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1.1. Abstrakt 

 

Moderne Arzneiformen als parenterale Zubereitung zur Gewährleistung der 

Sauerstoffversorgung können erhebliche Vorteile gegenüber den gegenwärtig 

eingesetzten Erythrozytenkonzentraten (EK) bieten. Hämoglobin-basierte Mikro-

partikel (HbMP) können in effizienten Mengen hergestellt werden, bergen nicht die 

Gefahr der Kontamination und können deutlich länger als EK gelagert werden. Bei 

HbMP zur parenteralen Applikation handelt es sich um eine Neuentwicklung, weshalb 

noch nicht genügend Biokompatibilitäts- bzw. Toxizitätsuntersuchungen vorliegen. 

Präklinische In-vitro Untersuchungen wurden durchgeführt um Sicherheitsaspekte der 

HbMP-700 zu untersuchen.  Morphologie und Verformbarkeit der Partikel wurden 

mittels Atomkraftmikroskopie (AFM) und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 

bestimmt. Die Suspensionsstabilität wurde mittels Konfokaler Laserscanning-

mikroskopie und dynamischer Lichtstreuung ermittelt. HbMP weisen eine gute 

Verformbarkeit und homogene Größenverteilung auf. Die Analyse der HbMP mittels 

Rheometer zeigte ein rheologisch ähnliches Fließverhalten wie humanes Blut sowie 

keine Aggregation im Ruhezustand. Die Sauerstoffaffinität wurde mittels 

Sauerstoffmeter und einem HEMOX Analysegeräts untersucht. Die HbMP besitzen 

eine hohe Sauerstoffaffinität, so dass der Sauerstoff nur im hypoxischen Gewebe 

abgeben wird. Um die Erkennung der HbMP durch das Immunsystem zu minimieren, 

wurden die Partikel zusätzlich mit Albumin abgedeckt, was mittels 

Durchflusszytometrie nachgewiesen wurde. Die Quantifizierung der Reaktiven-

Sauerstoffspezies (ROS) zeigte keine Toxizität der HbMP. Ebenso konnte keine 

Gentoxizität im Ames Test, im Säugetierzellen-Genmutationstest und im In-vivo 

Mikronukleus Test nachgewiesen werden. Die neuartige Hämoglobin-basierten 

Sauerstoffträger, HbMP-700, sind vielversprechend bei der Erfüllung der 

anspruchsvollen Voraussetzungen für die Entwicklung eines universellen Blutersatzes 

und zeigten in den In-vitro Untersuchungen keine Biotoxizitäten. Die Ergebnisse in den 

präklinischen Untersuchungen bestätigen die Biokompatibilität. Es ist daher von 

großem medizinischem Interesse, präklinische In-vivo Experimente durchzuführen, 

um weitere Daten zu erfassen. 

 

 

 



 

2 

 

1.2. Abstract 

 

Modern drug forms such as micro- / nanoparticles as a parenteral application to ensure 

the oxygen supply, may offer a substantial advantage over the currently used 

erythrocyte concentrates (EC). Hemoglobin-based microparticles (HbMP) can be 

produced in effective quantities, do not possess the uncertainty of contamination and 

are able to be stored distinctly longer than EC. HbMP for parenteral administration is 

a new development for which reason there are not sufficient biocompatibility or toxicity 

studies available. Preclinical In-vitro safety investigations were performed to determine 

the safety aspects of HbMP‐700. The morphology and deformability of the particles 

were investigated with the use of Atomic Force Microscopy (AFM) and Transmission 

Electron Microscopy (TEM). The suspension stability was determined with Confocal 

Laser-Scanning-Microscopy (CLSM) and the dynamic light scattering. HbMP show a 

good deformability and homogeneous size distribution. The analysis of the HbMP with 

the use of a Rheometer demonstrated a rheologically similar flow behavior to human 

blood with no aggregation of the suspension in a state of rest. The oxygen affinity was 

investigated with an oxygen meter and HEMOX analyzer. The HbMP have a high 

affinity for oxygen so that the oxygen is only released in the hypoxic tissue. In order to 

minimize the detection of HbMP by the immune system, the particles were also 

covered with albumin, which was demonstrated by flow cytometry. The quantification 

of the reactive oxygen species (ROS) showed no toxicity of the HbMP. Likewise, no 

genotoxicity could be detected in the Ames test, in the mammalian cell gene mutation 

test or in the in-vivo micronucleus test. The novel hemoglobin-based oxygen carriers, 

HbMP-700, are promising in meeting the demanding requirements for the development 

of a universal blood substitute and showed no biotoxicity in the In-vitro investigations. 

The results in the preclinical studies confirm the biocompatibility. It is therefore of great 

medical interest to carry out preclinical In-vivo experiments in order to obtain further 

Data. 
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2 Einleitung 

 

Blut ist eine Körperflüssigkeit, die mithilfe der Organe des Herz-Kreislaufsystems, im 

gesamten Organismus permanent zirkuliert. Hierbei befindet sich der Großteil (ca. 

80%) der Flüssigkeit verteilt in den Venen, der rechten Herzhälfte und im Lungen-

Kreislauf. Blut setzt sich zusammen aus einem zellulären Anteil (Erythrozyten, 

Leukozyten und Thrombozyten) und einem nicht-zellulären Anteil (Plasma). Die 

Funktionen des Blutes sind u.a. der Transport von Sauerstoff, Kohlenstoffdioxid und 

Stoffwechselprodukten, die Signaltransduktion, die Homöostase und die Mobilisierung 

des Immunsystems (1).  

Die Erythrozyten sind durch besondere Eigenschaften an ihre Funktion als 

Sauerstofftransporteure optimalen angepasst. Als kernlose, bikonkave Strukturen mit 

einem Randwall erreichen sie eine bestmögliche Verformbarkeit für die optimale 

Sauerstoffversorgung des gesamten Organismus (2). Ihr 1 µm flaches Zentrum und 

der 2 µm dicke Rand führen zu einer vergrößerten Oberfläche für einen effizienteren 

Sauerstoff Austausch. Der Durchmesser eines Erythrozyten beträgt durchschnittlich 

7,7 µm (3). Die außerordentliche Flexibilität verdanken die Erythrozyten ihrer aus einer 

Glykokalyx bestehenden Plasmamembran. In dieser sind unter anderem 

Glykoproteine eingelagert, die als Blutgruppenantigene fungieren können und damit 

beispielsweise für das ABO-System verantwortlich sind.  

Dadurch, dass humane Erythrozyten keine Zellkerne oder Organellen besitzen, 

können Sie sich weder vermehren noch aerob Energie herstellen. Erythrozyten leben 

durchschnittlich 120 Tage. Die Energiegewinnung ist ausschließlich anaerob durch die 

Glykolyse möglich. Die Erythrozyten enthalten als Hauptbestandteil Hämoglobin. 

Dieses hat die primäre Funktion, durch die in den 4 Proteinketten enthaltenen 

Eisenatome, Sauerstoff zu binden und damit dessen Transport durch das Herz-

Kreislaufsystem zu ermöglichen (3,4). Erythrozyten, abgepackt in Beuteln in Form von 

Konzentraten (EK), spielen in der Trauma-/Notfallmedizin eine essenzielle Rolle.  

Die deutsche Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fach-

gesellschaften e.V. (AWMF) aktualisiert permanent die S3-Leitlinie für die Polytrauma-

/Schwerverletzten-Behandlung, um die notfallmedizinischen Maßnahmen zu 

optimieren. Zu den lebensrettenden Erstmaßnahmen zählt u.a. die Vermeidung von 

Blutverlusten bzw. das Entgegenwirken eines Abfalls der Hämoglobinkonzentration, 

um die daraus resultierenden hypoxischen Reaktionen zu verhindern. Als Arzneimittel 
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definiert, werden daher EK von Blutspenden permanent benötigt, um lebens-

notwendige Transfusionen durchzuführen (5). Nach einem notfallmedizinischen 

Trauma stirbt die Hälfte der Patienten nach Einlieferung in eine Klinik innerhalb von 

zwei Tagen aufgrund von unkontrollierten Blutungen (6).  

Das Deutsche Trauma Register DGU® erstellt jährlich ein Bericht über die Daten der 

Schwerverletztenversorgung in deutschen Kliniken. Dies soll zur besseren Analyse 

und Optimierung der Qualität in der Traumabehandlung beitragen. Hier werden u.a. 

die Zeitabstände zwischen der Aufnahme des Patienten im Schockraum und der 

Transfusion von Erythrozytenkonzentraten untersucht (7). Derzeit werden weltweit 

jährlich rund 100 Millionen Blutkonserven von Spendern für lebensrettende 

Transfusionen benötigt. Allein in Deutschland wurden 2018 mehr als 3 Millionen 

Einheiten (Beutel) Erythrozytenkonzentrate transfundiert (8). In entwickelten Ländern 

ist die Nachfrage nach Blutspendern trotz Bevölkerungswachstum und Alterung, 

aufgrund der jüngsten Entwicklungen in der Medizin, wie minimalinvasiven Operations-

techniken, tendenziell rückläufig (9). Jedoch steigt weltweit der Bedarf an Plasma, 

Thrombozyten oder Erythrozytenkonzentraten, mit zeitgleicher Abnahme der 

Spenderzahl, was chronisch zu kritischen Versorgungsengpässen in den Blutbanken 

führt (10).  

Ein weiteres wichtiges Thema ist die Sicherheit, da die Transfusion von Blutprodukten 

immer noch Risiken wie hämolytische Reaktionen, Immunmodulation, Fehl-

transfusionen infolge von Nichtübereinstimmung, logistische Einschränkungen, 

Übertragung von Infektionen bergen (10-12). Dies ist besonders in Entwicklungs-

ländern von großer Bedeutung. Die bisher von der World Health Organization (WHO) 

gesammelt Daten zeigen, dass nur 104 von den 173 berichterstattenden Ländern 

gesetzlich geregelte Qualitäts- und Sicherheitsstandards für die Transfusion von 

Blutprodukten aufweisen.  Dreizehn dieser Länder sind nicht in der Lage, alle Spenden 

auf ein oder mehrere Infektionskrankheiten wie HIV, Hepatitis B, Hepatitis C und 

Syphilis zu testen. Die Prävalenz transfusions-übertragbarer Infektionskrankheiten bei 

Spenden in „high-income“ Ländern ist bedeutend niedriger als in „low- and middle-

income“ Ländern (13). Zusätzlich ergab die Analyse großer Patientengruppen ein 

höheres Sterberisiko, wenn Blut transfundiert wurde das länger als 2 Wochen gelagert 

wurde (14-17). Eine elegante Lösung des oben erwähnten Problems könnte die 

Bereitstellung eines geeigneten künstlichen Sauerstoffträger sein, der für eine lange 

Zeit lagerfähig, sofort verfügbar und blutgruppenunabhängig transfundierbar wäre.  
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Die Entwicklung in diesem Bereich konzentriert sich auf vollsynthetische Träger wie 

Hybridverbindungen auf Hämbasis und Perfluorkohlenwasserstoffe einerseits und 

Sauerstoffträger auf Hämoglobinbasis (HBOCs) andererseits (18,19). Der Hauptvorteil 

von HBOCs gegenüber synthetischen Trägern besteht in der Natur von Hb als 

physiologisches Sauerstofftransporterprotein. Stromafreies Hb kann aufgrund seiner 

Nephrotoxizität nicht direkt verwendet werden (20). Chemische Modifikationen wie 

intra- und intermolekulare Vernetzung und Konjugation mit Makromolekülen (21-23) 

oder Einkapselung in Liposomen (24-26), Polymerkapseln (27-29), Polymermizellen 

(30) usw. wurden vorgeschlagen, um diese Probleme zu überwinden. Bisher jedoch 

mit nur mäßigem Erfolg. Die meisten dieser Produkte führten In-vivo zu 

Nebenwirkungen. Hauptsächlich aufgrund einer durch Vasokonstriktion verursachten 

Hypertonie (22,31-36). Nur wenige von ihnen erreichten klinische Studien in der 

Spätphase, scheiterten jedoch bei der Zulassung durch die FDA aufgrund von 

Gesundheitsschäden und Todesfällen (35-37). Zugelassene Produkte existieren in 

Südafrika, Russland, China und Mexico (18,19). Die genauen Mechanismen, die den 

vasokonstriktiven Effekten zugrunde liegen, sind bisher nicht vollständig geklärt. 

Es gibt zwei grundlegende Hypothesen:  

(i) Sauerstoffüberversorgung bei HBOCs mit geringer Sauerstoffaffinität 

(ii) Stickstoffmonoxid (NO) -Fänger (31,32,35). 

Die Fähigkeit von azellulärem Hb, die Ausbreitung von oxidativem Stress zu 

provozieren und zu beschleunigen, ist wahrscheinlich auch ein Faktor (34). Die neue 

Generation der HBOCs weisen eine hohe Sauerstoffaffinität auf, wodurch ein 

vorzeitiges Überangebot an Sauerstoff und eine Vasokonstriktion (38), verursacht 

durch einen automatischen Regulationsmechanismus (39), verhindert werden. Die 

Größenanpassung der HBOCs auf über 100 nm kann eine Extravasation durch die 

Endothellücken und damit ein NO-Abfangen verhindern. Denn niedrige NO-Werte 

führen zu einer Limitation der Hemmung physiologischer vasokonstriktorischer 

Proteine wie z.B. Angiotensin II, Endothelin-1. (40,41). Wichtig dabei ist es trotzdem 

die Größe kleiner als 1 µm zu halten, um eine Blockierung der Mikrozirkulation und 

Probleme einer verstärkten Phagozytose zu vermeiden (42,43). Dabei können 

Oberflächenmodifikationen die Partikel vor Erkennung und Eliminierung durch das 

angeborene Immunsystem das Partikel schützen. Als vielversprechende HBOCs der 

nächsten Generation haben wir kürzlich das neuartige Hämoglobin-basierte 



 

6 
 

Mikropartikel (HbMP-700), mit einer Partikelgröße unter 1 µm eingeführt, das In-vitro 

keine Vasokonstriktion kleiner Blutgefäße verursacht (44-46).  

Die zu untersuchenden Hämoglobin-basierten Mikropartikel HbMP-700 bestehen aus 

durch Glutaraldehyd vernetzten Hb-Molekülen. Die Herstellung von HbMP-700 

beinhaltet die drei Teilschritte Copräzipitation der Hb-Moleküle mittels Na2CO3- und 

MnCl2-Lösungen, was zur Bildung von MnCO3-Partikeln führt, die das Hb enthalten,  

Vernetzung des Hb in den Partikeln durch Glutaraldehyd (GA) und Auflösung des 

anorganischen MnCO3-Templats mittels EDTA (42). Nach der Skalierung des 

Herstellungsprozesses wird HbMP-700 derzeit präklinisch untersucht. In dieser Studie 

werden erste Ergebnisse in Bezug auf Sicherheit, einschließlich mechanischer 

Eigenschaften, Einfluss von Oberflächenmodifikationen, der Sauerstoffbindungs-

kapazität, Produktion Reaktiver-Sauerstoffspezies (ROS) und genetische Toxizität 

präsentiert. Die biologische Beurteilung der Biokompatibilität bzw. Toxizität basiert auf 

der Norm ISO 10993. Alle Tests wurden in Übereinstimmung mit den Anforderungen 

der Zulassungsbehörde in Deutschland, dem Paul-Ehrlich-Institut, durchgeführt. 

 

3 Zielstellung 

 

Das Ziel der Arbeit ist es die Hämoglobin-basierten Mikropartikeln (HbMP-700) 

hinsichtlich ihrer Biokompatibilität bzw. Toxizität unter Berücksichtigung der in der 

Norm ISO 10993 festgelegten Tests zu untersuchen. Das betrifft insbesondere die 

physikalische, chemische und morphologische Charakterisierung sowie die 

Vasoaktivität und die Toxikologie.  Die Untersuchung beinhaltet die Ermittlung der 

Größe und Verformbarkeit der Partikel, das Fließverhalten und die Suspensions-

stabilität, die Abschirmung gegenüber der Detektion durch das Immunsystem, die 

Funktion des Sauerstofftransports bzw. die Sauerstoffaffinität, ROS-Produktion, In-

vitro Zytotoxizität und Gentoxizität. 

 

4 Methodik 

 

4.1 Herstellung der HbMP 

Für die Herstellung der HbMP wird die Copräzipitationstechnik angewendet. Dazu 

werden erst 5mg/ml Hämoglobin in 0,125 M MnCl2 gegeben. In der ersten Präzipitation 

werden 0,125 M Na2CO2 unter starkem Rühren in die Lösung eingearbeitet und für 30 
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Sekunden weitergerührt.  Die entstandenen Hb-MnCO3 Partikel werden zweimal mit 

destilliertem Wasser gewaschen (Zentrifugieren mit 3000g, 3min) und anschließend in 

isotonischer Kochsalzlösung resuspendiert. Dem Ansatz wird dann 0,02% GA Lösung 

hinzugefügt und für 1 h bei Raumtemperatur gelagert. Anschließend werden die 

Partikel gewaschen und in destilliertem Wasser resuspendiert (61). 

 

4.2 Morphologie 

4.2.1 Atomkraftmikroskopie der Partikel zur Ermittlung der Größe und Verformbarkeit 

Zur Ermittlung des HbMP-700-Oberflächenprofils wurde die Atomkraftmikroskop 

(AFM) verwendet. Die Bildaufnahmen erfolgten unter der Verwendung eines 

Nanoscope III Multimode AFM (Digital Instrument Inc., Santa Barbara, Kalifornien, 

USA) im Tapping-Modus. Nach der Aufnahme wurden die Bilder mit der Nanoscope-

Software verarbeitet. Die HbMP-Proben wurden 1:10.000 mit entionisiertem Wasser 

verdünnt auf ein frisch gespaltenes Mica-Substrat getropft. Es erfolgte eine 

Vorbehandlung des Mica-Substrats mit 1 mM Polyethylenimin (Mw 25 kDa) für 20 min, 

um eine ausreichende Haftung der Partikel während der Messungen, durch eine 

positiv geladene Oberfläche, zu erhalten. Nach dem Anhaften der Partikel wurde das 

Substrat mit entionisiertem Wasser gespült und unter einem sanften Stickstoffstrom 

getrocknet. Die Partikel wurden zuerst im trockenen Zustand gescannt. Anschließend 

wurde ein Tropfen entionisiertes Wasser zugegeben und im nassen Zustand gescannt.  

Für die Messung in Luft, wurden mikrolithographierte Spitzen auf Silciumnitrid (Si3N4) 

Cantilevern mit einer Federkonstante von 42 N/m und Resonanzfrequenz von 300 kHz 

(Olympus Corporation, Tokio, Japan), verwendet. Die Scans in Wasser wurden mit 

Cantilevern durchgeführt, die eine Federkonstante von 3 N/m und eine 

Resonanzfrequenz von 75 kHz (Budgetsensoren, innovative Lösungen Bulgaria Ltd., 

Sofia, Bulgarien) aufwiesen. Die Höhe von jedem Partikel im trockenen und feuchten 

Zustand wurden mithilfe der Nanoscope-Software bestimmt. Es wurde die 

Höhendifferenz zwischen der Unterlage und dem höchsten Punkt des 

Partikeloberflächenprofils gemessen (60). 

 

4.2.2 Probenvorbereitung zur Untersuchung der Oberflächenmodifikationen 

HSA-d-HbMP und HSA-t-HbMP 

Zur zweifachen Präzipitation werden die bereits hergestellten Hb-MnCO3 Partikel in 

0,04M MnCl2 und 0,4% HSA suspendiert, um das HSA an die Oberfläche der Partikel 
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zu binden. Nach 5min werden 0,04M Na2CO3 addiert und die Partikel mit destilliertem 

Wasser gewaschen und in isotonischer Kochsalzlösung resuspendiert. Anschließend 

wird dem Ansatz 0,02% GA Lösung bei Raumtemperatur und unter langsames Rühren 

hinzugefügt. Dabei werden die Partikel quervernetzt. Mit 0,25M EDTA Lösung wird 

dann das MnCO3 aufgelöst. Der Ansatz wird mit 0,2mg/ml NaBH4 in 0,1M NaOH 

Lösung für 30 min inkubiert. Die HSA-d-HbMP werden dann dreimal mit isotonischer 

Kochsalzlösung und 0,2% HSA gewaschen. Zuletzt werden die Partikel in Ringer-

Acetatlösung resuspendiert und bei 4°C gelagert. Die dreifache Präzipitation bzw. die 

Herstellung der HSA-t-HbMP beinhaltet einen zusätzlichen Copräzipitationsschritt 

nach der zweiten Quervernetzung. Anschließend wird mit GA quervernetzt und wie 

beim vorherigen Schritt aufgelöst (61). 

 

HA-d-HbMP und HA-t-HbMP 

HA-d-HbMP werden genauso hergestellt wie zuvor bei der Herstellung der HSA-d-

HbMP beschrieben. Hier wird jedoch 0,04% HA zusätzlich zu 0,4%HSA verwendet. 

Die dreifache Präzipitation wird nach der zweiten Quervernetzung durchgeführt. 

Anschließend wird mit GA quervernetzt und wie beim vorherigen Schritt aufgelöst (61). 

 

Plu-d-HbMP und Plu-t-HbMP 

Plu-d-HbMP werden genauso hergestellt wie zuvor bei der Herstellung der HSA-d-

HbMP beschrieben. Hier wird jedoch 0,04% Pluronic zusätzlich zu 0,4%HSA 

verwendet. Die dreifache Präzipitation wird nach der zweiten Quervernetzung 

durchgeführt. Anschließend wird mit GA quervernetzt und wie beim vorherigen Schritt 

aufgelöst (61). 

 

4.2.3 TEM-Messung zur Morphologischen Darstellung von nicht modifizierten und 

modifizierten HbMP 

TEM-Messung wurde mithilfe von Zeiss EM 906 Omega Mikroskop (Carl Zeiss AG, 

Oberkochen, Deutschland) mit einer Beschleunigungsspannung von 80kV 

durchgeführt. Das Wasser der Suspension wird schrittweise mit Ethanol ausgetauscht. 

Die Waschschritte sind 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 99% Ethanol. Nach der letzten 

Zentrifugation (1800g, 6min) wird die Probe mit LR-White Resin über Nacht bei 

Raumtemperatur, zu einem Verhältnis von 1 : 1 (Ethanol : LR-White Resin), inkubiert. 

Danach wird die Probe mit frischem LR-WR ausgetauscht und in Gelatinekapseln 
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überführt. Eine Polymerisation des Resins wird durch UV-Licht Exposition für 48h bei 

Raumtemperatur erreicht. Anschließend werden dünne Sektionen präpariert (60-70nm 

auf Mesh-Grids). Die Sektionen werden für 15min mit 1% Phosphorwolframsäure und 

15min mit 4% wässrigem Uranylacetat gefärbt (61). 

 

4.3 CLSM-Untersuchung, Messung des hydrodynamischen Durchmessers und 

Zeta Potential Messung zur Ermittlung der Stabilität der HbMP Suspension 

4.3.1 CLSM-Untersuchung 

Es werden von allen Oberflächenmodifikationen CLSM Fotos gemacht, mithilfe von 

LSM 510 Meta (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena, Deutschland) Mikroskop mit 

einem 100x Öl-Immersionsobjektiv. Zur Anregung werden Strahlen mit der 

Wellenlänge von 488nm verwendet. Außerdem kommt ein Long-Pass-Emissionsfilter 

mit 505nm zum Einsatz (61). 

 

4.3.2 Zetapotential 

Um das Zetapotential der Partikel zu bestimmen wird der Zetasizer Nano ZS 

Instrument (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire , UK) genutzt. Jede Probe wird 

im Verhältnis 1:200 mithilfe der phosphatgepufferten Salzlösung (PBS) verdünnt (61). 

 

4.4 Rheologie 

Fließeigenschaften von humanem Blut werden mithilfe der Scheinviskosität 

charakterisiert, da dessen Viskosität von der bei der Messung angewandten 

Scherbelastung abhängt (nicht-Newtonsches Verhalten). Die Scheinviskosität der 

HbMP-700 Suspensionen wird unter Verwendung eines Rheometer Physics MCR 301 

(Anton Paar, Ostfildern-Scharnhausen, Deutschland) mit einem Platten-Platten-

System untersucht. HbMP-700 werden in einer Volumenkonzentration von 40% in 

Blutplasma resuspendiert, dann wird ein Teil der Suspension mit dem gleichen 

Volumenanteil Vollblut (40% Hämatokrit) gemischt. Die Scheinviskosität wird im 

Schergeschwindigkeitsbereich zwischen 0,1 und 1000/s einer 40%igen HbMP-700-

Suspensionen in Plasma, HbMP-700-Blut-Gemischen und Vollblut (Hct=40%), 

aufgezeichnet (60). 
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4.5 Sauerstoffaffinität 

4.5.1 Ermittlung der Hämoglobinkonzentration 

Die Hämoglobinkonzentration wurde mithilfe der modifizierten Alkaline Hematin-D 

Methode (AHD Method) ermittelt (47,48). Hier wird mit steigender Konzentration 

Pronase der 2% (v/v) Partikelsuspension, bis zu einer Konzentration von 0,5mg/ml 

Pronase, addiert und für 30min bei 45°C inkubiert. Anschließend wird AHD Reagenz 

(25mg/ml Triton X-100 in 0,1M NaOH) im Verhältnis 1:1 hinzugefügt und für 15 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Alle Proben wurden dann bei einem Absorptionsspektrum 

bei 574nm Wellenlänge mittels UV-Vis Spektroskopie (Hitachi U2800, Hitachi High-

Technologies Corporation, Tokyo, Japan) gemessen (61). 

 

4.5.2 Ermittlung der oxygenierten HbMP 

Zur Ermittlung der oxygenierten HbMP wurde die Ferricyanid Methode angewendet 

(49,50). Das Ferricyanid bewirkt eine Umwandlung von Oxyhämoglobin in Met-

Hämoglobin (Met-Hb) und damit eine Freisetzung von Sauerstoff (bestimmt durch die 

Änderung des pO2) in dem umgebenden Medium, entsprechend der in den Partikeln 

an Hämoglobin gebundenen Sauerstoffmenge. Die Sauerstoffbindungskapazität der 

Partikel wird aus dem Gehalt an Oxy-Hb bestimmt. 2% (v/v) Partikelsuspension wird 

in einem Glassvial mit Magnetrührer und einem Sauerstoff Sensor (oxygen 

microsensor NTH-PSt7, Presens-Precision Sensing GmbH, Regensburg, 

Deutschland) mit mobilen Sauerstoffmeter und Datenlogger (Microx4, Presens-

Precision Sensing GmbH, Regensburg, Deutschland) gegeben. Damit wird die gelöste 

Sauerstoffkonzentration gemessen. Nach drei Sekunden wird 10% Kaliumferrocyanid 

hinzugegeben und die Änderung der Konzentration von gelöstem Sauerstoff 

gemessen, bis ein stabiler Wert erreicht ist. Die Differenz zwischen dem finalen pO2 

Wert und dem pO2 zu Beginn korrespondiert mit dem gebundenen Sauerstoff im 

Hämoglobin der Partikel. Die Änderung in pO2 wird mithilfe der folgenden Formel in 

die Konzentration des freigesetzten Sauerstoffs (cO2) umgewandelt (61): 

 

 

cO2 = aO2 x pO2 

 

 

cO2 = Sauerstoffkonzentration 

aO2 = Löslichkeitskoeffizient von O2 in Blut 

pO2 =Sauerstoffpartialdruck 

 

Löslichkeitskoeffizient von Sauerstoff in Blut = 0,0031ml O2/mmHg O2/dl Blut. 
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Die Konzentration von Oxy-Hb wird wie folgt berechnet: 

 

c(Oxy-Hb) = 
𝑚O2

𝜌(𝑂2) x Hbs
 

 

ρ(O2)=1,43g/l  (Sauerstoffdichte) 

Hbs = 1,34ml O2/g Hb  (gesättigter Hb Gehalt) 

 

4.5.3 Sauerstoffaffinitätsmessung mithilfe des HEMOX Analysegerätes 

Die Sauerstoffdissoziationskurven von Rinder-Hb und HbMP-700 werden mithilfe 

eines HEMOX Analysegerät (TCS Scientific, New Hope, PA, USA), ausgestattet mit 

einem Spektralphotometer mit zwei Wellenlängen bei 37°C, erstellt. Die Sauerstoff-

sättigung der Partikel wird bei einem Sauerstoffpartialdruck von 150mmHg (20 kPa) 

bis 2 mmHg (0,27 kPa) aufgezeichnet. Der p50 wird gemäß der Adair-Gleichung als 

der Sauerstoffpartialdruck definiert, der beim Erreichen einer Sauerstoffsättigung von 

50% gemessen wird (60). 

 

4.6 Immunogenität und Zirkulationszeit 

Die Bindung von Antikörpern an partikelgebundenem Hämoglobin erlaubt es die 

erfolgreiche Modifizierung der Partikel zu beweisen. Dieser Versuch wird mithilfe der 

Durchflusszytometrie (FACS Canto II, Becton und Dickinson, Franklin lakes, NJ, USA) 

durchgeführt. Alle sechs verschiedenen Oberflächenmodifikationen werden für den 

Test verglichen. HbMP ohne Oberflächenmodifikation gilt als Kontrollgruppe. Die 

Färbung der Partikel mithilfe von sekundären Antikörpern beschreibt die nicht-

spezifische Bindung. Die Färbung mit primären und sekundären Antikörpern zeigt die 

totale Bindung. Die spezifische Bindung wird dann als Differenz zwischen totale und 

nicht-spezifische Bindung berechnet (61). 

 

4.6.1 Bindung von Anti-Hb Antikörper an oberflächenmodifizierte HbMP 

Proben mit 1ml 0,2% (v/v) Partikelsuspension werden für 2h mit primären Kaninchen 

anti-Rinderhämoglobin Antikörpern zu einer Konzentration von 2,5µg/ml inkubiert. Die 

Partikelsuspension wird dann mit sekundären APC-konjugierten Ziegen anti-

Kaninchen IgG Antikörpern zu einer Konzentration von 1µg/ml bei Raumtemperatur 

inkubiert. Zwischen jedem Inkubationsschritt wird die Partikelsuspension 2-3 mal mit 

PBS-Lösung gewaschen. Die Partikelsuspension wird dann nochmals in Dunkelheit 

für 2h inkubiert, gewaschen und in 300µl PBS Lösung für die Durchflusszytometrie-

Untersuchung resuspendiert (61). 
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4.6.2 Bindung von IgG an oberflächenmodifizierte HbMP 

Die Bindung von IgG an die Partikeloberfläche führt zur Opsonisierung und Erkennung 

der Partikel durch die immunkompetenten Zellen im Blut und Gewebe. Daher sollte 

eine hochwertige Oberflächenmodifikation die Partikel vor IgG-Adsorption schützen.  

Die Bindung von IgG an die Partikel wird genauso durchgeführt wie bei den anti-Hb 

Antikörpern. 1ml der Partikelsuspension wird primäre Biotin-konjugierte humane IgG 

Isotyp-Kontrolle zu einer Konzentration von 2.5µg/ml hinzugefügt und für 2h bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wird mit PBS-Lösung gewaschen. Danach 

wird die Suspension für 2h mit APC-Steptavidin zu einer Konzentration von 1µg/ml in 

der Dunkelheit inkubiert und mithilfe der Durchflusszytometrie analysiert (61). 

 

4.6.3 Bindung von Haptoglobin an oberflächenmodifizierte HbMP 

HP ist ein Glykoprotein, das hauptsächlich von Leberzellen synthetisiert und sezerniert 

wird und mit einer hohen Hb Affinität eine wichtige Rolle im Kreislauf spielt (51). Es ist 

für die schnelle Beseitigung von azellulärem Hb aus dem Blutkreislauf verantwortlich 

und bildet mit den ß-Ketten von Hb einen Komplex, der dann von den Kupferzellen 

erkannt wird. Vermutlich kann es auch an die Hb-Moleküle auf der Oberfläche der 

HbMP binden, das vermieden werden sollte, um lange Zirkulationszeiten zu erreichen. 

Die Erreichbarkeit von Hämoglobin für Haptoglobin wird genauso untersucht wie zuvor 

beschrieben. Gepooltes humanes Plasma wird zu einer Konzentration von 2.5µg/ml 

HP zu 1ml Partikelsuspension hinzugefügt. Anschließend wird APC-konjugierte 

Kanninchen polyklonale Antikörper (sekundäre Antikörper) zu einer Konzentration von 

1µg/ml zu humanes Haptoglobin (HP Antikörper) hinzugefügt und mithilfe der 

Durchflusszytometrie analysiert (61). 

 

4.7 Toxizitätsbestimmungen 

4.7.1 Reaktive-Sauerstoffspezies 

Die Bestimmung von entstehenden Reakiven Sauerstoffspezien (Reactive Oxygen 

Species ROS) wurde mithilfe von Cor.4U-Zellen (geliefert als frische Zellen, die in 

Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen ausgesät wurden) der Firma Axiogenese (Köln, 

Deutschland) durchgeführt. Nach Erhalt wurde das Medium jeder Einheit komplett 

durch frisches Medium ersetzt, damit die Zellen sich regenerieren können. Am 

Folgetag wurden die Zellen entsprechend ihrer Zugehörigkeit, wie in Tabelle 1 gezeigt, 

inkubiert und in einem Inkubator (37°C und 5% CO2) für 72h platziert. TBHP Ringer-
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Acetat und HbMP-700 wurden durch Pipettieren von 20 µL der Stammlösung in das 

200 µL Medium jeder Vertiefung zugegeben (60).  

 

Gruppe Näpfchenzahl 
Anwendung  

(72h Experiment) 
H2DCFDA Anwendung Dient als 

1 10 Pure Cor.4U Zellen - Kontrollgruppe 

2 10 Pure Cor.4U Zellen + 
Farbstoff 

Kontrollgruppe 

3 10 10% Ringer Acetat + 
Vehikel 

Kontrollgruppe 

4 10 500µM TBHP + 
Positiv-

Kontrollgruppe 

5 10 10% HbMP-700 + Testgruppe 

Tabelle 1: Testgruppen für den Reactive Oxygen Species (ROS) Produktionstest. Inkubation (37°C 

und 5% CO2) für 72h (60). 

 

Der ROS-empfindliche Farbstoff H2DCFDA (50 µM) wurde so aufgetragen, dass das 

vorhandene Medium durch frisches Medium mit H2DCFDA ersetzt wurde und damit 

die Zellmembran durchdringen konnte. Nach 30 min Inkubation im Dunkeln, wurde das 

jeweilige Medium in jeder Vertiefung vollständig durch frisches Medium ersetzt, gefolgt 

von zwei Waschvorgängen mit frischem Medium. Die Fluoreszenzintensität wurde 

durch ein Live - Zellen - Bildgebungssystem unter Verwendung von Pherastar 

Multiplate Reader (BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland) gemessen. Um in der Lage 

zu sein, die resultierenden ROS-basierten Fluoreszenzintensitäten auf die Anzahl der 

lebenden Zellen in jeder Vertiefung zu beziehen, musste anschließend eine 

Lumineszenz Zelllebensfähigkeits-Assay durchgeführt werden. Die Intensität des 

Lumineszenz-signals, erfasst durch das Mikroplatten-Lesegerät war proportional zur 

Menge an ATP, das direkt proportional zur Anzahl der Zellen in den Vertiefungen war. 

Durch die Berechnung des Verhältnisses der ROS-basierten Fluoreszenz und ATP-

basierten Lumineszenz ergab sich ein zellunabhängiger ROS-Spiegel (60).  
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4.7.2 Gentoxizitätstests 

Zur Untersuchung des Gentoxizitätspotentials der HbMP-700 eignen sich die von der 

Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD) anerkannten Tests. 

(1) Test Guideline No. 471 - Bacterial Reverse Mutation Test 

(2) Test Guideline No. 474 - Mammalian In-vivo Micronucleus Test 

(3) Test Guideline No. 476 – In-vitro Mammalian Cell Gene Mutation Tests 

 

4.7.2.1 Ames Test 

Die Mutagenität ist ein wichtiger Faktor zur Ermittlung der Toxizität. Dazu wird der 

Bacterial reverse mutation assay / Bakterien Rückmutationstest (Ames Test) 

verwendet. Im Ames Test werden aminosäurehaltige Stämme zum Nachweis von 

Punktmutationen genutzt, die das Ersetzen, Hinzufügen oder Löschen von ein oder 

mehreren DNA-Basenpaaren aufzeigen (52-54). Die HbMP-700 Suspension (20% v/v 

in Ringer-Acetat) wurde 20 min bei 10.000 X g zentrifugiert. Der erhaltene Überstand 

wurde durch 0,22µm Polyvinylidenfluorid (PVDF) -Filter filtriert. Der Überstand wurde 

auf sein Potenzial Genmutationen zu induzieren, gemäß des Platten-

Inkorporationstests (Versuch I) und Vorinkubationstests (Versuch II) mit Salmonella 

typhimurium (S. typhimurium) Stämme TA 98, TA 100, TA 1535, TA 1537 und 

Escherichia coli (E. coli) Teststamm WP2 uvrA, untersucht.  Mikrosomale Leberfraktion 

mix S9 von männlichen Wistar-Ratten (Lot: 280613A, Protein Konzentration 33,6 mg / 

ml) wurde von BSL BIOSERVICE GmbH, Planegg, Deutschland bereitgestellt. Jeder 

Assay wurde mit und ohne Stoffwechselaktivierung durchgeführt. Die folgenden 

Mengen des Überstandes wurden in den Experimenten angewendet: 0,0316, 0,100, 

0,316, 1,00, 2,5 und 5,0 µl pro Platte. Alle Konzentrationen und die Kontrollen wurden 

in zwei unabhängigen Experimenten in dreifacher Ausfertigung getestet. Für den 

Platten Inkorporationstest wurden die folgenden Materialien in einem Reagenzglas 

gemischt und über die Oberfläche einer minimal Agarplatte gegossen:  

• 100 µl Testlösung bei jeder Dosisstufe, Lösungsmittel oder 

Negativkontrolle oder Referenzmutagenlösung (Positivkontrolle); 

• 500 µl S9-Mix (zum Testen mit metabolischer Aktivierung) oder S9-

Mischungssubstitutionspuffer (0,015 M KCl in 0,2 M Phosphatpuffer, pH 

7,4, zum Testen ohne metabolische Aktivierung);  

• 100 µl Bakteriensuspension (ca. 109 Zellen pro ml);  

• 2000 µl Overlay Agar. 
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Der Mutationsfaktor wurde durch Teilen des Mittelwertes der Revertantenzahl durch 

den Mittelwert der Lösungsmittelkontrolle berechnet (die exakten und nicht die 

gerundete Werte werden zur Berechnung verwendet). Eine Probe gilt als mutagen, 

wenn eine klare und dosisbezogene Erhöhung der Revertantenzahl zu verzeichnen ist 

und/oder eine biologisch relevante positive Antwort, für mindestens eine der 

Dosisgruppen in mindestens einem Teststamm mit oder ohne Stoffwechselaktivierung, 

erkennbar wird. Ein biologisch relevanter Anstieg wird als positiv beurteilt, wenn in den 

Teststämmen TA 98, TA 100 und E.coli die Anzahl der Umkehrungen mindestens 

doppelt so hoch und/oder in Teststämmen TA 1535 und TA 1537 die Anzahl der 

Umkehrungen mindestens um das Dreifache höher ist, im Vergleich zur Umkehrrate 

der Lösungsmittelkontrolle (55,60). 

 

4.7.2.2 Säugetier In-vivo Mikronukleus Test 

Der Säugetier In-vivo Mikronukleus Test des HbMP-700 wurde in einem zertifizierten 

Unternehmen (BSL BIOSERVICE) durchgeführt. Die Einrichtung und die 

angewendeten Verfahren von BSL erfüllen die Anforderungen der Richtlinie 2010/63 / 

EU und der nationalen Gesetzgebung, definiert im Tierschutzgesetz (in der Fassung 

vom 22. September 2010) zum Schutz von Tieren für experimentelle und anderen 

wissenschaftlich verwendete Verfahren (57).  Nach dem neunten Nachtrag gemäß den 

OECD-Richtlinien für die Prüfung von Chemikalien, Abschnitt 4, Nr. 474 „Mammalian 

Erythrocyte Micronucleus Test “, umgesetzt am 21. Juli 1997 (58), wird in dieser Studie 

die Verwendung von Mäusen empfohlen. In dieser Studie wurde nur der Überstand 

des HbMP-700 Suspension getestet. Die Identität des Tests-Mediums (HbMP-700) 

wurde bei der Anlieferung in der Testeinrichtung geprüft. Der Überstand von HbMP-

700 wurde wie folgt hergestellt: HbMP-700 wurde bei 10.000 X g für 20 min 

zentrifugiert, um die Partikel zu sedimentieren. Der Überstand von HbMP-700 wurde 

durch ein 0,22 lm PVDF-Filter filtriert und unverdünnt aufgetragen. Die Tiere (Mus 

Musculus, Stamm NMRI, jung, gesund, erwachsen, Charles River, 97633 Sulzfeld, 

Deutschland) stammen aus einem kontrollierten, Vollbarriere-gepflegten Zuchtsystem. 

Nach Artikel 9.2, Nr. 7 des Tierschutzgesetzes (59) wurden die Tiere zu 

Versuchszwecken gezüchtet und unterzogen sich einer angemessenen 

Akklimatisationszeit nach der Ankunft. Fünf Tiere jedes Geschlechts waren zufällig auf 

drei Testgruppen verteilt. Jedes Tier einer Testgruppe erhielt i.v. 10 mL/kg Körper 

Gewicht (KG) unverdünnten Überstand, in der negative Kontrollgruppe erhielten sie 
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i.v. 10 mL/kg Körpergewicht physiologische Kochsalzlösung (0,9% NaCl, B. Braun 

Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) und in der Positivkontrollgruppe wurde 40 

mg/kg KG Cyclophosphamid (CPA) gelöst in 10 mL/kg Körpergewicht physiologische 

Kochsalzlösung infundiert. Vor der Behandlung waren die Lösungen auf 

Raumtemperatur äquilibriert. Peripheres Blut der behandelten Tiere wurde 44h und 

68h nach der einmaligen Gabe entnommen. Die relative PCE (rel. PCE = Anteil von 

polychromatische [unreife] Erythrozyten unter den gesamten Erythrozyten) wurde für 

jedes Tier bestimmt. Mindestens 10.000 unreife Erythrozyten pro Tier wurden ermittelt 

als Inzidenz mikronukleierter unreifer Erythrozyten (60). 

 

4.7.2.3 Säugetierzellen Genmutationstest 

(Thymidinkinase Locus / TK1 / 2) im Mauslymphom (ML) L5178Y Zellen 

Um auf Genmutationen der Säugetierzellen zu testen, wurden Maus-Lymphom-

L5178Y-Zellen von BSL BIOSERVICE bezogen. Dem Zellkulturmedium war RPMI mit 

5% Pferdeserum, 100 U/100 µg/mL Penicillin/Streptomycin, 1 mM Natriumpyruvat, 2 

mM L-Glutamin, 25 mM HEPES und 2,5 µg/mL Amphotericin B ergänzt. Selektives 

Medium war ergänzt mit 20% Pferdeserum und 5 µg/mL TFT. Das 

Behandlungsmedium wurde als Negativkontrolle verwendet. Ethylmethansulfonat 

(EMS; 300 µg/mL) und Methylmethansulfonat (MMS; 10 µg/mL) wurden als 

Positivkontrolle in Assays ohne Stoffwechselaktivierung verwendet. Benzo[a]pyren 

(B[a]P; 2,5 µg/mL) diente als positive Kontrolle in den Tests mit 

Stoffwechselaktivierung. HbMP-700 Überstand (ohne und mit metabolischer 

Aktivierung) wurde bei 5, 10, 20, 50, 100, 200, 400 und 500 µg/mL getestet. HbMP-

700 wurde mit 10.000 X g für 20min zentrifugiert, um den Überstand zu erhalten. Der 

Überstand wurde durch einen 0,22 µm PVDF-Filter gefiltert. Die Experimente wurden 

auch mit einem exogenen metabolischen Aktivierungssystem durchgeführt (S9-Mix, 

siehe Ames Test oben), um In-vivo Bedingungen nachzuahmen. Abschließend betrug 

die Proteinkonzentration 0,75 µg/mL in 100 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4 mit 8 

mM MgCl2, 33 mM KCl, 5 mM Glucose-6-phosphat und 5 mM NADP. Der Maus-

Lymphom-Assay wurde gemäß den zuvor beschrieben Empfehlungen durchgeführt 

und analysiert (56,60). 
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5 Ergebnisse 

 

5.1 Morphologie 

5.1.1 Atomkraftmikroskopie zur Darstellung des schwammartigen Verhaltens 

Um die Verformbarkeit von HbMP-700 zu demonstrieren, wurden mehrere Partikel 

im trockenen und nassen Zustand mittels AFM gescannt (Abb. 1). 

 

Abb. 1: AFM Bilder von HbMP-700 im trocknen und feuchten Zustand. Die Dicke der Partikel wird als 

vertikale Länge zwischen der Glimmer-Unterlage und dem obersten Punkt des Partikels definiert (60). 

 

Die Partikel sind im feuchten Zustand erkennbar gequollen. Hier wurde die mittlere 

Dicke aus Scans von 10 Partikeln im trockenen Zustand mit 144 nm und im feuchten 

Zustand mit 410 nm bestimmt. Die fast dreifache Zunahme der Dicke lässt auf eine 

schwammartige Struktur der Partikel mit einem hohen Wassergehalt schließen (60). 

 

5.1.2 TEM-Messung zur Morphologischen Darstellung von nicht modifizierten und 

modifizierten HbMP 

Die untersuchten Partikel, HbMP, HSA-d-HbMP und HSA-t-HbMP besitzen eine 

erdnussartige Form. Im Vergleich zu den modifizierten Partikeln, weisen die 

unmodifizierten eine poröse Struktur auf. Die modifizierten Partikeln sind deutlich 

dichter und mit einer klar abgrenzbaren schwarzen Umrandung identifizierbar, was auf 

eine erfolgreiche Oberflächenmodifikation hindeutet (61) (Abb.2). 
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Abb. 2: Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Bilder (Maßstableiste 100nm). Konfokale 

Laserscanmikroskopische (CLSM) Bilder (integrierte Bilder) (Maßstableiste: 5µm) von unmodifiziertem 

HbMP (A), zweifach präzipitierte HbMP (HSA-d-HbMP) (B) und dreifach präzipitierte HbMP (HSA-t-

HbMP) (C) (61). 

 

5.2 CLSM-Untersuchung, Messung des hydrodynamischen Durchmessers und 

Zeta Potential Messung zur Darstellung der Stabilität der HbMP Suspension 

5.2.1 CLSM-Untersuchung 

Durch die Autofluorescenz, verursacht durch die Protein Quervernetzung mit GA, war 

es möglich auch eine CLSM Messung der Partikel durchzuführen. In der Abbildung 2 

ist erkennbar, dass es sich bei der Partikelsuspension um eine stabile Suspension 

handelt, die keine Aggregation verursacht. Der hydrodynamische Durchmesser der 

HbMP wurde mittels dynamischen Lichtstreuung ermittelt und er unterscheidet sich bei 

modifizierten HbMP nicht signifikant von dem der unmodifizierten HbMP. Dieser lag 

bei allen 7 Proben zwischen 0,7-1µm (61) (Abb.3A).  

 

 

Abb. 3: Hydrodynamischer Durchmesser (A) und Zetapotential (B) der oberflächen-modifizierten HbMP. 

Die Daten sind abgebildet als arithmetische Mittel ± SD (n=3). „NS“ deutet auf nicht signifikant hin. Die 

Asterisks deuten auf einen signifikanten Unterschied hin, bei dem Vergleich mit unmodifizierten HbMP 

(* p<0,05) (61). 
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5.2.2 Zetapotential 

Die Durchschnittswerte des Zetapotentials von allen oberflächenmodifizierten HbMP 

suspendiert in PBS waren negativ (HSA-d-HbMP, HSA-t-HbMP, Plu-d-HbMP, und Plu-

t-HbMP lagen zwischen -11 bis -13 mV).  Es konnte kein signifikanter Unterschied im 

Zetapotential zwischen HSA oder Plu verglichen mit unmodifizierten HbMP beobachtet 

werden (p<0.05). Bei HA-d-HbMP bzw. HA-t-HbMP waren die Zetapotentiale um ca. 

36-38% stärker negativ verglichen zu unmodifizierten HbMP (Abb 3B) (61).  

 

5.3   Rheologie 

Die Fließeigenschaften von menschlichem Blut sowie HbMP-700 Suspension wurden 

durch die Messung der Scheinviskosität bei einer Schergeschwindigkeit zwischen 0,1 

und 100/s charakterisiert. Blut zeigt das typische thixotrope Verhalten. HbMP-700 zeigt 

ein rheologisches Fließverhalten ähnlich wie humanes Blut (Tab. 2) (60). 

 Vollblut 40% HbMP-700 40% 

Schergeschwindigkeit [1/s] Scheinviskosität [mPa·s] Scheinviskosität [mPa·s] 

1.1 53.0 ± 12.1 38.4 ± 0.7 

12.7 15.1 ± 2.8 11.4 ± 0.5 

143.8 6.1 ± 0.4 7.3 ± 0.0 

1000.0 5.0 ± 0.1 6.2 ± 0.1 

Tabelle 2: Die Scheinviskosität von Vollblut sowie HbMP-700 in Abhängigkeit der 

Schergeschwindigkeit. Volumenkonzentration 40 %, T= 20±0.5°C, HbMP-700 resuspendiert in Plasma 

(Scheinviskosität 1.37 ± 0.02 mPa·s) (60). 

 

5.4 Sauerstoffaffinität 

5.4.1 Ermittlung der Hämoglobinkonzentration 

Es ist kein signifikanter Unterschied in der Hämoglobinkonzentration der 

oberflächenmodifizierten HbMP im Vergleich zu den unmodifizierten HbMP zu 

beobachten (35–40 mg/ml, bei 20% Hämatokrit (Hct) Anteil, p-Wert < 0,05) (Abb. 4A) 

(61). 
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Abb. 4: Die Hämoglobinkonzentration (A) und die Konzentration des oxygenierten Hämoglobin (B) auf 

der Oberfläche der HbMP wurde berechnet für eine Suspension mit 20% Hct Anteil. Die Daten sind 

abgebildet als arithmetische Mittel ± SD (n=3). „NS“ deutet auf nicht signifikant hin. Die Asterisks deuten 

auf einen signifikanten Unterschied hin, bei dem Vergleich mit unmodifizierten HbMP (* p<0,05) (61). 

 

5.4.2 Ermittlung der oxygenierten HbMP 

Die Untersuchung der Oxy-Hb Konzentration aller Proben hat einen 

Konzentrationsbereich zwischen 9 und 12mg/ml ergeben (Abb 4B). Die zweifach 

präzipitierten HbMP (HSA-d-HbMP, HA-d-HbMP und Plu-d-HbMP) erreichten einen 

leicht aber nicht signifikant reduzierten Oxy-Hb Anteil im Vergleich zu den 

unmodifizierten HbMP. Die Oxy-Hb Konzentration der dreifach präzipitierten HbMP 

sind jedoch im Vergleich zu den unmodifizierten HbMP signifikant reduziert (HSA-t-

HbMP(33%), HA-t-HbMP(32%) und Plu-t-HbMP(35%)) (61). 

 

5.4.3 Sauerstoffaffinitätsmessung mithilfe des HEMOX Analysegerätes 

Die Charakterisierung der Funktionalität der HbMP-700 wurde mittels der Sauerstoff-

Dissoziationskurve sowie des p50 Wert ermittelt. Die Kooperativität, charakterisiert 

durch den Hill-Faktor, von Hb für Sauerstoff war für HbMP-700 (1,50) niedriger als für 

freies Hb (1,92) aufgrund der Vernetzung von Hb. Dennoch war die Koorperativität 

noch vorhanden. Die Sauerstoffaffinität von HbMP-700 im Vergleich zu Rinder-Hb, 

quantifiziert durch den p50-Wert, lag mit 10,17 mmHg für HbMP-700 bei etwa der 

Hälfte des freien Rindes Hb mit 23,33 mmHg (60). 

 

5.5 Immunogenität und Zirkulationszeit 

5.5.1 Bindung von Anti-Hb Antikörper an oberflächenmodifizierte HbMP 

Die Ergebnisse zeigen einen geringen Anteil an unspezifischen Bindungen (5-10%), 

während die Unterschiede zwischen den verschiedenen Proben nicht signifikant      
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sind (Abb.5). Der Anteil an spezifischen anti-Hb Antikörper Bindungen bei den 

unmodifizierten HbMP ist mit ca.80% und bei HSA-d-HbMP mit ca.70% relativ hoch. 

Dabei gibt es keinen signifikanten Unterschied. 

Bei der zweifachen Präzipitation (HA-d-HbMP und Plu-d-HbMP) ist die spezifische 

Bindung im Vergleich zu unmodifizierten HbMP um 36% bzw. 33% signifikant 

reduziert. Die dreifach präzipitierten HbMP (HSA-t-HbMP, HA-t-HbMP und Plu-t-

HbMP) zeigen eine verringerte spezifische anti-Hb Antikörper Bindung im Vergleich zu 

unmodifizierten HbMP um 54%, 56% bzw. 67%. 

Die Werte der Fluoreszenzintensität aller modifizierten HbMP liegen niedriger als die 

der unmodifizierten HbMP. Die Abbildungen 5C-E zeigen die Fluoreszenz 

Verteilungen der HbMP, HSA-d-HbMP und HSA-t-HbMP Proben (61). 

 

 

Abb. 5: Immunofluorescenz Assay mit Kanninchen anti-Rinder-Hb Antikörper. 

(A) Schematische Darstellung der indirekten Immunofluorescenz Färbung durch anti-Hb Antikörper. (B) 

Die % positiven Ereignisse der nicht-spezifischen und spezifischen anti-Hb Antikörper Bindung an den 

jeweiligen oberflächenmodifizierten HbMP. Die Daten repräsentieren das arithmetische Mittel ± SD und 

die Asterisks geben die Signifikanz des Unterschiedes bei dem Vergleich zu unmodifizierten HbMP (*p 

< 0.05). Die Histogramme zeigen Beispiele der durchflusszytometrischen Analyse der anti-Hb 

Antikörper Bindung an HbMP (C), HSA‐d‐HbMP (D) und HSA‐t‐HbMP (E). Die grauen Bereiche 

repräsentieren die Histogramme der Partikel die keine Antikörper ausgesetzt waren. Die gestrichelten 

Linien sind Histogramme der Partikel mit nur sekundärer Antikörper Färbung als nicht-spezifische 

Bindungen. Die durchgezogenen Linien sind Histogramme der Partikel mit primärer und sekundärer 

Antikörper Färbung als totale Bindung (61). 
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5.5.2 Bindung von IgG an oberflächenmodifizierte HbMP 

Modifizierte HbMP zeigen eine signifikante Verringerung der spezifischen Bindung um 

ca. 80-95% im Vergleich zu den unmodifizierten HbMP.  

Die Werte der Fluoreszenzintensität aller modifizierten HbMP liegen niedriger als die 

der unmodifizierten HbMP. Die Abbildungen 6C-E zeigen die Fluoreszenz 

Verteilungen der HbMP, HSA-d-HbMP und HSA-t-HbMP Proben (61). 

 

 

Abb. 6: Immunofluorescenz Assay der IgG (biotinyliert) Bindung an oberflächenmodifizierten HbMP. (A) 

Schematische Darstellung der Immunofluorescenz Färbung durch APC‐Streptavidin. (B) Die % 

positiven Ereignisse der nicht-spezifischen und spezifischen APC‐Streptavidin Bindung an den 

jeweiligen oberflächenmodifizierten HbMP. Die Daten repräsentieren das arithmetische Mittel ±SD und 

die Asterisks geben die Signifikanz des Unterschiedes bei dem Vergleich zu unmodifizierten HbMP (*p 

< 0.05). Die Histogramme zeigen Beispiele der durchflusszytometrischen Analyse der APC-Streptavidin 

Bindung an HbMP (C), HSA‐d‐HbMP (D) und HSA‐t‐HbMP (E). Die grauen Bereiche repräsentieren die 

Histogramme der Partikel die keine Antikörper ausgesetzt waren. Die gestrichelten Linien sind 

Histogramme der Partikel mit nur APC-Streptavidin Färbung als nicht-spezifische Bindungen. Die 

durchgezogenen Linien sind Histogramme der Partikel mit biotinylierter IgG und APC-Streptavidin 

Färbung als totale Bindung (61). 

 

5.5.3 Bindung von Haptoglobin an oberflächenmodifizierte HbMP 

Modifizierte HbMP zeigen eine signifikante Verringerung der spezifischen Bindung um 

ca. 80-95% im Vergleich zu unmodifizierte HbMP.  Die Werte der Fluoreszenzintensität 

aller modifizierten HbMP liegen niedriger als die der unmodifizierten HbMP. Die 
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Abbildungen 7C-E zeigen die Fluoreszenz Verteilungen der HbMP, HSA-d-HbMP und 

HSA-t-HbMP Proben (61). 

 

 

Abb. 7.: Immunofluorescenz assay der Haptoglobin (HP) Bindung an oberflächenmodifizierten HbMP. 

(A) Schematische Darstellung der Immunofluorescenz Färbung. (B) Die % positiven Ereignisse der 

nicht-spezifischen und spezifischen anti‐HP Antikörper Bindung an den jeweiligen 

oberflächenmodifizierten HbMP. Die Daten repräsentieren das arithmetische Mittel ± SD und die 

Asterisks geben die Signifikanz des Unterschiedes bei dem Vergleich zu unmodifizierten HbMP(*p < 

0.05).  Die Histogramme zeigen Beispiele der flowzytometrischen Analyse der anti‐HP Antikörper 

Bindung an HbMP (C), HSA‐d‐HbMP (D) und HSA‐t‐HbMP (E). Die grauen Bereiche repräsentieren die 

Histogramme der Partikel denen keine Antikörper ausgesetzt waren. Die gestrichelten Linien sind 

Histogramme der Partikel mit nur anti‐HP Antikörper Färbung als nicht-spezifische Bindungen. Die 

durchgehenden Linien sind Histogramme der Partikel mit HP und anti-HP Antikörper Färbung als totale 

Bindung (61). 

 

5.6   Toxizitätsbestimmungen 

5.6.1 Reaktive-Sauerstoffspezies 

In einem Vortest wurden Cor.4U-Kardiomyozyten auf MEA-Chips (Microelectrode 

Array) kultiviert und 72 h mit 10% HbMP-700 inkubiert, um ROS-unabhängige Effekte 

oder Schäden der Cor.4U-Kardiomyozyten durch HbMP-700 auszuschließen und ihre 

Lebensfähigkeit zu überprüfen. Die MEA-Technologie ermöglicht die nichtinvasive 

extrazelluläre Aufzeichnung von Aktionspotentialen von ausgesäten Zellen. Um die 

Lebensfähigkeit der Zellen zu überprüfen, wurden optische Inspektionen und 
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Aufzeichnungen der Feldaktionspotentiale nach Inkubationszeiten von 24, 48 und 72 

h durchgeführt. Nach dieser Inkubationszeit waren die Zellen für die, für den Zelltyp 

typische, Form normal. Alle Zellen waren spontan aktiv und es wurden koordinierte 

Kontraktionen des gesamten Syncytiums beobachtet, die sich nicht von denen 

unbehandelter Cor.4U-Kardiomyozyten unterschieden. Im ROS-Assay repräsentierte 

das in der Blindkontrollgruppe beobachtete Floureszenzniveau den zellulären 

Fluoreszenzhintergrund und die Fluoreszenzintensität der Farbstoffkontrollgruppe 

repräsentierte das Basis-ROS-Niveau. Die ROS-basierten Fluoreszenzintensitäts-

werte jeder Gruppe wurden durch die entsprechenden ATP-basierten 

Lumineszenzintensitätswerte, die mittels des Lumineszenzzelllebensfähigkeitstests 

erhalten wurden, normalisiert (Abb. 8) (60). 
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Abb. 8:  ROS Produktion dargestellt als ROS-basierter Fluoreszenzintensität normalisiert mit ATP-

basierter Luminiszenzintensität (60). 

 

Die Verhältniswerte der ROS-basierten Fluoreszenz und der ATP-basierten 

Lumineszenz der Farbstoffkontrollgruppe, die das Hintergrundniveau darstellt, 

unterschieden sich nicht von den Werten der Vehikelkontrollgruppe. Die hohen 

Verhältniswerte der positiven Kontrollgruppe zeigten eine ausgeprägte ROS-

Produktion an. Eine geringe Anzahl von (in den Vertiefungen verbleibenden) Zellen 

exprimierte eine sehr hohe Fluoreszenz auf ROS-Basis. Die Verhältniswerte der 

Testversuchsgruppe waren leicht erhöht im Vergleich zu denen der 

Farbstoffkontrollgruppe, jedoch viel niedriger als diejenigen der TBHP-Werte (60). 
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5.6.2  Gentoxizitätstests 

5.6.2.1 Ames Test 

Es konnte kein Sediment des Testgegenstands in irgendeinem Teststamm in 

Experiment I und II (mit und ohne metabolische Aktivierung) beobachtet werden. In 

keinem der fünf Teststämme, die bis zur höchsten Dosisgruppe (die mit und ohne 

metabolische Aktivierung in Experiment I und II bewertet wurde) verwendet wurden, 

wurden toxische Wirkungen des Testgegenstands festgestellt (Abb. 9a, b) (60).  

 

 

 

Abb. 9:  a) Mutantenfrequenz von HbMP-700-Überstand im Vergleich zur Negativ- und 

Positivkontrolle (60). b) Prozent kleiner Kolonien.  Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Mann-

Whitney Tests berechnet (60). 

 



 

26 
 

Nach der Behandlung mit HbMP-700 (Überstand) wurde bei keiner Konzentration ein 

biologisch relevanter Anstieg der Anzahl der revertanten Kolonien bei einem der fünf 

Teststämme beobachtet, weder in Gegenwart noch in Abwesenheit einer 

metabolischen Aktivierung in Experiment I und II. Die Referenzmutagene induzierten 

einen deutlichen Anstieg der revertanten Kolonien, was auf die Gültigkeit der 

Experimente hinweist. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass während der 

beschriebenen Mutagenitätstests und unter den angegebenen experimentellen 

Bedingungen, HbMP-700 (Überstand) keine Genmutationen durch 

Basenpaaränderungen oder Frameshifts im Genom der verwendeten Teststämme 

verursachte. Daher ist HbMP-700 (Überstand) in diesem bakteriellen 

Umkehrmutationstest nicht mutagen (60). 

 

5.6.2.2 Säugetier In-vivo Mikronukleus Test 

Dieser In-vivo Test wird zum Nachweis von Schäden verwendet, die durch 

Testsubstanzen an den Chromosomen oder am mitotischen Apparat von 

Erythroblasten verursacht werden. Der Test ist besonders relevant für die Beurteilung 

des mutagenen Risikos unter Berücksichtigung von Faktoren des In-vivo 

Metabolismus, der Pharmakokinetik und der DNA-Reparaturprozesse. Es identifiziert 

Substanzen, die zytogenetische Schäden verursachen, die zur Bildung von 

Mikrokernen führen, die ein Chromosomenfragmente oder ganze Chromosomen 

enthalten. Wenn sich ein Knochenmark-Erythroblast zu einem polychromatischen 

Erythrozyten (PCE) entwickelt, wird der Hauptkern extrudiert. Jeder gebildete 

Mikronukleus kann ansonsten im entkernten Zytoplasma zurückbleiben. Das 

Knochenmark von Nagetieren wird in diesem Test routinemäßig verwendet. Die 

Messung von mikronukleierten, unreifen, polychromatischen Erythrozyten im 

peripheren Blut ist gleichermaßen akzeptabel, da die Milz von Mäusen nicht in der 

Lage ist, mikronukleierte Erythrozyten zu entfernen. 10 mL/kg KG des Überstands von 

HbMP-700 wurden im Experiment als maximal tolerierbare Dosis (1 MTD) getestet. 

Während der Behandlung wurde keine Toxizität beobachtet. Innerhalb von 4 h nach 

der Anwendung wurden keine klinischen Anzeichen einer Toxizität beobachtet (60). 

Die für die 44-h-Negativkontrolle angegebenen Mittelwerte betrugen 1,75% 

(männliche Mäuse) und 1,52% (weibliche Mäuse). Die für die 68-h-Negativkontrolle 

nachgewiesenen Mittelwerte betrugen 2,44% (männliche Mäuse) und 2,47% 

(weibliche Mäuse). Die Tiere, die 1 MTD (44 h Behandlung) erhielten, zeigten 
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Mittelwerte von 1,90% (männliche Mäuse) und 1,80% (weibliche Mäuse). Mindestens 

10.000 unreife Erythrozyten pro Tier wurden hinsichtlich der Inzidenz von 

mikrokernhaltigen unreifen Erythrozyten bewertet. Die ausgewerteten 

Negativkontrollen (44 und 68 h) lagen im Bereich der historischen Kontrolldaten der 

Negativkontrolle (0,10–0,34%). Die Mittelwerte der für die Negativkontrolle (44 h) 

beobachteten Mikrokernwerte betrugen 0,20% (männliche Mäuse) und 0,27% 

(weibliche Mäuse).  

Die Mittelwerte der Negativkontrolle (68 h) betrugen 0,13% (männliche Mäuse) und 

0,21% (weibliche Mäuse). Intraperitoneal verabreichtes CPA (40 mg / kg bm) wurde 

als positive Kontrolle verwendet, die einen statistisch signifikanten Anstieg der 

Mikronukleusfrequenz induzierte (der mittlere Prozentsatz der Zellen mit Mikrokernen 

betrug 2,06% für männliche und 1,29% für weibliche Mäuse). Der nicht-parametrische 

Mann-Whitney-Test wurde durchgeführt, um die Ergebnisse zu verifizieren. In den 

Dosisgruppen des bewerteten Testobjekts wurden keine statistisch signifikanten 

Anstiege (P <0,05) von Zellen mit Mikrokernen festgestellt, mit Ausnahme des für die 

männliche Gruppe beobachteten Wertes (68 h). Diese Gruppe war im Vergleich zur 

entsprechenden Kontrolle signifikant erhöht. Der Wert lag jedoch im Bereich der 

historischen Negativkontrolldaten. Aufgrund dieser Daten wurde dieser Anstieg als 

nicht biologisch relevant angesehen (60). 

 

5.6.2.3 Säugetierzellen Genmutationstest 

(Thymidinkinase Locus / TK1 / 2) im Mauslymphom (ML) L5178Y Zellen  

Der Thymidinkinase (TK) -Test wurde verwendet, um das mutagene und klastogene 

Potential des HbMP-700-Überstands unter Verwendung der Maus-Lymphomzelllinie 

L5178Y zu bestimmen. Das Assay erkennt Mutationen am TK-Locus (TK1 / 2 bis TK2 

/ 2) aufgrund verschiedener genetischer Veränderungen wie Basenpaaränderungen, 

Frame-Shift-Mutationen und kleiner und großer nichtletaler Deletionen des relevanten 

Chromosoms (62-65). TK-exprimierende Zellen enthalten das Pyrimidinanalogon 

Trifluorthymidin (TFT), was aufgrund einer Hemmung des Zellstoffwechsels zum 

Zelltod führt. Im Gegensatz dazu wachsen Zellen, denen TK-Mutanten fehlen, in 

Gegenwart des selektiven Mittels TFT. Diese Zellen synthetisieren Nucleotide de novo 

für den Zellstoffwechsel. Die Mutagenität des HbMP-700-Überstands wird durch die 

Fähigkeit zur Bildung von Kolonien in selektivem Medium bestimmt. Das Aussäen 

einer definierten Anzahl von Zellen in selektives Medium zum Nachweis von Mutanten 
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und in nicht selektives Medium zur Bestimmung der Klonierungseffizienz ermöglicht 

die Bestimmung der Mutantenfrequenz. Die Kolonie-Dimensionierung ermöglicht den 

Nachweis klastogener Effekte wie Deletion, Addition oder Umlagerung von 

Chromosomenabschnitten. Das Auftreten kleiner Kolonien ist ein Hinweis auf 

klastogene Eigenschaften. Kleine Kolonien bilden sich aufgrund des langsamen 

Wachstums und/oder der morphologischen Veränderung der Zellen. Die 

Mutantenfrequenz wird bestimmt nach Zellzahlen in selektivem Medium im Vergleich 

zu Zellzahlen in nicht selektivem Medium. 

Zusammenfassend zeigt der Überstand von HbMP-700 keine mutagene Wirkung auf 

den TK-Locus in der Maus-Lymphomzelllinie L5178Y. Der IMF ist unabhängig von der 

HbMP-700-Überstandskonzentration und mit dem IMF der Negativkontrollen 

vergleichbar. Abb. 9a, b zeigen vergleichbare Mutantenfrequenzen der Negativ-

kontrolle und unterschiedliche HbMP-700-Überstandskonzentrationen. Positive 

Kontrollen zeigen einen signifikanten Anstieg der Mutantenfrequenz. Für die 

statistische Analyse wurde der Mann-Whitney-Test zur Berechnung der statistischen 

Signifikanz bei 5% (P <0,05) verwendet (60). 

 

6 Diskussion 

 

Der in der Transfusionsmedizin gegenwärtige Einsatz von menschlichem Blut in Form 

von z.B. Erythrozytenkonzentraten weist Einschränkungen wie eine begrenzte 

Haltbarkeit von Blutprodukten, Risiko durch Übertragung von Krankheiten, 

Immunmodulation, Risiko hämolytischer Transfusionsreaktionen und lagerlogistische 

Einschränkungen auf (66,67). Die Verwendung von unmodifiziertem, stromafreiem 

Hämoglobin als Blutersatz ist aufgrund von schwerwiegenden Problematiken wie z.B. 

der kurzen Zirkulationszeit In-vivo, der hohen Nephrotoxizität und der Eigenschaft, 

eine hohe Affinität zu Stickoxid (NO) zu besitzen und die damit verbundene 

Vasokonstriktion und Bluthochdruck zu verursachen, ungeeignet (68,69). 

HBOCs der früheren Generation wie intramolekular vernetztes Diaspirin-Hb (DCLHb) 

und schwach polymerisiertes Hämoglobin (wie z.B. Hemopure, PolyHeme) weisen 

eine verlängerte intravasale Retentionszeit auf. Dies verursacht eine erhebliche 

Hypertonie durch NO-Spülung und/oder ein Sauerstoffüberangebot in den 

präkapillären Arteriolen, was Vasokonstriktionen zur Folge hat (66,67,70-72). 
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Viele Wissenschaftler haben in den letzten 30 Jahren intensiv an der Modifikation von 

Hämoglobin, basierend auf intra- und intermolekularer Vernetzung oder Einkapselung, 

gearbeitet, um eine geeignete neue HBOC Generation herzustellen (44). 

Bäumler et al. 2014 ist es gelungen, eine neue Generation Hämoglobin basierte 

Mikropartikel (HbMP-700) mit einer Partikelgröße von etwa 700 nm (liegt zwischen 100 

und 1000 nm) und einer nahezu gleichmäßigen Morphologie, mit hoher 

Sauerstoffaffinität und geringer Immunogenität unter Verwendung einer neuartigen, 

hochwirksamen und einfachen Copräzipitations-Technik zu entwickeln (73). 

HbMP-700 erwiesen sich in den Biokompatibilitäts-/Toxizitätstests als sehr 

vielversprechend. Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen dem menschlichen 

Vollblut ähnliche Charakteristiken, die für die Biokompatibilität relevant sind.  

Um die Verformbarkeit von HbMP-700 zu bestätigen wurden HbMP-700 Partikel 

mittels AFM im trockenen und nassen Zustand, im 3D-Modus, gescannt (Abb.1). Es 

ist deutlich zu erkennen, dass das HbMP-700-Partikel im nassen Zustand geschwollen 

ist. Die mittlere Dicke von 10 Partikeln ergab im trockenen Zustand 144 nm und im 

nassen Zustand 410 nm.  Die Ergebnisse bestätigen damit die Verformbarkeit von 

HbMP-700-Partikeln, die fast eine dreifache Zunahme der Dicke zeigten. Dies gilt als 

Beweis für eine schwammartige Struktur der HbMP-700-Partikel und impliziert eine 

hohe Verformbarkeit, was sicherlich die Scherverdünnung bei hohen Scher-

geschwindigkeiten ermöglicht (74).  

Aufgrund ihrer Größe können die HbMP-700-Partikel nicht in den Zwischenraum 

zwischen den Endothelzellen und den vaskulären glatten Muskelzellen extravasieren. 

Daher können die HbMP nur eine begrenzte abfangende Wirkung auf das 

Vasodilatationsmittel Stickoxid haben. Zusätzlich werden die HbMP aufgrund ihrer 

hohen Sauerstoffaffinität den Sauerstoff in den präkapillären Arteriolen nicht vorzeitig 

freisetzen. Wir können also erwarten, dass HbMP-700 keine Vasokonstriktion 

verursachen (42, 43).  

Die erfolgreiche Oberflächenmodifikation der Partikel konnte mithilfe des TEM 

dargestellt werden. Trotz der mehrfachen Präzipitation blieben die erhaltenen Partikel 

im gleichen Größenbereich wie die unmodifizierten HbMP. Dies kann durch die eher 

poröse Struktur der ursprünglich unmodifizierten HbMP erklärt werden, die durch die 

mehrfache Präzipitation und Quervernetzung eine dichtere Morphologie mit klar 

abgrenzbarer Umrandung bewirkt. Dabei bleibt die typische erdnussähnliche Form 

jedoch erhalten. (Abb.2) (61). 
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Die gleichmäßige Größenverteilung spielt bei der Stabilität der Suspension eine 

wichtige Rolle. Bei der ermittelten Größenverteilung besteht ein niedriger 

Polydispersitätsindex von PDI <0,3 (Abb. 3A). Dies beschreibt eine geringe 

Größenverteilung und deutet auf die Abwesenheit von Aggregationen hin. Die 

Zetapotentialmessung hat ergeben, dass nur bei HA-d-HbMP bzw. HA-t-HbMP die 

Werte viel stärker negativ (um ca. 36-38%) waren verglichen mit unmodifizierten 

HbMP. Dies deutet auf die Bindung des stark negativ geladenen polysaccharids HA 

an der Oberfläche hin (61).  

Das Fließverhalten von menschlichem Vollblut und von HbMP-700 Suspension 

wurden bei Messungen der Scheinviskosität in dem Schergeschwindigkeitsbereich 

zwischen 0,1 und 1000/s charakterisiert. Das Vollblut zeigt das typische thixotrope 

Verhalten. Die Scherverdünnung bei hohen Schergeschwindigkeiten korreliert mit der 

Verformbarkeit von Erythrozyten und ihre Ausrichtung im Scherfeld. Bei niedrigen 

Schergeschwindigkeiten nimmt die Scheinviskosität durch die Aggregation von 

Erythrozyten zu (75,7676). HbMP-700 Suspension zeigt ein rheologisches 

Fließverhalten ähnlich wie Vollblut. Die gemessene Scheinviskosität der HbMP-700-

Suspension nimmt mit zunehmender Schergeschwindigkeit ab. Bei einer Scher-

geschwindigkeit von 1000/s lag die Scheinviskosität um 1–1,4 mPas höher als die 

Scheinviskosität des Vollbluts. Die Scherverdünnung bei hohen 

Schergeschwindigkeiten in der HbMP-700-Suspension in Blutplasma kann durch die 

Partikelorientierung im Scherfeld und durch die Verformbarkeit erklärt werden, da 

HbMP-700 nicht kugelförmig sind, sondern eine erdnussartige Form besitzen (61). Der 

Anstieg der Scheinviskosität der HbMP-700-Suspension bei niedrigen 

Schergeschwindigkeiten kann jedoch nicht durch die Bildung von Aggregaten erklärt 

werden, da keine Aggregation in ruhenden Suspensionen beobachtet wurde. Es ist 

daher möglich anzunehmen, dass die erhöhte Scheinviskosität der HbMP-Suspension 

bei niedrigen Schergeschwindigkeiten auf Reibung, die durch die Kollision einer 

vergleichsweise hohen Anzahl von Partikeln in der HbMP- Suspension zustande 

kommt, zurückzuführen ist. Denn in einer Suspension zeigen Partikel eine 

ungerichtete, thermische Molekularbewegung (Brownsche Bewegung), durch welche 

sie in die angrenzenden Schichten übergehen und dort mit anderen Partikeln 

kollidieren können. Wenn diese sogenannte Relativbewegung geringer ist, dringen die 

Partikel tiefer in die angrenzenden Schichten ein, wobei es zu erhöhter 

Wechselwirkung bzw. Kollisionen kommt, was wiederum eine erhöhte Scheinviskosität 
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zur Folge hat. Außerdem führt diese Impulsbewegung zu einer stärkeren 

Querbewegung, wobei das Eindringen in die angrenzenden Schichten weiter verstärkt 

wird. Bei erhöhter Relativgeschwindigkeit der Partikel dringen diese nicht mehr so tief 

in die angrenzenden Schichten ein. Es kommt hier nur noch zu flachen Kollisionen mit 

geringerem Impulsaustausch was wiederum eine geringere Scheinviskosität zur Folge 

hat. Flüssigkeiten, die das Nicht-Newtonsche Fließverhalten aufweisen, verflüssigen 

sich mit steigender Schergeschwindigkeit (77). 

Da der Sauerstofftransport die wesentliche Funktion der HbMP darstellt, ist die 

Ermittlung der Hämoglobinkonzentration auch bei den modifizieren HbMP essenziell. 

Die Oberflächenmodifikation der Partikel verursachte keine signifikante Reduktion der 

Hämoglobinkonzentration (61). Der Gehalt an funktionellem Hb (Oxy-Hb) der 

oberflächenmodifizierten HbMP war aufgrund einer erhöhten Anzahl von Präzipitation 

und zusätzlichen GA-Vernetzungsschritten leicht verringert, was zu einer partiellen 

Oxidation von Hb bzw. das enthaltene Fe2+ zu MetHb bzw. das enthaltene Fe3+ führte 

(44,78). Dieses Hindernis könnte vermieden werden, indem während der Herstellung 

Antioxidantien eingesetzt werden oder die Herstellung unter der Abwesenheit von 

Sauerstoff durchgeführt wird (61). Die Sauerstoffaffinität der HbMP-700-Partikel und 

der p50 Wert wurden mittels der Sauerstoff-Dissoziationskurve ermittelt. Die Affinität 

für HbMP-700 Partikel (1,50) war aufgrund der Vernetzung niedriger als die für freies 

Rinder-Hb (1,92). Die Sauerstoffaffinität von HbMP-700 Partikel im Vergleich zu 

Rinder-Hb wurde mithilfe von p50-Wert quantifiziert. Bei HbMP-700 (p50=10,17 

mmHg) beträgt der Wert ungefähr ein Drittel der von freiem Rinder-Hb (p50=23,33 

mmHg) (79) was die höhere Affinität für Sauerstoff belegt. Eine hohe Sauerstoffaffinität 

(niedriger Sauerstoffhalbsättigungsdruck p50) ist eine der wichtigsten Eigenschaften 

der neuen Generation der oben erwähnten HBOCs. Die Eigenschaft ist essenziell, um 

eine Vasokonstriktion durch Sauerstoffüberversorgung in den präkapillären Arteriolen 

zu vermeiden. Winslow schlägt einen p50 von 5-10mmHg für die neuen zellfreien 

HBOCs vor (39, 61). 

Bei der Untersuchung der Immunogenität wurden verschiedene Immunfluoreszenz-

Assays verwendet. Die Ergebnisse zeigten, dass unsere Oberflächen-

modifikationstechnik effizient war, um die spezifische Bindung von Anti-Hb-

Antikörpern, IgG und HP zu reduzieren. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch 

Oberflächenmodifikationen und zusätzliche Präzipitationen, insbesondere durch die 

Dreifachpräzipitation, das Hämoglobin mehr abgeschirmt wird und die Erkennung 
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durch das Immunsystems reduziert ist. Diese Resultate können nützlich sein, um eine 

längere Halbwertszeit von HbMP im Kreislauf vorherzusagen (61). 

Die spontane Oxidation von Fe2+ im Hämoglobin findet in Erythrozyten statt und wird 

durch das metHb-Reduktase-System kontrolliert. Wenn sich aber das Hämoglobin frei 

außerhalb der Erythrozyten bewegt, kann es zu unkontrollierten Fe3+ und ROS Bildung 

kommen und damit die Funktion Sauerstoff zu transportieren verlieren (80).  Die 

Bildung von ROS kann dann zu Gewebsschädigungen wie Artherosklerose, Vaskulitis 

oder Reperfusionsschäden führen (81,82). Daher ist die Untersuchung auf ROS 

Produktion durch die HbMP-700, toxikologisch relevant. Die Tests haben ergeben, 

dass sich die ROS-Produktionswerte weit unterhalb der Positivkontrollgruppe 

befinden. Die Werte waren jedoch im Verhältnis zur Farbstoffkontrollgruppe etwas 

erhöht. Dieser Befund liefert jedoch nicht automatisch Beweise für eine ROS-

Induktion. Der Verhältniswert basierte nämlich eher auf eine Reduktion der ATP-

basierten Lumineszenz als auf eine Erhöhung der ROS-basierten Fluoreszenz. Die 

Reduktion der ATP-basierten Lumineszenz von HbMP-700 ist auf Wechselwirkung von 

HbMP-700 mit der Lumineszenz zurückzuführen, wobei die Anzahl der lebensfähigen 

Zellen verringert ist, weil im Vorversuch den inkubierten Cor.4U-Kardiomyozyten mit 

10% HbMP-700 für 72 Stunden keine ROS-abhängige Effekte oder toxische 

Wirkungen oder andere Schäden nachgewiesen werden konnte. Die Kombination des 

ROS-Assays mit der Lumineszenz des Zelllebensfähigkeitstests stellte sich als gutes 

Werkzeug zur Bestimmung des ROS-Niveaus in Cor.4U Kardiomyozyten heraus (60). 

Das Mutagenitätspotential an Bakterien wurde mit dem Ames Test („OECD Test 

Guideline No. 471, Bacterial Reverse Mutation Test“) untersucht. Mithilfe dieses 

Verfahrens sollen Punktmutationen wie Substitution, Addition oder Deletion von DNA-

Basenpaaren erkannt werden (83). In den bei den Experimenten I und II (mit und ohne 

metabolische Aktivierung) verwendeten Teststämmen konnten keine toxischen 

Wirkungen des Testgegenstandes, die bis zur höchsten Dosisgruppe verwendet 

wurden, festgestellt werden (Abb. 9a, b). Es konnten keine biologisch relevanten 

Erhöhungen der Revertanten-Kolonienzahl in den Experimenten I und II bei den fünf 

Teststämmen, unter allen Konzentrationen, nach Behandlung mit HbMP-700-

Überstand, ob mit oder ohne metabolische Aktivierung, beobachtet werden. Hingegen 

induzierten die Referenzmutagene eine deutliche Zunahme von relevanten Kolonien, 

die die Testvalidität spiegelt. 
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass während dem Mutagenitätstests 

und unter den experimentell beschriebenen Bedingungen, der Überstand HbMP-700 

keine Genmutationen durch Basenpaar-Änderungen oder Frameshifts im Genom der 

verwendeten Teststämme verursachte. Daher ist der HbMP-700-Überstand, bei 

diesem bakteriellen Umkehrmutations-Assay, nicht mutagen. 

Das Mutagenitätspotential an Säugetierzellen konnte mithilfe des In-vitro Mammalian 

Cell Gene Mutation Test auch bekannt als „OECD Test Guideline No. 476“ untersucht 

werden. HbMP-700 weist keine mutagene Wirkung im TK-Locus der Maus-Lymphom 

Zellinie L5178Y auf. Der Ausschluss von Kolonienbildung im selektiven Medium weist 

fehlende klastogene Effekte wie Deletion, Addition oder Umlagerung von 

Chromosomenabschnitten nach. Der Säugetier In-vivo Mikronukleus Test auch 

bekannt als “OECD Test Guideline No. 474” wurde angewendet, um das Potential für 

Chromosomenschäden (klastogen) oder Schäden am mitotischen Apparat (aneugen) 

an Erythroblasten, das durch HbMP-700 verursacht wird, zu untersuchen. Dieses 

Verfahren identifiziert gentoxische Veränderungen, die zur Bildung von Mikrokernen 

im Zytoplasma der polychromatischen Erythrozyten, aufgrund von Mutagenen, führen. 

Diese enthalten Chromosomenfragmenten bzw. ganze Chromosomen (83). Bei 

diesem Mutagenitätstest in Säugetierzellen wurde keine Toxizität während der 

Behandlung und auch keine klinischen Anzeichen von Toxizität innerhalb von 4h nach 

der Anwendung beobachtet. Es wurde keine statistisch signifikante Erhöhung(P <0,05) 

der Mikronuklei-Zellen der bewerteten Dosisgruppen nachgewiesen mit einer 

Ausnahme bei der männlichen Gruppe (68 h). Der beobachtete Wert in dieser Gruppe 

war signifikant erhöht im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle. Der Wert lag jedoch 

im Bereich von historische Negativkontrolldaten. Basierend auf diesen Daten wurde 

dieser Anstieg als biologisch nicht relevant angesehen. Zusammenfassend kann 

festgestellt werden, dass während der Studie und unter den erwähnten 

experimentellen Bedingungen, der Überstand von HbMP-700 keine induzierten 

strukturellen und/oder numerische Chromosomen Schäden in den unreifen 

Erythrozyten der Maus verursacht. Daher wird HbMP-700 als nicht mutagen 

angesehen in Bezug auf Klastogenität und/oder Aneugenizität im Mammalien 

Erythrozyten Mikronukleus Test. 
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In dieser Dissertation wird über eine neue Art der Hämoglobin-basierten 

Sauerstoffträger HbMP-700 berichtet, welche vielversprechend bei der Erfüllung der 

anspruchsvollen Anforderungen als neuartiger universeller Blutersatz an Bedeutung 

gewinnt. Die Ergebnisse haben eindeutig gezeigt, dass HbMP-700 eine hohe Affinität 

zu Sauerstoff besitzt (p50 = 10,17 mmHg), was wiederum als sehr wichtiger Faktor gilt, 

um eine vorzeitige Freisetzung von Sauerstoff in den präkapillären Arteriolen zu 

verhindern bzw. um die Vasokonstriktion durch Sauerstoffüberversorgung in die 

präkapillären Arteriolen zu vermeiden. Die Verformbarkeit von HbMP-700 wurde mit 

einem AFM-Mikroskop im nassen und trockenen Zustand nachgewiesen. 

Oberflächenmodifikationen können die Zirkulationszeit bzw. HWZ der Partikel 

verlängern, indem sie die Partikel vor der Erkennung und Elimination durch das 

Immunsystem schützen. HbMP-700 gilt als nicht mutagen im Ames Test und In-vitro 

Säugetierzellen Genmutationstest. In den In-vivo Studien zeigten die Ergebnisse des 

Mikronukleustests bei Mäusen, dass der Überstand von HbMP-700 nicht mutagen ist, 

da es keine chromosomale Schädigung der unreifen Erythrozyten der Maus 

verursacht. HbMP-700 konnten In-vitro ein biokompatibles Profil nachgewiesen 

werden. Weitere präklinische Untersuchungen der Sicherheit, wie z.B. In-vivo Studien 

in geeigneten Tiermodellen bezüglich der Pharmakokinetik und Reproduktionstoxizität 

sind notwendig, um bessere Einschätzungen zur Biokompatibilität zu erhalten zu und 

damit die präklinische Testung vollständig abschließen zu können. 
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