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Leitthema

Gefäßtransplantate werden, wie viele 
biologische Materialien, bevorzugt 
kalt gelagert. Je nach erforderlicher 
Lagerungszeit werden hierfür meist 
„physiologische“ Salzlösungen oder 
aus der Transplantationsmedizin über-
nommene Organprotektionslösungen 
verwendet. Zellbiologische Untersu-
chungen deckten jedoch kürzlich neue 
Mechanismen der Lagerungsschädi-
gung auf, gegen die diese Lösungen 
keinerlei Schutz bieten. Hier wurde da-
her die Relevanz dieser neuen Schädi-
gungsmechanismen für die Lagerung 
isolierter Gefäße untersucht und dar-
auf basierend eine neue Lösung zur 
Gefäßprotektion entwickelt.

Gefäßhomo- und -allografts werden als 
Rekonstruktionsmaterial in der Gefäß-

chirurgie [10], bei kardiovaskulären Ein-
griffen, in der Bypasschirurgie [29] sowie 
in der Transplantationschirurgie [4] ein-
gesetzt.

Hierzu werden in der kardiovasku-
lären Chirurgie freie Gefäßgrafts kur-
ze Zeit zwischen 4°C und Raumtempe-
ratur in heparinisiertem Blut, physiolo-
gischer Kochsalzlösung oder Organkon-
servierungslösungen gelagert [29]. Für 
den Einsatz in der Transplantationschir-
urgie, bei postoperativen Gefäßkompli-
kationen oder infizierten Gefäßprothe-
sen und insbesondere zur Vorhaltung in 
Gewebebanken werden Gefäße über län-
gere Zeitspannen (zum Teil für mehrere 
Wochen) gelagert, meist in Organprotek-
tionslösungen, die aus der Transplantati-
onschirurgie stammen [5].

Kaltlagerung: Schutz 
vs. Schädigung

Hypothermie (0–4°C) wird weit verbrei-
tet für die Lagerung von Zellen, Geweben 
und Organen eingesetzt, um den Metabo-
lismus und durch Sauerstoff- und Subs-
tratmangel induzierte Schädigungspro-
zesse zu verlangsamen. So werden auch 
Gefäße, insbesondere wenn es sich um ei-
ne längere Lagerungszeit handelt, bei Käl-
te gelagert. Doch Kälte schützt nicht nur 
vor der Schädigung durch Sauerstoff- und 
Substratmangel, sondern verursacht auch 
selbst eine Schädigung [1, 2, 16, 17, 22, 24]. 
Der schädigende Effekt der Hypothermie 
wurde in den Anfängen der Transplanta-
tionsmedizin der kälteinduzierten Hem-
mung der Na+/K+-ATPase mit nachfol-
gender Erhöhung des intrazellulären Na+-
Gehalts zugeschrieben. Dadurch sollte es 
zu einem passiven Influx von Chlorid
ionen und Wasser mit konsekutiver Ent-
wicklung eines zellulären Ödems kom-
men, das letztendlich zu einer Nekrose 
führen soll [1, 2].

Entsprechend dem damaligen Ver-
ständnis der hypoxischen Schädigung 
und dieser klassischen Hypothese zur 
Kälteschädigung wurden vor mehreren 
Dekaden Organkonservierungslösungen 
wie die Histidin-Tryptophan-Ketogluta
rat-Lösung (HTK), die University-of-
Wisconsin-Lösung (UW) oder die Per-
fadex-Lösung entwickelt, die den Verän-
derungen der zellulären Ionenhomöosta-
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Intrazelluläres redoxaktives Eisen
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Abb. 1 9 Mechanis-
mus der kälteindu-
zierten eisenabhän-
gigen Schädigung. Ver-
schiedene Zelltypen, 
u. a. auch Endothelzel-
len, erleiden eine star-
ke Schädigung, wenn 
sie Kälte ausgesetzt 
sind. Details s. Text
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se entgegenwirken sollen. In neueren Un-
tersuchungen konnte jedoch nachgewie-
sen werden, dass verschiedene kultivierte 
Zelltypen transplantationsrelevanter Ge-
webe, wie Hepatozyten und Endothel-
zellen, keinen Anstieg der intrazellulären 
Natriumkonzentration während der Kalt
inkubation zeigen [7, 17]. Trotzdem er-
leiden diese Zellen eine starke kältein-
duzierte Schädigung, gegen die keine der 
derzeit klinisch verwendeten Konservie-
rungslösungen Schutz bietet.

Mechanismen der 
kälteinduzierten Schädigung 
kultivierter Endothelzellen

Neue Untersuchungen zeigten, dass die 
kälteinduzierte Schädigung etlicher kul-
tivierter Zelltypen über eine eisenabhän-
gige Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 
(ROS) vermittelt wird [16, 17, 21, 22, 24]. 
Die von der Dauer der Kaltlagerung ab-
hängige Schädigung erfolgt während der 
Kaltlagerung unter uncharakteristischer 
oder nekrotischer Morphologie. Wäh-
rend der Wiedererwärmung kommt es zu 
einer Verstärkung der Schädigung unter 
apoptotischer Morphologie [17, 22]. Be-
sonders sensitiv für diese Schädigung sind 
Endothelzellen [17, 21, 22, 25].

Die kälteinduzierte Schädigung ist 
insbesondere vom chelatisierbaren, red-
oxaktiven Eisenpool abhängig [21]. Da-
bei handelt es sich um einen kleinen Teil 
der intrazellulären Eisenionen (0,2–3%), 
die durch niedermolekulare Komponen-
ten wie ATP, Phosphat oder Citrat chela-
tisiert, oder locker an Proteine und Lipi-
de assoziiert sind [21]. Dieser Eisenpool, 
der in der Kälte rasch ansteigt [21], über-
führt niedrig reaktive Sauerstoffspezies 
in hochreaktive Spezies (Hydroxylradi-
kal, Eisen-Sauerstoff-Spezies), die dann 
zu einer massiven Zellschädigung führen 
(. Abb. 1). Bei dieser eisenabhängigen, 
kälteinduzierten Schädigung stellen ins-
besondere die Mitochondrien ein emp-
findliches Ziel dar. Eisenabhängig kommt 
es zum mitochondrialen Permeabilitäts-
übergang, der Ausbildung einer mito-
chondrialen Pore, die dann zum Verlust 
des mitochondrialen Membranpotenzi-
als führt [17, 19]. Bei einigen Zellen, u. a. 
Leberendothelzellen, tritt zudem eine mi-
tochondriale Ultrakondensation auf, die 

ebenfalls eisenabhängig ist [8]. Sämtliche 
derzeit klinisch eingesetzten Konservie-
rungslösungen schützen nicht nur nicht 
gegen diese Schädigung, sondern verstär-
ken sie z. T. sogar [9, 18].

Eisenabhängige Schädigung von 
Endothelzellen im Gefäßmodell

Um abzuklären, in wie weit der oben 
dargestellte eisenabhängige Mechanis-
mus auch in Endothelzellen im intakten 
Gefäß auftritt, wurde hier ein Schweine
aortenmodell etabliert (. Abb. 2). Nach 
Kaltlagerung in HTK-Lösung wurden 
die Schweineaortensegmente unmittelbar 
oder nach 3 Stunden Wiedererwärmung 
mit den DNA-interkalierenden Farbstof-
fen Propidiumjodid und Hoechst 33342 
gefärbt. Das membranpermeable Hoe
chst 33342 markiert dabei die Kerne aller 
Zellen (grüne Fluoreszenz), während Pro-
pidiumjodid impermeabel für die Plas-
mamembran intakter Zellen ist und so-
mit nur die Kerne nekrotischer und spät
apoptotischer Zellen (rot; in der Überla-
gerung orange) fluoreszieren lässt. An-
schließend konnte mit einem Intravital-
fluoreszenzmikroskop der prozentuale 
Anteil der toten Endothelzellen (Propidi-
umjodidaufnahme) bestimmt werden.

Die kälteinduzierte Schädigung des 
Endothels in situ war von der Dauer der 
Kaltlagerungszeit abhängig (. Abb. 3). 
Nach Wiedererwärmung stieg der An-
teil der propidiumjodidpositiven Endo-
thelzellen weiter an. Durch die Zugabe 
des Eisenchelators Deferoxamin (1 mM, 
. Abb. 3) konnte die Schädigung deut-
lich reduziert werden, sodass der Mecha-
nismus der eisenabhängigen kälteindu-
zierten Schädigung offenbar auch im in-
takten Gefäß gültig ist.

Entwicklung einer neuen 
Gefäßprotektionslösung

Sich anschließende Versuchsserien dienten 
der Optimierung der Basislösung [26, 27]. 
Ausgehend von der neuen, nach aktu-
ellen mechanistischen Gesichtspunkten 
zusammengesetzten Organprotektionslö-
sung Custodiol-N (. Tab. 1, [28]) wurde 
versucht, die Lagerung von Gefäßen wei-
ter zu verbessern. Für kleinere Gewebs-
stücke ist die in der Organprotektion üb-
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Zusammenfassung
Isolierte Endothelzellen zeigen bei Kaltlage-
rung eine prominente eisenabhängige Schä-
digung. Hier konnten wir zeigen, dass diese 
Schädigung auch bei Gefäßendothelzellen in 
situ auftritt und durch Einsatz von Eisenche-
latoren deutlich reduziert werden kann. Ei-
ne zusätzliche Optimierung der Basislösung 
führte im Gefäßmodell zu einer weiteren 
deutlichen Verbesserung der Endothelzell
vitalität nach Kaltlagerung und Wiedererwär-
mung sowie zu einer Aufrechterhaltung des 
mitochondrialen Membranpotenzials und ei-
ner Verminderung der Thrombozytenadhä-
sion im Vergleich zur Kaltlagerung in aktuell 
klinisch eingesetzten Lösungen. Weitere Stu-
dien zeigten zudem eine deutlich verbesserte 
Vasoreaktivität nach Kaltlagerung in der neu-
en Lösung. Die hier vorgestellte Gefäßpro-
tektionslösung TiProtec® erlaubt somit eine 
deutlich längere Lagerung von Gefäßen bei 
exzellentem Funktionserhalt.
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A new vascular 
preservation solution

Abstract
Isolated endothelial cells suffer a severe iron-
dependent damage during cold storage. 
Here, we show that this injury also affects 
vascular endothelial cells in situ and that 
iron chelators are able to attenuate this dam-
age. A further optimization of the base solu-
tion resulted in a considerable improvement 
of endothelial cell viability after cold storage 
and rewarming of isolated vessels, it allowed 
maintenance of the mitochondrial mem-
brane potential and reduced platelet adhe-
sion compared to solutions currently in clini-
cal use. Further studies showed improved va-
soreactivity after cold storage in the new so-
lution. The vascular preservation solution Ti-
Protec® introduced here thus enables a sub-
stantial prolongation of vessel storage with 
excellent maintenance of vessel function.

Keywords
Vascular graft · Cold storage · Vascular  
preservation solution · Endothelium · Cold- 
induced cell damage
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liche hohe Pufferkapazität nicht erfor-
derlich und wurde daher gesenkt. Wurde 
die entstehende osmotische Lücke durch 
Ionen aufgefüllt (ionenreiche Lösung), 
zeigten sich im oben genannten Schweine
aortenmodell bessere Ergebnisse als bei 
Auffüllung durch Saccharose (ionenarme 
Lösung) [27]. Als Hauptanion war Chlo-
rid dem impermeablen Laktobionat dabei 

deutlich überlegen [26, 27]. Wurde Kali-
um als Hauptkation eingesetzt, trat eine 
signifikant geringere Endothelzellschädi-
gung auf als mit Natrium als Hauptkati-
on [27]. Bezüglich des pH-Wertes zeigte 
ein pH von 7,0 eine bessere Protektion als 
ein pH von 7,4. Abschließend wurde zu-
sätzlich zu dem starken, aber hydrophilen 
Eisenchelator Deferoxamin der neue lipo-

phile Eisenchelator LK 614 [28] eingesetzt, 
der bereits in sehr geringen Konzentrati-
onen von 20 und 50 µM hoch effektiv war 
und in Kombination mit 0,1 mM Deferox-
amin die Schädigung des Gefäßendothels 
weiter signifikant senken konnte [26, 27].

Vergleich der besten 
Lösung mit derzeit klinisch 
eingesetzten Lösungen

Im Vergleich zu den derzeit klinisch ein-
gesetzten Lösungen zeigte die neue Lö-
sung eine deutlich geringere Endothel-
zellschädigung (. Abb. 4). Als zusätz-
licher, funktioneller Parameter wur-
de das mitochondriale Membranpoten-
zial der Gefäßendothelzellen in situ un-
tersucht. Dabei zeigte sich ebenfalls ein 
deutlicher Vorteil durch die neue Lösung 
(. Abb. 5, [27]). Des Weiteren wurde im 
oben genannten Modell die Adhäsion fluo
reszenzmarkierter Thrombozyten an das 
Gefäßendothel bestimmt. Die Throm-
bozyten-Anheftrate (als Marker für die 
Thrombogenität) betrug nach Lagerung 
der Schweineaortensegmente in der neu-
en modifizierten Lösung nur ein Viertel 
des Wertes der in HTK-Lösung gelager-
ten Segmente und sogar eine tendenziell 
niedrigere Thrombozytenadhäsion als in 
Perfadex-Lösung gelagerte Gefäße (Per-
fadex-Lösung hemmt aufgrund des dar-
in enthaltenen Dextrans die Thrombozy-
tenadhäsion wahrscheinlich direkt [23]).

Diskussion der 
Hauptkomponenten/
Wirkprinzipien der Lösung

Eisenchelatoren

Im oben beschriebenen Gefäßmodell wur-
de eine von der Kaltlagerungszeit abhän-
gige, eisenabhängige und sich bei Wieder-
erwärmung verstärkende Endothelzell-
schädigung gefunden (. Abb. 3), sodass 
der Mechanismus der eisenabhängigen 
kälteinduzierten Schädigung offenbar 
auch im intakten Gefäß gültig ist [26, 27]. 
Diese eisenabhängige Schädigung konnte 
inzwischen auch in weiteren Gefäßmodel-
len nachgewiesen werden [25, 30]. Der hier 
zusätzlich zum hydrophilen Deferoxamin 
eingesetzte neue Eisenchelator LK 614 
zeigte eine sehr gute Protektion. Aufgrund 

Abb. 2 8 Versuchsaufbau und Beispiel der Vitalitätsuntersuchungen
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Abb. 3 8 Auftreten der kälteinduzierten Schädigung im Endothel von 
Schweineaorten. Schweineaortensegmente wurden für 4–14 Tage (d) bei 
4°C in HTK-Lösung (schraffierte Balken) oder in HTK-Lösung supplementiert 
mit 1 mM Deferoxamin (ausgefüllte Balken) gelagert und danach unmittelbar 
mit Propidiumjodid (PJ) gefärbt (blaue Balken) oder für 3 Stunden wiederer-
wärmt und dann mit Propidiumjodid gefärbt (rote Balken). Gefäßsegmente 0 d 
(Kontrolle) wurden nicht kalt gelagert, aber analog zum Wiedererwärmungs-
prozedere für 3 Stunden bei 37°C gelagert. (Aus [27], mit freundlicher Geneh-
migung von Elsevier)
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seiner Lipophilie permeiert er schnell die 
Zellmembran und kann so intrazelluläres 
Eisen, insbesondere in der frühen Phase 
der Kaltlagerung, chelatisieren.

Chlorid

Im direkten Vergleich der Anionen Chlo-
rid und Laktobionat zeigte sich ein protek-
tiver Effekt durch eine hohe Chloridkon-
zentration für die Lagerung von Gefäßen-
dothelzellen [26, 27]. Dies ist bemerkens-
wert, da kultivierte Hepatozyten [18] und 
Pankreasinselzellen (S. Straube, U. Rauen, 
2008, unveröffentlichte Ergebnisse) durch 
hohe Chloridkonzentrationen bei Kaltla-
gerung geschädigt werden, und weist auf 
zelltypspezifische Unterschiede hin. Chlo-
ridkanäle der Plasmamembran spielen in 
diversen Modellen der Apoptose eine Rol-
le [11]; der genaue molekulare Mechanis-
mus der Protektion durch eine hohe ex-
trazelluläre Chloridkonzentration bei En-
dothelzellen ist bisher jedoch noch unklar. 
Der klassischen Hypothese der Kälteschä-
digung, gemäß der Chlorid schädlich sein 
soll [1], widersprechen diese Befunde je-
doch eindeutig.

Kalium

Der Befund, dass eine kaliumreiche Lö-
sung das Endothelzellüberleben verbes-
sert, ist überraschend. In der überwie-
genden Zahl der Publikationen wird Ka-
lium als endotheltoxisch beschrieben [12, 
15]. Allerdings wurden in den entspre-
chenden Lagerungsstudien zum Teil kom-
plexe Konservierungslösungen mit unter-
schiedlichem pH-Wert, unterschiedlicher 
Osmolarität und/oder Ionenzusammen-
setzung und Osmolyten verglichen, sodass 
nicht klar zwischen dem Effekt von Kali-
um und dem anderer schädigender Me-
chanismen unterschieden werden konn-
te, teils wurden die Studien am Gesamt-
organ und nicht an isolierten Gefäßen 
durchgeführt. Zatschler et al. [30] konn-
ten in Übereinstimmung mit unseren Er-
gebnissen bei Versuchen zur Vasoreakti-
vität kalt gelagerter Mesenterialarterien 
ebenfalls einen Vorteil einer kaliumrei-
chen im Vergleich zu einer natriumrei-
chen Konservierungslösung zeigen. Mög-
licherweise verhindert eine hohe extrazel-
luläre Kaliumkonzentration während der 

Kaltlagerung einen Kaliumausstrom aus 
den Gefäßendothelzellen [3] und so die 
Einleitung der Apoptose [11].

pH-Wert

Der pH-Wert von Custodiol-N wurde 
auf 7,0 eingestellt, da eine leichte Azido-
se gegen mehrere Mechanismen der Zell-
schädigung protektiv ist [14]. Die Be-
funde mit der auf der Basis von Custo-
diol-N entwickelten Gefäßprotektionslö-
sung zeigten, dass sowohl die Vitalität, als 
auch das mitochondriale Membranpoten-
zial bei pH 7,0 im Vergleich zu pH 7,4 si-
gnifikant besser erhalten waren [26, 27].

N-Acetylhistidin

N-Acetylhistidin wurde bereits in Custo-
diol-N als Puffer eingesetzt, da es bei ver-
gleichbarer Pufferkapazität im Gegensatz 
zu Histidin keine Toxizität aufweist [20].

Glukose

Glukose wurde der Gefäßprotektionslö-
sung als Substrat für die glykolytisch hoch 
aktiven Endothelzellen [13] zugesetzt.

Glycin, Alanin und Tryptophan

Um die Ausbildung unspezifischer Poren 
bei Hypoxie mit nachfolgendem Natrium
einstrom zu verhindern, enthält Custo-
diol-N die Aminosäure Glycin und das 
strukturverwandte Alanin [17, 28]. Das 
aus der HTK-Lösung bewährte Trypto-
phan wurde beibehalten [28].

Aspartat und α-Ketoglutarat

Aspartat und α-Ketoglutarat sind in Cus-
todiol-N enthalten, um Intermediate des 
Zitratzyklus oder deren Vorstufen bereit-
zustellen [28] und wurden – wie die oben 
genannten Aminosäuren – aufgrund ihrer 
Unbedenklichkeit ohne erneute Testung für 
die Gefäßprotektionslösung übernommen.

Untersuchungen mit der 
neuen Lösung/TiProtec® in 
weiteren Gefäßmodellen

Aufgrund der guten Ergebnisse wurde die 
neue Gefäßprotektionslösung in funktio-

nellen Untersuchungen in weiteren Ge-
fäßmodellen getestet. Kraftmessungen 
mit einem MULVANY-Messgerät zeigten 
bei Rattenmesenterialgefäßen signifikant 
bessere Ergebnisse hinsichtlich der en-
dothelabhängigen und der endothelun-
abhängigen Relaxation sowie der Wand-
spannung nach Lagerung in der neuen 
Lösung im Vergleich zu HTK-Lösung und 
physiologischer Kochsalzlösung [30].

Die neue Gefäßprotektionslösung, aus 
galenischen Gründen bezüglich der Eisen-
chelatorkonzentrationen nochmal margi-
nal verändert und nun unter dem Namen 
TiProtec® verfügbar (Zusammensetzung 
. Tab. 1), wurde dann zur Lagerung der 
in der kardiovaskulären Chirurgie für By-
passoperationen eingesetzten humanen 
A. mammaria interna verwendet. In phy-
siologischer Kochsalzlösung gelagerte 
A. mammaria interna zeigte bereits nach 
4 Stunden Lagerung deutliche Funkti-
onseinschränkungen und nach 12 Stun-
den einen kompletten Verlust der endo-
thelabhängigen und endothelunabhän-
gigen Vasodilatation. In TiProtec® gelager-
te A. mammaria interna hingegen zeigte 

Tab. 1  Zusammensetzung der Organ-
protektionslösung Custodiol-N und der 
Gefäßprotektionslösung TiProtec®

  Custodiol-N TiProtec®
Cl− 30 103

α-Ketoglutarat 2 2

Aspartat 5 5

H2PO4
− - 1

Na+ 16 16

K+ 10 93

Mg2+ 8 8

Ca2+ 0,02 0,05

Histidin 124 -

N-Acetylhistidin 57 30

Glycin 10 10

Alanin 5 5

Tryptophan 2 2

Arginin 3 -

Saccharose 33 30

Glukose - 10

Desferal 0,0153 0,082

LK 614 0,0062 0,017

pH (20°C) 7,0 7,0

Osmolarität 
(mosm/l)

305 305

Die Konzentrationen aller Substanzen sind in mM 
angegeben.
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Abb. 4 9 Vergleich 
der neuen Lösung mit 
den derzeit in der Kli-
nik eingesetzten Lö-
sungen. Schweine-
aortensegmente wur-
den für 21 Tage bei 4°C 
in der neuen Lösung, 
UW-, Perfadex-Lösung 
und physiologischer 
Kochsalzlösung (0,9% 
NaCl) gelagert und 
nach anschließender 
dreistündiger Wieder-
erwärmung mit Propi-
diumjodid (PJ) gefärbt. 
* Signifikant unter-
schiedlich zu allen drei 
anderen Lösungen, 
p<0,05. (Aus [27], mit 
freundlicher Genehmi-
gung von Elsevier)

Abb. 5 9 Beurteilung des 
mitochondrialen Membran-
potenzials von Schweine-
aortenendothelzellen in 
Aortensegmenten nach 
Kaltlagerung und Wie-
dererwärmung. Aorten-
segmente (nichtgelager-
te Kontrolle, a) wurden bei 
4°C für 7 Tage in HTK (b), 
0,9% NaCl (c), Perfadex (d) 
und der neuen Lösung (e) 
oder für 14 Tage in der neu-
en Lösung (f) gelagert und 
anschließend drei Stunden 
bei 37°C wiedererwärmt. 
Das mitochondriale Memb-
ranpotenzial wurde mittels 
Laserscanningmikroskopie 
nach Fluoreszenzfärbung 
mit Tetramethyl rhodamin-
Methylester untersucht. 
(Teile aus [27], mit freund-
licher Genehmigung von 
Elsevier)
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nach 4 Tagen Kaltlagerung noch keiner-
lei Funktionsverlust. Selbst nach 10 Ta-
gen Lagerung war noch ≥50% der Funkti-
on frischer Gefäße nachweisbar ([6] und 
S. Garbe, A. Deussen, 2009, unveröffent-
lichte Ergebnisse).

Fazit für die Praxis

F	�Die hier entwickelte Gefäßprotek-
tionslösung verbessert das Endothel-
zellüberleben und die Endothelzell
funktion sowie die glattmuskuläre 
Funktion bei/nach Kaltlagerung von 
Gefäßen erheblich. Sie ermöglicht, 
Gefäße für längere Zeiten bei mini-
malem Qualitätsverlust zu lagern.

F	�Die Gefäßprotektionslösung wur-
de mittlerweile unter dem Namen 
TiProtec® zugelassen.
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