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Verfahren zur Herstellung einer neuen Himin-Komplexverbindung und diese als Wirksubstanz
enthaltende pharmazeutische Zubereitungen.

@ Zur Herstellung einer stabilen, physiologisch aktiven,

wasserloslichen Komplexverbindung von Hamin wird
kristallines Himin mit einer basischen Aminoséure, vor-
zugsweise L-Arginin oder L-Lysin, in einem Gemisch von
Aceton und Wasser in einem Volumenverhéltnis von
300:10 bis 300:25 bei Zimmertemperatur unter heftigem
Riithren wihrend 10 - 15 Std. zur Reaktion gebracht. Die
erhaltene, pulverférmige Komplexverbindung wird als
Wirksubstanz in Kapseln oder, zusammen mit Tablettie-
rungsmittel in Tabletten oder, gelbst in steriler Salzlosung,
als Injektionslosung in pharmazeutischen Zubereitungen
eingesetzt. Diese pharmazeutischen Zubereitungen sind
wirksam fiir die Behandlung von verschiedenen Arten von
Animie, insbesondere Porphyria.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung einer physiologisch wirksa-
men, wasserloslichen Haminverbindung fiir die Verwendung
als Wirksubstanz in Tabletten oder Kapseln oder zur Herstel-
lung von Injektionslésungen, dadurch gekennzeichnet, dass
man kristallines Hdmin mit einer basischen Aminosiure in
einem Losungsmittelgemisch aus Aceton und Wasser mit
einem Volumenverhiltnis 300:10 bis 300:25 bei Zimmertem-
peratur unter heftigem Rithren wéhrend 10 bis 15 Std. unter
Bildung einer Komplexverbindung des Hamins zur Reaktion
bringt.

2. Verfahren geméss Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass die basische Aminosdure L-Arginin oder L-Lysin ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man als basische Aminosdure L-Arginin in einem Mol-
verhdltnis von Himin zu L-Arginin von 1:1 bis 1:4, vorzugs-
weise 1:3, einsetzt.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man als basische Aminosgure L-Lysin in einem Molver-
hiltnis von Hamin zu L-Lysin von 1:1 bis 1:4, vorzugsweise
1:3, einsetzt.

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass man ein Lésungsmittelgemisch
aus Aceton und Wasser mit einem Volumenverhiltnis von
300:20 verwendet.

6. Nach dem Verfahren nach Anspruch 1 erhaltene
Héamin-Komplexverbindung.

7. Pharmazeutische Zubereitung fiir die Behandlung ver-
schiedener Arten von Andmie, insbesondere Porphyria, ent-
haltend eine Himin-Komplexverbindung nach Anspruch 6
und ein pharmazeutisch annehmbares Tréiger- oder Hilfsmit-
tel. ’

8. Zubereitung nach Anspruch 7 in Form von Kapseln
oder Tabletten, die die Wirksubstanz in Pulverform, entweder
in Kapseln als Hilfsmittel oder zusammen mit einem Tablet-
tierungsmittel als Triger enthalten., -

9. Zubereitung nach Anspruch 7 in Form einer Injektions-
ldsung, die die Wirksubstanz, gelést in einer sterilen Salzlo-
sung, enthilt.

BESCHREIBUNG

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren
zur Herstellung einer physiologisch wirksamen, wasserldsli-
chen Haminverbindung fiir die Verwendung als Wirksubstanz
in Tabletten oder Kapseln oder zur Herstellung von Injek-
tionsldsungen, auf die nach dem Verfahren erhaltene Hamin-
Komplexverbindung sowie auf diese Komplexverbindung als
Wirksubstanz enthaltende pharmazeutische Zubereitungen
zur Behandlung von verschiedenen Arten von Anéimie, insbe-
sondere Porphyria.

Hédmin kommt im Organismus als eine prosthetische
Gruppe von Hamoglobin in den meisten Cytochromen und in
bestimmten Enzymen vor. Himoglobin wird im Knochen-
mark synthetisiert. Bei Zersetzung von Haminproteinen wird
Hamin freigesetzt, wovon jedoch unter normalen physiologi-
schen Bedingungen nur ein geringer Anteil in der Synthese
von neuen Héminproteinen verbraucht wird. Himin wird
unter Einwirkung von Haminoxygenase zu Biliverdin gespal-
ten, das weiterhin zu Bilirubin reduziert wird. Natiirliches,
unbeschadigtes Himoglobin dient natiirlich nicht als Substrat
fiir Himinoxygenase.

Mingel in der Himoglobinsynthese kénnen auf gestorter
Synthese von Hamin oder von Globinketten beruhen. Die
Héaminsynthese kann gestért werden durch a) Fehlen einer fiir
die Synthese notwendigen Komponente, oder b) Versagen
eines die Synthese katalysierenden Enzyms.

a) Eisenmangel ist der einschriinkende Faktor in der
Héminsynthese. Der Organismus erhilt seinen téglichen
Bedarf an Eisen (1 bis 2 mg) aus der Nahrung, Eisenmangel
kann auf einer Nahrung mit ungeniigendem Eisengehalt oder

5 moglicherweise auf dem Vorhandensein von eisenbindenden
Verbindungen in der Nahrung beruhen. Stérungen im Mecha-
nismus der Eisenabsorption kénnen trotz ausreichendem
Eisengehalt in der Nahrung zu Eisenmangel fiihrén. Unge-
achtet der Ursache fiihrt Eisenmangel friither oder spiter zu

10 Anémie.

Beim selten auftretenden Mangel an Vitamin B ist die
Absorption von Eisen normal, jedoch wird dessen Ausniit-
zung durch die Zellen unterdriickt. Als Folgeerscheinung
davon entwickelt sich eine bestimmte Art von sideroblasti-

15 scher Andmie.

Anémie auf Grund von Eisenmangel wird entweder mit-
tels oraler Eisenzubereitungen (z.B. Eisensulfat oder -gluco-
nat), oder seltener mittels Injektionen (Eisen-sorbit) behan-
delt. Wenn der Absorptionsmechanismus fiir Eisen gestort ist,

2 sind diese konventionellen oralen Zubereitungen nutzlos, und
das Eisen dringt nicht einmal in die Zellen der Darmschleim-
haut ein. Im Gegensatz zu anorganischem Eisén wird Himin-
eisen, in welchem das Eisen an Himin gebunden ist, selbst in
Fillen gestorter Eisenabsorption, die gegen konventionelle

25 orale Therapie bestéindig sind, durch diese Zellen absorbiert.
Somit ist Himineisen die einzige bekannte, wirksame Mass-
nahme fiir orale Behandlung von therapiebestindigen Fillen.
Es wurde gefunden, dass Himineisen sogar durch ziemlich
gesunde Subjekte vier- bis fiinfmal besser absorbiert wird als

30 anorganisches Eisen (Seppénen H. & Takkunen H., «Suomen
Liadkdrilehtin, 36, S. 2071-2072, 1981).

b) Die Synthese von Himin wird enzymatisch reguliert.
Beeintrichtigte Funktion der die Himinsynthese katalysie-
renden Enzyme kann entweder hereditir sein oder auf dusse-

35 ren Faktoren beruhen. Sie fiihrt unvermeidlich zu verminder-
ter Bildung von Hamin, was sich durch Entwicklung von
Porphyria oder bestimmten Arten von sideroblastischer An-
dmie oder anderen Krankheiten ausdriickt.

Porphyria ist die wichtigste Gruppe von Krankheiten, die

40 auf beeintrachtigte Enzymfunktion zuriickzufiihren sind. Bei
Porphyria-Patienten zeigen sich eine Akkumulierung von
Porphyrinen, Zwischenprodukten der Himinsynthese, und
deren erhohte Exkretion in Urin und Fikalien. Die meisten
Arten von Porphyria dussern sich durch akute Anfille, die

45 dusserst schwierig zu meistern sind.

Manchmal kénnen sich anstelle von Porphyria zufolge
Versagens der an der Himinsynthese beteiligten Enzyme
sideroblastische Anéimien verschiedener Arten entwickeln.
Auch sideroblastische Andmien kénnen entweder vererbt

50 oder erworben sein.

Die Behandlung von Porphyria basierte bis heute prinzi-
piell auf der Vermeidung von bestimmten Arzneimitteln und
der Verabreichung von grossen Mengen von Kohlehydraten
wihrend akuten Anfillen, jedoch war die Wirkung gering.

s5 Seit die Atiologie von Porphyria geklirt ist, hat intravendse
Behandlung mit Haminverbindungen (Himatin) zunehmende
Bedeutung erlangt. Himatin hat sich fiir die Behandlung von
Porphyriaanfillen als wirksam erwiesen, hat jedoch bei mehr
als 50% der Patienten zu Thrombophlebitis gefiihrt. Ausser-

g0 dem ist es sehr unstabil und daher ungeeignet fiir die Herstel-
lung in industriellem Massstab. Es gibt somit sehr wenig
Maéglichkeiten fiir wirksame Behandlung von Porphyriapa-
tienten.

Das Ziel der vorliegenden Erfindung war die Herstellung

65 einer wasserloslichen Hamineisenverbindung fiir die Behand-
lung bestimmter Arten von Animie, in welcher das Eisen im
Héminmolekiil sozusagen leicht verfiigbar ist. Die Verbin-
dung ist in erster Linie fiir die Behandlung von Porphyria



bestimmt, wo die normale Bildung von Hémoglobin aus die-
sen oder anderen Griinden gestort ist. Da die Verbindung
sowohl fiir orale Verabreichung in Tabletten oder Kapseln
wie auch fiir Injektion bestimmt ist, muss sie wasserldslich
sein.

Himin, das in Wasser gering 19slich ist, kann aus Blut in
reiner Form erhalten werden durch Extraktion mit einem
Gemisch von Salz- oder Essigsdure aus einer wéssrigen
Losung von hamolysierenden Erythrocyten. Eine andere
Methode basiert auf der Extraktion von Hémin mit Aceton in
Gegenwart von beispielsweise Histidylhistidin, Pilocarpin
oder Imidazol bei ph-Wert 7,0 (Wakid N.W. & Helou K.Y.,
«Int. J. Biochem.», 4, S. 259-267, 1973).

In der PCT-Patentanmeldung Nr. 813749 (PCT/FI81/
00026) wird ein Verfahren zur Herstellung eines wasserlosli-
chen Himinkonzentrats, in welchem etwa 40 Gew.-% Himin
sind und der Rest eine «Blutsubstanz» unbekannter Art ist,
beschrieben. Das Produkt ist fiir die Verwendung in lyophili-
sierter Form als Eisenzusatz in Nahrungsmitteln oder als anti-
anamisches Arzneimittel bestimmt. Der Nachteil dieses Ver-
fahrens liegt darin, dass das Endprodukt ein Gemisch von
Himin und «Blutsubstanz» darstellt. Da die letztere Kompo-
nente nicht einheitlich ist, ist das Gemisch fiir Injektion nicht
geeignet.

In Spitilern wurde Porphyria mit einem Extempore durch
Lésen von Hémin in einer sterilen Natriumcarbonatldsung
(Hamatin) hergesteliten Gemisch behandelt. Da diese Losung
unstabil ist, kann sie nicht als Handelsprodukt in grossem
Massstab hergestellt werden. Ausserdem erzeugt Himatin in
etwa 50% der Fille an der Injektionsstelle Thrombophlebitis,
wahrscheinlich auf Grund des hohen pH-Wertes der Losung.
Dies ist ein ernsthafter Nachteil, der die Niitzlichkeit des Pro-
duktes betrichtlich vermindert.

Gegenstand der Erfindung ist das im Patentanspruch 1
definierte Verfahren.

Im erfindungsgemissen Verfahren wird als basische Ami-
nosiure vorzugsweise L-Arginin oder L-Lysin, und als
Losungsmittelgemisch wird Aceton und Wasser im Volumen-
verhiltnis 300:10 bis 300:25 verwendet. Die Zusammenset-
zung des Losungsmittelgemischs, d.h. das Volumenverhiltnis
von organischem Lésungsmittel zu Wasser, ist iiberraschen-
derweise wichtig fiir den medizinischen Wert des Endproduk-
tes. Der Wassergehalt im Losungsmittelgemisch ist so niedrig
(vorzugsweise etwa 7 Vol-%), dass weder Hémin noch das
ziemlich leicht 16sliche L-Arginin geldst werden. Die Reak-
tion erfolgt unter heftigem Rithren, wobei der pH-Wert der
Losung zweckmiissig kontinuierlich iiberwacht wird. Das
gebildete Produkt kann abgetrennt und getrocknet werden,
und die so erhaltene Hamin-Komplexverbindung in trocke-
ner Form ist wasserldslich, was sowohl vom medizinischen
wie auch vom pharmakotechnischen Standpunkt aus wesent-
lich ist.

Das Haminmolekiil enthilt zwei Carboxylgruppen, die
mit den basischen Aminogruppen von L-Arginin bzw. L-
Lysin reagieren.

_Das nach dem beschriebenen Verfahren hergestellte
Hamin-arginat bzw. -lysinat wurde in Wasser gelost, und der
pH-Wert der erhaltenen Losungen wurde in unterschiedli-
chen Zeitpunkten mit einem in Wasser geldsten mechani-
schen Gemisch von Himin und L-Arginin verglichen. Die
erhaltenen Resultate sind in Tabelle 1 angefiihrt.
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Tabelle |
ph-Wert
0 min 60min 24h
Himin-arginat 0,02937 g/25 ml 8,22 8,22 8,22
Himin-lysinat 0,02760 g/25 ml 8,10 797 8,13
Himin + 0,01630 g/25 ml
L-Arginin 0,01307 g/25 mlt 10,13 9,81 9,33

Die Resultate der pH-Messungen zeigen, dass der pH-
Wert der Losungen von Hamin-arginat und -lysinat (bei etwa
pH-Wert 8) wihrend bis zu 24 h stabil ist. Andererseits sinkt
der pH-Wert des mechanischen Vergleichsgemischs sehr lang-
sam ab, wahrscheinlich auf Grund der dusserst langsamen
Reaktion zwischen den Carboxylgruppen im Himinmolekiil
und der Aminogruppe in der L-Aminosdure. Nach dieser
Methode kann daher kein therapeutisch niitzliches Produkt
erhaiten werden. Nach dem beschriebenen Verfahren herge-
stelltes Hamin-arginat und -lysinat sind Komplexverbindun-
gen, in denen die L-Aminoséure mit den Carboxylgruppen
des Himins reagiert hat.

Zur Bestimmung des optimalen Molverhiltnisses zwi-
schen den beiden Reaktanten einerseits und der bestgeeigne-
ten Zusammensetzung des Losungsmittelgemischs anderer--
seits wurden die nachstehenden Versuche mit Himin und
Arginin ausgefiihrt:

Kristallines Himin und L-Arginin wurden im Molverhlt-
nis von 1 : 2 bzw. 1 : 3 unter heftigem Riihren in einem
Lasungsmittelgemisch aus einem organischen Losungsmittel
und Wasser in variierenden Mengenanteilen zur Reaktion
gebracht. Die jeweils gebildete Ausfillung wurde abfiltriert,
gewaschen und getrocknet. ' '

Die Loslichkeit in Wasser wurde bestimmt, indem jeweils
etwa 1,0 g des in jedem Versuch erhaltenen Himin-arginats
unter heftigem Rithren wihrend etwa 1 h in 50 ml dest. Was-
ser geldst wurde.

Die erhaltenen Losungen wurden bei etwa 3500/min zen-
trifugiert und der Riickstand mit je 10 ml dest. Wasser und
Aceton gewaschen und danach getrocknet und ausgewogen.
Die unléslichen Riickstinde bestanden zur Hauptsache aus
unreagiertem Hamin. Die erhaltenen Resultate sind in
Tabelle 2 zusammengefasst. .

Die in einigen der Versuche gebildete teerige Substanz
konnte nicht in Pulverform iiberfiihrt werden.

Das praktische Molverhaltnis von Hémin zu Arginin
erwies sich als 1 : 3, und das bestgeeignete Losungsmittelge-
misch war 300 ml Aceton und 20 ml Wasser, da Himin einen
geringen Uberschuss von L-Arginin verlangt, um richtig zu
reagieren.

Die lokale Auswirkung von intravendser Infusion von
Himinverbindungen auf Gewebe der Umgebung wurde
untersucht durch Infusion von 5 mg/kg in die Auricularvene
von kalifornischen weissen Kaninchen. Eine konventionelle
Himin-carbonatlosung (Himatin) wurde als Referenzldsung
verwendet. )

Nach Infusion von Himin-arginatlgsung verblieb das
Umgebungsgewebe der Vene normal, d.h. es trat keine sterile
Entziindung (Thrombophlebitis) auf.

Ein shnliches Resultat wurde nach Infusion einer entspre-
chenden Hamin-lysinatlosung beobachtet. Es kann somit dar-
auf geschlossen werden, dass die Verbindungen bei intra-
vendser Infusion keine Thrombophlebitis erzeugen.

Bei Verabreichung einer Hamin-carbonatlosung auf glei-
che Art wurde das Umgebungsgewebe der Vene gerdtet und
entziindet, d.h. es entwickelte sich eine offenbar sterile Ent-
ziindung (Thrombophlebitis). 3 h nach der Infusion der



666 273 4
Tabelle 2

Hémin:L-Arginin
Gewicht Molver- wasserunloslicher
g héltnis Lésungsmittel ml °C  Riickstand, Gew.-%
6,52:3,48 1:2 Methanol 300 20  Teer
6,52:3,48 122 Ethanol 300 20 =100
6,52:5,22 13 Ethanol 300 40 20,2
6,52:3,48 1:2 Isopropanol 300 20 ~100
6,52:3,48 1:2 Isopropanol/Wasser 300/20 20 21,2
6,52:5,22 13 Isopropanol/Wasser 300/20 20 9,7
6,52:3,48 1:2 Aceton/Wasser 300/15 20 16,8
6,52:3,48 1:2 Aceton/Wasser 300/20 20 124
6,52:5,22 1:3 Aceton/Wasser 300/10 20 =100
6,52:5,22 1:3 Aceton/Wasser 300/10 40 11,4
6,52:5,22 1:3 Aceton/Wasser 300/15 20 83
6,52:5,22 1:3 Aceton/Wasser 300/20 20 0,3
6,52:5,22 1:3 Aceton/Wasser 300/30 20  Teer
6,52:5,22 1:3 Aceton/Wasser 150/10 20 4,2
6,52:5,22 1:3 Aceton/Wasser 150/12,5 20  Teer

Himin-carbonatldsung war die Thrombophlebitis immer
noch offenbar vorhanden.

Der physiologische Charakter der verschiedenen wasser-
16slichen Haminverbindungen wurde festgestellt durch
Testen der Fahigkeit von Haminoxygenase zur Aufspaltung
der Verbindungen. Das physiologische Substrat fiir Himin-
oxygenase, Methemalbumin, wird hierdurch zu Biliverdin
aufgespalten, das durch Biliverdin-reductase weiterhin zu
Bilirubin reduziert wird. Somit wird das iiberschiissige
Hémin, das der Organismus nicht verbrauchen kann, zersetzt,
in erster Stelle durch Haminoxygenase zu Bilirubin und ande-
ren, nahe verwandten Substanzen, die dann normal ausge-
schieden werden konnen. Das die Reaktionsrate einschrin-
kende Enzym ist somit Himinoxygenase.

In enzymatischen Analysen, die u.a. ausgefiihrt wurden,
um die Fihigkeit von Hdmin-arginat und -lysinat als Sub-
strate fiir Himinoxygenase zu dienen, abzukliren, wurde die
Aktivitdt des Referenzsubstrats Methemalbumin als 100 aus-
gedriickt. Der entsprechende, fiir Hdmin-arginat und -lysinat
ermittelte Wert war 106. Die Aktivititen von anderen Hiimin/
Amin-Derivaten, in denen die Aminkomponente die Ethanol-
amin, Ethylamin, Cyclohexylamin bzw. Piperidin war, wur-
Ausbeute wurden 11,1 g Himin-arginat erhalten, und der
unlésliche Riickstand betrug 0,042 g (4,2%).

Beispiel 3

Nach dem in Beispiel 1 beschriebenen Vorgehen wurden
6,52 g (0,01 mol) kristallines Hamin und 5,23 g (0,03 mol) kri-
stallines L-Arginin zur Reaktion gebracht. Mit etwa 102%
Ausbeute wurden 12,0 g Himin-arginat erhalten, und der
unlosliche Riickstand betrug 0,001 g (0,1%).

Beispiel 4

Nach dem in Beispiel 1 beschriebenen Vorgehen wurden
6,52 g (0,01 mol) kristallines Himin und 6,10 g (0,035 mol)
kristallines L-Arginin zur Reaktion gebracht. Mit etwa 95%

Ausbeute wurden 12,0 g Himin-arginat erhalten, und der
unldsliche Riickstand betrug 0,0005 g (0,05%).
25
Beispiel 5
Nach dem in Beispiel 1 beschriebenen Vorgehen wurden
6,52 g (0,01 mol) kristallines Himin und 4,39 g (0,03 mol) kri-
stallines L-Lysin zur Reaktion gebracht. Mit etwa 99% Aus-
1 beute wurden 10,8 g Himin-lysinat erhalten, und der unlosli-
che Riickstand betrug 0,020 g (2,8%).

Es scheint, dass das optimale Molverhaltnis von Himin
zu Arginin 1 : 3 betrigt (Beispiel 3), da dies die hchste Aus-
beute an Himin-arginat ergab, wihrend der Mengenanteil an

35 unléslichem Riickstand minimal war.
den als 13, 21, 31 bzw. 78 ermittelt. Die Tests zeigen, dass sich
Hamin-arginat und -lysinat hinsichtlich Himinoxygenase im
Organismus wie normale physiologische Verbindungen ver-
halten.

In den nachstehenden Beispielen werden Ausfiihrungsfor-
men der Erfindung erldutert.

40

Beispiel 1
In einem mit mechanischem Rithrwerk ausgeriisteten und
45 €in Losungsmittelgemisch von 300 m] Aceton und 20 ml Was-
ser enthaltenden Becher wurden 6,52 g (0,01 mol) kristallines
Hémin und 3,48 g (0,02 mol) kristallines L-Arginin wihrend
10 bis 15 h heftig geriihrt. Das gebildete Produkt wurde abfil-
triert, mit Aceton gewaschen und getrocknet. Mit einer Aus-
5o beute von 95% wurden 9,5 g Himin-arginat erhalten. Der wie
vorstehend beschrieben bestimmte unlésliche Riickstand
betrug 0,14 g (14%).

Beispiel 2

Nach dem in Beispiel 1 beschriebenen Vorgehen wurden
6,52 g (0,01 mol) kristallines Himin und 4,36 g (0,025 mol)
kristallines L-Arginin zur Reaktion gebracht. Mit etwa 100%
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