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Jernkomplekser omfattende en ferri-kation i kombination med
mindst to forskellige ligander, hvoraf mindst én er tilvejebragt af
en forbindelse i form af:

(1) 3-hydroxy-4-pyron, hvori eventuelt et eller fiere af de til
ringcarbonatomerne bundne hydrogenatomer er erstattet med en ali-
fatisk carbonhydridgruppe med 1 til 6 carbonatomer, eller

(2) 3-hydroxypyrid-2-on eller 3-hydroxypyrid-4-on, i hvilke
hydrogenatomet bundet til nitrogenatomet er erstattet af en alifatisk
acylgruppe, en alifatisk carbonhydridgruppe med 1 til 6 carbonato~
mer eller én med én eller fiere substituenter i form af alifatisk acyl,
alkoxy, alifatisk amid, alifatisk ester, halogen og hydroxy-substitu-
eret alifatisk carbonhydridgruppe, og, om gnsket, i hvilke et eller
fiere af de til ringcar ne bundne hydrog er erstat-
tet med én af nasvnte substituenter, en alifatisk carbonhydridgruppe
med 1 til 6 carbonatomer elier én med alkoxy, alifatisk ester, halogen
eller hydroxy substitueret aiifatisk carbonhydridgruppe,

idet fadningen p3 ferri-kationen neutraliseres af ladningen pd
de dertil covalent bundne ligander, fremstilles. Jernkompisekserne
er ismr egnet til behandling af ansemi som fgige af jernmangel.
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Den foreliggende opfindelse angdr hidtil ukendte ferrikomplekser,
deres anvendelse samt farmaceutiske przparater indeholdende disse.
Ferrikomplekserne ifslge opfindelsen er nyttige ved behandlingen af
anemi som fglge af jernmangel.

En tilstrekkelig tilfegrelse af jern til legemet er et essentielt
krav for vavsvekst hos bide menneske og dyr. Skent der normalt er en
rigelig mengde jern i kosten, er niveauet for absorption af jern fra
fgden generelt lavt, sdledes at tilfgrelsen af jern til legemet Tet kan
blive kritisk under forskellige betingelser. Anzmi som fglge af jern-
mangel forekommer ofte under graviditet og kan ogsé vere et problem hos
nyfedte, specielt hos visse dyrearter sdsom grisen. Ydermere er der ved
visse patologiske tilstande en darlig fordeling af jern i legemet,
hvilket farer til en tilstand af kronisk anzmi. Dette observeres ved
kroniske 1lidelser sasom rheumatoid arthritis, visse hemolytiske sygdomme
0g cancer.

Skent en lang razkke jernforbindelser allerede er tilgzngelige til
behandling af anazmi som fglge af jernmangel, er legemets jernoptagelses-
grad fra disse forbindelser ofte ganske fav, hvilket ngdvendigger
administrering af relativt hgje doseringsniveauer for forbindelserne.
Administrering af hgje doser darligt absorberede jernkomplekser kan
forarsage siderosis i tarmveggen og forskellige bivirkninger sasom
kvalme, opkastning, forstoppelse og starkt ildelugtende fakalier.

I de danske patentanspgninger nr. 1352/83, 5513/83 og 1659/84
er beskrevet jernkomplekser af forskellige 3-hydroxypyrid-2-oner, 3-
hydroxypyrid-4-oner og 3-hydroxy-4-pyroner, der har vist sig at vere af
serlig verdi til anvendelse i relativt Tave doseringsniveauer ved
behandlingen af anemi som fglge af jernmangel. Det har nu vist sig, at
visse fordele, der vil blive omtalt i det fglgende, opnas ved anvendelse
af komplekser, som ikke er beskrevet i disse tidligere ansggninger,
hvilke komplekser indeholder én eller flere hydroxypyridon- eller
hydroxypyronligander, men hvori de i komplekset tilstedevarende ligander
ikke er identiske.

Ferrikomplekset ifslge den foreliggende opfindelse er ejendommeligt
ved, at det er et neutralt ferrikompleks, hvor en ferriion er bundet til
tre monobasiske bidentatligander, hvor den fgrste og den anden ligand,
som er identiske, tilvejebringes af en forbindelse udvalgt fra

(1) 3-hydroxy-4-pyron og 3-hydroxy-4-pyroner, hvori et eller flere
af hydrogenatomerne bundet til ringcarbonatomer er erstattet med en
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alifatisk carbonhydridgruppe med 1 til 6 carbonatomer, og

(2) 3-hydroxypyrid-2-oner og 3-hydroxypyrid-4-oner, i hvilke
hydrogenatomet bundet til nitrogenatomet og om gnsket et eller flere af
hydrogenatomerne bundet til ringcarbonatomer-er erstattet af en alifa-
tisk carbonhydridgruppe med 1-6 carbonatomer og den tredie Tigand, som
er forskellig fra de andre to ligander tilvejebringes af en forbindelse
udvalgt blandt forbindelser af type (1) og (2), og

(3) gluconsyre, ascorbinsyre, glycin og leucin.

Det bemzrkes, at en egenskab ved jernkomplekserne ifglge opfindel-
sen er, at de er neutrale, dvs. der er en indre ladningsbalance imellem
ferri-kationen og de dertil covalent bundne ligander, sdledes at der
ikke er noget behov for en eller flere yderligere ikke-covalent bundne
anioner sasom chlorid til at opveje ladningen pd ferri-kationen.
Hydroxypyridon- og hydroxypyronliganderne er hver iser bidentate og
monobasiske (idet liganden indeholder en -0 i stedet for gruppen -OH,
der er til stede i selve forbindelsen), hvilket ogsd er tilfzldet for
Tiganderne tilvejebragt af gluconsyre, ascorbinsyre, glycin og Teucin.

Det er imidiertid abenbart, at 3:1 1igand:jernkomplekserne ifglge
opfindelsen inden for de angivne granser kan indeholde et antal for-
skellige kombinationer af de ovenfor beskrevne ligandtyper (1) til (3).
Saledes kan alle liganderne vere af type (1) eller af type (2), skent af
forskellig art inden for disse typer, eller liganderne kan vare en
blanding af typerne (1) og (2), en blanding af typerne (1) og (3) eller
blanding af typerne (2) og (3). Mest bekvemt indeholder komplekset tre
ligander af type (2) eller isar af type (1), hvilke ligander stammer fra
to forskellige forbindelser, eller komplekset indeholder to identiske
Tigander af type (2) eller iser af type (1) sammen med en tredje ligand,
som enten hhv. er af type (1) eller (2) eller mindre foretrukket af type
(3).

Bide de metalfri ligand-frembringende forbindelsers og jernkomplek-
sets evne til at gennemtraznge membraner er vigtig i forbindelse med
behandlingen af anzmi som fglge af jernmangel og det er ogsa @nskver-
digt, at bade forbindelser og komplekset i nogen grad er vandoplgselige.
En god indikation af en ligand-frembringende forbindelses og et jern-
kompleks’ fysiske egenskaber i denne henseende tilvejebringes ved

bestemmelse af verdien for fordelingskoefficienten (K ), der opnds

part
ved fordeling imellem n-octanol og trishydrochlorid (20 mM, pH 7,4; tris

betegner 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol) ved 20°C og udtrykkes



10

15

20

25

30

35

DK 160986 B

3

som forholdet (koncentration i organisk fase)/(koncentration i vandig
fase). Foretrukne komplekser udviser en Kpart'vardi for hver Tigand-
frembringende forbindelse p& over 0,02 elier 0,05, men mindre end 3,0,
iser over 0,2, men mindre end 1,0, sammen med en Kpart-verdi for 3:1
jern(III)-komplekset pa over 0,02, men mindre end 6,0, is&r over 0,1
eller 0,2, men mindre end 1,0. Med hensyn til eksempler pd miling af
fordelingskoefficienter for metalfri hydroxypyridoner og hydroxypy-
roner samt for de tilsvarende jernkomplekser indeholdende de pagzldende
Tigander henvises til eksempel 1 i hver af de tre ovennzvnte GB- og DK-
ansggninger. I lyset af navnte fordelingskoefficienter omhandles
nedenfor de foretrukne Tigandtyper (1) til (3), der kan finde anvendelse
i komplekser ifglge den foreliggende opfindelse.

Hydroxypyronligander af type (1) er sarligt vardifulde og komplek-
serne ifglge opfindelsen kan hensigtsmessigt indeholde mindst én ligand
af denne type. De substituerede 3-hydroxy-4-pyroner kan indeholde mere
end én type alifatisk carbonhydridgruppe, men dette er ikke ofte fore-
kommende og rent faktisk foretrzkkes substitution med to snarere end med
tre og isa@r substitution med kun én type alifatisk carbonhydridgruppe.
Betegnelsen alifatisk carbonhydridgruppe omfatter i det foreliggende
bide acycliske og cycliske grupper, som kan vere umettede eller mettede,
jdet de acycliske grupper er forgrenede og isar uforgrenede. Grupper med
1 til 4 carbonatomer og iser med 1 til 3 carbonatomer er af storste
interesse. Mettede alifatiske carbonhydridgrupper fortrzkkes, idet disse
enten er cycloalkylgrupper, sdsom cyclopropyl og isar cyclohexyl, eller
iser alkylgrupper sasom n-propyl og isopropyl og specielt ethyl og
methyl. Substitution ved 2- eller 6-stillingen er af sarlig interesse,
skgnt ndr ringen er substitueret med stgrre alifatiske carbonhydrid-
grupper, kan der vere en fordel ved at undgd substitution pa et carbon-
atom, der sidder i a-stilling, til -ﬁ-?<

0 OH
-systemet. Dette system er involveret i kompleksdannelsen med jern og
naboskabet af én af de sterre alifatiske carbonhydridgrupper kan fere
til steriske virkninger, der hindrer kompleksdannelse.

Foretrukne hydroxypyroner til tilvejebringelse af ligander, der
er til stede i komplekser ifglge opfindelsen, har formel (I), idet spe-
cifikke hydroxypyroner af szrlig interesse har formel (II) og (III):
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hvor R betegner en alkylgruppe, fx. methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl
eller butyl, og n er 0, 1, 2 eller 3 (idet ringen ikke er substitueret
med en alkylgruppe, nar n er 0). Blandt disse forbindelser er 3-hydroxy-
2-methyl-4-pyron (maltol; II, R = CH3) af stgrste interesse, mens 3-
hydroxy-4-pyron (pyromeconsyre; I, n = 0}, 3-hydroxy-6-methy1-4-pyron
(isomaltol; III, R = CH3) og specielt 2-ethyl-3-hydroxy-4-pyron (ethyl-
pyromeconsyre; II, R = CZHS) ogsd har speciel interesse.

Med hensyn til hydroxypyridonliganderne af type (2) stammer disse
fra hydroxypyridoner af den type, der omhandles i dansk patentansggning
nr. 1352/83. Hydroxypyridoner, der tilvejebringer Tigander, som kan
anvendes i komplekser ifglge den foreliggende opfindelse, har formel

(IV) og (V)

xZ

(IY)

hvor X og Y er alifatiske carbonhydridgrupper med 1-6 carbonatomer, og n
er 0, 1, 2 eller 3, idet 3-hydroxypyrid-2-onerne i almindelighed er af
noget stgrre interesse end 3-hydroxypyrid-4-onerne.

Preferencer med hensyn til art og stilling af substituentgrupperne
i hydroxypyridonerne stemmer stort set overens med det i de tidligere
DK-ansggninger anfgrte. Saledes svarer preferencerne blandt de alifa-
tiske carbonhydridgrupper i disse hydroxypyridoner stort set til det i
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forbindelse med hydroxypyronerne anfgrte, idet methylgrupper hensigts-
messigt anvendes til substitution pa ringcarbonatomer, idet dog stgrre
alkylgrupper ogsd er af sarlig interesse til substitution pa ringnitro-
genatomer. Substituering pa ringcarbonatomer med én snarere end to eller
tre alifatiske carbonhydridgrupper er af serlig interesse i tilfelde af
3-hydroxypyrid-4-oner, fx. i 6- eller iser i 2-stillingen, mens 3-
hydroxypyrid-2-oner oftere kan anvendes uden yderligere alifatiske
carbonhydridsubstituenter pa ringcarbanatomerne. Hydroxypyridoner af
sarlig interesse har formel (VI), (VII) og (VIII)

: € OH
l 1 2
6 N 0
R
(W)

hvor R betegner en alkylgruppe, fx. methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl
eller butyl, og R1 betegner hydrogen eller iser en alkylgruppe som fx.
methyl. Blandt siddanne forbindelser er 1-ethyl1-3-hydroxypyrid-2-on, 3-
hydroxy-1-propylpyrid-2-on, 3-hydroxy-1-(1-methylethyl)-pyrid-2-on, 1-
buty1-3-hydroxypyrid-2-on, 1-ethy1-2-methy1-3-hydroxypyrid-4-on, 2-
methyl-1-propy1-3-hydroxypyrid-4-on, 3-hydroxy-2-methy1-1-(1-methyl-
ethyl)-pyrid-4-on og 1-buty1-3-hydroxy-2-methylpyrid-4-on af sarlig
interesse, idet 3-hydroxypyrid-2-oner sasom 1-ethy1-3-hydroxypyrid-2-on
specielt foretrzkkes.

Med hensyn til ligander af type (3) er gluconsyre og ascorbinsyre
af interesse ved tilvejebringelse af siddanne ligander, mens glycin er af
mindre interesse end Teucin.

Eksempler pa specifikke ferrikomplekser ifglge opfindelsen er (1-
ethy]-3-hydroxypyrid—2-on)2 (1-butyl1-3-hydroxypyrid-4-on) jern (I11),
(ma1to1)2 (1-ethy1-3-hydroxypyrid-2-on) jern(III), (ma1to])2 (ascorbin-
syre) jern(III), (ma]to])2 (gluconsyre) jern(III) og isar (ma1t01)2
(ethylpyromeconsyre) jern(III) og (ethy]pyromeconsyre)2 maltol jern-
(I11). Det vil kunne forstds, at betegnelsen "maltol" anvendes i disse
kompleksers navne til angivelse af Tiganden afledt af maltol og til-
svarende for andre ligander, idet denne anvendelse vil blive gennemfort
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Ferrikomplekserne fremstilles passende ved omsztning af en
blanding af forbindelserne, der tilvejebringer liganderne, og ferri-
ioner, idet sidstnzvnte hensigtsmessigt opnds fra et jernsalt, isar et
ferri-halogenid og ferri-chlorid. Omsetningen udfgres passende i et
egnet falles oplgsningsmiddel og vand kan anvendes til dette formdl. Om
gnsket kan imidlertid en vandig/organisk oplgsningsmiddelblanding eller
et organisk oplgsningsmiddel som fx. ethanol, methanol eller chloroform
samt indbyrdes blandinger af disse oplgsningsmidler og/eller, hvor dette
er hensigtsmessigt, med vand, anvendes. I s@rdeleshed kan methanol eller
specielt ethanol anvendes, hvor det gnskes at fremkalde separering af
mindst en stgrre del af et biprodukt sdsom natriumchlorid ved udfzld-
ning, mens ferrikomplekset bibeholdes i oplgsning.

Det opndede produkts beskaffenhed vil til dels afhznge af de molare
forhold mellem de forskellige reaktanter, men ogsa af reaktionsmediets
pH-vardi. Til fremstilling af ferri-komplekserne indeholdende et 3:1
mol-forhold af ligand:jern(III) blandes sdledes de Tigand-tilvejebrin-
gende forbindelser og ferri-saltet i oplgsning i et 3:1 mol-forhold og
pH-verdien indstilles til en verdi i omradet 6 til 9, fx. 7 eller 8.
Skulle et tilsvarende overskud forbindelser:jern blive anvendt uden
regulering af den lave pH-vardi, der fremkommer ved sammenblanding af
forbindelserne og et ferrisalt sdsom ferri-chlorid, ville istedet opnas
en blanding af 2:1 og 1:1 komplekser. Indstilling af pH-vardien kan
passende foretages ved tilsztning af natriumcarbonat som omhandlet i
eksempel 1 nedenfor. Et muligt alternativ, som er af sarlig interesse
ved fremstilling af ferrikomplekserne i charger pa 20 g eller mere, er
imidlertid at anvende en hydroxidbase sdsom natrium- eller ammonium-
hydroxid. Ved anvendelse af en hydroxidbase kan omsztningen passende
udfgres i et oplgsningsmiddel i form af 4:1 vol./vol. ethanol:vand og
pH-verdien indstilles ved tilsztning af en 2 moler vandig oplgsning af
basen. Det er abenbart, at narvaerelsen af en mengde vand i reaktions-
blandingen vil fgre til tilbageholdelse af et biprodukt i ferrikom-
plekset ved afdampning af oplgsningsmidiet (et chlorid, hvor jernsaltet
er ferri-chlorid). Imidlertid kan biproduktet om gnsket fjernes ved
metoder sdsom krystallisering fra et passende oplgsningsmiddelsystem
eller sublimering i det sarlige tilfzlde, hvor ammoniumchlorid
forefindes.

De individuelle ligand-tilvejebringende forbindelser kan passende
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anvendes i et 2:1 molart forhold sammen med et 1 molart forhold af
ferri-saltet. Det vil imidlertid vaere abenbart, at anvendelsen af
sadanne forhold ikke udelukkende vil fegre til et enkelt 2:1 kompleks,
skgnt denne kompleksform vil vare den fremherskende, forudsat at de
Tigand-tilvejebringende forbindelser har samme reaktivitet, idet denne
kompleksform vil opnds i blanding med andre kompleksformer som omhandiet
nedenfor. Hvis det saledes gnskes at forgge graden af sammenblanding af
forskellige kompleksformer, der opnds, kan reaktantforholdene varieres
med dette formal. Et 1,5:1,5 molert forhold af to forskellige Tigander
kan saledes anvendes til at fremme dannelsen af en blanding af de

to mulige 2:1 komplekstyper, som adskiller sig fra hinanden med hensyn
ti1, hvilken ligand der er fremherskende.

Reaktionen til dannelse af ferrikomplekser er i almindelighed
hurtig og vil normalt ialt vasentligt vare forlgbet til ende efter 5
minutter ved ca. 20°C, skgnt en lengere reaktionstid om ngdvendigt kan
anvendes. Efter fraseparering af eventuelt udfzldet biprodukt sasom
natriumchlorid i tilfezlde af visse oplgsningsmiddelsystemer kan reak-
tionsblandingen passende inddampes pd en rotationsinddamper til dannelse
af ferrikomplekset, der normalt til at begynde med vil vare en olie, som
imidlertid ofte danner et glasagtigt produkt ved henstand.

Selvom det til nogle formdl kan vere hensigtsmessigt at fremstille
ferrikomplekset i en form, der er fri for fremstillede biprodukter bort-
set fra andre komplekser, kan i andre tilfzlde, fx. hvor der er tale om
en fast oral sammensztning som beskrevet i det fglgende, narvarelsen af
biprodukter sasom natriumchlorid vere helt acceptable. Imidlertid er i
almindelighed det neutrale 3:1 jern(III)kompleks af serlig interesse i
en form, der i alt vasentligt er fri for i det mindste de biprodukter,
der er komplekser indeholdende andre totale forhold for 1ligand:jern.
Saledes er 3:1 komplekset, skgnt det szdvanligvis opnds og anvendes i en
form, hvori det er blandet med andre 3:1 komplekstyper som omhandlet
nedenfor, fortrinsvis i alt vasentligt fri for 2:1 og 1:1 komplekser.
Hertil kommer, at isolering af komplekset normalt vil tilvejebringe
dette i en form, der i alt vasentligt er fri for enhver metalfri
forbindelse svarende til en i komplekset tilstedevarende ligand.
Udtrykket "i alt vasentligt fri for" anvendes i det foreliggende til at
indicere et indhold af det omhandlede materiale pad 10 vagt-% eller

mindre.
Visse af de ligand-tilvejebringende forbindelser sdsom maltol er



10

15

20

25

30

35

DK 160986 B

handelsmessigt tilgengelige. Med hensyn til andre er fremgangsmader til
fremstilling heraf omhandlet i ovennazvnte tre DK-patentansggninger.
Sdledes bestar fx. i mange tilfelde et passende udgangsmateriale for
hydroxypyronerne af pyromeconsyre, som let opnas ved decarboxylering af
meconsyre og som kan omsazttes med et aldehyd til indfgrelse af en 1-
hydroxyalkylgruppe i 2-stillingen, hvilken gruppe derpa kan reduceres
til1 dannelse af en 2-alkyl-3-hydroxy-4-pyron. Fremstillingen af 2-ethyl-
3-hydroxy-4-pyron etc. ved denne metode omhandles i almindeligt
tilgengelig US-patentansggning nr. 310.141 (1960).

Det er abenbart, at disse metoder ikke er de eneste tilgangelige
til fremstilling af omhandlede forbindelser samt jernkomplekserne deraf
og fagmanden vil vare bekendt med forskellige alternativer.

Alle ferrikomplekserne ifglge opfindelsen besidder brugsmessige
fordele sammenlignet med de homogene 3:1 jern(III)komplekser ifglge de
tre ovennavnte DK-patentansggninger. For det fgrste indebarer inklu-
sionen af en blanding af forskellige ligander i et kompleks en yder-
ligere dimension ved udformningen af komplekser med optimerede egen-
skaber med hensyn til optagelse in vivo til tilvejebringelse af en
kontrolleret jerntilfgrelse, der kan finde anvendelse i en s®rlig human
eller veterinar sammenheng. Nermere betegnet antyder sammenlignelige
resultater opndet med humane erythrocyter og ikke-udkrezngede jejunal-
segmenter fra rotter, at komplekser indeholdende blandede Tigander kan
tilvejebringe en Tettere tilgengelig kilde for jern end ferrikomplekser,
hvor 1iganderne er ens. For det andet tilveje-bringer narvarende opfin-
delse bortset fra kompleksernes in vivo egenskaber szrlige fordele i
forhold til formuleringen af ferrikom-plekserne. I visse sammenhzng,. som
omhandles nermere i det fglgende, er flydende formuleringer af ferrikom-
plekserne af serlig interesse, fx. til oral veterinar administrering og
iser til parenteral veterinazr og human administrering og det har vist
sig, at til anvendelse i sadanne sammenhzng er oplgseligheden af nogle
af ferrikomplekserne ifglige ovennavnte tre DK-patentansggninger mindre
end gnsket.

De blandede Tigandkomplekser ifglge opfindelsen udviser i alminde-
Tighed Tangt hgjere oplgseligheder bide i vand og i organiske oplgs-
ningsmidler end de komplekser, hvor liganderne er ens. Det er opfat-
telsen, at drsagen til dette skyldes mangfoldigheden af forskellige
stereoisomere af et kompleks, som kan fremkomme, nar en blanding af
ligander er til stede, og som kan forgges ved narvaerelsen af adskillige



10

15

20

25

30

35

DK 160986 B

9

forskellige komplekser i en reaktionsblanding opndet ved omsztning af
ferriioner med mere end én ligand-frembringende forbindelse. Saledes kan
et 3:1 jern(III) kompleks indeholdende tre identiske asymmetriske
ligander eksistere i fire stereoisomere former, men nar et kompleks
frembringes ved omsztning af et 3 molart forhold af en blanding af to
Tigand-frembringende forbindelser (A og B) med ferri-ioner, kan fglgende
komplekstyper da vaere til stede i reaktionsblandingen: FeA3, FeB3, FeAB2
og FeBzA. Skgnt de fgrstnzvnte to komplekser vil eksistere i fire
stereoisomere former, vil de sidstnzvnte to komplekser ydermere hver
eksistere i otte stereoisomere former. Det har vist sig, at de fire
stereoisomere af et FeA3 eller FeB3 kompleks vil cokrystallisere med
Tethed, men med hensyn til et FeAB2 eller FeBzA kompleks modvirker det
forggede antal stereoisomerer og nzrvarelsen af andre 3:1 ligand:jern-
(III) forbindelser en sidan cokrystallisation og sikrer, at produktet er
en veske med forgget oplgselighed sammenlignet med de saedvanlige faste
FeA3 og FeB3 komplekser.

De farmaceutiske prazparater ifglge opfindelsen er ejendommelige
ved, at de omfatter et ferrikompleks ifglge opfindelsen sammen med en
fysiologisk acceptabel diluent eller bzrer.

Ferrikomplekserne ifglge opfindelsen kan pd forskellig made for-
muleres til anvendelse som farmaceutiske midler til bade veterinzr,
fx. i avier eller isar i mammal sammenhzng, og human brug. Forbindel-
serne kan fx. anvendes som vandige, olieagtige eller emulgerede prepa-
rater indeholdende et veskeformigt fortyndingsmiddel, som ofte kan
benyttes til parenteral administrering og derfor passende kan vare
sterilt og pyrogenfrit. Oral administrering foretrekkes ofte ved
mennesker ti1 behandling af anzmi som fglge af jernmangel og komplek-
serne ifslge opfindelsen kan indgives ad denne vej. Skent preparater
indeholdende et flydende fortyndingsmiddel kan anvendes til oral
administrering, er det i det mindste ved mennesker mere sadvanligt at
anvende praparater, der indeholder en fast bzrer, fx. et konventionelt
fast bazrermateriale sisom stivelse, laktose, dextrin eller magnesium-
stearat. Sidanne faste praparater kan passende vere af en ferdigformet
type som fx. tabletter, kapsler (inklusive sakalte spansules), etc.

Skgnt faste praparater kan foretrakkes til behandling af anzmi som
folge af jernmangel i visse sammenhzng, er flydende preparater af
interesse i andre sammenhzng, fx. ved human og veterinzr intermuskulzr
administrering og ved veterinzr oral administrering som omhandlet
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nedenfor. Det er i forbindelse med flydende preparater, at narverende
opfindelse er af sarlig, skent bestemt ikke udelukkende interesse. Det
er siledes ofte gnskverdigt at fremstille flydende praparater, der
indeholder en hgjere koncentration end umiddelbart opndelig med et rent
vandigt preparat eller ét indeholdende organiske oplgsningsmidler sasom
simple monovalente alkoholer. Med ferrikomplekserne omhandlet i de
ovennavnte tre DK-patentansggninger har det vist sig, at der kan opnas
hgjere koncentrationer ved brug af oplgsningsmidler indeholdende to
eller flere hydroxygrupper eller en hydroxy- og en ethergruppe, isar
glycoler eller glycolethere, enten blandet med vand eller alene af
hensyn til bedre oplgselighedsggrelse. Glycolethere af sarlig interesse
er monoethere, der som etherdannende gruppe indeholder en alifatisk
carbonhydridgruppe med 1 til 6 carbon-atomer som beskrevet ovenfor, fx.
en methylgruppe, idet en sadan glycolmonoether kan vare methylethylen-
glycol. Imidlertid foretrzkkes i almindelighed glycolerne selv. Eksemp-
Ter pa sidanne glycoler er de simple dihydroxyalkaner sdsom ethylen-
glycol sivel de mere komplekse forbindelser indeholdende to hydroxy-
grupper bundet til en kade, der indeholder bade carbon og oxygenatomer
sasom triethylenglycol, tetraethylenglycol og polyethylenglycol, fx. med
en dalton molekylvagt pa 4000. Triethylenglycol og isar tetraethylen-
glycol er af sarlig interesse p.g.a. meget lav toxicitet. Ved anvendelse
af sadanne glycoler og glycolethere er det muligt at forgge oplgselig-
heden for mange komplekser til 10 til 20 mg/ml. Skgnt sadanne metoder
ogsd kan anvendes ved formuleringen af jernkomplekserne ifglge opfin-
delsen, vil den storre oplgselighed af disse komplekser ofte tillade, at
man med fordel anvender simplere former for flydende przparater og
stadig opnar koncentrationer, der i betydelig grad overstiger dette 10
til 20 mg/ml omrade.

Som antydet er flydende preparater af serlig interesse med hensyn
til parenteral administrering, som der opstdr et behov for i visse
humane sammenhzng, men ogsd isezr i veterinzre sammenhzng, fx. i
forbindelse med grise. Problemerne med anzmi som fglge af jernmangel-
anemi hos nyfedte grise opstar hovedsagelig i Tgbet af de farste ca. 3
uger af deres 1iv, nar en meget hurtig vegtforggelse finder sted. Den
szdvanlige administreringsvej for ferrikomplekserne ifglge opfindelsen
ti1 smigrise er parenteral, fx. intramuskuler eller oral, fx. som et
flydende preparat, der "sprgjtes" ind i munden. En alternativ metode er
imidlertid at forgge jernindholdet i melken, hvorpd smagrisene opfodres,
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ved behandling af soen under anvendelse af oral eller parenteral admini-
strering, fx. med et injicerbart preparat af den type, der friggres
langsomt (idet en sadan metode ogsa kan vare af interesse i human
sammenhzng). Nar fodring af smigrisene med andre fgdemidler end soens
melk finder sted, er det ogsd muligt at udsve farmaceutisk administre-
ring af ferrikomplekset i disse andre fgdemidler.

Andre former for administrering end ved injektion eller via oral
vej kan ogsa overvejes bade i human og veterinar sammenhazng, fX.
anvendelse af suppositorier eller pessarer til human administrering.

En anden form for farmaceutisk praparat, der kan have interesse,
er af en type udformet til buccal eller nasal administrering og sadan-
ne preparater omhandles nazrmere i det fglgende.

Praparater kan formuleres pa enhedsdosisform, dvs. i form af
diskrete portioner indeholde en enhedsdosis eller et multiplum eller
en brgkdel af en enhedsdosis. Mens den indgivne dosis af omhandlede
ferrikompleks vil afhenge af forskellige faktorer, herunder den sarlige
forbindelse, der anvendes i praparatet, kan det som vejledning anferes,
at opretholdelse af mengden af jern, der er til stede i det menneskelige
Tegeme pi et tilfredsstillende niveau, ofte kan opnds under anvendelse
af en daglig dosis udtrykt som jernindholdet af forbindelsen, hvilken
dosis ligger i omrddet fra ca. 0,1 til 10 mg og ofte i omridet fra 0,5
til 10 mg, fx. 1 eller 2 mg, idet veterinazre doser har et tilsvarende
g/kg legemsvegtforhold. Det er imidlertid abenbart, at det vil vare
passende under visse omstzndigheder at indgive dagliger doser, der enten
Tigger under eller over disse niveauer. I almindelighed bgr malet vare
at tilvejebringe den mengde jern, patienten har behov for, uden admini-
strering af ungdvendige overskud, og egenskaberne af de farmaceutiske
preparater ifglge den foreliggende opfindelse er serligt egnede til
opndelse af dette mal.

I overensstemmelse med det ovenfor anfgrte vil det vere abenbart,
at de farmaceutiske przparater kan indeholde mere end ét ferrikompleks
ifglge opfindelsen eller naturligvis, at preparaterne kan indeholde
andre aktive forbindelser som fx. forbindelser, der er egnede til at
lette behandlingen af anemi sasom cholinsyre. En anden yderligere
bestanddel, som przparaterne om gnsket kan indeholde, er en zinkkilde.
Jernforbindelser, der anvendes ved behandling af anzmi som folge af
jernmangel, kan inhibere legemets zinkoptagelsesmekanisme og dette kan
forarsage alvorlige bivirkninger hos fostre ved behandling af gravide
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for anzmi. Det formodes imidlertid, at ferrikomplekserne ifslge
opfindelsen er i besiddelse af den yderligere fordel, at de enten ikke
har denne virkning eller udviser virkningen i mildere grad end de
forbindelser, der for tiden anvendes ved behandlingen af anzmi. Fglgelig
kan det ofte vare tilfzldet, at behovet for tilsztning af zink-tilveje-
bringende forbindelser til praparaterne kan mindskes eller i forbindelse
med foretrukne formuleringen af jernkomplekserne helt udelades.

Det er ikke abenbart, at de i det foreliggende beskrevne, hidtil
ukendte ferrikomplekser kan anvendes, oven i kgbet med stor fordel i
farmaceutisk sammenhzng. Den foreliggende opfindelse angar fglgelig et
ferrikompleks af den ovenfor beskrevne art til anvendelse ved behandling
af jernmangel-anami.

Opfindelsen angar ogsa anvendelsen af et ferrikompleks ifglge
opfindelsen til fremstilling af et farmaceutisk preparat til anvendelse
til forggelse af jernkoncentrationen i en patients blodstrgm.

De i det foreliggende beskrevne jernkomplekser er iser egnede til
behandling af jernmangelanzmi bade i human og veterinar sammenhzng, isar
ti1 behandling af forskellige pattedyrarter og specielt grise. Komplek-
sernes fordeling i n-octanol viser, at de er i stand til at gennemtrznge
biologiske membraner, idet denne egenskab kan bekrzftes i praksis ved
afprégvning af 59Fe—mmrkede ferrikompleksers evne til at gennemtrenge
erythrocyter. Forbindelsernes evne i denne henseende afhznger af de
tilstedevarende Tiganders art og denne evne afspejles i de forskellige
forbindelsers Kpart-vardier som omhandlet ovenfor.

Visse aspekter ved formuleringen kan forgge ferrikompleksernes
virkning i sarlige sammenhzng. Skgnt de neutrale ferrikomplekser inde-
holdende et 3:1 molart forhold af ligand:jern(III) er af sarlig vardi
som fglge af stabilitet over et stort pH-omrade fra ca. 4 til 5 og op
til1 10, vil de dog ved oral administrering dissociere ved de i maven
herskende pH-vardier pa under 4 til dannelse af en blanding af 2:1 og
1:1 komplekser sammen med frie Tigander. For det fgrste kan én af flere
variationer anvendes, hvorved ferrikompleksets udszttelse for de sure
betingelser i maven undgds eller formindskes. Sadanne fremgangsmider kan
omfatte forskellige typer af kontrollerede friggrelsessystemer, der
strakker sig fra et system, som fx. kan vere baseret pd en polymer, der
simpelthen tilvejebringer en tidsforsinket friggrelse af komplekset, via
et system, der er modstandsdygtigt over for dissociering under sure
betingelser, fx. ved anvendelse af puffere, til et system, der er



10

15

20

25

30

35

DK 160986 B

13

indrettet til friggrelse under de betingelser, der hersker i tyndtarmen,
fx. et pH-fglsomt system, der er stabilt ved en pH-vardi pa 1 til 3, som
fremhersker i maven, men ikke ved en pH-verdi pad 7 til 9, som fremher-
sker i tyndtarmen. Da pH-vardien i maven er hgjere efter et maltid, kan
det vere fordelagtigt, uanset hvilken formuleringsmetode der anvendes,
at administrere ferrikomplekserne pa et sadant tidspunkt.

En sarlig bekvem made at lgse problemet med et praparat med
kontrolleret friggrelse omfatter indkapsling af jernkomplekset med et
materiale, der er modstandsdygtigt over for dissociering i maven, men
som er indrettet til dissociering i tyndtarmen (eller muligvis, hvis
dissocieringen forlgber langsomt, i tyktarmen). En sddan indkapsling kan
opnas med liposomer, idet phospholipider i almindelighed er resistente
over for dissociering under sure betingelser. De Tiposomalt omsluttede
3:1 jern(1I1) komplekser kan derfor overleve mavens sure miljg uden at
dissociere til 2:1 og 1:1 komplekser samt frie hydroxypyroner. Ved
passage ind i tyndtarmen gdelzgger bugspytkirtelenzymerne hurtigt
liposomernes phospholipid-afhzngige struktur, hvorved 3:1 komplekset
friggres. Liposomnedbrydning lettes yderligere af nerverelsen af
galdesure salte. Det er imidlertid sedvanligvis mere bekvemt at udfgre
indkapslingen, herunder mikro-indkapsling, under anvendelse af et fast
praeparat af pH-felsom art.

Fremstillingen af faste preparater, der er indrettet specielt at
modstd dissociering under sure betingeiser, men ogsad indrettet til at
dissociere under ikke sure betingelser, er velkendt i teknikken og
omfatter oftest brugen af enteriske overtrek, hvorved tabletter,
kapsler, etc. eller de individuelle partikler eller granulater, der er
indeholdt heri, overtrakkes med et passende materiale. Sadanne frem-
gangsmader beskrives fx. i artiklen benzvnt "Production of enteric
coated capsules" af Jones i Manufacturing Chemist and Aerosol News, maj
1970, og i sidanne standardopslagsvarker som "Pharmaceutical Dosage
Forms", volumen III af Liebermann og Lackmann (udgivet af Marcel
Decker). En szrlig metode til indkapsling omfatter anvendelsen af
gelatinekapsler overtrukket med et celluloseacetatphthalat/-
diethylphthalat-lag. Dette overtrzk beskytter gelatinekapslerne fra
pavirkning af vand under de sure betingelser i maven, hvor overtrekket
protoneres og derfor er stabilt. Overtrakket destabiliseres imidlertid
under de neutrale/alkaliske betingelser i tarmen, hvor det ikke er
protoneret, hvorved vand kan pavirke gelatinen. Nar fgrst det vandop-
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1gselige 3:1 jern(III) kompleks er frigjort i tarmen, forlgber gennem-
trengningen af tarmvaggen relativt konstant uanset hvor i tarmen, dvs. i
jejunum, ileum eller kolon, komplekset befinder sig. Andre eksempler pa
anvendelige fremgangsmider til formulering omfatter brugen af polymere
hydrogelformuleringer, som ikke 1ligefrem indkapsler ferrikomplekset, men
som er modstandsdygtige over for dissocieringen under sure betingelser.

En anden fremgangsmade til at modvirke effekten af mavens sure
miljs er at formulere ferrikomplekserne som et farmaceutisk praparat,
der er indrettet tiT buccal eller nasal administrering. Da de buccale og
nasale hulheder reprasenterer et miljg med en pH-verdi omkring 7, vil et
neutralt 3:1 jern(III) kompleks saledes blive optaget af membranerne i
den buccale hulhed (omfattende tungen) og de nasale passager pa neutral
form uden nogen vasentlig grad af omdannelse til de tilsvarende 2:1 og
1:1 komplekser. En siddan form for administrering tilvejebringer ofte en
simpel metode til beskyttelse af de neutrale 3:1 jern(III) komplekser
mod mavens starkt sure miljg.

En yderligere fordel ved praparater til buccal eller nasal admi-
nistrering er, at de tilvejebringer en form for sikkerhedsforanstalt-
ning med hensyn til overdoser, fx. sadanne overdoser, der fremkommer
ved, at bgrn indtager medicinske przparater ordineret til voksne i samme
husholdning. Dette kan udggre et betragteligt problem med eksisterende
jernprazparater og skent ferrikomplekserne ifglge opfindelsen i alle
tilfelde er i besiddelse af en generelt lavere toxicitet og indebzrer
lavere enhedsdosisniveauer, tilvejebringer preparaterne ifglge opfin-
delsen saledes en yderligere fordel. Det er sdledes vanskeligt hurtigt
at indtage en stor mengde af ferrikomplekset fra den buccale huthed
eller nasalpassagerne og overdoseringsproblemer opstar snarere, ndr
medikamentet sluges. Sker imidlertid dette og er ferrikomplekset ikke
formuleret pid en sadan mide, at det er beskyttet imod mavens sure miljg,
vil omdannelse til 2:1 og 1:1 komplekserne finde sted, hvorved jern-
optagelsesniveauet fra overdosen reduceres vasentligt. Ferrikomplekser-
nes generelt lavere toxicitet vil bevirke, at meget af den lokale skade
pad fordsjelseskanalen, som mange handelsmessigt tilgengelige jernprapa-
rater fremkalder under sadanne omstzndigheder, undgas.

Fortyndingsmidler og barere, der er egnet til formulering af
preparater til buccal eller nasal administrering, kan omfatte forskel-
Tige materialer, som er almindeligt anvendt i przparater til sadan
administrering. Buccal administrering er af sarlig interesse og i dette
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tilfelde foretrekkes et fast preparat. Sadanne praparater indrettet til
retention i munden frem for at blive slugt og efterfglgende friggrelse
af den aktive bestanddel i den buccale hulhed kan antage mange forskel-
lige former. Sidanne former omfatter tyggegummi eller ballontyggegummi,
slikkepinde, bolsjer, brusetabletter og iser pastiller og tabletter.
Sedvanligvis vil preparatet derfor blive tygget eller suttet, hvilket
fgrer til frigerelse af ferrikomplekset i munden, skent det ogsa er
muligt at anvende tabletter fx. i form af en skive af polymert mate-
riale, som fastggres til indersiden af den buccale hulhed og som gradvis
friggr ferrikomplekset uden at blive suttet. Om gnsket kan flydende
preparater anvendes i den buccale hulhed, specielt @rosolsprays, men
disse er af mindre interesse. Alle disse praparatformer indtages gennem
munden, men er i modsetning til de tidligere omhandlede orale praparater
indrettet til at frigere ferrikomplekset i munden frem for efter at vare
blevet slugt (skent en del af ferrikomplekset under tygning, sugning,
etc. naturligvis kan passere til maven). Foretrukne preparatformer er
pastiller og piller og sidanne preparater beskrives under tiden med
betegnelsen "Tinguet", idet dette er et prazparat, der er egnet til sub-
lingual anvendelse.

Specifikke bzrere, der kan anvendes i pastiller og piller, beskri-
ves ved forskellige forsdg indbefattet i British Pharmacoepia, British
Pharmacoepia Codex og Martindale, Extra Pharmacoepia. Et saerligt
eksempel pa et udgangspunkt for pastiller beskrives i 1980 British
Pharmacoepia og bestdr af en blanding af gelatine, glycerin, sukker,
citronsyre og amarant. Hastigheden, hvormed pastilien oplgses i munden,
kan varieres efter behov under hensyn til opndelse af et godt optagel-
sesniveau af jern, idet oplgsningshastigheden fx. formindskes ved at
forgge indholdet af gelatine. Pastiller kan passende fremstilles ved at
danne en smelte indeholdende en passende mengde af ferrikomplekset og
bereren og derpd udhzlde denne smelte i en form til terring. Et sarligt
eksempel pd et udgangspunkt for piller beskrives i 1959 British
Pharmacoepia Codex og bestér af en blanding af saccharose, akaciegummi
og rosenolievand. Atter kan oplgsningshastigheden kontrolleres ved
zndring af udgangsmaterialets bestanddele. Piller kan passende frem-
stilles enten ved at danne en "dej", hvorfra pillerne udskares, eller
fortrinsvis ved presning. Om gnsket kan yderligere aromastoffer szttes
til pastillerne eller pillerne, men jernkompleksernes smag er sa
acceptabel, at dette kan vare ungdvendigt undtagen maske til padiatriske
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formuleringer.

Hvor der anvendes praparater til nasal administrering, vil disse
normalt vaere flydende og kan indeholde vand og/eller egnede oplgsnings-
midler. Sadanne preparater kan passende anvendes enten som driber eller
i form af en arosolspray. Det er imidlertid muligt at anvende faste
preparater i form af snus, hvis dette gnskes.

En tredje made at modvirke effekten af det i maven forekommende
sure miljg er beskrevet i DK-patentansggning nr. 1352/83 og kan ogsd
indebzre visse andre deri beskrevne fordele, hvilken metode gir ud pad at
formulere ferrikomplekset i det farmaceutiske przparat sammen med én
eller flere af de metalfri 1igand-tilvejebringende forbindelser, der
indgdr i komplekset. Skgnt denne metode ogsa kan overvejes i forbindelse
med ferrikomplekserne ifglge opfindelsen, iszr under anvendelse af en
metalfri forbindelse af type (1) eller (2), er den maske en hel del
mindre attraktiv i dette tilfzlde under hensyn til muligheden for at
fremkalde en udbytning mellem de metalfrie forbindelser i bundne
ligander, isar ligander af type (3) til fremstilling af en anden type
kompleks. Anvendelsen af et ferrikompleks i blanding med et andet
metalfrit jern-chelerende middel er ligeledes beskrevet i DK-patent-
ansggning nr. 1352/83. Ligeledes denne metode kan overvejes anvendt med
ferrikomplekserne ifglge opfindelsen, men er mindre attraktiv af til-
svarende arsager.

Udover den ovenfor omhandlede farmaceutiske anvendelse af ferri-
komplekserne har de ogsa potentiel betydning som jernkilde i forskellige
andre sammenhzng, herunder ved celle- og bakteriedyrkning, ved plante-
dyrkning, som farvningsmiddel og ved styring af jerntransport over
membraner.

Opfindelsen belyses i det fglgende nermere med eksempler.

Eksempel 1
Fremstilling af ferrikomplekser

(A) En ethanolisk oplgsning af ferri-chlorid omszttes i 5 minut-
ter ved stuetemperatur med en chloroformoplgsning indeholdende 2 mol-
gkvivalenter maltol (3-hydroxy-2-methyl-4-pyron) og 1 mol-zkvivalent 1-
ethy1-3-hydroxypyrid—2-on(1). Den resulterende oplgsning neutraliseres
ved tilsatning af fast natriumcarbonat under omrgring, det udfaldede
natriumchlorid fjernes ved filtrering og filtratet inddampes til
dannelse af et i alt vesentligt kvantitativt udbytte som en olie
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bestiende af en blanding af 3:1 komplekserne, hvori (ma]to1)2 (I-ethyl-
3-hydroxypyrid-2-on) jern(III) komplekset dominerer. Denne olie stgrkner
ved henstand til dannelse af et glasagtigt stof, Vmax (glas) 1525,

1560, 1620, 1645 cm'l. (Det infrargde spektrum af denne forbindelse og
af de i det folgende omhandlede andre forbindelser tilvejebringes ved
oplgsning af det oprindelige glasagtige stof i chloroform og inddampning
af denne oplgsning in situ pd natriumchloridplader til gendannelse af et
glasagtigt stof, der anvendes til optagelse af det infrargde spektrum).

De neutrale ferri-komplekser af (a) ethylpyromeconsyre (2-ethyl-3-
hydroxy-4-pyron) og maltol samt (b) 1-ethyl-3-hydroxypyrid-2-on og 1-
butyl-3-hydroxypyrid-4-on fremstilles pad tilsvarende made ved fremgangs-
made (A) til dannelse af (a) en blanding af 3:1 komplekser i form af et
glasagtigt stof, hvori (ethy]pyromeconsyre)2 (maltol) jern(III) komplek-
set dominerer og (b) en blanding af 3:1 komplekser som et glasagtigt
stof, hvori (1-ethy1—3-hydroxypyr1‘d-2-on)2 (1-buty1-3-hydroxypyrid-4-on)
jern(III) komplekset dominerer, Ynax 1525, 1610 cm-l.

(B) En ethanolisk oplgsning af ferri-chlorid behandles med en varm
(60°C) ethanolisk oplgsning indeholdende 2 mol-zkvivalenter maltol og 1
mol-zkvivalent ascorbinsyre(l) (anvendelsen af varm ethanol frem for
kold chloroform som i fremgangsmade (A) er ngdvendig af hensyn til
oplgsning af ascorbinsyren) og blandingen afkgles til stuetemperatur i
1gbet af 30 minutter. Den tilvejebragte kolde oplgsning neutraliseres
ved tilsztning af fast natriumcarbonat under omrgring, idet det udfal-
dede natriumchlorid fjernes ved filtrering og filtratet inddampes til
dannelse af et i alt vasentligt kvantitativt udbytte som en olie
bestdende af en blanding af 3:1 komplekser, hvori (ma]to])2 (ascorbin-
syre) jern(III) komplekset dominerer. Denne olie stgrkner ved henstand

ti1 dannelse af et glasagtigt stof, v (glas) 1500, 1560, 1600, 1790

-1 max

cm
De neutrale ferri-komplekser af (a) maltol og leucin og (b) maltol

og glycin fremstilles pd tilsvarende made ved fremgangsmide (B) til
dannelse af (a) en blanding af 3:1 komplekser i form af et glasagtigt
stof, hvori (ma]to])2 (Teucin) komplekset dominerer, Y nax 1500, 1560,
1595 cm'l, og (b) en blanding af 3:1 komplekser i form af et glasagtigt
stof, hvori (ma]to])2 (glycin) jern(III) komplekset dominerer.
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Bestemmelse af fordelingscoefficienter

Fordelingscoefficienten Kpart’ der er forholdet (koncentration af
forbindelse i n-octanol)/(koncentration af forbindelse i vandig fase)
ved fordeling imellem n-octanol og vandig trishydrochlorid (20 mM, pH
7,4, tris angiver 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol) males ved 20°C
under anvendelse af spektrofotometri pa 3:1 jern(III)komplekserne
angivet i tabellen (ved 10'4M), jdet komplekset fremstillet i overens-
stemmelse med det ovenfor angivne fgrst oplgses i det vandige trishydro-
chlorid. Syrevasket glas anvendes overalt og efter blanding af 5 ml af
den 10'4M vandige oplgsning med 5 ml n-octanol i 1 minut centrifugeres
den vandige n-octanolblanding ved 1000 g i 30 sekunder. De to fremkomne
faser separeres med henblik pd en koncentrationsbestemmelse pa hver isar
ved hjzlp af spektrofotometri, hvorved omradet 34-640 nm anvendes.
Typiske resultater fremgar af tabellen.

Tabel 1
Fordelingskoefficienter

Jern(I1I) kompleks Fordelingskoefficient

(ma]to])2 (1-ethy1-3-hydroxypyrid-2-on) 0,32
(ethy]pyromeconsyre)2 (maltol) 1,69
(1-ethy1—3-hydroxypyr1d-2-on)2 3,56
(1-buty1-3-hydroxypyrid-4-on)

(ma]to])2 (ascorbinsyre) 0,14
(ma]to])2 (Teucin) 0,17
(ma]to])2 (glycin) 0,18

(1) Koncentrationen af den 1 mol-zkvivalente, ligand-tilvejebringende
forbindelse er ca. 0,IM, sk#nt denne koncentration kan variere, fx. i
omradet fra 0,1 til 1M, udelukkende i afhzngighed af de serlige ligand-
tilvejebringende forbindelsers oplgselighed i det anvendte oplgsnings-
middelsystem.
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Eksempel 2
Overforsel af jern til apotransferrin

(Ma1t01)2 (ascorbinsyre) jern(III) fremstilledes in situ ved at
opldse maltol og ascorbinsyre i et 2:1 mol-forhold i et vandigt medium
indeholdende morpholinpropansulfonat (MOPS, 25 mM) og natrium-hydrogen-
carbonat (30 mM), idet pH-vardien indstilledes til 7,4 med saltsyre (50%
vol./vol.). Til reaktionsmediet sattes en oplgsning af IFe beriget
jernchlorid i 0,1 M vandig saltsyre indeholdende jern i en mo1-maengde
zkvivalent med mengden af ascorbinsyre. Ens volumener af jernkompleks-
oplgsningen og af apotransferrin i samme vand1ge medium blandedes,
hvorved opniedes koncentrationer pa 5 X 10° M apotransferrin og
1 x 10°*M jern i blanding.

Blandingen inkuberedes ved stuetemperatur ved serskilte eksperi-
menter i 10 og 60 minutter og en alikvot sattes sa til en "Sephadex G10"
kolonne ®kvilibreret med samme ovenfor beskrevne vandige medium og
kolonnen elueredes med mediet, idet fraktioner opsamledes og ana]yse-
redes pd grundlag af 59Fe ved tz1ling. De procentvise indhold af
hhv. forbundet med apotransferrin og med 1liganderne, beregnes som cpm
jern-apotransferrin/total cpm og cpm jern-(ma]to])2 (ascorbinsyre)/total
cpm.

59

Det viste sig efter 10 minutter, at 43% af “"Fe var forbundet med

apotransferrin og 57% med 11ganderne mens den efter 60 minutter til
apotransferrin overfgrte mangde Fe var steget til 75%, idet kun 25%
forblev forbundet med 1iganderne.

Eksempel 3
In vitro tests for ferrikompleksernes indtrengen i human-erythrocyter

Akkumuleringen af jern hos human-erythrocyter, der bringes sammen
med (ethpryromeconsyre)2 (maltol) jern(III), (ma]to])2 (ethylpyrome-
consyre) jern(III), (ma]to])2 (ascorbinsyre) jern(III) og (l-ethyl-3-
hydroxypyrid-z-on)2 (1-buty1-3-hydroxypyrid-4-on) jern(IIl), undersggtes
af sammenlignelighedsgrunde sammen med en gruppe af fire andre jern-
forbindelser omfattende 3:1 jernkomplekser med ens ligander (ethylpyro-
meconsyre)3 jern(III) og (ma1to1)3 jern(III) samt saltene, ferri-NTA
(nitrilotrieddikesyre) og ferro-sulfat.

Jernforbindelserne anvendtes i oplgsning i et vandigt medium
indeholdende tris (20 mM) og natriumchlorid (130 mM), hvor pH-verdien
var indstillet til 7,4 med saltsyre (50% vol./vol.). Ferri-NTA og ferro-
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sulfat pa fast form og merket med 59Fe oplgstes i det vandige medium til

dannelse af en 10-4 molar oplgsning, mens jernkomplekserne fremstilledes
in situ ved oplgsning af den ligand-tilvejebringende forbindelse eller
af et passende molforhold af 1igand-tilvejebringende forbindelser i det
59Fe
beriget ferri-chlorid i 0,1 M saltsyre, idet slutkoncentrationen af jern
var 1074y

Pakkede human-erythrocyter (0,5 ml) inkuberedes i det vandige
medium ved 37°C, i alle tilfaelde i hhv. 5 og 30 minutter, ved serskilte
eksperimenter, idet der kun for (ma]to])2 (ascorbinsyre) jern(III)
komplekserne udfgrtes en razkke eksperimenter i 2, 5, 10, 15, 30, 45 og
60 minutter. Efter inkuberingen separeredes en alikvot af erythrocyt-

vandige medium og ved tilsatning af en passende mol-mengde af

inkuberingsmediumblandingen ved centrifugering over 2 lag siliconeolie
(hhv. p = 1,07 og p = 1,2). De med hver af erythrocyterne og inkube-
ringsmediet forbundne 59Fe-m’veauer taltes og er angivet som et forde-
lingsforhold (koncentration i erythrocyter/concentration i medium) i
tabel 2 med hensyn til 5 og 30 minutters eksperimenterne samt i tabel 3
med hensyn til de andre eksperimenter med (ma]to1)2 (ascorbinsyre)
jern(III) (alle data i tabellerne angiver et middeltal for mindst tre
uafhengige eksperimenter).

Det fremgar af tabel 2, at ethylpyromeconsyre er mere effektiv som
1igand end maltol til at fremkalde optagelse af et ferrikompleks hos
erythrocyter, idet optagelse bade med hensyn til komplekset indehol-
dende tre ethylpyromeconsyreligander og komplekset indeholdende to
sddanne Tigander ndr ligevegtstilstanden efter kun 5 minutter. Det bgr
ogsd bemzrkes, at et hgjere jernoptagelsesniveau nds efter 30 minutter
med hensyn til hver af de tre blandede 1ligandkomplekser indeholdende en
hydroxypyronligand sammenlignet med de to komplekser indeholdende tre
identiske hydroxypyronligander.
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Tabel 2
Forbindelse Ligand- Fordelingsforhold
koncen-
tration
(mM) 5 min. 30 min.
III(ethy]pyromeconsyre)3 0,3 3,7 3,6
FeIH(ma1t01)3 0,3 0,2 1,1
III(ethy]pyromeconsyre)2 0,2:0,1 5,6 5,2
maltol
FeIII(ma1t01)Z(ethy1pyro- 0,2:0,1 1,9 6,3
meconsyre)
III(ma]tcﬂ) (ascorbinsyre) 0,2:0,1 1,5 5,2
III(1 ethyl- 3 hydroxypy- 0,2:0,1 0,4 1,4
r1d—2-on)2(l-buty1-3-hy-
droxypyrid-4-on)
Felll 1A 0,1 6,2 4,9(1)
Fe'ls0, 0,1 5,0 4,3(1)

(1) En undersggelse af erythrocytmembranerne efter inkubering
viser, at disse tilsyneladende hgje jernoptagelsesniveauer skyldes,
at de bindes til selve membranen og afspejler faktisk ikke de sande

jernoptagelsesvardier.

Tabel 3
[F III(ma1t01) (ascorbinsyre)]
Tid (minutter) Fordelingsforhold

6,1
8,0
10 10,2
15 12,2
30 17,1

45 26,5(1)

60 30,8(1)
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(1) Disse hgje vardier skyldes dissociation af komplekset og overfersel
af jern til intracellular protein.

Eksempel 4
In vitro tests til bestemmelse af jernoptagelsen hos ikke-udkrazngede

rotte-jejunal segmenter

Optagelsen af jern hos ikke-udkrazngede rotte-jejunalsegmenter
undersggtes i forbindelse med (ethy]pyromeconsyre)2 (maltol) jern(III),
(malto])2 (ethylpyromeconsyre) jern(III) og (1-ethyl-3-hydroxypyrid-2-
on)2 (1-buty1-3-hydroxypyrid-4-on) jern(III). Til sammenligning udfertes
tilsvarende eksemperimenter med (ethy]pyromeconsyre)3 jern(III) og
(ma]to])3 jern(III), idet sidstnzvnte kompleks anvendes alene og i
blanding med et overskud af maltol svarende til enten 1 mol-del eller 7
mol-dele fri maltol udover de i komplekset i forbindelse med 1 mol-del
jern(I1I) forbundne 3 mol-dele.

Ferrikomplekserne fremstilles in situ i oxygeneret HEPES-puffer
ved oplgsning af en passende mengde af en ligand-tilvejebringende
forbindelse eller af et passende molforhold af Tigand-tilvejebringende
forbindelser i pufferen og ved tilsztning af et passende molforhold
af 59Fe-beriget ferri-chlorid i 0,1 moler saltsyre, idet jernets slut-
koncentration er 107% molar.

Rotter (hankgn, Sprague Dawley, 70-90 g) aflivedes og jejunum
fjernedes. Den deltes i langder af 3 cm, som hver iser blev skdret
op i langderetningen og abnet. Disse langder blev yderligere udskaret i
30-35 mg segmenter (3 per inkuberingsflaske). Jejunum inkuberedes i 10
minutter ved 37°C under anvendelse af pra-inkuberede flasker, der hver
isar indeholdt tre segmenter i et medium af oxygeneret HEPES-puffer
indeholdende det behgrige jernkompleks. Vavet og mediet taltes derpa.

Optagelsen af 59Fe beregnedes som et fordelingsforhold (koncen-
tration i vav/koncentration i medium) korrigeret for vandindholdet (80%)
og den extracellulare fraktion (bestemt til1 20% ved sulfat-pladsunder-
sggelse) i vavet. Resultaterne vises i tabel 4 og i modsztning til

resultaterne opniet med erythrocyter fremgdr det, at optagelsen af jern
fra komplekset indeholdende tre ethylpyromeconsyreligander ikke er
stgrre end optagelsen fra komplekset indeholdende tre maltolligander.
Som ved erythrocytundersggelsen er optagelsen af jern imidlertid stgrre
for de tre blandede 1igandkomplekser indeholdende en hydroxypyronligand
sammenlignet med begge komplekserne indeholdende tre hydroxypyron-



10

15

20

25

DK 1609506 b

23
ligander.
Tabel 4
Forbindelse Ligand- Fordelings-
koncentration forhold
(mM)
Fel 1) (maltol), + maltol 1 0,1
(1:7 molert forhold af kom-
pleks:maltol)
FelT11) (maltol), + maltol 0,5 0,6
(1:1 molert forhold af kom-
pleks:maltol)
Fe(IH)(maﬂtoU3 0,3 1,3
Fe(IH)(ethy]pyromeconsyre)3 0,3 1,0
Fe(III)(ethy]pyromeconsyre)2 0,2:0,1 6,0
(maltol)
Fe(IT1) (malto1),, (ethylpyromecon  0,2:0,1 x
syre)
Fe(III)(ma]to])z(ascorbinsyre) 0,2:0,1 9,7
Fe(III)(l-ethy1—3-hydroxypyrid 0,2:0,1 2,4

2-on)2-(1-buty1-3—hydroxypyrid-
4-on)
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Eksempel 5
Fremstilling af (maltol),-(1-ethyl-3-hydroxy-2-methylpyrid-4-on)
jern(II1)kompleks i

Den til fremstillingen af ovennavnte produkt anvendte udgangs-
forbindelse 1-ethyl-3-hydroxy-2-methylpyrid-4-on fremtilles i analogi
med den i dansk patentansggning nr. 1352/83 anfgrte metode til frem-
stilling af hydroxypyridon-udgangsmaterialer, idet omsztning af 3-
benzyloxy-2-methyl-4-pyron med ethylamin,hydrochlorid efter deben-
zylering ferer til det gnskede 1-ethyl-3-hydroxy-2-methylpyrid-4-on-
udgangsmateriale. Fage-komplekset dannes ved, som beskrevet under
eksempel 1(A) i nervaerende ansggning, at omsaztte ferrichlorid med 2
molakvivalenter maltol og 1 molzkvivalent 1-ethyl-3-hydroxy-2-methyl-
pyrid-4-on. Det gnskede produkt (ma1t01)2 (1-ethyl-3-hydroxy-2-methyl-
pyrid-4-on) jern(III)kompleks opnds som et rgdt pulver med et smelte-
punkt p& 202,1-204,1°C under dekomponering. Det infrargde spektrum som
et glas, udviser toppe ved 1570, 1545, 1490 (skulder), 1345, 1275, 1200,
1035, 825 og 715 cm L.
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PATENTKRAV
1. Ferrikompleks, KENDETEGNET ved, at det er et neutralt ferri-

kompleks, hvor en ferriion er bundet til tre monobasiske bidentat-
ligander, hvor den fgrste og anden ligand, som er identiske, tilveje-
bringes af en forbindelse udvalgt fra

(1) 3-hydroxy-4-pyron og 3-hydroxy-4-pyroner, hvori et eller flere
af hydrogenatomerne bundet til ringcarbonatomer er erstattet med en ali-
fatisk carbonhydridgruppe med 1 til 6 carbonatomer, og

(2) 3-hydroxypyrid-2-oner og 3-hydroxypyrid-4-oner, i hvilke
hydrogenatomet bundet til nitrogenatomet og om gnsket et eller flere af
hydrogenatomerne bundet til ringcarbonatomer er erstattet af en
alifatisk carbonhydridgruppe med 1 til 6 carbonatomer, og

den tredie Tligand, som er forskellig fra de andre to ligander
tilvejebringes af en forbindelse udvalgt blandt forbindelser af type (1)
og (2), og

(3) gluconsyre, ascorbinsyre, glycin og Teucin.

2. Kompleks ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at den tredie ligand
tilvejebringes af en forbindelse, hvis type afviger fra typen af den
forbindelse, der tilvejebringer de fgrste to Tigander.

3. Kompleks ifglge krav 1 eller 2, KENDETEGNET ved, at forbindelsen
af type (3) er ascorbinsyre.

4. Kompleks ifglge krav ethvert af kravene 1-3, KENDETEGNET ved, at
mindst én Tigand tilvejebringes af en forbindelse af type (1).

5. Kompleks ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at hver ligand separat
tilvejebringes af en forbindelse af type (1).

6. Kompleks ifglge ethvert af de foregaende krav, KENDETEGNET ved,
at forbindelsen af type (1) er udvalgt blandt 3-hydroxy-4-pyron og 3-
hydroxy-4-pyroner, hvor ét eller flere af hydrogenatomerne knyttet til
ringcarbonatomer er erstattet med methyl, ethyl, n-propyl eller
isopropyl.

7. Kompleks ifglge krav 6, KENDETEGNET ved, at de substituerede 3-
hydroxy-4-pyroner indeholder en enkelt substituent i 2- eller 6-
stillingen.

8. Kompleks ifglge krav 6, KENDETEGNET ved, at forbindelsen er 3-
hydroxy-4-pyron, 3-hydroxy-2-methyl-4-pyron, 3-hydroxy-6-methyl-4-pyron
eller 2-ethyl-3-hydroxy-4-pyron.

9. Kompleks ifglge krav 6, KENDETEGNET ved, at forbindelsen er 3-
hydroxy-2-methy1-4-pyron eller 2-ethy1-3-hydroxy-4-pyron.
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10. Kompleks ifglge ethvert af kravene 1-4, KENDETEGNET ved, at
mindst én 1igand tilvejebringes af en forbindelse af type (2).

11. Kompleks ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at hver ligand separat
tilvejebringes af en forbindelse af type (2).

12. Kompleks ifglge krav 10 eller 11, KENDETEGNET ved, at den eller
hver af de alifatiske carbonhydridgrupper i forbindelsen af type (2) er
en alkylgruppe med 1-4 carbonatomer.

13. Kompleks ifgige krav 10, 11 eller 12, KENDETEGNET ved, at for-
bindelsen af type (2) er en 3-hydroxypyrid-2-on.

14. Kompleks ifglge krav 13, KENDETEGNET ved, at 3-hydroxypyrid-2-
onen er substitueret pa nitrogenatomet med en substituent udvalgt blandt
methyl, ethyl, n-propyl og isopropyl.

15. Kompleks ifglge krav 14, KENDETEGNET ved, at forbindelsen er 1-
ethyl1-3-hydroxypyrid-2-on.

16. Kompleks ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at det er (l-ethyl-3-
hydroxypyrid-Z—on)2 (1-butyl-3-hydroxypyrid-4-on) jern(III), (3-hydroxy-
2-methyl-4- pyron)2 (1-ethyl-3-hydroxypyrid-2-on) jern(III), (3-hydroxy-
2-methyl-4- pyron)2 (1euc1n) jern(III), (3-hydroxy-2-methyl-4- pyron)2
(glycin) jern(III), (3-hydroxy-2-methyl-4- pyron)2 (ascorbinsyre)
jern(III), (3—hydroxy—2—methy1—4-pyron)2 (2-ethy1-3-hydroxy-4-pyron)
jern(III) eller (2-ethy1-3-hydroxy-4-pyron)2 (3-hydroxy-2-methyl1-4-
pyron) jern(III).

17. Kompleks ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at det er (3-hydroxy-2-
methy]-4-pyron)2 (2-ethy1-3-hydroxy-4-pyron) jern(III) eller (2—ethy1-3-
hydroxy-4-pyron)2 (3-hydroxy-2-methyl-4-pyron) jern(III).

18. Farmaceutisk preparat, KENDETEGNET ved, at det omfatter et
ferrikompleks ifglge ethvert af kravene 1-17 sammen med en fysiologisk
acceptabel diluent eller barer.

19. Farmaceutisk preparat ifglge krav 18, KENDETEGNET ved, at det
er pa fast form indrettet til oral administrering.

20. Farmaceutisk praparat ifglge krav 18, KENDETEGNET ved, at
komplekset er indkapslet af et materiale, som er resistent overfor
dissociation under vandige sure betingelser.

21. Farmaceutisk praparat ifglge krav 18, KENDETEGNET ved, at det
er pa aerosolform.

22. Farmaceutisk praeparat ifglge krav 18, KENDETEGNET ved, at det
er pa flydende form, som indeholder en steril pyrogen-fri diluent.

23. Ferrikompleks ifglge ethvert af kravene 1-22 til anvendelse ved
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behandlingen af jernmangelanzmi.
24. Anvendelse af et ferrikompleks ifglge ethvert af kravene 1-22

til fremstillingen af et farmaceutisk preparat til anvendelse til for-
ggelse af jernkoncentrationen i en patients blodstrgm.
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