass unter
den vielen Fettsduren die (All-Z)-5,8,11,14,17-Eikosapen-
taensdure oder ihre pharmazeutisch annehmbaren Salze,
Ester oder Amide dazu verwendet werden kdnnen, um eine
wirksame Behandlung oder eine wirksame Prophylaxe gegen
thrombo-embolische Zustdnde, nachfolgend einfach als
Thrombosen bezeichnet, vorzunehmen. Beispiele von
Krankheitszustidnden, fiir die diese Befunde von Nutzen sein
konnen, sind z.B. die Behandlung oder Prophylaxe einer
cardiovaskuldren Erkrankung, die durch die Bildung eines
Thrombus oder von Thromben vermittelt ist, wie beispiels-
weise ein Herzinfarkt, ein Schlaganfall oder tiefe Venen-
thrombose wihrend chirurgischer Operationen.

Es wurde gefunden, dass die (All-Z)-5,8,11,14,17-Eikosa-
pentaensdure (nachfolgend der Einfachheit halber als Eiko-
sapentaensdure bezeichnet, auch unter dem Namen Ikosa-
pentaensdure bekannt) die Blutungszeit bei Kaninchen,
wenn sie ihnen intravends injiziert wird, verldngert, wodurch
aufgezeigt werden kann, dass die Tendenz des Blutes,
Thromben zu bilden oder an verletztem Gewebe anzuhaften,
verringert wird, wodurch wiederum eine Modifizierung und/
oder Kontrolle der Wundheilung ermdglicht wird. Wird die
Eikosapentaensiure in Kaninchenlungen infundiert, so be-
wirkt dies die Bildung einer Substanz, welche eine sehr star-
ke aggregationshemmende Wirkung auf Thrombozyten be-
sitzt.

Die Eikosapentaensiure weist auch die uniibliche und
wichtige Fahigkeit auf, bereits gebildete Thromben oder
Thrombozytenaggregate zu dispergieren oder zu verteilen.
So liess man beispielsweise Blut eines anésthesierten Kanin-
chens iiber einen kontinuierlich gewogenen Kollagenstreifen
aus der Achillessehne eines anderen Kaninchens triufeln.
Sobald das Blut iiber den Streifen floss, begannen Throm-
bozyten und andere Zellen an ihm haften zu bleiben und ei-
nen Thrombus zu bilden, bis kein weiterer Gewichtsanstieg
auf dem Streifen mehr erfolgte. Das Blut wurde unter
Schwerkraft dem ersten Kaninchen wieder zugefithrt. Wurde
Eikosapentaenséure in das Blut infundiert wihrend es iiber
dem belasteten Streifen floss, so konnte eine Gewichtsab-
nahme beobachtet werden, was zeigte, dass mindestens Teile
der aggregierten Thrombozyten und anderer Zellen von dem
belasteten Streifen abgel6st worden sind. Diese Fahigkeit
der Eikosapentaenséure, eine Dispersion oder eine Zer-
teilung des Thrombus zu bewirken, ist sowohl fiir die Be-
handlung als auch fur die Prophylaxe einer Thrombose
wichtig. Wird in einer Arterie oder Vene ein Thrombus ge-
bildet, so tritt eine Verminderung des Blutstromes ein, wobei
der Blutstrom auch vollstdndig aufgehalten werden kann,
wenn das Gefiss total verschlossen wird. Diese Reduktion
des Blutstromes bringt eine Ischidmie mit sich, welche
Schmerzen verursacht. Der reduzierte Blutstrom kann je-
doch therapeutisches Material zum Sitz der Thrombenbil-
dung bringen. In vivo kann nun der restliche Blutstrom mit
Eikosapentaensiure und jeder Blutstrom im kollateralen
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Kreislauf die Séure zum Sitz der Thrombenbildung bringen,
wo die Eikosapentaensiure und ihre Metaboliten den
Thrombus zerteilen und den vollen Blutstrom wieder herstel-
len konnen. Demnach kann mittels der vorliegenden Verbin-
dung ein Verfahren angegeben werden, mittels dessen der
volle Blutstrom in einem teilweise verschlossenen Blutgefiss
durch Verabreichung von Eikosapentaensiure wieder herge-
stellt wird. Die Darreichung kann auch prophylaktisch erfol-
gen, um die Blutgefdsse sauberzuhalten.

Ferner wurde gefunden, dass menschliche Thrombozy-
ten, wenn sie mit Eikosapentaensdure voraus inkubiert wur-
den und sodann mit Arachidonsiure inkubiert und mit ADP
stimuliert werden, weniger leicht aggregieren, als wenn die
Vorinkubation mit Arachidonsiure durchgefiihrt wird. Dies
liess vermuten, dass menschliche Thrombozyten, wenn sie
mit Eikosapentaensiure «grundiert» werden kénnten, weni-
ger anfillig fiir die ADP-Stimulierung sein wiirden und so-
mit weniger zur Thrombenbildung neigen wiirden.

Es wird angenommen, obwahl nicht erwiinscht ist, bei
dieser Annahme behaftet zu werden, dass in vivo die Eikosa-
pentaensdure im Gegensatz zur Arachidonsdure nicht nur
selbst eine aggregationshemmende Wirkung auf die Throm-
bozyten besitzt, sondern dass auch ihre Metaboliten, ver-
mutlich die Prostaglandine der A-17-Reihen, eine aggrega-
tionshemmende Wirkung auf die Thrombozyten besitzen
oder schlimmstenfalls eine reversible zusammenballende
Wirkung aufweisen. Dahingegen haben viele Metaboliten
der Arachidonséure, wie beispielsweise PGH, und TXA,,
eine irreversible aggregationsbildende Wirkung auf Throm-
bozyten. Es wird vermutet, dass dieses antiaggregierende
Netzprofil fiir die Eikosapentaenséure fiir ihre iiberraschend
niitzlichen Eigenschaften verantwortlich ist.

Die fiir eine therapeutische oder prophylaktische Wir-
kung notwendige Dosierung der Eikosapentaensiure hingt
von der Darreichungsform und der Art des zu behandelnden
Zustandes ab, liegt aber im allgemeinen bei mindestens 1 g,
vorzugsweise 1,5 bis 7,5 g, téglich, am besten bei 2 bis 6 g,
z.B. 5 g, pro Tag. Dies ist die Dosis fiir einen Menschen mit
einem Durchschnittsgewicht von 70 kg. Die Dosis fiir andere
Menschen oder Tiere variiert im allgemeinen jeweils auf-
grund ihres Gewichtes, d.h. von etwa 20 bis 100 mg/kg K6r-
pergewicht.

Eikosapentaenséiure kann ausserhalb eines Kdrpers zir-
kulierendem Blut zugesetzt werden, um im wesentlichen oder
vollstindig die Aggregation der Thrombozyten zu verhin-
dern, die durch den Kontakt mit der Maschine oder mit an-
derem nichtgeweblichem Material verursacht wird.

Man weiss, dass die Eikosapentaensiure in Austern und
anderen Meerestieren, in Dorschiebertran und in anderen
Olen, z.B. in Menhadendl, vorkommt, woraus sie nach den
bekannten und beschriebenen Verfahren extrahiert werden
kann. Die Eikosapentaensiure kann auch nach den her-.
kommlichen Herstellungsverfahren der organischen Chemie
synthetisiert werden. Die jeweils gewahlte Herstellungsweise
héngt von der Verfiigbarkeit geeigneter Ausgangsmateria-
lien und von den relativen Kosten der verschiedenen zur
Verfiigung stehenden Herstellungsverfahren ab, um eine Ei-
kosapentaensdure der richtigen Qualitit fiir die Verwendung
in der Human- oder Veterindrmedizin zu erhalten. Bei den
Extraktions- und Synthesemethoden sollte darauf geachtet
werden, dass man die Isomerisierung der cis-Doppelbindun-
gen in die trans-Doppelbindungen vermeidet oder aber nied-
rig halt.

Die natiirlich vorkommenden Mengen Eikosapentaen-
sdure oder die einfach zu extrahierenden Materialien, wie
beispielsweise Dorschlebertran oder Menhadendl, sind der-
art, dass es nicht moglich ist, die gewiinschte Menge Eiko-
sapentaensiure durch Verabreichung der Materialien zu er-



halten, da man sonst zuviel Kalorien in Form anderer Fett-
sduren verabreichen wiirde. Dariiber hinaus sind Lebertran
und andere Fischole reich an Vitamin A [mindestens 850 In-
ternationale Einheiten (LE.) pro Gramm] und an Vitamin D
(mindestens 85 L.E. pro Gramm), so dass es bei der Verabrei-
chung einer Menge Dorschlebertran, die ausreicht, um die
ndtige Menge Eikosapentaensidure zu verabreichen, dazu
fithren wiirde, dass die Vitaminmengen die empfohlene Ta-
gesdosis fiir Menschen in einem Ausmass iiberschreiten wiir-
de, welches zu einer Hyper-Vitaminose fithren wiirde. Die
empfohlenen Tagesdosen fiir Vitamin A sind 5000 L.E. und
fiirr Vitamin D 400 LE. beim Menschen. In den USA hat die
Food and Drugs Administration festgelegt, dass die tégliche
Einnahme von Vitamin A 10 000 L.E. und von Vitamin D
400 LE. nicht iiberschreiten sollte. Mengen oberhalb dieser
empfohlenen Werte erfordern die Verschreibung durch einen
Arzt.

Um Komplikationen zu vermeiden, die dadurch auf-
treten konnten, wenn der Empfinger Vitamindosen aus an-
deren medizinischen Griinden oder aus eigener Initiative
heraus erhilt, wird vorzugsweise eine Zubereitung herge-
stellt, die die Eikosapentaensdure oder eines ihrer phar-
mazeutisch annehmbaren Salze, Ester oder Amide und einen
pharmazeutisch annehmbaren Trégerstoff enthélt, wobei die
Zubereitung im wesentlichen frei von Vitaminen ist.

Aufgrund der komplexen und in einem gewissen Mass
ungewissen Wirkungsweisen der weniger ungesittigten Siu-
ren als die Eikosapentaensdure wird vorzugsweise eine Zube-
reitung vorgesehen, welche die Eikosapentaensdure oder ei-
nes ihrer pharmazeutisch annehmbaren Salze, Ester oder
Amide und einen pharmazeutisch annehmbaren Tréigerstoff
enthélt, wobei die Zubereitung im wesentlichen frei von an-
deren weniger ungesittigten Sduren oder deren Salzen,
Estern oder Amiden ist. In der Eikosapentaensiure, welche
man aus natiirlichen Quellen, wie beispielsweise Fischolen,
gewinnt, ist fiir gewOhnlich ein Anteil an (All-Z)-
7,10,13,16,19-Docosapentaensiure (nachfolgend als Doco-
sapentaensidure bezeichnet) und/oder (All-Z)-
4,7,10,13,16,19-Docosahexaensdure (nachfolgend als Doco-
sahexaensdure bezeichnet) enthalten, wobei diese in freier
Form oder als ihre Derivate, d.h. als ihre Ester, Salze oder
Amide, vorliegen konnen. Es ist nicht notwendig zu versu-
chen, diese gleich oder stérker ungesattigten Sduren oder
ihre Derivate zu entfernen, da anzunehmen ist, dass sie in
gleicher Weise wie Eikosapentaensiure wirken, jedoch weni-
ger aktiv sind.

Die oben erwéhnte iiberméssige Kalorieneinnahme,
wenn beispielsweise Dorschlebertran oder Menhadené] als
Quelle fiir Eikosapentaensiure verwendet wird, kann im we-
sentlichen vermieden werden, obwohl eine gewisse Kontrolle
der Kalorienaufnahme in der Nahrung noch notwendig sein
kann, wenn man eine Zubereitung verabreicht, welche Eiko-
sapentaensdure oder eines ihrer pharmazeutisch annehm-
baren Salze, Ester oder Amide und einen pharmazeutisch
annehmbaren Tréigerstoff enthélt, wobei mindestens 50%,
z.B. mehr als 56 Gew.-%, des Fettsdureanteils der Zube-
reitung durch die Eikosapentaensdure gestellt wird. Soll je-
doch die Eikosapentaensiure ohne Anderung der Diit des
Patienten verabreicht werden, so sollte die Siure (und jede
Docosapentaensdure oder Docosahexaensiure) zu minde-
stens 90 Gew.-%, vorzugsweise mindestens 95 Gew.-%, oder
vollstindig den Fettsduregehalt des verabreichten Materials
ausmachen.

Arachidonsiure sollte vorzugsweise abwesend sein oder
hochstens 5% des Fettsduregehaltes ausmachen. So enthélt
beispielsweise eine Vorzugsqualitit der Eikosapentaensiure
wenigstens 90% dieser Siure und etwa 2% Arachidon- und
Dihomo-y-linolensdure und zum Ausgleich Docosahexaen-
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sdure, Docosapentaensdure, Palmitinsédure oder Olsdure und
andere pharmazeutisch annehmbare Fettsduren. Liegen Vit-
amine vor, was sein kann, so sollten sie vorzugsweise nicht in
Mengen vorliegen, die ihre empfohlene Tagesdosis iiber-
schreiten wiirde.

Die Zubereitungen der vorliegenden Erfindung sollten
auch frei von gesittigten Fettsduren und ihren Salzen,
Estern oder Amiden sein. Vorzugsweise sollten die Zube-
reitungen frei von unverseifbarem Material sein.

Wird die Eikosapentaenséure in einer Menge von minde-
stens 50%, vorzugsweise mindestens 90%, des Fettsdurean-
teils verabreicht, so sollte es mdglich sein, eine wesentliche
Anderung der Nahrung des Patienten zu vermeiden, ausser,
dass vielleicht der Kaloriengehalt der Nahrung etwas redu-
ziert wird, um die von der Eikosapentaensdure und den an-
deren Fettsduren stammenden zusitzlichen Kalorien zu
kompensieren. Bei Bedarf kann es jedoch moglich sein, die
Eikosapentaensédure zu verabreichen, indem man beispiels-
weise Butter und/oder gewohnliche Margarine durch eine
Spezialmargarine, beispielsweise des Emulsionstyps, ersetzt,
die derart zusammengesetzt ist, dass bei normaler Verwen-
dung der Empfinger die erforderliche Menge Eikosapen-
taensdure aufnehmen wiirde. Speisedle und Fette kdnnten
ebenfalls auf die gleiche Weise mit einem Gehalt an Eikosa-
pentaensiure hergestellt werden. Erfindungsgemasse Speise-
6l- und Fettzubereitungen sind in den Patentanspriichen 21
und 22 angegeben.

Die Eikosapentaenséure und andere Sduren brauchen
nicht als reine Sduren verwendet werden, sondern konnen
auch als ihre pharmazeutisch annehmbaren Salze, Ester oder
Amide verwendet werden, welche als ihre Sduredquivalente
berechnet wiirden. Es konnen Ester oder Amide, die in-vivo
in die Sdure iibergefithrt werden kdnnen, und andere phar-
mazeutisch annehmbare Produkte verwendet werden, wobei
der bevorzugte Ester der Triglycerid- oder Athylester ist, je-
doch kann auch der Methylester unter Umstdnden verwen-
det werden. Der zu der Veresterung der Sdure verwendete
Alkohol sollte vorzugsweise nicht polymer sein und vorzugs-
weise nicht mehr als drei Hydroxygruppen im Molekiil auf-
weisen. Weiter sollte der verwendete Ester vorzugsweise kein
Cholesterylester sein, da dies zu etwas freiem Cholesterin
fiithren konnte, der wiederum zu einem Ansteigen des Serum-
cholesterinspiegels fithren kénnte. Aus dem gleichen Grund
sollte die vorliegende Zubereitung vorzugsweise frei von
Cholesterin sein, und zwar frei von der freien Form oder frei
von einem Derivat, welches im Kdrper des Empféngers in
freies Cholesterin iibergefiihrt werden konnte. Die bevorzug-
ten Salze sind das Natrium- oder Kaliumsalz oder alle an-
deren pharmazeutisch annehmbaren festen Salze, da diese
fiir die Herstellung von Tabletten besser geeignet sind. Ta-
bletten kénnen ein pharmazeutisch annehmbares festes Deri-
vat, z.B. ein Salz, der Eikosapentaensdure enthalten. Da die
Eikosapentaensiure stark ungesittigt ist, sind sie und ihre
Derivate leicht oxydierbar und die Zubereitungen, welche sie
enthalten, sollten deshalb vorzugsweise ebenso ein Antioxy-
dans, wie beispielsweise butyliertes Hydroxytoluol, butylier-
tes Hydroxyanisol, Propylgallat, ein pharmazeutisch an-
nehmbares Chinon und a-Tokopherol, enthalten. Einige An-
tioxydantien konnen auch die anti-thrombo-embolische
Wirkung unterstiitzen.

Obwohl vorzugsweise der Wirkstoff Eikosapentaensiure
oder ihre Salze, Ester oder Amide oral verabreicht werden,
da dies eine herkdmmliche Art der routineméssigen Darrei-
chung ist, kann der Wirkstoff auch auf jede andere Weise
verabfolgt werden, mittels der er erfolgreich absorbiert wer-
den kann, z.B. parenteral (d.h. subkutan, intramuskulir
oder intravends), rektal oder bei Frauen vaginal.

Obwohl es bei dem vorliegenden Wirkstoff moglich ist,
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ihn als Rohprodukt oder als einfache Mischung der Kom-
ponenten zu verabreichen, so wird er doch vorzugsweise als
pharmazeutische Zubereitung présentiert. Die Zubereitun-
gen sowohl fiir die Verwendung in der Veterindr- als auch
der Humanmedizin enthalten im vorliegenden Fall den
Wirkstoff wie oben definiert zusammen mit einem oder meh-
reren annehmbaren Tragerstoffen und gegebenenfalls an-
deren therapeutischen Ingredienzen. Der oder die Tréger-
stoffe miissen «annehmbar» im Hinblick auf ihre Vertrég-
lichkeit mit den anderen Bestandteilen der Zubereitung sein
und fiir den Empfanger nicht schédlich sein. Zubereitungen,
welche die Eikosapentaenséure selbst enthalten, sind vor-
zugsweise nicht wissrig. Einzeldosen, z.B. Tabletten oder
Kapseln, einer Zubereitung enthalten fiir gewohnlich 0,25
bis 1,0 g, z.B. 0,5 g, des Wirkstoffes. Im allgemeinen werden
tiglich drei Dosen verabreicht. Verwendbare Zubereitungs-
formen sind Arzneiformen fiir die orale, rektale, vaginale
und parenterale (einschliesslich subkutane, intramuskulére
oder intravendse) Darreichung.

Da die Eikosapentaenséure selbst eine Fliissigkeit und
unschmackhalft ist, wird sie vorzugsweise oral in einer Kap-
sel, z. B. in einer Weichgelatinekapsel, verarbeitet, so dass die
Eikosapentaensiure nicht geschmeckt werden muss. Die
Kapsel soll zweckméssig so gross sein, um die erforderliche
Dosis Eikosapentaensdure in einer, zwei oder drei Kapseln
bei jeder Einnahme zu verabreichen. Deshalb ist die Kapsel-
grosse fiir gewShnlich etwa 0,5 ml. Eine andere Art, den Ge-
schmack der Sdure zu vertuschen, besteht darin, sie zu einer
Emulsion zu verarbeiten, die oral genommen werden kann.
Die Siure konnte auch derart zubereitet werden, dass sie bei
der oralen Einnahme unmittelbar vorher emulsierbar ist
oder vor der Verabreichung verdiinnt werden kann. Eine
Emulsion konnte auch als der Mehrfachtyp vorliegen, so
kénnte beispielsweise die Siure in eine Ol-in-Wasser-Emul-
sion mit einem pharmazeutisch annehmbaren oberflé-
chenaktiven Mittel gebracht werden und sodann die Emul-
sion weiter in einem anderen O}, z. B. Erdnussdl, emulgiert
werden. Anderseits konnte die Siure auf die gleiche Weise in
eine Wasser-in-Ol-Emulsion gebracht werden und sodann
diese Emulsion wiederum in Wasser emulgiert werden. Die
verschiedenen Emulsionsarten knnten als orales Gel oder
als steife Emulsion, wie beispielsweise eine Emulsionsmar-
garine, prisentiert werden. Andere Methoden zur Vertu-
schung des Geschmacks bestehen darin, die Sdure auf einem
oder mehreren Trigerstoffen zu absorbieren, wie beispiels-
weise auf Kaolin, Kreide, Calciumphosphat, Calciumsulfat,
Stirke, einer mikro-kristallinen Cellulose oder auf Methyl-
oder anderer modifizierter Cellulose. Das resultierende Pul-
ver konnte als solches oder aromatisiert verkauft werden
und vielleicht zu Tabletten oder Kapseln verarbeitet werden,
wobei jede Tablette oder Kapsel beispielsweise 0,5 g Eikosa-
pentaensdure als solche oder in Form eines festen Derivats
enthilt. Tabletten konnen einen Film- oder Zuckeriiberzug
aufweisen.

Was die Salze, z.B. die Natrium- oder Kaliumsalze, be-
trifft, so neigen auch sie dazu, unschmackhaft zu sein. Des-
halb sollten Tabletten, die sie enthalten und beispielsweise
0,5 g Séure aufweisen, vorzugsweise einen Film- oder Zuk-
keriiberzug aufweisen. Andere orale Darreichungsformen,
z.B. Cachets oder Lutschtabletten, konnen unter gegebenen
Umstéinden auch verwendet werden. Die Ester oder Amide
konnen auf die gleiche Weise wie die Sduren oder die Salze
zubereitet werden, je nachdem, ob sie fliissig oder fest sind.

Bei Bedarf kann eine orale Zubereitung mit fortlaufender
Wirkstofffreigabe hergestellt werden, beispielsweise in Form
von Kiigelchen oder Mikrokapseln in einer Kapsel.

Eine Zubereitung zur intramuskuldren Darreichung
kénnte in Form einer Emulsion vorliegen. Eine Zubereitung
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liegen, welche bei der Injektion spontan emulgieren wiirde.

Fiir die rektale Darreichung konnten die Sauren oder
ihre Derivate zu einem Suppositorium mit einer Triglycerid-
grundlage eingebracht werden, belsplelswelse mit Kakaobut-
ter, «Witepsol» oder «Suppocire» oder in eine Weichgelati-
ne-Suppositorienkapsel gegeben werden.

Die Zubereitungen konnen fiir gewohnlich in Emzel-
dosisform vorliegen und auf jede bekannte Art lege artis her-
gestellt werden. Bei jeder Zubereitung wird der Wirkstoff in
Verbindung mit dem Trégerstoff, der aus einem oder meh-
reren Hilfsstoffen besteht, in Verbindung gebracht. Im allge-
meinen werden die Zubereitungen durch einheitliches und
inniges Vermischen des Wirkstoffes mit den fliissigen Tré-
gerstoffen oder den feinverteilten festen Tragerstoffen oder
mit beiden hergestellt und sodann, falls notwendig, das Pro-
dukt in die gewiinschte Form gebracht. In der vorliegenden
Beschreibung umfasst der Ausdruck «Trégerstoff» einen
Stoff, der fiir die Darreichung an einem Patienten geeignet
ist und im wesentlichen den Wirkstoff einschliesst, z.B. die
Kapselform oder den Uberzug bei einer iiberzogenen Tablet-
te.

Um die Wirksamkeit der Eikosapentaenséure noch zu
verbessern, kann die Zubereitung auch einen Phosphodi-
esterasehemmer, wie beispielsweise Theophyllin oder Dipyri-
damol, enthalten.

. Demgemdss umfasst die vorliegende Erfindung:

a) eine pharmazeutische Zubereitung, enthaltend (All-Z)-
5,8,11,14,17-Eikosapentaensidure oder eines ihrer phar-
mazeutisch annehmbaren Salze, Ester oder Amide und einen
pharmazeutisch annehmbaren Trigerstoff, wobei minde-
stens 50% des Fettsduregehaltes der Zubereitung die (All-
7)-5,8,11,14,17-Eikosapentaenséure (d. h. als solche oder als
ihre Salze, Ester oder Amide) ausmacht;

b) eine pharmazeutische Zubereitung, enthaltend (All-
7)-5,8,11,14,17-Eikosapentaensdure oder eines ihrer phar-
mazeutisch annehmbaren Salze, Ester oder Amide und einen

. pharmazeutisch annehmbaren Trégerstoff, wobei die Zube-

40

45

50

55

60

65

reitung im wesentlichen frei von Vitaminen ist;

c) eine pharmazeutische Zubereitung, enthaltend (All-Z)-
5,8,11,14,17-Eikosapentaensdure oder eines ihrer phar-
mazeutisch annehmbaren Salze, Ester oder Amide und einen
pharmazeutisch annehmbaren Tréigerstoff, wobei die Zube-
reitung im wesentlichen frei von anderen, weniger ungesit-
tigten Sduren (d.h. als solche oder als ihre Salze, Ester oder
Amide) ist;

d) ein Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen
Zubereitung entsprechend a), b) oder c); und

¢) eine Speisedl- oder Fettzubereitung, beispielsweise eine -
Margarine- oder Butterzubereitung, welche die (All-Z)-
5,8,11,14,17-Eikosapentaensédure oder eines ihrer Salze,
Ester oder Amide in einer Menge enthélt, dass die Eikosa-
pentaensiure (d. h. als solche oder als ihre Salze, Ester oder
Amide) mindestens 3 Gew.-% der Zubereitung ausmachen.

Die erfindungsgeméssen pharmazeutischen Zubereitun-
gen oder Speisedl- oder Fettzubereitungen kénnen verwen-
det werden:

1) zur Behandlung oder Prophylaxe eines thrombo-em-
bolischen Zustandes bei einem Sdugetier oder Menschen;

2) zur Verlingerung der Blutungszeit bei einem Saugetier
oder Menschen;

3) zur Dispergierung oder Zerteilung eines bereits gebil-
deten Thrombus oder Thrombozytenaggregates in einem
Siugetier oder Menschen;

4) zur Modifizierung und/oder Verhiitung des Anhaftens
von Thrombozyten an verletztem Gewebe bei Sdugetieren
oder Menschen;

5) zur Riickgabe von Thrombozyten an ein Sdugetier



oder einen Menschen, die weniger leicht aggregieren und/
oder leichter voneinander zu trennen sind;

6) zur Errichtung eines ausserhalb des Korpers zirkulie-
renden Blutkreislaufes zu und von einem Sdugetier oder
Menschen; bei dem man dem Blut entweder intrakorporal-
oder extrakorporal eine wirksame Menge (All-Z)-
5,8,11,14,17-Fikosapentaensdure oder eines ihrer Salze,
Ester oder Amide zusetzt, um die Aggregation der Throm-
bozyten entweder im wesentlichen oder vollstéindig zu ver-
hindern; und

7) zur Wiederherstellung oder Aufrechterhaltung eines
vollen Blutstromes in einem teilweise verschlossenen Blutge-
fiiss bei einem Sdugetier oder Menschen.

Die Wirkungsweise der Eikosapentaenséure sowie die
Ausfithrung der vorliegenden Erfindung sind in den nachfol-
genden Beispielen noch néher erldutert.

Beispiel 1

Aus der vor dem Ellbogen gelegenen Vene wurde Blut
freiwilliger Versuchspersonen, welche zwei Wochen vor dem
Versuch kein Aspirin genommen hatten, entnommen und in
Natriumcitrat (0,11 Mol) aufgenommen, wobei das Verhilt-
nis der Citratldsung zum Blut 1 : 9 betrug. Das Plasma wur-
de aus dem Blut durch Zentrifugieren bei 160 g (5 Minuten
lang) als thrombozytenreiches Plasma (PRP) abgetrennt.

Es wurden Untersuchungen bei den Thrombozyten mit
Arachidonsiure (AA), Eikosapentaensdure (EPA) in Form
ihres Kaliumsalzes (siche K. Schrér, S. Moncada, F.B. Uba-
tuba und J.R. Vane in Eur. J. Pharmac. 47 (1978) S. 103]
und mit ADP oder mit Thrombin in einer Koagulationsvor-
richtung, beispielsweise im «Fibromate» (Bie & Bernsted,
Kopenhagen, Dénemark) durchgefiihrt.

Die Aggregation wurde sowohl turbidimetrisch als auch
nephelometrisch in einer zylindrischen Kiivette registriert,
wobei letztere 300 pl PRP bei 37 °C enthielt und magnetisch
bei 800 Umdrehungen/Minute geriihrt wurde. Anderseits
wurde ein «Payton»-Doppelkanal-Aggregometer mit 500 pl
PRP verwendet.

Im Gegensatz zu AA bewirkte EPA keine Aggregation in
menschlichem PRP in Konzentrationen des EPA von 1,33,
2,66 und 5,3 mMol, wobei diese Konzentrationen 4mal oder
um noch ein Vielfaches grosser waren als die der AA (0,33,
0,66 und 1,3 mMol). Bei niedrigeren Konzentrationen im
Bereich von etwa 0,01 bis 0,5 mMol hemmte die EPA etwas
die durch ADP (2 pMol) in menschlichem PRP induzierte
Thrombozytenaggregation.

Die aggregationshemmende Wirkung der EPA
(0,065 mMol) beruhte jedoch nicht aufgrund ihrer Umwand-
lung durch die Thrombozyten-Cyclo-Oxygenase, da die ag-
gregationshemmende Wirkung bei mit Aspirin behandelten
Thrombozyten vorlag, welche nicht auf die AA
(0,065 mMol) ansprachen, welche aber durch Thrombin
(0,04 bis 0,4 E/ml) zusammengeballt worden waren. Die ag-
gregationshemmende Wirkung lag auch in der ersten Ag-
gregationsphase, welche durch ADP (2 bis 5 pMol) bei mit
Aspirin behandelten Thrombozyten, vor.

Beispiel 2

Geftissgewebe (aus der Brust- und Bauchaorta) wurde
von frisch getdteten Ratten erhalten. Etwa 100 mg des Ge-
webes wurde zerkleinert und einmal in eiskaltem Tris-Puffer
(0,05 Mol, pH 7,5) gewaschen. Nach dem Priifen auf seine
Fahigkeit, die thrombin-induzierte Thrombozytenaggrega-
tion zu hemmen, wenn es zu der Thrombozyten-Kiivette ge-
geben wird, wurde das Gewebe mehrere Male in 10 ml eis-
kaltem Tris-Puffer gewaschen, um Blut und anhaftende
Thrombozyten zu entfernen. Das Gewebe wurde sodann
rasch auf — 60 °C eingefroren, zu einem groben Pulver zer-
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stossen und wiederum in 5 Volumenteilen Tris-Puffer sus-
pendiert. Diese Suspension des vaskuldren Gewebes wurde
wihrend der Versuche auf Eis gehalten und fiir Inkubations-
versuche verwendet. )

Von freiwilligen Versuchspersonen, die 3 Tage lang vor
der Blutprobe téglich 1,5 g Aspirin genommen hatten, wurde
aus der vor dem Ellbogengelenk gelegenen Vene Blut ent-
nommen. Ausser diesem Blut wurden gewaschene menschli-
che Thrombozyten nach dem von B.B. Vargaftig, Y. Tranier
und M. Chignard beschriebenen Verfahren [Prostaglandins,
Band 8 (1974) S. 133] gewonnen. Die Aggregationsversuche
wurden wie in Beispiel 1 durchgefiihrt.

Um zu sehen, ob die Suspension des vaskuldren Gewebes
irgendein Material synthetisieren konnte, welches eine ag-
gregationshemmende Wirkung auf menschliche Thrombozy-
ten aufweist, wurden die auf die oben beschriebene Weise ge-
wonnenen Thrombozyten von Versuchspersonen verwendet,
die Aspirin genommen hatten, so dass ihre Thrombozyten
keine Prostaglandin-Endoperoxyde produzieren kénnten,
welche vom vaskulidren Gewebe dazu verwendet werden
konnten, aggregationshemmendes Material zu produzieren.
Dariiber hinaus wurden gewaschene Thrombozyten verwen-
det, um jegliche Méoglichkeit der Verwendung von AA im
Plasma durch das vaskuldre Gewebe zu vermeiden. Unter
diesen Bedingungen konnte die aggregationshemmende Wir-
kung durch das vaskulire Gewebe nur durch endogen oder
exogen hinzugefiigte Vorstufen bewirkt werden.

Die oben beschriebene anfingliche Suspension des vas-
kuldren Gewebes (10 bis 50 pl) hemmte die durch Thrombin
(0,04 bis 0,4 E/ml) induzierte Aggregation. Diese Hemmwir-
kung wurde durch wiederholtes Waschen (5- bis 20mal) des
Gewebes aufgehoben, wobei letzteres 30 Sekunden lang in
einer «Eppendorf-Zentrifuge» zentrifugiert wurde, die iiber-
stehende Fliissigkeit abgegossen und in 0,5 ml frischer Puf-
ferldsung resuspendiert wurde. Der Standardwert der
Hemmwirkung gegeniiber der durch ADP (2 bis 5 pMol) in-
duzierten primiren Aggregationsphase oder der durch
Thrombin (0,04 bis 0,4 E/ml) induzierten Aggregation konn-
te durch Zugabe von gewaschenem vaskuldrem Gewebe und
EPA zu den gewaschenen Thrombozyten von mit Aspirin
behandelten Versuchspersonen wiederhergestellt werden.
Die Erzeugung der aggregationshemmenden Wirkung wurde
durch die Vorbehandlung des gewaschenen vaskuldren Ge-
webes mit Indomethacin (5 bis 10 pg/ml) verhindert. So
konnte die Cyclo-Oxygenase aus der Gefasswand die EPA
zur Erzeugung einer aggregationshemmenden Wirkung ver-
wenden.

Die erzeugte aggregationshemmende Wirkung miisste
durch die Verdringung der endogenen AA durch die EPA
und nicht durch die direkte Verwendung der EPA bewirkt
worden sein. Jedoch fiihrten die gleichen K onzentrationen
von DHLA, welche mit gewaschenem vaskulédrem Gewebe
inkubiert worden waren, nicht zur Bildung aggregations-
hemmenden Materials, und somit ersetzt die DHLA nicht
die AA.

Beispiel 3
Die Wirkung der Eikosapentaensdure auf die
Blutungszeit bei Kaninchen

Vier weibliche weisse Neuseeland-Kaninchen (Ranch)
mit einem Gewicht von 2,0 bis 2,5 kg wurden mit 40 mg/kg
Natrium-pentobarbiturat anisthesiert. In die Randvene des
Ohres wurde zur Infusion der Eikosapentaensiure (0,1 ml/
Min.) eine Kaniile eingefiihrt. Das Kaliumsalz der Eikosa-
pentaensiure (Reinheit 95% und Gehalt an etwa 2% AA
und 2% DHLA, Ausgleich-C-18-Fettsduren) wurde in
50 mMot Tris-HCl-Puffer mit einem pH von 8,0 gelost und
lichtgeschiitzt auf Eis gehalten. Die Infusion entweder des
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Tris-Arzneistofftragers oder der Eikosapentaensiure wurde
5 Minuten vor oder fortlaufend wihrend der Messung der
Blutungszeit durchgefiihrt.

Die innere Oberfliche des Ohres ohne Kaniile wurde
sorgfiltig rasiert. Das Ohr wurde durchlenchtet, so dass die
Blutgefisse klar sichtbar waren. Ungefihr 0,4 cm lange und
geniigend tiefe Schnitte, um ein Aufwallen des Blutes inner-
halb von 15 Sekunden zu bewirken, wurden mit einer neuen
Skalpellklinge an einer von sichtbaren Blutgeféssen freien
Stelle und in paralleler Richtung zu dem nichsten Blutgefiss
gemacht. Der Schnitt wurde alle 15 Sekunden mit Filter-
papier (Whatman Nr. 1) sanft abgetupft.

Die Blutungszeit wurde von den ersten 15 Sekunden
nach dem Einschnitt an bis zu dem Zeitpunkt gemessen, als
keine Bluttropfen auf dem Filterpapier mehr sichtbar waren.
Tritt ein Plasmaexudat auf dem Schnitt auf, so wird als End-
punkt die Zeit genommen, zu der das Exudat keine rotliche
Farbung mehr aufweist. Betrigt die Blutungszeit linger als
10 Minuten, so wird der Schnitt alle 30 Sekunden abgetupft.
Die Blutungszeit jeder Dosis ist das Mittel von drei Bestim-
mungen.

Zwei Kaninchen wurden 4 Stunden vor dem Versuch mit
einer intravendsen Injektion von 100 mg/kg Aspirin vorbe-
handelt. An zwei Kaninchen wurden auf die gleiche Weise
zur Kontrolle 0,5 ml Tris mit einem pH-Wert von 7,5 in 4 ml
Kochsalzlésung verabreicht. Die erhaltenen Ergebnisse sind
in den Tabellen I und II aufgefiihrt.

Tabelle 1
Kontrolle, d. h. kein Aspirin

EPA-Dosis pg/kg/Min. Blutungszeit* Minuten

Kaninchen 1 Kaninchen 2
0 3,5 3,0
50 16,0
100 19,8 16,5
200 *#23,0
Tabelle 2

Kaninchen, 4 Stunden vor Testbeginn mit I.-v.-Injektion von
100 mg/kg Aspirin vorbehandelt.

EPA-Dosis pg/kg/Min. Blutungszeit* Minuten
Kaninchen 3 Kaninchen 4
0 53 4,7
100 7.3 6,3
200 4,5 **75

* Mittel aus 3 Bestimmungen
** Infusionsgeschwindigkeit 0,2 ml/Min.

Demzufolge zeigten die mit Aspirin behandelten Kanin-
chen nur einen geringen oder keinen Anstieg bei der Blu-
tungszeit.

Ein mit 75% reiner EPA behandeltes Kaninchen zeigte
dhnliche Ergebnisse aufgrund der niedrigeren Reinheit der
Sdure.

Beispiel 4 ,
Umwandlung der Eikosapentaensiure im Kreislauf
des Hundes

Die intravendse Infusion der Eikosapentaensiure (0,2 bis
2 mg kg™ 'Min. ') bewirkte eine systemische und pulmona-
re Hypotension bei mit e-Monotrichlorithyliden-D-glukose
andsthesierten Hunden. Es ist bekannt, dass isolierte Streifen
einer Rindercoronararterie und einer Kaninchenbauchar-
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terie in einem Blutbad durch das stark aggregationshemmen-
de Material PGI, (5 bis 10 ng/ml) entspannt werden. Bei der
Behandlung mit den Antagonisten von Katecholamine und
Angiotensin II entspannen diese in arteriellem Blut gebade-
ten Gewebe fiir die biologische Priifung wihrend der In-
fusion von Eikosapentaensiure (0,6 bis 2 mg kg~ !Min.™*, 2
Hunde), und zwar durch eine Menge, welche ungefihr 10 bis
20 ng/ml PGI, bei den hochsten Werten. Bei einem dieser
Hunde bewirkte nach der Verabfolgung von 5 mg/kg In-
domethacin die darauffolgende Infusion der Eikosapentaen-
sdure (2 mg kg™ !Min. ! wihrend 10 Minuten) noch eine
Hypotension, setzte jedoch keine nachweisbare Wirkung bei
den Geweben fiir die biologische Priifung frei.

Beispiel 5

Auflésende Wirkung der Eikosapentaensiure bei Kaninchen

2 bis 3 kg schwere Kaninchen wurden mit 30 mg/kg Pen-
tobarbitalnatrium andsthesiert und mit 2000 E/kg Heparin
behandelt. Eine Halsschlagader wurde pripariert und Blut
entzogen, welches mittels einer Rollenpumpe weiterbefordert
wurde, um einen Kollagenstreifen aus der Achillessehne ei-
nes anderen Kaninchens zu iiberfluten. Sobald das Blut iiber
den Sehnenstreifen floss, nahm der Streifen wihrend eines
Zeitraumes von 35 Minuten bis zu maximal 180 bis 200 mg
an Gewicht zu. Danach beruhte jegliche Gewichtsabnahme
auf einer Ablésung der Thrombozyten. Intravends infun-
dierte Eikosapentaensiure (50 bis 500 ug kg~ *Min. ~?) be-
wirkte bei 5 Kaninchen eine geringfiigige ablosende Wit-
kung auf die Thrombozyten (anndhernd 20 mg). Diese Wir-
kung der Eikosapentaensiure konnte durch die Vorbehand-
lung der Kaninchen mit Aspirin (150 mg/kg) verhindert wer-
den.

Beispiel 6

Eine Weichgelatinekapsel mit einem Inhalt von etwa
0,5 ml wurde sterilisiert und sodann mit einer Zubereitung
aus mehr als 90% EPA, etwa 2% AA, etwa 2% DHLA und
dem Palmitinsduren und Oleinsduren enthaltenden Aus-
gleich gefiillt. Die Kapsel wurde sodann verschlossen. Die

" verwendete Kapsel kann durchsichtig oder gefirbt sein und
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kann auch aus Hartgelatine oder beispielsweise Polymethyl-
methacrylat bestehen.

Beispiel 7
Tablettenzubereitung aus:

Natriumsalz der Eikosapentaensiure 281 mg
Stirke 62 mg
Milchzucker 250 mg
Polyvinyl-pyrrolidon 3,5mg
Magnesiumstearat 3,5mg
butyliertes Hydroxytoluol 2 ppm
600 mg

Die Tabletten wurden mit Zucker iiberzo gen, obwohl
auch andere Uberzugsstoffe verwendet werden kdnnten.

Beispiel 8
Die in Beispiel 7 beschriebene Zubereitung kann in un-
verpresster Pulverform auch dazu verwendet werden, um
Hartgelatinekapseln mit 600 mg der Zubereitung zu fiillen.

Beispiel 9
Etwa 250 g einer herkdmmlichen Weichmargarinezube-
reitung wurde sorgfltig mit 8 g Eikosapentaensiure ver-
mischt, bis eine weiche Konsistenz erzielt wurde.

Beispiel 10
Minnlichen Neuseeland-Kaninchen mit einem Gewicht
von 2 bis 2,5 kg wurde Aspirin (10 oder 100 mg/kgi.v.) ver-
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abreicht. Eine Kontrollgruppe erhielt nur den fliissigen Tra- 278 + 48s. Der Wert von 288 + 11 s. bei den mit einer ho-
gerstoff, der fiir die Losung des Aspirins verwendet wurde. 2 hen Dosis (100 mg/kg) Aspirin behandelten Tieren war nicht
bis 4 Stunden spiter wurden die Tiere mit Pentobarbital wesentlich h6her als bei den Kontrolltieren.

anisthesiert, und es wurden die Blutungszeiten auf die in . . ..
Beispiel 3 beschriebene Weise vor und wihrend der Infusion s léng]ziltgfll;e(gll’lip(‘af :'gel]i:gc_: i(l\e/}?n‘é‘_sglg?e eﬁﬁgxs};ﬁ?&vep

. oo o —
von A (Kl 95 i il Bl el vt i 107 p <0 0001 i e A e i
kg~ Min,~1) gemessen. Fiir jo den Versuch warden 2. oder tungszeit wurde bei hoheren Infusionsgeschwindigkeiten

g - )8 ) J beobachtet, und es wurde ein Plateauwert von ungefdhr 1000

3malige Messungen vorgenommen. Die erhaltenen Ergebnis- . e A
se sind in der nachfolgenden Tabelle 3 aufgefiihrt. Aspirin 10 Sekunden bei der Geschwindigkeit von 50 ug kg™ *Min. ™

(10 mg/kg) bewirkte einen kleinen, aber kennzeichnenden erroicht. .
Anstieg der Blutungszeit (p < 0,0001). Der Durchschnitt der Bei den mit Aspirin (10 oder 100 mg/kg) behandelten
dreifachen Bestimmung bei 5 Kaninchen betrug 489 + 27 s Tieren versagte die EPA, um eine kennzeichnende Modifizie-
(Mittel + s.e.m.), vergleichen mit den Kontrollwerten rung der Blutungszeit hervorzurufen.
Tabelle 3
Vorbehandlung EPA pgkg™! Min. ™!
0 1 50 200 400
Nichts 278+48 n=8 642+69n=5 861+69n=5 961+87n=4 1020+89 n=4
ASA 10 mg/kg 489427 n=>5 607+97n=>5 678+115n=>5 839+160n=>5 693+114n=4
ASA 100 mg/kg 288+11n=>5 309413n=3 3274+82n=3 428+86n=4 364+26n=3
Mittlere Blutungszeit in Sek. +s.e.m.
ASA = Aspirin.
Beispiel 11 Bei jedem Testversuch wurde die Fettsiure mit den
Auf die in Beispiel 3 beschriebene Weise wurden die Wir- 39 Thrombozyten etwa 6 Minuten lang inkubiert, bevor das
kungen verschiedener Fettséuren auf die durch 11a,9a-Epo- PGH,-Analogon hinzugefiigt wurde. Die verwendete Fett-
xymethan-15-hydroxyprosta-5,13-diensdure (ein Analogon sduremenge betrug etwa 1,5 mMol. Die nach 6 Minuten
zu PGH,) (Upjohn) induzierte Aggregation aspirinbehan- nach Zugabe des PGH,-Analogons erhaltenen Hemmungs-
delter Thrombozyten in menschlichem PRP untersucht. werte sind in der Tabelle 4 aufgefiihrt.
Tabelle 4
Sédure Hemmung %
Eikosapentaensiure 100
(All-Z)-9,12,15-Octadecatriensiure 40
(All-Z)-9,12-Octadecadiensiure 55
(All-Z)-6,9,12-Octadecatriensdure 63
Z-9-Octadecaensdure 68
Kontrolle 0
Die Eikosapentaensiure zeigte bei einer Konzentration welche 2,3-Di-nor-Analoge der 11,14,17-Eikosatriensiure
von 1,0 mMol eine 100%ige Hemmwirkung und bei einer und der 8,11,14-Eikosatriensdure sind, welche in der er-
Konzentration von 0,5 mMol eine etwa 95%ige Hemmwir-  so wihnten Arbeit von Silver et al. (L.c.) verwendet wurden, als
kung, aggregationshemmende Mittel, verglichen mit der Eikosa-
Ferner sei noch bemerkt, dass die (All-Z)-9,12,15-Oc- pentaensiure, nicht sehr wirksam sind.

tadecatriensdure und die (All-Z)-6,9,12-Octadecatriensiure,
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