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Mittel zur Verringerung des Phenylalaningehalts im Blut

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Mittel, das imstande ist, den
Gehalt an Phenylalanin im Blut zu verringern oder die
Phenylslanin-Konzentration in einen phenylalaﬁinhaltigen
Medium zu verringern. ' :

Charskteristik der bekamnten technischen Losungen

Es ist bekannt, daf Phenylalanin eine essentielle Amino-
sdure ist. Diese Aminosfure spielt jedoch nicht nur eine Rol-
le bei der Synthese von Proteinen, sondern sie ist auch zu~
sammen mit Tyrosin die Grundsubstanz flr die Synthese von
Brenzcatechinaminen, Adrenalin, Schilddriisenhormonen

(Trijod=- und Tetrajodthyrosin) und dem physiologischern
Pigment lMelanin.

Die erste Stufe fir die Bildung dieser Substanzen ist

die Oxidation von Phenylalenin und Tyrosin, die in der Leber
durch die Einwirkung von Phenylalanin hydroxylase statt-

- findet.

Die Blockierung dieser enzymatischen Reaktion fithrt zu

einer Ansammlung von Phenylalenin im Blut. Dadurch wird ein
alternativer katabolischer Vieg eingeschlagen, der nach Trans=-
aminierung von Phenylalanin zu Phenylbrenztraubenséure zu
Phenylessigs@ure filhrt, die durch die Harnwege ausgeschie-
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den wird.

" Eine derartige metabolische Blockierung ist in der Me-b

dizin als Phenylketonurie oder Phenylbrenztraubenséurekrank-
heit oder auch als Féllingsche Krankhelt bekannt. Dabei han-
delt es sich um eine angeborene, erbliche Krankheit, die
einfach rezessiv vererbt wird und die ohme Unterschied beide
Geschlechter befdllt, insbesondere in nordeuropidischen Lén-
dern, Sie fihrt zu einer Verzlgerung der geistigen Entwick-

lung, zu Kridmpfen, Fkzemen und fehlerhafter Hauptpigmentierung.

 Ein zu hoher Gehalt an Phenylalanin verdndert anderer-

geits den Metabolismus sowohl von Tryptophan als auch
Tyrosine '

Die Oxidation von Tryptophan wird gehindert unter gleich-
zeitiger Aufspaltung des Indolringes und Bildung von Formyl-
kynurein bzw. Hydroxylierung zu 5-Hydroxytryptophan und
Decarboxylierung dieser Verbindung zu 5-Hydroxytryptamine.

Tryptophan mub SO einen weiteren metabolischen Veg zur
Verfiigung heben, der die Ausscheidung von Indolbrenzirauben-
sture, Indolmilchsiure und Indolessigsdure durch die Harn-
wege in lMengen umfaft, die zwanzigmal hoher liegen als beil
gesunden Personen. A \

Ein UberschuS an Phenylalanin hemmt die Tyrosinase und
damit die Bildung von Melanin, '

. Phenylbrenztraubensdure hemmt andererseits mindestens
teilweise die Oxidation von Tyrosin zu Gentisinsiure und
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die Bildung von Brenzkatechinaminen aufgrund der Hemmung
der Dopa~decarboxylase.

Die Pathogenese der geistigen Stdrungen ist vermutlich
weniger einer direkten toxischen Wirkung von Phenylalanin
auf den zerebralen Metabolismus zuzuschreiben, als der ver-
- minderten Produktion von neurohumoralen Substanzen, die

fiir eine normale Entwicklung der Hirnfuktionen wichtig sind,
wie Serotonin und Brenzcatechinaminee.

Die bisherige Behandlung besteht lediglich in einer Di&t. Es
wird eine phenylalaninarme Di&t angewandt, bel der der Gehalt
an Phenylalanin im allgemeinen unter 10 bisg 30 mg/kg und Tag
gehalten werden muB. Zu diesem Zwecke werden Proteinhydroli-
sate mit einem geringen prozentualen Phenylalaningehalt ange-
wandte

Einige Autoren vermuten, daB die Ausschaltung von Phenylalanin
die Entwicklung von Leukémiezellen verringern kann. Es wére
theoretisch moglich, den Phenylalaningehelt im Blut zu ver-
ringern.'Tatséchlich gibt es ein Enzym, die Phenylalanin-
ammonisklyase, die Phenylalanin zu Zimtsdure und Ammonisk
umwendelt. Es ist jedoch leider nicht mglich, ein derartiges
Enzym direkt in den Blutkreislauf einzufihren, da dieses Enzym
einen stark antigenen Charekter besitzt, der nach ein oder zwel
Verabreichungen zu einer schnellen Ausschaltung des Enzyms
fiihrt (8¢ ZeBe RoRe Fritz, D.S. Hodgins und C.W. Abell in

J. of Biol. Chem. Bd. 251, S. 4646, 1976). Diese Autoren ha-
ben das Enzym an Versuchstiere verabreicht und es hat sich ge-
zeigt, daB die bei der ersten Verabreichung erzielten Halb~
wertzeiten (22 Stunden) bei anschliefenden Verabreichungen
wesentlich kiirzer werden. Gleichzeitig wird das Vorhsndensein
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eines Antik®rpers, der fir dieses Enzym spezifisch ist, be-
obachtets

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines HMittels, mit
Hilfe dessen der Phenylalaningehalt im Blut oder anderen
Medien auf einfache Weise verringert werden kenn.

Darlegung des Wegens der Erfindung

ber Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Phenylalanin-
ammonisklyase bzw. —aminolyase in geeigneter‘Form in den
Blutkreislauf einzufiihren.

Erfindungsgemifl ist Phenylaleninammoniaklyase in pordsen
Fagern aus Cellulosetriacetat eingeschlossen, die biologilsch
vertréglich gemacht worden sind, wobel die TFasern durch Zu-
gabe eines die Pléttchenaggregation verhindernden Mittels
biologisch vertréglich gemacht worden sinde

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Ver-
ringerung des Phenylalaningehaltes im Blut oder einem anderen
Phenylalanin enthaltenden Medium, derart, daB man das Blut
oder das Hedium mit einem Mittel zusarmenbringt, bestehend
aus dem Enzym Phenylalenineminolyase, dag in pordsen Fasern
_gus Cellulosetriacetat eingeschlossen 1st die biologisch
vertréglich gemacht worden sind.

Es hat sich nun gezeigt, daB es mdglich ist, das Enzym

im Blutkreislsuf von Patienten auszunutzen, die an Phenyl-"
ketonurie leiden, ohne daB das Enzym-AbstoBungs-Phénomen
beobachtet wird asufgrund einer langen Verweildauer des
Enzyms im Blutkreislauf.
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Das Enzym wurde entsprechend dem in der IT-PS 836 462
angegebenen Verfahren in pordsen I'asern aus Cellulosetriacetat
immobilisiert, die durch Zusatz eines die Plattchenaggregation
verhindernden Mittels wie 4,5-Diphenyl~2-big(2-hydroxydthyl)
aminoaxazol zu der polymeren Phase biologisch vertrdglich ge-
macht worden sind. Auf diese Weise erh&lt men ein Miittel, das
egs erlaubt, die Konzentration an Phenylalanin, die im Blut

. vorhanden ist zu regulieren, ohne den Proteinkatalysator

(in freier Form) in direkten Kontakt mit dem Blut zu bringen.

AuBerdem werden durch das hohe Verh&dltnis von Oberfléche

zu Volumen die Diffusionswirkungen weitgehend verringert, d.h.
die Schnelligkeit, mit der das Substrat an die Katalysator-
stellen gelangt (erhdht).

Das so hergestellte Material ist biologisch vertriglich, dshe
eg kann angewandt werden, ohne daB Probleme wie eine Platt-
chenadhéision, Bildung von Thromben o.&. auftreten,

SchlieBlich kann das Produkt zur Behandlung von Proteinhydroly-
saten angewandt werden, die als Hahrungsmittel verwendet wer-

den, um den Phenylalaningehali auf einen Bereich zu verringern,
wie er bei Patienten mit Phenylketonurie toleriert werden kann, |

Bisher umfaBte die Herstellung von Nahrungsmitteln, die fiir
Patienten mit Phenylketonurie geeignet sind, miilhsame
chromatographische Trennungsstufen von Proteinhydrolysaten
und die anschliefiende Rekonstituierung eines entsprechenden
proportionalen Gemisches, von dem das Phenylalanin ausge-
schlossen ist. Im Gegensatz dazu ist es erfindungsgemif mog- '
lich, Phenylalenin von Proteinhydrolysaten durch einfache Be-
handlung dieser Hydrolysate mift den oben erwdhnten Fasern zu

entfernen,
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Ausfﬁhrungsbeispiel

bie Erfindung wird durch die folgenden Beispiele n&her
erlédutert: ' '

Beigpiel 1

Zu einer Losung aus 20 g Gellulose—triacetat und Tg
4,5-Diphenyl-2~bis(2-hydroxyéthyl)aminooxazol in 930 ml
Methylenchlorid wurden bel 2 °¢ 140 ml einer ILYsung von Phe-
nylelaninammoniaklyase in einem Trispuffer (0,05 m HC1,

pH T,5) enthaltend 30 % Glycerin, gegeben. Die EnzymlSsung
war erhalten worden durch Extraktion des Enzyms von Rhodo-
torula glutinis und Reinigung durch Ausfédllen mit Protamin-
sulfat, Ammoniumsulfat und Natriumecitrat bis euf eine spe-
zifische Aktivitdt von 2,1 pliol/min mg Protein,

Die Aktivitét der Losung betrug 113 Einheiten/ml.

Durch Riihren wurde eine Emulsion erhalten, die dann unter
Stickstoffdruck durch eine Spinndlise in ein Kbagulationsbad
aus Toluol exdrudiert wurde., In dem Toluolbad entstand durch
Koagulation des Polymers eine Faser, die auf Trommeln aufge-
nommen und zur Entfernung des Losungsmittels mit Stickstoff
behandelt wurde. '

2 g der Faser wurden demn als Wickel in ein Nylonrohr
mit einem Innendurchmesser von 7 mm und einer Linge von
500 mm eingebracht. Die Wénde des Nylonrohrs waren
vorher, nach dem in der DE-0S 28 33 072 beschriebenen
Verfahren behandelt worden, um sie nicht-thrombogen zu
machen.
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Erfindungsanspruch

1. Verfahren zur Herstellung eines Mittels zur Verringerung'

2.

des FPhenylalaningehalts im Blut oder anderen phenyl-
alaninhaltigen Medien, gekennzeichnet dadurch, daB
Phenylakninammoniaklyase in portsen Fasern aus Cellulose-
triacetat eingeschlossen wird,, die biologisch vertrig-

lich gemacht worden sind.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf die
Fasern durch Zugabe eines die Pl&ttchenaggregation ver-
hindernden Mittels biologisch vertrdglich gemacht worden
sind. (
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