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(57) Zusammentassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Apparatur zur Endothel-konservierenden Behandlung von
isolierten Hohlorganen, insbesondere, isolierten biologischen Gefédssen, wie Blutgefdssen und Lymphgefidssen durch Endothel-pro-
tektive Perfusionslosungen bzw. Inkubationslosungen die mindestens 0,1 gew.% natives Albumin und ein Nahrstoffsubstrat, vor-
zugsweise L- Glutamin, enthalten, die Verwendung der Endothel-protektiven Perfusionslésungen zur Vorbereitung von Hohlorganen
bzw. biologischen Gefissen als Transplantat zur Behandlung von Organ- oder Gefdsserkrankungen, deren Verwendung zur Repa-
ratur von Endothelldsionen in isolierten Hohlorganen und/oder biologischen Geféssen und deren Verwendung zur Organund/oder
Gefisskonservierung.
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Verfahren und Apparatur zur Konservierung des Endothels in

isolierten Hohlorganen und biologischen Gefifien

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Apparatur zur Behandlung und Konservierung
des Endothels in isolierten Hohlorganen, insbesondere isolierten biologischen Gefdflen, wie
Blutgefiffien und Lymphgefiien, durch eine Albumin-haltige Endothel-protektive
Perfusionslésung bzw. Inkubationslésung, die Verwendung einer Endothel-protektiven
Perfusionslésung zur Vorbereitung von Hohlorganen bzw. biologischen Gefilen als
Transplantat zur Behandlung von Organ- oder GeféBerkrankungen, deren Verwendung zur
Reparatur von Endothelldsionen in isolierten Hohlorganen und/oder biologischen Geféflen

und deren Verwendung zur Organ- und/oder Gefiflkonservierung.

Ein durch Arteriosklerose hervorgerufener Verschluss von Blutgefiflen ist in vielen
westlichen L#ndern Ursache fiir eine Vielzahl von Organerkrankungen. Eine
GefaBtransplantation, d.h. der Austausch von kranken, verengten oder verschlossenen
biologischen GefiBen durch gesunde Ersatzgefile, hat daher fiir die Behandlung solcher
Erkrankungen einen hohen klinischen Stellenwert. So sterben beispielsweise alleine in der
Bundesrepublik Deutschland etwa 200 000 Menschen pro Jahr an einem Herzinfarkt in Folge

eines arteriosklerotischen Verschlusses einer oder mehrerer Koronararterien.

Ein weiteres durch Arteriosklerose verursachtes und weit verbreitetes Krankheitsbild ist die
periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK). Etwa 5-10% der Erwachsenen leiden an
peripheren arteriellen Durchblutungsstérungen, was drastische Mafinahmen an den Patienten,
wie eine Amputation von GliedmaBen, bei etwa 35 000 Menschen pro Jahr in der
Bundesrepublik Deutschland erforderlich macht. Durch eine rechtzeitige chirurgisch
durchgefiihrte Uberbriickung der krankhaft verdnderten biologischen Gefifien mit einem
geeigneten GefiBersatz, konnen auch in solchen Fiéllen die Patienten bzw. deren GliedmaBen

behandelt und gerettet werden.
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In der Bypass-Chirurgie werden bislang verschiedene GeféBersatzmaterialien eingesetzt, die
entsprechend ihrer Herkunft in drei Hauptgruppen eingeteilt werden konnen: 1. autologer (=
korpereigener) GefidBersatz, 2. Bioprothesen und 3. Kunststoffprothesen. Dabei konnen die
beiden ersten Gefiiersatzmaterialien als ,biologischer GefidBersatz® bezeichnet werden. Bei
den Bioprothesen ldsst sich wiederum zwischen homologen (aus der gleichen Spezies
gewonnenen) und heterologen (aus einer fremden Spezies gewonnenen) GefiBprothesen
unterscheiden. Bei den Kunststoffprothesen handelt es sich um einen alloplastischen (griech.
»allo® = anders, fremd) GefidBersatz, bei dem bevorzugt inerte, porSse Kunststoffe wie

Polyester (Dacron®) oder Polytetrafluorethylen (PTFE; Teflon®) verwendet werden.

Das wichtigste und am meisten bevorzugte Ausgangsmaterial in der GefidBchirurgie,
insbesondere in der Bypass-Chirugie, sind autologe Transplantate. Bei den biologischen
Gefillen wird dazu bevorzugt die Vena saphena magna oder die Arteria thoracica interna (=
Arteria mammaria int.) verwendet. Beide Gefile werden vorzugsweise in der
Koronarchirurgie eingesetzt. Die Verwendung von korpereigenen Gefilen liefert im
Vergleich zu anderen Gefdfitransplantaten die besten Resultate im Hinblick auf die
sogenannten ,,Offenheitsraten®. Darunter versteht man die Anzahl der nach einer bestimmten

Zeit noch offenen GeféBe nach einer GeféBtransplantation.

In der Koronarchirurgie sind immerhin 80-95% der Arteria mammaria int.-Bypésse, aber nur
65-80% der verwendeten Venen-Bypisse, nach 5 Jahren noch offen. Dabei ist zu beachten,
dass 20% der transplantierten biologischen Gefifle schon innerhalb des ersten Jahres nach der
Implantation lebensbedrohlich verengt bzw. verschlossen sind. Wiederkehrende Operationen
sind bereits nach 10 Jahren in 8-16% der Fille bei Venen-Bypéssen und in etwa 8% der Fille

bei Arteria mammaria int.-Bypéssen erforderlich.

Diese Zahlen verdeutlichen, dass selbst ein autologer Geféfersatz, der zwar gegentiber den
anderen GeféaBprothesenarten eine Reihe Vorteile aufweist, in der chirugischen Praxis immer
noch mit erheblichen Ausfillen verbunden ist. Diese Ausfille basieren auf
GefiBverschliissen. Daher kann auch ein autologer GeféBlersatz oft kein zufriedenstellendes
Ergebnis fiir die Transplantation darstellen. Aufgrund der beobachteten Ausfille bei den
transplantierten Geféflen und den damit verbundenen Komplikationen erscheint zunéchst eine

Verbesserung des iiblichen chirurgischen Vorgehens dringend erforderlich. Immerhin sind
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offene und gut funktionierende biologische Geféfle fiir den Organismus lebensnotwendig und

fiir das Uberleben von Patienten essentiell.

Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben festgestellt, dass der entscheidende Grund fiir
den akuten Verschluss (Thrombosierung) von biologischen Gefdflen und einer Restenose,
welche durch die intimale Wandverdickung verursacht wird und den damit verbundenen
Ausfillen, auf den heute noch in der chirugischen Praxis tiblichen Umgang mit biologischen

Gefifien bei Gefilitransplantationen zurtickzufithren ist.

Untersucht man chirugisch entnommene und bis zur Implantation iblicherweise in
kristalloiden Losungen (z.B. Kochsalzlssung, Bretschneider-Lésung) aufbewahrte Vena
saphena-Segmente, so lidsst sich — unabhiingig von den jeweiligen betroffenen Bereichen -
fast durchweg eine erschreckend schlechte Erhaltung des luminalen Endothels der Gefifle
feststellen. Das Endothel (Endothelium, Endothel-Gewebe) bildet die Innenoberfliche von
samtlichen biologischen Gefien und Organsystemen. Endothel ist ein Bestandteil der Intima
(= Tunmica intima). Die Intima besteht aus einschichtigen Endothel und dem Stratum
subendotheliale (feines lockeres Bindegewebe mit den von den Erfindern entdeckten
subendothelialen Perizyten) sowie der gefensterten Membrana elastica interna und erfiillt
wichtige biologische Funktionen die fiir den Erhalt der Blutgefifunktion essentiell sind. Im
Prinzip stellt das Endothel den eigentlichen Blutbehilter des Korpers dar.

Mehr als 50% der routinemiBig verwendeten Bypass-GefiBe besitzen iiberhaupt kein
luminales Endothel mehr. Der Grund liegt darin, dass die autologen GeféBtransplantate vor
der GefiBtransplantation, teilweise unter starken mechanischen Beanspruchungen mit
herkémmlichen Inkubationsidsungen, z.B. mit Saline (,,physiologische Kochsalzldsung®) oder
J Bretschneider-Losung, behandelt werden, um so die Gefille blutfrei zu bekommen und um
ihre Dichtigkeit zu iberpriifen. Organe bei Transplantationen werden zum Beispiel mit
University of Wisconsin (UW)-Losung, Carolina Rinse-Losung und HTK-Lsung behandelt,
ohne dabei der Funktion des Endothels eine Bedeutung beizumessen. Von den Erfindern der
vorliegenden Erfindung wurde festgestellt, dass ein solches in der Praxis iibliches
Behandlungsverfahren zu einer betriichtlichen Beeintrichtigung der Endothelfunktion fiihrt,
was bis zur volligen Zerstdrung des Endothel-Gewebes fithren kann. Die Beeintréchtigung

oder gar die Zerstorung des Endothel-Gewebes ist aber, wie oben erw#hnt, ein Grund warum
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sich biologische Gefi- oder Organtransplantate unter Umstéinden schon bald nach ihrer

Implantation wieder verschliefen. -

Neben der Behandlung der Gefife mit Saline, sind die biologischen Gefifle bei deren
Behandlung, dh. wihrend ihrer Isolation und Implantation, starken mechanischen
Beanspruchungen ausgesetzt, da die GefiBle iblicherweise, #hnlich einem gefalteten
Schlauch, iiber eine dicke Knopfkaniile gezogen und mit der Saline-Losung sowie einer
angesteckten Spritze unter einem unkontrollierbaren hohen Druck gesetzt werden.
AnschlieBend wird das GefiB Stiick fiir Stiick zum Auffinden der Gefi3-Seitenéste, aus denen
in diesem Moment Fliissigkeit heraustritt, von der Knopfkaniile heruntergeschoben und die
Seitendste mit passenden chirugischen Klemmen unmittelbar ligiert. Schlieflich wird das fiir
Transplantationszwecke fertig préparierte Gefiflsegment in seiner gesamten Lénge zum
Testen der Dichtigkeit noch einmal unter hohem Druck gesetzt, was mit einem regelrechten
LAufblasen® des isolierten GefiBes verbunden ist. Durch den hohen Druck dem das Gefil
dabei ausgesetzt ist, wird ein groBer Teil, und hiufig der letzte Rest, der luminalen Endothel-

Schicht abgerissen und weggespiilt.

Damit wird deutlich, dass durch diese in der chirugischen Praxis iibliche Behandlung der
biologischen Gefiifie die innerste Wand der GefiBitransplantate, die Intima (= Tunica intima)

und deren luminales Endothel-Gewebe, stark beschadigt wird.

Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben festgestellt, dass dem luminalen Endothel-
Gewebe eine erhebliche Bedeutung im Hinblick auf den akuten Erhalt der GefaBfunktion
(Freihaltung von thromboembolischen Reaktionen zum Zwecke einer ungehinderten
Flissigkeitsleitung) und der lingerfristigen Freihaltung des Gefil-Lumens (Verhinderung

von arteriosklerotischen Stenosen und schlieflich Thromboembolie) zukommt.

Eine Zerstorung der Endothel-Schicht - wie zum Beispiel durch die oben geschilderte
Behandlung von autologen GefiBtransplantaten - begiinstigt ndmlich eine Thrombosierung
des betroffenen GefiBes. Es ist bekannt, dass nur eine geschlossene, gesunde und somit auch
stoffwechselaktive  Endothelauskleidung  durch  komplexe  ,anti-aggregatorische®
(Thrombozyten-hemmende), ,.anti-koagulatorisch wirkende* (Gerinnungs-hemmende) und

»pro-fibrinolytische  (Fibrin-auflosende)  Aktivititen in stdndiger Weise das
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Zustandekommen von thrombotischen Ablagerungen innerhalb des Kreislaufsystems eines

Organismus verhindert.

Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben hinreichende Belege dafiir, dass im Bereich
von Endothelldsionen, in denen die erwihnten antithrombogenen Funktionen nicht mehr
ausgetiibt werden kénnen, das Gefil noch auf zusétzliche Weise zur Thrombosierung neigt. In
der Intima aller groflen Blutgefifle liegen némlich subendothelial lokalisierte ,,Perizyten-
dhnliche®“ Zellnetze, die extrem hohe Konzentrationen des sogenannten ,,Gewebefaktors® (TF
= ,,Tissue Factor®) exprimieren. Der Gewebefaktor (TF) ist ein integrales membransténdiges
Glykoprotein, das beim Menschen von diesem Zelltypus konstitutiv exprimiert wird. Dieses
Membranprotein {ibernimmt bei der Blutgerinnung als Aktivator des Faktors VII eine
entscheidende Funktion und ist damit nach neueren Erkenntnissen fiir die Ausldsung fast aller
klinisch relevanten Thrombosierungsprozesse verantwortlich. Ein gesundes, geschlossenes
Endothel schirmt den vor allen von den Perizyten exprimierten Gewebefaktor
physiologischerweise vollstindig von dem innerhalb der GefiBe strémenden Blut ab. Durch
die damit erreichte Abschirmung des Gewebefaktors vom Blutstrom mittels des
zwischengeschalteten intakten Endothel-Gewebes wird einer akuten Thrombosierung und
damit einem akuten Verschluss der biologischen Gefédle vorgebeugt. Ein Grund fiir die
Zerstérung des Endothels bei Verwendung von Kochsalzlosung bei Behandlung von
Transplantaten diirfte sein, dass wenig oder kein Energie- und Erhaltungsstoffwechsel mehr
im Endothel-Gewebe stattfinden kann. Dies verdeutlicht vor allem, dass die kurzfristige
(akute) Offenheitsrate eines biologischen GefédfBes ganz wesentlich von dem Zustand des

Endothel-Gewebes innerhalb des Gefifles abhéngt.

Dabei muss beachtet werden, dass die Erzeugung einer geschlossenen Endothel-Schicht kein
einmaliges Ereignis ist, denn diese Schicht muss auch stéindig gegen die hohen Scherkrifte,
die durch den Blutstrom bedingt sind, aufrecht gehalten werden. Im Einzelnen spielen auch
hier wieder aktive Stoffwechselleistungen des Endothel-Gewebes eine entscheidende Rolle.
Dazu gehdren zum Beispiel stindige Verfugungsprozesse, d.h. das VerschlieBen der dichten
Interzellularspalten durch spezifische Proteine sowie kontinuierliche Zellteilungsprozesse, die
vor allem fiir die Abdeckung und Reparatur von Lisionen (Verletzungen) an der intimalen
Oberfliche notwendig sind. Bei diesen Prozessen kommt vor allem der Glykokalyx, einer

Gel-artigen Oberfldachenschicht, grole Bedeutung zu.
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Von den Erfindern der vorliegenden Erfindung wurde aulerdem erkannt, dass die stéindige
(chronische) Erhaltung und die Regenerationsfihigkeit von Endothel-Gewebe auch fiir die
langerfristige Funktion der Gefilwand und somit der biologischen Gefifle essentiell sind.
Eine intakte und dichte Endothel-Schicht ist nimlich zur Schaffung und Aufrechterhaltung
eines speziellen Milieus in der Intima bei der Kontrolle der subendothelialen Zellverbinde
notwendig. Diese Zellverbénde erstrecken sich unterhalb des Endothels als diinnes Netzwerk,
die bei GefiBwandverletzungen zwar sofort hidmostatisch reaktionsbereit sind, das Lumen
aber in keiner Weise einschrinken. Wird das Endothel jedoch verletzt oder erkrankt dieses
Gewebe, gelangen Wachstumsfaktoren aus dem Plasma in diese Intima-Schichten, mit der
Folge einer massiven und weiter zunehmenden Proliferation der subendothelialen
Zellverbinde, Die Folge davon ist eine langfristig ablaufende, zunehmend sklerotisierende
Umformung der Wand des biologischen GefiBes, eine Einengung des Lumens und schlief8lich
die chirurgisch gefiirchtete Restenosierung. Unter ,,Restenosierung® versteht man hierbei die
wiederkehrende Verengung von Gefien oder GeféBtransplantaten was mit einem Verlust der

Durchblutung im betroffenen Gewebebereich verbunden ist.

Aus dem zuvor beschriebenen wird deutlich, dass die bisher auf Geféf3-chirugischem Gebiet
verwendeten und beschriebenen Verfahren zur Behandlung von isolierten Hohlorganen bzw.
biologischen Gefiifien zu einer Beeintrichtigung bzw. zu einer Zerstérung des luminalen
Endothel-Gewebes fiihren, was wiederum in eine schnelle oder langfristige Restenosierung
der GefiBe resultiert. Als Folge ist ein erneuter chirugischer Eingriff in den betroffenen
Patienten notwendig, die nun natiirlich auch eine deutlich verschlechterte Prognose beziiglich
ihres Krankheitsverlaufs haben.

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, schonende Verfahren und
Perfusionsldsungen zur Behandlung von isolierten Hohlorganen bzw. biologischen Gefiflen
zur Verfiigung zu stellen, die eine Konservierung, d.h. eine Aufrechterhaltung und
gegebenenfalls auch eine Regeneration, der Endothel-Schicht der Gefifle ermdglichen, um
auf diese Weise zuverldssige und langfristig einsetzbare Organ- und Gefdftransplantate zur

Verfligung zu stellen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemif durch den Gegenstand der Anspriiche 1-54 gelost.
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Somit  betrift die Erfindung Endothel-protektive  Perfusionslosungen — bzw.
Inkubationslosungen, die  Verwendung hier beschriebener Endothei-protektiven
Perfusionslosungen und Verfahren zu Endothel-konservierenden Behandlung von
Hohlorganen und/oder biologischen Gefifien, umfassend das In-Kontakt-Bringen des

Hohlorgans oder GefiBes mit einer Endothel-protektiven Perfusionslosung.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung und
Konservierung von isolierten Hohlorganen bzw. biologischen Gefdflen und Geféfisystemen,
bei dem das Hohlorgan bzw. das biologische Gefid mit einer erfindungsgemifen Endothel-

protektiven Perfusionslosung (Inkubationslosung) behandelt wird.

Der Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung von Hohlorganen umfasst das In-
Kontakt-Bringen eines isolierten ~Hohlorgans mit einer Endothel-protektiven
Perfusionslosung, wobei die Endothel-protektive Perfusionsidsung mindestens die folgenden

Bestandteile umfasst:

(a)  physiologische Elektrolytiosung
(b)  mindestens 0,1 Gew.-% natives Albumin
(¢)  Néhrstoffsubstrat;

wobei die Behandlung zur Konservierung und/oder Reparatur des Endothel-Gewebes im
Lumen des Hohlorgans fiihrt.

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform wird das native Albumin in der Endothel-protektiven
Perfusionslosung durch 1-10 Vol-% homologes Hamolysin-freies Serum oder autologes

Serum ersetzt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wird das native Albumin in der Endothel-
protektiven Perfusionslésung durch 2,5 Vol-% homologes Hamolysin-freies Serum oder

autologes Serum ersetzt.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird das native Albumin in der Endothel-
protektiven Perfusionslosung durch 5 Vol-% homologes Hamolysin-freies Serum oder

autologes Serum ersetzt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wird das native Albumin in der Endothel-
protektiven Perfusionslésung durch 10 Vol-% homologes Hémolysin-freies Serum oder

autologes Serum ersetzt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wird das native Albumin in der Endothel-
protektiven Perfusionslésung durch ein homologes anti-koaguliertes Blutplasmapréparat
ersetzt, welches humane Plasmaproteine, anti-koagulatorisch wirkende Faktoren und
Immunglobuline umfasst und bei dem die pro-koagulatorisch wirkenden Faktoren,

Isoagglutinine und instabilen Komponenten des Blutplasmas entfernt worden sind.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform enthdlt das anti-koagulierte
Blutplasmapriparat Natrium-lonen, Kalium-Ionen, Calcium-Ionen, Magnesium-Ionen,

Chlorid-Ionen, humane Serumproteine, Albumin und Immunglobuline.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform hat das anti-koagulierte Blutplasmapréparat
folgende Zusammensetzung: Etwa 100-170 mM Natrium-Ionen, etwa 1-15 mM Kalium-
Tonen, etwa 1-6 mM Calcium-Ionen, etwa 0,1-4 mM Magnesium-Ionen, etwa 50-200 mM
Chlorid-Ionen, humane Serumproteine, davon etwa 25-45 g/l Albumin, 3-15 g/l IgG, 1-10 g/l
IgA und 0,2-3 g/l IgM Immunglobuline, bei einem pH-Wert von etwa 7,3 bis etwa 7,8 und

einer Osmolaritit von etwa 200-350 mosmol/kg.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform ist das Néhrstoffsubstrat in der Endothel-

protektiven Perfusionslosung L-Glutamin.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform betrégt die Konzentration von L-Glutamin in

der Endothel-protektiven Perfusionslésung zwischen 0,5 bis 10 mM, vorzugsweise 2,5 mM.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform betréigt die Konzentration von L-Glutamin in

der Endothel-protektiven Perfusionslésung 5 mM.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform betréigt die Konzentration von L-Glutamin
7,5 mM.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst die physiologische Elektrolytldsung
folgende Bestandteile: 100-150 mM NaCl; 1-15 mM KCL 0,1-4 mM MgS0s; 0,5-2 mM
KH,PO,, 24-48 mM Histidin-Cl und 1-3 mM CaCl,.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform enthilt die physiologische Elektrolytlosung
Energiesubstrate, vorzugsweise 2-10 mM Glukose und/oder 1-10 mM Pyruvat.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform enthélt die physiologische Elektrolytldsung
0,1-0,6 U/m] Heparin und/oder jeweils 50-100 pM Harns#ure und/oder Ascorbat.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform betréigt der pH-Wert in der physiologischen
Elektrolytlosung in atmosphérischer Luft 7,4 +/- 0,04.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform enthdlt die Endothel-protektive

Perfusionslésung zusitzlich Antibiotika.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei den Antibiotika um 50-

400 U/ml Penicillin und/oder 0,1-0,4 mg/ml Streptomycin.

In einem anderen Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Endothel-protektive
Perfusionslosung ein  von  Gerinnungsfaktoren und  Isoagglutininen befreites

Blutplasmapréparat.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform umfasst das Blutplasmapréparat folgende
Bestandteile: 100-170 mM Natrium-Ionen, 1-15 mM Kalium-Ionen, 1-6 mM Calcium-Ionen,
0,1-4 mM Magnesium-Ionen, 50-200 mM Chlorid-Ionen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wurde das Blutplasmapréparat mit P-

Propiolacton und UV-Bestrahlung zur Virusinaktivierung behandelt.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform enthélt die Perfusionslosung einen oder

mehrere Endothel-fordernde Wachstumsfaktoren.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform ist der Wachstumsfaktor ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Fibroblasten-Wachstumsfaktor
(FGF), vaskuldrer Endothel-Wachstumsfaktor (VEGF) und Stammzell-Faktor (SCF).

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform enthélt die Perfusionslésung Flavonoide wie

Quercetin oder Rutoside, wie Trihydroxyethyl-Rutosid, oder Derivate davon.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform enthélt die Perfusionslosung vasodilatorische

Substanzen wie Papaverin, Adenosin oder kardioplegische KCl-Konzentrationen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei den Hohlorganen um

Herz, Darm, Uterus, Niere, Harnblase, Lunge, Leber, Milz.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei den Hohlorganen um

biologische Gefifle oder Gefilsysteme.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei den biologischen Gefidfien

um Blutgefifie oder Lymphgefilie.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform wird die Endothel-protektive
Perfusionsfliissigkeit mit Hilfe einer erfindungsgeméBen Apparatur durch das Hohlorgan

geleitet.

Die vorliegende Erfindung betrifft weiter eine Endothel-protektive Perfusionsldsung, die

mindestens die folgenden Bestandteile umfasst:
()  physiologische Elektrolytlosung

(b)  mindestens 0,1 Gew.-% natives Albumin
(¢) 0,5 bis 10 mM L-Glutamin

10
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In einer bevorzugten Ausfithrungsform wird das native Albumin durch 1-10 Vol-%

homologes Hémolysin-freies Serum oder autologes Serum ersetzt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wird das native Albumin durch 2,5 Vol-%

homologes Hiamolysin-freies Serum oder autologes Serum ersetzt. ‘

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wird das native Albumin durch 5 Vol-%

homologes Hamolysin-freies Serum oder autologes Serum ersetzt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird das native Albumin durch 10 Vol-%

homologes Hémolysin-freies Serum oder autologes Serum ersetzt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform betrégt die Konzentration von L-Glutamin
2,5 mM.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform betrigt die Konzentration von L-Glutamin 5
mM.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform betrégt die Konzentration von L-Glutamin
7,5 mM.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform umfasst die physiologische Elekirolytlsung
folgende Bestandteile: 100-150 mM NaCl; 1-15 mM KCL; 0,1-4 mM MgSOy; 0,5-2 mM

KH,POy. 24-48 mM Histidin-Cl und 1-3 mM CaCl,.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform enthilt die physiologische Elektrolytlésung
Energiesubstrate, vorzugsweise 2-10 mM Glukose und/oder 1-10 mM Pyruvat.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform enthilt die physiblogische Elektrolytldsung
0,1-0,6 U/ml Heparin und/oder jeweils 50-100 uM Harnsdure und/oder Ascorbat.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform betrigt der pH-Wert in der physiologischen
Elektrolytldsung in atmosphérischer Luft 7,4 +/- 0,04.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform enthdlt die Endothel-protektive

Perfusionsldsung zusétzlich Antibiotika.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform handelt es sich bei den Antibiotika um 50-

400 U/ml Penicillin und/oder 0,1-0,4 mg/ml Streptomycin.

Bei einem weiteren Aspekt der Erfindung handelt es sich bei der Perfusionsldsung um ein
anti-koaguliertes und nicht-agglutinierendes  Blutplasmapréparat, welches humane
Plasmaproteine, anti-koagulatorisch wirkende Faktoren und Immunglobuline umfasst und bei
dem die pro-koagulatorisch wirkenden Faktoren, Isoagglutinine und instabilen Komponenten

des Blutplasmas entfernt worden sind.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform enthdlt das anti-koagulierte
Blutplasmapriparat Natrium-lonen, Kalium-Ionen, Calcium-Ionen, Magnesium-lonen,

Chlorid-Ionen, humane Serumproteine, Albumin und Immunglobuline.

In einer weiteren bevorzugten Ausﬁihrunésform hat das anti-koagulierte Blutplasmapréparat
folgende Zusammensetzung: Etwa 100-170 mM Natrium-lonen, etwa 1-15 mM Kalium-
Ionen, etwa 1-6 mM Calcium-Ionen, etwa 0,1-4 mM Magnesium-Jonen, etwa 50-200 mM
Chlorid-Ionen, humane Serumproteine, davon etwa 25-45 g/l Albumin, 3-15 g/l IgG, 1-10 g/l
IgA und 0,2-3 g/l IgM Immunglobuline, bei einem pH-Wert von etwa 7,3 bis etwa 7,8 und

einer Osmolaritit von etwa 200-350 mosmol/kg.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform wurde das Blutplasmapriparat mit f3-

Propiolacton und UV-Bestrahlung zur Virusinaktivierung behandelt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform enthilt die Perfusionsldsung Endothel-
Wachstumsfaktoren.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform sind die Wachstumsfaktoren ausgewéhlt aus
der Gruppe bestehend aus epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (FGF), vaskuldrer Endothel-Wachstumsfaktor (VEGF) und Stammzell-
Faktor (SCF).
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In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform enthlt die Perfusionslésung Flavonoide wie

Quercetin oder Rutoside, wie Trihydroxyethyl-Rutosid, oder Derivate davon.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform enthilt die Perfusionslgsung vasodilatorische

Substanzen wie Papaverin, Adenosin oder kardioplegische KCl-Konzentrationen.

Die Erfindung betrifft weiterhin eine Apparatur zur Endothel-konservierenden Behandlung
von isolierten biologischen GefiBen, umfassend eine Kammer (1), ein axial beweglicher
Stempel (6), eine Kaniile (5), ein Vorratsbehilter (7), der Endothel-konservierende
Perfusionsfliissigkeit enthilt und eine Dichtungsvorrichtung (3), wobei die Kaniile mit dem
axial beweglichen Stempel (6) verbunden ist, so dass die Kaniile mit dem Stempel in die
Kammer bewegt werden kann und wobei die Dichtungsvorrichtung (3) ein Ende des Geféfies
umschlieBen kann und die Kaniile mit dem anderen Ende des Gefiéfles verbunden werden
kann, so dass die Endothel-protektive Perfusionslosung aus dem Vorratsbehilter (7),
yorzugsweise unter einem Druckgradienten, selektiv in das biologische GefiB geleitet werden

kann.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform umfasst die Dichtungsvorrichtung

Dichtungsscheiben, die stapelférmig in einer Réndelschraube angeordnet sind.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform haben die Dichtungsscheiben einen

Durchmesser von 1-10 mm und/oder eine Dicke von 0,3-3 mm.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform enthdlt der Apparat zusétzlich eine

Thermostatisierungseinrichtung zum Erwérmen der Perfusionsfliissigkeit.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform ist die Perfusionslésung, welche in der Apparatur

verwendet wird, eine der zuvor genannten und definierten Losungen.

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung einer der zuvor genannten Endothel-protektiven
Perfusionslosungen zur Konservierung von isolierten Hohlorganen oder biologischen
GefiBen, wobei die Perfusionslsung geeignete Bedingungen schafft, um das Endothel-
Gewebe im Lumen der Hohlorgane oder biologischen Gefifle zu erhalten und/oder zu

crncudrn.

13
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Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung der Endothel-protektiven Perfusionslosung
zur Aufrechterhaltung und/oder Reparatur des Endothel-Gewebes in isolierten Hohlorganen

oder biologischen Geféflen,

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der Endothel-protektiven Perfusionslésung zur
Therapie und/oder Vorbeugung von GefidBverschliissen in isolierten Hohlorganen oder

biologische Gefilien.

Die vorliegende Erfindung umfasst des Weiteren Kombinationen der Zusammensetzungen
der hier beschriebenen erfindungsgemil eingesetzten Perfusionslosungen entsprechend ihren
einzelnen Ausfithrungsformen. Der Fachmann wird erkennen, dass die Zusammensetzung der
Endothel-protektiven Perfusionslésung je nach Anwendungsgebiet und Verwendungszweck
variieren kann und zusétzliche Bestandteile enthalten kann, die fiir die Erhaltung der Funktion

des Endothel-Gewebes von Bedeutung sind.

DEFINITIONEN

Unter dem Begriff , Endothel“ oder ,.Endothel-Gewebe* versteht man eine einschichtige

zellulire Auskleidung der biologischen Gefélle und der serésen Hohlen.

Der Begriff ,,Endothelzelle” bezeichnet sowohl ausdifferenzierte im Verband organisierte

Endothelzellen als auch noch nicht ausdifferenzierte Endothel-Vorlduferzellen.

Unter dem Begriff ,, Endothel-protektive Perfusionsldsung” versteht man eine Losung mit der
das Endothel-Gewebe in isolierten Hohlorganen bzw. biologischen GefiBlen behandelt werden
kann, wobei die Konsistenz des Endothel-Gewebes erhalten bleibt. Eine Ablésung oder
Zerstorung des Endothels wird durch Anwendung der Endothel-protektiven Perfusionslésung
verhindert. Durch die erfindungsgemifle Endothel-protektive Perfusionslosung wird die
Teilungsfahigkeit der Endothelzellen sowie die Regenerationsfihigkeit des Gewebes
aufrechterhalten. Die Perfusionslésung hat die Eigenschaft auch in kleinste Gefifle und

GefiBabschnitte einzudringen.
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Unter dem Begriff ,,Endothel-protektiv* wird die Eigenschaft verstanden, dass das Endothel-
Gewebe aufrechterhalten (konserviert), regeneriert und/oder verstdrkt wird, d.h. dass das
Endothel seine Gewebearchitektur und -struktur behdlt oder aufbaut. Darunter fallen
simtliche Endothel-schiitzende und MaBnahmen, die auf das Endothel (Endothel-Gewebe)
fordernd wirken. Davon umfasst ist die Aufrechterhaltung des Zellverbandes des Endothel-
Gewebes, die Aufrechterhaltung der inter-zelluliren Kommunikation wund die
Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Verbindungen. Weiter umfasst der Begriff das Anregen der

Endothelzellen zur Teilung und die Zunahme der Endothelzellmasse pro Fliche.

Der Begriff ,,Perfusionslosung® schlieft eine Losung zur Konservierung von isolierten
Hohlorganen und Gefifen ein. Eine Perfusionslosung kann in synonymer Weise als

,IJnkubationslosung® verstanden werden.

Unter den Begriff ,,physiologische Elektrolytlosung® soll eine wissrige Losung von
Elekirolyten verstanden werden, die in physiologischer Weise in Vollblut anzutreffen sind.
Der Begriff ,,physiologisch® soll hierbei nicht limitierend in Bezug auf die verwendete
Konzentrationen der einzelnen Jonen zu sehen sein. Auch ,unphysiologische®
Konzentrationen, d.h. nicht natiirlich im Organismus auftretende Konzentrationen fallen in
den Umfang der vorliegenden Erfindung. Der Begriff ,physiologisch® umfasst daher
isotonische (synonym fiir ,,isoton“) Losungen, die einen einheitlichen osmotischen Druck und
eine konstante molekulare Konzentration gewihrleisten. Wird zum Beispiel, wie es bei einer
kardioplegischen Losung der Fall ist, der Kalium-Gehalt bzw. KC1-Gehalt erhoht, so muss die
Gesamt-Ionenkonzentration der Losung entsprechend angepasst werden, d.h. die
Konzentration eines anderen Ions in der Losung muss herabgesetzt werden, damit die Lsung
isotonisch bleibt. Bevorzugte Perfusionslésungen sind mit dem Blut bzw. Plasma bei ca. 290

mosm/kg H20 isotonisch.

Unter dem Begriff ,,In-Kontakt-bringen* wird das Inkubation, Einlegen, Durchspiilen oder in
sonstiger Weise mit der Perfusionslosung behandelte Organ oder Gefi verstanden fiir eine
Zeit, die fiir die Erhaltung und/oder Erneuerung des Endothels in den Gefiflen ausreichend

ist.

Unter dem Begriff ,,Hohlorgan“ sollen im Folgenden ganz allgemein innere Organe und

OrgangefiBsysteme in Herz, Darm, Uterus, Niere, Harnblase, Lunge, Leber, Milz etc.
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verstanden werden. Der Begriff ,,Hohlorgan® schliefit aber auch wohl bekannte biologische

GefiBe oder GefiBisysteme ein, wie Blutgefile (Arterien und Venen) und Lymphgefifie.

Unter dem Begriff ,,biologisches GefdB“ oder ,,GefiB* werden sdmtliche mit Endothel-
ausgekleidete korpereigenen (autologen) GefdBe verstanden, die Korperfliissigkeit
transportieren. Insbesondere werden darunter im Sinne dieser Erfindung Blutgefile, wie

Arterien und Venen, sowie LymphgefiB3e verstanden.

Unter einem ,Blutplasmapréparat“ wird der fliissige, nach Entfernen der Blutkérperchen
(durch Zentrifugieren) verbleibende Anteil des ungerinnbar gemachten Blutes verstanden, der

im Gegensatz zum Serum keine Gerinnungsfaktoren enthilt.

Unter dem Begriff ,,Agglutination ist im Sinne der Erfindung die durch spezifische
Antikarper (Agglutinine-vermittelte) Verklebung von Erythrozyten zu verstehen.

Unter dem Begriff ,,hdmolysinfreies oder autologes Serum® wird ein Serum verstanden, in
dem keine Antikérper (Isoagglutinine) vorhanden sind, welche die roten Blutk6rperchen eines
Empfingers binden konnten. Dadurch wird eine Komplementaktivierung und folglich eine
Lyse (Auflosung) der Blutkdrperchen verhindert. In einem autologen Serum, also in einem
vom Patienten selbst stammenden Serum, sind solche Gefihrdungspotentiale naturgemif

nicht vorhanden.

Unter dem Begriff ,,Ndhrstoffsubstrat® wird eine Aminosdure oder Protein verstanden, dass
von der Zelle zur Energiegewinnung in den Energiestoffwechsel verarbeitet wird.
Nihrsubstrate sind {iblicherweise Zucker, Fette oder Aminosduren, die von der Zelle

verbrannt und so zur Energiegewinnung eingesetzt werden.

Unter dem Begriff ,,GefiBBkrankheiten® werden Erkrankungen oder krankhafte Zustinde von
Blutgefiflen verstanden, wie beispielsweise Angiopathie, Vaskulitis, insbesondere Arterien-
und Venenstenosen, Angina pectoris, Myokardinfarkt, (Herzinfarkt), Apoplexie
(Schlaganfall),  Horsturz, Aneurysma,  Arteriosklerose, = Thrombose,  Varikose,
Thrombophlebitis, Claudicatio, Raucherbein und Gangrén.

DETAILIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
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Die vorliegende Erfindung basiert auf der Feststellung, dass die Endothel-Schicht von
biologischen Gefilen fiir die Erhaltung der Gefdfle - auch nach der Transplantation - einen
entscheidenden Faktor darstellt.

Mit dem erfindungsgemifBen Verfahren und einer erfindungsgemdB verwendeten
Perfusionslésung konnen simtliche Endothel-tragende biologische Gefile und Hohlorgane
gezielt behandelt werden, so dass die Struktur und Funktion des Endothel-Gewebes und damit
die Funktion des GefiiBBes oder Hohlorgans erhalten bleiben.

Die Behandlung von isolierten Hohlorganen und biologischen GeféBen mit den unten genauer
beschriebenen Endothel-protektiven Perfusionslsungen und deren Abwandlungen ermdglicht
die Vorbereitung von Organ- und GefiBtransplantaten vor deren Implantation in den Korper
(z.B. bei Tier oder Mensch) fiir einen Organ- und Geféflersatz (Prothese oder Bypass) oder
eignet sich fiir die Reparatur von Lésionen (d.h. Verletzungen) des Endothel-Gewebes in
solchen Hohlorganen oder biologischen Gefdfen. Die gezielte Verwendung einer
Inkubationslosung zur Behandlung von isolierten Organen und/oder Gefilen fiir die
Erhaltung des Endothel-Gewebes im Lumen solcher Organe und/oder Gefile ist neu. Durch
die Behandlung von isolierten Hohlorganen mit einer Albumin-haltigen Losung, kann das
Endothel in den Gefillen konserviert und sogar repariert werden, indem die Endothelzellen im
Zellverband gehalten, stabilisiert und zur Proliferation angeregt werden. Dadurch erh6ht sich
die Lebensdauer der Hohlorgane, wenn diese z.B. als Transplantat bei Operationen in

Patienten eingesetzt werden.

Die hier beschriebenen Endothel-protektiven Perfusionsldsungen eignen sich auch zur
Verwendung fiir die Konservierung von Organen und Geféflen von Saugetieren (Organ- und
GefiBkonservierung) durch Inkubation dieser Organe oder Gefédfle in der Perfusionslosung.
Eine solche Konservierung von Organen oder Gefdllen ist beispielsweise besonders in der
Transplantationschirugie wiinschenswert. Eine Konservierung kann aber auch notwendig sein,
um Organe oder GefiBe fiir einen Transport zu schiitzen und funktionell zu erhalten. Ziel des
erfindungsgemiBen Verfahrens und der dazu benutzen Perfusionslosung ist es, die Funktion,
Leistungsfihigkeit und Bestindigkeit des Organs oder Gefiles zu gewdhrleisten, indem die

luminale Endothelzellschicht aufrecht erhalten oder sogar regeneriert wird.
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Ein funktionales und strukturell intaktes Endothel-Gewebe ermdglicht eine lange
Lebensdauer von GefiB-Prothesen, da auf diese Weise einem Verschluss der Gefille, zum

Beispiel durch Thrombosierung oder sklerotisierende Restenose, vorgebeugt wird.

Die Erfindung betrifft auch eine Apparatur mit der ein isoliertes biologisches Gefdl mit der
Endothel-protektiven Perfusionslosung durchgespiilt werden kann, Mit dieser Apparatur
konnen biologische GefiBe einfach und effizient auf ihre Dichtigkeit tiberpriift werden.
Zudem kénnen zum Beispiel alle Seiteniste des biologischen Gefifles beim Durchspiilen mit
geeigneten Ligationshilfen, wie zum Beispiel Klemmen oder Micro-Clips, zielsicher

gefunden und ligiert werden.

Die hier beschriebenen Ausfithrungsformen der Endothel-protektiven Perfusionslosungen
eignen sich daher zur Verwendung fiir die Vorbereitung von biologischen Gefifien als
Transplantate fiir die Behandlung von GefiBkrankheiten. Solche GefiBkrankheiten oder
krankhafte Zustinde sind zum Beispiel Angiopathie, Vaskulitis, insbesondere Arterien- und
Venenstenosen, Angina pectoris, Myokardinfarkt, (Herzinfarkt), Apoplexie (Schlaganfall),
Horsturz, Aneurysma, Arteriosklerose, Thrombose, Varikose, Thrombophlebitis, Claudicatio,

Raucherbein und Gangrén.

Die Endothel-protektive Perfusionslosung eignet sich weiterhin zur Reparatur von
Endothelldsionen im OrgangefiBsystem von Hohlorganen und/oder in biologischen Gefillen
oder zur Konservierung ganzer Organe oder GefiBe oder Teilen davon zum Zwecke der

Haltbarmachung bei Operationen, Transplantationen, Lagerung oder Transport.

Die mit der erfindungsgemiBen Endothel-protektiven Perfusionslosung behandelten
Hohlorgane bzw. biologische Gefife weisen ein ungeschédigtes Endothel und eine
verbesserte Perfundierbarkeit der GefiBe im Vergleich zu unbehandelten oder mit
herkémmlichen Losungen, z.B. physiologischer =~ Kochsalzlosung (Saline),
Bretschneiderldsung, University of Wisconsin (UW)-Losung, Carolina Rinse-Lésung und
HTK-Lésung durchspiilten bzw. inkubierten Hohlorgane oder Gefilen auf. Durch die
erfindungsgem#Be Verwendung der hier beschriebenen Perfusionslésungen wird eine frithe
Thrombosierung (Verschluss) des betreffenden Gefifies verhindert oder zumindest zeitlich

verzdgert.
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Die mit dem erfindungsgeméBen Verfahren behandelten isolierten Hohlorgane bzw.
biologische Gefifle haben daher gegeniiber den bisher auf dem Gebiet der Organ- und
GefiBtransplantation eingesetzten Hohlorganen oder biologischen Gefilen den Vorteil, dass
das Endothel-Gewebe des behandelten Hohlorgans oder Geféfles intakt bleibt und sich sogar
bei einem beschddigten Endothel-Gewebe regeneriert (z.B. durch Anregung der Proliferation

von Endothelzellen).

Bei der Behandlung des Endothels mit einer erfindungsgeméBen Perfusionslosung findet
somit auch eine Erneuerung des Endothel-Gewebes fest. Die Endothelzellen behalten ihre
Teilungsfihigkeit und sind sogar in der Lage, Endothelldsionen der Hohlorgane bzw.
biologischen Gefiie zu reparieren, was durch Anregung der Proliferation der Endothelzellen
erreicht wird. Unbehandelte oder in der chirurgischen Praxis mit herkémmlicher
physiologischer Kochsalzlosung behandelte Gefifle fiihren dagegen zu einer Lision oder
bereits innerhalb der ersten Stunde nach Behandlung zu einer vollstindigen Ablosung des
Endothels.

Durch das erfindungsgemiBe Verfahren ist es weiterhin moglich, das mit einer hier
beschriebenen Endothel-protektiven Perfusionslésung behandelte Hohlorgan bzw. biologische
Gefile fiir laingere Zeit, d.h. fiir eiﬁen Zeitraum bis zu mehreren Tagen, aufzubewahren oder
zu lagern. Dies ermdglicht eine einfache Handhabung bei der Lagerung der Gefifle, eine
vereinfachte logistische Versorgung bei Transplantations- oder Bypass-Operationen sowie

eine bessere Planung derartiger Eingriffe.

Die erfindungsgemiBe Endothel-protektive Perfusionslosung umfasst in seiner
Grundzusammensetzung eine physiologische Elektrolytlosung, mindestens 0,1 Gew.-%

natives Albumin und ein Nahrstoffsubstrat, wie z.B. L-Glutamin (2,5-10 mM).

Mit diesen Grundbestandteilen der erfindungsgemifen Perfusionslosung (= Grundlosung)
lasst sich {iberraschenderweise bereits eine Endothel-konservierende bzw. Endothel-
erhaltende Wirkung in isolierten biologischen Geféfen feststellen (siehe dazu Beispiele 1 und
2). Die physiologische Elektrolytlosung enthélt als Elektrolyte mindestens Magnesium-Ionen
(Mg*"), Chlorid-Tonen (CI) und Calcium-Ionen (Ca?") innerhalb eines physiologischen
Konzentrationsbereichs. Vorzugsweise enthilt die physiologische Elektrolytldsung eines oder

mehrere der folgenden Ionen: Kalium-Ionen (K*), Natrium-Ionen (Na"), Sulfat-Tonen (SO4*)
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und, Phosphat-Ionen (PO,>). Bei Zugabe von weiteren Bestandteilen, die unten stehend niher
beschrieben werden, wird die positive Wirkung auf das Endothel-Gewebe weiter verstérkt.
Die Wirksamkeit der erfindungsgemifRen Endothel-protektiven Perfusionslsung ldsst sich
durch die Kombination von Albumin, den Salzen der Elektrolytldsung, insbesondere durch
das Vorhandensein von Calcium (Ca®*) und einem Nahrstoffsubstrat erkldren. Calcium ist zur
Aufrechterhaltung der Funktion des Endothel-Gewebes notwendig, weil die Struktur von
dessen Glykokalyx in Gegenwart von Ca?" aufrechterhalten wird. Diese Struktur schafft das
notwendige Mikromilieu auf der Endotheloberfliche, die fiir die physiologische Funktion und
Aktivitit vieler Endothel-Enzyme, Membrantransporter, Jonenkanile und Rezeptoren wichtig

ist.

Die zugesetzte Aminosdure Glutamin (L-Glutamin oder D-Glutamin) wird in der
Grundzusammensetzung der erfindungsgeméfien Perfusionslésung als Néhrstoffsubstrat
eingesetzt. Es dient daneben vor allem dem Zweck, dass sich speziell Endothelzellen, die
stindig hochreaktive Sauerstoffmetabolite wie Wasserstoffperoxid, Sauerstoffradikale und
Stichstoffmonoxid produzieren, auf noch nicht gekldrte, aber eindeutig demonstrierbare

Weise gegen diese Oxidantien besser schiitzen kdnnen, wenn Glutamin verfiligbar ist.

Albumin ist ebenfalls ein essentieller Bestandteil der erfindungsgeméBen Perfusionslosung
und uw.a. fiir die Endothel-konservierende Wirkung der Losung verantwortlich. So erniedrigt
Albumin die an der Oberfliche des Endothels bei einer Durchspiilung von (Blut)-Geféfien
herrschenden ,,Scherkriifte und die Oberflichenspannung, welche ansonsten eher eine
Abkugelung statt Ausbreitung der Endothelzellen begiinstigen wiirden. Beide physikalischen
GroBen (Krifte) sind fiir eine mdogliche Ablgsung von Endothelzellen verantwortlich.
Albumin wirkt daher in gewisser Weise in den GefiBen wie das ,,Schmierdl® in Maschinen.
Die von den Chirurgen verwendeten sogenannten ,kristalloide” (= Protein-freie)
Spiillésungen, wie physiologische Kochsalzlsung oder kardioplegische (weil stark Kalium-
haltige) ,Bretschneider-Losung®, konnen diese hohen  Scherkrifte und die

Oberflachenspannung nicht in dem erforderlichen Mafle verringern.
Eine Kombination von Nahrstoffsubstrat (z.B. Glutamin) und Albumin zum Zwecke der

Aufrechterhaltung des Endothels ist allein schon deshalb erforderlich, weil eine erhoéhte

Scherkraftbelastung des Endothels in Albumin-freier L3sung einen héheren Energieumsatz
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und Energiebedarf des Endothels notwendig macht, da vermehrt Energie fiir das Festhalten

der Endothelzellen an der GefiiBwand aufgewendet werden muss.

Weitergehende Untersuchungen mit dem erfindungsgeméfien Verfahren zeigten, dass
Plasmaderivate, die keine Gerinnungsfaktoren und agglutinierenden Faktoren, wie z.B.
Agglutinine (zB. agglutinierende Antikdrper, Himagglutinine, Lectine, H&molysin,
Phythdmagglutinine), Komplementfaktoren, Entziindungsmediatoren oder Blutgruppen-
spezifische Antikorper enthalten, fiir die Behandlung von isolierten Hohlorganen oder
biologischen GefiBen besonders bevorzugt sind. Die Anwesenheit solcher Faktoren in einer
Perfusionslosung konnte zu unerwiinschten Reaktionen mit und auf der Oberfliche von
Endothelzellen der GefiBe fithren. Denkbar wire zum Beispiel die Anlagerung von
AntikSrpern an Antigene auf der Oberfliche von Endothelzellen, wodurch es zu einer
Komplement-vermittelten Lyse dieser Zellen kéme. Die Bildung von Immunkomplexen unter
Komplementaktivierung kann jedoch auch zu einer Thrombose fiihren. Dies hitte wiederum
eine frithere Finengung oder Verschluss des behandelten Gefilles zur Folge, mit der
Konsequenz, dass zB. Gefi- oder Organtransplantate ein weiteres Mal ersetzt werden
missen. Daher sind Serumpréparate bzw. —lésungen besonders bevorzugt, da hier die
Gerinnungsfaktoren, welche die Blutgerinnungskaskade in Gang setzen konnten, im

Wesentlichen nicht mehr vorhanden sind.

Auch Blutplasmapriparate sind als Endothel-protektive Perfusionsldsungen zur
Konservierung des Endothels in dem erfindungsgemiBen Endothel-protektiven Verfahren
bzw. fiir die erfindungsgemiBen Verwendungen einsetzbar und besonders bevorzugt. Viele
spezielle Proteine des normalen Blutplasmas erfilllen n#mlich zusitzlich bestimmte
Funktionen, welche sich giinstig auf die Endothelfunktionen auswirken kénnen: Transferrin
und Ceruloplasmin wirken zum Beispiel als Transportproteine fiir Eisen- bzw. Kupferionen
und Hormon-Transportproteine begiinstigen wesentliche Enzymfunktionen am Endothel oder
Signaltranduktionsprozesse in Endothelzellen. Auch Wachstumshormone sind ein wichtiger
Bestandteil, welche die Zellteilungen als Voraussetzung der Reparatur und Abdeckung von

Endothel-geschidigten Gefifwinden beglinstigen.

Solche Blutplasmapriparate zeigen gegeniiber der zuvor genannten Grundldsung und deren
besonderen Ausfiihrungsformen eine noch gesteigerte Endothel-konservierende Wirkung, was

vermutlich auf zusitzliche im Blutplasma vorhandene Faktoren, wie z.B. Wachstumsfaktoren,
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zurtickzufiihren ist, welche sich giinstig auf die Erhaltung des Endothel-Gewebes im Lumen
der Gefifle auswirken. Blutplasma besteht natlirlicherweise zu etwa 90% aus Wasser, etwa
8% Proteinen, wie Albumin (ca. 40 g/l), Globulin (ct1-Globulin, a2-Globulin, B-Globulin, y-

Globulin), Transportvehikel wie Hormone und Bilirubin sowie Gerinnungsfaktoren.

In dem erfindungsgemifBen Verfahren und in den erfindungsgeméfien Verwendungen sind
solche Blutplasmapriparate bevorzugt, bei denen die zuvor genannten Faktoren, wie
Gerinnungsfaktoren, agglutinierenden Faktoren, wie z.B. Agglutinine, Komplementfakioren,
Entziindungsmediatoren oder Blutgruppen-spezifische Antikérper nicht mehr vorhanden sind

und die frei von toxischen Lipiden und Keimen, wie Viren oder Bakterien, sind.

In der Grundzusammensetzung der Perfusionslosung wird als Elektrolytldsung vorzugsweise
eine den physiologischen anorganischen Salzbestandteilen des gesunden humanen
Blutplasmas entsprechende Elektrolytlosung verwendet. In einer moglichen Ausfithrungsform
der Erfindung wird der Bicarbonatanteil herkémmlicher Elektrolytldsungen durch

dquimolares Histidinchlorid ersetzt.

Die erfindungsgemiBe Elektrolytlosung umfasst die folgende Zusammensetzung: 100-150
mM NaCl; 1-15 mM KCI; 0,1-4 mM MgSQy; 0,5-2 mM KH,POy, 24-48 mM Histidin-Cl und
1-3 mM CaCl,. Eine bevorzugte Zusammensetzung der Elektrolytlosung umfasst: 140 mM
NaCl; 4,5 mM KCL 1,2 mM MgSOy, 1,2 mM KH,PO4, 24 mM Histidin-Cl; 2,5 mM CaCl,.
Das Histidin-Cl kann auch durch 24 mM Bikarbonat ersetzt werden. Die Calcium-
Konzentration in der Ldsung kann in isotonischer Weise auf einen Wert von 0,01-0,1 mM

herabgesetzt werden.

In atmosphérischer Luft betrigt der pH-Wert der Elektrolytlosung 7,2 bis 7,8 und wird
vorzugsweise auf den Normalwert des arteriellen Blutes (pH = 7,4 +/- 0,04) eingestellt. Die
Einstellung des pHs erfolgt vor der Zugabe von CaCl, als zuletzt zugesetzte Komponente der
Losung. Die Einstellung des pHs kann zum Beispiel durch einen Puffer erfolgen, der eine
oder mehrere Sduren und/oder Basen enthilt. Beispiele solcher Puffersubstanzen sind Lactat

und/oder Bikarbonat.

Zur Energieerhaltung des endothelialen Stoffwechsels sind in der erfindungsgemifen

Perfusionslosung Energiesubstrate, vorzugsweise 2-10 mM Glukose und/oder 1-10 mM
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Pyruvat, enthalten. Diese FEnergiesubstrate alleine ermoglichen eine ausreichende
Bereitstellung von Stoffwechselenergie fiir das Endothel-Gewebe, selbst unter nahezu
hypoxischen Bedingungen (pO, < 10 mm Hg). Bevorzugte Konzentrationen der
Energiesubstrate sind 8 mM Glukose und/oder 2 mM Pyruvat. Die physiologische
Elektrolytlosung enthdlt in einer weiteren Ausfilhrungsform der erfindungsgemifien
Perfusionslésung Heparin oder andere Antikoagulantien, wie Heparin, Heparinoide, Cumarin
(Vitamin K-Antagonist), in einer gerinnungshemmenden Konzentration. Ubliche
gerinnungshemmende Konzentrationen fiir hochmolekulares Heparin sind 0,2-0,6 U/ml,
vorzugsweise 0,4 U/ml im Falle von Humanblut. Eine weitere Ausfithrungsform der
Erfindung verwendet niedermolekulares Heparin, wie zum Beispiel das von Pharmacia Ltd.
bereit gestellte Heparin, zu 100 pl/100 ml. Weiterhin kénnen jeweils 50-100 pM Harnséure
und/oder  Ascorbat als exogene Reduktionsmittel  gegen  reaktionsfreudige

Sauerstoffverbindungen als Antioxidantien zugesetzt werden.

Eine Konzentration von bereits 0,1 Gew.-% nativem Albumin fithrt zu einer betréchtlichen
Stabilisierung des Endothel-Gewebes. ,,Natives Albumin“ bedeutet, dass das Albumin in
seiner natiirlichen (nativen) Form vorliegt und bevorzugt durch chromatographische
Verfahren und nicht durch Anwendung von Hitze aufgereinigt worden ist. Bevorzugt ist
natives Human-Albumin. Experimentell lisst sich die Wirkung von Albumin auf die
Stabilisierung des Endothel-Gewebes mikroskopisch im Phasenkontrast und mittels
Zeitrafferkinematographie ermitteln (siehe Beispiel 2). Dabei hat sich natives Albumin im
Vergleich zu hitzebehandeltem Albumin als vorteilhaft herausgestellt. Natiirliches Albumin
kann beispielsweise in einem Konzentrationbereich von 10-50 g/l, vorzugsweise 30-45 g/l

und am meisten bevorzugt bei etwa 40 g/l vorhanden sein.

Die Dichtigkeit des Endothelrasens kann durch Bestimmung der hydraulischen Konduktivitit
(Lp [ecm/s/em H,0]) quantitativ gemessen werden. Im Vergleich zu den mit der
erfindungsgemaBen Perfusionslosung behandelten Endothel-Schichten, verlieren die in Saline
oder in ,Bretschneider“-Losung behandelten Endothel-Schichten ihre Dichtigkeit

vollkommen, weil sich die Einzelzellen sehr schnell kugelig von der Oberfléche ablosen.

Eine weitere Ausfiihrungsform der Endothel-protektiven Perfusionslésung der Erfindung

enthilt den Zusatz von homologem Himolysin-freien oder autologem Serum an Stelle von
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Albumin, In diesem Fall braucht kein zusitzliches natives Albumin zugesetzt werden, da

dieses bereits im Serum vorhanden ist.

Eine iiber mehrere Tage nicht abnehmende Stabilisierung der nativen Dichtigkeit der
Endothelzellen lisst sich erreichen, wenn der Elektrolytlssung homologes Hamolysin-freies
Serum oder autologes Serum zugesetzt wird. Das Serum ist bevorzugt frei von Lipoprotein.
Unverdiinntes autologes Serum besitzt eine Albuminkonzentration von mindestens 6 Gew.-%,
das entsprechend der erfindungsgemifen Perfusionslosung auch bei stérkerer Verdinnung die
Aufgaben des nativen Albumins iibernehmen kann. AuBerdem enthdlt humanes Serum
zahlreiche Wachstumsfaktoren in wirksamen Konzentrationen (z.B. jeweils > 0,1 ng/ml
bEGF, TGF, VEGF). Der Endothel-protektiven Perfusionslosung wird eine Konzentration von
1-10 Vol-% homologem Hiamolysin-freien Serum oder autologem Serum zugesetzt.
Vorzugsweise betrigt die Serumkonzentration 5-10 Vol-%. Schon bei einer Konzentaration
von 1 Vol-% autologem oder homologem Hémolysin-freien Serum lésst sich eine erkennbare
Verbesserung der Stabilisierung der Endothel-Dichtigkeit feststellen. Besondere
Ausfiihrungsformen der Erfindung haben eine Serum-Konzentration von 2,5 Vol-%, 5 Vol-%
oder 10 Vol-% (Vol-% = Serumproteinanteil/l Losung)

Das in der Endothel-protektiven Perfusionslosung enthaltene L-Glutamin kann in
verschiedenen Ausfithrungsformen der Erfindung eine Konzentration von 2,5 mM, 5 mM

oder 7,5 mM haben, wobei eine Konzentration von 2,5 mM L-Glutamin bevorzugt ist.

Bei einer weiteren Ausfilhrungsform der Erfindung enthdlt die Endothel-protektive
Perfusionsldsung zusitzlich Antibiotika in bakteriziden Konzentrationen. Bevorzugt sind zum
Beispiel 100-400 U/ml Penicillin und/oder 0,1-0,4 mg/ml Streptomycin, wobei 200 U/ml

Penicillin und 0,2 mg/ml Streptomycin am meisten bevorzugt sind.

Eine bevofzugte Perfusionslosung, die zur Endothelkonservierung und Endothel-Erneuerung
.eingesetzt werden kann hat folgende Zusammensetzung: Physiologische (isotonische)
Elektrolytlssung (127 mM NaCl; 4,6 mM KCI; 1,1 mM MgSO;; 1,2 mM KH,PO4; 24 mM
Histidin-Cl; 2 mM CaCl, (pH auf 7,40 vor Zugabe von CaCly); 0,1% Albumin und 2,5 mM L-
Glutamin, 2 mM Na-Pyruvat, 8 mM Glucose, 200 U/ml Penicillin und 0,2 mg/ml
Streptomycin, niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin von Pharmacia Ltd.: 100 ul/100 ml

fertige Losung) und zusitzlich jeweils 50 pM Harnsdure und Ascorbat.
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Ein weitere sehr wirksame und in den Beispielen getestete Losung fiir den Einsatz in den
erfindungsgemifRen Verfahren oder fiir die erfindungsgemiBe Verwendung hat die folgende

Zusammensetzung:

127 mM NaCl; 4,6 mM KCI; 1,1 mM MgSOy. 1,2 mM KH,PO4; 24 mM Histidin-Cl; 2 mM
CaCl,, 10 Vol-% Lipoprotein-freies, Hamolysin-freies, homologes Serumpriparat aus einem
Pool von Blutpriparaten, 2,5 mM L-Glutamin, 2 mM Na-Pyruvat, 8 mM Glucose, 200 U/ml
Penicillin und 0,2 mg/ml Streptomycin, niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin von
Pharmacia Ltd.: 100 pl/100 ml fertige Losung) und zusitzlich jeweils 50 pM Harnséure und
Ascorbat.

Daneben kann zu der erfindungsgemifBen Perfusionslésung eine wirksame Menge einer oder
mehrerer Flavonoid-Verbindungen (bzw. Derivate davon) zugesetzt werden, was
mikrozirkulatorische ~ Komplikationen  (zB.  Endothelldsionen),  welche  durch
Freisetzungsprodukte von simultan aktivierten Granulozyten oder Thrombozyten verursacht
werden, in den GefiBlumen verhindern. Bevorzugte und in dem erfindungsgeméifien
Verfahren getestete Flavonoide sind Quercetin (etwa 50-250 pM) und Rutosiverbindungen,
insbesondere Trihydroxyethyl-Rutosid (etwa 50-250 pM) in wirksamen Konzentrationen.

Eine besonders bevorzugte Losung fiir die Endothelerhaltung und fiir die Regenerierung der
Endothel-Schicht bei  mikrozirkulatorische  Komplikationen hat die folgende
Zusammensetzung: Isotonische Elektrolytlssung (127 mM NaCl; 4,6 mM KCI; 1,1 mM
MgSOy, 1,2 mM KH,PO4; 24 mM Histidin-Cl; 2 mM CaCl, (pH auf 7,40 vor Zugabe von
CaCly); 0,1% Albumin und 2,5 mM L-Glutamin, 2 mM Na-Pyruvat, 8 mM Glucose, 200
U/ml Penicillin und 0,2 mg/ml Streptomycin, niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin von
Pharmacia Ltd.: 100 pl/100 ml fertige Losung) und zusétzlich 100 uM frisch zugesetztes
Quercetin. Statt Quercetin kann auch 100 pM Trihydroxyethyl-Rutosid zugesetzt werden.

In der chirugischen Praxis wére es wiinschenswert, auch die Spasmenbildung von Gefdllen zu
verhindern bzw. zumindest zu verringern., Dies kann durch Zusatz von wirksamen Mengen
von Vasodilatoren wie Papaverin oder Adenosin bewirkt werden. Bevorzugt sind 50-200 uM

Papaverin. Eine Konzentration von 100 uM Papaverin ist besonders bevorzugt. Adenosin
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wird bevorzugt in Konzentration von 0,5 bis 2 mM zugesetzt, wobei 1 mM besonders

bevorzugt ist.

Eine besonders bevorzugte und in den erfindungsgemifBen Verfahren und Verwendungen
eingesetzte Losung hat folgende Zusammensetzung: 127 mM NaCl; 4,6 mM KCI; 1,1 mM
MgSOq; 1,2 mM KH,PO,; 24 mM Histidin-Cl; 2 mM CaCl, (pH auf 7,40 vor Zugabe von
CaCly); 0,1% Albumin und 2,5 mM L-Glutamin, 2 mM Na-Pyruvat, 8 mM Glucose, 200
U/ml Penicillin und 0,2 mg/ml Streptomycin, niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin von
Pharmacia Ltd.: 100 pnl/100 ml fertige Losung) und zusitzlich 100pM Papaverin (oder 1 mM

Adenosin).

Speziell in der kardiochirugischen Praxis, z.B. bei Herztransplantationen, wire es auch
wiinschenswert, das Herz wihrend der Entnahme und bei der Inkubation in der
erfindungsgemifBen Perfusionsldsung ruhig zu stellen, so dass die Kontraktionen des Herzens
aufhdren. Dies kann durch erhthte Kalium-Konzentrationen in der Perfusionslosung erreicht
werden. Eine solche Losung nennt man auch kardioplegische Losung, da sie die elektrische
Aktivitit des Herzens hemmt und damit die Kontraktion verhindert. Dabei ist zu beachten,
dass kardioplegische Losungen moglichst isotonisch sind, d.h. sie sollten die selben
molekularen Konzentrationen aufweisen, um Schidden der Gefifiwinde oder die
Funktionalitit des Organs zu vermeiden. Bereits bei Kalium-Konzentration von mehr als 6
mM stellt man eine Abnahme der Kontraktion des Herzéns fest. Bei einer Konzentration von
8 mM tritt eine nahezu vollstindige Lihmung des Herzens ein. Diese Ruhigstellung des

Organs ermdglicht eine leichte Handhabung durch den Chirugen wihrend der Einpflanzung.

Die fertige Losung kann ohne Wirkungsverlust monatelang bei einer Temperatur von 4 °C
und in vélliger Dunkelheit gelagert werden. Eine Sterilisation zur Freihaltung von Keimen in

der Losung kann zum Beispiel iiber Sterilfilter erfolgen.

In einer weiteren Ausfilhrungsform kann in dem Endothel-protektiven Verfahren zur
Behandlung von isolierten Hohlorganen oder biologischen Geféflen der vorliegenden
Erfindung ein Blutplasmapriparat verwendet werden. Uberraschenderweise wurde von den
Erfindern gefunden, dass die einer solchen Serum-artigen-Losung (Blutplasmapréparat)
zukommenden inhibitorischen und modulierenden Eigenschaften offensichtlich fiir den Erhalt

der Endothel-Zell-Integritit forderlich sind. Im Vergleich zur Grundzusammensetzung der
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Endothel-protektiven Perfusionsldsung, die eine physiologische Elektrolytlosung, ein
Niahrstoffsubstrat und Albumin enthiilt und die bereits eine gute Endothelerhatlung zeigt
(siche Beispicele), kann die Wirksamkeit auf die Konservierung und Erhaltung des Endothels
in Hohlorganen durch Verwendung eines homologen anti-koagulierten Blutplasmapréparats
anstelle des Albumins, weiter gesteigert werden. Bevorzugt ist daher eine Perfusionslésung,
bei der das native Albumin in der Grundzusammensetzung der Endothel-protektiven
Perfusionslosung durch ein anti-koaguliertes Blutplasmapréparat ersetzt wird, welches
humane Plasmaproteine, anti-koagulatorisch wirkende Faktoren und Immunglobuline umfasst
und bei dem die pro-koagulatorisch wirkenden Faktoren, Isoagglutinine und instabilen
Komponenten des Blutplasmas entfernt worden sind. Solche instabilen Faktoren sind z.B.

Lipoproteine und andere toxische Lipide.

Dabei ist wegen der Aufrechterhaltung der physiologischen Calcium-Konzentration

heparinisiertes (d.h. mit Heparin behandeltes) Blutplasma bevorzugt.

Unter einem Blutplasmapriparat wird eine Blutplasmal6sung verstanden, die aus dem
Blutplasma von isoliertem Vollblut hergestellt worden ist und eine isotone 5 Vol-% Losung
humaner Serumproteine darstellt. Als Vollblut kommt bevorzugt das Blut von Sdugetieren in
Betracht, insbesondere humanes Vollblut von gesunden Spendern (z.B. ein Pool von
gesunden 1000 Spendern). Ein Blutplasmapriiparat enthélt neben Wasser (ca. 90%),
anorganische Elektrolyte (z.B. Natrium-, Kalium-, Calcium-, Magnesium-, Chlorid-Ionen)
auch Nihrstoffsubstrate wie Aminosiduren, Zucker und Fettsduren und natives Albumin ist
daher im Sinne der vorliegenden Erfindung verwendbar. AuBerdem enthélt das Plasma viele
wichtige Transportproteine (z.B. Transferrin, Coeruloplasmin etc.). Ein solches
Blutplasmapréiparat ist bevorzugt ein nicht-agglutinierendes und anti-koaguliertes
Blutplasmapriparat, bei dem die Blutgerinnung durch Zugabe von Blutgerinnungs-
hemmenden Substanzen gehemmt wird bzw. gar keine oder nur wenige Gerinnungsfaktoren
noch vorhanden sind. Solche anti-koagulatorisch wirksame Substanzen sind beispielsweise
Antithrombin III, zusammen mit Heparin und Heparinoide. Auch mit Oxalsdure, EDTA oder
Citrat und freien Ca-Ionen befreite Blutplasmapréparate sind fiir eine Verwendung bei der

Endothel-Erhaltung in isolierten Organen oder Gefiflen im Sinne der Erfindung umfasst.

In dem erfindungsgemiBen Verfahren, bei dem isolierte Hohlorgane und biologische Gefifle

fiir Transplantationszwecke mit der Endothel-protektiven Perfusionslosung behandelt werden,
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sind auBerdem solche Blutplasmapriparate bevorzugt, bei denen instabile Komponenten, wie
toxische Lipide oder Lipoprotein, sowie eine Immunreaktion auslésende Faktoren (z.B.
Blutgruppen-spezifische Antikérper) und Keime, wie Viren und Bakterien, durch

entsprechende MaBnahmen, die auf dem Gebiet bekannt sind, entfernt worden sind.

Ein typisches erfindungsgem#B eingesetztes Blutplasmapréparat umfasst bevorzugt die

folgendenden ionischen Bestandteile:

Etwa 100-170 mM Natrium-Ionen, etwa 1-15 mM Kaliﬁm-Ionen, etwa 1-6 mM Calcium-
Ionen, etwa 0,1-4 mM Magnesium-Ionen, etwa 50-200 mM Chlorid-Ionen. Besonders
bevorzugt sind ungefshr 150 mM Natrium-lonen, ungefihr 4 mM Kalium-lonen, ungeféhr 2
mM Calcium-Ionen, ungefihr 1 mM Magnesium-Ionen, ungefahr 110 mM Chlorid-Ionen.

Weiter umfasst ein solches Blutplasmapriparat natiirliches Albumin, z.B. in
Konzentrationsbereichen von etwa 25-45 g/, tiblicherweise etwa 30-40 g/l, am meisten
bevorzugt etwa 32 g/l.

Daneben enthilt das Blutplasmapriparat {iblicherweise Immunglobuline, wobei der Gehalt an
Immunglobulin G etwa 3-15 g/, IgA 1-10 g/l, und IgM etwa 0,2-3 g/l sein kann.
Vorzugsweise enthilt das Blutplasmapriparat etwa 7 g/l IgG, 1,7 g/l IgA und etwa 0,5 g/l
IgM.

Der pH-Wert des Blutplasmapréparats entspricht etwa 7,3-7,8 und ist vorzugsweise 7,4.
Bevorzugt hat die Blutplasmaldsung eine Osmolaritit von 200-350 mosmol/kg, bevorzugt

etwa 288 mosmol/kg.

Eine besonders bevorzugte Ausfilhrungsform des erfindungsgemdfl eingesetzten
Blutplasmapriparats umfasst die folgende Zusammensetzung: 150 mM Natrium-Ionen, 3,65
mM Kalium-Ionen, 1,97 mM Calcium-Ionen, 1 mM Magnesium-Ionen, 107 mM Chlorid-
Tonen, 32 g/l Albumin, Immunglobuline IgG 7 g/l, IgA 1,7 g/l, und IgM 0,5g/1 und 51 g/l

Gesamt-Protein und natiirliche im Blutplasma enthaltende Nahrstoff- und Energielieferanten.

Eine besonders bevorzugte Ausfithrungsform des Blutplasmapriparats ist eine isotonische

5%-ige Losung humaner Serumproteine, hergestellt aus dem Plasma von gesunden Spendern.
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Das Priparat enthilt vollstandige und biologisch intakte Immunglobuline in stabiler Form,
Albumin und Transport- und Inhibitorproteine im natiirlichen Konzentrationsverhéltnis. Zur
Gewihrleistung einer guten Lagerstabilitit ist das Préparat bevorzugt Lipoprotein-frei,
Hiamolysin-frei und frei von Gerinnungsfaktoren. Eine bevorzugte Ausfihrungsform eines
solchen Priparates umfasst die folgende Zusammensetzung: Etwa 3,65 g/l Natrium-Ionen,
0,16 g/l Kalium-Ionen, 0,08 g/l Calcium-Ionen, 0,02 g/l Magnesium-Ionen, 3,65 g/l Chlorid-
Tonen, 50 g/l humane Serumproteine, davon ca. 31 g/l Albumin, ca. 10 g/l Immunglobuline
des Menschen mit IgG ca. 7,1 g/l, IgA ca. 1,55 g/l, und IgM ca. 0,48 g/l und Wasser. Die
Isoagglutinintiter der Losung (Anti-A und Anti-B) betragen bevorzugt <= 1:64.

Fiir das erfindungsgemiBe Verfahren oder die erfindungsgemiBen Verwendungen ist das
Blutplasmapriparat als Perfusionslésung Pyrogen-frei und wurde durch Viren- und/oder
Bakterien-inaktivierende Mafinahmen (Behandlung mit (-Propiolacton und UV-Licht,
Erwirmung auf 37°C) behandelt.

Bevorzugt zeigt die Blutplasmalésung keine anti-komplementire, koagulatorische oder

agglutinierende Aktivitit mehr.

Die Verwendung eines anti-koagulierten Blutplasmapriparats anstelle des zugesetzten
Albumins in der Grundzusarhmensetzung der erfindungsgemiBen Perfusionslgsung zeigt eine
hervorragende  Endothel-konservierende =~ Wirksamkeit, die im  Vergleich  zur
Grundzusammensetzung sogar nochmals gesteigert ist. Dies ist vermutlich auf die weiter im
Plasma vorhandenen Serumproteine zurtickzufiihren, welche u.a. bei dem Stofftransport eine

wichtige Rolle spielen.

Im folgenden wird ein bevorzugtes Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemifien
Endothel-konservierenden Perfusionslosung auf Grundlage eines Blutplasmapréparats

beschrieben:

Das Verfahren umfasst die Bereitstellung von Blutplasma (z.B. von einem S#ugetier wie
Pferd oder Rind, bevorzugt vom Menschen). Das humane Blutplasma kann von mehreren
verschiedenen Spendern stammen und wird als Mischpréparat gesammelt (Plasma-Pool). Das
Kryoprizipitat wird vorzugsweise unter Verwendung von Zentrifugation bei einer Temperatur

von etwa 5°C von den fliissigen Blutplasmabestandteilen abgetrennt. Als ein Bestandteil der

29



WO 2004/110145 PCT/EP2004/006309

Virusinaktivierung wird das verbleibende Blutplasmas mit B-Propiolacton behandelt, d.h. B-
Propiolacton wird in fliissiger Form dem Blutplasma-Pool zugegeben. Zur weiteren
Virusinaktivierung wird das mit p-Propiolacton behandelte Plasma mit Hilfe einer UV-
Bestrahlungsapparatur mit ultraviolettem (UV)-Licht behandelt. Anschliefend werden
gerinnungsaktive (d.h. koagulatorische) Proteine durch Anionen-Austauschchromatographie,
" z.B. unter Hinzunahme einer DEAE Sephadex-Séule, abgetrennt. Im weiteren kann eine
Tiefen- und Sterilfiltration erfolgen, was eine Lagerung der Plasmaproteinldsung tiber einen
lingeren Zeitraum (mehr als 21 Tage) bei einer Temperatur von 22°C ermdglicht. Eine
nachfolgende Behandlung mit Aerosil® bewirkt die Adsorption lagerstabiler Proteine und
Lipide. Diese Behandlung fiihrt auch zum Entfernen von méglicherweise noch vorhandenen
Viren. Bs folgt eine Dia- und Ulirafiltration, was die Finstellung der Proteinldsung
ermdglicht. Auf dieser Stufe erfolgt die Einstellung des pH-Wertes und eine Sterilfiltration,
was eine Lagerung des Zwischenprodukts fiir etwa 30 Tage bei einer Temperatur von 37° C
moglich macht. Mehrere Zwischenprodukte von dieser Stufe konnen miteinander kombiniert
(,.gepoolt) werden, um so zu dem endgliltigen Blutplasmapréparat zu gelangen. Dieses
Blutplasmapriiparat ist pyrogenfrei und virenfrei und kann in dem erfindungsgeméfen
Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung von isolierten Hohlorganen oder
biologischen GefiBen bzw. fiir die genannten Verwendungen, d.h. zur Behandlung oder
Konservierung von Organen oder Gefifen fiir die Vorbereitung als Organ- oder
GefiBtransplantate oder zur Reparatur von Verletzungen des Endothel-Gewebes, eingesetzt

werden.

Der Fachmann wird erkennen, dass in den oben genannten Verfahren und Verwendungen, die
Perfusionslosungen bzw. Inkubationsldsungen in modifizierten Formen verwendet werden
konnen. So kann sich die Perfusionslésung in ihrer Salz- und Protein-Zusammensetzung
unterscheiden. Auch Losungen, die entweder natirlich vorkommende oder kiinstlich
zugesetzte Aminosiuren, Lipide, Kohlenhydrate, Nukleinséduren (RNA, DNA), Peptide wie
z.B. Gelatinepriparate, Hormone und Pflanzenstoffe wie z.B. Dextrane, Liposomen zur
Ubertragung lipophiler Wirkstoffe, Hormone oder Nahrstoffe enthalten, um die Wirkung der
Perfusionslosung zu verstirken oder zu spezifizieren, sind in den erfindungsgeméfen
Verfahren oder fiir die genannten Verwendungen der Perfusionslosung einsetzbar, solange sie
die oben genannten Grundbestandteile enthalten, welche die Endothel-konservierende

Wirkung ausmachen.
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Modifizierte Losungen der erfindungsgemdflen Perfusionslésungen konnen auch
Wachstumsfaktoren oder andere proliferationsfordernde Substanzen in wirksamen
Konzentrationen enthalten, welche fiir die Erhaltung und/oder fiir die Proliferation des
Endothel-Gewebes niitzlich sind, indem sie die Teilung der Endothelzellen anregen oder den
Gewebezusammenhalt von Endothelzellen untereinander fordern. Wie in den Beispielen
gezeigt, verringern die Wachstumsfaktoren oder Wachstumshormone (wie z.B. Hydrocortison
oder gleichwirkende Faktoren) auch die Generationszeit der Zellteilung, was fiir eine schnelle
Erholung des Endothelrasens forderlich ist. Die Erholung des Endothels bzw. das Anregen der
Teilung von Endothelzellen in einem verletzten Endothel-Gewebe (Lisionen) eines
biologischen Gefédfles oder Hohlorgans ist daher ein Anwendungsbereich, bei dem
Wachstumsfaktoren oder —hormone in der Endothel-protektiven Losung zum Einsatz

kommen konnen.

Beispiele solcher Wachstumsfaktoren sind der epidermale Wachstumsfakior (epidermal
growth factor, EGF), vaskulédre Endothel-Wachstumsfaktoren (z.B. VEGF1, VEGF, VEGF3),
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) und Stammzell-Faktor (SCF) oder gleichwirkende
Faktoren. Weitere einsetzbare Wachstumsfaktoren schliefen VEGF121, VEGF165,
VEGF189, bFGF, PIGF, PDGF, GM-CSF und G-CSF oder gleichwirkende Faktoren ein.

Solche Wachstumsfaktoren férdern die spezifische Erhaltung oder Proliferation des Endothel-
Gewebes in GefiiBen, indem sie an spezifische Oberfldchenrezeptoren dieses Gewebes binden
um dadurch Signaltransduktionsmechanismen in Gang zu bringen, die als Folge die
Expression von wachstumsfordernden Genen oder Gen-Gruppen bewirkt. Die Gen-Produkte
konnen wiederum in einem komplizierten Zusammenspiel die Teilung der Endothelzellen

bewirken.

Eine besonders bevorzugte Wachstumsfaktoren enthaltende und erfindungsgemaf eingesetzte

Losung hat folgende Zusammensetzung:

Isotonische Elektrolytlosung (127 mM NaCl; 4,6 mM KCI; 1,1 mM MgSO4, 1,2 mM
KH,PO4; 24 mM Histidin-Cl; 2 mM CaCl, (pH auf 7,40 vor Zugabe von CaCly); 0,1%
Albumin und 2,5 mM L-Glutamin, 2 mM Na-Pyruvat, 8 mM Glucose, 200 U/ml Penicillin

und 0,2 mg/ml Streptomycin, niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin von Pharmacia Ltd.:
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100 p1/100 ml fertige Losung), 0,1-1 ng/ml Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), 0,2-2 ng/ml
basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) und Hydrocortison 0,2-3 pg/ml.

Der Fachmann wird erkennen, das solche und andere Modifikationen die Endothel-
konservierende Wirkung der Perfusionslésung auf das Endothel von GefiBen steigern
konnen. Darunter fallen zum Beispiel insbesondere Faktoren, welche die Glykokalyx der
Endothelzellen (d.h. eine Proteoglykan- und Glykoprotein-reiche, Gel-artige Schicht, die an
Oberflachenproteine und Phospholipiden im #ufieren Blatt der Zellmembran gekoppelt ist) so
erhalten oder modifizieren, dass die Gewebearchitektur oder -struktur des Zellverbandes, n
der Zellfugen, erhalten bleibt oder sogar verbessert wird. Auch der Zusatz eines oder mehrerer
Cytokine (z.B. TNF, TGF, IFN) oder pflanzlicher Wirkstoffe, wie Berberin (isoliert aus
Berberis airistata), zu der Perfusionslosung kann niitzlich sein, um die Endothelzellschicht zu
erhalten oder zu regenerieren, um so einer frithen Thrombosierung vorzubeugen oder um sie

zu verhindern.

Weiterhin kénnen Endothelzell-spezifische Faktoren zugesetzt werden, welche die
Expression von Genen, welche fiir Zelloberflichen-Rezeptoren kodieren, stimulieren.
Beispiele solcher Rezeptoren sind CD34, CD133, KDR (VEGFR-2), VE-Cadherin, E-
Selektin, a,B3, Endothel-Vorlduferzellen spezifische Lektine oder andere Rezeptoren, die

spezifisch fiir Endothelzellen und/oder Endothel-Vorlduferzellen sind.

Der Fachmann wird auch erkennen, dass solche Verbindungen oder Faktoren der
Grundlosung der Endothel-protektiven Perfusionslésung zugesetzt werden konnen, welche
die Ausbreitung und Vermehrung von Endothelzellen bzw. Endothel-Vorlduferzellen fordern.
Solche Substanzen sind zum Beispiel Fibrin, Fibronektin, Laminin, Gelatine oder Kollagen
zur Forderung der wandstindigen Verankerung der Endothelzellen oder Purin- und
Pyrimidinverbindungen wie Adenosin, Inosin, Hypoxanthin oder Thymidin, Uridin und
Cytosin zur Forderung des Energie- und Nukleinsdure-Stoffwechsels und der

Signaltransmission von Endothelzellen.

Auch bestimmte Medikamente und Nahrungszusitze kénnen die Endothelfunktionen und die
Abdichtung des Endothels fordern. Eine ganze Reihe von Flavonoidverbindungen wie z.B.
Quercetin, Rutosiverbindungen oder deren Glykoside (z.B. Quercetin-Glucuronat) fordern,

wie in den Beispielen gezeigt, die Dichtigkeit der interendothelialen Zellfugen, indem sie den
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kontraktilen Apparat der Endothelzellen stark relaxieren. Antioxidativ wirkende Substanzen
wie Harnsdure, Vitamin E oder Flavonoide schiitzen das Endothel gegen den Einfluss von
Oxidantien. Vasodilatorische Wirkstoffe wie Adenosin oder Papaverin kénnen die glatte
Gefifmuskulatur entspannen und Spasmen verhindern, die unter Umstéinden durch extreme
Faltung des Endothels auch dieses Gewebe schidigen konnen. Dabei wird z.B. die
GefiaBmuskulatur der Bypass-Gefifie relaxiert und Gefdfispasmen vermieden, die man sonst
nur durch Anwendung hoher intravaskuldrer Dehnungsdrucke durchbrechen kénnte mit der

Folge von massiven Endothellésionen.

Abwandlungen der erfindungsgemidBen Endothel-konservierenden Perfusionsldsung
schlieBen Fresh-Frozen-Plasma ein. Dieses entspricht menschlichem Blutplasma, das bei oder
unterhalb einer Temperatur von —18 °C innerhalb weniger Stunden tiefgefrorenen wurde. Das
Fresh-Frozen-Plasma enthdlt Plasma-Protein (wie das notwendige Albumin),
Koagulationsfaktoren, Von Willebrand’s Faktor und Kolloide. Das Fresh-Frozen-Plasma

enthilt aber keine Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten.

Um eine frihe Thrombose des GefiRles zu verhindern oder vorzubeugen, sollten eine
Antikoagulation des Fresh-Frozen-Plasmas vermieden werden (zB. durch Zugabe von

Antikoagulantien, wie Heparin, Citrat, EDTA etc.).

Es sollte daher darauf geachtet werden, dass die Perfusionslosung keine Isoagglutinine,
Komplement- und Gerinnungsfaktoren enthilt, die zur Schidigung des GefiBendothels fithren
konnten, wenn die Blutgruppen zwischen Spender und Empféngerendothel nicht identisch
sind. Es ist zu bedenken, dass Endothelzellen die selben Blutgruppenmerkmale wie
Erythrozyten aufweisen, also gegen Falschplasma mit Isoagglutininen (= gegen Blutgruppen

gerichtete Antikorper) reagieren.

Weitere Abwandlungen der erfindungsgeméf eingesetzten Perfusionslosung schliefen z.B.
Plasmaexpanderlésungen  (Gelatine- oder Dextran-enthaltend) oder — modifizierte
Humanalbuminpriparate ein, die mit zusitzlichen Nahr- und Energiesubstraten angereichert

worden sind.

Es soll an dieser Stelle nochmals ausdriicklich betont werden, dass die Erfindung auch

simtliche Kombinationen der hier beschriebenen Losungsbestandteile und Zusétze umfasst.
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Keinesfalls soll die Erfindung auf eine bestimmte Ausfilhrungsform limitiert sein. Der
Fachmann erkennt, dass die Kombination von einzelnen hier beschriebenen Bestandteilen mit
ihren einzelnen Wirkungen im Sinne der Endothel-Erhaltung und —konservierung von
Gefiien und Organen mdglich ist. Der Fachmann wird die weiteren Bestandteile der
Perfusionslosung und deren Konzentrationen je nach Verwendung und Art des Hohlorgans
auswihlen, wobei in allen hier beschriebenen Losungen die Grundkomponenten
physiologische oder isotonische Elektrolytlosung, Néhrstoffsubstrat und vor allem Albumin
enthalten sind. Der Fachmann wird auch erkennen, dass die hier beschriebenen Bestandteile
auch durch gleichwirkende Faktoren oder Substanzen ausgetauscht werden konnen, um die

jeweilige Wirkung zu erzielen (z.B. gleichwirkende Wachstumsfaktoren zu EGF oder bFGF).

Der Fachmann wird weiter erkennen, dass auch Kombinationen der einzelnen hier
beschricbenen Losungen, als Abwandlungen der erfindungsgemdfl eingesetzten

Perfusionslésung umfasst sind.

Die erfindungsgemiBe Apparatur zur Endothel-konservierenden Behandlung von isolierten
biologischen GefiBen umfasst gemdB Figur 1 eine Kammer (1), einen axial beweglichen
Stempel (6), eine Kaniile (5), einen Vorratsbehlter (7), der eine Endothel-konservierende
Perfusionsfliissigkeit enthilt und eine Dichtungsvorrichtung (3), wobei die Kaniile mit dem
axial beweglichen Stempel (6) verbunden ist, so dass diese mit dem Stempel in die Kammer
bewegt werden kann und wobei die Dichtungsvorrichtung (3) ein Ende des biologischen
GefiBes umschliefen kann und die Kaniile mit dem anderen Ende des GeféBes verbunden
werden kann, so dass die Endothel-protektive Perfusionslsung aus dem Vorratsbehélter (7)
selektiv, vorzugsweise unter einem Druckgradienten, in das biologische Gefill geleitet

werden kann.

Bei einer bevorzugten Ausfilhrungsform der Apparatur der Erfindung umfasst die
Dichtungsvorrichtung verformbare Dichtungsscheiben, die stapelférmig unter einer

Rindelschraube angeordnet sind.

Vorzugsweise sind die stapelformig in der Réndelschraube angeordneten Dichtungsscheiben
anpressbar und durch perforierte Zwischenscheiben, zum Beispiel durch Stahlscheiben,
getrennt. Die Stahlscheiben haben vorzugsweise eine Dicke von 0,5-2 mm. Die gestapelten

Dichtungsscheiben sollen durch die perforierten Stahlscheiben auf Abstand gehalten werden.
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Vorzugsweise soll der Durchmesser der Zwischenscheibendffnungen 1-2 mm kleiner sein als

der Durchmesser der jeweils ausgew#hlten Dichtungsscheiben.

Vorzugsweise haben die Dichtungsscheiben einen Durchmesser, der an die Grofie des
abzudichtenden Gefiles angepasst ist. Der Durchmesser des GeféiBles ist dabei groBer als der
Durchmesser der Dichtungsscheiben, so dass die Gefie im Durchtrittsbereich der
Dichtungsscheiben von diesen eng umschlossen werden, wobei aber das Lumen der unter

Druck gefiillten und dadurch geweiteten Gefdf3e nicht verschlossen wird.

Der Durchmesser der Dichtungsscheiben kann an den AuBlendurchmesser des Gefidfles durch
Zusammenpressen der verformbaren Dichtungsscheiben angepasst werden. Im Fall von
BlutgefiBen betrigt der Durchmesser der Dichtungsscheiben vorzugsweise 1-10 mm und/oder
haben eine Dicke von 0,3-3 mm. Bei Hohlorganen entsprechen die Gefédfle den zuleitenden
Arterien bzw. den abfithrenden Venen des Organgefiisystems in dem jeweiligen Hohlorgan.
Bevorzugtes Material der Dichtungsscheiben ist Silikon oder jedes andere zu Abdichtung
verwendbare und verformbare Material. Die perforierten Stahlscheiben bestehen bevorzugt
aus Stahl, zum Beispiel V2A-Stahl.

Eine bevorzugte und in Figur 1 gezeigte Ausfilhrungsform der Apparatur der Erfindung
enthilt eine Kammer (1) und Silikon-Dichtungsscheiben (3) mit einer zentralen Perforation,
die in einer Rindelschraube angeordnet sind. Die Kammer ist bevorzugt zylinderformig.
Durch die Perforation in den Dichtungsscheiben wird das eine Ende eines Blutgeféfles (1)
(z.B. Arterie oder Vene) zundchst nur ein kurzes Stiick hindurchgezogen und mit einer
Klemme verschlossen. Da andere Ende des GefiiBes wird mit der Kaniile (5) des Stempelteiles
verbunden. Die Kaniile ist vorzugsweise mit einem Schlauch verbunden, der wiederum mit
dem Vorratsbehilter (7) verbunden ist. Der Vorratsbehilter enthdlt die erfindungsgemife
Endothel-protektive Perfusionslésung und kann zum Beispiel eine Boyle Mariott’sche

Flasche sein.

Bei einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung wird mit Hilfe eines
zwischen dem Vorratsbehilter und der Kammer bestehenden Druckgradienten (Ap) die
Perfusionslosung bei einem definierten und konstanten Druck aus dem Vorratsbehilter in die
Kaniile und damit in das Blutgefd geleitet. Der einfachste Fall zur Erzeugung eines

natiirlichen Druckgradienten ist ein hydrostatischer Hshenunterschied, zum Beispiel durch die
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Positionierung der Vorratsflasche in ca. 1,30 m Hohe oberhalb der Kammer. AnschlieBend
wird der axial bewegliche Stempel (6) mit dem vorgeschalteten BlutgefiB3 abgedichtet in den

Innenraum der Kammer eingeschoben.

‘Wird nun unter méBigem Druck die Endothel-protektive Perfusionslosung in das Gefd3
appliziert, kann es zum Ausstrdmen der Perfusionsfliissigkeit tiber die Seiteniste des Geftiies
kommen. Das Ausspritzen von Flissigkeit aus den Seitendsten des Gefiles im
Kammerinnenraum nimmt aufgrund des dort sich aufbauenden Gegendruckes rasch ab. Durch
weiteres Eindrehen der Rindelschraube im Dichtungsbereich gelingt es weitgehend, den
Zylinderinnenraum im Ausfiihrungsbereich des Gefilles abzudichten, so dass das Ausstromen
iiber die in diesem Bereich liegenden Seitendste bald unterbleibt. Zieht man nun das
BlutgefiB vorsichtig abgedichtet nach vorne weiter durch die Perforation der
Dichtungsscheiben, kommt es zum selektiven Ausspritzen von Perfusionsldsung aus allen neu
heraustretenden Seitenisten (8), die dann jeweils sofort mit Ligationshilfen (9) ligiert werden
konnen. So lisst sich diese chirurgisch unabdingbare Dichtigkeitspriiffung von biologischen
Gefilen, vor allem solche die fiir einen arteriellen Bypass vorgesehen sind, sehr schonend fiir
das Endothel und bei einem definierten und konstanten Druck abwickeln. Aulerdem l4sst sich
sehr sauber arbeiten, d.h. Uberschwemmungen wie bei der oben beschriebenen Verwendung
von Saline, unterbleiben. SchlieBlich wird das Gefd ganz aus dem Gefdf} herausgezogen und
durch Anwendung eines Perfusionsdruckes (z.B. 250 mm Hg) noch einmal in seiner ganzen
Linge auf Dichtigkeit tiberpriift. Anschliefend kann es bis zur Transplantation, vorzugsweise

bei einer Temperatur von 37° C, in die protektiven Perfusionslésung eingelegt werden.

In einer weiteren Ausfihrungsform wird die erfindungsgeméBe Perfusionsfliissigkeit
zusitzlich iiber eine Durchlaufspirale eines Thermostatisierungssystems geleitet, so dass die

Perfusionsfliissigkeit vorzugsweise auf eine Temperatur von 37°C erwirmt werden kann.

Die Apparatur kann zusitzlich eine oder mehrere Entliifterschrauben enthalten, die an der

Kammer angebracht sind und zur Entliiftung bzw. Entleeren des Kammerinhalts dienen.
Die erfindungsgemiBe Apparatur eignet sich fiir sémtliche biologische Gefife, wie z.B.

Blutgefife, also Arterien und Venen, oder LymphgefiBe. Eine Anwendung der Apparatur zur

Endothel-konservierenden Behandlung von Blutgefiien insbesondere in Hinblick auf die
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Bereitstellung von GefiBen fiir die GefiBtransplantation bzw. Bypass-Operation ist hierbei

bevorzugt.

Die erfindungsgemiBe Apparatur ermdglicht in vorteilhafter Weise einen konstanten
Druckgradienten iiber die Gefiiwand, was ein Kollabieren des GefidBes mit einhergehender

Zerstorung des Endothel-Gewebes verhindert.

Mit Hilfe der Rindelschraube und den darin enthaltenen Dichtungsscheiben kann der

Anpressdruck auf das GefiBsegment variiert werden und so die Dichtigkeit reguliert werden.

Der Stempel bewegt sich vorzugsweise axial, d.h. durch die Kammer in Richtung der

Dichtungsvorrichtung.

Neben den oben erwidhnten Vorteilen ermdglicht die erfindungsgemiBe Apparatur eine
genaue und gleichm#Bige Behandlung des Gefifles mit der erfindungsgemédBen
Perfusionsfliissigkeit. So ermoglicht die Apparatur eine gleichmdBige Versorgung der
Endothelzellen mit Perfusionsfliissigkeit. Dies ermdglicht den Austausch von biologisch
wichtigen Stoffwechselmolekiilen die zum Erhalt bzw. fir die Proliferation der

Endothelzellen notwendig sind.

Die Apparatur eignet sich besonders zur Dichtigkeitspriifung von biologischen Gefifien.
Hierbei wird ein Gefifisegment iiber die Dichtungsscheiben herausgezogen und Stiick fiir
Stiick auf Dichtigkeit iiberpriift. Die dabei festgestellten GefiBabginge konnen dann mit
geeigneten Ligationshilfen, wie zB. Klemmen oder Micro-Clips, ligiert werden.
Erfindungsgem#B werden auch kleinste Seitendste liber ausspritzende Perfusionsflissigkeit
leicht entdeckt und konnen unter Druckkontrolle effizient ligiert werden. Schlieflich kann
auch das vollstindig aus der Apparatur heraus gezogene Gefil noch einmal in seiner
Gesamtheit auf Dichtigkeit bei einem addquaten Druck uberpriift werden (Ap mindestens.180

mm Hg).

Die erfindungsgemiBe Perfusionslosung kann daher in einem Verfahren zur Endothel-
konservierenden Behandlung von Hohlorganen bzw. biologischen Gefiflen eingesetzt werden.
Hierbei werden die Hohlorgane bzw. biologischen Gefifie mit der erfindungsgeméfien

Perfusionslosung In-Kontakt gebracht. Das In-Kontakt-Bringen kann das Durchspiilen, das
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Einlegen, oder das vollstindige oder partielle Behandeln des Hohlorgans oder Gefifies mit

der Perfusionsl§sung umfassen.

Das Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung von Hohlorganen umfasst
bevorzugt die Verwendung der erfindungsgemifen Apparatur, mit der die
Perfusionsfliissigkeit durch das Hohlorgan geleitet wird.

Die nachfolgenden Figuren dienen der Erlduterung der Erfindung.

ZEICHNUNGEN

Figur 1 zeigt eine Apparatur zur Verwendung bei dem erfindungsgeméfen Verfahren zur

Endothel-konservierenden Behandlung von isolierten biologischen Gefidf3en.

Figur 2 zeigt eine kultivierte Endothel-Schicht aus der Vema saphena im Verlauf einer

Inkubation mit Saline.

Figur 3 zeigt eine kultivierte Endothel-Schicht aus der Vena saphena im Verlauf einer

Inkubation mit einer Grundzusammensetzung der erfindungsgeméBen Perfusionslésung.

Figur 4 zeigt eine kultivierte Endothel-Schicht aus der Vena saphena im Verlauf einer

Inkubation mit einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgemé#Ben Perfusionsldsung.

Figur 5 zeigt kultivierte venuldre Endothelzellen unter der Einwirkung von
Freisetzungsprodukten aus Bluttplittchen und Granulozyten mit anschlieBender Behandlung

einer erfindungsgemiBen Perfusionslésung, die Quercetin enthalt.
Figur 6 =zeigt kultivierte venulire Endothelzellen unter der Einwirkung von
Freisetzungsprodukten aus Bluttplatichen und Granulozyten mit anschlieBender Behandlung

einer erfindungsgemifen Perfusionslésung, die Papaverin enthélt.

Figur 7 zeigt die Reaktion geziichteter kultivierter venulérer Endothelzellen aus der humanen

Vena saphena auf kardioplegische Kalium-Konzentrationen.
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Figur 8 zeigt die Anwendung des erfindungsgeméBen Verfahrens und die Wirkung auf die

Endothelabeckung in der Vena saphena bei Behandlung mit isotonischer Kochsalzlgsung.

Figur 9 zeigt die Anwendung des erfindungsgem#Ben Verfahrens und die Wirkung auf die
Endothelabeckung in der Vena saphena bei Behandlung mit Bretschneider-Losung.

Figur 10 zeigt die Anwendung des erfindungsgeméBen Verfahrens und die Wirkung auf die
Endothelabeckung in der Vena saphena bei Behandlung mit einer 5%-igen Albuminl6sung als

Perfusionslésung.

Figur 11 zeigt die Anwendung des erfindungsgeméfBen Verfahrens und die Wirkung auf die
Endothelabeckung in der Vena saphena bei Behandlung mit einem Blutplasmapréparat als

Perfusionslésung.

Die nachfolgenden Beispiele erlédutern die Erfindung, sollen jedoch nicht als beschréinkend

aufgefasst werden.
BEISPIELE

Die nachfolgenden Beispiele dienen der Erlduterung und der Illustration der Erfindung. Sie
sollen in keinem Fall limitierend aufgefasst werden. Insbesondere wird der Fachmann
erkennen, dass die Beispiele im Sinne der Beschreibung beliebig erweiterbar sind und den

Grundgedanken der Erfindung wiederspiegeln.

Beispiel 1: Bevorzugtes Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung von isolierten

Hohlorganen bzw. biologischen Gefifien.

Bei einer Ausfithrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens wurde bei Verwendung von

BlutgefiBen eine Perfusionsldsung mit folgender Zusammensetzung eingesetzt:

Physiologische Elektrolytlosung mit 127 mM NaCl; 4,6 mM KCI; 1,1 mM MgSOy; 1,2 mM
KH,PO4; 24 mM Histidin-Cl; 2 mM CaCl,. Vor Zugabe von CaCl, wurde der pH-Wert der
Losung bei atmosphérischen Luftbedingungen auf pH=7,40 eingestellt. Weiterhin enthielt die

Perfusionslosung 10 Vol-% Lipoprotein-freies, Hamolysin-freies, homologes Serumpréiparat
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aus einem Pool von Blutpriparaten (von gesunden Spendern), 2,5 mM L-Glutamin, 2 mM
Na-Pyruvat, 8 mM Glucose, 200 U/ml Penicillin und 0,2 mg/ml Streptomycin,
niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin von Pharmacia Ltd.: 100 pl/100 ml fertige Losung)

und zusitzlich jeweils 50 uM Harnsgure und Ascorbat.

Bei dem Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung des isolierten biologischen
GefiBes wurde eine Apparatur eingesetzt, welche die Seitenidste des zur Bypass-Prothese
gedachten GefiBes zuverldssig ligieren sollte. Die Apparatur entspricht im Wesentlichen die
der Figur 1. Diese besteht aus einer Kammer (1) und Silikon-Dichtungsscheiben mit
dazwischengelagerten Stahlscheiben aus V2A-Stahl (3), welche mit ihren zentralen
Perforationen axial in einer Rindelschraube angeordnet sind. Durch diese
Dichtungsvorrichtung wurde das eine Ende einer menschlichen Vena saphena zunéchst nur
ein kurzes Stiick hindurchgezogen und mit einer Klemme verschlossen. Das andere Ende des
GefiBes wurde mit der Kaniile (5) des Stempelteiles verbunden. Die Kaniile war mit einem
Schlauch verbunden, der wiederum mit einer Boyle Mariott"sche Flasche (7) verbunden war.
Die Boyle Mariott'sche Flasche enthielt die oben genaﬁnte Endothel-protektive
Perfusionslosung und befand sich ca. 1,30 m oberhalb der Kammer zur Erzeugung eines
natiirlichen Druckgradienten (Ap). Durch einen definierten und konstanten Druck wurde die
Perfusionslésung aus der Boyle Mariott'sche Flasche durch den Schlauch in die Kantile und
so in die Vene geleitet. AnschlieBend wurde der axial bewegliche Stempel (6) mit dem
vorgeschalteten Blutgefi abgedichtet in den Innenraum der Kammer eingeschoben. Unter
miBigem Druck wurde die Endothel-protektive Perfusionslésung in das Gefdl appliziert, so
dass es zum Ausstrémen der Perfusionsfliissigkeit iiber die Seitendste des Gefifles kommen
konnte. Um den Ausfithrungsbereich der Vene gegen den Zylinderinnenraum der Kammer
abzudichten, wurde die Rindelschraube im Dichtungsbereich (3) weiter nach Innen
geschraubt, so dass das Ausstrémen iiber die in diesem Bereich liegenden Seitenédste rasch
unterblieb. Durch weiteres Herausziehen der Vene kam es zum selektiven Ausspritzen von
Perfusionsldsung aus allen neu heraustretenden Seitendsten, die dann jeweils sofort ligiert
werden konnten. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der intimalen Oberflache

wiesen einen vollkommenen Erhalt (100%) der Endothel-Schicht nach.

Beispiel 2: Regeneration von Endothel-Gewebe der Vena saphena durch Behandlung mit

einer Ausfithrungsform der Endothel-konservierenden Perfusionsiésung
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Um die Wirkung der Endothel-protektiven Perfusionslosung und des erfindungsgeméfen
Verfahrens zu verdeutlichen, wurden isolierte Endothelzellen aus der menschlichen Vena
saphena wihrend der Inkubation mit verschiedenen Ausfiihrungsformen der
erfindungsgemifen Perfusionslosungen nach Behandlung der Zellen mikroskopisch
beobachtet und die Wirkung wurde durch Serien- bzw. Video-Zeitraffer-Mikrophotographie

dokumentiert.

Endothelzellen aus kardiochirurgisch nicht mehr bendtigten Reststiicken der menschlichen
Vena saphena wurden durch Kollagenase-Inkubation selektiv abgeldst und in Minimal-
Essential-Medium (z.B. ,,Dulbecco minimal essential medium®, DMEM) unter Zusatz von
10% v/v fotalem Kilberserum in Wasserdampf-gesittigter atmosphérischer Luft bei Zufuhr
von 5% v/v Kohlendioxid bei einer Temperatur von 37 °C (,,Brutschrankbedingungen®) bis
zur Konfluenz geziichtet. AnschlieBend wurden ausgewdhlte Schalen in ein
Inkubationssystem eingebracht, das auf dem Objekttisch eines Zeiss-Axiovert-Mikroskops
fest montiert war und fiir die Konstanz der oben bezeichneten Wachstumsbedingungen
garantierte. Die kontinuierliche photographische Dokumentation erfolgte mit Hilfe einer
Computer-gesteuerten Zeiss AxioCam-Kamera unter Verwendung von Software die von
Zeiss entwickelt wurde und unter Einsatz von Gelblicht mit der geringsten, technisch gerade
noch zur Abbildung der jeweiligen Endothel-Schicht ausreichenden Beleuchtungsstirke.
Zwischen den einzelnen, automatisch ausgeldsten Einzelaufnehmen wurden die Kulturen

durch eine automatisch einfahrbare Blende vom Licht der Mikroskoplampe abgeschirmt.

Zunichst wurden die auf diese Weise priparierten Endothelzellen in herkémmlicher und
bisher im chirugischen Bereich eingesetzten Saline inkubiert (Figur 2; Loésung 1). Die Saline

hatte folgende Zusammensetzung: 154 mM (0,9 Gew.-% ) NaCl in di-destilliertem Wasser.

Die Aufnahmen dokumentieren den Zustand der Endothelzellen zu verschiedenen Zeiten
wihrend der Inkubation mit Saline. Die Ausgangskultur (0 Minuten) zeigte eine intakte
Endothelzell-Schicht. Mit fortschreitender Inkubation mit Saline kam es jedoch schon
innerhalb weniger Minuten zu einem kugelférmigen Ablosen der Endothelzellen und zum
Absterben von Endothelzellen. Dies filhrte zu einer volligen Zerstérung des
Gewebeverbandes. Nach einer Inkubationszeit von 180 Minuten waren nahezu alle

untersuchten Endothelzellen kugelig von der Oberfliche abgeldst und abgestorben.
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Im Gegensatz dazu, filhrte eine Behandlung der isolierten Endothelzellen mit der
erfindungsgemifRen Perfusionslésung (Figur 3; Losung 2), die natives Albumin enthielt, zu
einer Erhaltung der Endothelzellen iiber den gesamten beobachteten Inkubationszeitraum.

Auch unterblieb bei Verwendung dieser Losung eine mitotische Aktivitit der Endothelzellen.

Die Losung 2 in diesem Beispiel hatte folgende Zusammensetzung: Physiologische
Elektrolytlssung (127 mM NaCl; 4,6 mM KCI; 1,1 mM MgSOqy; 1,2 mM KH,POq4; 24 mM
Histidin-Cl; 2 mM CaCl, (pH auf 7,40 vor Zugabe von CaCly); 0,1% Albumin und 2,5 mM L-
Glutamin. Die Perfusionsldsung enthielt auBerdem: 2 mM Na-Pyruvat, 8 mM Glucose, 200
U/ml Penicillin und 0,2 fng/ml Streptomycin, niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin von
Pharmacia Ltd.: 100 pl/100 ml fertige Losung) und zusitzlich jeweils 50 uM Harnséure und
Ascorbat.

Die Inkubation der kultivierten Endothelzellen in der Losung 2 fiihrte zu einer weitgehenden
Erhaltung der endothelialen Gewebearchitektur und zu einer hohen Dichte des Zellrasens.
Insbesondere beobachtete man kein kugeliges Ablosen oder Absterben der Endothelzellen.
Nach ca. 180 Minuten stellte sich eine deutliche Weitung der Interzellularspalten zwischen
einigen Endothelzellen heraus. Doch zeigt sich, dass die Funktion des Endothel-Gewebes,
insbesondere die  Abschirmung subendothelialer —Gefiflwandbereiche in  dieser
Perfusionsldsung erhalten bleibt. Somit bewirkt diese erfindungsgemiBe, aber noch keine
Serum-enthaltende Perfusionslosung, eine vollstindige Vitalititserhaltung von Endothelzellen

bei gleichzeitiger Erhaltung ihrer wichtigsten Funktion.

In einem weiteren Experiment wurde das Regenerationspotential von Endothelzellen durch
die Behandlung mit der erfindungsgemiBen, Serum-enthaltenden Perfusionslosung
untersucht. Die isolierten und in Kultur gehaltenen Endothelzellen wurden mit einer

Perfusionsldsung (Figur 4; Losung 5) behandelt.

Diese Serum-enthaltende Losung (Losung 5) hatte folgende Zusammensetzung:
Physiologische Elektrolytlgsung mit 127 mM NaCl; 4,6 mM KCI; 1,1 mM MgSOy, 1,2 mM
KH,POy; 24 mM Histidin-Cl; 2 mM CaCl,. Vor Zugabe von CaCl, wurde der pH-Wert der
Losung bei atmosphérischen Luftbedingungen auf pH=7,40 eingestellt. Weiterhin enthielt die
Perfusionsldsung 10 Vol-% Lipoprotein-freies, Himolysin-freies, homologes Serumpréparat

aus einem Pool von Blutpriparaten, 2,5 mM L-Glutamin, 2 mM Na-Pyruvat, 8 mM Glucose,
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200 U/ml Penicillin und 0,2 mg/ml Streptomycin, niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin
von Pharmacia Ltd.: 100 ul/100 ml fertige Lsung) und zusétzlich jeweils 50 uM Harnsdure

und Ascorbat.

Im Gegensatz zu Losung 2, enthilt die Losung 5 homologes Serum anstelle von Albumin.
Dies hat, wie nachfolgend gezeigt, nicht nur eine ausgeprigte strukturerhaltende Wirkung auf
das Gewebe der Endothelzellen, sondern steigert auch die Teilungsfahigkeit der kultivierten
Endothelzellen.

Bereits nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten in Ldsung 5 waren Zellteilungen der
Endothelzellen zu beobachten. Die Zellteilungskompetenz der Endothelzellen wurde tiber den
gesamten Untersuchungszeitraum aufrechterhalten. Die Inkubation der Endothelzellen in
Losung 5 fiihrte daher zu einer Proliferation der Endothelzellen und damit auch zur

Regenerationsfihigkeit des Endothelzellrasens.

Diese Daten verdeutlichen die Vorteile der erfindungsgemiBen Perfusionsldsungen im
Vergleich zu der herkémmlich verwendeten Losungen, wie Saline-Losung oder
Bretschneider-L3sung. Die erfindungsgem#Be Perfusionslosung fithrt einerseits zur Erhaltung
von Endothelzell-Gewebe und hat andererseits die Fihigkeit, Endothelzellen zur Teilung
anzuregen. Dies ist besonders im Hinblick auf die Regeneration beschddigter Endothel-
Schichten bei biologischen Gefifien vorteilhaft und bei der Vorbereitung bzw. Herstellung
von biologischen GefiBen bzw. GefdBiransplantaten wiinschenswert. Auch hat die
erfindungsgemiBe Perfusionslésung die herausragende Eigenschaft, dass die biologischen
GefiBe bis zu Wochen in der Perfusionsldsung aufbewahrt werden konnen, ohne dass es

hierbei zur Schidigung oder Beeintrachtigung der Endothel-Schicht kommt.

Beispiel 3: Bevorzugte Perfusionsldsung bzw. Inkubationslosung unter EinschluB von

Quercetin

Im folgenden Beispiel wurde die Wirkung von Quercetin, ein natiirlich vorkommendes, anti-
entziindlich wirkendes Flavonoid, auf das Endothel der kleinsten Kopervenen (Venolen)

ausfiihrlich untersucht (siehe Figur 5).
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Dazu wurden verschiedene isolierte menschliche Spenderherzen mit der Grundlgsung der
erfindungsgemiBen Perfusionsldsung in der Gegenwart und Abwesenheit von Quercetin
durchspiilt. Diese Losung hatte folgende Zusammensetzung: Isotonische Elektrolytlosung
(127 mM NaCl; 4,6 mM KCI; 1,1 mM MgSOy; 1,2 mM KHyPOq; 24 mM Histidin-Cl; 2 mM
CaCl, (pH auf 7,40 vor Zugabe von CaCly); 0,1% Albumin und 2,5 mM L-Glutamin. Die
Perfusionslsung enthielt auBerdem: 2 mM Na-Pyruvat, 8 mM Glucose, 200 U/ml Penicillin
und 0,2 mg/ml Streptomycin, niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin von Pharmacia Ltd.:

100 pl/100 ml fertige Losung) und zusitzlich 100 pM frisch zugesetztes Quercetin.

Zur Untersuchung der myokardialen Arteriolen und Venolen (die bei von einem Verschluss
besonders betroffen sind) erfolgte eine proteolytische Isolierung der Arteriolen und Venolen
aus den menschlichen Spenderherzen und eine Aufreinigung durch isopyknische
Zentrifugation. Die Endothelzellen wurden in Kultur gehalten. Zur Messung der
hydraulischen Konduktivitit wurden Endothel-Zellkulturen auf Polycarbonat Filtern etabliert.

Figur 5 zeigt eihe 8-teilige Bilderfolge der kultivierten venuldren Endothelzellen des
menschlichen Herzens und die Wirkung von Quercetin auf das Endothel: In der
Ausgangssituation (Ausgangskultur) wurden die Zellen mit der oben beschriebenen
Grundl3sung behandelt, die kein Quercetin enthlt. Die Ausgangskultur weist einen dichten
Zellrasen auf. Im Inkubationsverlauf wurde dieser Zellrasen durch die kontraktilen
Freisetzungsprodukte aus aktivierten Plattchen und Granulozyten des humanen Blutes stark
zur Kontraktion und damit zur Undichtigkeit gebracht, was sich durch offene Stellen im
Endothelrasen duBerte. Nach Zusatz von Quercetin beobachtet man eine Regeneration des
Endothelrasens, der im Laufe der Inkubation in der Quercetin-enthaltenden Perfusionsldsung
genauso dicht wie in der Ausgangskultur geworden ist. Der mit dieser Inkubationsldsung
(einschlieBlich Quercetin) behandelte Endothelrasen zeigt eine > 98%ige Dichtigkeit der
Interzellularfugen und eine sehr niedrige hydraulische Konduktivitdt < 1[cm x 10 x s''em
H,0].

Somit zeigt sich, dass die Gegenwart von Quercetin in der Perfusionslésung die Regeneration
von Endothelldsionen, welche durch die Freisetzungsprodukte von aktivierten und
metabolisch kooperierenden Granulozyten und Thrombozyten verursacht werden, férdert und

zur Erhaltung des Endothels beitriigt. Diese Losung ist daher fiir die Verwendung in der
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Organ- und GefiBkonservierung zum Zwecke der Endothel-Erhaltung im Lumen der Gefée

hervorragend einsetzbar.

Beispiel 4: Bevorzugte Perfusionslosung bzw. Inkubationslosung unter Einschlu3 von

Rutosiden

In Analogie zu der zuvor beschriebenen Losung des Beispiels 3 wurde ein anderes Flavonoid,
Trihydroxyethyl-Rutosid, anstelle von Quercetin in die ansonsten identische Grundldsung

zugesetzt.

Auch hier wurde der Endothelverband durch die Aktivitit von aktivierten Granulozyten und
Blutplittchen zerstort.

Ahnlich den Ergebnissen in Beispiel 3, zeigt die Gegenwart eines Flavonoids in der
Grundlssung eine hervorragende Regeneration des Endothelrasens in den isolierten Gefflen
der eine > 98%ige Dichtigkeit der Interzellularfugen und eine sehr niedrige hydraulische
Konduktivitit < 1[cm x 10 x s”'cm H,0] aufwies.

Diese beiden Beispiele zeigen, dass Flavonoide die Zerstrung des Endothels in Gefiflen
durch die Freisetzungsprodukte von  Granulozyten wund Thrombozyten  bei

Entziindungsreaktionen vorbeugen und sogar therapieren kann.

Beispiel 5: Bevorzugte Perfusionslosung bzw. Inkubationsldsung unter EinschluB von

vasorelaxierendem Papaverin

Gerade bei Bypass-Operationen kénnen sich in den frisch aus dem Unterschenkel dissezierte
Venen sehr hiufig Spasmen entwickeln, die dann vom Chirurgen iblicherweise durch
,Aufblasen der Venen mit unter groBem Druck injizierter isotonischer Kochsalzldsung
durchbrochen werden. Dabei werden aber nicht nur die feinen Zellverbindungen der
GefiBmuskulatur durchbrochen, sondern auch die des Iluminalen GefdBendothels, das als
Folge dieser Behandlung in Folge abstirbt und weggespiilt wird. Durch Zugabe eines
wirksamen Vasodilatators zur der Grundlésung der erfindungsgemiBen Perfusionslosung

kann die Bildung von Spasmen im Venenpriparat bis zur Implantation verhindert werden.
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Die in diesem Beispiel eingesetzte Losung hatte folgende Zusammensetzung: Isotonische
Elektrolytlssung (127 mM NaCl; 4,6 mM KCI; 1,1 mM MgSOs, 1,2 mM KH,POq4; 24 mM
Histidin-Cl; 2 mM CaCl, (pH auf 7,40 vor Zugabe von CaCly); 0,1% Albumin und 2,5 mM L-
Glutamin. Die Perfusionsldsung enthielt auBerdem: 2 mM Na-Pyruvat, 8 mM Glucose, 200
U/ml Penicillin und 0,2 mg/ml Streptomycin, niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin von

Pharmacia Ltd.: 100 pl/100 ml fertige Losung) und zusétzlich 100uM Papaverin.

Figur 6 zeigt den Endothelrasen von isolierten Korpervenensegmenten vor und 3 Stunden
nach der Inkubation in Papaverin-haltigem Medium. Die Gegenwart eines Vasodilators wie
Papaverin in der Inkubationslosung fithrte zu keinerlei Beeintréchtigung der Dichtigkeit des
GefiBendothels. Figur 6 zeigt dazu eine Photographie einer 630-fachen Vergroferung des
Endothelrasens. Die obere Abbildung der Figur 6 zeigt den Endothelrasen unmittelbar vor der
Zugabe von Papaverin. Die untere Abbildung zeigt den Zustand des Endothels 3 Stunden

nach Zugabe von Papaverin.

Weiterhin wurde festgestellt, dass bei jeweils 18 untersuchten und zuvor in isotonischer
Kochsalzlosung gelagerten Venensegmenten immerhin 7 Venensegmente einen so starken
Spasmus entwickelten, dass eine Perfusion unter normalem arteriellen Mitteldruck (100 mm
Hg) nicht mehr moglich war. Hingegen zeigte keine einzige der 18 Venen nach Lagerung in

der oben angegebenen Losung einen Spasmus, d.h. die Venen waren frei durchgingig.

Das mit der oben beschriecbenen Perfusionslosung behandelte Endothel wies eine
hervorragende Dichtigkeit (> 98%) der Interzellularfugen und eine sehr niedrige hydraulische
Konduktivitdt < 1[cm x 106 x s"'cm H,0] auf.

Somit kann ein Vasodilator in praktischer Weise bei Gefil- und Organtransplantationen
zugesetzt werden und dazu beitragen, dass neben der Erhaltung des Endothels, auch die
Bildung von Spasmen verhindert wird. Nicht zuletzt ist das Relaxieren der Muskulatur eines
zu transplantierenden Organs oder Gefifes fiir die Handhabung durch den Chirugen und fiir

das bequeme Einsetzen des Organs in den Korper wiinschenswert.

Beispiel 6: Bevorzugte Perfusionslésung bzw. Inkubationslésung unter EinschluB von

Adenosin
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Auch mit Adenosin als Mittel zur Spasmusverhinderung wurden analoge Ergebnisse zu den in

Beispiel 5 geschilderten Ergebnissen gewonnen.

Adenosin ist eine physiologisch vorkommende Verbindung, die (wie Papaverin in Beispiel 5)
Gefifle wie Venen stark relaxieren kann. Der Vorteil von Adenosin liegt darin, dass dieses
Nukleosid im Korper rasch zu geféiiphysiologisch inaktiven Folgeprodukten abgebaut werden
kann, so dass keinerlei systemische Effekte auf den Koronarkreislauf zu erwarten sind. Die in
diesem Beispiel eingesetzte Losung hatte die gleiche Zusammensetzung wie oben in Beispiel
5 beschrieben, allerdings enthielt sie 1 mM Adenosin anstelle von Papaverin. Bei den
durchgefithrten Experimenten und den nachfolgenden Untersuchungen an Zellkulturen und
isolierten Venensegmenten, konnten man eine hervorragende Geschlossenheit des
Endothelrasens feststellen. Dies ist nicht zuletzt auch deshalb der Fall, weil Adenosin in
starkem AusmaB zum vollen physiologischen Aufbau der ATP-Vorrite des Gefilendothels
genutzt wird und somit als Energielieferant zur Verfiigung steht (entsprechend Pyruvat und

Glucose in einer anderen Ausfithrungsform der erfindungsgemifen Perfusionsldsung).

Zusitzlich sollte bemerkt werden, dass die ATP-Spiegel von Endothelzellen in der oben
angegebenen Grundlosung (ohne Adenosin) 4,25+0,36 mM (n=6) betrugen, in Gegenwart von
Adenosin aber 5,33+0,48 mM (n=7). Dies deutet auf eine optimalisierte energetische

Situation im Endothel hin.

Somit zeigte die Gegenwart von Adenosin in der Inkubationslosung keinerlei
Beeintrichtigung der Dichtigkeit des Geféflendothels durch den Vasodilatator sowohl in
Zellkulturen als auch in isolierten Venensegmenten. Diese Losung ist daher fiir die
Konservierung von Endothel in Gefiflen und Organen geeignet bei gleichzeitiger Vorbeugung

von Spasmenbildung.

Beispiel 7: Bevorzugte Perfusionslésung bzw. Inkubationslosung unter Einschlu von
Wachstumsfakioren (EGF, bFGF)

In diesem Beispiel wurde eine Perfusionslosung eingesetzt, welche Wachstumsfaktoren
(bFGF, EGF) und Wachstumshormone (Hydrocortison) enthielt. Diese Faktoren haben einen

giinstigen Einfluss auf die Proliferation von Endothelzellen verschiedener vaskulédrer
Herkunft.
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Die in diesem Beispiel verwendete Perfusionsigsung hatte folgende Zusammensetzung:
Isotonische Elektrolytlosung (127 mM NaCl; 4,6 mM KCIL; 1,1 mM MgSOs 1,2 mM
KH,POQ,; 24 mM Histidin-Cl; 2 mM CaCl, (pH auf 7,40 vor Zugabe von CaCly); 0,1%
Albumin und 2,5 mM L-Glutamin. Die Perfusionslosung enthielt aulerdem: 2 mM Na-
Pyruvat, 8 mM Glucose, 200 U/ml Penicillin und 0,2 mg/ml Streptomycin,
niedrigmolekulares Heparin (Fraxiparin von Pharmacia Ltd.: 100 pl/100 ml fertige Losung).
AuBerdem enthielt die Losung 0,1-1 ng/ml Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), 0,2- 2
ng/ml basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) und Hydrocortison 0,2-3 pg/ml.

Die Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass die Geschlossenheit des endothelialen Zellrasens
in diesem Medium >98% war. Die Generationszeit der Zellen ohne Wachstumsfaktoren
betrug 62 h +4, mit Wachstumsfaktoren betrug die Generationszeit 19 h+3 (n jeweils 8).
Somit zeigen die Endothelzellen eine deutlich verkiirzte Generationszeit in diesem Medium

gegeniiber der Kontrolllosung, welche keine Wachstumsfaktoren enthielt.

Beispiel 8: Bevorzugte Perfusionslosung bzw. Inkubationsldsung unter Einschluf von

kardioplegisch wirkenden KCl

In diesem Beispiel wurde die Reaktion geziichteter Endohelzellen aus der humanen Vena

saphena auf kardioplegische Kaliumkonzentrationen untersucht (siehe Figur 7).

Die physiologische Kalium-Konzentration im Blutplasma betréigt etwa 4-5 mM. Werden die
Kaliumkonzentrationen im Extrazellularraum auf Konzentrationen > 6 mM erhéht
(kardioplegische Losung), stellt sich eine zunehmende, bei etwa 8 mM eine vollkommene
Lihmung der elektrischen Aktivitit ein. Ein Herz kann dann nicht mehr schlagen. In der
Herzchirurgie werden solche Perfusionslosungen eingesetzt, um Herzen wihrend der

Operation (z.B. bei einer Herz-Transplantation) still zu stellen.

In diesem Beispiel wurde menschliches Poolplasma 2 Tage lang gegen folgende Losung (in
der Herzchirurgie weithin als kardioplegische Losung eingesetzte ,Bretschneider-Losung®)
dialysiert: 15 mM NaCl, 10 mM KCl, 4 mM MgCl,, 0,015 mM CaCl;, 1 mM o-
Ketoglutarsdure, 198 mM Histidin, 2 mM L-Tryptophan, 30 mM Mannitol, mit HCI auf pH =
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7,4 eingestellt. Die dialysierte Losung wurde steril filtriert und in wie zuvor beschrieben zur

Behandlung eingesetzt.

Die Figur 7 zeigt die Reaktion geziichteter Endothelzellen menschlichen Ursprungs auf die
hohen Kaliumkonzentrationen in der Losung im Zeitverlauf. Es kommt zu einer deutlichen
Spaltbildung im Bereich der Interzellularbereiche, aber nicht zur Ablosung der Zellen. Es

wurden systematische Perfusionsversuche an isolierten Rinderherzen nach Perfusion mit

1. (kristalloider) Bretschneiderlésung unter Zusatz von 0.1% Evans Blue (Kontrolle)

2. analog mit Evans Blue versetzter Perfusionslésung
durchgefiihrt.

Die Ergebnisse zeigen, dass der auf der auf das jeweilige Herzgewicht bezogene
Farbstoffgehalt in den mit der oben beschriebenen Perfusionslésung perfundierten Herzen um
durchschnittlich 16+3,5% (n jeweils 6) tiber den der Kontrolle (Bretschneiderlsung) lagen.
Mit anderen Worten;: Etwa 16% zusitzliches Myokard war bei Behandlung mit der
erfindungsgemiBen Inkubationslsung iiberlebensfihig. Diese Befunde beweisen, dass die
Perfusion des Myokards durch Zusatz der Plasmaproteine um den selben Wert verbessert

wurde.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Endothelzellen in intakten Venensegmenten und in
Zellkultur ihre Interzellularspalten unter den in der Kardiochirurgie unvermeidlich hohen
Kaliumkonzentrationen deutlich erkennbar &ffneten, rundeten sich aber nicht ab und blieben
itber Stunden am jeweiligen Untergrund haften. Die hohen Spiegel der Plasmaproteine in der
erfindungsgemiBen Perfusionslosung gewahrleisten, dass eine solche kardioplegische Losung
auch die kleinsten Kapillaren sicher perfundiert und damit einen uniformen Stillstand der
Muskelaktivitit in allen Myokardbereiche garantiert. Dadurch kommt es zu einem

gleichm#Bigeren Uberleben aller Herzgewebebereiche.
Die Verwendung der oben beschriebenen kardioplegischen Losung resultierte in eine deutlich

verbesserte Endothelgeschlossenheit, bessere Endothelerhaltung, aber auch gleichméBigere,
homogenere Myokardperfusion und -Erhaltung.
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Beispiel 9: Regeneration von Endothel-Gewebe der Vena saphena durch Behandlung mit

einem Blutplasmapriiparat als Endothel-protektive Perfusionsldsung

Im folgenden Beispiel wurde die Wirkung einer Ausfiihrungsform der erfindungsgeméfen
Perfusionsldsung, die von einem Blutplasmapréiparat abgeleitet ist, auf das Endothel-Gewebe

von isolierten Vena saphena Segmenten untersucht (Figur 11).
Das eingesetzte Blutplasmapriparat enthielt die folgende Zusammensetzung:

150 mM Natrium-Ionen, 3,65 mM Kalium-Ionen, 1,97 mM Calcium-lonen, 1 mM
Magnesium-Ionen, 107 mM Chlorid-Ionen, 32 g/l Albumin, Immunglobuline IgG 7 g/l, IgA
1,7 g/l, und IgM 0,5g/1 und 51 g/l Gesamt-Protein und natiirliche im Blutplasma enthaltende
Nihrstoff- und Energielieferanten. Das Blutplasmapréparat wurde zudem noch zur

Virusinaktivierung mit B-Propionlacton und UV behandelt.

Es wurden, wie in den anderen Beispielen auch, confokale Mikroskopien an isolierten Venen-
Segmenten durchgefiihrt. Dazu wurde die Vena saphena fir 60 min mit dem
Blutplasmapriparat behandelt. Als Kontroll-Losungen diente Saline oder Bretschneider
Losung. Die Behandlung mit diesen Kontrolllsungen fithrte bereits nach einer
Inkubationszeit von 30 Minuten zu drastischen Endothellldsionen (Lp der kultivierten
endothelialen Zellen = 1,2 +/- 0,3 cm X 10 x s x emH,0; n=>5) und einem starken Abldsung

von Endothelzellen von den GefdBwinden.

Die Behandlung mit dem Blutplasmapraparat (n=141) fithrte hingegen zu keiner Ablésung
von Endothelzellen, sondern zu einem dichten Endothel-Gewebe. Das Endothelium der Vena
saphena Segmente bleibt an der Gefiiwand haften. Der Gewebefaktor TF, ist in den mit der
erfindungsgemafen Perfusionslosung gemessenen Venen kaum messbar (2,6 fimol x min” x
cm > +/- 1,5; n=5) nach der Inkubation (1 h) in den Kontrolllssungen aber sehr hoch (8,2
fmol x min” x cm 2 +/- 3,3; n=5). Dies ist auf die Koagulationsfaktoren zuriickzufiihren,
welche zunehmend den Kontakt mit Perizyten-dhnlichen Zellen iiber offene Endothelspalten

herstellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die erfindungsgem#Ben Perfusionsldsungen in all ihren

Ausfithrungsformen das luminale Endothel von Gefiflen und Organen konservieren bzw.
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regenerieren kann und eine lange Offenheitsrate und damit eine lange Funktion der

Hohlorgane und Lebensdauer von Transplantaten sicherstellt.

Beispiel 10: Ausfithrungsform des Blutplasmapréiparats als Perfusionslésung unter Einschluf
von Papaverin

Gleiche Ergebnisse wie in Beispiel 10 beschrieben, wurden mit einer Perfusionslosung
(Blutplasmapriparat nach Beispiel 9) erhalten, die zusétzlich 10 pM Papaverin als
Vasodilator enthielt, Neben der Erhaltung des Endothelrasens konnte durch den Zusatz von

Papaverin auch die Spasmenbildung reduziert bzw. verhindert werden.

Beispiel 11: Ausfithrungsform des Blutplasmapriparats als Perfusionsldsung unter Einschiuf3

von KCl (kardioplegische Perfusionslésung)

In analoger Weise konnte auch die elektrische Aktivitit mit einer kardioplegischen
Perfusionslosung (Blutplasmapréparat nach Beispiel 9) an isolierten Herzen verhindert
werden. Die eingesetzte Losung enthielt 20 mM KCI anstelle der in der Grundlésung des

Blutplasmapriparats angegebenen KCl-Konzentrationen.
Diese Losung eignet sich in hervorragender Weise, das Endothel bei Operationen zu schiitzen
und das Transplantat (z.B. GefiB, Organ) infolge des hohen Kalium-Gehalts durch die

Inkubation in der kardioplegischen Perfusionslésung ruhig zu stellen.

Beispiel 12: In vivo-Studien an Bypass-Patienten

Um die Ubertragbarkeit der bisher gezeigten Ergebnisse auch in der Praxis an lebenden
Patienten zu demonstrieren, wurde eine Studie an Bypass-Patienten im Krankenhaus
durchgefiihrt (Figuren 8-11).

Die in vivo Studie wurde so durchgefithrt, dass jeweils 25 frisch explantierte Venus saphena
von Bypass-Patienten mit einer der vier folgenden Losungen durchspiilt und anschlieend ca.
30-60 min in derselben Losung bis zur Implantation bei Zimmertemperatur aufbewahrt

wurde:
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Isotonische Kochsalzlosung (Saline) als Kontrolle (Figur 8)
Bretschneider-Losung (kardioplegisch) als Kontrolle (Figur 9)
Isotonische Perfusionslosung des Beispiels 2 mit 5% Albumin (Figur 10)

Al

Blutplasmapriparat (entsprechend Beispiel 9; Figur 11)

Unmittelbar nach der Explantation und Durchspiilung mit den oben genannten Ldsungen
(Losungen 1-4 in diesem Beispiel; Figuren 8-11) und direkt nach dem Einlegen in diese
Losungen sowie unmittelbar vor der Transplantation (also ca. 30-60 min nach Explantation)
wurden ca. 5 mm lange Stiicke von dem jeweiligen Venensegment abgeschnitten und in
Formaldehyd-/Glutaraldehyd-Losung fixiert. Ein Teil des Venensegments wurde fiir
insgesamt 8 Stunden in der jeweiligen Inkubationslosung fiir Kontrollzwecke inkubiert, der
Hauptteil der Vene wurde jedoch transplantiert. In den fixierten Teilsegmenten erfolgte eine
Silber-Impriagnierung der Zellfugen, so dass anschlieBend die Integritit der
Endothelabdeckung der GefiBi-Intima an den verschiedenen Zeitpunkten quantitativ bewertet
werden konnte. Es zeigte sich, dass in den Losungen 1 und 2 (Saline bzw.
Bretschneiderldsung) die Endothelabdeckung der Gefifie oft gar nicht mehr nachweisbar war
und meist nur noch kleine Inseln davon iibrig waren (Figuren 8-9). Dazwischen hatten
subendotheliale Wandschichten direkten Zugang zum Lumen. Die in den Losungen 1 und 2
inkubierte geziichtete Endothelzellen, aber auch das Endothel intakter Venen erwiesen sich
aufgrund ihrer endothelialen Liickenhaftigkeit fiir wéssrige Medien, die im Lumen unter
leichten Uberdruck appliziert wurden, als leicht durchgéingig. Es kam zu einem
entsprechenden transmuralen Wassertransport, dessen GroBe sich exakt als Hydraulische

Konduktivitit messen lisst.

Im Falle der Inkubation mit den erfindungsgeméBen Perfusionslésungen 3 und 4 lieB sich eine
geringere bzw. im Falle der Perfusionslosung 4 nur eine ganz geringe hydraulische
Konduktivitit ermitteln, was ein Beleg fiir die hohe Dichtigkeit und Kontinuitdt der
Endothelabdeckung ist (Figuren 10-11).

In Parallelversuchen wurde ermittelt, wie nach der Inkubation von ldngeren Venensegmenten
mit jeweils einer der vier oben angegebenen Ldsungen und anschlielender Fiillung mit einem
standardisierten Gemisch aus Gerinnungsfaktoren (BBSB) einige der darin enthaltenen
Faktoren durch den in tieferen Wandschichten lokalisierten ,,Gewebefaktor (TF) aktiviert

werden. Letzterer ist vermutlich ausschlaggebend fiir alle klinisch auftretenden intravasalen
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Thromboseereignisse. Normalerweise wird der Gewebefaktor durch das intakte Gefdf-
Endothel vom Blut (und damit den Gerinnungsfaktoren im Plasma) abgeschirmt. Genau das
ist auch der Fall, wenn die Venen vorher mit einer der -erfindungsgeméBen
Perfusionslésungen inkubiert wurden. In den Fillen, bei denen die Kontrollgsungen 1 und 2
verwendet wurden, erwies sich die Wand als prothrombogen, weil die intravasal angebotenen
Gerinnungsfaktoren durch das liickenhafte Endothel in die tieferen Wandschichten
diffundieren konnten und dort in Kontakt mit dem Gewebefaktor gerieten.

Ahnliche Ergebnisse wurden mit Arferia mammaria int.-Bypdssen gewonnen (nicht gezeigt),
so dass das erfindungsgemiifie Verfahren auf keinen Fall auf einen bestimmten Geféfityp oder

Organ beschrinkt ist.

Zusammenfassend bietet die vorliegende Erfindung eine hervorragende Moglichkeit zur
 Behandlung, Herstellung und Konservierung von isolierten Hohlorganen und biologischen
GefiBen bei Operationen, Transplantationen, Transport und Inkubationen. Die mit einer der
hier beschriebenen erfindungsgeméBen Perfusionsldsungen behandelten Hohlorgane bzw.
biologischen Gefiie eignen sich somit fiir den Einsatz als Gefi- oder Organ-Prothesen (z.B.
Bypass) mit langer Lebenszeit und Funktionalitit. Das heute noch grofle Risiko einer
Restenosierung solcher Prothesen wird zum Wohle der Patienten durch die Verwendung einer

erfindungsgemifen Perfusionslosung erheblich verringert.
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PATENTANSPRUCHE

Verfahren zur Endothel-konservierenden Behandlung von Hohlorganen, umfassend
das In-Kontakt-Bringen eines isolierten Hohlorgans mit einer Endothel-protektiven
Perfusionslésung, wobei die Endothel-protektive Perfusionslosung mindestens die

folgenden Bestandteile umfasst:

(a) physiologische Elektrolytlosung
(b)  mindestens 0,1 Gew.-% natives Albumin
(¢)  Niahrstoffsubstrat;

wobei die Behandlung zur Konservierung und/oder Reparatur des Endothel-Gewebes

im Lumen des Hohlorgans fiihrt.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei das native Albumin in der Endothel-protektiven
Perfusionslosung durch 1-10 Vol-% homologes Hamolysin-freies Serum oder

autologes Serum ersetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei das native Albumin in der Endothel-protektiven
Perfusionslosung durch ein homologes anti-koaguliertes Blutplasmapréparat ersetzt
wird, welches humane Plasmaproteine, anti-koagulatorisch wirkende Faktoren und
Immunglobuline umfasst und bei dem die pro-koagulatorisch wirkenden Faktoren,

Isoagglutinine und instabilen Komponenten des Blutplasmas entfernt worden sind.

Verfahren nach Anspruch 3, wobei das anti-koagulierte Blutplasmapréparat Natrium-
Ionen, Kalium-Ionen, Calcium-Ionen, Magnesium-Ionen, Chlorid-Ionen, humane

Serumproteine, Albumin und Immunglobuline enthélt.
Verfahren nach Anspruch 4, wobei das anti-koagulierte Blutplasmapréparat folgende

Zusammensetzung umfasst: Etwa 100-170 mM Natrium-Ionen, etwa 1-15 mM

Kalium-Ionen, etwa 1-6 mM Calcium-Ionen, etwa 0,1-4 mM Magnesium-Ionen, etwa
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50-200 mM Chlorid-Ionen, humane Serumproteine, davon etwa 25-45 g/l Albumin, 3-
15 g/1, IgG, 1-10 g/1 IgA und 0,2-3 g/l IgM Immunglobuline, bei einem pH-Wert von

etwa 7,3 bis etwa 7,8 und einer Osmolaritét von etwa 200-350 mosmol/kg.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-5, wobei das Néahrstoffsubstrat in der

Endothel-protektiven Perfusionslosung L-Glutamin ist.

Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Konzentration von L-Glutamin in der

Endothel-protektiven Perfusionslosung 0,5-10 mM betrégt.

Verfahren nach Anspruch 6, wobei die physiologische Elektrolytlosung 2-10 mM
Glukose und/oder 1-10 mM Pyruvat enthilt.

Verfahren nach Anspruch 6, wobei die physiologische Elektrolytiosung 0,1-0,6 U/ml
Heparin und/oder jeweils 50-100 uM Harns#ure und/oder Ascorbat enthlt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-9, wobei die physiologische Elektrolytlosung
folgende Bestandteile umfasst: 100-150 mM NaCl; 1-15 mM KCl; 0,1-4 mM MgSOy;
0,5-2 mM KH,POy, 24-48 mM Histidin-Cl und 1-3 mM CaCl,.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Endothel-protektive Perfusionslosung ein anti-
koaguliertes und nicht-agglutinierendes Blutplasmapréparat ist, welches humane
Plasmaproteine, anti-koagulatorisch wirkende Faktoren und Immunglobuline umfasst
und bei dem die pro-koagulatorisch wirkenden Faktoren, Isoagglutinine und instabilen

Komponenten des Blutplasmas entfernt worden sind.

Verfahren nach Anspruch 11, wobei das Blutplasmapréparat folgende Bestandteile
umfasst: 100-170 mM Natrium-Ionen, 1-15 mM Kalium-Ionen, 1-6 mM Calcium-
Ionen, 0,1-4 mM Magnesium-Ionen, 50-200 mM Chlorid-Ionen, 25-45 g/l Albumin, 3-
15 g/l IgG, 1-10 g/l IgA und 0,2-3 g/l IgM Immunglobuline.

Verfahren nach Anspruch 12, wobei das Blutplasmapréparat mit $-Propiolacton und

UV-Bestrahlung zur Virusinaktivierung behandelt wurde.

55



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24.

WO 2004/110145 PCT/EP2004/006309

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-13, wobei die Perfusionsldsung einen oder
mehrere Endothel-férdernde Wachstumsfaktoren enthilt.

Verfahren nach Anspruch 14, wobei der Wachstumsfaktor ausgewihlt ist aus der
Gruppe bestehend aus epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (FGF), vaskuldrer Endothel-Wachstumsfaktor (VEGF) und
Stammzell-Faktor (SCF).

Verfahren nach einem der Anspriche 1-15, wobei die Perfusionslésung

Perfusionslésung Flavonoide enthélt.

Verfahren nach Anspruch 16, wobei die Flavonoide Quercetin und/oder

Trihydroxyethyl-Rutosid sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-17, wobei die Perfusionslosung Papaverin

und/oder Adenosin enthélt,

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-18, wobei die Perfusionslosung

kardioplegische Kalium-Konzentrationen von mehr als 6 mM enthiilt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-19, wobei es sich bei den Hohlorganen um

Herz, Darm, Uterus, Niere, Harnblase, Lunge, Leber, Milz handelt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-19, wobei es sich bei den Hohlorganen um

biologische Gefile handelt.

Verfahren nach Anspruch 21, wobei es sich bei den biologischen Gefiflen um
BlutgefiBle oder Lymphgeféfe handelt.

Verfahren nach einem der Amnspriiche 1-22, wobei die Endothel-protektive
Perfusionsfliissigkeit mit Hilfe einer Apparatur nach einem der Anspriiche 47-51
durch das Hohlorgan geleitet wird.

Endothel-protektive Perfusionslésung, umfassend
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(a)  physiologische Elektrolytlosung
(b)  mindestens 0,1 Gew.-% natives Albumin
(¢) 0,5 bis 10 mM L-Glutamin

Perfusionslosung nach Anspruch 24, wobei das native Albumin durch 1-10 Vol-%

homologes Hémolysin-freies Serum oder autologes Serum ersetzt wird.

Perfusionslésung nach Anspruch 24, wobei das native Albumin in der Endothel-
protektiven  Perfusionslosung  durch  ein  homologes  anti-koaguliertes
Blutplasmapriparat ersetzt wird, welches humane Plasmaproteine, anti-koagulatorisch
wirkende Faktoren und Immunglobuline umfasst und bei dem die pro-koagulatorisch
wirkenden Faktoren, Isoagglutinine und instabilen Komponenten des Blutplasmas

entfernt worden sind.

Perfusionslosung nach Anspruch 26, wobei das anti-koagulierte Blutplasmapréiparat
Natrium-lonen, Kalium-lonen, Calcium-lonen, Magnesium-lonen, Chiorid-Ionen,

humane Serumproteine, Albumin und Immunglobuline enthilt.

Perfusionslésung nach Anspruch 27, wobei das anti-koagulierte Blutplasmapriparat
folgende Zusammensetzung umfasst: Etwa 100-170 mM Natrium-Ionen, etwa 1-15
mM Kalium-Ionen, etwa 1-6 mM Calcium-Ionen, etwa 0,1-4 mM Magnesium-Ionen,
etwa 50-200 mM Chlorid-Ionen, humane Serumproteine, davon etwa 25-45 g/l
Albumin, 3-15 g/l IgG, 1-10 g/l IgA und 0,2-3 g/l IgM Immunglobuline, bei einem
pH-Wert von etwa 7,3 bis etwa 7,8 und einer Osmolaritit von etwa 200-350

mosmol/kg.

Perfusionslosung nach einem der Anspriiche 24-28, wobei die Konzentration von L-

Glutamin 2,5 mM betrégt.

Perfusionslosung nach einem der Anspriiche 24-28, wobei die Konzentration von L-

Glutamin 5 mM betrégt.

Perfusionsldsung nach einem der Anspriiche 24-28, wobei die Konzentration von L-

Glutamin 7,5 mM betragt.
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Perfusionsldsung nach einem der Anspriiche 24-31, wobei die physiologische
Elektrolytlosung folgende Bestandteile umfasst: 100-150 mM NaCl; 1-15 mM KCl;
0,1-4 mM MgSOy4; 0,5-2 mM KH,POy4, 24-48 mM Histidin-Cl und 1-3 mM CaCl,.

Perfusionslosung nach Anspruch 32, wobei die physiologische Elektrolytlésung 2-10
mM Glukose und/oder 1-10 mM Pyruvat enthélt.

Perfusionslosung nach einem der Anspriiche 23-33, wobei die physiologische
Elektrolytlosung 0,1-0,6 U/ml Heparin und/oder jeweils 50-100 uM Harnsiure
und/oder Ascorbat enthilt.

Perfusionslosung nach einem der Anspriiche 23-34, wobei der pH-Wert in der

physiologischen Elektrolytlosung in atmosphérischer Luft 7,4 +/- 0,04 betrégt.

Perfusionslosung nach einem der Anspriiche 24-35, wobei die Endothel-protektive

Perfusionslosung zusitzlich Antibiotika enthélt.

Perfusionslésung nach Anspruch 36, wobei es sich bei den Antibiotika um 50-400
U/ml Penicillin und/oder 0,1-0,4 mg/ml Streptomycin handelt.

Perfusionslésung nach Anspruch 24, wobei die Perfusionslésung ein anti-koaguliertes
und nicht-agglutinierendes Blutplasmapréparat ist, welches humane Plasmaproteine,
anti-koagulatorisch wirkende Faktoren und Immunglobuline umfasst und bei dem die
pro-koagulatorisch wirkenden Faktoren, Isoagglutinine und instabilen Komponenten

des Blutplasmas entfernt worden sind.

Perfusionslésung nach Anspruch 38, wobei das Blutplasmapriparat folgende
Bestandteile umfasst: Etwa 100-170 mM Natrium-Ionen, etwa 1-15 mM Kalium-
Ionen, etwa 1-6 mM Calcium-Ionen, etwa 0,1-4 mM Magnesium-Ionen, etwa 50-200
mM Chlorid-Ionen, etwa 25-45 g/l Albumin, etwa 3-15 g/l IgG, etwa 1-10 g/l IgA und
etwa 0,2-3 g/l IgM Immunglobuline.
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Perfusionslosung nach Anspruch 39, wobei das Blutplasmapriparat mit 3-Propiolacton

und UV-Bestrahlung zur Virusinaktivierung behandelt wurde.

Perfusionslosung nach einem der Anspriiche 24-40, wobei die Losung einen oder

mehrere Endothel-fordernde Wachstumsfaktoren enthiilt.

Perfusionslosung nach Anspruch 41, wobei der Wachstumsfaktor ausgewihlt ist aus
der Gruppe bestehend aus epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (FGF), vaskuldrer Endothel-Wachstumsfaktor (VEGF) und
Stammzell-Faktor (SCF).

Perfusionslésung nach einem der Anspriiche 25-42, wobei die Perfusionslosung

Flavonoide enthilt.

Perfusionsiosung nach Anspruch 43, wobei die Flavonoide Quercetin und/oder

Trihydroxyethyl-Rutosid sind.

Perfusionslésung nach einem der Anspriiche 25-44, wobei die Perfusionslésung

Papaverin und/oder Adenosin enthalt.

Perfusionslésung nach einem der Anspriiche 25-45, wobei die Perfusionsldsung

kardioplegische Kalium-Konzentrationen von mehr als 6 mM enthélt.

Apparatur zur Endothel-konservierenden Behandlung von isolierten biologischen
Gefifien, umfassend eine Kammer (1), ein axial beweglicher Stempel (6), eine Kaniile
(5), ein Vorratsbehilter (7), der Endothel-konservierende Perfusionsfliissigkeit enthélt
und eine Dichtungsvorrichtung (3), wobei die Kaniile mit dem axial beweglichen
Stempel (6) verbunden ist, so dass die Kaniile mit dem Stempel in die Kammer bewegt
werden kann und wobei die Dichtungsvorrichtung (3) ein Ende des Gefilles
umschliefen kann und die Kaniile mit dem anderen Ende des Gefifies verbunden
werden kann, so dass die Endothel-protektive Perfusionslésung aus dem
Vorratsbehilter (7), vorzugsweise unter einem Druckgradienten, selektiv in das

biologische Gefil} geleitet werden kann.
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52.

53.

54.
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Apparatur nach Anspruch 47, wobei die Dichtungsvorrichtung Dichtungsscheiben

umfasst, die stapelférmig in einer Rindelschraube angeordnet sind.

Apparatur nach Anspruch 48, wobei die Dichtungsscheiben einen Durchmesser von 1-

10 mm und/oder eine Dicke von 0,3-3 mm haben.

Apparatur nach einem der Anspriiche 47- 49, wobei der Apparat zusitzlich eine

Thermostatisierungseinrichtung zum Erwirmen der Perfusionsfliissigkeit enthilt.

Apparatur nach einem der Anspriiche 47-50, wobei die Endothel-protektive

Perfusionslosung nach einem der Anspriiche 24-46 definiert ist.

Verwendung der Endothel-protektiven Perfusionslosung nach einem der Anspriiche
24-46 zur Konservierung des Endothels in isolierten Hohlorganen oder biologischen
Gefillen.

Verwendung der Endothel-protektiven Perfusionslésung nach einem der Anspriiche
24-46 zur Aufrechterhaltung und/oder Reparatur des Endothel-Gewebes in isolierten

Hohlorganen oder biologischen Geféflen.
Verwendung der Endothel-protektiven Perfusionslésung nach einem der Anspriiche

24-46 zur Therapie und/oder Vorbeugung von GefiBverschliissen in isolierten

Hohlorganen oder biologische Geféflen.
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FIGUR 6

Die Integritat eines bei starker Vergréerung (x630) photographierten Endothelrasens
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