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Forbindelsen tin-mesoporphyrin og prazparater. der indeholder
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Den foreliggende opfindelse angar forbindelsen tin-mesoporphy-
rin og terapeutisk anvendelige przparater, der indeholder det.
Forbindelsen og praparaterne kan anvendes til behandling af
forskellige metaboliske lidelser hos pattedyr, navnlig menne-

sker.

Ham er et redt pigment, som omfatter fire underenheder, som
betegnes pyrroler; disse underenheder er kemisk bundet til
dannelse af en enkelt stor tetrapyrrolringsstruktur (porphy-
rin). Et metalatom er chelateret i midten af dette porphyrin;
i hgjere organismer er dette metal jern, og porphyrinring-
strukturen betegnes protoporphyrin IX. I fysiologiske systemer
er ham bundet til bestemte proteiner; disse hamproteiner bin-
der oxygen i metalatomets sted, ellier de virker som bestand-
dele i membranbundne elektrontransportsystemer. Cellular re-
spiration, energifrembringelse og kemiske oxidationer er af-

hangig af disse hamproteiner.

Hos pattedyr og andre hvirveldyr nedbrydes ham oxidativt ved
hjalp af hemoxygenase til dannelse af den abenkadede tetrapyr-
rol, biliverdin. Hos pattedyr reduceres biliverdin til biliru-
bin ved hjelp af biliverdinreduktase. I leveren omdannes bili-
rubin til mono- og di-g?ucuronid—konjugatebne af lever-glucu-

ronyl-transferase-systemet for dets udskillelse.

Bilirubin er en toksisk forbindelse, men normalt manifesterer
denne toksicitet sig ikke, da bilirubin hurtigt bindes til
plasmaproteiner, transporteres til Tleveren, Kkonjugeres og
udskilles. Hos den nyfodte eksisterer der dimidlertid hgje
ugnskede koncentrationer af bilirubin 1 serum, og dette kan
fremkalde neurotoksicitet. Det vanskeligt behandlelige neuro-
logiske syndrom, der kendes som "kernicterus", er den alvor-

ligste manifestation af bilirubintoksicitet.

Grundlaget for denne neonatale hyperbilirubinami Tigger i et
antal faktorer, hovedsagelig den hurtige h®molyse af foster-

erytrocyter efter fogdslen og en mangelfuld udvik]iﬁg af lever-
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konjugeringssystemet, der normalt letter udskillelsen af bili-
rubin gennem galden. Niveauerne af hazmoxygenase, det hastig-
hedsbegrensende enzym ved katabolismen af hem til bilirubin,
er ogsa markbart forheojede p& dette tidspunkt, hvilket giver
heje hastigheder for produktionen af dette galdepigment. Al-
mindeligt udbredt metodik til undertrykkelse af alvorlig neo-
natal gulsot indbefatter a) stimulering af leverkonjugerings-
systemet for bilirubin ved hjelip af lagemidler, f.eks. feno-
barbital, b) partiel udskiftningstransfusion, og c) fototera-
pi. Ingen af disse metoder er fuldt tilfredsstillende, da der
stadig er mange ubesvarede spgrgsmal med hensyn til deres sik-
kerhed. Desuden er alle disse metoder rettet mod fjernelise af
bilirubin, nar det forst er blevet dannet i den ham-nedbryden-
de sekvens - i bedste fald en kompliceret proces at gennem-

fore.

Forhgjede niveauer af bilirubin fremkommer ogsa ofte i serum
hos individer med sadanne sygdomme som medfedte anamier, ta-
lassemi og seglcelle-anamier, sadvel som forskellige former for
leversygdomme. Koncentrationen af bilirubin 1 serum fra sa-
danne individer nar sjzldent de hsje niveauer, som findes hos
nyfedte. Det nar imidlertid niveauer, der kan vare toksiske og

bgr kontrolleres.

Det er saledes snskeligt at have tilgangelige metoder og mate-
rialer til at inhibere katabolisme af ham for at forhindre ak-

kumulering af bilirubin i serum.

I US-patentskrift nr. 4.684.637 er beskrevet anvendelsen af
tin-protoporphyrin IX til behandling af forhgjede niveauer af

bilirubin hos nyfgdte og voksne.

Opretholdeise af en korrekt ligevagt eller balance for vavs-
hamindholdet er essentiel for cellers normale fysiologiske
funktion. N&r denne 1ligevagt forstyrres ved en eller anden
tilstand, der er karakteriseret ved et overskud af hazm - som

eksemplificeret ved de ovennavnte omstandigheder - ville det
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vere klinisk verdifuldt at have en farmakologisk mekanisme til
genopbygning af 1ligevagtstilstanden for haem i celler ved at
lette udskillelsen af den overskydende mangde af ham fra
legemet.

I forbindelse med, men uafhangigt af de ovenfor beskrevne til-
stande, akkumuleres overskud af jern ogsd i legemet, og denne
akkumulering af metal med tiden kan fremkalde skadelige og
endog dodelige konsekvenser for verten. Dette overskud af jern
kan stamme fra forskellige kilder; f.eks. madti1béredningsme—
toder (jerngryder) eller direkte med kosten (f.eks. kutant
porphyrin fremkaldt ved jernoverbelastning), fra overskydende
terapeutisk indgivelse af metallet i et forsegg pa at foretage
en kraftig behandling af ikke-reagerende anzmier; fra hyper-
transfusioner, som visse patienter med blodsygdomme underkas-
tes; didiopatisk fra de sygdomme, der kollektivt kendes som
"hamachromatose"; fra visse industrielle eksponeringer; men de
mest almindelige tilfelide af overskydende jernaflejring i vev-
ene og de resulterende pathologiske konsekvenser, der Kkan
afledes deraf, er en konsekvens af almindelige medfodte hamo-
lytiske anemier, sdsom seglcelle-sygdom, de forskellige former
for talassami, G-6-PD-mangel, arvelig sferocytose og lignen-
de. Ved disse sygdomme resulterer en kraftigt forkortet leve-
tid for rode blodlegemer i fortsat store aflejringer af jern i
vavene i et omfang, der overskrider legemets kapacitet til gen-
anvendelse af metallet. Saledes stiger vavskoncentrationerne
af jern til meget hegje, toksiske niveauer, og dette forer til
svakkelse af vitale organers funktioner, hvilket f.eks. mani-
festerer sig ved kardiomyopati, bugspytkirtelutilstrakkelighed

(diabetes) og endokrinsvigt, der breder sig i hele organismen.

Der er 1ingen fysiologisk mekanisme til1 udskillelse af dette
overskud af jern, og den eneste generelt tilgengelige terapeu-
tiske modalitet til dette formdl er et farmakologisk middel,
der kendes som desferrioxamin. Dette middel er imidlertid ikke
specifikt for jern og chelaterer ogsa andre metaller, det mé

for at vare rimeligt effektivt indgives intramuskulart og for-
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arsager vasentlig lokal inflammation pa injektionsstedet. End-
videre har oprindelige formodninger om, at det er ugiftigt,
vist sig at vare ukorrekte, og der er nu rapporteret forekomst
af et stort antal toksiske reaktioner hos behandlede patienter

efter dets anvendelse indbefattet hypotension og allergiske

reaktioner.

Sn-protoporphyrin (SnPP) manifesterer den yderst fordelagtige
egenskab, at det i hgj grad foreger galdeudsondringen af jern
ti1 tarmindholdet, hvor metallet elimineres. Sn-PP virker pa
denne yderligere made ved at blokere bindingen af hem til ha-
moxygenase, hvorved den frigivelse af jern, der normalt sker
ved hazmkatabolismeprocessen, forhindres, og ét jernatom far
Tov til at blive udskilt i tarmen med hvert molekyle af ukata-

boliseret ham.

Tryptophan er en essentiel aminosyre, der har indgéende virk-
ninger pid et antal metabolismeveje i hele dyret, indbefattet
mennesket, navnlig i nervesystemet. Tryptophan metaboliseres
hovedsageligt i leveren. Tryptophan, som ikke metaboliseres i
leveren, akkumulerer i plasmaet og i hjernen. Hjerneniveauer
af tryptophan er afhangige af p1asmani9eauer af aminosyren,
som igen reguieres ved hjelp af Jlevertryptophanpyrrolase.
Tryptophan i hjernen metaboliseres ad en anden vej end i leve-
ren. Et af de vigtigste metabolismeprodukter af tryptophan i
hjernen er 5-hydroxytryptamin eller serotonin. Koncentration-
erne af tryptophan og serotonin i hjernen reguleres ngje hos
mennesker. Foreget Kkoncentration af disse produkter er for-
bundet med leverencefalopati og migranehovedpine. Encefalopati
er en kendt lidelse, der er karakteriseret ved degenerative

forandringer i hjernecellerne, hvilket fgrer til konfuse til-

_stande og andre unormale adfardsmegnstre, savel som konvulsion-

er, stupor og koma. Nedsatte koncentrationer af disse produk-
ter har varet indblandet i narkolepsi, depression og myoklone

sygdomme karakteriseret ved ukontrollerede rykvise bevagelser,

Tryptophanpyrrolase er et enzym, som forekommer i leveren hos

mennesker. Det katalyserer den oxidative spaltning af trypto-
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phan til N-formylkynurenin, og det er det ferste og hastig-
hedsbegrensende enzym ved katabolismen af tryptophan i leve-
ren. Det aktive holoenzym er normalt ca. 50% mattet med ham,
men svingninger i tilgangeligheden af cellulart ham giver hur-
tige andringer i enzymaktiviteten ved at omdanne det inaktive,

ham-frie apoenzym til det aktive hem-holdige holoenzym.

Nermere bestemt og som beskrevet i US-patentskrift nr. 4.619.
923 forarsager en stigning i mangden af ham i leveren, sadan
som det kan tilvejebringes ved parenteral indgift af Sn-PP som
et resultat af denne forbindelses evne til at blokere katabo-
1ismen af ham, forgget matning af tryptophanpyrrolase som en-
zymets aktive form. Den forggede aktivitet hos enzymet som
resultat af dets forggede matning med ham fordrsager en forg-
get tryaptophanmetabolismehastighed i leveren. Som et resultat
heraf flyder der en mindre mangde dintakt tryptophan over i
plasmaet, og dette forer til sidst til en mindre akkumulering

af tryptophan og serotonin i hjernen.

Det har nu vist sig, at den hidtil ukendte forbindelse
Sn(tin)-mesoporphyrin (SnMP) kan anvendes ved behandling af
pattedyr indbefattet mennesker med behov for en sadan behand-
ling til1 at sanke hastigheden for hazmmetabolisme, til at forgge
den hastighed, hvormed ham udskilles, og til at kontrollere
hastigheden for tryptophanmetabolisme i 1leveren. SnMP Kkan
fremstilles ved at behandle mesoporphyrin IX med et overskud
af stannochlorid under sure betingelser, fortrinsvis i inak-
tiv atmosfare. Mesoporphyrin IX kan opnas ved reduktion af

protoporphyrin IX med hydrogen pa& palladium.

Ved fremstillingen oplgses et molart overskud, f.eks. et 3-
molart overskud af stannochlorid i eddikesyre under en nitro-
genatmosfare. Medens der fortsat skylies med nitrogen, tilsat-
tes frit mesoporphyrin IX, og blandingen omrgres i 24 til 48
timer ved en svagt forhgjet temperatur, som ikke overskrider
50°C. Det optimale tidsrum for reaktionen kan fastslas ved at

folge reaktionen med et handspektroskop. Det 4-liniede spek-
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~trum for mesoporphyrin IX andres til et 2-1iniet spektrum, nar

inkorporeringen af tinnet ind i mesoporphyrin er tilendebragt.
Derefter henstillies blandingen i ca. 10 timer, under hvilken
periode SnMP krystalliserer og udvindes ved filtrering gennem

Whatman nr. 1 filterpapir. Det vaskes med iseddikesyre.

Produktet renses efter Juftterring ved omrgring med 6N HC1 ef-
terfulgt af filtrering og vask med yderligere 6N HC1. Det sid-

ste trin er at vaske med 0,IN HC1 og terre under vakuum.

Ved en indledende undersggelse in vitro viste SnMP sig p& kon-
kurrerende méade at inhibere aktiviteten af hazmoxygenase. Ved
denne undersggelse, tilsatning af 0,025 og 0,05uM SnMP til
rottemilt - hazmoxygenaseaktivitet, og en signifikant stigning
i Kp, hastighedskonstanten for nedbrydning af ham med hamoxy-
genase til galdepigment. Faldet var fra de normale 3,64 puM til
vaerdier pad 11,11 uM og 18,18 uM i koncentrationer pa henholds-
vis 0,025 puM og 0,05 puM. Inhiberingskonstanten for K;i for in-
hibering af omdannelsen af ham til bilirubin med hamoxygenase

viste sig at vere 0,013 puM. Resultaterne er vist i fig. 1.

Denne undersggelse fastslog evnen hos SnMP in vitro til at in-
hibere dannelsen af bilirubin. Det var omtrent lige sa effek-
tivt i denne henseende som SnPP. Det har imidlertid overras-
kende vist sig, at SnMP 1in vivo er ca. 5-10 gange s& effektiv

som SnPP til sankning af plasmabilirubin.

Denne sidstnazvnte kendsgerning blev fastsldet ved en underseg-
else, hvor SnMP blev indgivet én gang ved fedslen til nyfedte
rotter ved subkutan indsprejtning i et rumfang pa 0,1 ml. Til
fremstilling af oplgsningen til parenteral indgift blev SnMP
optaget i et 1ille rumfang 0,2 N natriumhydroxid, indstillet
til pH 7,4 med 1IN saltsyre og bragt op til slutrumfanget med
0,9% natriumchlorid. Den fremstillede og anvendte oplesning
indeholdt en slutkoncentration af SnMP p& 1 umol/kg legemsvagt
i hvert 0,1 ml injektionsrumfang. Nyfsdte kontrolrotter modtog
0,1 ml 0,9% natriumchlorid ved fgdslen. Grupper af nyfedte
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(20 dyr) aflivedes p& de tider, der er angivet pa fig. 2. Den
samlede ma&ngde bilirubin i serum blev bestemt ved den metode,
der er beskrevet af Roth, Clin. Chem. Acta, 17, 487-492, 1967.
Indgift af SnMP forhindrede fuldstandig den ejeblikkelige og
signifikante stigning i niveauerne af serumbilirubin, som fo-
rekom hos kontroldyrene 24 timer efter fsdslen som vist i fig.
2.

Effektiviteten hos SnMP til at begranse hyperbilirubinami hos
rotten under anvendelse af ham-forstadieforbindelsen a-amino-
levulinsyre (ALA) til at fremkalde gulsot 7 dage efter fagdslien
(Drummond & Kappas, J. Clin., Invest., T4, 142-1489, 1984). ALA
(50umo1/100 g Tlegemsvagt) blev indgivét til diende 7 dage
gamie nyfedte ved 0, 4 og 8 timer fremkaldte en ca. trefoldig
stigning i serumbilirubinniveauer 24 timer efter den indleden-
de indsprejtning (fig. 3). En enkelt dosis SnMP (1 umol/kg Te-
gemsvaegt) indgivet pad klokkeslettet 0 formindskede i vasentlig
grad den udtalte stigning i serumbilirubin fremkaldt af ALA
(fig. 3). Desuden forhindrede 1indgift af SnMP stigningen i
lever-ham-oxygenase-aktivitet forbundet med indgift af ALA
(fig. 3). Hzmoxygenase blev analyseret som beskrevet (J. Biol.
Chem., 253, 2321-2326, 1978).

Det er derfor tydeligt, at SnMP pa effektiv made kan sanke has-
tigheden for katabolisme af ham til det toksiske galdepigment,
bilirubin. De her beskrevne undersggelser reprasenterer den
forste anvendelise af SnMP til at undertrykke hyperbilirubinami
hos nyfedte dyr, og de viser, at denne forbindelse er 5-10
gange kraftigere til undertrykkelse af neonatal gulsot end
SnPP.

Til nyfedte pattedyr vil de terapeutiske praparater ifgige op-
findelsen blive indgivet straks efter fodslen i en dosis fra
0,05 til 2,5 um/kg legemsvagt. Medens betydelige variationer
fra dette omrdde kan tolereres uden uacceptable skadelige virk-
ninger, ses dette omrade at vare det mest praktiske. Enhver af

de sadvanlige parenterale indgiftsveje kan anvendes. Normalt
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vil én injektion vare tilstrakkelig til at opretholde biliru-
binkoncentrationen pé& et ensket lavt niveau, 1indtil barnet
eller ungen nar den alder, hvor metabolismen af ham er i ba-
lance. Det foretrazkkes imidlertid at overvage serumbilirubin-
koncentrationen og om ngdvendigt anvende en forstarkningsdo-

sis.

Hos voksne, der 1lider af segicelleanami eller en anden til-
stand, der er resultatet af forgget bilirubinkoncentration, er
dosisenheden normalt mindre, da bilirubinkoncentrationen,
bortset fra de mest akutte situationer, ikke er sa hegj som hos
nyfedte. Standarddosen til voksne vil normalt vare fra ca. 2
til 5 mg/kg legemsvagt. Fig. 4 viser forandringerne i lever-
tryptophan-pyrrolase-aktivitet som felge af parenteral indgift
af SnMP til rotter. Ved denne undersggelse blev SnMP indgivet
subkutant i et dosisniveau pa 1 pmol/kg legemsvagt til Sprague
Dawley hanrotter (180-200 g). Kontroldyr modtog et zkvivalent
rumfang isotonisk saltvand. Vavspraparation af leverfraktioner
til enzymatisk bestemmelise gennemfertes som beskrevet af Drum-
mond og Kappas. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 78:6466-6470
(1981). Tryprophan-pyrrolase-aktiviteten bestemtes bade i fra-
ver (holoenzym) og i narvarelse (totalt enzym) af tilsat heam
{2um). Den sidstnavnte enzymaktivitet beregnedes ud fra den
lineare fase af kynureindannelse. Den procentuelle ham-matning
for tryptophanpyrrolase blev udtrykt som forholdet mellem ho-
loenzym og total enzym (x100). Hvert datapunkt pad figuren re-
prasenterer middelverdien for bestemmelser hos 3-6 dyr.

Det vil bemarkes, at 1indspregjtningen af den udvalgte dosis
SnMP fremkaidte en udtalt og hurtig stigning i den procentu-
elle ham-m2tning og den resulterende tryptophan-pyrrolase-

aktivitet, 1idet der blev opniet omtrent 80% matning pa to

timer.

Det er interessant at bemarke, at den indledende hgje aktivitet
opretholdes i et 1langere tidsrum end det dindledende niveau

opretholdes med SnPP.
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De p& fig. 4 viste resultater fastslar tydeligt SnMP's evne
ti1l at kontrollere tryptophan-pyrroiase-aktivitet og dermed
kontrollere hastigheden for metabolisme af tryptophan i leve-

ren.

En terapeutisk dosis af SnMP til anvendelse til at kontrollere
tryptophanmetabolisme er den samme som den, der anvendes til

at kontrollere ham-metabolisme, men virkningen varer langere.

Det er blevet dagttaget, at nar hem indgives alene til dyr,
sasom rotter, sker der en stor udfgring af bilirubin med gald-
en (mono- og diglucuronid-former) med en ringe udtemning af
overskydende ham. Nar SnMP indgives med ham til disse dyr, vil
bilirubintoppen falde, hvilket viser en inhiberet omdannelse
af hem til galdepigmentet, medens udtemningen af hem vil

stige.

Indgift af SnMP til rotter med en kanyle indfert i galdegangen
vil give en stigning i udferingen af jern med galden. Det er s&-
Tedes klart, at indgivelse af SnMP til pattedyr forgger gal-
deudskillelsen af overskydende hzm og s&ledes ogsd dets inde-
holdte jernatom. Det er Tligeledes klart, at det overskud af
hem, der akkumulerer, nar hastigheden for dannelse af biliru-
bin nedsattes ved indgivelse af SnMP, udskilles i galden og
ikke lagres i vav. Narmere bestemt ses det klart, at indgivel-
se af SnMP til pattedyr, der 1lider af et akut eller kronisk
overskud af ham eller jern, vil forege den hastighed, hvormed

hem eller jern vil blive udskilt i tarmindholdet.

Dosisomradet for SnMP anvendt til at foregge den hastighed,
hvormed ham udskilles, er ca. den samme som den, der anvendes

til de ovennavnte formal.

Terapeutiske preparater ifelge opfindelsen vil blive fremstil-
let ved de sadvanlige procedurer, der anvendes til sadanne
formad1. De sadvanlige farmaceutiske b=zrere til parenteral {ind-

gift kan anvendes, sdsom vandige medier, som er gjort isoto-
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niske ved tilsatning af natriumchlorid, glucose eller andre
opleste standardstoffer. Typisk vil praparaterne vare pufret,
f.eks. med en phosphatpuffer til en pH-verdi pa ca. 7 til 8,
fortrinsvis 7,4 til 7,5. Koncentrationen af SnMP i praparatet
vil vere fra 1 til 250 um/liter, sadledes at det kan dannes til
dosisenhedsformer, der er passende til at give en dosis pa fra
0,01 til 2,5 pg/kg legemsvagt. Sdledes vil dosisenheder nor-
malt indeholde fra 0,01 um/ml1 til1 2,5 um/mi1 oplesning.

Ved indgivelse af tin-mesoporphyrin kan man hos pattedyr, ind-
befattet mennesker, nedsaztte metabolismehastigheden for ham,
forege den hastighed, hvormed ham udskilles, og forgge den has-
tighed, hvormed tryptophan metaboliserer i Tleveren. Som ek-
sempler pa behov for en foreget hastighed for ham-udskillelse
hos pattedyr, inklusive mennesker, kan navnes akut eller kro-
nisk hemolyse, lysis af regde blodlegemer forarsaget ved udsat-
telse for et skadeligt kemisk milje eller skadelig miljopavirk-
ning, et behov fremkaldt ved overdrevent indgivelse af ham,
akut jernforgiftning, kronisk jernoverbelastning, talassami og

seglcelleanami.

Patentkrayv.

1. Tinmesoporphyrin.

2. Farmaceutisk praparat til parenteral indgift, k e n d e -
tegnet ved, at det indeholder tin-mesoporphyrin og en

farmaceutisk acceptabel barer.

3. Farmaceutisk praparat i dosisenhedsform til parenteral
indgift, ke nde tegnet ved, at det indeholder tin-
mesoporphyrin i en koncentration pa& 1-250 um/liter i en farma-

ceutisk acceptabel barer.
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Konkurrerende inhibering af ham-oxygenase med
Sn-mesophorphyrin
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Sn-mesoporphyrins virkning p& hyperbilirubinami

hos nyfedt rotte
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Sn-mesoporphyrins virkning pa ALA-fremkaldt

hyperbilirubinzmi og lever-hazm-oxygenase-aktivitet

hos 7 dage gamle nyfoedte
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Tryptophan-pyrrolase
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Sn-mesoporphyrins virkning pa
hem-metning for tryptophan-pyrrolase
og hem-oxygenase-aktiviteten i lever
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