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Menkes’ Kinky Hair Syndrom ist eine seltene Stoffwechselerkrankung bei Neugeborenen, die eine
Kupfermalabsorption zur Folge hat. Die betroffenen Patienten profitieren, wenn die Erkrankung
frihzeitig diagnostiziert wird, von subkutanen Kupfergaben. Die hier vorgestellte Kupferhistidin-Lésung
hat gegenuber friher publizierten Herstellungsvorschriften den Vorteil, dass sie ausgesprochen stabil
ist und somit fiir die Patienten und die behandelnden Arzte und Eltern die Méglichkeit einer ambulan-
ten Therapie oder Heimtherapie bringt.

Manufacturing and stability of copper-histidine solution for treatment of Menkes’ Kinky Hair
Syndrome

Menkes’ Kinky Hair Syndrom is a rare, X-linked recessive multisystemic lethal disorder of copper me-
tabolism. Male infants who are affected usually die at the age of 2-3 years. If the disease is diag-
nosed early, patients profit from subcutaneously administered copper salts. We describe the prepara-
tion and stability of a copper-histidin solution. This solution has some advantages in terms of stability
over the solutions described in earlier publications. This is a great advantage for the patients and their

parents, because an ambulatory care or a home care of this patients is possible now.

1. Einleitung

Menkes’ Kinky Hair Syndrom ist eine angeborene Stoff-
wechselerkrankung. Dabei handelt es sich um eine Kupfer-
defizienzerkrankung bei Kindern, die erstmalig von Danks
etal. (1972) beschrieben wurde. Die Erkrankung wird re-
zessiv vererbt. Im Allgemeinen kommt es in einem Zeit-
raum von sechs Wochen bis sechs Monaten nach der Ge-
burt zum Auftreten der ersten Symptome. Anfangs kdnnen
dies Ubelkeit und Erbrechen sowie Diarrhoe, dann
Schwierigkeiten bei der Ernihrung, fehlende Korperspan-
nung und Krimpfe sein. Auffillig ist ferner die Struktur
der Haare, die der Erkrankung den Namen gab. Auch letz-
teres Phidnomen beruht auf der durch die Krankheit vor-
gegebenen Schwierigkeit der Kinder, Kupfer aus der Nah-
rung zu absorbieren. Der niedrige Prozentsatz des
absorbierten Kupfers reicht gerade aus, um eine Anidmie
zu verhindern. Es konnen allerdings kein Ceruloplasmin,
keine Konjugate mit oxidativen Enzymen und eben keine
cross-linkages im Keratin des Haares oder im Elastin der
Arterienwinde ausgebildet werden. Bei Aufnahme umfasst
das klinische Bild hiufige, unkontrollierbare Krampfe und
eine progressive cerebrale Verschlechterung mit Hypotonie
und Spastizitit. Normalerweise sterben die Patienten in ei-
nem Alter von unter 3 Jahren. In den ersten Studien, die
in Stidaustralien durchgefiihrt wurden (Danks et al. 1972),
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wurde eine Inzidenz der Erkrankung von 1:35000 Le-
bendgeburten geschitzt.

Aufgrund der bei den ersten Patienten festgestellten Kup-
fer-Malabsorptionen gingen bereits die ersten Therapie-
ansitze in Richtung einer Kupfersupplementation. Die ora-
le Gabe von verdiinnter Kupfersulfat-Losung in einer
GroBenordnung von 10 mg/Tag fiihrte bei einem Kind nur
zu einer geringfiigigen Verbesserung des Kupfer-Plasma-
spiegels (Walker-Smith et al. 1973). An Schafen konnten
Camargo etal. (1962) und Vagg (1972) zeigen, dass die
parenterale Gabe von Kupfer-EDTA-Chelat eine Kupferde-
fizienz heilen konnte. Die hieraus von Walker-Smith et al.
(1973) abgeleitete intramuskulidre Gabe von Kupfer-EDTA-
Chelat entsprechend 2 mg Kupfer fiihrte bei einem Kind
zu einer starken Anhebung des Kupfer-Plasmaspiegels und
des Kupferoxidase-Plasmaspiegels, der als Surrogat fiir
Caeruloplasmin herangezogen werden kann. Eine weiter-
gefiihrte Therapie mit téglicher Gabe von Injektionen mit
1 mg Kupfer als EDTA-Chelat fiihrte zu einer Normalisie-
rung der Plasmaspiegel fiir Kupfer und Kupferoxidase.
Nichtsdestotrotz verstarb das Kind, ohne neurologisch in
irgendeiner Weise von der Therapie profitiert zu haben, im
Alter von 14 Monaten an einer Bronchopneumonie. In ei-
ner anderen Untersuchung favorisierten Dekaban und
Steusing (1974) die subkutane Gabe von Kupfersulfat-Lo-
sungen.
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Nadal und Baerlocher (1988) fiihrten eine Therapie mit
der parenteralen Gabe von Kupferhistidin und gleichzeiti-
ger oraler Gabe von D-Penicillamin ein. Letzteres soll dazu
dienen, die negativen Effekte einer mdoglichen Kupfer-
akkumulation in Organen zu verhindern.

Leclercq et al. (1996) beschrieben die Herstellung und Sta-
bilitdt einer Kupferhistidin-Losung zur Behandlung von
Menkes’ Kinky Hair Syndrom. Sie zeigten, dass eine Lo-
sung auf Basis isotonischer Kochsalzlosung von Kupfer-
(II)-chlorid und L-Histidin in einem Molverhiltnis von
1:2 (Losung A) nach Einstellung auf pH 7,4 stabil ist.
Allerdings soll die so zubereitete Losung bei + 4 °C und
im Dunkeln aufbewahrt werden.

Erste eigene Versuche mit dieser Rezeptur zeigten eine
Neigung von Kupferoxid, aus der entstehenden Losung
auszufallen. Die Niederschlagsbildung konnte scheinbar
teilweise dadurch zuriickgedringt werden, dass die Abfiil-
lung der Losung unter Stickstoffbegasung durchgefiihrt
wurde. Die Versuche hierzu waren allerdings nicht gut re-
produzierbar.

Unter der Annahme, dass eine Kupferoxidbildung durch
eine Verschiebung innerhalb der Gleichgewichtsreaktion

CuCl, + 2 L-Histidin 2 [Cu(L-Histidin),] + 2 H* + 2 CI~

in Richtung Ausgangssubstanzen bedingt sein konnte,
wurde in einem Versuchsansatz die Menge des zugegebe-
nen L-Histidins um 50%, also zu einem Molverhéltnis
1:3 erhoht (Losung B).

2. Untersuchungen und Ergebnisse

Es wurden iiber den Untersuchungszeitraum bei der Lo-
sung B keinerlei Farbdnderungen oder Triibungen beob-
achtet. Es konnte festgestellt werden, dass die im Verhalt-
nis 1:3 hergestellte Losung B ausgesprochen stabil ist.
Abb. 1 und 2 zeigen nahezu konstante Werte fiir die Ex-
tinktion und das Absorptionsmaximum dieser Losung iiber
56 Tage. Im Gegensatz dazu kommt es bei Losung A im
Verhiltnis 1:2, die zusitzlich nach Leclercq etal.
(1996) mit Stickstoff begast wurde, schon nach kurzer Zeit
zu einer starken Erhohung der Extinktionswerte. Ferner
kommt es zu einer Verschiebung der UV-Maxima hin zu
kleineren Wellenldngen. Der Unterschied der Extinktions-
werte zwischen den Losungen A und B war signifikant
(P =0,001), ebenso der Unterschied der UV-Maxima
(P =0,0001).
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Abb. 1: Extinktionen der hergestellten Losungen mit zugehdrigen Trend-
linien
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Abb. 2: Verschiebung der UV-Maxima von Losung A
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Abb. 3: Vergleich der Reaktionskinetik der Losungen A und B bei 95 °C
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Abb. 4: Zusammenhang zwischen Reaktionsgeschwindigkeitskonstante und
Temperatur der Losungen A und B

Der Stresstest zeigt ebenfalls eine hohere Stabilitit der Lo-
sung B gegeniiber der Losung A bei jeder gemessenen
Temperatur, woraus der Unterschied in der Kinetik beider
Losungen resultiert:

Regressionsgerade (Losung A): y =9 - 1074 — 0,0214
Regressionsgerade (Losung B): y =7 - 107 — 0,1213.

Bei einer Lagertemperatur von + 2—8 °C wird fiir Losung
A eine Haltbarkeit von 16 Tagen berechnet, fiir Losung B
hingegen ergab sich bei gleicher Lagertemperatur eine
Haltbarkeit von 14 Monaten.

3. Diskussion

Die bisherigen Stabilititsbeobachtungen fiir Losung A, bei
der Kupferchlorid und L-Histidin im Verhiltnis 1:2 einge-
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setzt wurde zeigten, dass die Losung nur begrenzt haltbar
ist. Ferner wurde beobachtet, dass es zu Unterschieden in
der Stabilitdt innerhalb einer Charge kam. Diese Grund-
lagen fiihrten zu der Uberlegung, den Histidin-Anteil um
50% zu erhohen, um zu erreichen, dass das Gleichgewicht
der Komplexbildungsreaktion auf Seiten des Komplexes
liegt. Die gefundenen Ergebnisse stiitzen diesen Ansatz.
Klinisch gesehen ist eine Erhohung der Histidin-Konzen-
tration irrelevant.

Das gefundene Absorptionsmaximum bei 641 nm steht in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Kruck und
Sarkar (1973). Diese Autoren fanden fiir den 1:2 Kupfer-
Histidin-Komplex bei einem pH-Wert von 4,5-7.5 ein Ab-
sorptionsmaximum von 640 nm.

Es konnte nicht abschliefend gekldrt werden, warum die
Ergebnisse von Leclercq et al. (1996) im Hinblick auf die
Stabilitét nicht reproduziert werden konnten. Die ,,Uberdo-
sierung® des L-Histidins stellte aber bei der vorliegenden
Herstellungsvorschrift einen eindeutigen Vorteil gegeniiber
der dlteren Rezeptur dar.

4. Experimenteller Teil

4.1. Material

Kupfer-(II)-chlorid wurde von der Firma Aldrich Chemical Co. bezogen
(Ch.-B. 06811KU), L-Histidin von der Firma Sigma Aldrich Chemie
(Ch.-B. 2400M-01702). Zum Losen wurde isotonische Kochsalzlosung der
Firma B. Braun Melsungen (Ch.-B. 2157C11 und 2263A95) verwendet.

4.2. Herstellungsvorschrift
4.2.1. Losung A 1:2

0,108 g Kupfer-(IT)-chlorid und 0,244 g L-Histidin werden zu 100 ml mit
isotonischer Kochsalzlosung gelost. Der pH Wert der Losung wird mit
0,2 N NaOH (Fa. Merck) auf 7.4 eingestellt.

4.2.2. Losung B 1:3
Die Losung wurde mit 0,3666 g L-Histidin hergestellt.
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4.2.3. Abfiillung und Aufbewahrung

Die Losungen wurden zu 5 ml in 20 ml Ampullenfldschchen (Weifiglas,
steril) sterilfiltriert und mit Stopfen mit Flurotec-Folie verschlossen. Die
Losung 1:2 wurde bei der Abfiillung mit N, begast, hierauf wurde bei der
Losung 1:3 verzichtet. Die Kupferhistidin-Losungen wurden im Kiihl-
schrank aufbewahrt.

4.3. Haltbarkeitspriifung

Zur Uberpriifung der Stabilitit wurden die Lésungen ohne weitere Verdiin-
nung im UV-Spektrometer (Perkin Elmer UV Vis Spektrometer Lambda
12) im Zeitraum von 56 Tagen vermessen.

Fiir die Haltbarkeitsuntersuchung wurde der sogenannte Stresstest heran-
gezogen. Dazu wurden beide Losungen bei unterschiedlichen Temperaturen
(4, 30, 50, 70, 80 und 95 °C) gelagert und in regelmifligen Zeitintervallen
(zunidchst alle 10 min, dann alle 20 min) Proben der jeweiligen Losungen
entnommen und die Absorption im UV-VIS Spektrometer bestimmt. Mit
Hilfe der Geraden in Abb. 4 und der Arrhenuis-Gleichung k = A x ¢ ERT
(k = Reaktionsgeschwindigkeitskonstante, A = Stossfaktor als Konstante,
E = Aktivierungsenergie, R = Gaskonstante, T = Temperatur) kann die Re-
aktionsgeschwindigkeitskonstante fiir jede beliebige Temperatur bestimmt
werden. Die Berechnung der Haltbarkeit erfolgt schlieflich mit
top, = — In 0,9/k, definiert als die Zeit, innerhalb der die deklarierte Wirk-
stoffmenge auf 90 % abnimmt.
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