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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine verbesserte Zusammensetzung von Lésungen zur Organpro-
tektion, vorzugsweise von Herz, Lunge, Niere, Leber, Pankreas und GefalRsystemen, um gegebenenfalls lan-
gandauernde Operationen am nicht-durchbluteten ischamischen Organ durchfiihren zu kénnen, oder zur Kon-
servierung derselben Organe zur Transplantation mit reduzierter Schadigung des Gewebes gegentiber ande-
ren Konservierungsverfahren wahrend der Transport- bzw. Lagerzeit. Die vorliegende Erfindung stellt hierfur
geeignete Losungen sowie Verfahren zu deren Herstellung nach den Anforderungen der GMP-Richtlinien be-
reit.

[0002] Mit der Einfihrung des hyperkalamischen Herzstillstandes durch Melrose im Jahre 1955 waren die
Herzchirurgen in der Lage, komplexe Eingriffe am blutleeren, nichtschlagenden Herzen durchzufiihren. Wenn-
gleich mit den damaligen kardioplegischen Ldsungen nur bis zu 40 Minuten operiert werden konnte, waren
erstmalig operative Rekonstruktionen bei angeborenen Herzmissbildungen und der Einsatz von Herzklap-
pen-Prothesen mdéglich. Einen Meilenstein der Herzchirurgie setzte Banard 1967 mit der erstmals durchgefiihr-
ten Herztransplantation.

[0003] Ziel der weiteren Forschung bestand darin, die bis dahin limitierte Operationsdauer mit geeigneten L6-
sungen und entsprechenden Anwendungsverfahren zu verlangern. Schon in den 60iger Jahren konnte die Ar-
beitsgruppe von Bretschneider mit neuen Konzepten zur Verbesserung der Myocard-Protektion die Ischamie-
zeiten erheblich verlangern. Erstmalig wird durch Entzug von Natrium der Herzstillstand induziert und mit Sub-
straten, wie z. B. Procain, Acetylcholin und Novocain die Zellmembran geschitzt, um der Entstehung eines
intrazellularen Odems entgegen zu wirken.

[0004] Das US-Patent 5,506,266 beschreibt die Wirksamkeit bestimmter Hydroxamsaurederivate zur Vermei-
dung von Reperfusionsschaden. Der Eintrag 52 311 der Roten Liste 2002 (Rote Liste Service GmbH, Frank-
furt/Main, Editio Cantor Verlag, Aulendorf, 2002) gibt an, dass eine spezielle Histidin-HCI/Histidin-Puffer ent-
haltende Lésung (Custodiol®) im Falle der Kardioplegie bei kardiochirurgischen Eingriffen, zur Organprotektion
bei Eingriffen in Blutleere und zur Konservierung von Organtransplantaten, sowie Venen- und Arterientrans-
plantaten angewendet werden kann.

[0005] US-Patent 5,405,742 lehrt eine Konservierungslosung fir Organe, die u. a. Kalium-, Natrium-, Magne-
sium- und Calcium-lonen, sowie Mannitol, Zucker, einen Phosphat-/Carbonat-Puffer und ggf. das Hydroxam-
saure-Derivat Deferoxamin als Eisen-Chelator enthalt. In US-Patent 6321909B1 ist eine lagerstabile L6sung
zur Konservierung von Organen beschrieben, die lineares Polyethylenglykol eines spezifischen durchschnitt-
lichen Molekulargewichts enthalt.

[0006] E. Nirnberg und P. Surmann beschreiben in Hagers Handbuch der pharmazeutischen Praxis (Sprin-
ger-Verlag/Berlin, 1991, Band 2: Methoden, S. 821-822 Strategien zur Léslichkeitsverbesserung pharmazeu-
tischer Zusammensetzungen, die auch fir Lésungen zur Organprotektion relevant sein kénnen.

[0007] P.-W. Sound B. J. Fuller lehren in ihrem Aufsatz ,Hepatic uptake of solutes from the preservation So-
lution during hypothermic storage — a NMR study in rat liver” (Cryobiology, 2001, Vol. 42, S. 307-313) die Ver-
wendung von Carnosin in einer Lé6sung zur Organkonservierung.

[0008] In der europaischen Patentschrift EP 0 012 272 B1 ist eine protektive Losung fir Herz, Niere und an-
dere Organe beschrieben, welche durch ein Puffersystem. auf der Basis von Histidin + Histidin-HCI gekenn-
zeichnet ist und welche auflerdem Natrium-, Kalium- und Magnesium-lonen sowie ein Polyol oder einen Zu-
cker enthalt. Mit dieser protektiven Losung wird die tolerierbare Ischamiezeit um den Faktor 8 gegenulber den
Zeiten von unbehandelten Herzen erzielt. Eine weitere Verbesserung dieser Lésung wird in der Europaischen
Patentschrift EP 0 054 635 B1 beschrieben, wonach durch den Zusatz von a-Ketoglutarat der aerobe Stoff-
wechsel wahrend der ca. 8 bis 10 Minuten andauernden Perfusion des Organs mit der protektiven Losung
durch die gunstige Beeinflussung des Citratzyklus der ATP-Verlust verringert wird. In den darauffolgenden Jah-
ren richtete sich das Augenmerk der Kliniker und Physiologen auf die zeitliche Phase der Beendigung der Is-
chamie, die mit der Erwarmung des hypothermen und hypoxischen Organs und der Reperfusion mit Blut be-
endet ist, und in der die Organe ihre vollstandige Funktion wiedererlangen. Studien hierzu zeigen, dass gerade
in der sog. Reperfusionsphase verschiedene pathophysiologische Prozesse ablaufen, die mit dem Begriff Re-
perfusionsschaden (I-R-Schaden) zusammengefasst werden. Dabei kommt es vor allem zu Endothelzellscha-
den, die zum Teil als Ursache, zum Teil als Folge entziindlicher Prozesse interpretiert werden und in deren Pa-
thogenese reaktiven Sauerstoffspezies eine erhebliche Bedeutung zuzukommen scheint. In den letzten Jahren
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stellte sich zudem die zum Schutz der Organe eingesetzte Kalte als eigenstandiger Schadigungsfaktor heraus;
keine der derzeit eingesetzten Konservierungslésungen vermag gegen diese Schadigung einen Schutz zu bie-
ten.

[0009] Zweck der vorliegenden Erfindung ist es, die folgenden pathophysiologischen Vorgange wahrend der
Ischamie und der Reperfusion zu verhindern bzw. zu vermindern:

* ischamische Schadigung

+ Kalteschadigung (kalteinduzierte Apoptose)

* Reperfusionsschaden

* Entziindliche Prozesse.

[0010] Dazu ist im Patentanspruch 1 eine organprotektive Lésung angegeben, die der Erflillung der genann-
ten Aufgabe dient. Aus den dargestellten Mechanismen der Zell- und Gewebeschadigung bei Kardioplegie und
Organkonservierung ergeben sich eine Reihe von Forderungen fiir die Zusammensetzung einer Organprotek-
tionslésung. Fur die Realisierung dieser Forderungen haben wir Substanzen gefunden, die die Konzeption der
neuartigen, effektiv wirksamen Organprotektionsldsung gemaf Patentanspruch 1 erlauben. Die Zusammen-
setzung der Losung ist so gewahlt, dass sie vor allen zuvor genannten Schadigungskomponenten einen wirk-
samen Schutz bietet. Durch die mechanismenorientierten und nicht toxischen Komponenten kann die Konser-
vierungsschadigung deutlich vermindert werden. Die von den bisher verwendeten Konservierungslésungen
bekannte Toxizitat bei (akzidenteller bzw. wahrend der Anastomosierungszeit erfolgender) Erwarmung des Or-
gans wird vermieden. Auf diese Weise werden die Funktionalitdt und Viabilitdt des entsprechenden Organge-
webes verbessert und die Ischamie- und Kaltlagerungstoleranz erhéht; damit werden langere Organkonservie-
rungszeiten mdglich. Dies kann auch einen Beitrag zur Logistik leisten, um die Verfigbarkeit von Organen fur
die Transplantation zu verbessern.

[0011] Eisenchelatoren kdnnen zur Hemmung der eisenabhangigen Kalteschadigung bzw. der kalteinduzier-
ten Apoptose dienen. Als Verbindungen zur Verminderung dieser Zellschadigungen ist nicht jeder Komplex-
bildner geeignet. So ist z. B. EDTA wie auch das im Custodiol enthaltene Histidin hier unwirksam, obwohl auch
diese Liganden starke Eisenkomplexe bilden. Das Eisen muR vielmehr in spezieller Weise vom Liganden ge-
bunden werden, und der Ligand mul die intrazellularen Kompartimente schnell und in ausreichender Konzen-
tration erreichen.

[0012] Es konnte gezeigt werden, dall dem Strukturelement der Hydroxamsaure | bzw. Il, welches im Defer-
oxamin dreimal enthalten ist, als geeignetem Strukturelement bzw. Ligand fir Eisen eine besondere Bedeu-
tung zukommt,

O OH . OH CI)
R’ L' r!z R2 _— R’ c|:—.N' R2
I I

wobei R" = C,-C,, Alkyl, Aryl, Alkyl-aryl geradkettig oder verzweigt bedeutet, auch Heteroatome und/oder wei-
tere Substituenten wie -OH, -NH, etc. enthalten kann, R? = H und sonst wie R" ist und wobei R' und R? zu einem
Ring geschlossen sein und/oder weitere Substituenten enthalten kénnen; wie z. B. 2-Hydroxypyridin-N-oxide
und seine Derivate, die lediglich eine andere tautomere Struktur des Falles darstellen, wobei R' und R? zu ei-
nem Ring mit konjugierten Doppelbindungen geschlossen sein kénnen. Mit den im Vergleich zum Deferoxamin
kleinen und lipophilen Substanzen ist die Strategie einer schnellen intrazellularen Verfugbarkeit eines starken
Eisenchelators verifiziert.

[0013] Auch einfache Hydroxamsauren zeigen schon positive Wirkung; jedoch ist fir eine gute Wirksamkeit
ein bestimmtes Hydrophilie/Lipophilie-Verhaltnis erforderlich. Daruberhinaus konnte gezeigt werden, daR die
am Hydroxamsaurestickstoff alkylsubstituierten (R? = Alkyl) gegeniiber den unsubstituierten Verbindungen (R?
= H) generell wirksamer sind. Ist R? eine stark elektronenziehende Gruppe wie z. B. -CO-R? (R® gleiche Bedeu-
tung wie R") fihrt dies zur Unwirksamkeit, obwohl auch diese Verbindungen noch leicht Eisenkomplexe bilden,
wie z. B.:

N-Hydroxysuccinimid

3,4-Dihydro-3-hydroxy-4-4oxo-1,2,3-enzotriazin
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[0014] Die Wirksamkeit zweier Beispielsubstanzen demonstrieren die Abb. 1 und Abb. 2.

[0015] Die Hydroxamsaure und/oder Derivate sind daher in den erfindungsgemaRen Lésungen enthalten,
zweckmafig in Konzentrationen bis zu etwa 10 mmol/l.

[0016] Abb. 1. Hemmung der Kalteschadigung von Leberendothelzellen durch Salicyl-N-methylhydroxam-
saure.

[0017] Kultivierte Rattenleberendothelzellen wurden 72 h bei 4°C in University of Wisconsin-Losung (UW) un-
ter aeroben Bedingungen in Gegenwart und Abwesenheit von 1 mM Salicyl-N-methylhydroxamsaure inkubiert
und anschlieend fur 3 h in Zellkulturmedium wiedererwarmt (37°C). Als Parameter der Zellschadigung diente
die Freisetzung cytosolischer Lactatdehydrogenase (LDH).

[0018] Abb. 2. Hemmung der Kélteschadigung von Hepatozyten durch 3,4-Dimethoxy-N-methyl-benzhydro-
xamsaure.

[0019] Kultivierte Rattenhepatozyten wurden 24 h bei 4°C in University of Wisconsin-Ldsung (UW) unter ae-
roben Bedingungen in Gegenwart und Abwesenheit von 1 mM 3,4-Dimethoxy-N-methyl-benzhydroxamsaure
inkubiert und anschlielend fir 3 h in Zellkulturmedium wiedererwarmt (37°C). Als Parameter der Zellschadi-
gung diente die Freisetzung cytosolischer Lactatdehydrogenase (LDH).

[0020] Deferoxamin ist ein starker Eisenchelator, der als sechszahniger Ligand das Eisen in nicht redoxakti-
ver Form bindet. Es dient damit einem optimalen Schutz bei langerer Kalteexposition. Deferoxamin ist jedoch
ein relativ groRes, hydrophiles Molekil mit einer dadurch begrenzten Membrangangigkeit. Deferoxamin er-
reicht deshalb nicht alle intrazellularen Kompartimente in ausreichender Konzentration und Geschwindigkeit,
um einen kompletten Schutz zu bieten. Es kann in einer Konzentration von vorzugsweise bis zu etwa 10 mmol/|
in der Lésung enthalten sein.

[0021] In einer weiteren Ausflihrungsform der Erfindung wird der anspruchsgemafien Losung ein Derivat der
6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromen-2-carbonsaure (Trolox), zweckmalfig Trolox-Methylester zugesetzt.
Der relativ hydrophile, aber membrangangige Radikalfanger Trolox bzw. seine Derivate davon werden zuge-
setzt, um die bei der Kalteschadigung und bei der Reoxygenierungschadigung entstehenden intrazellularen
Radikale abzufangen. Das Troloxderivat liegt in der erfindungsgemafen Lésung zweckmalig in einer Konzen-
tration von bis zu etwa 10 mmol/l vor.

[0022] Alle organprotektiven Losungen verfligen Uber Puffersubstanzen, die der unvermeidlichen Azidose
wahrend der Ischamie entgegenwirken. Phosphate oder Bicarbonate sind hierbei die meistverwendeten anor-
ganischen Puffersysteme. Als absolut Gberlegen bezuglich der Pufferkapazitat und pH-Stabilitat hat sich das
in Custodiol® eingesetzte organische Puffersystem Histidin/Histidin-HCI erwiesen. Besondere Vorteile ergeben
sich, wenn Derivate des Histidins, wie z. B. N-Acetylhistidin, statt Histidin/Histidin HCI als Puffersystem in der
vorstehend genannten, aber auch in anderen bekannten protektiven Lésungen benutzt werden. Abb. 3 zeigt
eine um den Faktor 2 verbesserte Pufferkapazitat des N-Acetylhistidins im Vergleich zu Histidin/Histidin HCL.
Dadurch werden einige unerwiinschte Nebenwirkungen des Histidins (Toxizitat insbesondere in der Warme
aber auch in der Kalte bei einigen Zelltypen wie z. B. bei Hepatozyten) vermieden ohne die gute Pufferkapazitat
zu beeintrachtigen.

[0023] Abb. 3 Neutralisationskurve von Histidin/Histidin-HCI und N-Acetylhistidin.

[0024] Nutzbare Pufferkapazitat im Bereich des physiologischen pH-Wertes; bei N-Acetylhistidin 60% und bei
Histidin 30% bezogen auf das Verhaltnis verbrauchter Base zu Substrat.

[0025] Dariber hinaus wird der pK-Wert insbesondere des Puffer-Systems N-Acetylhistidin/N-Acetylhisti-
din(-) in einen sehr gunstigen physiologischen Bereich verschoben und dadurch die nutzbare Pufferkapazitat
erheblich verstarkt. Das genannte Puffersystem kann in der erfindungsgemafen Lésung in einer Konzentration
bevorzugt von etwa 30 mmol/l bis etwa 265 mmol/l enthalten sein.

[0026] Abb. 4. Beispiel fir die Toxizitat von Histidin unter warmen Bedingungen und Herabsetzung dieser To-
xizitat durch Histidinderivate.

[0027] Kultivierte Rattenhepatozyten wurden 5 h bei 37°C unter aeroben Bedingungen in Gegenwart und Ab-
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wesenheit von 198 mM L-Histidin bzw. von 198 mM Na-Acetylhistidin inkubiert. Als Grundldsung diente
Krebs-Henseleit-Puffer (KH), eine in Zellkulturen haufig verwendete physiologische Salzl6sung; die Histi-
din(derivat)-haltigen Lésungen wurden durch Verminderung der NaCl-Konzentration der Lésung isoosmolar
gehalten.

[0028] Diese Weiterentwicklung erlaubt eine noch bessere Erhaltung der zellularen Funktionen nach Konser-
vierung.

[0029] Als Elektrolyte werden zweckmaRig Natriumionen eingesetzt. Geringe Natriumkonzentrationen sind
zum einen vorteilhaft fur die elektromechanische Entkopplung an der Zellmembran (Herzstillstand), zum ande-
ren vermindern sie die hypoxische Schadigung aufgrund der Vermeidung/Verminderung des hypoxieinduzier-
ten Natriumeinstroms. Zudem bleibt eine osmotische Reserve flir andere Substanzen (z. B. Puffersubstanzen,
s. u.) erhalten. Auch bei niedriger Natriumkonzentration der Lésung ist eine schnelle Einstellung der Homdos-
tase in der Reperfusionsphase moglich, da der interstitielle Anstieg von Natrium (140 mM) schnell erfolgt. Da-
her empfiehlt sich eine Natriumkonzentration von etwa 10 mmol/l bis etwa 80 mmol/l in der erfindungsgemalen
Loésung.

[0030] Eine relativ geringe, jedoch tiber dem physiologischen extrazellularen Wert liegende Kaliumkonzent-
ration unterstutzt die elektromechanische Entkopplung an der Zellmembran (Herzstillstand), vermeidet jedoch
die Nachteile stark hyperkalamischer Lésungen (stark hyperkalamische Lésungen induzieren einen schnellen
Herzstillstand, sind aber auch in der Reoxygenierungsphase verantwortlich fir Rhythmusstérungen und ggf.
verstarkte Reperfusionsschaden; in der Reperfusionsphase ist die Einstellung der interstitiellen Kaliumkonzen-
tration zeitlich verzégert, wodurch die Quote verspateter Initialfunktionen der Organe bei diesen Ldsungen er-
hoht ist). Nur leicht hyperkalamische Losungen besitzen zudem den Vorteil, dass ein Auswaschen der Lésung
aus dem zu transplantierenden Organ vor Reperfusion nicht erforderlich ist (die Lésungen kdénnen also ihre
protektiven Eigenschaften bis zum Ende der Ischamiezeit entfalten), und verfligen iber eine hohe systemische
Tolerabilitdt. Daher empfiehlt sich eine Kaliumkonzentration von etwa 5 mmol/l bis etwa 25 mmol/l in der erfin-
dungsgemalien Losung.

[0031] Eine deutlich erhéhte Magnesiumkonzentrationen (liber den Serum-Normwert hinaus) wird ange-
strebt, da Magnesium als Coenzym zahlreicher glykolytischer Enzymsysteme den anaeroben Stoffwechsel
stutzt und somit zur Bildung von ATP auch wahrend der kalten Ischamie beitragt. Zudem tragt Magnesium zur
Aufrechterhaltung der Aktivitat der Na*-K*-ATPase der Plasmamembran bei und wirkt so den Veranderungen
der lonenhomdostase entgegen. Als physiologischer Ca?"-Antagonist kann Magnesium auRerdem den schad-
lichen Effekten einer intrazellularen Calciumakkumulation entgegenwirken. In der Reperfusionsphase ist ein
hoher Pool an Magnesium erforderlich, um den aeroben Energiestoffwechsel zu stimulieren. Die gefalldilata-
tiven Eigenschaften von Magnesium wirken auRerdem den konstriktiven Effekten beim Reperfusionsschaden
entgegen. Daher empfiehlt sich eine Magnesiumkonzentration von etwa 3 mmol/l bis etwa 27 mmol/l in der er-
findungsgemaRen Lésung.

[0032] Unter ischamischen Bedingungen (und der damit verbundenen intrazelluldren Azidose und Stérung
der Natriumhomdostase) besteht das Risiko eines cytosolischen Calciumanstiegs. Dies fuhrt zum Anstieg un-
erwlnschter Aktivitaten, z. B. Stimulation von Proteasen und Phospholipasen, und geht beim Herzen mit einer
Hyperkontraktur mit hohem ATP-Verbrauch einher. Die physiologischen Funktionen von Calcium sind somit
wahrend der Ischamie weitestgehend zu unterdriicken, weswegen sich die Calciumkonzentration in der L6-
sung im Bereich der cytoplasmatischen Konzentrationen bewegen sollte. Daher empfiehlt sich ein Calciumge-
halt von etwa 0,005 mmol/l bis etwa 0,095 mmol/l in der erfindungsgemafien Lésung.

[0033] Die basischen Aminosauren Lysin und Arginin bzw. ihre Derivate als Dipeptide mit Glycin (Lys-Gly,
Gly-Lys bzw. Arg-Gly, Gly-Arg) kénnen zur Deckung fehlender Basenaquivalente herangezogen werden, da
die Konzentration und das Verhaltnis der Kationen Natrium, Kalium, Magnesium und Calcium auf Grund bereits
beschriebener Tatsachen festgelegt ist. Die Konzentration an Lysin und/oder Lysinderivaten bzw. Arginin
und/oder Argininderivatten in der erfindungsgemafRen Losung kann jeweils bis zu etwa 140 mmol/l betragen.

[0034] Das physiologische extrazellulare Anion Chlorid wird in einer im Vergleich zu physiologischen Werten
deutlich erniedrigten Konzentration eingesetzt, um Stérungen der lonenhomdéostase wahrend der kalten Ischa-
mie zu vermindern. Dies gilt insbesondere fiir einen hypoxieinduzierten Einstrom von Kationen wie dem Natri-
um. Aus Grunden der Elektroneutralitat ist dieser Einstrom vom parallelen Einstrom von Anionen, bevorzugt
von Chlorid, abhangig. Hinweise verschiedener Autoren lassen darauf schlief3en, dass hohe Chlorid-Konzen-
trationen das Ausmal eines intrazellularen Odems begtinstigen. Daher empfiehlt sich eine Chlorid-Konzent-
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ration in der erfindungsgemafen Lésung von etwa 10 mmol/l bis etwa 90 mmol/l. Neben dem Chlorid kann
auch Lactobionat als impermeables Anion in einer Konzentration bis zu etwa 140 mmol/l zugesetzt werden.

[0035] Die in den organprotektiven Lésungen eingesetzten Konzentrationen an Anionen ergeben sich im all-
gemeinen aus der Wahl der Kationen und des verwendeten (an)organischen Puffers. Die Verwendung von im-
permeablen Anionen, wie z. B. Lactobionat, soll der Entstehung eines intrazellularen Odems entgegenwirken,
allerdings mit dem Nachteil erhohter Viskositat und mangelnder Perfusion kapillarer (z. B. Sinusoide) Gefal3-
systeme. Aspartat stellt eine hervorragende Alternative dar, zumal mit der Verwendung von Aspartat mehrere
Ziele verfolgt werden kdnnen:

a) Aspartat als Saureaquivalent ersetzt das unvorteilhafte Chlorid

b) die Asparaginsaure unterstitzt aktiv den Stoffaustausch an Membranen und beschleunigt die Wieder-

herstellung der Homdostase.

c) Aspartat begtinstigt in Verbindung mit a-Ketoglutarat den aeroben Energiestoffwechsel in der kritischen

Phase der Reperfusion bzw. Reoxygenierung des Organs und beschleunigt dessen Initialfunktionen.

[0036] Besonders in der Reoxygenierungsphase, wenn mit zunehmender Erwarmung des Organs der Ener-
giebedarf erheblich ansteigt, ist es notwendig, die Energiebereitstellung zu forcieren, denn ein ATP-Mangel ge-
rade in dieser Erwarmungsphase wurde erheblich die Funktionalitdt des Organs beeintrachtigen und das Aus-
mal eines Reperfusionsschadens erhdhen. Es empfiehlt sich eine Aspartat-Konzentration von bis zu etwa 140
mmol/l in der erfindungsgemafen Losung. Zweckmalig ist in der erfindungsgemafien Losung Aspartat im Ver-
héaltnis zu Chlorid im Uberschuss vorhanden.

[0037] Die Aminosaure Glycin wird in héherer millimolarer Konzentration eingesetzt, da Glycin in diesen Kon-
zentrationen den hypoxieinduzierten Natriumeinstrom durch eine Stabilisierung der Plasmamembran (Vermei-
dung eines diffusionsorientierten Stoffaustauschs) verhindert und zudem die Aktivierung von Makrophagen
hemmt. Empfehlenswert ist eine Glycin Konzentration von bis zu etwa 30 mmol/l in der erfindungsgemafien
Loésung.

[0038] Auch wahrend der kalten Ischamie ist der Energiebedarf des betreffenden Organs nicht unerheblich,
weswegen zur Unterstitzung energieliefernde Substrate oder energiestoffwechselférdernde Substanzen der
Lésung zuzugeben sind. Verschiedene Konzepte werden dabei verfolgt (s. auch Aspartat, s. 0., und a-Keto-
glutarat, s. u.), eines davon ist der Zusatz von Glucose.

[0039] Eine physiologische Glucosekonzentration der Loésung erlaubt auch den Zellen, die aufgrund ver-
gleichsweise geringer Glycogenvorrate auf exogenes Glucoseangebot angewiesen sind, wie z. B. Endothel-
zellen, die Energiegewinnung Uber anaerobe Glycolyse wahrend der Ischamie. Die Glucosekonzentration ist
jedoch so gewahlt, dass eine exzessive Glucoseaufnahme durch andere Zellen, insbesonders durch Hepato-
zyten (ein Problem bei friiheren Konservierungsldsungen mit extrem hohen Glucosekonzentrationen), vermie-
den wird. Daher empfiehlt sich eine Glucosekonzentration von bis zu etwa 10 mmol/l in der erfindungsgema-
Ren Losung.

[0040] o-Ketoglutarat dient zusammen mit Aspartat zur Unterstiitzung des Metabolismus unter/nach hypoxi-
schen Bedingungen. Man wahlt zweckmafig eine Konzentration von etwa 1 mmol/l bis etwa 9 mmol/l.

[0041] Der Zusatz von osmotisch wirksamen Substanzen ist in dem Male erforderlich, wie es zum Erreichen
des erforderlichen physiologischen osmotischen Drucks von ca. 300 mosm/I notwendig ist. Im allgemeinen
werden Polyole/Zucker (z. B. Mannitol) oder auch hochmolekulare Substanzen (z. B. HES, Dextran) hierzu ver-
wendet. Letztere haben sich nicht bewahrt, da die Nachteile der mit HES und Dextran erzeugten hohen Visko-
sitat die Qualitat der Protektion beeintrachtigen.

Viskositat bei 4°C:

Custodiol® 1,8 cP

UW-L6sung 4,8 cP

[0042] Als Osmolyte sollen je nach Organ Mannitol, Xylitol, Sorbitol, Saccharose oder Raffinose zum Einsatz
kommen. Die Osmolyt-Konzentration betragt zweckmanig bis zu 100 mmol/l in der erfindungsgemafen Lo-
sung.

[0043] Zur Vermeidung eines interstitiellen Odems ist in einigen Organen/Geweben der Zusatz einer kolloi-

dosmotisch wirksamen Substanz wiinschenswert. Dextran-40/Dextran-70. Dies gilt im besonderen Male fir
Lunge- und Pankreasprotektion.
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Beispiele

[0044] Im Folgenden sind Beispiele von Lésungen dargestellt, die den Anforderungen des hier beanspruch-
ten Schutzumfanges entsprechen:

Beispiel I:
mmol/l

Na* 25
K* 15
Mg** 10
Ca™" 0,1
Cl 25
Aspartat 33
Ac-N-His™ 60
Ac-N-His~ 60
Lysin-H* 60
Glycin 10
Tryptophan 2
Veratryl-N-methylhydroxamsaure 2
Trolox-OCH, 2
Ketoglutarat 2
N-Methylsalicylhydroxamsaure 2
pH 7,2
Osmolalitat 310
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Beispiel Il
mmol/I

Na* 15
K* 10
Mg** 8
Ca*™ 0,015
Cr 0,03
Aspartat” 38
Ac-N-His 60
Ac-N-His~ 60
Lysin-H* 60

Glycin

Tryptophan

2,3-Dimethoxy-N-methylbenzhydroxamsaure

Ketoglutarat™

1
2
2
Trolox-OCH, 2
2
2

N-Methylsalicylhydroxamséaure

Mannitol 30
pH 7,2
Osmolalitat 310
Beispiel lll:
mmol/I

Na* 15
K* 10
Mg*™* 16
Ca"™ 0,04
Cr 0,03
Aspartat” 54
Ac-N-His 60
Ac-N-His~ 60
Lysin-H* 60
Glycin 6
Tryptophan 2
2,3-Dimethoxy-benzhydroxamsaure 1
Trolox-OCH, 2
Ketoglutarat™ 3
2-Hydroxy-3-methyl-isocarbostyril 1
Mannitol 20
pH 7,2
Osmolalitat 310
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Beispiel IV
mmol/l

Na* 15
K* 10
Mg** 8
Ca™ 0,015
Cl 0,03
Aspartat 31
Ac-N-His 70
Ac-N-His~ 70
Lysin-H* 70
Glycin 8
Tryptophan 2
2-Hydroxy-3-methyl-isocarbostyril 2
Ketoglutarat™ 2
N-Methylsalicylhydroxamsaure 2
Mannitol 20
pH 7,2
Osmolalitat 310

[0045] Entsprechend den funktionalen Bestandteilen einer organprotektiven Losung, namlich Puffersystem,
Elektrolyte, protektiv wirkende Substanzen und Osmolyte wird die erfindungsgemafe Losung hergestellt. Dazu
werden in ca. 90% der bendtigten Wassermenge zunachst die Puffersubstanzen gelést. Nun werden die als
Elektrolyten notwendigen Neutralsalze der Kationen, also beispielsweise Natrium, Kalium, Magnesium und
Calcium in den angegebenen, physiologisch sinnvollen Konzentrationen zugegeben und unter Rihren geldst
Es folgen als weitere Bestandteile die protektiv wirksamen Substanzen, die der Losung zugegeben werden.
Danach wird der pH-Wert der Lésung Uberprift und gegebenenfalls auf den im Patentanspruch 1 angegebe-
nen Wert eingestellt. SchlieRlich wird die angegebene Menge Osmolyte zugegeben und die Lésung auf das
Sollvolumen verdiinnt. Nach dem Abfiillen in geeignete Behaltnisse wird die Lésung sterilisiert.

[0046] Die Herstellung cyklischer Hydoxamsauren, beispielsweise die sich vom 2-Hydroxypyridin-N-Oxid ab-
leitenden Verbindungen ist beschrieben beispielsweise in Organic Synthesis, Collektiv Volume V Seite 623 und
folgende. Ein Herstellungsverfahren fir Hydroxamséuren aus Carbonsdurederivaten findet sich in Hou-
ben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, Seite 686 und folgende, wobei als Losungsmittel niedere Alko-
hole DMF, THF benutzt werden. Die Umsetzung mit dem entsprechenden Carbonsaureester kann basenkata-
lysiert (NaOMe, K,CO,, CaO) erfolgen. SchlieBlich wird zur Herstellung cyklischer Hydoxamsauren Bezug ge-
nommen auf A. Kleemann, J. Engel, Pharmazeutische Wirkstoffe, zweite Auflage 1982, Seite 206 und folgen-
de.

Patentanspriiche

1. Protektive Lésung zur Vermeidung von Ischamieschaden an Organen, oder an isolierten Zellsystemen
oder Gewebeteilen nach Perfusion, Operation, Transplantation oder Kryokonservierung und anschlieender
Reperfusion, welche als Elektrolyte Alkali- und Erdalkaliionen, sowie einen Puffer auf der Basis eines oder
mehrerer Histidin-Derivate und einen Polyol und/oder einen Zucker enthalt und eine Osmolaritat von etwa 290
mosm/I bis etwa 350 mosm/I sowie einen pH-Wert von etwa 6,8 bis etwa 7,4 aufweist, dadurch gekennzeich-
net, dass als Histidin-Derivate ein Puffer auf der Basis von N-Acylhistidin/geeignete organische Base einge-
setzt wird und Hydroxamsaure und/oder ein oder mehrere Hydroxamsaure-Derivate zugesetzt sind.

2. Losung nach Anspruch 1, bei der ein Puffer auf der Basis von N-Glycylhistidin/N-Glycylhistidin-Hydro-
chlorid oder N-Acetylhistidin/organische Base oder N-Acetylhistidin/Lysin und/oder Arginin eingesetzt wird.
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3. Lésung nach einem der vorstehenden Anspriiche mit einem Gehalt an Lysin und/oder Lysin-Derivat, be-
vorzugt lysinhaltige Dipeptide.

4. Ldsung nach einem der vorstehenden Anspriiche mit einem Gehalt an Aspartat.

5. Ldsung nach einem der vorstehenden Anspriiche, in welcher das N-Acetylhistidin/N-Acetylhistidin(-) in
einer Konzentration von etwa 30 mmol/l bis 265 mmol/l enthalten ist.

6. Losung nach einem der Anspriiche 4 oder 5 mit einem Gehalt an Aspartat von bis zu etwa 140 mmol/I.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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