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Sammendrag:

Cardioplegisk oplesning til1 reduktion af iskamisk beskadigel-
se af hjertet under operationer og/eller transplantationer,
Oplesningen indeholder adenosin, hypoxanthin 6g ribose ud over
de elektrolytter, som er i cardioplegiske standardoplesninger,
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Den foreliggende opfindelse angar en forbedret cardioplegisk oplesning til beskyttelse
af hjertet for isk@mifremkaldt beskadigelse fremkommet under afbrydelse af blodcirkula-

tionen til hjertet under kirurgi og transplantation.

Kirurgiske fremgangsmader til korrigering af kompleks medfedte hjerteabnormiteter,
anbririgelse af hjerteklapproteser eller reparation af defekte klapper og nar der feres uden
om (bypass) tilstoppede coronarkar, nedvendigger, at legemet stattes af en hjerte-lunge-
maskine, mens hjertet bringes i hvile ved afbrydelse af dets blodtilfering og, at det kort
perfunderes med en kold oplesning indeholdende elektrolytter og en hej kaliumkoncen-
tration (cardioplegisk oplasning). Dette muligger, at kirurgen kan arbejde i et stille og
blodfrit omrade for at faerdiggere de indviklede kirurgiske procedurer, for der sker

irreversibel, isk@misk beskadigelse.

Det isk@miske hjerte tolererer iskzmi i 20 til 30 minutter, fer der forekommer irreversi-
bel beskadigelse. Ved begyndelse af iskzmi opherer leveringen af substrater til energi-
produktion og phosphatadenosintriphosphatet (ATP) med hej energi (som giver energi
til kontraktion og operation af jonpumper i myocardiecellen) nedbrydes efterhinden til
dets forstadier ADP og AMP. AMP kan underga yderligere nedbrydning ved myocardie-
membranen til det diffusionsdygtige purinnukleosidadenosin. Adenosin metaboliseres
ogsd hurtigt til inosin, hypoxanthin og xanthin. Ved genoprettelse af blodstremmen
vaskes disse nukleosider ud af hjertet via cirkulationen. Hvis iskemitiden har varet af
tilstrekkelig Izngde, er koncentrationen af ATP reduceret og giver siledes mindre
energi til kontraktion og opretholdelse af ionstremme og hjertets kontraktile funktion kan
formindskes eller mistes. Derfor blev der udviklet metoder, som ville forlznge den
tidsperiode, som hjertet kunne tolerere iskemi for at reducere morbiditet og dedelighed
ved hjerteoperationer. Undersogelser af mulige oplesninger, som er egnede til at forsin-
ke begyndelsen af iskzmisk beskadigelse, har involveret anvendelsen af en lang rekke
bestanddele, men den cardioplegiske standardoplesning, som anvendes i dag, indeholder
normale plasmakoncentrationer af elektrolytter med undragelse af en forhejet koncentra-

tion af kalium, som depolariserer hjertemusklen og bringer den i hvile. Anvendelsen af
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hyperkalizmiske oplesninger med nedkeling for at s&nke den grundlzggende metaboli-
ske hastighed hos hjertevavet reducerer graden af ATP-nedbrydning under isk@mi og
forager hjertets tolererede iskzmiske tidsrum under kirurgi. Den beskyttelse som opnas
ved disse teknikker er imidlertid ikke optimal i alle tilfzlde, og utilstrekkelig mycardie-
beskyttelse under langvarig iskzmi er ansvarlig for langvarig afvenning fra den cardio-
pulmonare bypass-maskine, anvendelsen af inotrope trommer (eng.: drums) til at stette
det svigtende hjerte efter operation og for den dedelighed som er forbundet med arytmier
eller hjertesvigt efter operation. Derfor er der behov for forbedringer med hensyn til den
beskyttende cardioplegiske oplesning for at reducere den risiko, som ledsager hjerte-

kirurgiske procedurer.

1 J. Thorac. Cardiovasc. Surg. bind 84, s. 16-22, 1982 vises metabolismekoblingerne
mellem adenosin og hypoxanthin. I Farmakol Toksikol (USSR) 1968, bind 31, s. 273-
277 indikeres, at puriner, sisom hypoxanthin og adenin har positive effekter pa hjertet;
medens US-A-4 605 644 omtaler anvendelsen af adenin og ribose til perfusionen af
hjertevav og iJ. Thorac. Cardiovasc. Surg. bind 90, s. 68-72, 1985 beskrives anvendel-

sen af allopurinol til forebyggelse af perfusionsskader.

Det har nu vist sig, at myocardiumets malte evne til at tolerere iskemi kan foroges
signifikant ved tilsztningen af adenosin, hypoxanthin og ribose til standardelektrolyt-

oplesninger.

Ifelge den foreliggende opfindelse anvises derfor anvendelse af forbindelserne adenosin,
hypoxanthin og ribose som additiver til et hjerteperfusat til fremstillingen af en car-
dioplegisk oplesning til reduktion af iskemisk beskadigelse af et hjerte, som er isoleret

fra en normal blodforsyning.

Den forebedrede virkning kan méles med hensyn til sterre bevarelse af phosphater med
hej energi under isk&mi, hurtigere generhvervelse af phosphater med hej energi efter

iskzmi og en storre generhvervelse af kontraktil funktion efter en isk@misk periode.
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Anvendelsen af denne oplesning giver foreget beskyttelse af hjertet under iskzmi, som
forekommer under kirurgi eller under transporten af hjertet mellem donor og modtager

til hjertetransplantatoin.

Adenosin, hypoxanthin og ribose er endogene stoffer. Adenosin og hypoxanthin er
purinnukleosider, ribose er en sukker. Nar disse stoffer anvendes som additiver til
cardioplegiske standardoplesninger, kan der opns en relativ hej lokal koncentraticr: i
hjertet uden udszttelse for den systemiske cirkulation. Da disse stoffer vaskes ud af
myocardiumet og hurtig fordeles og metaboliseres, giver de en meget bred sikkerheds-

marg'n

Fornuften bag ved anvendelse af disse stoffer er at lette bevarelsen og opfyldningen af
adeninnukleotidpuljen under isk@mi ved at tjene som substrat for purinnukleotidsam-

lingsvejene. Disse veje er opsummeret nedenfor.

Adenosinkinase .

Adenosin : 7 AMP —2 ADP —5 ATP
hypoxanthin- Adenylsuccinat
guanylphosphoribo-
syltransferase

Hypoxanthin - IMP

Ribose-S-P--»PRPP/ \PM

Under isk&mi omdannes den intracellulere adeninnukleotidpulje til de difunderbare

nukleosider adenosin, inosin og hypoxanthin. Disse vaskes derefter ud under genperfu-
sionsperioden. ATP-niveauer kan vare undertrykket sa Iznge som 7 til 10 dage pa grund
af tabet af disse nukleotidforstadier adenosin, inosin og hypoxanthin. Genoprettelsen af
adeninnukleotiderne ican opnds via to hovedveje. Den ferste er via syntese pany. Denne
vej er imidlertid meget langsom og det ville vare nedvendigt med mere end en uge for
at genoprette en nedgang pd 50% i ATP-niveauer. Den anden mekanisme omfatter
nukleotidsamlingsveje, som indbefatter den direkte phosphorylering af adenosin til AMP

og phosphorylering af hypoxanthin til IMP, som derefter omdannes til AMP. Fra AMP
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kan ADP og til sidst ATP regenereres, hvis der ikke er forekommet irreversibel beska-
digelse af de intracellulzre organeller. Det samlede hypoxanthin nedvendigger dets
kondensation med phosphoribosyl-pyrophosphat (PRPP), som pa sin side hidrerer fra
ribosedelen. Saledes er cellen ved fravar af beskadigelse pa cellernes biokemiske maski-
neri i stand til at regenerere disse hejenergi-phosphatpuljer (AMP, ADP, ATP) relativt
hurtigt. Dog foregar genoprettelsen af phosphater med hej energi efter iskemi i virkelig-
heden ganske langsomt. Den h#mmede genindvindelsesgrad kan vare pa grund af de

lave koncentrationer af substratforstadier i form af adenosin, hypoxanthin og ribose.

Opdagelsen af, at adenosin og hypoxanthin individuelt er i stand til at bevare og/eller
genoprette myocardie-ATP blev opniet ved eksperimenter udfert ved hjzlp af
Langendorff-modellen med isoleret perfunderet rottehjerte. Adenosin (100 uM) eller
hypoxanthin (100 zM) blev anvendt udover et standard-hjerteperfusat og virkningerne
pa praiskzmiske, iskzmiske og postiskzmiske ATP-vardier blev bestemt og er vist i

tabel 1.

Tabel 1

ATP pmol/g vad vegt

Ligevagt 10" iskemi 15" RP 30' RP 60' RP
Ubehandiet 3,440,1 1,210,1 2,1+0,7 2,1+£0,1 2,1+0,1
Adenosin 3,9+0,4 1,740,1 29-08 2,7+0,08 2,710,06
Ubehandlet 3,410,1 1,4+0,1 2,3+0,1 2,2+0,1 1,810,2
Hypoxanthin  3,4+0,2 1,410,2 2,7+0,2  2,710,1 2,310,1

RP = genperfusion, N > 5, T = 37°C

Disse forseg viste, at adenosin eller hypoxanthin er i stand til at forege nukleotidpuljer
(ATP) under iskzmi og/eller under den post-iskemiske genperfusionsperiode. For-
bedringen af energilagre ville teoretisk forbedre den funktionelle genoprettelse af hjertet,

da ATP er nedvendig for kontraktil aktivitet. Denne hypotese blev ogsi undersegt under
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anvendelse af den fernzvnte isolerede rottehjerte-model. Virkningerne af adenosin og
hypoxanthin pa genoprettelsen af hjertets kontraktile funktion blev bedemt ved bestem-
melsen af det udviklede venstre ventrikulare tryk under den post-iskemiske genperfu-
sionsfase ved anvendelsen af en intra-ventrikular saltoplesningsfyldt ballon. Disse resul-

tater er vist 1 tabel 2.

Tabel 2

% af udviklet kontroltryk

Kontrol 15' RP 30" RP 60’ RP
Ubehandlet 100% 7547 7346 7316
Adenosin 100% 8613 9643 9543
Ubehandlet 100% 76+5 76+5 82+5
Hypoxanthin  100% 8415 8812 87+3

RP = genperfusion, N > 5, T = 37°C.

Disse resultater fastslog, at bide adenosin og hypoxanthin er i stand til at genoprette det
isolerede perfunderede rottehjertes kontraktile funktion efter en periode pa 10 minutter

med totalt iskemi.

For at udstrzkke disse undersegelser fra et in vitro system til en klinisk relevant in vivo-
relevant model, blev virkningerne af en cardioplegisk standardelektrolytoplesnirng versus
den samme elektrolytoplesning med undtagelsen af tils@tningen af adenosin, hypoxanthin
og ribose sammenlignet. Under anvendelse af hunde med cardiopulmonart bynass blev
den samme protokol anvendt som er konventionel ved klinisk hjertekirurgi. Dyrene blev
anastetiseret, anbragt med cardio pulmonar bypass-maskinen og en saltoplesningsfyldt
ballon blev indsat i den venstre ventrikel i hjertet for at optage udviklet tryk. Efter
stabilisering af hemodynamiske variabler blev hjerterne skyllet via den naturlige coro-

nare cirkulation med enten en cardioplegisk standardoplesning eller den samme oplas-
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ning indeholdende adenosin, hypoxanthin og ribose i 5 minutter for pabegyndelsen af

iskemi. Elektrolytindholdene i disse to oplesninger er vist i tabel 3.

Tabel 3

Cardioplegisk Cardioplegisk oplesning

standardoplesning ifelge opfindelsen
Na 110 mzkv./] 110 makv./l
Cl 160 mazkv./l 160 makv./l
K 16 makv./l 16 makv./l
Ca** 2,4 mazkv./l 2,4 mazkv./l
Mg 32 makv./l 32 makv./l
Ado 0 100  pmol/
Hx 0 100  umol/l
Ribose 0 2 mmol/l

Hver oplesnings pH-vardi blev indstillet til 7,4, og osmolariteten var ca. 300 mosm i
hver. Efter cardioplegisk standsning, blev hjertet gjort iskzmisk i I time ved 37°C. I
lobet af timen med iskzmi blev flere biopsier taget for at bestemme ATP-nedbrydnings-

hastigheden i den ubehandlede og behandlede gruppe. Disse resultater er vist i tabel 4.
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Tabel 4

ATP (umol/g vid vagt)

30 15 30 45' 60’
ligevaegt iskemi  iskemi iskemi isk&mi
Ubehandlet 5,09£0,24 3,67+0,24 3,01+0,25 2,03+0,30 1,97+0,13
(cardiople-
gisk standard-
oplesning)
Behandlet 5,29£0,20 4,511+0,42 4,03+0,42 3,07+0.48 2,74+0,27
(cardiople-
gisk standard-
oplasning
+ adenosin,
hypoxantin,
ribose).

N > 5i hver gruppe.

Disse resultater viser, at den cardioplegiske oplesning ifelge opfindelsen reducerer ATP-
nedbrydningshastigheden under isk&mi. Denne iagttagelse angér hjerter, som undergir

konventionelle hjertekirurgiske metoder, og hjerter udtaget til hjertetransplantation.

Under den post-isk@miske genperfusionsperiode blev geroprettelsen af ATP-pulver cg
genoprettelsen af den kontraktile venstre hjertefunktion ogsé bedemt i den ovenfor
beskrevne hundemodel. Virkningerne af isk@mi pa hjertet beskytiet med den cardioplegi-
ske standardoplesning blev sammenlignet med hjerter beskyttet med den samme opios-
ning, bortset fra tilsztning af adenosin, hypoxanthin og ribose Disse resultater, som er

udtrykt med hensyn til genoprettelse af ATP og venstre hjertefunktion, er vist i tabel 5.
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Tabel 5
ATP
pmol/g vad vaegt
15' RP 30' RP 60' RP
Ubehandlet 2,77+£0,22 2,13+0,21 2,9540,16
(standardoplesning)
Behandlet 3,24+0,39 3,22+0,32 3,33+£0,33
(standardoplesning)
+ adenosin,
hypoxanthin,
ribose)
% genoprettelse af udviklet tryk
15' RP 30" RP 45' RP 60' RP
Ubehandlet 19+3,0 27+3,2 41t1 49+3
(standardoplesning) :
Behandlet 2514 40+4 5443 67+4
(standardoplesning)
+ adenosin,
hypoxanthin,
ribose)
N:5

Disse forseg viser, at beskyttelsen af hjertet under 1 time med iskemi ved 37°C er sterre
med hensyn til bevarelse og genoprettelse af ATP-niveauer og med hensyn til genopret-
telse af hjertets kontraktile funktion, ndr oplesningen ifelge opfindelsen indeholdende
adenosin, hypoxanthin og ribose sammenlignes med en klinisk accepteret cardioplegisk

standardoplesning.

En foretrukken udferelsesform for opfindelsen er:
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(1} Ensammensatning til fremstilling af en oplesning til reduktion af iskzemisk beska-
digelse pd hjertet under hjertekirurgi eller under opndelse til hjertetransplantation. Denne

opleening har de felgende ioniske indhold:

Na 110 mazkv /I
Cl 160 makv /1
K 16 makv /1
Ca** 1,4 makv./I
Mg 32 makv./

Adenosin i en mangde til cpnaelse af en
slutkoncentration p 100 pmol/l

Hypoxanthin i en m@ngde til opnelse af en
slutkoncentration pa 100 ymol/l

Ribose i en m&ngde til opnielse af en
slutkoncentration p& 1 mmol/I

+ NaHCO, eller HCI til indstilling af pH-vardien
til 7,4.

Den ovenfor nzvnte oplesning reprasenterer en forbedring sammenlignet med en car-
dioplegisk standardoplesning p4 grund af tilsztningen af adenosin, hypoxanthin og

ribose.

(2) Enmetode til reduktion af iskamisﬂk Qeskadigelse pa hjertet under operationer eller
transplantation ved anvendelse af den ovenfor beskrevne oplesning ifelge opfindelsen,
som: en infusion til at standse hjertet fer iskzmi under operationer eller for opnielse af

hjerter fra donorer ved forberedelse af transplantationer.
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PATENTKRAYV

1. Anvendelse af forbindelserne adenosin, hypoxanthin og ribose i kombination som
additiver til et hjerteperfusat til fremstillingen af en cardioplegisk oplesning til reduktion

5 af iskemisk beskadigelse af et hjerte, som er isoleret fra en normal blodforsyning.

2. Anvendelse ifelge krav 1, hvor de endelige koncentrationer af adenosin og hy-

poxanthin i oplesningen hver er 100 pmol/l.

3. Anvendelse ifelge krav 1, hvor ribose-additivet har en endelig koncentration i

oplesningen pa ca. 2 mmol.

10 4. Anvendelse ifelge krav 2 og 3, hvor additivet yderligere omfatter Na-, Cl-, K-, Ca-

og Mg-ioner i oplesning.

5.  Anvendelse ifelge krav 4, hvor ionerne i oplesning har de felgende koncentratio-

ner.
Na 110 makv./l
15 Cl 160 makv./l
K 16 makv./l
Ca** 2,4 mzkv./l
Mg 32 makv./l, og

NaHCO, eller HCI til indstilling af pH-vardien til 7,4.

20 6. Fremgangsmadetil reduktion af iskzmisk beskadigelse af hjertet, nar det er isoleret
fra et fungerende legeme, hvilken fremgangsmade omfatter perfusion af hjertet med en

cardioplegisk oplesning ifelge et hvilket som helst af kravene 1 til 5.
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