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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hintergrund

,Blut ist ein ganz besondrer Saft”[1]. Blut ist als flUssiges Gewebe Teil des Herz-
Kreislauf-Systems [2]. Es besteht aus den zellul&en Bestandteilen Erythrozyten (red blood
cell, RBCs), Leukozyten und Thrombozyten und dem zellfreien Plasma. Blut hat eine
Vielzahl lebenswichtiger Funktionen im Kd&per. Es gewé&rleistet die Hom@ostase, ist
beteiligt am Immunsystem und dient als ausgezeichnetes Transportsystem fUr den An- und
Abtransport fUr alle am Stoffwechsel beteiligten Substrate [2].

Herausragend bei der Transportfunktion ist der lebensnotwendige Sauerstofftransport
durch die Erythrozyten. 30 % des Zellinhaltes der Erythrozyten bestehen aus H&moglobin,
das fUr Austausch und Transport der Atemgase verantwortlich ist[2]. Bei akutem
Blutverlust (z. B. durch Operation, Trauma) oder chronischer An&mie (z. B. durch
Niereninsuffizienz, Tumorandmie) k&nnen die Kd&perorgane nicht mehr gentgend mit
Sauerstoff versorgt werden. Um die an&mische Hypoxie zu vermeiden und das Leben zu

retten, ist in solchen F&len die Transfusion von Erythrozyten notwendig.

Die Bluttransfusion wurde erst nach der Entdeckung des ABO-Systems der Blutgruppen
durch Karl Landsteiner mdaglich [3]. Nachdem geeignete Antikoagulanzien und
Aufbewahrungsmethoden fUr Blut gefunden worden waren, konnten Blutkonserven
angelegt werden. Die Bluttransfusion ist seitdem ein wichtiger Bestandteil medizinischer
Behandlungen [4-6].

Blut ist ein wertvolles Gut. Im Jahr 2008 wurden mehr als 90 Millionen Blutspenden
weltweit durchgefthrt. Fast die H&8fte davon erfolgte in den Industriestaaten (etwa 15 %
der Weltbevdkerung) und nur 4,3% der globalen Blutspenden erfolgten in der
afrikanischen Region (12 % der Weltbevdkerung) [7]. In Deutschland betrug im Jahr 2009
die Gesamtzahl der Blutspenden 4,86 Millionen [8], in diesem Jahr wurden 4,7 Millionen
Transfusionseinheiten Erythrozytenkonzentrate (EK) hergestellt [8]. Pro 1.000 Einwohner
wurden durchschnittlich 36,4 Blutspenden in den entwickelten Industriestaaten,

11,6 Blutspenden in Schwellenl&ndern und nur 2,8 Blutspenden in Entwicklungsl&ndern
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geleistet [7]. Im Vergleich dazu sind die Menschen in Deutschland momentan mit
60 Blutspenden pro 1.000 Einwohner gut selbstversorgt [8]. Das wird sich jedoch &ndern.
Aufgrund der demografischen Entwicklung in Deutschland wird die Einbuf%® in der

Blutversorgung bei gleichzeitigem Ansteigen des Bedarfs erwartet [8].

Jede Bluttransfusion ist mit einem gewissen Risiko verbunden. Am h&ufigsten treten
allergische Transfusionsreaktionen mit mildem Verlauf auf[5]. Akute h&molytische
Transfusionsreaktionen aufgrund von  Fehltransfusionen trotz  vorgeschriebener
Blutgruppen-Kompatibilit&sprfung sind eine haufige Ursache for
Transfusionszwischenfdle (1:20.000 bis 1:40.000 der F&le), die sehr oft tddlich
verlaufen [9]. Andere Komplikationen entstehen dadurch, dass irregul&e Antik&per im
Empfénger aufgrund einer vorangegangenen Transfusion oder bei Schwangerschaft
gebildet wurden. Diese AlloantikGper sind zum Zeitpunkt der Transfusion nicht
nachweisbar, treten aber bei der erneuten Exposition nach der Boosterung wieder auf und
IGen eine verzdgerte hamolytische Transfusionsreaktion aus (Haufigkeit von maximal
1:1.000) [9-11]. Im Vergleich zu diesen transfusionsbedingten Reaktionen ist das Risiko
fUr eine transfusionsassoziierte Virusinfektionen Dank der aufwendigen Labortests
wesentlich geringer (s. Tabelle 1-1). Zwischen 2005 und 2009 wurden nur acht
transfusionsbedingte Infektionen von HBV, HCV und HIV bei Anwendung von ca.
22 Millionen Einheiten EK in Deutschland registriert [12].

Tabelle 1-1: Haufigkeiten transfusionsassoziierter Virusinfektionen [11,13].

Virus Risiko je transfundierte Einheit
Hepatitis-B-Virus (HBV) 1:10°-1:10°
Hepatitis-C-Virus (HCV) <1:10°

Humane Immundefizienz-Virus (HIV) 1:10°-1:10°

Das Risiko der Virustbertragung durch Transfusion kann in manchen L&ndern héher als in
Deutschland sein. Im Jahr 2008 wurden die Blutspenden in 39 Lé&dern noch nicht
routinemd83dg auf HBV, HCV, HIV und Syphilis getestet und 47 % der Blutspenden in

Entwicklungsl&ndern wurden in Laboratorien ohne Qualit&ssicherung getestet [7].
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Weitere Transfusionsreaktionen wie z. B. transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz
und transfusionbedingte bakterielle Infektionen k&nnen ebenfalls nicht vdlig

ausgeschlossen werden [9-12].

Weitere Probleme entstehen durch begrenzte Ressourcen an geeigneten Spendern sowie
durch die Kosten fUr die Herstellung, Lagerung und den Vertrieb der Blutkonserven. So
betr&yt die Haltbarkeit der EKs bei nicht unterbrochener Kihlkette in Abh&ngigkeit vom
Lagerungsmedium zwischen 35 und 49 Tagen [14,15]. Die Kosten fUr ein EK werden sehr
unterschiedlich kalkuliert. Blutspendedienste in Deutschland verkaufen eine EK-Einheit an
Kliniken fUr ca. 75— 85 € [16-19], innerhalb von Europa und den USA variieren diese
Preise zwischen 75 — 230 € [18-22]. Wenn alle Kosten wie Beschaffung, Uberwachung,
Logistik, Regress fur Transfusionszwischenfdle einschliefdich Versicherung und
Rechtsstreitigkeiten, Logistik und Aufrechterhaltung des Hé&movigilanz-Systems
bericksichtigt wirden, dann beliefe sich der Preis fir eine EK-Einheit auf
350 - 500 € [20,23,24].

Zusazlich kénnen EKs nur bei systemischem Sauerstoffmangel, aber nicht gezielt als
Sauerstofftherapeutikum nach lokalem Bedarf (z.B. bei Minderdurchblutung eines

Gewebes) eingesetzt werden.

Aus den oben genannten sowohl ethischen als auch kommerziellen Grinden gibt es einen
dringenden Bedarf, einen geeigneten Blutersatz (blood substitutes, artificial blood) zu
finden, wobei es gegenwétig in erster Linie um die Entwicklung von kinstlichen
Sauerstofftrégern (artificial oxygen carriers) geht. Der Begriff “Blutersatz” ist jedoch zu
global und sollte deshalb vermieden werden. Nach Squires[4] sollte ein idealer
Sauerstofftr&ger

o Sauerstoff effektiv transportieren und abgeben,

o universal kompatibel, d. h. Blutgruppen unabh&ngig, sein,

o eine lange Haltbarkeit haben,

o lange genug im Kreislauf verbleiben und dabei seine Funktion permanent erftilen,

e Kkeine unerwtnschten Wirkungen ausl&sen,

o frei von Krankheitserregern,

o kostenginstig und jederzeit verfCgbar sein.
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In der Phase der Erprobung und Entwicklung befinden sich derzeit zwei Arten von
kinstlichen Sauerstofftr&ern: Perfluorcarbon-basierte Sauerstofftréger (Perfluorcarbon-
Emulsionen) und H&moglobin-basierte Sauerstofftr&ger (hemoglobin-based oxygen
carriers, HBOCs).

1.2 Perfluorcarbon (PFC)-Emulsionen

Perfluorcarbone (PFCs) sind (fast) vollsténdig mit Fluor substituierte synthetische
Kohlenstoffverbindungen; zum Teil tragen sie auch einzelne Brom- oder
Chlorsubstituenten [25,26]. Sie sind chemisch inert und hydrophob. Biologisch verhalten
sich PFCs im Wesentlichen inert. PFCs besitzen eine hohe Gastransportkapazita.
Aufgrund der mangelhaften WasserlGslichkeit missen PFCs vor einer intravenésen

Anwendung in Emulsion gebracht werden [4,5,26-28].

Im Jahr 1966 hatten Clark und Golan in einem spektakul&en Experiment gezeigt, das eine
in einer mit Sauerstoff ges&tigten PFC-L&ung getauchte Maus atmen und (berleben
konnte [29]. Dies war der Beginn intensiver Forschungen zum Einsatz von PFCs als

Sauerstofftr&ger.

PFCs kannen grof® Mengen an Gasen wie O, und CO; physikalisch I1&sen [5,27,28],
wéhrend Hamoglobin Sauerstoff koordinativ bindet (s. Abb. 1-1) [5,26,27,30].

Perfluorochemicals Hemoglobin

COCH
heme

Loosely dissolved

(gas-like; no saturation)

Strongly bound

Abb. 1-1: Sauerstofftransport durch PFCs und Hamoglobin. In PFCs ist der Sauerstoff physikalisch

geldst, bei Himoglobin ist der Sauerstoff an das Eisenatom des Hams koordinativ gebunden [30].
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Deshalb sieht die Sauerstoffbindungskurve von PFCs anders aus als die des Hamoglobins.
Die Menge an physikalisch gelGtem Sauerstoff in PFC-Emulsionen ist direkt proportional
zum Sauerstoffpartialdruck (pOz) und unterliegt keiner S&tigungskinetik. Bei einem
gegebenen pO, bindet Hamoglobin mehr Sauerstoff als in PFCs gel&st werden kann
(s. Abb. 1-2)[4,5]. Die Sauerstoffmenge in PFC-Emulsionen ist unter normalem
Luftsauerstoffpartialdruck im Vergleich zum H&moglobin unzureichend. Daher missen die
PFC-Emulsionen klinisch mit hohen inspiratorischen Sauerstoffkonzentrationen (also mit

hohem pO,) eingesetzt werden, d. h. die Patienten missen dazu beatmet werden [5,26,27].

Ein Vorteil von PFCs gegeniber H&moglobin besteht darin, dass PFCs verschiedene Gase
unabh&ngig voneinander IGen und transportieren. Die Anwesenheit von Kohlenmonoxid
stGt den Sauerstofftransport durch PFCs nicht [26,27]. Auf®rdem kd&wnen PFC-

Emulsionen im grof¥&n Mal&tab hergestellt und aufgereinigt werden [5,28].

s Blood (Hct = 45%) —_
° 201,37,
2 b
" : ~4.7 mL/dL O,
c extraction ~
@ 15 4 — Q
b
5 |i]°! 3
o i |
& 10 - I E
~9.5mL O pt
D ! extraction T
X | -
0 54 — -
— I -
3
- ~
0 L) 1] T ] ] i il
0 40 1:0 200 300 400 520 600 700 760
* PaQ, (air} PaO, pO:; (torr)
PvVO, (pure O))

Abb. 1-2: Sauerstoffbindungskurven verschiedener PFCs, a) Vollblut und b) zellfreiem

Hamoglobin [5]. PvO,: vendser Sauerstoffpartialdruck.

Nach der intraven&en Applikation von PFC-Emulsionen werden PFCs nicht metabolisiert.
Die Emulsionstrépfchen werden zuerst von im Blut zirkulierenden Monozyten und in den
Geweben lokalisierten Makrophagen des mononukle&en Phagozytensystems (MPS)
phagozytiert, was auch fUr die begrenzte intravasale Halbwertszeit der PFC-Emulsionen

verantwortlich ist [5,26]. PFCs werden vortbergehend im MPS der Leber und Milz
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gespeichert und nicht verstoffwechselt. Wenn die phagozytierten PFC-MolekUe wieder
durch die Zellmembranen der MPS-Organe ins Blut diffundieren, werden sie von
zirkulierenden Lipidtr&ern aufgenommen und zur Lunge transportiert. Dort werden die
PFCs durch Abatmung ausgeschieden [5,26,30].

Nebenwirkungen der PFC-Emulsionen sind z. B. Fieber, grippe&inliche Symptomatik,
Thrombozytopenie, allergische Hautrdung. Diese sind jedoch mild und
vortbergehend [26].

Die PFC-Emulsionen der ersten Generation (Fluosol®, Perftoran®) enthalten weniger als
20 % Gewicht/VVolumen (w/v) PFC; die Sauerstofftransportkapazit& ist begrenzt. Fluosol®
(Green Cross Corp., Japan) wurde 1989 fUr die Risiko-Koronarangioplastie in den USA
zugelassen [26]. In Klinischen Studien hatte Fluosol® keinen Nutzen als Ersatz bei
Blutverlust gezeigt [28]. Der in Fluosol® enthaltene Emulgator Poloxamer-188 (Pluronic
F68) verursachte viele unerwinschte Wirkungen wie Komplementaktivierung, Hemmung
der Leukozyten, tempor&e Thrombozytopenie und Anaphylaxie [5,28]. Die Emulsion ist
instabil und muss fUr den Transport und die Lagerung tiefgefroren werden. Diese
Eigenschaften waren wesentliche Ursachen fir den kommerziellen Misserfolg von
Fluosol®. 1994 wurde die Produktion von Fluosol® eingestellt [5,26]. Perftoran®
(Russian Academy of Sciences / Perftoran Company) wurde fUr den Klinischen Einsatz als
temporé&er intravaskul&er Sauerstofftréger fir hamorrhagischen Schock und Perfusion
von menschlichen Organen 1996 in Russland sowie in Kasachstan, der Ukraine, Kirgisien
und Mexiko zugelassen [5,28]. Perftoran® muss ebenfalls tiefgefroren gelagert
werden [28].

Die PFC-Emulsionen der zweiten Generation besitzen einen deutlich héheren PFC-Gehalt
(mindestens 60 %, w/v), werden unter Verwendung nicht synthetischer Phospholipide

hergestellt und mUssen fUr die Lagerung nicht eingefroren werden.

Oxygent® (Alliance Pharmaceutical Corporation, USA) enthdt 58 % (w/v)
Perfluorooctylbromid und 2 % (w/v) Perfluorodecylbromid als Wirkstoffe und 3,6 % (w/v)
Phospholipide aus Eilecithin als Emulgator [28,31]. Die Tr&fchengrd%® der Emulsion
liegt bei 160 nm. Oxygent® ist bei 5-10 T ein bis zwei Jahre stabil [28,30]. In

Klinischen Studien wurden positive [28] als auch negative Effekte [32,33] erzielt. Der
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Hersteller von Oxygent®, Alliance Pharmaceutical Corporation, musste die weitere
Entwicklung wegen mangelnder Finanzierung einstellen. Inzwischen wurde die klinische
Entwicklung von Oxygent® durch Double-Crane Pharmaceutical China wieder

aufgenommen [30,33,34].

Oxyfluor® (HemaGen/PFC, USA) ist eine andere PFC-Emulsion der zweiten Generation.
Es enth&t 78 % (w/v) Perfluordichloroctan als Wirkstoff und ebenfalls Phospholipide aus
Eilecithin als Emulgator. Die Tr&pfchengrd? der Emulsion liegt zwischen 100 und
350 nm. Die Emulsion hat eine Haltbarkeit von einem Jahr bei Raumtemperatur (RT) [28].
Die Emulsion enthd8t einen kleinen Anteil von Disteld. Urspringlich wurde Disteld
(Triglyceride) zugegeben, um die Stabilit& der Emulsion zu erh&en. Die stabilisierende
Wirkung der zugegebenen Triglyceride wurde jedoch experimentell nicht eindeutig
nachgewiesen [5,34]. Die Entwicklung von Oxyfluor® wurde nach Erreichen der
klinischen Phase-I1-Studien wegen Ritkzug der Finanzierung von dem Partner Baxter

International gestoppt [35].

Derzeit sind nur wenige PFC-Emulsionen in der Entwicklung. Oxycyte® (Oxygen
Biotherapeutics, Inc., vormals Synthetic Blood Int.,, USA) befindet sich in Kklinischen
Phase-I1b-Studien fUr die Behandlung traumatischer Hirnverletzungen. In Kolumbien und

Frankreich sind neue PFC-Emulsionen in der pr&linischen Erprobung [27,28].

1.3 Hamoglobin-basierte Sauerstofftrager (HBOCS)

1.3.1 Hé&moglobin-Physiologie

Hé&moglobin ist ein globul&es Protein in den RBCs mit einem Molekulargewicht von
64,5 Kilodalton (kDa). Es ist fUr den Transport von Sauerstoff im menschlichen K&per

verantwortlich und am Transport von anderen Gasen wie CO, und NO beteiligt [2,36].

Die Struktur des H&moglobins wurde von Perutz et al. im Jahr 1959 mittels
R&ntgenkristallographie aufgeklat [37]. H&moglobin besteht aus vier Untereinheiten
(s. Abb. 1-3): je zwei a-Untereinheiten mit 141 Aminosiuren und zwei [-Untereinheiten

mit 146 Aminosé&uren [38]. Die a-und B-Untereinheiten bilden durch van der Waals- und
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Wasserstoffbricken-Wechselwirkungen dichte af-Dimere; zwei af3-Dimere binden locker
zu tetramerem H&moglobin [5]. Jede Untereinheit ist mit einer prosthetischen Gruppe, dem
Hé&m, verbunden. Das Ham ist ein Eisen(I1)-Komplex des Protoporphyrins IX und (ber das
proximale Histidin an den Globinteil koordinativ gebunden. Es ist in der Lage, ein Molekd
Sauerstoff zu binden. Die Bindung des Sauerstoffs erfolgt an das Eisenion des H&ms
(s. Abb. 1-3) [38]. Ein H&moglobin-Molekd kann also vier SauerstoffmolekUe binden.

Globin

Abb. 1-3: Die Struktur des Hamoglobintetramers (links) und des Hams (rechts) [38].

Hamoglobin kommt in zwei verschiedenen Konformationen vor. Oxygeniertes
Hé&moglobin liegt in der R (relaxed)-Konformation vor und desoxygeniertes H&moglobin
liegt in der T (tensed)-Konformation vor. In dem desoxygenierten Zustand befindet sich
das Eisenion des Hams auf&rhalb der Ringebene des Porphyringeristes und das
Porphyrinsystem ist durchgebogen. Lagert sich nun ein Sauerstoffmolekd an das Eisenion
an, andert sich die Elektronenkonfiguration des MolekUs und fthrt zu einer Bewegung des
Eisenions in die Ebene des Porphyrinrings. Der Sauerstoff ist zwischen dem zentralen
Eisenion und dem distalen Histidin gebunden [38]. Nach dem Ubergang von der
T-Konformation zur R-Konformation wird das aif;-Dimer relativ zum oyf2-Dimer um
etwa 15 “verdreht [38].

Die Bindung von Sauerstoff an ein H&moglobin-Tetramer ist ein kooperativer Prozess. Die
Bindung eines Sauerstoffmolekils an eine H&moglobinuntereinheit fthrt zu
Konformations&nderung in der Terti&- und Quart&struktur des H&amoglobins, d. h. von der

T-Konformation zur R-Konformation. Letztere hat eine 70 Mal hchere Sauerstoffaffinit&
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im Vergleich zur T-Konformation. Die Sauerstoffaffinital ist gering bei niederem pO,,
steigt aber mit jeder Anlagerung eines jeden weiteren Sauerstoffmoleks. Als Folge ist die

Sauerstoffbindungskurve des H&moglobins sigmoidal (s. Abb. 1-4) [38].

Als  Sauerstoffaffiniti des Ha&moglobins wird das Verhdtnis  zwischen
Sauerstoffpartialdruck und der Beladung des H&moglobinmolekUs mit Sauerstoff
(Sauerstoffsatigung) bezeichnet. Die Sauerstoffaffinitét von H&moglobin kann durch
Messen der Sauerstoffbindungskurve bestimmt werden. Ein quantitatives Malf3ist der p50,
der pO, bei Halbs&tigung des Hamoglobins. Der p50 des in menschlichen Erythrozyten
befindlichen H&moglobins eines gesunden Erwachsenen betr&gt 26,6 mmHg (35,4 hPa) bei
pH 7,4 und 37 <C [36]. Erhdhter p50 deutet auf eine verminderte Affinita zu Sauerstoff,
wéhrend niedriger p50 erhchte Sauerstoffaffinit& zeigt.

100 -
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20 +
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Abb. 1-4: Sauerstoffbindungskurven von Human-Hamoglobin in RBCs A) mit p50 von 26,6 mmHg

und zellfreiem Human-Hamoglobin B) mit p50 von 14 mmHg, modifiziert nach [5].

Die Sauerstoffbindungskurve wird durch mehrere Faktoren beeinflusst. Ein Anstieg von
H*-Konzentration (pH-Wert erniedrigt), CO,-Druck, Temperatur und Konzentration von
2,3-Bisphosphoglycerat ~ (2,3-BPG)  bewirkt  eine  Rechtsverschiebung  der
Sauerstoffbindungskurve  (erhéhter  p50,  erniedrigte  Sauerstoffaffinit&).  Eine

Verminderung dieser Faktoren bewirkt eine Linksverschiebung (erniedrigter p50, erhchter
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Sauerstoffaffinita). Eine Erhéhung der H'-Konzentration stabilisiert den T-Zustand des
Hé&moglobins und fihrt zur Freisetzung von Sauerstoff. Die Aufnahme von Sauerstoff bei
erniedrigter H*-Konzentration ist mit der Abgabe von Protonen verbunden. Dieser Effekt
wurde von Bohr entdeckt [39] und wird als Bohr-Effekt bezeichnet. 2,3-BPG und andere
anionische Substanzen, vor allem ATP, anorganisches Phosphat und Chloridionen
stabilisieren ebenfalls die T-Konformation und erhéien somit den p50 des H&mnoglobins.
Der p50 des humanen H&moglobins in RBCs wird durch intrazellul& zur Verfigung
stehendes 2,3-BPG stark beeinflusst; zellfreies humanes Hamoglobin (d. h. Abwesenheit
von 2,3-BPG) hat einen p50 von nur ca. 14 mmHg (18,6 hPa) (s. Abb. 1-4) [4,5,38,40-42].

In Gegenwart von Sauerstoff neigt H&moglobin zur spontanen Autooxidation, wobei das
zweiwertige zum dreiwertigen Eisen oxidiert wird. Das entstehende Meth&noglobin ist
nicht mehr in der Lage, Sauerstoff zu transportieren. Aufgrund des intraerythrozyt&en
Reduktionssystem wird eine Meth&moglobinkonzentration von 1-2% nicht
Uberschritten [5,36,43].

1.3.2 Stromafreies H&moglobin (SFH)

Aufgrund der nachgewiesenen F&higkeit des H&moglobins zum Sauerstofftransport scheint
stromafreies H&moglobin (SFH) die logische Wahl fUr einen Erythrozytenersatz zu sein, da
es frei von Blutgruppen ist. Von Starck stellte bereits im Jahr 1898 die erste zellfreie
H&moglobinl&ung her [44]. 1916 berichteten Sellards und Minot (ber eine stabilere
Hamoglobinl&ung [45]. Amberson et al. publizierten zum ersten Mal Ergebnisse nach
Infusionen einer H&moglobinl&ung beim Menschen. Sie beobachteten eine Erhchung des
Blutdruckes, Bradykardie und Oligurie bis hin zum Nierenversagen [46]. Als Ursache
wurde eine Beeintr&htigung der Organfunktion durch die Verunreinigung der
Hé&moglobinlsungen mit Stromafragmenten angesehen [47]. Erst eine von Rabiner
entwickelte neue Filtrationsmethode ermdglichte die Herstellung von SFH [48] und gab

Anlass zur Hoffnung auf eine bessere Vertr&lichkeit des Hamoglobins.

Die mit SFH gewonnenen Ergebnisse waren jedoch entt&uschend. H&moglobin dissoziiert
aul%rhalb des RBCs schnell in zwei ofi-Dimere, welche leicht durch die Nierenglomeruli
herausgefiltert ~ werden. Die  nephrotoxische  H&m-Gruppe verursacht eine

Nierenblockierung, was zu akutem Nierenversagen fthren kann [4,5,49-51]. Die

10



Einleitung

Neurotoxizit&d wurde sowohl invitro als auch invivo beobachtet [52-54]. Freie

Hé&moglobine induzieren auf®rdem eine Vasokonstriktion und Hypertonie [5,50,55-60].

Wegen zahlreicher schwerwiegender Nebenwirkungen von SFH in vivo, wurden damit die

Versuche als potenzieller Blutersatz aufgegeben.

1.3.3 Modifiziertes azellul&res H&moglobin

Zellfreies Human-H&moglobin hat wegen des Verlustes von 2,3-BPG einen niedrigeren
p50 (s. Abb. 1-4). Ein hé&herer bzw. ein mit den RBCs vergleichbarer p50 des
H&moglobins wurde jedoch in der frtheren Entwicklung angestrebt, um die
Sauerstoffabgabe an das Gewebe zu erleichtern. Einfaches HinzufUgen von 2,3-BPG zu
einer SFH-L&ung war wegen seiner schnellen Elimination unwirksam [61]. Eine
Verschiebung der Sauerstoffbindungskurve nach rechts und ein damit verbundener
erhchter p50 konnte erreicht werden, indem H&moglobin mit Pyridoxalphosphat
pyridoxaliert wurde (Pyridoxalation) [62,63]. Die Aldehydgruppe des Pyridoxalphosphats
reagiert mit der Aminogruppe in der 2,3-BPG-Bindungstasche und der allosterische

Modulator Pyridoxalphosphat wird an die 2,3-BPG-Bindungstasche gekoppelt [5].

Um die Dissoziation des freien H&moglobintetramers in af-Dimere zu vermeiden, die zu
einer hohen Toxizité& und kurzen Halbwertszeit des H&moglobins fthren wirde, muss das

H&moglobin chemisch stabilisiert werden.

Hamoglobin kann mit spezifischem Vernetzungsmittel intramolekular zu einem stabilen
Tetramer vernetzt werden [4,5,64-66]. Ein bekanntes Beispiel dafCr ist das mit
Bis-3,5-dibromosalicylfumarat (DBBF oder Diaspirin) vernetzte humane Hé&moglobin
DCLHb (Diaspirin Cross-Linked Human Hemoglobin, HemAssist™, Baxter, USA).
DBBF vernetzt spezifisch die zwei Lysin-99-Reste der beiden a—Untereinheiten des
desoxygenierten H&moglobins in Gegenwart von Natriumtripolyphosphat und stabilisiert
somit das H&moglobintetramer [67,68]. HemAssist™ hat einen hohen p50 von 32 mmHg
(42,6 hPa) und eine Halbwertszeit in vivo von 6 -12 h[69,70]. Es zeigte jedoch viele
Nebenwirkungen wie Vasokonstriktion, Gehirn- und Lungen&deme, Myokardisch&mie und
erhchte Mortalit& in klinischen Studien [69,71,72]. Die Entwicklung von HemAssist™

11
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wurde wegen zahlreicher schwerwiegender unerwinschter Ereignisse im Jahr 1998 von

Baxter eingestellt [5].

H&moglobin kann auch mit Vernetzern polymerisiert werden. Intermolekulare Vernetzung
fthrt zur Erhéhung der MolekUgrd2 mit gleichzeitiger Reduktion des onkotischen Drucks.
Die Dissoziation des Hamoglobins wird verhindert und die Plasmahalbwertszeit wird
erhcht [5]. Die Polymerisierung wird (blicherweise in freier H&moglobinlGung
durchgefthrt. Die Produkte sind meistens heterogen in Bezug auf das Molekulargewicht
und missen fraktioniert werden, was zu einer verringerten Ausbeute fthrt und zus&zliche
Kosten verursacht [5]. Die Meth&moglobinbildung wé&rend der Polymerisation ist oft
betr&htlich [5]. H&ufig werden bi- oder multifunktionelle Vernetzer eingesetzt und die
intra- und intermolekulare Vernetzungen finden meistens gleichzeitig statt [5,15,73,74].
Géngige Vernetzer sind z. B. Glutaraldehyd und oxidierte Raffinose (0-Raffinose) [5,73].
Es wurden verschiedene vernetzte Hamoglobine entwickelt, z. B. das mit o-Raffinose
polymerisierte  Human-H&moglobin Hemolink™ (Hemosol Inc., Canada), das mit
Glutaraldehyd vernetzte Rinder-H&moglobin Hemopure® oder HBOC-201 (OPK Biotech
ehemals BioPure Corporation, USA) und das mit Glutaraldehyd vernetzte pyridoxalierte
Human-H&moglobin PolyHeme® (Northfield Laboratories, USA).

Hemolink™ und Hemopure® enthalten beide eine Mischung aus vernetztem
Hé&moglobintetramer und Hamoglobinoligomer. Hemolink™ hat einen p50 von 34 mmHg
(45,2 hPa). Hemopure® ist durchschnittlich 250 kDa grof3 mit einem p50 von 38 mmHg
(50,5 hPa) und hat eine Halbwertszeit von 19 h. PolyHeme® hat ein Molekulargewicht
von 150 kDa, einen p50 von 28 - 30 mmHg (37,2 -39,9 hPa), eine Halbwertszeit von 24 h
und weniger als 1 % vernetztes Tetramer [5,75-78]. Diese Produkte konnten in klinischen
Studien die Fremdbluttransfusion reduzieren, hatten aber auch viele schwerwiegende
Nebenwirkungen, wie Vasokonstriktion, Hypertonie, erhchte Mortalit&
ausgel &t [27,69,75,79,80]. Hemolink™ wurde inzwischen vom Markt genommen [27].
Die weitere Entwicklung von PolyHeme® wurde nach der Ablehnung des
Zulassungsantrages durch die Food and Drug Administration (FDA, USA) im Mai 2009
ebenfalls eingestellt [27]. Hemopure® ist seit 2001 in Sidafrika zur Behandlung von
Erwachsenen mit akutem Blutverlust zugelassen, allerdings droht zur Zeit ein Widerruf der
Zulassung [81]. Derzeit wird Hemopure® in zusdazlichen Studien erprobt. Indes hat die
FDA bereits eine Studie vorzeitig beendet [27].

12
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Eine andere Mgaylichkeit der Stabilisierung des freien H&moglobins ist die
Copolymerisation des H&moglobins mit Superoxiddismutase (SOD) und Katalase (CAT),
welche antioxidative Eigenschaften zeigen und eine reduzierte Meth&mnoglobinbildung
bewirken. Dadurch k&nte sowohl das Gewebe als auch das H&moglobinpolymer gegen

die reaktiven Sauerstoffspezies wé&nrend der Infusion geschiizt werden [82-85].

Eine andere  Strategie zur  Polymerisierung des Hé&moglobins st die
,Zero-Link Polymerisation, bei der die Hadmoglobinmolekiile durch direkte
intermolekulare  Pseudopeptidbindungen ohne Anwendung von polymerisierenden
Vernetzern aneinander gekoppelt werden. Die Carboxygruppen der HamoglobinmolekUe
werden mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid aktiviert und anschlief&nd mit
Lysinresten von anderen H&moglobinmolekUlen zu stabilen Amidbindungen
verbunden [86,87]. Das nach diesem Prinzip aus Rinder-H&moglobin hergestellte Produkt
OxyVita™ (ZL-HBv, OXYVITA Inc., USA) ist ca. 36nm grof3 mit einem
durchschnittlichen Molekulargewicht von 17 Megadalton. Es hat eine sehr hohe
Sauerstoffaffinit& mit einem p50 von 6 mmHg (8 hPa), OxyVita™ ist derzeit in
pr&linischen Studien [88,89].

Hamoglobin kann ebenfalls an ein biokompatibles Polymer wie Polysaccaride oder
Polyethylenglykol (PEG) konjugiert werden. Damit werden die MolekUgrd%® und die
Halbwertszeit in Plasma erhéht [5,73]. Hemospan® (MP4) von Sangart Inc. ist ein Produkt
aus mit Maleinimid-Polyethylenglykol konjugiertem Human-H&moglobin. Jedes
Hé&moglobintetramer ist mit sechs PEG-Ketten modifiziert. Hemospan® hat mit einem p50
von 4 -6 mmHg (5,3 - 8 hPa) eine sehr hohe Sauerstoffaffinité [90]. Sangart hat zwei
Phase-I11 Studien mit Indikation der orthop&lischen Chirurgien (HUftendoprothetik) bereits
vollendet. Derzeit befindet sich Hemospan® mit Indikation Trauma in einer Phase-11b
Studie [91].

Uber eine Kombination von Polymerisation und Konjugation wurde ebenfalls berichtet.
Hé&moglobin-Hyperpolymer (HPsHb, SanguiBioTech GmbH) ist mit Glutaraldehyd
vernetztes und mit PEG modifiziertes Schweine-H&moglobin. HPsHb hat ein mittleres
Molekulargewicht von 800 kDa, einen p50 von 16 mmHg (21,3 hPa) und eine
Halbwertszeit von bis zu 30 h in Ratten [92].
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1.3.4 Verkapseltes H&moglobin

Die Mikroeinkapselung von Ha&moglobinl&ungen ist eine Alternativer, um die
Dissoziation und rasche Elimination des H&moglobintetramers zu verhindern [5]. Um die
Meth&moglobinbildung zu reduzieren, kéhnen Enzyme und Reduktionsmittel ebenfalls mit
eingekapselt werden. Chang gelang es als erster, H&moglobin in Mikrokapseln mit
semipermeabler Membran erfolgreich einzukapseln [93]. Seitdem werden H&moglobin-

Verkapselungen in Nano/Mikrokapseln intensiv untersucht.

Bei den Nano-/Mikrokapseln spielen Liposomen eine Rolle. Liposomenverkapseltes
Hamoglobin (liposome-encapsulated hemoglobin, LEH) hat zwar potentielle Vorteile im
Vergleich zu anderen Systemen, besitzt jedoch nur eine kurze Halbwertszeit von einigen
Stunden. Andere Nachteile wie Komplementaktivierung, Thrombozytopenie, Belastung
des MPS-Systems, Ineffizienz und hohe Kosten der Produktion und kurze Haltbarkeit
liefen LEH &terer Generation in pr&klinischen und klinischen Entwicklungen nicht weiter
fortschreiten [94].

Die jingste Entwicklung der LEH sind H&moglobin-Vesikel (HbV), bei denen die
Partikelgrd2, Anzahl der Lipidschichten und Oberfl&chenmodifikation optimiert
wurden [95]. HbV haben eine hohe Verkapselungseffizienz fir H&moglobin, eine
durchschnittliche Vesikelgrd2 von 250 nm, eine erh&nte Halbwertszeit von 32 h in Ratten,
k&nen die Thrombozytenaktivierung durch Verwendung synthetischer Lipide reduzieren
und verfigen durch PEG-Modifikation Uber eine verléngerte Haltbarkeit bei RT von bis zu
zwei Jahren [96,97]. Die Herstellung ist jedoch weiterhin aufwendig und nicht
kosteneffektiv. HbV befinden sich zur Zeit in pr&linischen Studien [27].

H&moglobin 1&sst sich ebenfalls in Polyelektrolytmikrokapseln (PEMCs) verkapseln. Der
Arbeitsgruppe B&umler gelang es, monodisperse PEMCs mit der layer-by-layer
Technologie unter Verwendung biologischer Zellen z. B. RBCs herzustellen und mit
Hé&moglobin zu beladen [98-100]. Derartige PEMCs sind fUr kleine lonen und sowohl fir
geladene als auch nicht geladene Makromolekile permeabel und extrem stabil gegen
chemische und physikalische EinflUsse [100-102]. Die Wandsté&ke und Deformierbarkeit
der PEMC sind einstellbar. Die Oberfl&he der PEMCs ist beliebig modifizierbar [100].
Die Phagozytose der mit Hé&moglobin beladenen PEMC durch Monozyten und
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Granulozyten konnte in Zellkultur auf unter 1% reduziert werden. Die
Sauerstoffbindungskurve von mit H&moglobin gefUlten PEMCs-RBCs-Gemischen ist im

Vergleich zum Vollblut nur geringfigig nach links verschoben [100].

Neuartige kinstliche nanodimensionale Sauerstofftransporter wurde von Chang et al.
entwickelt, wobei anstelle der Lipide bei Liposomen bioabbaubare Polylactide (PLA) als
Membranmaterial eingesetzt wurden [103,104]. Diese Nanokapseln sind ca. 40 - 120 nm
grof3und haben einen p50 von 26 mmHg, also dem p50 von Erythrozyten &nlich. Ferner
k&nnen die in den RBCs vorhandenen Enzyme wie Carbonanhydrase, SOD, CAT und das
Meth&moglobin-Reduktasesystem mit eingekapselt werden, wobei die Aktivitd&en der
Enzyme in den Nanokapseln erhalten blieben. Mit PEG modifizierte Nanokapseln haben
eine Halbwertszeit von ca. 24 h in Ratten. Die Entwicklung dieser neuartigen Nanokapseln
befindet sich noch in einem frihen Stadium [105,106].

1.3.5 Gentechnische Modifikation

Gentechnisch modifiziertes H&moglobin wurde mittlerweile erfolgreich in E. coli
exprimiert. Optro™ oder rHb1.1 (Baxter Corp.) ist der erste rekombinate humane HBOC,
bei dem die beiden a-Untereinheiten des Hamoglobins durch eine Glycin-Bricke fusioniert
sind und damit die Dissoziation des Tetramers zu Dimeren verhindert wird. Dieses Produkt
verursacht jedoch eine starke Vasokonstriktion, weshalb die Entwicklung vorerst
eingestellt wurde [70,107,108].

1.3.6 HBOC induzierte Vasokonstriktion

Bisher erhielten noch keine HBOCs in Europa oder USA die Zulassung als Arzneimittel.
Viele HBOCs (besonders die &tere Generation) wiesen ein unginstiges Nutzen-Risiko-
Verhdtnis (Beziehung zwischen Wirksamkeit und Sch&llichkeit) in den klinischen Studien
auf. Diese HBOCs konnten zwar die erwinschte Wirksamkeit zeigen (z. B. Reduktion der
Fremdbluttransfusion), hatten aber gleichzeitig eine (berwiegende Schéailichkeit
(schwerwiegende Nebenwirkungen). Diese Produkte sind stark vasoaktiv und verursachen

einen Blutdruckanstieg, eine Erhdwng des pulmonalarteriellen und peripheren
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Widerstandes, eine Reduktion der Herzfrequenz, des Herzzeitvolumens und der
Gewebedurchblutung [5].

Mehrere Hypothesen (ber den Mechanismen der Vasokonstriktion werden zurzeit
diskutiert, wobei die s. g. ,,NO-Scavenging“ und ,,Autoregulationshypothesen* favorisiert

werden.

Es ist bekannt, dass Hamoglobin das Stickstoffmonoxid (NO), den endothelial gebildeten
Vasodilatator (endothelium derived relaxing factor), binden kann, wobei zellfreies
H&moglobin NO deutlich st&ker als intrazellul&es Hamoglobin bindet [5,108]. Freies,
intramolekular vernetztes und auch schwach polymerisiertes niedermolekulares
Hé&moglobin k&nte aufgrund seiner Grd% das Gefd3dumen verlassen (Extravasation), in
den interstitiellen Raum zwischen den Endothelzellen und den glatten Gef&3nuskelzellen
gelangen und dort das NO binden. Dieses NO-Scavenging fthrt zu
Vasokonstriktion [89,109-111]. Eine Erhchung der HBOC-Grd% sollte somit das
NO-Scavenging und die VVasokonstriktion reduzieren. Sakai et al. and Cabrales et al. haben
gezeigt, dass das Ausmafl3der Vasokonstriktion und Hypertonie mit zunehmender Grd2
des HBOC abnimmt [112,113].

Eine andere wichtige Hypothese ist die ,,Autoregulationstheorie*: Eine Uberversorgung
der pré&apillaren Arteriolen mit Sauerstoff durch HBOCs kann reflektorisch eine
Vasokonstriktion und eine Reduktion der funktionsfénigen Kapillardichte im Gewebe
erzeugen [90,114,115]. Der p50 des menschlichen erythrozytéen H&moglobins betr&gt
26,6 mmHg (35,4 hPa) [36]. Ein h&herer oder mit den RBCs vergleichbarer p50 der
HBOCs (p50 > oder = 26,6 mmHg) wurde hinsichtlich der erleichterten Abgabe von
Sauerstoff an das Gewebe angestrebt. Die Diffusion von Sauerstoff erfolgt bei RBCs
aufgrund der RBC-Membran in den Pr&apillargefd®en langsamer als bei zellfreiem
Hé&moglobin oder HBOC [116,117]. HBOCs mit einem hohen p50 setzen den Sauerstoff
frlhzeitig in den pr&apillaren Arteriolen frei. Die Arteriole wird mit Sauerstoff
Uberversorgt, was eine arteriol&e Vasokonstriktion ausl&en kann [115,118]. Demzufolge
wae eine Erhdwng der Sauerstoffaffinit&h und somit ein niedrigerer p50 von
<26,6 mmHg fir das zellfreie HBOC in Hinsicht auf eine Reduktion der

Vasokonstrikition sehr sinnvoll.
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Die Polymerisation des H&moglobins zu einem h&heren Molekulargewicht bei gleichzeitig
niedrigerem p50 wé&e ein L&ungsansatz zur Verhinderung der Vasokonstriktion und

wirde einen geeigneten ,,Blutersatz ergeben [75,115].

1.4 Aufgabenstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Hanoglobin-Mikropartikel als potentielle HBOCs
herzustellen. Die Partikel sollen nach einem kirzlich von B&mler und Georgieva [119]

entwickelten Verfahren hergestellt werden.

In Abhé&ngigkeit von den bei der Herstellung der HBOCs gewé&hlten Ausgangsbedingungen
sollen die morphologischen, physiko-chemischen und immunologischen Eigenschaften
sowie die Sauerstoffaffinitdt der H&moglobin-Mikropartikel charakterisiert werden.
Desweiteren soll der Gasaustausch und inshesondere die Meth&moglobinkonzentration in
den Partikeln bestimmt werden. Da Meth&noglobin keinen Sauerstoff ins Gewebe
transportieren kann, muss der Anteil an Meth&noglobin so gering wie mdglich sein und

sollte kleiner als 10 % des Gesamt-H&moglobin-Gehalts sein [120].

Die morphologischen Eigenschaften der Partikel sollen mit geeigneten mikroskopischen
Methoden charakterisiert werden. Die Partikel sollen dabei kleiner als 5 pm sein und eine

mdylicherweise auftretende Partikelaggregation soll minimiert werden.

Mittels Phagozytosetests und Untersuchung der Aggregation in pl&tchenreichem Plasma
sollen wichtige immunologische Eigenschaften der H&moglobin-Mikropartikel erfasst

werden.
Es soll auf®rdem an Hand ausgewé&hlter Polymere untersucht werden, welche von ihnen

geeignet sind, die Oberfl&heneigenschaften der Partikel hinsichtlich Immunreaktion und

Aggregationsverhalten zu optimieren.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Rinder-H&moglobin

FUr alle Untersuchungen wurde aussschliefdich Rinder-H&moglobin (Hb) verwendet,
welches aus Rinder-Erythrozyten durch hypotonische H&molyse gewonnen wurde [121].
Frisches  Rinderblut  (Schlachtbetrieb ~ GmbH Perleberg) mit 2 mg/mL
Ethylendiamintetraessigs&ure (EDTA) pH 7,4 als Antikoagulanz wurde bei 2.500 g und
4 <T fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand (Plasma und Buffy-Coat) wurde verworfen.
Das Sediment (Erythrozyten) wurde drei Mal mit 4 <C kalter PBS pH 7,4 durch
Resuspension und Abzentrifugation gewaschen. Nach dem Waschen wurden die
Erythrozyten mit Ampuwa® hamolysiert, wobei das Volumenverhdtnis zwischen
Erythrozyten und Ampuwa® 1:5-1:10 betrug. H&molysiert wurde bei 4 T fir
mindestens 1 h. Nach der Hamolyse wurde das Hamolysat bei 10.000 g und 4 € fir 1 h
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels 0,22 pm Spritzenvorsatzfilter filtriert und bis
zur Anwendung bei -80 <C aufbewahrt. Vor der Anwendung wurde die H&noglobinl&ung
aufgetaut und mittels 0,1 pm Spritzenvorsatzfilter filtriert. Das filtrierte Hb wurde als

Stockl&sung fir die Herstellung der Partikel benutzt.

Die Reinheit der Hb-L&ung wurde mittels SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese) bestimmt und ist in Abb. 2-1 dargestellt. FUr die
Herstellung der Partikel wurde eine Hb-StocklGsung mit einem Meth&noglobin-Gehalt

von weniger als 4 % verwendet.
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Abb. 2-1: Die SDS-PAGE prasentiert die hohe Reinheit der Hb-Stocklésung. Es war nur ein dickes
Band deutlich zu sehen. SDS denaturiert Hb in seine einzelnen Untereinheiten und resultiert in
einem dicken Band bei ca. 15 kDa. Das schwache Band bei ca. 35 kDa stellt die noch nicht
komplett denatuierten af-Dimere dar. Ein noch schwéacheres Band unter dem Dimerband ist

maoglicherweise auf das Vorhandensein von Carboanhydrasen (29 kDa) zuriickzufiihren

2.1.2 Chemikalien und direkt bezogene L&ungen
Die direkt bezogenen Chemikalien und L&ungen sind in Tabelle 2-1 gelistet.

Tabelle 2-1: Hersteller von Chemikalien und direkt bezogenen Lésungen.
Chemikalie / L&ung Bezugsquelle
0,9 % Natriumchlorid (NaCl)-L&ung Fresenius Kabi Deutschland GmbH
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-

. . Sigma Aldrich Germany
carbodiimid Hydrochlorid (EDC)

Ampuwa® Fresenius Kabi Deutschland GmbH
Borax-Decahydrat Sigma Aldrich Germany
Calciumchlorid (CaCly) Dihydrat Sigma Aldrich Germany

Casy® ton Roche Diagnostics Deutschland GmbH
Dextran (Dx) Sigma Aldrich Germany
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Chemikalie / L&ung
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
Divinylsulfon (DVS)
Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)
Glutaraldehyd (GA) 25 %, Grad 1

Humanalbumin (HSA) Infusionsl&ung 20 %

Kaliumcyanid (KCN)
Kaliumhexacyanoferrat (111) (KsFe(CN)g)

Methoxypolyethylenglykol 5.000, aktiviert mit

Cyanurchlorid (cc-mPEG 5.000)
Methoxypolyethylenglykolamin 5.000
Natriumascorbat

Natriumborhydrid (NaBH,)
Natriumcarbonat (Na,CO3)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,;PO,)-
Monohydrat

Natriumdithionit (Na2S,0,)
Natriumhyaluronat (Na-Hyaluronan, HA)
Natriumhydroxid (NaOH)
N-Hydroxysuccinimid (NHS)
Phagotest®-Kit

Pulver zur Herstellung der
Phosphatgepufferten SalzlGung (Phosphate
buffered saline, PBS) pH 7,4

Rinder-Albumin, Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)-konjugiert

Salzsaure (HCI) 37 %

Succinylchlorid (SCI) 95 %

20

Bezugsquelle

Sigma Aldrich Germany
Sigma Aldrich Germany
Sigma Aldrich Germany
Sigma Aldrich Germany

Baxter Deutschland GmbH

Sigma Aldrich Germany
Sigma Aldrich Germany

Sigma Aldrich Germany

Sigma Aldrich Germany
Sigma Aldrich Germany
Sigma Aldrich Germany
Sigma Aldrich Germany

Merck Chemicals Germany

Merck Chemicals Germany

Sigma Aldrich Germany
Sigma Aldrich Germany
Sigma Aldrich Germany
Sigma Aldrich Germany

Glycotope-Biotechnology GmbH

Sigma Aldrich Germany

Sigma Aldrich Germany

Merck Chemicals Germany

Sigma Aldrich Germany
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2.1.3 Weitere L&ungen und Puffer

In Tabelle 2-2 sind die im Labor hergestellten L&ungen aufgelistet. Wenn nicht anders

beschrieben, wurde Ampuwa® als L&ungsmittel eingesetzt.

Tabelle 2-2: Zusammensetzung der eingesetzten Lésungen

L&ung

0,3 M Phosphatpuffer
1MNaCl,pH 7,4

2 % HSA-
0,9 % NaCl-L&ung

67 mM Phosphatpuffer
pH 6,8

Borat Puffer pH 9,0

EDTA-LGung

Ferricyanid-L&ung

KCN-L&Gung

NaBH,-Lésung

PBS pH 7,4

Transformationsl&sung

Zusammensetzung
0,243 M NayHPO4
0,057 M NaH2PO4
1 M NaCl

2 % HSA

0,9 % NaCl

32,83 mM NayHPO,
34,17 mM NaH,PO4

0,1 M Borax

0,2MEDTA

50 mg/mL K3F€(CN)6
5 mg/mL Na,COs3
5 mg/mL KCN

10 mg/mL NaBH4

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

10 mM NayHPO,
2 mM KH2PO4
0,2 g/L KsFe(CN)s
0,05 g/L KCN

1 g/L NaHCO;
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Bemerkung

fUr die Bestimmung der

Sauerstoffbindungskurve

20 % HSA Infusionsl&ung wurde
mit 0,9 % NaCl 1 : 10 verdinnt

fUr Hb-Bestimmung

pH Wert mit 1 M HCl auf 9,0

eingestellt

pH Wert mit NaOH Pl&zchen auf
7,4 eingestellt

fUr Hb-Bestimmung

fUr Hb-Bestimmung

immer frisch vor der Anwendung
in PBS pH 7,4 gelGet

ein P&kchen PBS pH 7,4 Pulver
wurde mit Ampuwa® zu 1 Liter

gelGst

fUr Hb-Bestimmung
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2.1.4 Geré&e

In Tabelle 2-3 sind die fUr die Untersuchungen eingesetzten Ger&e aufgelistet.

Tabelle 2-3: benutzte Geréte.
Gera
Blutgasanalysator ABL 725
CASY® 1 Cell Counter

DurchflufZzytometer FACS-Canto

Heraeus® Biofuge® Primo R Zentrifuge
Heraeus® Brutschrank

Heraeus® Labofuge® 400 Zentrifuge
Hettich Mikro 22R Zentrifuge

Hettich Rotina 35 Zentrifuge

Hitachi U2800 Spektralphotometer
Laser Scanning Mikroskop 510 Meta
Nanoscope 11 Multimode AFM
Oxymeter GMH 3630

pH Meter 766 Calimatic

Pipetten

PowerWave 340 Mikroplatten-
Spektralphotometer

Pr&isionswaage Explorer

Rollen-Mischger&: Assistent RM 5, Nr.
348

Rotator: Intelli-Mixer
Rihrer
Transsonic T 420 Ultraschallbad
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Hersteller
Radiometer GmbH
Roche Diagnostics Deutschland GmbH

Becton & Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Andreas Hettich GmbH & Co0.KG

Andreas Hettich GmbH & Co0.KG

Hitachi High-Technologies Corporation
Carl Zeiss Microlmaging GmbH

Digital Instrument Inc., Santa Barbara, CA
Greisinger electronic GmbH

Knick Elektronische Messgerde GmbH &
Co. KG

Eppendorf AG
BioTek Instruments GmbH

Ohaus Europe GmbH

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co
KG

LTF Labortechnik GmbH & Co. KG
Bibby Sterilin Ltd, UK
Elma Hans Schmidbauer GmbH & Co. KG
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Ger& Hersteller

Ultraschall-Stab Bandelin Sonopuls GM 70 = Bandelin electronic GmbH

Vortex-Genie® 2 Scientific Industries
Woasserbad Lauda MS Lauda Dr. R. Wobser GMBH & CO. KG
Zetasizer nano ZS Malvern Instruments Ltd.

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

In Tabelle 2-4 sind die Verbrauchsmaterialien gelistet.

Tabelle 2-4: Liste der Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

BD Vacutainer® Citratrdrchen Becton Dickinson GmbH

BD Vacutainer® Plasmardarchen Becton Dickinson GmbH

Casy® cups Roche Diagnostics Deutschland GmbH
Pipettenspitzen Eppendorf AG

Reaktionsgefd% (Eppi) Sarstedt AG & Co

Spritzenvorsatzfilter Durapore® 0,22 pm Millipore GmbH
Spritzenvorsatzfilter Polyethersulfon

0,1 pm

Zentrifugenrdiren Sarstedt AG & Co

Sartorius AG
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2.2 Herstellung der H&moglobin-Mikropartikel (Hb-MP)

Die Hb-MP wurden in drei Schritten (s. Abb. 2-2) hergestellt: Copr&ipitation, Vernetzung
und Aufl&ung [119,122].

9 “ o 00
54 Hb-CaCO,-
Hb~® ‘+ ® Coprazipitation Mikropartikel
—
CaCl, @
+
Na,CO,
Vernetzung
%} Auflésung @

von CaCO,

Fg— Og

Abb. 2-2: Schematische Darstellung der Hb-Mikropartikel-Herstellung.

2.2.1 Copr&ipitation

Soweit nicht anders beschrieben, wurden 5 mL Hb-L&ung mit 5 mL Calciumchlorid
(CaCly)-L&ung vermischt und fUr 5 min leicht gerthrt. Anschlief@nd wurden unter
schnellem Rthren 10 mL Natriumcarbonat (Na,COgz)-L&ung in gleicher Molarit& wie
Ca® in die Hb-CaCl,-Mischung gegeben und dann bei 300 g fir 1 min zentrifugiert. Das
Pellet (Hb-CaCOs-Mikropartikel, Hb-CaCO3-MP) wurde drei Mal mit 20 mL Ampuwa®
durch Resuspension-Abzentrifugation gewaschen (300 g, 1 min) und abschlief2end in 5 mL

Ampuwa® resuspendiert.
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2.2.2 Vernetzung des Hb

Zu 5 mL der Hb-CaCO3-MP-Suspension wurden 15 mL einer Glutaraldehyd (GA)-L&ung
gegeben (GA-Endkonzentrationen: 1,0 %, 0,1 %, 0,01 % und 0,005 %) und (ber 1 h bei
RT auf einem Rollenmischer inkubiert. Danach wurden die Partikel wieder durch
Zentrifugation gesammelt und drei Mal mit 20 mL Ampuwa® durch Resuspension-
Abzentrifugation gewaschen (300 g, 1 min). Das Pellet wurde in 5 mL Ampuwa®

resuspendiert.

Die Vernetzung des Hb erfolgt Cber die beiden funktionellen Gruppen des GA, die mit den
nukleophilen Gruppen des Hb z. B. Aminogruppen (s. Abb. 2-3) reagieren k&nen.

O O]
NH2+ )J\/\/U\ + NH—>\N\/\\/
N N
H H
GA

Abb. 2-3: Reaktionsgleichungen der Aminogruppen von Hb mit GA

2.2.3 Aufléung von CaCOs;

Die 5 mL Partikelsuspension wurde mit 20 mL 0,2 M EDTA pH 7,4 vermischt und fir 1 h
bei RT inkubiert. Die Ca®*-lonen werden dabei durch EDTA komplexiert, so dass die
CaCOs-Kristallstruktur verloren geht und Calcium und CO; in L&ung gehen und die
Hb-MP aus der L&ung abzentrifugiert werden kéinen (1.500 g, 2 min). Das Pellet wurde
durch Resuspension-Abzentrifugation drei Mal mit 20 mL Ampuwa® gewaschen
(2.000 g - 2.500 g, 2 min). Nach dem Waschen wurden die Partikel in 5 mL Ampuwa®
dispergiert und bei 4 <C aufbewabhrt.

2.2.4 Vernetzung unter sauerstoffarmen Bedingungen

Vor der Vernetzung wurde die Partikelsuspension mit Argongas solange begast, bis der
Sauerstoffpartialdruck (pO,) weniger als 1 mmHg (1,3 hPa) betrug. Danach wurde die
Vernetzer-L&ung hinzugegeben und die Partikelsuspension bei RT inkubiert, wobei der
pO, wéhrend Vernetzung immer auf weniger als 1,3 hPa gehalten wurde (ggf. durch neue

Begasung).
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2.2.5 Quenchen des Vernetzers und Reduktion der Imin-Bindung

Um die restlichen freien Vernetzer und freie funktionelle Gruppen des Vernetzers zu
quenchen, wurde das Pellet vor der Aufl&ung in einer Mischung aus 1 mL 1 % Glycin in
Phosphatgepufferter SalzlGsung (Phosphate buffered saline, PBS) pH 7,4 und 19 mL
Ampuwa® resuspendiert und fir 30 min inkubiert. Da die durch die GA-Vernetzung
entstandenen Imin-Bindungen nicht stabil sind (GA kann hydrolysieren) und GA
freigesetzt werden kann, ist eine Reduktion der Imin-Bindungen zu stabilen sekund&en
Aminen mit Natriumborhydrid (NaBH4) sinnvoll [5] (Reaktion s. Abb. 2-4). Nach der
Inkubation der Partikel mit EDTA wurden 200 L einer frisch hergestellten 10 mg/mL
NaBH;-L&ung zu der Partikelsuspension gegeben und fUr weitere 30 min bei RT inkubiert.

(Hb)—N=CHR e, _H_CHzR

Imin Amin

Abb. 2-4: Reduktion der Imin-Bindung mit NaBH, zur stabilen Amin-Bindung.

2.2.6 Postreduktion der Hb-MP mit Ascorbins&ure

Die Partikelsuspension wurde mit Argongas begast, um den pO, in der Suspension auf
weniger als 1,3 hPa (1 mmHg) zu reduzieren. Anschlief®&nd wurde desoxygenierte 2 %ige
Natriumascorbat-L&ung zugegeben und die Suspension fir 30 min bei RT inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Partikel drei Mal mit Ampuwa® gewaschen, in Ampuwa®

dispergiert und bei 4 <C aufbewabhrt.
2.2.7 Herstellung der Mischpartikel

2.2.7.1 Hb-Hyaluronan-Mischpartikel (Hb-HA-MP)

Statt reinem Hb wurde eine Mischung aus Hb und Natrium-Hyaluronan (HA) mit einem
Verhdtnis von 10:1 und 20:1 (Gewicht/Gewicht, w/w) bei der Copré&ipitation

eingesetzt.
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Als Vernetzer wurde Divinylsulfon (DVS) zus&zlich zu GA eingesetzt, um HA zu
immobilisieren, da DVS mit den Hydroxygruppen von Hb und HA reagieren kann (s. Abb.
2-5). Die Vernetzung wurde in 0,9 % Natriumchlorid (NaCl) mit 0,01 % GA und 5 mM
DVS unter sauerstoffarmen Bedingungen fir 1 h bei RT durchgefthrt. Die Partikel wurden
nach der Vernetzung mit Glycin gequencht und nach der Aufl&Gung mit NaBH, reduziert
(s. Kapitel 2.2.5) Am Ende wurden die Partikel drei Mal mit 20 mL Ampuwa® gewaschen
(6.000g — 10.000g, 5min-10min), in 5mL Ampuwa® dispergiert und bei 4

aufbewahrt.

(0] O o) o)
R-OH + X, _S__~ + HOR —> R [ R
XN A~ \/\O
OH OH
0 o o
*‘[\o Hoo N RUNH2 + o, .0 o_.,0
HO x-S F +NH2R —> R_ s R
oH NH D XSO~ F A~ \/\N
o H H
(0] (6] o) o)
a R-OH +
\/S\/ +NH2-R —> R_ /\/S\/\N/R
DVS H

Abb. 2-5: HA und die Reaktionen von DVS mit HA und Hb. a) Struktur von Hyaluronséure. b) Die
Reaktionen von DVS mit Hb oder HA. DVS reagiert entweder mit zwei Hydroxygruppen (b oben),
oder mit zwei Aminogruppen (b Mitte), oder mit einer Hydroxygruppe und einer Aminogruppe
(b unten) des Hb oder der HA.

2.2.7.2 Hb-Humanalbumin-Mischpartikel (Hb-HSA-MP)

Statt reinem Hb wurde eine Proteinmischung aus Hb und Humanalbumin (HSA) mit einem
Verhd8tnis von 5:1 und 10 : 1 (w/w) bei der Copr&ipitation eingesetzt. Die Vernetzung
wurde mit 0,01 % GA fUr 1 h unter sauerstoffarmen Bedingungen bei RT durchgefihrt.
Die Partikel wurden nach der Vernetzung mit Glycin gequencht und nach der AuflGung
mit NaBH, reduziert (s. Kapitel 2.2.5). Am Ende wurden die Partikel drei Mal mit 20 mL
Ampuwa® gewaschen (2.000 g — 2.500 g, 2 min), in 5 mL Ampuwa® dispergiert und bei
4 <C aufbewahrt.
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2.2.8 Modifikationen der Hb-MP

2.2.8.1 PEGylierung der Hb-MP

Zu 5 mL in Ampuwa® resuspendierte Hb-MP wurden 15 mL 0,1 M Borat-Puffer pH 9,0
gegeben und fUr drei Mal 1 min mittels Ultraschall-Stab behandelt. 100 mg mit
Cyanurchlorid aktiviertes Methoxypolyethylenglykol 5.000 (cc-mPEG 5.000, s. Abb. 2-6)
wurde frisch in 1 mL 0,1 M Borat Puffer pH 9,0 gel&st, der Partikel-Suspension zugefigt
und bei RT fUr 1 h inkubiert. Dabei wird ein Chloratom von cc-mPEG 5.000 durch eine
nukeophile Gruppe wie eine Aminogruppe auf der Hb-MP-Oberfl&he substituiert und das
mMPEG-Molekd an Hb-MP kovalent gebunden. Die Partikel wurden nach der Inkubation
abzentrifugiert (1.500 g, 2 min) und drei Mal mit 20 mL Ampuwa® gewaschen. Nach dem

Waschen wurden die Partikel in 5 mL Ampuwa® dispergiert und bei 4 T aufbewahrt.

Cl

N |N
HSC/O\P/\O%nJ\\N)\CI

Abb. 2-6: Strukturformel von cc-mPEG 5.000.

2.2.8.2 Modifikation der Hb-MP mit Dextran (Hb-Dx-MP)

Statt reinem Hb wurde eine Mischung aus Hb und Dextran (Dx) 40 kDa (s. Abb. 2-7 A)
mit einem Verhdtnis von 5 : 1 (w/w) bei der Copré&ipitation eingesetzt. Die Vernetzung
erfolgte zun&hst durch Inkubation mit 0,005 % GA unter sauerstoffarmen Bedingungen
fUr 30 min bei RT. Nach dem Waschen wurden die Partikel in 0,2 M NaCl und 1 % Dx
resuspendiert und bei RT fUr 30 min inkubiert. Die Partikel wurden dann drei Mal mit

20 mL Ampuwa® gewaschen (300 g, 1 min) und in 20 mL Ampuwa® dispergiert.

Unter sauerstoffarmen Bedingungen wurden die Partikel weiter mit Succinylchlorid (SCI,
s. Abb. 2-7 B) vernetzt: Der Suspension wurden drei Mal 10 i SCI im zeitlichen Abstand
von 10 min zugegeben und der pH-Wert der Suspension mit Hilfe von 1 M Na,CO3

zwischen 9,0 und 9,5 eingestellt.
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Abb. 2-7: Bei der Modifikation mit Dextran eingesetzte Chemikalien. A) Dextran 40 kDa.
B) Succinyichlorid. C) mPEG-NH, 5 kDa. D) EDC. E) NHS.

Danach wurden die Partikel mit Glycin gequencht und mit NaBH4-L&ung bei der
Auflésung behandelt (s. Kapitel 2.2.5). Die Hb-Dx-MP wurden drei Mal mit Ampuwa®

gewaschen (3.000g-6.000g, 5min), in 5mL Ampuwa® dispergiert und bei 4 T
aufbewahrt.
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SCI reagiert sowohl mit Amino- oder Hydroxygruppen zu entsprechenden stabilen Amid-
oder Esterverbindungen als auch mit H,O und hydrolysiert dabei zu Carbons&ure (s. Abb.
2-8).

0
J\/YH
RN “R
H
0
/ .
R—NH, ~ (o)
R— ~
+ Cl o
R—on q “ Q + 2HCI
0
SCl T R\NJWO\R
H
H20 J o
0
OH
(@) 0 H
o)
HO R-g

Abb. 2-8: Reaktionen von SCI mit Hb, Dx und H,O. Rote Pfeile: stabile Amid- oder
Esterverbindung nach der Reaktion von SCI mit Amino- oder Hydroxygruppen von Hb und Dx; Hb
oder Dx sind damit quervernetzt. Blaue Pfeile: ein Saurechlorid des SCI reagiert mit Amino- oder
Hydroxygruppe von Hb und Dx; das andere Saurechlorid des SCls hydrolysiert, so dass eine neue

Carboxygruppe entsteht. Griiner Pfeil: SCl ist vollstandig hydrolysiert.

2.2.8.3 Zusatzmodifikation der Hb-Dx-MP

Die Partikel wurden zus&azlich mit HSA oder Methoxypolyethylenglykolamin 5.000
(mMPEG-NH;, s. Abb. 2-7 C) weiter modifiziert. Die Modifikation erfolgte unter
sauerstoffarmen Bedingungen (pO, < 1,3 hPa). 5 mL Partikelsuspension wurden mit
15mL 0,9 % NaCl vermischt. 20 mg 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-
Hydrochlorid (EDC, s. Abb. 2-7 D) und 30 mg N-Hydroxysuccinimid (NHS, s. Abb. 2-7 E)
wurden in 0,5mL 0,9 % NaCl gel&t und der Partikelsuspension zugegeben. Nach
15 mintiiger Inkubation und Zugabe von 20 mL PBS pH 7,4 wurden entweder 0,5 mL
20 % HSA-Infusionsli&sung oder 1 mL 5 % mPEG-NH; in PBS hinzugegeben und fir 2 h

30



Materialien und Methoden

bei RT inkubiert (Reaktionen s. Abb. 2-9). Nach der Inkubation wurden die Partikel bei
2.000 g fUr 2 min abzentrifugiert und das Pellet durch Resuspension-Abzentrifugation drei
Mal mit 20 mL Ampuwa® gewaschen (2.000 g - 3.000 g, 2 min). Nach dem Waschen
wurden die Partikel in 5 mL Ampuwa® dispergiert und bei 4 <C aufbewahrt.

0 | ) O °NH

Cl
R1)J\OH + Py ///N\/\/NH\+ R1)J\0)§N instabiler reaktiver
N O -acylisourea-Ester
Carboxygruppe EDC
<§ H cr
P SN
SN ONTTTONHE
R2—NH, o H H |
jL / 0
Harnstoffderivat
_R2
R1 N R1 )I\O/N
H
(o]
stabile Amid-Bindung halbstabiler NHS-Ester

Abb. 2-9. Partikelmodifikation mit Hilfe von EDC / NHS. Die Carboxygruppen der
Partikeloberflache wurden zuerst mit EDC aktiviert. Die aktiven Intermediate wurden mit NHS als
NHS-Ester stabilisiert. Diese NHS-Ester kénnen mit Aminogruppen der Polymere (hier HSA oder
MPEG-NH) zu stabilen Amid-Bindungen reagieren.
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2.3 Methoden zur Charakterisierung des Hb und der Hb-MP

2.3.1 Konzentrationsbestimmungen

2.3.1.1 Spektralphotometrie

Das Hb weist sehr charakteristische Absorptionsbanden im VIS Bereich (400 - 700 nm)

auf. Daher ist es m@glich, den Gehalt des Hb photometrisch zu bestimmen.

Die photometrische Messung basiert auf dem Lambert-Beerschen-Gesetz: die Absorption

ist proportional zu der Hb-Konzentration und der Schichtdicke der Klvette:

Apy=epycl (Gl. 1)
mit
Agy: Absorption bei Wellenlénge A
¢). molarer Absorptionskoeffizent bei Wellenl&nge A [L-mol™*-cm™]
c¢: Konzentration [mol/L]
I: Schichtdicke der Kivette [cm].

2.3.1.2 Bestimmung des Hamoglobingehalts

Eine Standardmethode fir die quantitative Bestimmung des Hb st die
Cyanmeth&moglobin-Methode. Bei dieser Methode wird das gesamte Hb durch
Kaliumhexacyanoferrat(ll1l)  (KsFe(CN)s) zu Meth&moglobin  (MetHb) oxidiert.
Anschliefend bildet MetHb mit den Cyanidionen einen stabilen Komplex, das
Cyanmeth&moglobin (HIiCN), welches ein Absorptionsmaximum bei 540 nm hat [123—
125].

Der molare Absorptionskoeffizent vom Rinder-HiCN bei 540 nm betr&gt in Bezug auf das

Hb-Monomer 10,96 L-mmol™-cm™, d. h. es besteht kein signifikanter Unterschied zu
Human-HiCN (11,01 L-mmol™*-cm™) [126].

32



Materialien und Methoden

Die Hb-Stockl&ung wurde mit der Cyanmeth&moglobinmethode quantitativ bestimmt.
Dabei wurde die Hb-StocklGung mit einer Transformationsi&ung verdinnt und nach
20 min Inkubation bei 540 nm im Spektralphotometer vermessen (Absorption Ass). Die

Konzentration des gesamten Hb (ctHb) wurde nach folgender Gleichung berechnet [123]:

ctHb = '::504,8 f-M (Gl. 2)
£HN 1000 |

mit

ctHb: gesamte Hb-Konzentration [g/L]

As4o: Absorption von HICN bei 540 nm

M: molekulare Masse des Hb-Monomers, 16133 g/mol [126]

f. VerdUnnungsfaktor

ES'ZBCN -10,96 L-mmol*-cm™*

I:1cm

Eine alternative einfache Methode fUr die quantitative Bestimmung des Hb ist die direkte
photometrische Messung der verdinnten Hb-L&ung bei 415 nm. Die Hb-Stockl&sung
wurde auf 0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,3 mg/mL und 0,4 mg/mL verd{nnt und
bei 415 nm vermessen. Eine Kalibriergerade wurde anschlief®nd erstellt, die Gleichung

lautet:
y = 4,1602x + 0,0069 (Gl. 3)

mit Determinationskoeffizient R? = 0,9976

waobei x die Hb-Konzentration in mg/mL und y die Absorption bei 415 nm ist.

2.3.1.3 Bestimmung des Meth&moglobin (MetHb)-Gehalts

Das Prinzip der MetHb-Bestimmung beruht auf der Verschiebung des
Absorptionsmaximums von MetHb nach Cyanid-Zugabe. MetHb besitzt bei 630 nm ein
Absorptionsmaximum, das beim HiCN fehlt [125,127]. Der Zusatz von Cyanidionen fihrt

bei 630 nm zu einer Absorptionsabnahme, die dem MetHb-Gehalt proportional ist. Um den
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relativen MetHb-Anteil zu bestimmen, wird das gesamte Hb mit Ks;Fe(CN)s zu MetHb

oxidiert und parallel dazu behandelt.

FU die Bestimmung des MetHb-Gehalts wurde die Hb-L&ung (Konzentration ca.
10 mg/mL) 1:2 mit 67 mM Phosphat Puffer pH 6,8 verdinnt. Das Hb-Puffer-Gemisch
wurde auf vier Proben aufgeteilt und mit Ampuwa®, KCN-L&ung, Ferricyanid-L&sung
wie in Tabelle 2-5 angegeben versetzt und intensiv geschiitelt. Nach 5 min wurden die

Proben im Spektralphotometer gegen Ampuwa® gemessen [127].

Tabelle 2-5:; Pipettierschema fir die MetHb-Bestimmung der Hb-Stocklésung oder Hb-Partikel

Probe-Nr. 1 2 3 4
Hb (oder Partikel)-Puffer-

_ 1.200 1.200 1.200 1.200
Gemisch [pL]
Ampuwa® [|] 40 0 80 40
KCN-L&Gung [pL] 0 40 0 40
Ferricyanid-L&ung [L] 40 40 0 0
Absorption bei 630 nm Al A2 A3 A4

Der relative MetHb-Anteil wurde mit folgender Gleichung berechnet [125,127]:

MetHb% :M-lOO% Gl. 4)
Al- A2

wobei A3 die Absorption von MetHb vor der Zugabe von Cyanid bei 630 nm und A4 die
Absorption von HICN bei 630 nm ist. Die Differenz A3 — A4 ist zum MetHb-Gehalt

proportional.

FU die Bestimmung des MetHb-Gehalts in den Hb-Partikeln wurde eine 1 %ige
(Volumen/Volumen, v/v) Hb-Partikelsuspension 1 : 2 mit 67 mM Phosphat Puffer pH 6,8
verdinnt. Das Partikel-Puffer-Gemisch wurde auf vier Proben aufgeteilt und nach dem
Pipettierschema in Tabelle 2-5 aufgearbeitet. Nach 15 min wurden die Proben im
Spektralphotometer gegen Ampuwa® gemessen. Zus&azlich zur Messung bei 630 nm
wurden die Proben auch bei 597 nm (isosbestischen Punkt von MetHb und HiCN)
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gemessen, um den Einfluss der Streuung der Mikropartikel (MP) zu bericksichtigen
(s. Abb. 2-10). Nach der Korrektur wurde der MetHb-Gehalt nach GI. 4 berechnet.

Spektren von MetHb und HIiCN

Absorption

500 550 600 650 700

Wellenldnge [nm]

— MetHb — -HIiCN

Abb. 2-10: Spektren von MetHb und HIiCN. MetHb und HICN haben den gleichen molaren

Absorptionskoeffizent bei Wellenlange 597 nm (isosbestischer Punkt).

2.3.1.4 Effizienz der Hb-Einkapselung der Mikropartikel

Um die Effizienz der Hb-Einkapselung der MP zu ermitteln, wurden Versuchsreihen der
Copr&ipitation durchgefthrt, bei denen die Konzentration sowohl der CaCl,/ Na,COs-
L&sungen als auch der Hb-L&ungen variiert wurden. Nach jeder Zentrifugation (nach
Prazipitation und nach Waschgéngen) wurde die Hb-Konzentration im Uberstand
photometrisch bei 415 nm dreifach mit GIl. 3 bestimmt. Somit wurde der Hb-Verlust bei
der Copr&ipitation und den Waschgéngen ermittelt. Die Differenz zwischen
Hb-Ausgangsmenge (Hb;) und den Hb-Verlust (Hby) ist die absolute
Hb-Einkapselungsmenge der MP. Die relative Einkapselungseffizienz (EE) der MP wurde

nach folgender Formel berechnet:

Hb, — Hb,

EE% = -100% (Gl. 5)

1

Jeder Versuch wurde 4 Mal wiederholt.
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2.3.1.5 Bestimmung des Hb-Gehalts in Hb-MP-Suspensionen

Da die Lichtstreuung der Hb-MP hoch ist, ist die Gehaltsbestimmung des Hb in Hb-MP
Suspensionen durch eine direkte photometrische Messung nicht mcglich, weshalb der
Hb-Gehalt in Hb-MP Suspension indirekt bestimmt wurde.

Dazu wurden die Hb-Konzentrationen der Ausgangslésung, im Uberstand nach der
Copr&ipitation  sowie  nach  jedem  Waschschritt vor und nach  der
Hb-CaCOgs-Partikelauflcsung photometrisch bei 415 nm bestimmt. Aus der Differenz
zwischen eingesetzter Hb-Menge und den Hb-Verlusten bei jedem Pr&parationsschritt

ergibt sich die Hb-Menge in der Hb-MP-Suspension.

2.3.1.6 Partikelkonzentration

Die Hb-MP-Volumenkonzentration der Partikelsuspension wurde analog zur
Hé&matokritbestimmung im Vollblut durchgefthrt. Dazu wurden H&matokrit-Kapillaren mit
der Hb-MP-Suspension gefdlt und ein Kapillarende mit Wachs verschlossen.
Anschliefnd wurden die gefUlten Kapillaren in einer H&matokrit-Zentrifuge bei 23.000 g

fUr 10 min abzentrifugiert. Die Volumenkonzentration kann dann direkt abgelesen werden.

2.3.2 Charakterisierung der morphologischen Eigenschaften der Partikel

2.3.2.1 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (CLSM)

Das Prinzip der CLSM fthrt zu einer erheblichen Erhé&wung von Bildsch&fe und
Bildkontrast im Vergleich zur normalen Lichtmikroskopie. Das Objekt wird von einem
Laser Punkt fUr Punkt abgetastet, wobei der Laserstrahl Uber ein Objektiv in der Probe
fokussiert wird. Licht aus diesem Fokus wird durch das gleiche Objektiv zum Detektor
weitergeleitet. Vor dem Detektor befindet sich eine konfokale Blende (Pinhole), so dass
das Licht aus Ebenen (ber oder unter der Fokusebene von der Blende blockiert wird und
nicht zum Detektor gelangt [128] (Abb. 2-11). Durch Sammlung der Informationen von

verschiedenen Fokusebenen kann die Probe in 3D rekonstruiert werden.
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Mikroskop Objektiv

Hintergrund/ %L Fokusebene

Detektionsvolumen

Abb. 2-11: Messprinzip der Konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie [128]

In dieser Arbeit wurde das Konfokalmikroskop von Zeiss LSM 510 Meta mit einem

100 x Olimmersionsobjektiv benutzt.

2.3.2.2 Rasterelektronenmikroskopie (SEM)

Bei der Rasterelektronenmikroskopie (scanning electron microscopy, SEM) wird die

Oberfl&che der Probe durch einen feingebUndelten Elektronenstrahl zeilenweise abgetastet.

Ein von der Kathode in Vakuum erzeugter Primé&elektronenstrahl wird in einem
Steuerzylinder fokussiert und durch eine Hochspannung beschleunigt. Anschlief®&nd wird
der Prim&elektronenstrahl durch Kondensoren und Endlinse fein gebUndelt und auf die
Probe fokussiert. Der Prim&elektronenstrahl tastet das Objekt Zeile fUr Zeile ab, nach
Wechselwirkung der Prim&elektronen mit den Atomen der Probe entstehen verschiedene
Sekund&signale, z. B. Sekund&elektronen, rickgestreute  Elektronen und

Réntgenstrahlung, welche mit geeigneten Detektoren empfangen und ausgewertet werden.

Da die Aufnahmen im Hochvakuum gemacht werden, missen die Proben wasserfrei sein.
Verdinnte Hb-MP in Ampuwa® wurden auf einen Glas-Objekttr&ger gebracht und an der
Luft bei RT tber Nacht getrocknet. Vor der Untersuchung wurde die Probe mit Gold
gesputtert (BAL-TEC SCD 050 sputter coater, BAL-TEC AG, Liechtenstein). Die
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Aufnahmen wurden mit einem SEM von Instrument Gemini Leo 1550 (Zeiss, Deutschland)
bei einer Betriebsspannung von 3 kV im Max-Planck-Institut fir Kolloid- und

Grenzfl&henforschung in Potsdam angefertigt.

2.3.2.3 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Das Prinzip der Transmissionselektronenmikroskopie (Transmission electron microscopy,
TEM) ist der Lichtmikroskopie sehr &nlich. Die Probe wird mit Elektronen statt mit Licht
durchstrahlt. Eine GlUhkathode dient als Elektronenquelle. Die Elektronen werden durch
ein elektrisches Feld beschleunigt und durch einen Kondensor gebindelt. Anschlief®&nd
durchdringen die Elektronen die Probe, die sehr dinn pr&pariert werden muss. Die
Elektronen k&nnen elastisch, inelastisch oder gar nicht gestreut werden. Die nicht

gestreuten Elektronen (transmittierte Elektronen) generieren das Bild der Probe.

TEM und SEM nutzen das Prinzip des Welle-Teilchen-Dualismus, d. h. den Elektronen
kann eine Materiewelle zugeordnet werden. Diese ist wesentlich kleiner als die
Wellenl&nge von Licht, weshalb das Aufl&Gungsverm&gen bei TEM und SEM deutlich
hcher ist.

Die Hb-MP wurden mit Ethanol schrittweise entwé&ssert (zuerst mit 30 % Ethanol, dann
50 %, 80 %, zuletzt mit absolutem Ethanol) und in Acrylharze eingebettet. Ultradinne
Schnitte mit Dicken von 50 - 100 nm wurden unter Verwendung eines Ultramikrotoms
(Leica Ultracut UCT, Leica, Deutschland) pré&pariert, die dann auf ein mit Kohlenstoff
beschichtetes Kupfer-Grid (bertragen und mit Hilfe eines Zeiss EM 912 Omega
Transmissions-elektronenmikroskops (Zeiss, Deutschland) bei 120 kV untersucht wurden.
Die TEM-Aufnahmen in der vorliegenden Arbeit wurden im Max-Planck-Institut fUr

Kolloid- und Grenzfl&henforschung in Potsdam angefertigt.

2.3.2.4 Partikelgrd%

Hb-MP wurden mittels CLSM mikroskopiert und die Partikelgrd2 mit Hilfe der Software
LSM Image Browser Release 4.2 bestimmt. Der durchschnittliche Wert und die

Standardabweichung wurden aus der Vermessung von mindestens 100 Partikeln pro
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Charge berechnet. Zum Vergleich wurden Hb-MP mit CASY® ton verdinnt und mit dem
CASY® 1 Cell Counter gemessen.

2.3.3 Charakterisierung der physiko-chemischen Eigenschaften der Partikel

2.3.3.1 Partikelaggregation

Das Aggregationsverhalten der Hb-MP wurde mit dem CASY® 1 Cell Counter bestimmt.
Der CASY® 1 Cell Counter arbeitet nach dem Widerstandsmessprinzip. In der
Messkapillare befinden sich zwei Platinelektroden. Die angelegte elektrische Spannung
&andert sich bei der Passage der Partikel/Zellen in Abh&ngigkeit vom verdréngten
Elektrolytvolumen. Es kommt zu einer Widerstandserhchung, die als Maf3 fir das
Volumen der Partikel/Zelle dient. Jedes Mef&ignal wird mittels Pulsfl&henanalyse
ausgewertet. Die Grd%nverteilung wird aus der originalen Volumenverteilung
berechnet [129].

Die ca. 3 %igen (v/v) Partikel wurden mit CASY® ton 1:5.000 verdinnt und sofort
gemessen.  Partikel mit einem  Volumen von >524fL  (entsprechender

Partikeldurchmesser > 10 m) wurden als Aggregate gezéanlt definiert.

2.3.3.2 Zetapotential

Das Zetapotential ist das elektrische Potential in der hydrodynamischen Scherebene in der
elektrischen Doppelschicht eines elektrisch geladenen Partikels. Es ist eine wichtige
Kenngrd%® der elektrokinetischen Eigenschaften der Partikel und Partikel-Elektrolyt-

Grenzf&chen.

Das Zetapotential der Partikel mit ideal glatter Oberfl&che kann mit der Helmholtz-
Smoluchowski-Theorie vereinfacht erkl&t werden. Werden die z. B. negativ geladene
Partikel in einer ElektrolytlGsung dispergiert, lagern sich bevorzugt die Anionen an die
negativen Oberfl&hen. Die Anionen sind weniger stark hydratisiert als die Kationen und
sind somit weniger stark abgeschirmt. Die Partikeloberfl&che adsorbiert die Anionen Uber
van der Waals-Wechselwirkungen. Durch diese spezifische Adsorption verlieren die

Anionen ihre HydrathUle und bilden eine fixierte dehydratisierte Monoschicht. Diese
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Monoschicht wird als innere Helmholtz-Schicht bezeichnet. Die darauf folgenden stark

elektrostatisch gebundenen hydratisierten Kationen bilden die &f%®re Helmholtz-Schicht.

Die beiden Helmholtzschichten werden als Sternschicht bezeichnet [130]. Weitere lonen

(hydratisierte Anionen und Kationen) lagern sich locker in einer diffusen Schicht an und

kompensieren die Partikelladung. So erscheinen die Partikel aus grof®r Entfernung

elektrisch neutral [130]. Wenn sich die Partikel bewegen (z.B. durch Diffusion,

Sedimentation oder durch die Einwirkung eines &uf%ren elektrischen Feldes), wird ein Teil

der locker gebundenen diffusen Schicht abgeschert und die Partikel besitzen wieder ein

elektrisches Potential. Dieses Potential an der Abscherebene wird als Zetapotential
bezeichnet [130,131] (s. Abb. 2-12).

Potential
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Abb. 2-12: Potentialverlauf eines dispergierten Partikels mit negativer glatter Oberfliche in

Elektrolytlosung; modifiziert nach Miiller [130].
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Durch Messung der elektrophoretischen Mobilit& (ue) der Partikel, die sich in
Elektrolytl&ung durch ein angelegtes elektrisches Feld bewegen, kann das Zetapotential

nach der Henry Gleichung berechnet werden [131,132]:

v 2e&-¢-f(xa)
He = E = 3 (Gl. 6)
mit
ue: elektrophoretische Mobilit& &: Dielektrizit&skonstante
(: Zetapotential f(xa): Henry-Funktion
n: Viskosita v: Partikelgeschwindigkeit
E: Feldst&ake

FU ein grof%s Teilchen (> 0,2 pm) mit dinner Doppelschicht betr&gt f(xa) 1,5 und man
kann das Zetapotential nach der Smoluchowski-N&herung berechnen [131,132]:

; M 1]

Gl 7
< (GL.7)
Die Anwendung der Helmholtz-Smoluchowski-Theorie ist auf Partikel mit ideal glatter
Oberflache begrenzt. Die meisten realen Partikel und Grenzfl&hen erfidlen diese
Anforderung jedoch nicht [133,134].

In der Regel sind die realen Partikeloberfl&hen nicht glatt. Meistens k&nen die realen
Partikeloberfl&chen mit einem ,,Hairy layer“-Modell beschrieben werden. ,,Hairy layer* ist
eine hydrodynamisch durchdringbare Schicht. Die elektrischen Oberfl&chenladungen sind
in dieser Oberfl&henschicht r&umlich verteilt. Die hydrodynamische Stré&mung durch den
»Hairy layer“ kann das scheinbare Zetapotential erhohen. Die Berechnung des

Zetapotentials ist dann komplizierter [133,135,136].

In der vorliegenden Arbeit wurde das Zetapotential jedoch n&erungsweise nach der

Helmholtz-Smoluchowski-Theorie berechnet.
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Die elektrophoretischen Mobilit& der Partikel im elektrischen Feld kann mittels der Laser
Doppler Anemometrie (LDA) bestimmt werden [130,132,137]. Das Laserlicht wird in die
Messzelle eingestrahlt und von den Partikeln gestreut. Aufgrund des Dopplereffekts
kommt es zu einer Frequenzverschiebung im Vergleich zu dem urspringlichen Laserstrahl.
Diese Frequenzverschiebung ist abh&ngig von der Partikelgeschwindigkeit und ist in

folgender Gleichung beschrieben [137]:

. 0
2v -sm(E)
Af =—=& Gl.8
1 (Gl. 8)
mit
Af. Frequenzverschiebung v: Partikelgeschwindigkeit
0: Detektionswinkel A: Wellenl&nge des Laserlichts
Da die Elektrophoretische Mobilita p, = %
gilt
A2
e .0 (Gl 9)
2E -S|n(2)

Die Hb-MP wurden mit bestimmten L&ungen zur gewtnschten Tribung verdinnt und mit
dem Zetasizer nano ZS gemessen. FUr jede Probe wurden fUnf Messungen durchgefihrt;

jede Messung beinhaltete 30 Messzyklen.
Da das Zetapotential abh&ngig von der lonenst&ke der L&ung ist, wurden verschiedene

L&sungen zur Verdinnung der Partikel eingesetzt. Die L&ungen waren 0,25 mM NacCl,
2,5 mM NaCl und 150 mM NaCl (pH 7,0).
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2.3.4 Charakterisierung der immunologischen Eigenschaften der Partikel

Ein idealer Sauerstofftr&ger sollte biokompatibel sein, d. h. nicht als k&perfremd erkannt
werden. Er sollte das Komplementsystem nicht aktivieren, keine Thrombozyten aktivieren,
wenig phagozytiert werden und lange in der Blutbahn zirkulieren. Deshalb sind die
immunologischen Eigenschaften der MP von zentraler Bedeutung und miesen mit

verschiedenen Tests erfasst werden.

2.3.4.1 Durchflusszytometrie

DurchflufZytometrie (hier Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung, fluorescence activated
cell sorting, FACS) st ein optisches Messverfahren, das Streulicht— und
Fluoreszenzsignale einzelner Zellen oder Partikel in Suspension analysiert. Durch die
Anregung mit Laserlicht k&nnen die relative ZellgrdZ, die Granularit& und verschiedene

Fluoreszenzsignale der Zellen oder Partikel simultan gemessen werden.

Bei der Messung werden Zellen / Partikel durch einen fokussierten Lichtstrahl geleitet.
Trifft der Laserstrahl auf einen passierenden Partikel, entsteht Streulicht. Dieses Streulicht
wird von Detektoren in dem Vorwatsstreulicht (Forward Scatter, FSC) und dem
Seitwé&tsstreulicht (Side Scatter, SSC) getrennt registriert. Die Vorwé&tsstreuung ist
abhé&ngig von der Partikelgrd%, wébhrend die Seitwatsstreuung durch die Granularit& und
Membraneigenschaften des jeweiligen Partikels oder der jeweiligen Zelle bestimmt wird.
Die Zellen / Partikel in der Suspension kéhnen dadurch unterschieden werden. Werden die
Zellen / Partikel Fluoreszenz markiert, kéanen die Fluoreszenzsignale unterschiedlicher

Wellenl&ngen zus&zlich simultan registriert werden.

FU die FACS-Messungen wurde ein DurchflufZzytometer FACS-Canto Il mit der BD
FACSDiva Software v 6.1.1 genutzt.
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2.3.4.2 Phagozytoseaktivit&

Die Phagozytoseaktivit&e von Granulozyten (GCs) und Monozyten (MCs) in
heparinisiertem menschlichem Vollblut nach der Zugabe von Hb-MP wurde mittels

Phagotest®-Kit im Durchflusszytometer in vitro bestimmt.

Das Phagotest®-Kit enth&dt eine stabilisierte, opsonisierte, Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)-markierte E. coli Bakterien-Suspension, Quenchl&ung, LyselGung, DNA-
Fabelsung und Instamed-Salze fUr die Waschlgsung. Der Test ermcylicht die

quantitative Bestimmung der Leukozytenphagozytose [138].

Die Testpartikel wurden mit FITC-Fluoreszenz markiert, indem Fluoresceinisothiocyanat
konjugiertes Rinder-Albumin (FITC-BSA) zu Hb im Gewichtsverhd8tnis von 1 : 50 bei der
Copr&ipitation eingesetzt wurde. Die Hb-MP wurden mit 0,9 % NaCl auf 0,3 % (v/v)
eingestellt und 0,5 mL Partikel wurden mit dem Ultraschall-Stab 3 s behandelt. 10 pi
Partikel wurden mit 50 L heparinisiertem menschlichem Vollblut bei 37 <€ fUr 30 min
inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Uberfthren der Probe in ein Wasser-Eis-Bad
gestoppt. Durch Zugabe von eiskalter Quenchl&ung wurde die Unterscheidung zwischen
adh&enten und tats&chlich phagozytierten Partikeln gewé&brleistet. Nach dem Waschen
(250 g, 5 min, 4 <C) wurden die Erythrozyten mit Lysel&ung lysiert, wobei gleichzeitig
durch die LyselGung eine Fixierung der Leukozyten stattfindet. Der Ansatz wurde ein
weiteres Mal gewaschen (250 g, 5 min, 4 <C). Zum Schluss wurde eine DNA-F&belGung
aus Propidiumiodid (PI) hinzugegeben, um den Zellkern der Leukozyten mit Fluoreszenz
rot zu markieren. Der Ansatz wurde dann innerhalb von 1h mit Hilfe des

Durchflufzytometers FACS-Canto Il analysiert.

Die GCs oder MCs, bei denen gleichzeitig FITC- und PI-Signale detektiert wurden,
entsprachen den Phagozyten, die Partikel phagozytiert hatten; die GCs oder MCs, bei
denen nur ein PI-Signal detektiert wurde, entsprachen den Phagozyten, die keine Partikel

phagozytiert hatten.
Parallel zur Inkubation bei 37 <C wurde ein Ansatz im Eis-Wasser-Bad bei 0T inkubiert
(Negativkontrolle). Auf®rdem wurden Ansdze mit im Testkit enthaltenen opsonisierten

FITC-markierte E. coli jeweils bei 37 T und 0 <T durchgefthrt, wobei die opsonisierten
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FITC-markierte E. coli laut Kit-Beschreibung mindestens von 95 % der GCs und 65 % der
MCs bei 37 T phagozytiert werden sollen.

2.3.4.3 Inkubation in plé&tchenreichem Plasma (PRP)

Hb-MP wurden in 0,9 % NaCl suspendiert und die Konzentration auf 4 -6 % (v/v)
eingestellt. 0,5 mL Hb-MP wurden mit einem Ultraschall-Stab 10 s behandelt. Frisches
Blut (Citrat als Antikoagulanz) wurde bei 140 g ohne Bremse fUr 15 min zentrifugiert. Das
Blut-Réhrchen wurde danach 15 min bei RT stehengelassen. 100 pl des Uberstandes
(pl&tchenreiches Plasma, PRP) wurden mit 20 i Hb-MP-Suspension vorsichtig mit einer
Pipette vermischt. Anschlief2end wurde die Mischung in einem Rotator (5 RPM, Winkel
15 9 im Brutschrank bei 37 <€ fir 30 min sanft geschaukelt. Als Kontrolle diente eine
Mischung aus 100 pii PRP und 20 L 0,9 % NaCl. Nach der Inkubation wurden die
Ans&ze mittels CLSM mikroskopiert.

2.3.5 Charakterisierung des Gasaustausches

2.3.5.1 Sauerstofftransportfunktion

Die Fé&higkeit zur Oxygenierung und Desoxygenierung der Hb-MP wurden
spektrophotometrisch nachgewiesen. Die Hb-MP wurden mit Ampuwa® verdinnt und am
Spektralphotometer zwischen 380 und 700 nm gescannt. Danach wurde der Sauerstoff in
der Suspension mit Hilfe von 0,1 % Natriumdithionit (SDT, Na,S;04) entfernt und die
Suspension sofort noch einmal gescannt. Die SDT ist ein starkes Reduktionsmittel,

welches mit Sauerstoff der L&sung reagiert und ein anaerobes Milieu erzeugt:

Na,S,0, + O, + H,0 > NaHSO; + NaHSO,

Zum Vergleich wurde das freie Hb gleich wie die Hb-MP behandelt und gescannt.
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2.35.2 Sauerstoffbindungskurve (ODC)

Die Sauerstoffbindungskurve (Sauerstoff-Dissoziations-Kurve, ODC, oxygen dissociation
curve) wurde mit einer Methode modifiziert nach Zhang et al. [139] bestimmt. Ein
Sulfierkolben diente als Reaktionsgefds3 (s. Abb. 2-13). Im mittleren Hals des Kolbens
wurde eine Sauerstoffelektrode eingebaut, um den pO, der Hb-MP-Suspension/Hb-L&ung
zu bestimmen. Ein Seitenhals wurde mit einer Gasflasche (Sauerstoff oder Argon)
verbunden. Ein zweiter Seitenhals wurde mit einer Kivette mittels gasdichten Schlauchs
verbunden und ein anderer Seitenhals diente als EntlUftung. Der Kolben wurde im
Wasserbad auf 37 <C gebracht. Hb oder Hb-MP wurden mit 0,3 M Phosphat Puffer pH 7,4
1 M NaCl und Ampuwa® so verdinnt, dass die Endkonzentration des Hb ca. 10 M, die
Konzentration von CI” 0,1 M [140] und der pH Wert 7,4 betrugen.

Verbindung Sauerstoffelektrode

mit der Klivette

Entltftung
bei Begasung

Gaszufuhr

Hb-l6sung oder

Magnetriihrstdbchen
Hb-MP-Suspension

Abb. 2-13: Sulfierkolben fiir die Bestimmung der ODC.

Ca. 40 mL Hb-L&ung oder Hb-MP-Suspension wurde in den Sulfierkolben Uberfihrt und
mit Argon begast bis der Sauerstoff komplett entfernt wurde. Die L&ung oder Suspension

wurde danach langsam mit Luftsauerstoff schrittweise oxygeniert. Um eine 100 %ige
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Sauerstoffs&atigung zu erreichen, wurde am Ende die L&ung oder Suspension mit reinem

Sauerstoff begast bis der pO; bei mindestens 160 mmHg (21,3 kPa) lag.

Die optischen Absorptionen der Hb-L&ung oder Hb-MP-Suspension bei pO, 0 mmHg und
Uber 160 mmHg und bei mindestens finf Werten des pO, zwischen 0 mmHg und
160 mmHg wurden mittels Spektralphotometer gemessen. Dabei wurde die L&ung oder
Suspension mit Hilfe einer Spritze Cher einen gasdichten Schlauch in die Klvette Cberfthrt
und mit dem Spektralphotometer zwischen 550 und 700 nm gescannt. Die Absorptionen
bei 584 nm dienten der Kontrolle von Verdunstung und Streuung, bei dem das oxygenierte

Hb (OxyHb) und desoxygenierte Hb (DeoxyHb) den isosbestischen Punkt haben.

Die Sauerstoffsatigung (sO2) bei bestimmtem pO, wurden mit folgender Formel
berechnet [141]:

sO,% = A = Aoneeon_ 10094 6110
A)oxy A(/i)deoxy

mit

sO; : die Sauerstoffs&tigung bei bestimmtem pO; [%]

Ay, : optische Absorption der Hb-L&ung oder Hb-MP-Suspension bei Wellenldnge A und
bei bestimmtem pO,

Agydeoxy - Optische Absorption der Hb-L&ung oder Hb-MP-Suspension bei Wellenlidnge A
und bei pO, von 0 mmHg

Apyoxy - optische Absorption der Hb-L&ung oder Hb-MP-Suspension bei Wellenldnge A
und bei pO, von 160 mmHg

sO, wurde bei Wellenl&ngen zwischen 574 und 582 nm bzw. 586 und 590 nm berechnet
und gemittelt. Die sO, wurden gegen korrespondierende pO,-Werte in einem Diagramm
aufgetragen (sO; als Y-Achse und pO; als X-Achse). Anschlief2nd wurde die ODC an
diese Koordinaten angepasst. Der p50 entspricht dem Sauerstoffpartialdruck pO, bei

Halbs&tigung.
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3 Ergebnisse

Die Effizienz der Hb-Einkapselung durch Copré&ipitation wurde ermittelt, das Hb
anschlief2nd in den MP mit unterschiedlichen GA-Konzentrationen vernetzt und danach
das CaCO; aus den Hb-MP herausgelGst. Diese Hb-MP wurden hinsichtlich ihrer
morphologischen, physikochemischen, immunologischen Eigenschaften und ihrer

Sauerstoffbindungseigenschaften charakterisiert.

Die Hb-MP mit den besten Eigenschaften wurden dann mit verschieden Polymeren (mPEG,
HA, HSA, Dx) modifiziert oder als Mischpartikel hergestellt und hinsichtlich ver&nderter

Eigenschaften untersucht.

3.1 Effizienz der Hb-Einkapselung

Um die Effizienz der Hb-Einkapselung der MP zu ermitteln, wurde die Copré&ipitation mit
unterschiedlichen Konzentrationen der Ausgangssubstanzen (s. Tabelle 3-1) durchgefthrt.
Die Hb-Konzentration in den Uberst&nden wurde photometrisch bei 415 nm bestimmt und
aus den Differenzen zwischen der Hb-Ausgangsmenge und den Hb-Mengen in den
Uberstanden wurde die eingekapselte Hb-Menge berechnet und als Einkapselungseffizienz
(EE) der MP definiert (s. Gl. 5).

Tabelle 3-1: Eingesetzte Konzentrationen der Ausgangssubstanzen fur die Ermittelung der EE.

Ausganssubstanz Konzentration

Hb (in CaCl,-L&ung) 2,5/5,0/75/10,0/15,0 [mg/mL]
CaCl,-L&sung 0,15/0,25/0,5 [M]
Na,COs-L&ung 0,15/0,25/0,5 [M]

Die EE der MP war von den Konzentrationen der Ausgangssubstanzen (CaCl,, Na;COs,
Hb) abh&ngig. Diese Abhé&ngigkeit ist in Abb. 3-1 dargestellt. Mit steigender
Konzentration von CaCl,, Na,COs stieg die EE der MP. Mit steigender Hb-Konzentration
und konstanter Konzentration von CaCl, / Na,COj3 senkte sich jedoch die EE der MP. Die
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EE variierten zwischen 8 und 50 % abh&ngig von der Ausgangskonzentration der CaCl,,

Na,CO3 oder Hb-L &sungen.

Einkapselungseffizienz der MP

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

EE [%)]

2,5 5,0 7,5 10,0 15,0
Hb-Konzentration in CaCl,-Lésungen [mg/mL]

®0,15M CaCl2--0,15M Na2CO3 B 0,25M CaCl2--0,25M Na2CO3 B 0,5M CaCl2--0,5M Na2CO3

Abb. 3-1: Hb-Einkapselungseffizienz (EE) der MP in Abh&ngigkeit von der Konzentration der

Ausgangssubstanzen

Die Hb-Beladung in MP (absolute Menge des eingekapselten Hb in MP) in
mg Hb / mmol CaCO; wurde in Abh&ngigkeit von der Hb-Ausgangskonzentration in Abb.
3-2 dargestellt. Bei konstanter CaCl, / Na,CO3-Konzentration stieg die absolute Menge des
eingekapselten Hb mit steigender Hb-Konzentration. Bei konstanter Hb-Konzentration
stieg die absolute Menge des eingekapselten Hb mit sinkender CaCl,/Na,COs-
Konzentration. Eine Ausnahme bildete die Hb-Konzentration von 15,0 mg/mL. Hier war
die Hb-Beladung mit den Werten von 0,15 M und 0,25 M CaCl, / Na,COs vergleichbar.
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Hb-Beladung in MP

10,0

Hb in MP
[mg Hb/ mmol CaCO,]

25 50 7,5 10,0 15,0
Hb-Konzentration in CaCl,-Losungen [mg/mL]

M 0,15M CaCl2--0,15M Na2CO3 B 0,25M CaCl2--0,25M Na2CO3 B 0,5M CaCl2--0,5M Na2CO3‘

Abb. 3-2: Absolute Menge des eingekapselten Hb der MP nach der Copréazipitation in

Abhangigkeit von der Konzentration der Ausgangssubstanzen

Nach der Copré&ipitation von 0,25 M CacCl, - 15,0 mg/mL Hb mit 0,25 M Na,COj3 ergab
sich eine Hb-Beladung von 8,0 mg Hb/mmol CaCO;, was den besten Wert in den
durchgefthrten Versuchsreihen darstellte. FUr weitere Versuche wurden also diese

Konzentrationen (0,25 M CaCl; - 15,0 mg/mL Hb mit 0,25 M Na,CO3) eingesetzt.

Der Zusatz von anderen Polymeren bei der Copr&zipitation beeinflusste die Hb-EE der MP.
Wenn Hb und andere Polymere zusammen mit CaCO3; copripitiert werden, wird die
Hb-Beladung in den MP erniedrigt. Tabelle 3-2 zeigt den Hb-Gehalt in CaCO3-MP nach
den modifizierten Copré&ipitationen bei 0,25 M CaCl,-150mg/mL Hb mit
0,25 M Na,COs3 und den dabei eingesetzten Polymeren.
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Tabelle 3-2: Anderung der Hb-EE der MP nach Zugabe von anderen Polymeren bei der
Coprazipitationen von 0,25 M CacCl, - 15,0 mg/mL Hb mit 0,25 M Na,CO3,

Hb-Einkapselung der MP nach der Copr&eipitation

Polymer bei der (n=4)
Copré&ipitation eingekapselten Hb in MP

EE [%0]

[mg Hb / mmol CaCOs3]

Hb 8,0 +£0,2 13,3 +0,4
Hb:HA=10:1 (w/w) 3,8+0,7 6,4 +£1,1
Hb:HA =20 : 1 (w/w) 6,3 +0,6 10,6 1,0
Hb:HSA=5:1 (w/w) 3,3+0,3 5,6 0,5
Hb:HSA =10 :1 (w/w) 4504 7,5x0,6
Hb:Dx=5:1 (w/w) 7,0 0,2 11,6 +0,4

3.2 Hb-MP ohne Modifikation mit anderen Polymeren

Um die optimale GA-Konzentration in Bezug auf die morphologischen,
physikochemischen, immunologischen Eigenschaften und
Sauerstoffbindungseigenschaften der MP zu ermitteln, bei denen das Hb in den MP
vernetzt werden muss, wurden vier verschiedene GA-Konzentrationen bei der Vernetzung
eingesetzt: 1,0 %, 0,1 %, 0,01 % und 0,005 % (v/v). Die Inkubationszeit betrug jeweils 1 h.

Die Probennamen sind in Tabelle 3-3 gelistet.

Tabelle 3-3: Probenbezeichnungen von Hb-MP

Probenname Beschreibung

Hb-MP-GA1% Partikel wurde mit 1,0 % (v/v) GA (ber 1 h vernetzt
Hb-MP-GA0,1% Partikel wurde mit 0,1 % (v/v) GA (ber 1 h vernetzt
Hb-MP-GA0,01% Partikel wurde mit 0,01 % (v/v) GA (ber 1 h vernetzt
Hb-MP-GA0,005% Partikel wurde mit 0,005 % (v/v) GA (ber 1 h vernetzt

Partikel wurde mit 0,01 % (v/v) GA (ber 1 h vernetzt,

Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,4 ) ) ] )
mit Glycin gequencht und mit NaBH, reduziert.
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3.2.1 Hb-Beladung in MP nach der Herstellung

Nach der Copré&ipitation von 0,25 M CaCl; - 15,0 mg/mL Hb mit 0,25 M Na,CO3 wurde
8,0 mg Hb von 1 mmol CaCO; aufgenommen. Dies entsprach bei 20 mL gesamtem
Reaktionsvolumen 20,0 mg Hb. Nach der Aufl&ung der MP wurde Hb, das nicht oder
nicht genug vernetzt worden ist, durch waschen entfernt. In Abb. 3-3 ist erkennbar, dass
bis zu einer GA-Konzentration von 0,01 % der Hb-Betrag in den Partikeln konstant bei
19 mg lag. Wurde das Hb in den MP nur mit einer GA-Konzentration von 0,005 %
vernetzt war nach jedem Waschvorgang Hb im Uberstand nachweisbar, d. h. diese
Konzentration ist fUr eine komplette Vernetzung und damit die Herstellung stabiler Hb-MP

nicht ausreichend.

FUr die weiteren Versuche wurden daher nur GA-Konzentrationen von 1,0 %, 0,1 % und
0,01 % GA verwendet.

Hb-Endmenge in MP nach der Auflésung

20
18 | /
16 |
= 14 | Proben Hb-Endmenge in MP
E
e 12 Hb-MP-GA1% 18,8+ 0,0mg
o
c 10 Hb-MP-GAO,1% 19,1+ 03 mg
E 8 r Hb-MP-GA0,01% 192+ 0,4mg
I 6 -
Hb-MP-GA0,005% < 16,0 mg
4|
Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH, | 19,4+ 0,2 mg
2 L
0 T T T
0,001 0,01 0,1 1 10

GA-Konzentration [%]

Abb. 3-3: Hb-Menge in MP nach der Auflésung: die Hb-Menge in MP vor der Auflésung betrug
20,0 mg; n=3.
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3.2.2 MetHb-Gehalt der Hb-MP

Der MetHb-Gehalt der Hb-Stockl&sung betrug weniger als 4 %. Nach der Herstellung stieg
der MetHb-Gehalt in den Partikeln an und sank mit sinkender GA-Konzentration
(s. Tabelle 3-4).

Tabelle 3-4: MetHb-Gehalt der Partikel nach der Herstellung (n=3).

Probe MetHb-Gehalt [%]
Hb-MP-GA1% 32,8 59
Hb-MP-GAO0,1% 25,354
Hb-MP-GAO0,01% 18,6 +3,8
Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,4 15,0 5,1

Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH,4 nach Postreduktion 6,9 £2,0

MetHb-Gehalt in MP

50
45 |
40 |
35 |
30 |
25 |
20 |
15 |

y = 3,0835Ln(x) + 32,667
R? = 0,9989

MetHb-Gehalt [%]

0,001 0,01 0,1 1 10
GA-Konzentration [%)]

Abb. 3-4: Logarithmischer Zusammenhang zwischen der eingesetzten GA-Menge und dem

Met-Hb-Gehalt der Hb-MP.

In dem untersuchten GA-Konzentrationsbereich gab es einen logarithmischen
Zusammenhang zwischen der eingesetzten GA-Menge und dem Met-Hb-Gehalt (s. Abb.
3-4). Nach dem Quenchen mit Glycin und der Reduktion mit NaBH, erniedrigte sich der
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MetHb-Gehalt auf 15,0 +5,1 % und konnte nach der Postreduktion mit Ascorbins&ure auf
6,9 2,0 % reduziert werden (s. Abb. 3-4 und Tabelle 3-4).

3.2.3 Partikelgrd® und Morphologie

Die Grd%nverteilung der Hb-MP wurde mittels CASY® 1 Cell Counter (Abb. 3-5)
anschaulich dargestellt.

Partikelanzahl
Partikelanzahl

Hb-MP-GA1%

Partikelanzahl
Partikelanzahl

" Hb-MP-GAO0.01% Hb-MP-GAO,01%-

“m

Abb. 3-5: GroRenverteilung der Hb-MP im CASY® 1 Cell Counter. Die Hb-MP waren in
isotonischer CASY® ton Losung (pH 7,3) suspendiert.

Die Partikelgrd® (mittels LSM Image Browser Release 4.2 Software bei CLSM-Bildern
bestimmt) schwankte von Charge zu Charge und lag zwischen 2,5 und 4,5 pm.
Durchschnittlich waren die Partikel ca. 3,2 pm grof3 Die Konzentration von GA hatte
keinen Einfluss auf die PartikelgrdZ (s. Tabelle 3-5 und Abb. 3-6).
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Tabelle 3-5: PartikelgréRe der Hb-MP vernetzt mit verschiedenen GA-Konzentrationen (mittels

LSM Image Browser Release 4.2 Software bei CLSM-Bildern bestimmt).

Probe PartikelgrdZn [pm]
Hb-MP-GA1% (Abb. 3-6 a) 3,3 40,7
Hb-MP-GA0,1% (Abb. 3-6 b) 3,2 +0,7
Hb-MP-GAO0,01% (Abb. 3-6 ¢) 3,2+0,8

Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH, (Abb. 3-6 d) 3,2 +0,7

Abb. 3-6: CLSM-Aufnahme von Hb-MP. a) Hb-MP-GA1%. b) Hb-MP-GA0,1%. ¢) Hb-MP-GA0,01%.
d) Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,.

Die Hb-MP wurden mittels CLSM, SEM und TEM charakterisiert. Sie sind sph&isch,
monodispers und bei GA-Vernetzung des Hb autofluoreszierend. Nach der Reduktion des
vernetzten Hb mit NaBH, war die Intensitd der Autofluoreszenz schwé&cher

(s. CLSM-Bilder in Abb. 3-6). Die homogene Fluoreszenzverteilung dient als Nachweis
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fUr eine gleichm&3ge Hb-Verteilung in den Partikeln, was durch die TEM-Aufnahmen
bestaigt wurde (s. Abb. 3-7). Durch die Untersuchung mittels SEM konnte ein Einblick in

die Oberfl&chenstruktur der Partikel gewonnen werden (s. Abb. 3-8).

e

1000 nm

Abb. 3-7: TEM-Aufnahme von Hb-MP-GA0,1%. Hb ist in den MP homogen verteilt. Die
unterschiedlichen GréfRen sind darauf zurlickzufihren, dass bei der Herstellung des Diinnschnittes

die Partikel aufgrund ihrer Lage in unterschiedlichen Ebenen zerteilt werden.
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1um

I | EHT = 300kV WD~ Smm Signal A = InLens Date :15 May 2012

|2°°"'“ | EHT= 300V WD= 5mm  Signal A=InLens Date :15 May 2012

Abb. 3-8: SEM-Aufnahme von CaCOs;-Partikeln (oben) und Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,4 (unten). Die
pordse Struktur der CaCOs-Partikeln ist leicht zu erkennen. Die Oberflache der Hb-MP ist im

Vergleich zu der Oberflache der CaCO;-Partikeln glatter und die MP erinnern an einen Softball.
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3.2.4 Partikelaggregation

Um den Einfluss der GA-Vernetzung des Hb auf eine m&liche Partikelaggregation zu
untersuchen, wurden die Volumina der Partikel mit dem CASY® 1 Cell Counter in
CASY® ton bestimmt. Partikel mit einem Volumen von >524fL (entsprechender
Partikeldurchmesser > 10 pm) wurden als Aggregate gezénlt. FUr jede Partikelsorte
wurden die Volumina von drei Chargen bestimmt. Der prozentuale Volumenanteil der

Partikelaggregate ist in Abb. 3-9 dargestellt.

Prozentualer Volumenanteil der Partikelaggregate

100
__ 9%
S 80
o
< 70
= 60
o
2. 50
T 40
c
8 30
>
5 20
g 10
< 0
Hb-MP-GA1% Hb-MP-GAO0,1% Hb-MP-GA0,01%  Hb-MP-GAO0,01%-
Gly-BH4
Wmohne Ultraschallbehandlung B mit Ultraschallbehandlung ‘

Abb. 3-9: Prozentualer Volumenanteil der Partikelaggregate von verschiedenen Hb-MP (n=3).
Partikel mit einem Volumen von > 524 fL (entsprechender Partikeldurchmesser > 10 um) wurden
als Aggregate definiert und gezéhlt. Die Volumina der Aggregate geteilt durch die gesamten
Volumina der Partikel ergaben den Aggregatanteil. Die Partikel wurden in CASY® ton (isotonische
Elektrolytldsung mit einem pH Wert von 7,3) suspendiert und gemessen.

Die mit 1,0 % oder 0,1 % GA vernetzten Hb-MP (Hb-MP-GA1% und Hb-MP-GAO0,1%)
hatten im Vergleich zu den mit 0,01 % GA vernetzten Hb-MP (Hb-MP-GA0,01% und
Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,4) weniger Aggregate. Die mit 1,0 % oder 0,1 % GA vernetzten
Hb-MP hatten einen &nlichen Aggregatenanteil. Die mit 0,01 % GA vernetzten Partikel
wiesen einen fast doppelt so hohen Aggregatanteil auf wie die Hb-MP-GA1% und
Hb-MP-GA0,1%. Nach dem Quenchen mit Glycin und der Reduktion mit NaBH4
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ver&nderte sich der Aggregatanteil bei den mit 0,01 % GA vernetzten Partikeln nicht. Die
Hb-MP wurden zus&zlich mit Ultraschall behandelt. Dadurch konnte der Aggregatanteil
um bis zu 80 % gegentber dem Ausgangswert reduziert werden, so dass nach

Ultraschallbehandlung weniger als 4 % Hb-MP-Aggregate vorhanden waren.

3.2.5 Zetapotential

Die Hb-MP wurden in drei verschiedenen NaCl-L&ungen mit einer lonensté&ke von
0,25 mM, 2,5 mM und 150 mM (pH 7,0) resuspendiert. In diesen L&ungen wurde das
Zetapotential der Partikel als Triplikat gemessen. Alle Partikel hatten ein negatives
Zetapotential,
zurickzufthren ist (Tabelle 3-6).

was auf verbliebene Carboxygruppen des Hb nach Vernetzung

Tabelle 3-6: Zetapotential von Hb-MP in NaCl-L6sungen verschiedener lonenstéarke (pH 7,0; n=3).

Zetapotential [mV]

Probe 0,25 mM NaCl 2,5mM NaCl 150 mM NaCl
(Leitf&higkeit: (Leitf&higkeit: (Leitf&higkeit:
37 S/em) 350 pS/icm) 18,2 mS/cm)
Hb-MP-GA1% -36,3 +0,8 -32,0 £2,0 -13,0 +0,8
Hb-MP-GA0,1% -343+6,4 -30,3 +2,3 -12,3 0,9
Hb-MP-GA0,01% -22,7 %29 -209 +2.4 -10,5+1/4
Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH, @ -25,2 +3,8 -21,9 £3.2 -11,1 +0,9

Das Zetapotential der Partikel sank mit steigender lonenst&ke und stieg mit steigender
beim Vernetzen eingesetzter GA-Konzentration. Je hcher die GA-Konzentration ist, desto
mehr Aminogruppen des Hb reagieren mit GA, so dass die Oberfl&che dann st&ker negativ
geladen ist. Nach dem Quenchen mit Glycin und der Reduktion mit NaBH, war das
Zetapotential leicht erhcht.
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3.2.6 Phagozytose der Hb-MP

Die Phagozytose der Hb-MP durch GCs und MCs in Vollblut (Heparin als Antikoagulanz)
wurde mit dem Phagotest®-Kit invitro bestimmt. In Abb. 3-10 sind CLSM-Bilder
dargestellt, auf denen die Phagozyten die E. coli Bakterien (links) und die Hb-MP (rechts)
nach 30 mintitiger Inkubation phagozytiert haben.

Abb. 3-10: CLSM-Beispielbilder von phagozytierenden Phagozyten nach der Inkubation mit FITC-
markierten E. coli Bakterien (links) und Hb-MP-GA1% (rechts), die beide grin fluoreszierend sind.
Der Phagozytenkern ist mit Propidiumiodid (PI) rot fluoreszierend markiert.

Die Phagozytoseaktivite&t der GCs und MCs nach der Inkubation in Vollblut mit

verschiedenen Hb-MP sowie mit E. coli als Kontrolle sind in Abb. 3-11 zusammengefasst.

Die Anzahl der phagozytierenden Phagozyten stieg mit steigender GA-Konzentration, die
bei der Vernetzung eingesetzt wurde. 22,5 5,8 % der GCs und 33,7 10,8 % der MCs
hatten die Hb-MP-GA1% phagozytiert, wé&irend die Phagozytoseraten bei den
Hb-MP-GA0,1% 17,9 7,7 % (GCs) und 24,0 +£17,0% (MCs) betrugen. Bei den
Hb-MP-GA0,01% betrugen die Phagozytoseraten 6,8 2,9 % (GCs) und 8,9 £6,0 %
(MCs). Nach dem Glycin-Quenchen und der Reduktion mit NaBH,; wurde die
Phagozytoserate bei beiden Zelltypen auf weniger als 5 % reduziert (GCs: 4,6 £1,5 %;
MCs: 4,9 2,1 %).
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Phagozytose der Hb-MP
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Abb. 3-11: Mittelwerte und Standardabweichung (SD) des prozentualer Anteils der
phagozytierenden Zellen (GCs und MCSs) in Vollblut nach Inkubation mit vier verschiedenen Hb-MP
und FITC-markierten E. coli Bakterien (Kontrolle). Die Mittelwerte und SDs wurden aus drei
Versuchen berechnet.

3.2.7 Inkubation in pl&tchenreichem Plasma (PRP)

Ein idealer Sauerstofftr&ger sollte biokompatibel sein und lange in der Blutbahn zirkulieren
k&nnen. Die immunologischen Eigenschaften der Hb-MP sind deswegen von zentraler
Bedeutung und missen erfasst werden. Ob die Hb-MP wé&rend der Zirkulation mit
Thrombozyten oder Plasmaproteinen interagieren, kann durch verschiedene Tests in vitro
vorhergesagt werden. Die Hb-MP wurden in PRP in vitro inkubiert und das Verhalten der
Hb-MP in PRP charakterisiert.

Die Partikel wurden vor der Inkubation mit Ultraschall behandelt, um vorhandene
Aggregate zu beseitigen. Anschlief®nd wurden die Partikel in PRP bei 37 <T fir 30 min
unter sanftem Schaukeln inkubiert. Die Hb-MP-GA1% und Hb-MP-GAO0,1% bildeten im
PRP Aggregate, die grd®r als 20 pm und teilweise grdr als 50 pm waren. Die
Hb-MP-GA0,01% bildeten dagegen Aggregate, die <20 pm waren, wérend die
Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH, Aggregate zwischen 10 - 15 pm bildeten. In Abb. 3-12 sind
CLSM-Beispielbilder dargestellt.
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Abb. 3-12: CLSM-Bilder von PRP nach Inkubation mit a) Hb-MP-GA1%. b) Hb-MP-GAO0,1%.
¢) Hb-MP-GAO0,01% und d) Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,4. Vor der Inkubation wurde die Konzentration
der Hb-MP mit 0,9 % NaCl auf 4 % (v/v) eingestellt und die Hb-MP mit Ultraschall behandelt, um
vorhandene Aggregate zu beseitigen. Bei der Darstellung wurden Gebiete ausgewahlt, in denen

eine charakteristische Aggregatbildung sichtbar war.

3.2.8 Sauerstofftransportfunktion der Hb-MP

Das oxygenierte Hb (OxyHb) wurde am Spektralphotometer zwischen 380 und 700 nm
gescannt. Anschliefend wurde der Sauerstoff in der OxyHb-L&ung mit Hilfe von 0,1 %
SDT entfernt und das desoxygenierte Hb (DeoxyHb) sofort zwischen 380 und 700 nm
gescannt. Die Hb-MP wurden genauso wie Hb behandelt und gescannt. OxyHb besitzt in
seinem Spektrum drei charakteristische Absorptionsmaxima bei 414, 542 und 576 nm. Im
Vergleich dazu weist DeoxyHb nur zwei charakteristische Absorptionspeaks bei 432 und
556 nm auf. Beide Spektren sind in Abb. 3-13 und Abb. 3-14 anschaulich dargestellt.
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Spektren von Hb und Hb-MP nach Oxygenierung

1,2
— Hb
1 -
— Hb-MP-GA1%
0,8 -
S — Hb-MP-GA0,1%
S 06 |
@ — Hb-MP-GA0,01%
< 04
— Hb-MP-GA0,01%-
Gly-BH4
0,2
— HSA-MP
0 T T T T 1 1

380 430 480 530 580 630 680
Wellenlange [nm]

Abb. 3-13: Spektren von oxygeniertem Hb (OxyHb) und oxygenierten Hb-MP. Die Hb-MP zeigten
wie OxyHb drei Absorptionsmaxima zwischen 400 und 600 nm (bei 414, 542 und 576 nm). Die
allméhliche Zunahme der Basislinie der Spektren von Hb-MP ist auf die Streuung der Partikel
zuriickzufuhren. Die Streuung der Partikel ist durch das Spektrum der HSA-Mikropartikel (HSA-MP)

als Beispiel dargestellt.

Spektren von Hb und Hb-MP nach Desoxygenierung
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Abb. 3-14: Spektren von desoxygeniertem Hb (DeoxyHb) und desoxygenierten Hb-MP. Die Hb-MP
zeigten wie DeoxyHb zwei Absorptionsmaxima zwischen 400 und 600 nm (bei 432 und 556 nm).
Die allmahliche Zunahme der Basislinie der Spektren von Hb-MP ist durch die Streuung der

Partikel verursacht.
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Die Hb-MP verhielten sich &nlich wie Hb. Nach der Herstellung waren die Partikel
oxygeniert. Sie zeigten wie OxyHb auch drei Absorptionsmaxima zwischen 400 und
600 nm. Nach der Behandlung mit SDT waren die Hb-MP desoxygeniert und zeigten
DeoxyHb &nliche Spektren. Die Spektren von oxygenierten und desoxygenierten
Hb-MP-GA1%, Hb-MP-GAO0,1%, Hb-MP-GA0,01% Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH, sind in
Abb. 3-13 und Abb. 3-14 dargestellt.

3.2.9 Sauerstoffbindungskurve (ODC)

Die Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,; wiesen von den mit GA vernetzten MP die besten
immunologischen Eigenschaften auf, weshalb diese MP fUr die weiteren Untersuchungen
zur Sauerstoffbindung ausgewé&nlt wurden. Die Partikel wurden sowohl unter nicht
sauerstoffarmen (normaler Luftsauerstoffpartialdruck) als auch unter sauerstoffarmen
Bedingungen (pO, weniger als 1 mmHg) vernetzt. Zum Vergleich wurde eine Hb-L&ung

gemessen. Die ODCs sind in Abb. 3-15 zusammen dargestellt.
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Abb. 3-15: ODCs von Hb, Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH, (Hb-MP-A und B) und menschlichen
Erythrozyten. Hb-MP-A: Partikel sind unter normalem Luftsauerstoffpartialdruck vernetzt; Hb-MP-B:
Partikel sind bei pO, weniger als 1 mmHg vernetzt. Die sO, bei bestimmtem pO, wurde mit Gl. 10
berechnet. Die sO, wurden gegen korrespondierende pO, im Diagramm aufgetragen und die
ODCs diesen Koordinaten angepasst. Der p50 entspricht dem Sauerstoffpartialdruck pO, bei

Halbsattigung. Die ODCs menschlicher Erythrozyten sind der Literatur entnommen [5].
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Das freie Hb hatte einen p50 von 26,5 +1,5 mmHg (35,3 £2,0 hPa), was mit den
Literaturwerten Ubereinstimmt [139,142,143]. Die Partikel, die unter normalem
Luftsauerstoffpartialdruck vernetzt wurden, hatten einen p50 von weniger als 2 mmHg
(2,7 hPa). Die Partikel, die unter sauerstoffarmen Bedingungen vernetzt wurden, hatten
einen p50 von 7,0 2,0 mmHg (9,3 2,7 hPa), d. h. beide Partikeltypen besitzen eine sehr
hohe Sauerstoffaffinit&a.

3.3 PEGylierung der Partikel

PEG ist ein neutrales hydrophiles Polymer, das in Wasser und in vielen organischen
L&sungsmitteln IGslich ist [144]. Aufgrund seiner geringen Toxizité& und Immunogenita
ist PEG fU biomedizinische Anwendungen gut geeignet. Die PEGylierung der
Partikeloberfleche wird z. B. verwendet, um eine unerwinschte Proteinadsorption, die
Komplement- und Thrombozytenaktivierung und die Clearance von Mikro-/Nanopartikeln

durch Phagozyten zu reduzieren sowie die Zirkulationszeiten zu verléngern [97,144-149].

Die Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH4 wurden mit cc-mPEG 5.000 PEGyliert. Die Hb-MP nach
der PEGylierung (Hb-MP-mPEG) besal%®n einen erhchten MetHb-Anteil von 20,1 +£4,9 %
(n=3) gegentber nicht PEGylierten Partikel (15,0 £5,1 %). Die Postreduktion der
Hb-MP-mPEG mit Ascorbinséure fthrte zu einem auf die Hdfte (9,5 2,9 %) reduzierten
MetHb-Gehalt.

3.3.1 Grd2% und Morphologie der PEGylierten Hb-MP

Nach der PEGylierung hatten die Partikel eine Grd% von 3,2 0,6 pm (bestimmt mit der
Software LSM Image Browser Release 4.2 bei CLSM-Bildern), welche sich von der GrdZ
der Partikel vor der PEGylierung (3,2 %0,7 m) nicht unterschieden. Die Grd%nverteilung
der Hb-MP-mPEG wurde mit dem CASY® 1 Cell Counter bestimmt (Abb. 3-16 links).
Sie unterschied sich auch nicht in der GrdZnverteilung von den Partikeln vor der
PEGylierung. Auf den CLSM-Aufnahmen (Abb. 3-16 rechts) lief&en sich keine

morphologische Verénderungen der Partikel erkennen.
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Abb. 3-16: Bestimmung der GroRenverteilung der Hb-MP-mPEG mittels CASY® 1 Cell Counter
(links). Die Partikel waren in CASY® ton Losung (pH 7,3) suspendiert. CLSM-Aufnahme von
Hb-MP-mPEG (rechts).

3.3.2 Partikelaggregation

Die Volumina der Partikel wurden mit dem CASY® 1 Cell Counter in CASY® ton
L&sung bestimmt.  Partikel mit einem Volumen von >524fL (entsprechender
Partikeldurchmesser >10 pm) wurden als Aggregate gezénlt. Der prozentuale
Volumenanteil der Partikelaggregate ist in Abb. 3-17 dargestellt. Zum Vergleich ist der
Anteil der Partikelaggregate vor der PEGylierung auch aufgetragen. Die Hb-MP vor und
nach der PEGylierung hatten &nliche prozentuale Volumenanteile an Partikelaggregaten.

Nach der Behandlung mit Ultraschall war der Aggregatanteil stark reduziert (< 3 %).
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Prozentualer Volumenanteil der Partikelaggregate
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Abb. 3-17: Prozentualer Volumenanteil der Partikelaggregate von Hb-MP vor und nach der
PEGylierung (n=3). Partikel mit einem Volumen wvon >524 f{L (entsprechender
Partikeldurchmesser > 10 um) wurden als Aggregate definiert und gezahlt. Die Volumina der
Aggregate geteilt durch die Gesamtvolumina der Partikel ergaben den Aggregatanteil. Die Partikel

wurden in isotonischer CASY® ton Losung (pH 7,3) suspendiert und gemessen.

3.3.3 Zetapotential

Das Zetapotential der Partikel in NaCl-L&ungen unterschiedlicher lonenstérken wurde als
Triplikat gemessen (Tabelle 3-7). mPEG ist ein neutrales Molekd, so dass durch die
PEGylierung die Ladungen der Partikeloberfl&che abgeschirmt werden. Deshalb wurde das

Zetapotential der Partikel als Nachweis fUr eine erfolgreiche PEGylierung verwendet.

Tabelle 3-7: Zetapotential der Hb-MP vor und nach PEGylierung in NaCl-Lésungen verschiedener
lonenstarke (pH=7,0; n=3).

Zetapotential [mV]
0,25 mM NaCl | 2,5 mM NacCl 150 mM NaCl

Probe
(Leitf&higkeit: (Leitf&higkeit: (Leitf&higkeit:
37 S/em) 350 pS/icm) 18,2 mS/cm)
Hb-MP vor PEGylierung -25,2 £3,8 -21,9 £3,2 -11,1 +0,9
Hb-MP nach PEGylierung -18,9 £21 -159+19 -5,7+0,8
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3.3.4 Phagozytose der PEGylierten Hb-MP

Die Phagozytoseaktivitéien der GCs und MCs in heparinisiertem Vollblut nach der
Inkubation mit Hb-MP vor (Hb-MP-GA 0,01%-Gly-BH,;) und nach der PEGylierung
(Hb-MP-mPEG) wurden mit dem Phagotest®-Kit in vitro bestimmt und dargestellt (Abb.
3-18). Nach der Inkubation hatten 3,5 0,7 % der GCs und 5,2 +1,0 % der MCs des
Vollblutes die PEGylierten Partikel phagozytiert. Die Phagozytoseaktivit& der GCs und
MCs war vergleichbar mit der bei nicht PEGylierten Partikeln (4,6 £1,5 % bei GCs und
4,9 +2,1 % bei MCs).

Phagozytose der Hb-MP vor und nach der
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Abb. 3-18: Prozentualer Anteil der phagozytierenden GCs und MCs in Vollblut nach der Inkubation
mit Hb-MP vor der PEGylierung (Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH;) und nach der PEGylierung
(Hb-MP-mPEG) und von FITC-markierten E. coli Bakterien. Die Mittelwerte und SDs wurden aus
drei Versuchen berechnet.

3.3.5 Inkubation in pl&tchenreichem Plasma (PRP)
Hb-MP-mPEG wurden vor der Inkubation mit Ultraschall behandelt, um mdgliche

Aggregate zu beseitigen. Anschlief&nd wurden die Partikel in PRP bei 37 <T fUr 30 min
unter sanftem Schaukeln inkubiert. Nach der Inkubation der Hb-MP-mPEG in PRP waren
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nur wenige Aggregate > 10 pm sichtbar (s. Abb. 3-19). Die Aggregatbildung PEGylierter
MP war schwé&cher als die der nicht PEGylierten MP.

Abb. 3-19: CLSM-Bilder von Hb-MP-mPEG in PRP nach der Inkubation. Vor der Inkubation wurde
die Konzentration der Hb-MP-mPEG mit 0,9 % NaCl auf 5% (v/v) eingestellt und die
Hb-MP-mPEG mittels Ultraschall-Stab behandelt, um vorhandene Aggregate zu beseitigen.

3.3.6 Sauerstofftransportfunktion der PEGylierten Hb-MP

Die oxygenierten Hb-MP-mPEG wurden am Spektralphotometer zwischen 380 und
700 nm gescannt. Nach der Desoxygenierung mit Hilfe von 0,1% SDT wurden die Partikel
noch einmal zwischen 380 und 700 nm gescannt. Die Hb-MP-mPEG verhielten sich
anlich wie Hb. Oxygenierte Hb-MP-mPEG zeigten drei Absorptionsmaxima (414, 542
und 576 nm) und Desoxygenierte Hb-MP-mPEG hatten zwei Absorptionsmaxima (432
und 556 nm) zwischen 400 und 600 nm (s. Abb. 3-20).
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Spektren von Hb und Hb-MP-mPEG

1,2
14 = OxyHb
c 0,8 1 — DeoxyHb
2
o
2 0.6 1 = oxygenierte Hb-
Q MP-mPEG
< 0,4
=— desoxygenierte
Hb-MP-mPEG
0,2
o T T T T 1 1

380 430 480 530 580 630 680
Wellenlange [nm]

Abb. 3-20: Spektren von Hb und Hb-MP-mPEG (oxygeniert / desoxygeniert). Die oxygenierten
Hb-MP-mPEG zeigten wie OxyHb drei Absorptionsmaxima zwischen 400 und 600 nm (bei 414,
542 und 576 nm) und die desoxygenierten Hb-MP-mPEG zeigten wie DeoxyHb zwei
Absorptionsmaxima zwischen 400 und 600 nm (bei 432 und 556 nm). Die allméhliche Zunahme

der Basislinie der Spektren von Hb-MP-mPEG ist auf die Streuung der Partikel zurtickzufiihren.

3.3.7 Sauerstoffbindungskurve (ODC)

Die unter normalem Luftsauerstoffpartialdruck vernetzten Hb-MP-mPEG hatten einen p50
von weniger als 1 mmHg (1,3 hPa). Die Hb-MP-mPEG, die unter sauerstoffarmen

Bedingungen vernetzt waren, hatten einen p50 von 5,3 £0,6 mmHg (7,1 0,8 hPa).

Die Hb-MP nach der PEGylierung (vernetzt unter sauerstoffarmen Bedingungen) wiesen
ebenfalls eine hohe Sauerstoffaffinité auf. Der p50 der Hb-MP-mPEG (5,3 £0,6 mmHg)
war kleiner als der p50 der Partikel vor der PEGylierung (7,0 £2,0 mmHg), d. h. die
PEGylierung hat die Sauerstoffaffinité& der Partikel erhcht. Die ODCs von Hb-MP vor und
nach der PEGylierung sind in Abb. 3-21 dargestellt.
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ODCs von Hb-MP vor und nach der PEGylierung
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Abb. 3-21: ODCs von Hb-MP vor (Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,) und nach (Hb-MP-mPEG) der
PEGylierung und Hb. Die Partikel sind bei pO, weniger als 1 mmHg vernetzt. Die sO, bei
bestimmtem pO, wurde mit Gl. 10 berechnet. Die sO, wurden gegen korrespondierende pO, im
Diagramm aufgetragen und die ODCs diese Koordinaten angepasst. Der p50 entspricht dem

Sauerstoffpartialdruck pO, bei Halbséttigung.

3.4 Hb-Hyaluronan-Mischpartikel (Hb-HA-MP)

Bei der Herstellung der Hb-HA-MP wurden Hb und HA in Gegenwart von CaCl, und
Na,CO3 copr&ipitiert. Die entstandenen Partikel wurden mit 0,01 % GA und 5 mM DVS
in 0,9 % NaCl unter sauerstoffarmen Bedingungen fUr 1 h bei RT vernetzt, mit Glycin

gequencht und mit NaBH, reduziert.

Die Hb-HA-MP, bei denen das Gewichtsverh&8tnis zwischen Hb und HA bei der
Copr&ipitation 10 : 1 betrug, werden im Folgenden als Hb:HA(10:1)-MP bezeichnet; bei
denen das Gewichtsverhdtnis 20 : 1 betrug, werden im Folgenden als Hb:HA(20:1)-MP

bezeichnet
Bei der mit HA modifizierten Copré&ipitation wurde weniger Hb in die CaCO3-MP

eingeschlossen (s. Tabelle 3-2). Der MetHb-Gehalt der Partikel stieg nach der
Modifikation auf 22,2 £4,8 % bei den Hb:HA(10:1)-MP und auf 24,5 +4,3 % bei den
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Hb:HA(20:1)-MP (n=3). Die Postreduktion fthrte zu einem MetHb-Anteil von 9,2 +£2,2 %
bei den Hb:HA(10:1)-MP und 12,2 2,5 % bei den Hb:HA(20:1)-MP (n=3).

3.4.1 Grd2% und Morphologie der Hb-HA-MP

Die GrdzZnverteilungen der Hb-HA-MP in CASY® ton L&ung (isotonisch, pH 7,3)
wurden mit dem CASY® 1 Cell Counter bestimmt (Abb. 3-22). Die Partikelgrd2 der Hb-
HA-MP schwankte von Charge zu Charge zwischen 2 und 10 pm (bestimmt mit der
Software LSM Image Browser Release 4.2 bei CLSM-Bildern). Die durch den CASY® 1
Cell Counter bestimmten Partikelgr&%n unterschieden sich stark von den mit LSM Image
Browser Release 4.2 bestimmten Grd%®n (Abb. 3-22 und Abb. 3-23 b, d). Beispielsweise
sind die Partikelgrd®n der drei Chargen der Hb-HA-MP in Tabelle 3-8 dargestellt.

CL: 0.00 CR: 40.00pm

Hb:HA(10:1)-MP Hb:HA(20:1)-MP

Partikelanzahl
Partikelanzahl

|
% v ‘ !
ri y AN ! X
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Abb. 3-22: GroRRenverteilung der Hb-HA-MP im CASY® 1 Cell Counter. Die Partikel waren in
isotonischer CASY® ton Lésung (pH 7,3) suspendiert. Die durch den CASY® 1 Cell Counter
bestimmten Partikelgro3en unterschieden sich stark von den mit LSM Image Browser Release 4.2
bestimmten Gréf3en: das links entsprechende CLSM-Bild ist Abb. 3-23 b zu finden; das rechts
entsprechendes CLSM-Bild ist in Abb. 3-23 d dargestellt.

Tabelle 3-8: PartikelgroRen der Hb-HA-MP in verschiedenen Chargen (mit der LSM Image
Browser Release 4.2 Software bei CLSM-Bildern bestimmt).

Partikelgrd% [pm]

Probe

Charge 1 Charge 2 Charge 3
Hb:HA(10:1)-MP 3,3+05 6,6 +0,9 9,0 +1,0
Hb:HA(20:1)-MP 3,4 +0,5 59+11 8,3 +0,7
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Die Hb-HA-MP wurden mittels CLSM und TEM charakterisiert. Die Hb:HA(10:1)-MP
und Hb:HA(20:1)-MP waren sph&isch. Die beiden Partikeltypen unterschieden sich nicht
in der Morphologie. In Abb. 3-23 ist erkennbar, dass das Hb nicht gleichm&3g in den
Partikeln verteilt ist. Besonders bei den grof&n Partikeln war eine interessante Struktur zu

erkennen, die an eine Rose erinnert. Die TEM-Aufnahmen best&igten diese Heteroginit&

(s. Abb. 3-24).

Abb. 3-23: CLSM-Aufnahmen (Beispiel) von Hb:HA(10:1)-MP (a und b). Hb:HA(20:1)-MP (c und d);

jeweils aus zwei verschiedenen Chargen.

73



Ergebnisse

Abb. 3-24: TEM-Aufnahme von Hb:HA(20:1)-MP. Das Hb ist nicht homogen in den Partikeln

verteilt, sondern bildet eine ,Rosen“-Struktur.

3.4.2 Partikelaggregation

Der prozentuale Volumenanteil der Partikelaggregate der Hb-HA-MP wurde mittels
CASY® 1 Cell Counter in CASY® ton L&ung bestimmt. Partikel mit einem Volumen
von > 524 fL (entsprechender Partikeldurchmesser > 10 pm) wurden als Aggregate gezéhlt.
Ein positiver Effekt wurde nach der Einfthrung mit HA in Hinblick auf die
Aggregatbildung beobachtet. Ohne HA hatten die Partikel einen Aggregatanteil von
19,5 +14,2 %. Die Hb-HA-MP hatten deutlich weniger Aggregate nach der Herstellung.
Der Aggregatanteil sank mit steigender HA-Konzentration, die bei der Copré&ipitation
eingesetzt war: 4,0 £2,0 % bei Hb:HA(10:1)-MP und 7,5 £6,3 % bei Hb:HA(20:1)-MP
(s. Abb. 3-25). Nach der Behandlung mit Ultraschall betrug der Aggregatanteil bei den
Hb:HA(10:1)-MP weniger als 0,5 % und bei den Hb:HA(20:1)-MP weniger als 1,8 %.
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Prozentualer Volumenanteil der Partikelaggregate
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Abb. 3-25: Prozentualer Volumenanteil der Partikelaggregate von Hb-MP ohne HA
(Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,;) und Hb-HA-MP (n=3). Hb-HA-MP wurden mit 0,01 % GA und 5 mM
DVS vernetzt, auch mit Glycin gequencht und mit NaBH, reduziert. Partikel mit einem Volumen
von > 524 fL (entsprechender Partikeldurchmesser > 10 um) wurden als Aggregate definiert und
gezahlt. Die Volumina der Aggregate geteilt durch die gesamten Volumina der Partikel ergaben
den Aggregatanteil. Die Partikel wurden in CASY® ton (isotonische Elektrolytldsung mit einem pH
Wert von 7,3) suspendiert und gemessen.

3.4.3 Zetapotential

Das Zetapotential der Hb-HA-MP in verschiedenen NaCl-L&ungen unterschiedlicher

lonenst&ken wurde jeweils in drei Ans&zen gemessen (Tabelle 3-9).

Das Zetapotential der Partikel sank mit steigender lonenst&ke. Im Vergleich zu Hb-MP-
GAO0,01%-Gly-BH4 hatten die Hb-HA-MP ein deutlich st&ker negatives Zetapotential. Je
hdher die HA-Konzentration bei der Copré&ipitation war, desto hdher war das

Zetapotential der Partikel.
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Tabelle 3-9: Zetapotential der Hb-MP und Hb-HA-MP in NaCl-Losungen verschiedener
lonenstarke (pH 7,0; n=3).

Zetapotential [mV]

0,25 mM NaCl 2,5 mM NaCl 150 mM NaCl

Probe
(Leitféhigkeit: | (Leitf&higkeit:  (Leitféhigkeit:
37 Slcm) 350 pS/cm) 18,2 mS/cm)
Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,4 -25,2 3,8 -21,9 3,2 -11,1 0,9
Hb:HA(10:1)-MP -70,6 +2,3 -55,6 +1,9 -22,0 0,7
Hb:HA(20:1)-MP 57,8 £1,3 549 +21 21,1+14

3.4.4 Phagozytose der Hb-HA-MP

Die Phagozytoseaktivitden der GCs und MCs in heparinisiertem Vollblut nach Inkubation
mit Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH4, Hb-HA-MP und FITC-markierten E. coli Bakterien
wurden mit Hilfe des Phagotest®-Kits in vitro bestimmt und sind in Abb. 3-26 dargestellt.
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Abb. 3-26: Prozentualer Anteil der phagozytierenden Zellen (GCs und MCs) im Vollblut nach der
Inkubation mit Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,, Hb-HA-MP und FITC-markierten E. coli Bakterien. Die
Mittelwerte und SDs wurden aus drei Versuchen berechnet. Hb-HA-MP wurden mit 0,01 % GA und
5 mM DVS vernetzt, auch mit Glycin gequencht und mit NaBH, reduziert.
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Im Vergleich zu Partikeln ohne HA wurden Hb-HA-MP st&ker durch GCs und MCs
phagozytiert. Wé&hrend die GC-Phagozytoserate bei Hb-HA-MP auf bis zum 2,5-fache im
Vergleich  zum Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH, gestiegen war, erhdite sich die
MC-Phagozytoserate der Hb-HA-MP bis auf das 6-fache. Je hd&ner die eingesetzte
HA-Konzentration bei der Copré&ipitation war, desto st&ker hatten GCs und MCs die

Partikel phagozytiert.

3.4.5 Inkubation in pl&tchenreichem Plasma (PRP)

Die Hb-HA-MP wurden vor der Inkubation mit Ultraschall behandelt, um die bereits
vorhandene Aggregate zu beseitigen. Anschlief2nd wurden die Partikel in PRP bei 37 <
fo 30 min unter sanftem Schaukeln inkubiert. Nach der Inkubation wurde keine

Aggregatbildung beobachtet (s. Abb. 3-27).

Abb. 3-27: CLSM-Bilder von PRP nach der Inkubation mit a)Hb:HA(10:1)-MP und
b) Hb:HA(20:1)-MP. Vor der Inkubation wurde die Konzentration der Hb-HA-MP mit 0,9 % NaCl auf
5 % (v/v) eingestellt und die Hb-HA-MP mit Ultraschall behandelt, um vorhandene Aggregate zu

beseitigen.
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3.4.6 Sauerstofftransportfunktion der Hb-HA-MP

Die oxygenierten Hb-HA-MP wurden am Spektralphotometer zwischen 380 und 700 nm
gescannt. Nach der Desoxygenierung mit Hilfe von 0,1% SDT wurden die desoxygenierten
Partikel noch einmal zwischen 380 und 700 nm gescannt. Die Hb-HA-MP verhielten sich
auch &nlich wie das Hb beim photometrischen Scannen. Oxygenierte Hb-HA-MP hatten
wie das OxyHb drei Peaks bei ca. 415, 542 und 576 nm. Nach der Behandlung mit SDT
waren die Partikel desoxygeniert und hatten wie das DeoxyHb zwei Absorptionsmaxima
bei 432 und 556 nm (s. Abb. 3-28 und Abb. 3-29).

Spektren von Hb und Hb-HA-MP nach Oxygenierung

1,2
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— Hb:HA(10:1)-MP
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Abb. 3-28: Spektren von OxyHb und oxygenierten Hb-HA-MP. Die oxygenierten Hb-HA-MP
zeigten wie OxyHb deutlich drei Absorptionsmaxima zwischen 400 und 600 nm (bei 414, 542 und
576 nm). Die allmahliche Zunahme der Basislinie der Spektren von Hb-HA-MP ist auf die Streuung

der Partikel zurtickzufiihren.
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Spektren von Hb und Hb-HA-MP nach
Desoxygenierung
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Abb. 3-29: Spektren von DeoxyHb und desoxygenierten Hb-HA-MP. Die Hb-HA-MP zeigten zwei
Absorptionsmaxima zwischen 400 und 600 nm (bei 432 und 556 nm) genau wie DeoxyHb. Die
allméhliche Zunahme der Basislinie der Spektren von Hb-HA-MP ist auf die Streuung der Partikel

zurtickzufiihren.

3.4.7 Sauerstoffbindungskurve (ODC)

Die ODCs von Hb-HA-MP wurden bestimmt. Hb-HA-MP wurden unter sauerstoffarmen
Bedingungen vernetzt. Hb:HA(10:1)-MP hatten einen p50 von weniger als 0,5 mmHg
(0,7 hPa). Hb:HA(20:1)-MP hatten einen p50 von 4,0 £0,6 mmHg (5,3 0,8 hPa). Die
ODCs sind in Abb. 3-30 dargestellt.

Die beiden Hb-HA-MP hatten sehr hohe Sauerstoffaffinitéien. Beide p50 waren niedriger
als der p50 der Partikel ohne HA (7,0 2,0 mmHg). Der p50 von Hb:HA(10:1)-MP war
niedriger als der p50 von Hb:HA(20:1)-MP. Je hd&her die HA-Konzentration bei der
Copr&ipitation war, desto niedriger war der p50 der Partikel. Die Anwesenheit von HA in

den Partikeln erschwerte die Abgabe von Sauerstoff (hohe Sauerstoffaffinit&t).
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ODCs von Hb-HA-MP
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Abb. 3-30: ODCs von Hb-HA-MP und Hb. Die Partikel sind bei pO, weniger als 1 mmHg vernetzt.
Die sO, bei bestimmtem pO, wurde mit GIl. 10 berechnet. Die sO, wurden gegen
korrespondierende pO, im Diagramm aufgetragen und die ODCs an diese Koordinaten angepasst.

Der p50 entspricht dem Sauerstoffpartialdruck pO, bei Halbsattigung.

3.5 Hb-Humanalbumin-Mischpartikel (Hb-HSA-MP)

Bei der Herstellung der Hb-HSA-MP wurden Hb und HSA in Gegenwart von CaCl, und
Na,CO3; copr&ipitiert. Die Partikel wurden mit 0,01 % GA unter sauerstoffarmen

Bedingungen fUr 1 h bei RT vernetzt, mit Glycin gequencht und mit NaBH, reduziert.

Die Hb-HSA-MP, bei denen das Gewichtsverhdtnis zwischen Hb und HSA bei der
Copr&ipitation 5 : 1 betrug, sind im Folgenden als Hb:HSA(5:1)-MP bezeichnet; Partikel,
bei denen das Gewichtsverhdtnis zwischen Hb und HSA bei der Copr&ipitation 10:1
betrug, sind im Folgenden als Hb:HSA(10:1)-MP bezeichnet.

Nach der modifizierten Copré&ipitation mit HSA wurde die Hb-Einkapselungseffizienz der
MP stark erniedrigt (s. Tabelle 3-2). Der MetHb-Gehalt der Partikel stieg nach der
Modifikation auf 24,6 £15,7% bei Hb:HSA(5:1)-MP und 23,3 +£153% beli
Hb:HSA(10:1)-MP (n=3), wéhrend der MetHb-Gehalt der Partikel nach der Postreduktion
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mit Ascorbins&ure wieder auf 12,1 +5,0 % bei Hb:HSA(5:1)-MP und 11,5 6,1 % bei
Hb:HSA(10:1)-MP (n=3) reduziert wurde.

3.5.1 GrdZ% und Morphologie der Hb-HSA-MP

Die GrdZnverteilungen der Hb-HSA-MP in CASY® ton L&ung (isotonisch, pH 7,3)
wurden mit dem CASY® 1 Cell Counter bestimmt (Abb. 3-31). Die Partikelgrd der
Hb-HSA-MP schwankte von Charge zu Charge zwischen 2,5 und 4,5 pm (bestimmt mit
der Software LSM Image Browser Release 4.2 bei CLSM-Bildern). Durchschnittlich
hatten die Hb:HSA(5:1)-MP und Hb:HSA(10:1)-MP die gleiche Grd2 von 3,0 0,5 pm.
Die Hb-HSA-MP wurden mit dem CLSM gemessen. Die Hb-HSA-MP waren sph&isch
und monodispers innerhalb einer Charge. (s. Abb. 3-32).

€L 0.00CR: 4000um 4‘
|

Hb:HSA(5:1)-MP

€L 0.00 CR: 40.00pm

Partikelanzahl
Partikelanzahl

Hb:HSA(10:1)-MP

o 10 20 30  40pm 0 10 20 30  40um
Abb. 3-31: GroRenverteilung der Hb-HSA-MP im CASY® 1 Cell Counter. Die Partikel waren in
isotonischer CASY® ton Losung (pH 7,3) suspendiert.

Abb. 3-32: CLSM-Aufnahmen von a) Hb:HSA(5:1)-MP und b) Hb:HSA(10:1)-MP.
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3.5.2 Partikelaggregation

Der prozentuale Volumenanteil der Partikelaggregate der Hb-HSA-MP wurde mit dem
CASY® 1 Cell Counter in CASY® ton L&ung bestimmt. Partikel mit einem Volumen
von > 524 fL (entsprechender Partikeldurchmesser > 10 pm) wurden als Aggregate gezéhlt.
Eine reduzierte Aggregatbildung der Partikel nach der modifizierten Copré&ipitation mit
HSA wurde beobachtet. Ohne Copr&ipitation mit HSA hatten die Partikel einen
Aggregatanteil von 19,5 14,2 %. Die Hb-HSA-MP bildeten deutlich weniger Aggregate
bei der Herstellung: 52 *15% bei Hb:HSA(5:1)-MP und 8,2%7,2% bei
Hb:HSA(10:1)-MP. Der Aggregatanteil sank mit steigender HSA-Konzentration, die bei
der Copré&ipitation eingesetzt wurde. Nach der Behandlung mit Ultraschall betrug der
Aggregatanteil bei Hb:HSA(5:1)-MP weniger als 0,1 % und bei Hb:HSA(10:1)-MP
weniger als 2,1 % (s. Abb. 3-33).

Prozentualer Volumenanteil der Partikelaggregate
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Abb. 3-33: Prozentualer Volumenanteil der Partikelaggregate von Hb-MP ohne Coprazipitation mit
HSA (Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH;) und Hb-HSA-MP (n=3). Die Partikel wurden mit 0,01 % GA
vernetzt, mit Glycin gequencht und mit NaBH, reduziert. Partikel mit einem Volumen von > 524 fL
(entsprechender Partikeldurchmesser > 10 um) wurden als Aggregate definiert und gezahlt. Die
Volumina der Aggregate geteilt durch die gesamten Volumina der Partikel ergaben den
Aggregatanteil. Die Partikel wurden in CASY® ton (isotonische Elektrolytldsung mit pH Wert von

7,3) suspendiert und gemessen.
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3.5.3 Zetapotential

Das Zetapotential der Hb-HSA-MP in NaCl-L&ungen unterschiedlicher lonenstéken
wurde jeweils in drei Ansdzen gemessen. Das Zetapotential der Partikel sank mit
steigender lonenstéke. Das Zetapotential der Hb-HSA-MP hatte sich im Vergleich zu
Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH,4 in 0,25 mM NaCl-L&ung stark erhéht. Das Zetapotential in
0,9% NaCl war nur leicht negativer geworden. Je hd&her die eingesetzte
HSA-Konzentration bei der Copré&ipitation eingesetzt war, desto hdher war das
Zetapotential der Partikel (s. Tabelle 3-10).

Tabelle 3-10: Zetapotential der Hb-MP und Hb-HSA-MP in NaCl-Lésungen verschiedener
lonenstarke (pH 7,0; n=3).

Zetapotential [mV]

0,25 mM NacCl 2,5 mM NacCl 150 mM NacCl

Probe
(Leitf&higkeit: (Leitf&higkeit: (Leitf&higkeit:
37 S/em) 350 pS/icm) 18,2 mS/cm)
Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH,4 -25,2 +3,8 -21,9 £3,2 -11,1 +£0,9
Hb:HSA(5:1)-MP -46,0 2,1 -33,8+1,8 -12,4 1,0
Hb:HSA(10:1)-MP -39,7 1,5 -32,4 1,4 -11,7 0,6

3.5.4 Phagozytose der Hb-HSA-MP
Die Phagozytoseaktivitden der GCs und MCs in heparinisiertem Vollblut nach der

Inkubation mit Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH4, Hb-HSA-MP und FITC-markierten E. coli
Bakterien wurden mit dem Phagotest®-Kit in vitro bestimmt (Abb. 3-34).
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Phagozytose der Hb-HSA-MP
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Abb. 3-34: Prozentualer Anteil der phagozytierenden Zellen (GCs und MCs) im Vollblut nach der
Inkubation mit Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH,;, Hb-HSA-MP und FITC-markierten E. coli Bakterien. Die
Mittelwerte und SDs wurden aus drei Versuchen berechnet. Die Partikel wurden mit 0,01 % GA
vernetzt, mit Glycin gequencht und mit NaBH, reduziert.

Die GC-Phagozytoseraten der Hb-HSA-MP waren im Vergleich zu den
Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH, leicht erhénit (4,6 £1,5% bei Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BHy,
5,8 +2,3 % bei Hb:HSA(5:1)-MP und 6,6 £0,8 % bei Hb:HSA(10:1)-MP). Im Vergleich
zu der MC-Phagozytoserate nach Inkubation mit Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH4 (4,9 2,1 %)
hatten sich die MC-Phagozytoseraten nach Inkubation mit Hb-HSA-MP (10,0 +4,6 % bei
Hb:HSA(5:1)-MP und 13,0 £4,6 % bei Hb:HSA(10:1)-MP) mindestens verdoppelt.

3.5.5 Inkubation in pl&tchenreichem Plasma (PRP)

Die Hb-HSA-MP wurden vor der Inkubation mit Ultraschall behandelt, um bereits
vorhandene Aggregate zu beseitigen. Anschliefend wurden die Partikel in PRP bei 37 €
fU 30 min unter sanftem Schaukeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden viele

Aggregate detektiert, die meist kleiner als 20 pm waren (s. Abb. 3-35).
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Abb. 3-35: CLSM-Bilder von PRP nach Inkubation mit Hb:HSA(5:1)-MP (links) und
Hb:HSA(10:1)-MP (rechts). Vor der Inkubation wurde die Konzentration der Hb-HSA-MP mit 0,9 %
NaCl auf 6 % (v/v) eingestellt und die Hb-HSA-MP mit Ultraschall behandelt, um vorhandene
Aggregate zu beseitigen.

3.5.6 Sauerstofftransportfunktion der Hb-HSA-MP

Die oxygenierten Hb-HSA-MP wurden am Spektralphotometer zwischen 380 und 700 nm
gescannt. Nach der Desoxygenierung mit Hilfe von 0,1 % SDT wurden die
desoxygenierten Hb-HSA-MP noch einmal zwischen 380 und 700 nm gescannt.
Oxygenierte und desoxygenierte Hb-HSA-MP hatten &nliche Spektren wie OxyHb und
DeoxyHb (s. Abb. 3-36 und Abb. 3-37).
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Spektren von Hb und Hb-HSA-MP nach Oxygenierung
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Abb. 3-36: Spektren von OxyHb und oxygenierten Hb-HSA-MP. Die oxygenierten Hb-HSA-MP
zeigten wie OxyHb drei Absorptionsmaxima zwischen 400 und 600 nm. Allerdings waren die zwei
Peaks zwischen 500 und 600 nm bei Hb:HSA(5:1)-MP sehr schwach. Die allmahliche Zunahme
der Basislinie der Spektren von Hb-HSA-MP ist auf die Streuung der Partikel zurtickzuftihren.

Spektren von Hb und Hb-HSA-MP nach
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Abb. 3-37: Spektren von DeoxyHb und desoxygenierten Hb-HSA-MP. Die Hb-HSA-MP zeigten wie
DeoxyHb zwei Absorptionsmaxima zwischen 400 und 600 nm (bei 432 und 556 nm). Die
allméhliche Zunahme der Basislinie der Spektren von Hb-HSA-MP ist auf die Streuung der Partikel

zurtickzufiihren.
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3.5.7 Sauerstoffbindungskurve (ODC)

Wie bereits aus den Spektren der desoxygenierten Hb-HSA-MP erkennbar, wurden die
Messungen durch die Lichtstreung der Partikel stark gest&t. Aus diesem Grund war es

nicht m&ylich, valide Messwerte fUr die ODCs zu bestimmen.

3.6 Modifikation mit Dx/Dx-HSA/Dx-mPEG

Bei der Modifikation mit Dx wurden Hb und Dx (Gewichtsverhdtnis 5 : 1) mit CaCO3
copr&ipitiert. Die Partikel wurden zuerst mit 0,005% GA unter sauerstoffarmen
Bedingungen fir 30 min bei RT vernetzt. Nach dem Waschen wurden die Partikel mit
Dx-L&ung inkubiert, um zus&zliches Dx auf der Partikeloberfl&he zu adsorbieren. Nach
den erneuten Waschgéngen wurden die Partikel mit SCI unter sauerstoffarmen
Bedingungen weiter vernetzt. Die GA-Konzentration von 0,005% war fir die
Partikelbildung ausreichend, da die Partikel zus&zlich mit SCI vernetzt wurden. Die

Partikel wurden mit Glycin gequencht und mit NaBH, reduziert.

Die Partikel nach der Aufl&ung wurden zus&zlich mit HSA oder mPEG-NH, weiter unter
sauerstoffarmen Bedingungen modifiziert. Die Carboxygruppen der Partikeloberfl&he
wurden zuerst mit EDC aktiviert. Mit Hilfe von NHS wurden die aktiven Intermediate als
NHS-Ester stabilisiert. Die Aminogruppen der HSA oder mPEG-NH; reagierten mit diesen
NHS-Estern zu Amiden. HSA oder mPEG-NH, sind somit kovalent an die

Partikeloberfl&he gebunden.

Die mit Dx modifizierten Hb-Partikel (ohne zus&zliche Modifikation) sind im Folgenden
als Hb-Dx-MP bezeichnet. Die mit HSA oder mPEG-NH; zus&zlich modifizierten
Hb-Dx-MP sind im Folgenden als Hb-Dx-HSA-MP oder Hb-Dx-mPEG-MP bezeichnet.
Nach der modifizierten Copré&ipitation mit Dx wurde die Hb-Einkapselungseffizienz der
MP leicht erniedrigt (s. Tabelle 3-2). Der MetHb-Gehalt der mit Dx modifizierten Partikel

war stark erhdnt, reduzierte sich aber nach der Postreduktion (s. Tabelle 3-11).
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Tabelle 3-11: MetHb-Gehalt der Partikel nach der Modifikation mit Dx/Dx-HSA/Dx-mPEG (n=3).

MetHb-Gehalt nach der

MetHb-Gehalt nach der

Proben

Herstellung [%0] Postreduktion [%6]
Hb-Dx-MP 30,2 +10,2 15,1 50
Hb-Dx-HSA-MP 34,2 9,7 14,5 +10,6
Hb-Dx-mPEG-MP 38,4 11,7 14,7 £8,9

3.6.1 Grd2 und Morphologie der Hb-Dx-(HSA/mPEG)-MP

Die Grd%nverteilungen der Hb-Dx-(HSA/mPEG)-MP in CASY® ton L&ung (isotonisch,
pH 7,3) wurden mit dem CASY® 1 Cell Counter bestimmt (Abb. 3-38). Die

Partikelgrdf%n der Partikel wurden mit der Software LSM Image Browser Release 4.2 aus

den CLSM-Bildern bestimmt. Sie schwankten von Charge zu Charge zwischen 2,5 und
4,5 pm. Durchschnittlich waren Hb-Dx-MP 3,2 £0,5 pm grof3 Nach der zus&zlichen
Modifikation mit HSA oder mPEG-NH, ver&nderte sich die PartikelgrdZ nicht wesentlich
(3,0 =0,6 pm bei Hb-Dx-HSA-MP und 3,2 0,6 pm bei Hb-Dx-mPEG-MP).

Partikelanzahl
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Abb. 3-38: GroRenverteilung der Hb-Dx-MP, Hb-Dx-HSA-MP und Hb-Dx-mPEG-MP im CASY® 1

Cell Counter. Die Partikel waren in isotonischer CASY® ton Losung (pH 7,3) suspendiert.
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Die Partikel wurden mit dem CLSM vermessen. Alle mit Dx modifizierten Partikel waren
sph&isch und monodispers innerhalb einer Charge. Die Partikel zeigten eine erh&hte
Autofluoreszenz im Vergleich zu den Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH4, Die Oberfl&he der
Partikel fluoreszierte st&ker als das Partikelinnere, was auf eine st&kere Vernetzung der
Partikeloberfl&he im Vergleich zum Partikelinneren hindeutet (s. Abb. 3-39). Das SCI ist
sehr reaktiv, hat ein Hydrolysepotential in w&ssrigem Milieu (s. Abb. 2-8) und kann

wahrscheinlich haupts&hlich das Hb auf der Partikeloberfl&che vernetzen.

Abb. 3-39: CLSM-Bilder von Hb-MP nach der Modifikation mit Dx. a) Hb-Dx-MP.
b) Hb-Dx-HSA-MP, c) Hb-Dx-mPEG-MP.
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3.6.2 Partikelaggregation

Der prozentuale Volumenanteil der Partikelaggregate der Hb-Dx-(HSA/mPEG)-MP wurde
mit dem CASY® 1 Cell Counter in CASY® ton bestimmt. Partikel mit einem Volumen
von > 524 fL (entsprechender Partikeldurchmesser > 10 um) wurden als Aggregate gezahlt.
Hb-Dx-MP, Hb-Dx-HSA-MP und Hb-Dx-mPEG-MP hatten ein sehr niedriges
Aggregationspotential. Der Volumenanteil der Partikelaggregate betrug bei Hb-Dx-MP nur
1,0 £0,3%, bei Hb-Dx-HSA-MP und Hb-Dx-mPEG-MP 1,5 #0,5% und war deutlich
niedriger als bei den Partikeln ohne Modifikation (19,5 +£14,2 %). Nach der Behandlung
mit Ultraschall konnten die Aggregate vollsténdig entfernt werden (Abb. 3-40).

Prozentualer Volumenanteil der Partikelaggregate
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Abb. 3-40: Prozentualer Volumenanteil der Partikelaggregate von Hb-MP ohne Modifikation
(Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH;) und mit Dx-Modifikation (Hb-Dx-MP, Hb-Dx-HSA-MP  und
Hb-Dx-mPEG-MP) (n=3). Hb-Dx-MP, Hb-Dx-HSA-MP und Hb-Dx-mPEG-MP wurden mit GA und
SCI vernetzt, Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH; wurden nur mit GA vernetzt. Alle Partikel wurden mit
Glycin gequencht und mit NaBH,; reduziert. Partikel mit einem Volumen von > 524 fL
(entsprechender Partikeldurchmesser > 10 um) wurden als Aggregate gezahlt. Die Volumina der
Aggregate geteilt durch die gesamten Volumina der Partikel ergaben den Aggregatanteil. Die
Partikel wurden in CASY® ton (isotonische Elektrolytlésung mit pH Wert von 7,3) suspendiert und

vermessen.
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3.6.3 Zetapotential

Das Zetapotential der mit Dx modifizierten Hb-MP in NaCl-L&ungen unterschiedlicher
lonensté&ken wurde jeweils in drei Ans&zen vermessen. Das Zetapotential der Partikel
sank mit steigender lonenstéke. Das Zetapotential der Hb-Dx-MP war deutlich negativer
als das Zetapotential der Partikel ohne Modifikation (s. Tabelle 3-12). Nach der
zus&zlichen Modifikation mit HSA oder mPEG-NH, hatten die Partikel ein im Vergleich

zu den nicht modifizierten MP ein reduziertes Zetapotential.

Tabelle 3-12: Zetapotential der Hb-MP mit oder ohne Maodifikation mit Dx in NaCl-Lésungen

verschiedener lonenstarke (pH 7,0; n=3).
Zetapotential [mV]
0,25 mM NaCl 2,5 mM NaCl 150 mM NaCl

Probe
(Leitfahigkeit: (Leitf&nigkeit: (Leitfahigkeit:
37 Slicm) 350 pS/cm) 18,2 mS/cm)
Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,4 -25,2 3,8 -21,9 3,2 -11,1 +0,9
Hb-Dx-MP -37,2+15 -329+11 -17,0 +0,8
Hb-Dx-HSA-MP -36,2 1,0 -26,1 1,2 -11,6 0,8
Hb-Dx-mPEG-MP -34,5 +0,5 -27,1+1,6 -12,4 £0,7

3.6.4 Phagozytose der Hb-Dx-(HSA/mPEG)-MP

Die Phagozytoseaktivitden der GCs und MCs in heparinisiertem Vollblut nach der
Inkubation mit Partikeln wurden mit dem Phagotest®-Kit in vitro bestimmt. Alle mit Dx
modifizierten Partikel wurden sehr stark durch GCs und MCs phagozytiert. Im Vergleich
zu Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH, hatte sich die GC-Phagozytoserate bei Hb-Dx-MP
vervierfacht und die MC-Phagozytoserate versechsfacht. Auch die zus&zliche
Modifikation mit HSA oder mPEG-NH, der Hb-Dx-MP hatte keinen positiven Einfluss in
Hinsicht auf die Reduktion der Phagozytose. Die Phagozytoseraten bei Hb-Dx-HSA-MP
und Hb-Dx-mPEG-MP unterschieden sich nicht von den Partikel Hb-Dx-MP (s. Abb.
3-41).
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Phagozytose der Hb-Dx-MP und deren Modifikationen
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Abb. 3-41: Prozentualer Anteil der phagozytierenden Zellen (GCs und MCs) im Vollblut nach der
Inkubation mit Hb-MP-GAOQ,01%-Gly-BH,, Hb-Dx-MP, Hb-Dx-HSA-MP, Hb-Dx-mPEG-MP und
FITC-markierten E. coli Bakterien (n=3). Die Mittelwerte und SDs wurden aus drei Versuchen
berechnet. Hb-Dx-MP, Hb-Dx-HSA-MP und Hb-Dx-mPEG-MP wurden mit GA und SCI vernetzt,
Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH, wurden nur mit GA vernetzt. Alle Partikel wurden mit Glycin gequencht
und mit NaBH, reduziert.

3.6.5 Inkubation in pl&tchenreichem Plasma (PRP)

Die mit Dx modifizierten Partikel wurden nach der kurzen Ultraschall-Behandlung in PRP
bei 37 T fUr 30 min unter sanftem Schaukeln inkubiert. Nach der Inkubation entstanden
viele grof® Aggregate (> 20 pm) (Abb. 3-42 a). Durch zus&zliche Modifikation mit HSA
oder mPEG-NH; mit Hilfe von EDC und NHS konnte die Aggregatbildung deutlich

verringert werden. Auf den CLSM-Bildern waren keine grof® Aggregate zu sehen (Abb.
3-42 b und c).
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Abb. 3-42: CLSM-Bilder von PRP nach der Inkubation mit a) Hb-Dx-MP. b) Hb-Dx-HSA-MP.
¢) Hb-Dx-mPEG-MP. Vor der Inkubation wurde die Konzentration der Partikel mit 0,9 % NaCl auf
6 % (v/Vv) eingestellt.

3.6.6 Sauerstofftransportfunktion der Hb-Dx-(HSA/mPEG)-MP

Die oxygenierten Partikel wurden am Spektralphotometer zwischen 380 und 700 nm
gescannt. Nach der Desoxygenierung mit Hilfe von 0,1% SDT wurden die desoxygenierten
Partikel noch einmal zwischen 380 und 700 nm gescannt. Die oxygenierten Partikel hatten
wie das OxyHb drei Peaks (bei ca. 415, 542 und 576 nm). Nach der Behandlung mit SDT
waren die Partikel desoxygeniert und hatten wie das DeoxyHb zwei Absorptionsmaxima
(432 und 556 nm). Bei oxygenierten Hb-Dx-MP waren die zwei Peaks zwischen 530 und
600 nm deutlich zu erkennen, wé&bnrend die Hb-Dx-HSA-MP und Hb-Dx-mPEG-MP nur
schwache Peaks zwischen 530 und 600 nm zeigten. (s. Abb. 3-43 und Abb. 3-44).
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Spektren von Hb und
Hb-Dx-(HSA/mPEG)-MP nach Oxygenierung
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Abb. 3-43. Spektren von oxygenietem Hb und oxygenirten Hb-Dx-(HSA/mPEG)-MP. Die
oxygenierten Partikel zeigten wie OxyHb drei Absorptionsmaxima zwischen 400 und 600 nm (bei
415, 542 und 576 nm). Bei oxygenierten Hb-Dx-MP waren die zwei Peaks zwischen 530 und
600 nm deutlich zu erkennen, wahrend die Hb-Dx-HSA-MP und Hb-Dx-mPEG-MP nur schwache
Peaks zwischen 530 und 600 nm zeigten. Die allmahliche Zunahme der Basislinie der Spektren

von Hb-HA-MP ist auf die Streuung der Partikel zuriickzufiihren.

Spektren von Hb und
Hb-Dx-(HSA/mPEG)-MP nach Desoxygenierung
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Abb. 3-44: Spektren von DeoxyHb und desoxygenierten Hb-Dx-(HSA/mPEG)-MP. Die Partikel
zeigten wie DeoxyHb zwei Absorptionsmaxima zwischen 400 und 600 nm (bei 432 und 556 nm).
Die allmahliche Zunahme der Basislinie der Spektren von Hb-HSA-MP ist auf die Streuung der

Partikel zurtickzufthren.
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3.6.7 Sauerstoffbindungskurve (ODC)

Die ODCs von mit Dx modifizierten Partikeln wurden bestimmt. Die mit Dx modifizierten
Partikel hatten eine sehr hohe Sauerstoffaffinit&. Die Hb-Dx-MP hatten einen p50 von ca.
1,5 mmHg (2 hPa). Nach der zus&zlichen Modifikation mit HSA oder mPEG-NH; sank
der p50 der Partikel weiter (< 0,5 mmHg). Die zusé&zliche Modifikation mit HSA oder
MPEG-NH, erhchte die Sauerstoffaffinitéh der Partikel. Die ODCs sind in Abb. 3-45
dargestellt.

ODCs von mit Dx modifizierten Partikeln

° —_—— —
<,
—Hb
— Hb-Dx-MP
T %01 — Hb-Dx-HSA-MP
~ 50
o — Hb-Dx-mPEG-MP
® 40 |
30 -
20 -
10 -
O T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
p Oz [mmHg]

Abb. 3-45: ODCs von Hb, Hb-Dx-MP, Hb-Dx-HSA-MP und Hb-Dx-mPEG-MP. Die Partikel sind bei
pO, weniger als 1 mmHg vernetzt. Die sO, bei bestimmtem pO, wurde mit Gl. 10 berechnet. Die
sO, wurden gegen korrespondierende pO, im Diagramm aufgetragen und die ODCs an diese

Koordinaten angepasst. Der p50 entspricht dem Sauerstoffpartialdruck pO, bei Halbséttigung.
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4 Diskussion

Hé&moglobin-basierte Sauerstofftréger (HBOCs) wurden in den letzten 30 Jahren und
werden auch gegenwatig aufgrund der begrenzten Nutzung des menschlichen Blutes
intensiv erforscht. Stromafreies Hb ist nicht als Blutersatz geeignet, da Hb auf%rhalb der
RBC schnell in zwei af-Dimere zerfdlt, was zu akutem Nierenversagen und einer kurzen
Verweildauer in der Blutbahn fthrt [4,5,49-51]. In vivo induziert freies H&moglobin
Vasokonstriktion, was Blutdruckanstieg, Erhchung des pulmonalarteriellen und peripheren
Widerstandes, Reduktion der Herzfrequenz, des Herzzeitvolumens und der
Gewebedurchblutung verursacht [5,50,55-60]. Um Hb als Sauerstofftréger verwenden zu
k&nen, muss es durch z. B. intra- oder intermolekulare Vernetzung oder Einkapselung in

Mikro- oder Nanopartikel modifiziert werden.

Viele HBOCs konnten zwar die gewtnschte Wirksamkeit zeigen (z. B. Reduktion der
Fremdbluttransfusion), hatten aber gleichzeitig schwerwiegende Nebenwirkungen wie die
Ausbildung einer Hypertonie aufgrund der Vasokonstriktion der Gefd2. Die
Polymerisation des H&moglobins zu einem h&heren Molekulargewicht bei gleichzeitig
niedrigerem p50 wé&e ein L&ungsansatz zur Verhinderung der Vasokonstriktion und

wirde einen geeigneten ,,Blutersatz™ ergeben [75,115].

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Hb-MP als potentielle Sauerstofftr&ger
herzustellen. Die Partikel sollten einfach, effizient und kosteneffektiv hergestellt werden.
Dabei sollte das kirzlich von B&mler und Georgieva [119] entwickelte Verfahren
angewendet werden. Das Hb wurde zuerst mit CaCl, und Na,COs; zu
Hb-CaCOgs-Mikropartikeln copréipitiert. Durch die anschliefnde Vernetzung des Hb und
Aufléung des CaCOgj entstehen Hb-MP. Es sollten die morphologischen, physiko-
chemischen und immunologischen Eigenschaften sowie die Sauerstoffaffinité& der Hb-MP
charakterisiert werden, um die Ausgangsbedingungen fir die Herstellung der Hb-MP zu
definieren. Desweiteren sollte der Gasaustausch und die MetHb-Konzentration in den
Partikeln und der Einfluss der Oberfl&chenmodifikation der Hb-MP mit ausgewéhlten

Polymeren auf ihre Immunreaktion und ihr Aggregationsverhalten untersucht werden.
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Als Ausgangssubstanz fir HBOCs stehen menschliches H&moglobin, gentechnisch
hergestelltes H&moglobin und tierisches H&moglobin wie Rinder-H&moglobin (bovine
hemoglobin) oder Schweineh&noglobin zur Verfigung. Menschliches H&mnoglobin wird
Ublicherweise aus verfallenen Blutkonserven gewonnen. Die Verfipgbarkeit ist somit
limitiert [5,27,73,150]. Gentechnisch hergestelltes H&moglobin ist noch zu teuer und steht
auch nicht in ausreichender Menge zur Verfigung [5,27]. Tierisches H&moglobin ist daher
eine gute Alternative, da z. B. Rinder-Hamoglobin dem Human-H&moglobin strukturell
sehr &nlich ist. Das Ubertragungsrisiko fir bovine spongiforme Enzephalopathie
(BSE) [5,27,73] kann minimiert werden, indem Blut von Rindern aus BSE-freien Herden

verwendet wird.

Ein wichtiger Unterschied zwischen beiden Proteinen ist die Regulation der
Sauerstoffaffinita. Die Sauerstoffaffinité des Human-H&moglobins wird haupts&hlich
durch 2,3-BPG reguliert, wérend fi Rinder-H&moglobin CI° statt 2,3-BPG als
allosterischer Regulator dient [5,73,151-154]. Ein Vorteil der allosterischen Regulation
durch CI" anstatt 2,3-BPG ist, dass die CI-lonen nattrliche Bestandteile des menschlichen
Blutplasmas sind, wohingegen 2,3-BPG nur innerhalb der RBCs vorhanden ist. Somit
kdnnte die Sauerstoffaffinit& der zellfreien HBOCs aus Rinder-H&moglobin effektiver in
der Blutbahn reguliert werden. Daher wurde Rinder-H&mnoglobin in der vorliegenden

Arbeit verwendet.

4.1.1 Methode zur Hb-MP-Herstellung

Die Verkapselung von Hb in Nano- oder Mikropartikeln (-kapseln) kann mit
verschiedenen Methoden erzielt werden. Hb-Mikrokapseln wurden mittels Grenzfl&hen-
Polykondensation [93] oder Grenzfl&hen-Crosslinking [155] hergestellt. Hb-Nano- oder
Mikrosph&en lief®n sich mittels Doppelemulsionsverfahren pré&parieren [156-158]. Hb
konnte ebenfalls in Liposomen [5,96] oder in Nanokapseln mit bioabbaubaren Polymeren

als Membran [104] eingeschlossen werden.

Chang war der Erste, der die Hb-Mikrokapseln mit Nylonmembranen durch Grenzfl&chen-
Polykondensation oder Grenzfl&hen-Koazervation hergestellt hat [93]. Dabei wurden das
Erythrozyten-H&molysat und 1,6-Hexandiamin in Chloroform-Cyclohexan mit Hilfe des

Emulgators zu Mikrotré&pfchen emulgiert. Dicarbons&urechlorid (Sebacoylchlorid, ebenso
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in  Chloroform-Cyclohexan) wurde als Vernetzer anschliefend hinzugegeben.
1,6-Hexandiamin wurde an der Grenzfl&he des Mikrotr&pfchens zu Nylon polymerisiert,
so dass Hb-Mikrokapseln entstanden [93]. Diese Nylonmembran ist semipermeabel,
jedoch nicht bioabbaubar, so dass auf 1,6-Hexandiamine verzichtet wurde, um
bioabbaubare Mikrokapseln herzustellen [155]. Dabei wurde Hb an der Grenzfl&he des
Mikrotrdpfchens mit Dicarbons&urechlorid zur Kapselmembran vernetzt (Grenzfl&hen-
Crosslinking). Zus&zlich wurde GA eingesetzt, um die Kapselwand verst&kt zu vernetzen,
damit das Hb nicht aus den Mikrokapseln freigesetzt wird [155]. Hb 1&sst sich gut mittels
Grenzflachen-Polykondensation oder Grenzfl&hen-Crosslinking mikroverkapseln. Die
Grd2% der Mikrokapseln ist durch die Rthrgeschwindigkeit bei der Herstellung einstellbar.
Die Grdnverteilung der Mikrokapseln ist jedoch breit [155]. Die Kapselmembranen sind
stabil gegen Freisetztung des Hb aus dem Kapselinneren. Derartige Mikrokapseln lief%n
sich lyophilisieren und rehydrieren. Allerdings war der MetHb-Gehalt hoch (20 - 25 %).
Auferdem wurden grof® Mengen organischer L&ungsmittel und Tenside bei der
Herstellung eingesetzt (ein Teil Hb-L&ung wurde am Ende mit zwdf Teilen des
organischen  L&ungsmittel  emulgiert [93,155]). Der Einsatz der organischen
L&ungsmittel kann einerseits das Hb denaturieren / besch&ligen, andererseits erhcnt es die

Herstellungskosten erheblich.

Das Verfahren der Doppelemulsion und L&ungsmittel-Verdampfung / -Diffusion (solvent
diffusion / evaporation) wird h&ufig bei der Herstellung der Polymerpartikel angewandt.
Hb beladene Polymer-Nano- oder Mikropartikel k&wnen ebenso mit dieser Methode
hergestellt werden [157-159]. Das Matrixpolymer wird zuerst in einem nicht mit Wasser
mischbaren organischen L&ungsmittel gel &Gt (O-Phase); die Hb-L&ung (W1-Phase) wird
dann in diesem organischen L&ungsmittel emulgiert (W1/O-Emulsion). Die primé&e
W1/O-Emulsion wird anschlief®nd in einer externen Wasserphase emulgiert und die
Doppelemulsion W1/O/W2 entsteht. Das organische L&ungsmittel wird durch
Evaporation oder Diffusion entfernt und das Polymer als Mikro- oder Nanopartikel
pr&ipitiert. Dabei wird das Hb gleichzeitig in den Partikeln eingeschlossen [157-159]. Im
Vergleich zur Grenzfl&chen-Polykondensation ist die Menge des eingesetzten organischen
L&ungsmittels beim Doppelemulsionsverfahren reduziert. Das Volumen des organischen
L&sungsmittels ist aber immer noch vier bis zehn Mal h&her als das Hb-Volumen. Der
Materialverbrauch ist relativ hoch. FUr eine 0,5 mL Hb-L&ung missen z.B. 5 mL

organisches L&ungsmittel (O-Phase) und 200 mL - 400 mL externe wé&ssrige Phase
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benutzt werden [157-159]. Das in diesen Polymerpartikeln immobilisierte Hb ist nicht
stabilisiert, so dass bis zu 40 % des Hb in den ersten zehn Stunden nach der Resuspension

der lyophilisierten Partikel in PBS schlagartig freigesetzt werden (burst release) [160].

In Liposomen eingekapseltes Hb (LEH) wird ebenfalls intensiv untersucht. FUr die
LEH-Herstellung ist allerdings die Verwendung teuerer Lipide unerl&slich. Altere
Generationen von LEH hatten eine schlechte Hb-Verkapselungseffizienz und
Stabilit& [94]. Neuere Entwicklungen der LEH (H&moglobin-Vesikel, HbV) zeigen jedoch
Fortschritte hinsichtlich der Hb-Verkapselungseffizienz, Stabilit& und immunologischen
Eigenschaften [15,95,96]. Die HbV werden mit Hilfe der Extrusionsmethode hergestellt.
Die Lipide werden zuerst in einem organischen L&ungsmittel wie Chloroform gel&st. Das
organische L&ungsmittel wird dann mittels Rotationsverdampfung entfernt, so dass ein
Lipidfilm entsteht. Der Lipidfilm wird danach in einer NaOH-L&ung dispergiert. Die
erhaltenen grof®n, multilamellaren Vesikel (MLV) werden durch eine Membran mit
10 pm Porengrd? extrudiert. Die erhaltenen Vesikel (kleiner als 10 pm) werden dann
durch Einfrieren-Auftauen behandelt (Vesikelgrd2 kann somit auf 500 nm reduziert
werden) und anschlief®nd lyophilisiert. Das lyophilisierte Pulver wird in konzentrierter
Hb-L&ung dispergiert und die 500 nm grof®n Vesikel werden dann druch Membranfilter
zun&hst mit einer Porengrd® von 0,45 pm, dann 0,3 pm und schliefdich 0,22 pm
extrudiert. Dabei entstehen HbV mit einer durchschnittlichen Grd2 von 250 nm [95,161].
Durch die komplizierte Herstellung und die Anwendung von teueren Lipiden lassen sich
die HbV nicht kosteneffektiv herstellen. Der Produktionsmaf&tab von Liposomen ist
immer noch begrenzt. Zu diesem Zeitpunkt ist die Produktion noch nicht ausreichend fir
klinische Studien [5,95]. Grof® Lipidmengen k&hnen die phagozytische Funktion des
mononukle&en Systems (MPS) abschwé&hen. Auf®rdem ist die Lipidmembran der LEH
oder HbV fUr Reduktionsmittel und Glucose nicht durchl&ssig, was die MetHb-Bildung
beginstigen kann [15].

Changs Gruppe hat neuartige Hb-Nanokapseln mit bioabbaubaren Polymeren als Membran
entwickelt [103]. Die Polylactide und Lipide wurden zuerst in den organischen
L&ungsmitteln Ethanol und Aceton gel&Gst. Diese L&ung wurde langsam in eine
tensidhaltige Hb-L&ung unter Rthren injiziert. Die Diffusion von Ethanol und Aceton in

der wéssrigen Phase bewirkte die Bildung von Hb-Nanokapseln [103]. Diese Methode ist
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einfach. Jedoch missen auch hier organische L&ungsmittel und die teueren Lipide

verwendet werden.

In der vorliegenden Arbeit hingegen erfordert die verwendete Methode keine Verwendung
organischer L&ungsmittel. Die eingesetzten anorganischen Ausgangssubstanzen fUr die
Partikelherstellung wie CaCl, und Na,CO;3; sind preisgUnstig und nicht toxisch. Es ist
keinerlei spezielles Ger& notwendig; bei der Copré&ipitation ist ein Kklassischer
Magnetrthrer ausreichend; fUr die Reinigung der Partikel kommt die Zentrifuge zum
Einsatz. Zusammenfassend ist die hier beschriebene Methode fUr die Herstellung von
Hb-MP einfach, effizient und kosteneffektiv.

Die Pr&ipitation von CaCOgs ist ein komplexer Prozess, der bereits mehr als 100 Jahre
untersucht wird [162]. CaCO; kommt in verschiedenen Modifikationen vor. Drei
wasserfreie  Polymorphe (Calcit, Aragonit und Vaterit) existieren neben zwei
Hydratformen und dem amorphen CaCO;[163]. Die drei wasserfreien Kkristallinen
Polymorphe haben typische Morphologien: Calcit liegt als Rhomboeder vor, Aragonit als
Nadeln und Vaterit als polykristalline Sph&en. Wé&brend Calcit die thermodynamisch
stabile Form ist, sind die anderen Modifikationen nur metastabil oder instabil [163]. Die
Pr&ipitation / Kristallisation von CaCO3; wird durch die Salzarten, die Konzentration der
SalzlGsungen, den pH-Wert, die Temperatur, die Rthrdauer und die Rthrgeschwindigkeit
beeinflusst. Verschiedene Zusatzstoffe wie zweiwertige Kationen, organisches
L&sungsmittel und Makromolekile haben ebenfalls Einfluss auf die Morphologie von
CaCO;3 [162-165].

In der Regel ist der erste Schritt der CaCOgs-Pr&ipitation die Bildung von amorphem
CaCOg, das bei RT vorzugsweise in Vaterit und schliefdich in Calcit umgewandelt
wird [162,166,167]. Beim Mischen von CaCl,- und Na,COs-L&ungen entstehen zuerst
amorphe CaCO3-Nanopartikel. Diese aggregieren dann zu sph&ischen MP, was in Abb.

4-1 schematisch dargestellt ist [167].
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Abb. 4-1: Entstehung von CaCOs-Mikropartikel [167].

Derartige CaCO3-MP haben einen isoelektrischen Punkt von 8,5. Die Partikel sind por&
und haben Porengrdn von 20 - 60 nm [167]. Die effektive Oberfl&he der CaCO3-MP ist
somit stark vergrdZrt und etwa elf Mal grdZr als die von nicht-por&sen MP [164].
Aufgrund der grof®en Oberfl&he und der nanometergrof®n Poren sind die sph&ischen
CaCO3-MP in der Lage, Makromolektle wie z. B. Proteine oder Polysaccaride Uber

physikalische Adsorption / Porendiffusion effektiv zu immobilisieren [164,167].

Wenn die Biopolymere gleichzeitig mit CaCO3 copré&ipitiert werden, werden sie noch
effektiver in die CaCO3-MP integriert. Die wé&rend der Kristallisation anwesenden
Biopolymere k&wnen bereits an die Oberfl&che der prim&en CaCOs-Nanopartikel
adsorbieren, wodurch den Makromolekien fir die Adsorption eine wesentlich grdZre
Gesamtoberfl&che zur Verflgung steht [168]. Wé&arend der Copréipitation kcanen die
Biopolymere auch in das Netzwerk von Kapillaren und Hohlr&umen, die bei der
kolloidalen Aggregation der prim&en Nanopartikel zu MP gebildet werden, eingekapselt
werden [168]. Durch die Copré&ipitation der Biomakromolektle mit CaCO3; kann die

Einkapselungseffizienz der CaCO3-MP ca. um das 5-fache erhént werden [168].

Da das Ziel der Arbeit u.a. darin bestand, eine optimale Hb-Konzentration bei der
Copr&ipitation zu erreichen, ist der Vergleich mit menschlichen Erythrozyten sinnvoll.
Das mittlere Erythrozytenvolumen (mean corpuscular volume, MCV) liegt bei 90 fL [169],
der mittlere H&moglobingehalt je Erythrozyt (mean corpuscular hemoglobin, MCH) bei
30pg Hb[169]. Die hdé&hste Hb-Bindungseffektivitd der CaCO3-MP in  den
Versuchsreihen betrug 8,0 mg Hb / mmol CaCO3-MP. Die CaCO3-MP haben eine Dichte
von 1,6 g/mL [170]. Damit entsprechen 8,0 mg Hb / mmol CaCO3-MP 2,2 pg Hb / Partikel,
wenn eine mittlere Partikelgrd%® von 3,2 pm angenommen wird oder 11,5 pg Hb /90 fL
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CaCO3-MP. Das heil3, die Hb-Beladung der CaCO3;-MP entsprach einem Drittel der
Hb-Konzentration der Erythrozyten.

Durch die Copr&ipitation des Hb in Gegenwart von anderen Polymeren z. B. HSA, HA
oder Dx wurde die Hb-Einkapselungseffizienz der CaCO3-MP erniedrigt. Wenn andere
Polymere bei der Copré&eipitation auch vorhanden sind, wird ein Teil der anderen Polymere
ebenfalls in CaCOs;-MP eingekapselt. Da nur eine bestimmte Menge Polymer in

CaCO3-MP immobilisiert werden kann, wird weniger Hb eingekapselt.

Um die Grd2 des HBOCs zu erhdhen, wird das Hb h&ufig in freier L&ung polymerisiert
oder nano- / mikroverkapselt [5]. Die Polymerisation des Hbs mit GA in freier L&ung
fthrt zu einem inhomogenen Produkt mit breiter GrdZnverteilung [171]. So ergibt sich
z. B. bei einer zweistindigen Polymerisation des Hb mit GA in einem molaren Verh&8tnis
von 1 : 60 polymerisiertes Hb mit 15 - 500 Hb-Tetrameren [171]. Im Gegensatz dazu fihrt
das Verfahren der Copré&ipitation zu MP zu einer homogenen Grd%nverteilung.
Durchschnittlich hat ein MP 2,2 pg Hb, das entspricht ca. 2 -10” Hb-Tetrameren. Nach
einer einsttndigen Inkubation mit einer 0,01 %igen GA-Konzentration in der L&ung
(molares Verh&tnis zu Hb 68 : 1) werden 2 -10" Hb-Tetramere in einem Mikropartikel
vernetzt, was wesentlich effizienter als in freier L&ung ist und den Verbrauch an GA

deutlich reduziert.

Die Anwendung dieser Methode ist dabei nicht nur auf Hb begrenzt. MP aus anderen
Biopolymeren wie z. B. Albuminen, Enzymen und Polysacchariden k&inen ebenso
hergestellt werden [122,172].

4.1.2 Methamoglobinbildung

Da MetHb keinen Sauerstoff transportieren kann, ist eine hohe Meth&noglobinbildung
nachteilig bei der Herstellung von HBOCs. Es wurde ein hoher MetHb-Gehalt (> 15 %) in
allen Hb-MP nach der Herstellung beobachtet. Je hcher die
Vernetzer- (GA-) Konzentration, die bei der Vernetzung eingesetzt wurde, desto mehr
MetHb wurde gebildet. Bei nicht modifizierten Partikeln erh&te sich der MetHb-Gehalt
auf mindestens 18 %, wénrend er vor der Herstellung weniger als 4 % betrug. Quenchen

mit Glycin und Reduktion mit NaBH,; k&wen den MetHb-Gehalt erniedrigen. Der
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MetHb-Gehalt blieb trotzdem hoch (15 %). Samtliche Modifikationen der Hb-MP und die
Herstellung der Mischpartikel mit anderen Biopolymeren ergaben einen hdheren
MetHb-Anteil (mehr als 20 % MetHb) im Vergleich zu reinen, nicht modifizierten
Hb-Partikeln. Ein besonders hoher MetHb-Gehalt wurde bei mit Dx modifizierten
Partikeln (GA und SCI als Vernetzer) ermittelt. Hier wurde ca. ein Drittel des Hb zum

MetHb umgewandelt.

Das Hb neigt zu spotaner Autooxidation zu MetHb in Gegenwart von Sauerstoff. In RBCs
existiert jedoch das intraerythrozytées Reduktionssystem, das die MetHb-Konzentration
im Allgemeinen 1 - 2 % nicht Uberschreiten I&sst [5,36,43]. Zellfreies Hb ist nicht durch
das intraerythrozyt&e Reduktionssystem geschiizt. Bei unmodifiziertem Hb stellt die
Globinkette des Hb einen schiizenden Mantel dar. Sie schiizt das Eisen im H&m vor einer
Oxidation durch Sauerstoff [38]. Modifiziertes Hb autooxidiert meistens schneller als
unmodifiziertes Hb. Die Pr&paration von mit GA vernetztem Hb ist immer mit einer
starken Bildung des MetHb und einer erhchten Autooxidation verbunden [5,75,140,171].
Es wird vermutet, dass sich die Konformation des Hb wé&hrend der Vernetzung mit GA
veréndert und der Schutzmantel des H&ms durch die Globinkette verloren geht (Offnung
der Ham-Tasche), so dass das modifizierte Hb weniger vor der Oxidation geschtizt
wird [5].

In dem untersuchten GA-Konzentrationsbereich gab es vermutlich einen logarithmischen
Zusammenhang zwischen der eingesetzten GA-Menge und dem MetHb-Gehalt. In
niedrigem GA-Konzentrationsbereich reagieren vermutlich die beiden Aldehydgruppen
des GA mit Aminogruppen des Hb, was zu stakeren Konformationsénderungen des Hb
und schliefdich zu schnellem MetHb-Anstieg bei Erhdwung der GA-Konzentration fthrte.
Im héheren GA-Konzentrationsbereich wirde vermehrt nur eine Aldehydgruppe von GA
mit Aminogruppen des Hb reagieren, da die Anzahl der Aminogruppen des Hb begrenzt ist
und GA-MolekUe unter einander konkurrieren wirden. Steigt also die GA-Konzentration
in einen hcdheren Bereich, wirde sich die Konformation des Hb nicht mehr so stark wie im
niedriegen GA-Konzentrationsbereich &ndern. Der Anstieg des MetHb-Gehalts ist somit

langsamer.

Die Partikel lassen sich nachtr&glich mit einem geeigneten Reduktionsmittel behandeln,

um den MetHb-Gehalt zu reduzieren. In der vorliegenden Arbeit wurde z. B.
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Ascorbins&re nach der Herstellung eingesetzt, womit der MetHb-Gehalt erfolgreich
reduziert wurde. Bei nicht mit anderen Polymeren modifizierten Partikeln konnte der
MetHb-Anteil somit auf weniger als 7 % reduziert werden. Ascorbins&ure ist ein starkes

Reduktionsmittel, welches das MetHb deutlich reduzieren kann [5].

4.1.3 Morphologische Eigenschaften der Partikel

Die Bildung von CaCO3-MP ist ein komplexer VVorgang. Bei der Pr&ipitation bilden sich
zuerst amorphe CaCO3-Nanopartikel. Diese Nanopartikel aggregieren dann zu sph&ischen
Mikropartikeln (Abb. 4-1) [167]. Wenn die CaCOs;-MP nicht stabilisiert werden,
rekristallisieren sie zu rhomboedrischem Calcit [162,166,167]. Verschiedene Zusatzstoffe
wie Makromolektle k&wnen den Kiristallisationsprozess von CaCOs;  stark
beeinflussen [163,168]. Sie kdnnen die Keimbildung erhchen und die Partikelgrd®
verringern oder die Keimbildung hemmen und damit die Partikelgrdd® erhdhen [168].
Beispielsweise adsorbieren Proteine sowohl auf der Oberfl&che der prim&en Nanopartikel
als auch der Mikropartikel und kd&wnen damit die Morphologie der Partikel
stabilisieren [163,168,173]. Durch die Auswahl geeigneter Zusatzpolymere lassen sich
CaCOgs-Hybridpartikel mit bestimmter Struktur herstellen [173].

Nach der Copr&ipitation von Hb mit CaCO;3; adsorbiert Hb auf der Oberfl&che der
prim&en Nanopartikel und der Mikropartikel. Die Hb-CaCO3;-MP sind somit in
sph&ischer Form stabilisiert. Nach der Vernetzung des Hb und Aufl&ung des CaCOs;

entstehen schwammartige Hb-MP; die Form und GrdZ der Partikel bleiben erhalten.

Alle in der vorliegenden Arbeit hergestellten Hb-MP waren sphé&isch, innerhalb einer
Charge waren die Partikel monodispers. Eine gleichm&3ge Verteilung des Hb wurde in
nicht mit Polymeren modifizierten Hb-MP, in PEGylierten, in mit Dx modifizierten
Partikeln sowie in Hb-HSA-Mischpartikeln gefunden. Die nicht mit Polymeren
modifizierte Hb-MP waren durchschnittlich 3,2 pm grof3 Die GA-Konzentration hatte
keinen Einfluss auf die Form und Grd2 der Partikel, fUnrte aber zur Autofluoreszenz der
Partikel. Nach Behandlung mit NaBH, wurde die Intensit& der Autofluoreszenz reduziert.
Bei Hb-HSA-Mischpartikeln wurden die Form und Grd% der Partikel nicht wesentlich
ver&ndert. Bei Hb-Dx-MP wurden Hb und Dx zuerst mit CaCOj3 copréipitiert. Das Dx

wurde zus&zlich auf die Partikeloberfl&che adsorbiert und vernetzt. Die Form und Grd%
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der Hb-Dx-MP wurde im Vergleich zu nicht mit Polymeren modifizierten Hb-MP auch
nicht wesentlich veréndert. Auch sémtliche Modifikationen an den Partikeln nach der
Auflésung &nderten die Form und die Grd2 nicht (im Vergleich zu Partikeln vor den
Modifikationen). Dazu z&len die PEGylierung der Hb-MP und die
Oberfl&chenmodifikationen mit HSA oder mPEG-NH; mittels EDC / NHS bei Hb-Dx-MP.

Die Hb-HA-Mischpartikel hatten eine ganz andere Form. Eine ungleichm&3ge Verteilung
des Hb wurde in Hb-HA-MP gefunden. Die Partikelgrd®n schwankten deutlich st&ker
von Charge zu Charge im Vergleich zu Hb-MP, Hb-HSA-MP und Hb-Dx-MP. Wie oben
schon erwénnt, wird der Kristallisationsprozess der CaCO3; durch die Anwesenheit von
Polymeren beeinflusst [163]. Insbesondere wenn acidische Polymere verwendet werden.
Die Carboxygruppen der acidischen Polymere ké&nnen Ca®* coordinativ binden und die
acidischen  Polymere  hemmen die Kristallisation und stabilisieren  die
CaCOs-Nanopartikel [174-179]. HA ist ein acidisches Polysaccarid mit hohem
Wasserbindevermdgen [180]. Vernetzte HA ist ebenfalls fénig, grof® Mengen an Wasser
zu binden und zu quellen [181,182]. Die Stéke der Quellung ist abh&ngig z. B. von der
Salzkonzentration und dem pH-Wert. Die St&ake der Quellung sinkt mit steigender
Salzkonzentration [181,182]. Das Hb ist ein globul&es Protein mit isoelektrischem Punkt
von pH 6,8 [183]. Es ist kein acidisches Polymer und die Quellungseigenschaft ist bei Hb
nicht bekannt. Es ist sehr wahrscheinlich, dass bei der Copré&eipitation eine Entmischung
stattfand. Nach der Aufl&ung des CaCO3; wurden die Partikel mit Ampuwa® (durch
Destillation hergestelltes Wasser fUr Injektionszwecke) gewaschen. Dabei konnte die HA
stark quellen und das Hb weiter verdrangen, was in den ungleichméafigen ,,Mantel“- oder

,,Rosen‘-Strukturen resultierte.

Die mit CASY® 1 Cell Counter bestimmten Partikelgrdd®n waren Kleiner als die
mikroskopisch bestimmten Grd%®n. Der CASY® 1 Cell Counter arbeitet nach dem
Widerstandsmessprinzip. Bei der Passage der Partikel durch die Messkapillare wird ein
partikelabhzngiges Elektrolytvolumen verdréngt, was zur Anderung der angelegten
elektrischnen ~ Spannung und zu einer Widerstandserhéhung  fthrt.  Diese
Widerstandserhdwng ist ein Mafd3 fir das Volumen der Partikel. Aus der
Volumenverteilung wird die Grdnverteilung berechnet [129]. Hb-MP sind nach der
Aufl&ung von CaCO3; schwammartig und enthalten Elektrolyte. Wenn ein Partikel die

Messkapillare passiert, verdréngt der Partikel zwar genau so viel Elektrolyt wie ein
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kompakter Partikel. Im Partikel selbst wird jedoch Elektrolyt mitgefthrt, so dass dessen
Leitfehigkeit hcher ist als die eines kompakten Partikels. Das fthrt zu einem geringeren
elektrischen Widerstand und damit zu einer scheinbar geringeren Grdd%. Die berechnete
Partikelgrd2 ist somit kleiner als die mikroskopisch bestimmte Grd2. Insbesondere bei
den Hb-HA-MP lisst sich aufgrund der Anschwellung der HA und der ,,Rosen‘-Struktur
vermuten, dass die Partikel viele hohle R&me besitzen. Daher sind manche Hb-HA-MP
unter dem CLSM zwar ca. 10 pm grof3 aber im CASY® 1 Cell Counter als 2 - 3 pm

berechnet.

4.1.4 Physiko-chemische Eigenschaften der Partikel

4.1.4.1 Zetapotential

Alle Partikel hatten negative Ladungen an ihrer Oberfl&che (negatives Zetapotential). Hb
hat einen isoelektrischen Punkt von pH 6,8 [183], d. h. Hb hat mehr anionische (wie
Carboxygruppen) als kationische Gruppen (wie Aminogruppen). Wéarend der Vernetzung
reagieren die nukleophilen Aminogruppen mit dem Vernetzer, so dass die Carboxygruppen
nach der Vernetzung deutlich im Uberschuss sind, was zu einem negativen Zetapotential
der Partikel in neutraler NaCl-L&ung fihrte. Das Zetapotential der Partikel stieg mit
steigender GA-Vernetzerkonzentration, da mehr Aminogruppen des Hb mit GA reagieren
(s. Abb. 2-3), die Oberfl&he wird dann st&ker negativ beladen. Nach dem Quenchen mit
Glycin und der Reduktion mit NaBH,4 war das Zetapotential leicht erhéht. Beim Quenchen
reagiert die Aminogruppe des Glycins mit der restlichen Aldehydgruppe von GA und, die
Carboxygruppe des Glycins tr&t mit seiner zus&zlichen negativen Ladung zu einer

Verringerung des Zetapotentials bei.

Bei der PEGylierung wird die Ladung der Partikeloberfl&he durch die Hydratationsschicht
des PEG abgeschirmt. Da sich durch die Hydratationsschicht die hydrodynamische

Scherebene verschiebt, erniedrigt sich das Zetapotential der Partikel nach der PEGylierung.
Die Hb-HSA-Mischpartikel hatten ein leicht erh&ntes (negativeres) Zetapotential im

Vergleich zu den Hb-MP. Der isoelektrische Punkt von HSA liegt zwischen pH 4,6 und
pH 5,3 [184,185] und ist somit niedriger als der von Hb (pH 6,8 [183]). Das ist darauf
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zurickzufthren, dass HSA im Vergleich zum Hb mehr anionische Gruppen hat. Das
spiegelt sich auch im erhchten Zetapotential der Hb-HSA-MP im Vergleich zu den Hb-MP

wider.

Die Hb-HA-Mischpartikel hatten ein stark erhdhtes Zetapotential im Vergleich zu den
Hb-MP. HA st ein stark acidisches Polymer und hat viele freie Carboxygruppen. Durch
Einfthrung von HA kann das Zetapotential der Partikel stark erhcht werden.

Die mit GA und SCI vernetzten Hb-Dx-MP hatten ebenfalls ein stark negatives
Zetapotential, da bei der Vernetzung neue Carboxygruppen bei der Nebenreaktion von SCI
mit H,O entstehen. Dabei reagiert eine funktionelle Gruppe des SCI mit Hb oder Dx und
die andere funktionelle Gruppe des SCI wird zur Carbons&ure hydrolysiert (s. Abb. 2-8).
Nach zus&zlicher Modifikation mit HSA oder mPEG-NH; mittels EDC/NHS bei
Hb-Dx-MP hatten die Partikel ein reduziertes Zetapotential, da viele Carboxygruppen der
Partikeloberfl&he mit Hilfe von EDC und NHS mit den Aminogruppen von HSA oder
MPEG-NH, reagierten (s. Abb. 2-9) und die Anzahl von Carboxygruppen auf der

Partikeloberfl&che reduziert wurde.

4.1.4.2 Stabilité der Partikel in SalzlGsungen

Die nicht modifizierten Hb-MP aggregierten stark. Die Partikel sind nur stabil, solange die
Repulsionskréfte die Attraktionskr&fte (berwiegen. Repulsionskré&tte sind elektrostatisch,
sterisch oder die Kombination aus beiden Kré&ften, wéhrend Attraktionskr&te van der
Waals-Kr&te oder Depeletionskr&te sind. Die elektrostatische Stabilisierung kann bei
Partikeln mit geladener Oberfl&che ausreichend sein. Die Oberfl&chenladungen werden
durch Gegenionen kompensiert, welche sich in einer diffusen lonenschicht um die Partikel
befinden. Die Abstofaing zwischen den diffusen lonenschichten stabilisiert die Partikel,
wenn die Abstolkr&te grdZ%r als die Anziehungskr&te sind. Eine sterische Stabilisierung
wird durch Adsorption oder kovalente Bindung von hochmolekularen oder polymeren
MolekUen an der Partikeloberfl&che erreicht. N&ern sich die Partikel an und durchdringen
sich die Polymere, kommt es zu einer Erhchung der thermodynamisch unginstigen
Ordnung des Systems und einer lokalen Erhéhung des osmotischen Druckes, was zur
Abstofaing der Partikel fthrt. Die elektrosterische Stabilisierung ist die Kombination aus

elektrostatischer und sterischer Stabilisierung [186,187].
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Das Zetapotential der nicht modifizierten Partikel war negativ und sank mit steigender
lonenstatke der Partikelsuspension. In phyiologischer NaCl-L&ung betrug das
Zetapotential der Partikel nur -10 bis -13 mV. Die elektrostatische Abstofaing war nicht
ausreichend, um die Partikel zu stabilisieren, so dass die nicht modifizierten Partikel stark

aggregierten.

Die PEGylierung der MP reduzierte ihre Aggregation nicht. Nach der PEGylierung wurde
die Ladung der Partikeloberfl&che von neutralem mPEG abgeschirmt. Die elektrostatischen
Abstofaingskré&tte waren damit vermindert. Das cc-mPEG mit einem Molekulargewicht
von 5.000 Da ist ein kleines Polymer und war nicht in der Lage, die Partikel sterisch zu

stabilisieren.

Die Hb-HSA-MP aggregierten im Vergleich zu nicht modifizierten Partikeln weniger.
Hb-HSA-MP hatten ein negativeres Zetapotential im Vergleich zu den Hb-MP. Die
Copr&ipitation mit HSA fthrt zu mehr anionischen Gruppen an der Partikeloberfl&he,
was zu stékeren elektrostatischen Abstofaingskr&tten der Partikel untereinander und damit

zu einer schwé&heren Aggregation fihrte.

Die Hb-HA-MP aggregierten deutlich schw&her. HA ist ein grof&s acidisches Polymer.
Nach der Copré&ipitation mit HA wurde die Ladung der Partikeloberfl&he stark erhcnt
(stark erhdhtes Zetapotential). Die elektrostatische Abstofaing wurde somit deutlich
verstakt. Das Molekulargewicht von HA ist im Megadalton-Bereich, so dass man eine

sterische Stabilisierung der Hb-HA-MP nicht ausschlief&n kann.

Die mit Dx modifizierten und mit GA und SCI vernetzten Partikel hatten die geringsten
Aggregatanteile. Langkettiges Dx trug zur sterischen Stabilisierung der Partikel bei. Die
elektrostatische Stabilisierung basiert auf der Nebenreaktion von SCI. Eine funktionelle
Gruppe des SCI reagierte mit Hb oder Dx, wénrend die andere funktionelle Gruppe des
SCI zur Carbonsé&ure hydrolysierte, womit neue S&auregruppen / Carboxygruppen auf der
Partikeloberfl&che entstehen (Abb. 2-8). Die negative Ladung der Partikeloberfl&che
wurde stark erhcht und die Partikel waren somit auch elektrostatisch stabilisiert.
Hb-Dx-MP waren somit sowohl sterisch als auch elektrostatisch stabilisiert. Auch nach der
zus&zlichen Modifikation mit HSA oder mPEG-NH, der Hb-Dx-MP nach der AuflGsung

erhénte sich die Zahl der Aggregate nicht wesentlich; die Partikel waren immer noch gut
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sterisch stabilisiert. Die Modifikation mit HSA (GA als Vernetzer), HA (GA und DVS als
Vernetzer) und Dx (GA und SCI als Vernetzer) hatten einen positiven Effekt in Hinsicht
auf die Aggregationsreduktion der Partikel.

4.1.4.3 Stabilité der Partikel in PRP

Im PRP befinden sich neben den Plasmaproteinen Blutpl&tchen und Leukozyten. Da die
Wechselwirkung der MP mit den Blutzellen zu unterschiedlichen die Stabilit& der
Partikelsuspension betreffenden Ergebnissen fthrt, wird die Stabilit& der Partikel in PRP
detailliert in 4.1.5.2 nach der Diskussion der immunologischen Eigenschaften der MP
behandelt.

4.1.5 Immunologische Eigenschaften der Partikel

4.1.5.1 Phagozytose der Partikel

Das Immunsystem ist ein komplexes System von Zellen und Faktoren, das den
Organismus in die Lage versetzt, Infektionserreger und Fremdstrukturen zu
beseitigen [188]. Zellen nehmen aus ihrer Umgebung MakromolekUe und Partikel (ber
Endozytose auf. Dabei stUpt sich die Plasmamembran unter dem aufzunehmenden
Material ein und bildet anschlief&nd einen Vesikel darum [189]. Die Aufnahme von
FlUssigkeiten und gel&Gsten Substanzen wird Pinozytose genannt. Die Phagozytose
beschreibt die Aufnahme von festen, grdZren Partikeln (> 0,5 pm) durch professionelle
Phagozyten (z. B. Makrophagen, Monozyten, neutrophile Granulozyten und dendritische
Zellen) und ist ein Teil der angeborenen Immunabwehr [188,190]. Die bei der Pinozytose
entstandenen Vesikel werden als Pinosomen und bei der Phagozytose als Phagosomen

bezeichnet.

Am Prozess der Phagozytose sind verschiedene Rezeptoren auf der Oberfl&che der
Phagozyten beteiligt, die zur Erkennung, Bindung und Internalisierung der Fremdpartikel
beitragen. Dazu gehd&en z. B. Rezeptoren fir den Fc-Teil von AntikGpern und Faktoren
der Komplementkomponenten. Werden die Fremdpartikel z. B. Mikroorganismen an
AntikGper oder / und Komplementkomponenten gebunden, werden sie effizienter

phagozytiert. Dieser Vorgang wird als Opsonisierung bezeichnet. Zu den wichtigsten
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Opsoninen zénlen 1gG-Antik Gper und das C3b-Fragment des
Komplementsystems [189,190]. Dariber hinaus existieren andere Serumproteine wie z. B.
Fibronectin und C-reaktives Protein, die als Opsonine wirksam sind [191]. Neben der
opsoninabh&ngigen Phagozytose ist die opsoninunabh&ngige Phagozytose bekannt. Die
opsoninunabh&ngige Phagozytose ist durch verschiedene Rezeptoren wie Scavenger-
Rezeptoren, Mannose-Rezeptoren und Toll-&nliche Rezeptoren (toll-like receptors)
vermittelt [188,191].

Die Phagosomen werden mit zahlreichen im Inneren der Phagozyten existierenden
Vesikeln  wie Granula und Lysosomen verschmolzen (Degranulation oder
Phagolysosomenbildung). Die phagozytierten Fremdpartikel werden dann durch zahlreiche

reaktive Metabolite und Enzyme abgebaut [189].

Die Phagozytose der Hb-MP wurde durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Je héher die
GA-Konzentration bei der Vernetzung war, desto stétker wurden die Partikel phagozytiert,
falls die Partikel nicht mit anderen Polymeren modifiziert wurden. Hohe
GA-Konzentrationen bei der Vernetzung fthrten zu zahlreichen freien Aldehydgruppen
auf der Partikeloberfl&he. Die Restaldehydgruppen kénnen sowohl mit Plasmaproteinen
reagieren als auch die Komplement-Aktivierung bewirken, was zu einer verst&kten
Opsonisierung der Partikel ftnrt. Nach dem Quenchen mit Glycin und der Reduktion mit
NaBH. wurden die Restaldehydgruppen irreversibel abreagiert. Im Ergebnis wurden die
Partikel dann weniger phagozytiert. Tats&hlich hatten die Partikel, die mit der niedrigsten
GA-Konzentration (0,01 %) vernetzt wurden, mit Glycin gequencht und mit NaBH4
reduziert waren (Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,), die niedrigste Phagozytoserate (<5 %).
PEGylierung der Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH,4 konnte die Phagozytose jedoch nicht weiter

reduzieren.

Bei den Mischpartikeln (Hb-HSA-MP und Hb-HA-MP) und nach der Modifikation mit Dx
wurden die Eigenschaften der Partikel ver&ndert. Die Partikel wurden stéker phagozytiert.
Wéarend die Hb-HSA-MP eine leicht erhéite Phagozytose gegentber nicht modifizierten
Partikeln ausl&ten, hatten die GCs und MCs die Hb-HA-MP oder die mit Dx
modifizierten Partikel stark aufgenommen. Es wird angenommen, dass elektrostatisch
geladene Partikel aufgrund einer unspezifischen elektrostatischen Wechselwirkung

zwischen Zellen und Partikeln st&ker als nicht geladene Partikel phagozytiert werden. Je
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staker negativ das Zetapotential der Partikel ist, desto st&ker werden die Partikel
phagozytiert [192-195]. Dadurch kann die erhchte Phagozytoserate bei Hb-HA-MP und
Hb-Dx-MP erkl&at werden, da diese ein stark negatives Zetapotential aufwiesen. Die hohe
Phagozytoserate der MCs kann auf eine mdgliche starke Aufnahme der Partikel durch das

Mononukle&e Phagozytensystem (MPS) in vivo hinweisen.

Die mit Dx modifizierten Partikel wurden st&ker als die Hb-HA-MP phagozytiert, obwohl
ihr Zetapotential niedriger war. Die zus&zliche Modifikation mit HSA oder durch
PEGylierung der mit Dx modifizierten Partikeln reduzierte die Phagozytoserate nicht. In
der Literatur wurde eine erhdite Komplement-Aktivierung der Isobutylcyanoacrylat-
Nanopartikel nach der Beschichtung mit Dx beobachtet [196]. Wahrscheinlich war die
Opsonisierung der mit Dx modifizierten Partikel durch eine erhchte Komplement-

Aktivierung verstakt und fthrte somit zu einer erhéhten Phagozytose.

4.1.5.2 Partikelaggregation / Thrombozytenaktivierung

Die Partikel wurden vor der Inkubation mit Ultraschall behandelt, um vorhandene
Aggregate zu beseitigen. Anschlief®nd wurden die Partikel in PRP bei 37 T fUr 30 min
unter sanftem Schaukeln inkubiert. Nach der Inkubation der nicht modifizierten Hb-MP in
PRP entstanden Aggregate grdZr als 10 pm. Diese Aggregate bestanden aus Hb-MP und
Thrombozyten. Je h&her die GA-Konzentration bei der Vernetzung war, desto stéker
aggregierten die Partikel mit den Thrombozyten in PRP. Die Hb-HSA-Mischpartikel
aggregierten ebenfalls mit den Thrombozyten in PRP. Die nicht modifizierten Hb-MP und
Hb-HSA-MP waren nicht genug elektrostatisch und sterisch stabilisiert. Die Hb-MP stellen
fUr die Thrombozyten Fremdoberfl&hen dar. Wahrscheinlich fithrt der Kontakt der
Thrombozyten mit den Hb-MP zur Aktivierung der Thrombozyten und ihrer Aggregation.

Bei der Aggregation kéanten sich Fibrinnetze bilden, in denen die MP gefangen werden.

Die PEGylierung der Hb-MP konnte die Aggregation reduzieren. mPEG bildet eine dicke
Hydratschicht auf der Partikeloberfl&he und kann mdagliche Interaktionen zwischen
Partikeln und Plasmaproteinen reduzieren. Es ist bekannt, dass PEG die Biokompatibilit&
der Partikel erhcht und die Komplement-Aktivierung reduzieren oder verhindern
kann [144,148,149,197,198].
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Bei Hb-HA-MP wurde keine Aggregation im PRP beobachtet. HA hat ein starkes
Wasserbindungsverm@gen, wodurch eine dicke HydrathUle um die Partikel aufgebaut wird
und mdyliche Interaktionen zwischen Partikel und Thrombozyten oder Plasmaproteinen so

verhindert werden kénen.

Die Modifikation mit Dx verst&kte jedoch die Aggregation in PRP. Die verstékte
Komplement-Aktivierung durch Dx [196] k&nnte dafir verantwortlich sein. Aktivierte
Komplementkomponenten wie Antigen-Antik &per-Komplexe k&inen eine
Thrombozytenaggregation hervorrufen [199]. Die bei Modifikation mit Dx induzierte
vermehrte Aggregation der MP konnte durch die zus&zliche Beschichtung mit HSA bzw.
mit mPEG-NH; reduziert werden. Die Partikeloberfl&he wurde durch HSA bzw.
MPEG-NH, bedeckt, so dass sowohl die Bindung von C1 als auch IgG oder IgM erschwert

oder vdlig verhindert werden kann.

4.1.6 Sauerstoffbindung und Sauerstoffabgabe

Die Hb-MP sind auch nach der Modifikation in der Lage den Sauerstoff zu binden und
abzugeben. Im Vergleich zu freiem Hb, war die ODC von allen Hb-Partikeln nach links
verschoben. Der p50 der Partikel (< 9 mmHg) war deutlich niedriger als der p50 des Hb
(ca. 26,5 mmHg). Demnach hatten die Hb-MP eine hchere Sauerstoffaffinit& als freies Hb.

Wenn das Hb mit GA vernetzt wird, sinkt der p50 des polymerisierten Hb mit steigender
GA-Konzentration. Wird die Polymerisation des freien Hb mit GA im molaren Verhdtnis
GA zu Hb von z. B. 40 : 1 durchgefthrt, ergibt sich schwach polymerisiertes Hb mit einem
Molekulargewicht von 640 -980 kDa (10-15 Hb-Tetramere) und einen p50 von
13 mmHg (17 hPa) [171]. In der vorliegenden Arbeit wurde ein h&heres molares
Verhdtnis GA zu Hb > 60 : 1 verwendet. Im Gegensatz zur Polymerisation des freien Hb
wird das Hb bei der Copréipitation zu grd®ren Mikropartikeln polymerisiert. Das Hb war
so stark fixiert, dass die R-Konformation vermutlich nicht mehr so schnell in die
T-Konformation (bergeht. Daher hatten die Hb-MP einen niedrigen p50. Durch
,»Zero-Link Polymerisation® hergestelltes OxyVita™ st ca. 36 nm grof3 mit einem
durchschnittlichen Molekulargewicht von 17 Megadalton. Es hat ebenfalls eine sehr hohe
Sauerstoffaffinit& mit einem p50 von 6 mmHg (8 hPa) [88].
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Wenn die Partikel unter normalem Luftsauerstoffpartialdruck vernetzt wurden, hatten die
Hb-MP einen sehr niedrigen p50 von weniger als 2 mmHg (2,7 hPa); niedriger als der p50
der Partikel, die unter sauerstoffarmen Bedingungen vernetzt waren. Unter normalem
Luftsauerstoffpartialdruck ist Hb mit Sauerstoff ges&tigt und es liegt die R-Konformation
vor. Wenn das Hb unter dieser Bedingung vernetzt wird, wird das Hb in R-Konformation
»eingefroren. Nach der Vernetzung kann das polymerisierte Hb den Sauerstoff nur
erschwert abgeben [75,200]. Daher hatten die unter normalem Luftsauerstoffpartialdruck

vernetzten Hb-MP eine extrem hohe Sauerstoffaffinita.

Nach der Modifikation oder als Mischpartikel war die Sauerstoffaffinit& der Partikel h&her
als die der nicht modifizierten Hb-MP. Die kovalente Bindung von mPEG oder Dx an die
Partikeloberfl&che stellte eine zus&zliche Barriere fUr die O,-Freisetzung dar, was die
Abgabe von Sauerstoff zus&zlich erschwert und den p50 erniedrigt. Hemospan® (MP4)
von Sangart Inc. ist ein Produkt aus mit Maleinimid-Polyethylenglykol konjugiertem
Human-H&moglobin, wobei jedes H&noglobintetramer mit sechs PEG-Ketten modifiziert
ist. Hemospan® hat eine sehr hohe Sauerstoffaffinit&i mit einem niedrigen p50 von
4 -6 mmHg (5,3-8 hPa) [90]. Bei den Hb-HA-MP behindert die HydrathUle die
Sauerstoffabgabe, so dass es auch bei diesen Partikeln zu einer starken Linksverschiebung

der Sauerstoffdissoziationskurve kommt.

Ein niedriger p50 (hohe Sauerstoffaffinit&) ist notwendig fUr die neue Generation von
HBOCs, da der HBOC mit hohem p50 den Sauerstoff frihzeitig in der pr&apillaren
Arteriole freisetzt und diese mit Sauerstoff (berversorgt. Diese Uberversorgung des
Sauerstoffs in Arteriolen kann dann eine arteriol&e Vasokonstriktion ausl&sen [115,118].
Winslow hatte vorgeschlagen, dass die neue Generation der HBOCs einen p50 von
5-10 mmHg (6,6 - 13 hPa) haben sollten [115]. Die nicht modifizierten Hb-MP und die
PEGylierten Hb-MP erfUlten diese Kriterien (p50 jeweils 7 mmHg und 5,3 mmHg).

Aufgrund der Grd% im Mikrometer-Bereich und der hohen Sauerstoffaffinit& ist daher zu
vermuten, dass die Partikel nicht in den interstitiellen Raum gelangen und damit ein
begrenztes NO-Scavenging haben wirden, und dass sie den Sauerstoff nicht vorzeitig in
den pr&apillaren Arteriolen freigeben wirden. Demzufolge wirden die Partikel keine

Vasokonstriktion ausl&sen.
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Diskussion

Aufgrund des niedrigen p50 der Hb-Partikel kénnten die Partikel den Sauerstoff gezielt an
Gewebe mit sehr niedrigem Sauerstoffgehalt liefern, z. B. bei starker Hypoxie oder

Tumortherapie.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Zusammenfassung

Sphaische, funktionsfénige H&moglobin-Mikropartikel (Hb-MP) wurden erfolgreich
mittels einer neuen einfachen, effizienten und kosteneffektiven drei-Schritt-Methode
hergestellt: Copré&ipitation von Hb mit CaCO3 zu Hb-CaCO3-MP, Vernetzung des Hb und
Aufl&ung des CaCO3; zu Hb-MP. Die Hb-Einkapselungseffizienzen der MP variierten
zwischen 8 und 50 % abhé&ngig von der Ausgangskonzentration der CaCl,., Na,COs. und
Hb-L&ungen. Die Hb-Beladung kann mindestens ein Drittel der Hb-Konzentration in

Erythrozyten erreichen.

Der MetHb-Gehalt war nach der Herstellung stark erhént, konnte aber mittels

Ascorbins&ure in einen akzeptablen Bereich reduziert werden.

Die unmodifizierten Partikel waren durchschnittlich 3,2 pm grof3 ein nicht modifizierter
Partikel enthielt durchschnittlich 2,2 pg Hb (ca. 2 -10" Hb-Tetramere). Die Partikel waren
aufgrund der GA-Vernetzung autofluoreszierend. Die nicht modifizierten Hb-MP hatten
ein negatives Zetapotential. Nach der Herstellung waren durchschnittlich 7 - 20 % der
Partikel in Abhé&ngigkeit von der bei der Vernetzung eingesetzten GA-Konzentration
aggregiert (> 10 pm). Mittels Ultraschall-Behandlung konnten die Aggregate stark
reduziert oder beseitigt werden. Die Partikel wurden nach der Inkubation mit Vollblut oder
platchenreichem Plasma in vitro analysiert. Je niedriger die eingesetzte GA-Konzentration
bei der Vernetzung war, desto weniger wurden die Partikel phagozytiert, und desto
schwé&eher aggregierten die Partikel in pl&tchenreichem Plasma. Das Quenchen mit Glycin
und die Reduktion mit NaBH, brachten ebenfalls viele Vorteile. Die Partikel wurden
weniger phagozytiert und aggregierten weniger in pl&tchenreichem Plasma. Die Hb-MP
hatten eine starke Sauerstoffaffinit& (also einen niedrigen p50). Wird das Hb mit 0,01 %
GA unter normalem Luftsauerstoffpartialdruck vernetzt, mit Glycin gequencht und mit
NaBH, reduziert, so haben die Hb-MP einen p50 von weniger als 2 mmHg. Der p50 betrug

7,0 mmHg, wenn die Partikel unter sauerstoffarmen Bedingungen vernetzt wurden.
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Die PEGylierung der Partikel konnte zwar die Aggregation der MP nach der Herstellung
nicht reduzieren, die immunologischen Eigenschaften der Partikel wurden jedoch positiv
beeinflusst. Die PEGylierten Partikel aggregierten kaum in pl&tchenreichem Plasma. Die
Partikel hatten ein reduziertes Zetapotential und eine erhchte Sauerstoffaffinit& mit einem

p50 von 5,3 mmHg.

Hb-Mischpartikel mit HA, HSA oder modifiziert mit Dx wiesen eine reduzierte
Aggregation der Partikel nach der Herstellung auf. Im Vergleich zu Hb-MP ohne
Modifikation, wurde das Zetapotential der Partikel moderat (bei Hb-HSA-MP) oder stark
(bei Hb-HA-MP oder Hb-Dx-MP) erhcat. Eine leicht erh&dite Phagozytose der
Hb-HSA-MP und eine stark erhéhte Phagozytose bei Hb-HA-MP oder Hb-Dx-MP waren
die Folge. Die modifizierte Copré&ipitation mit HSA oder die Modifikation mit Dx
konnten die Aggregation der Partikel in pl&tchenreichem Plasma nicht reduzieren. Es
wurde jedoch keine Aggregation nach der Inkubation der Hb-HA-MP mit pl&tchenreichem
Plasma beobachtet. Nach der Einfthrung von HA, HSA und der Modifikation mit Dx
wurde die Sauerstoffaffinit& noch einmal erh&nt; die p5S0 von diesen Partikeln waren

kleiner als 4 mmHg.

Aufgrund der Grd® im Mikrometer-Bereich und der hohen Sauerstoffaffinit& ist zu
vermuten, dass die Partikel nicht in den interstitiellen Raum gelangen und damit ein
begrenztes NO-Scavenging haben, und dass sie den Sauerstoff nicht vorzeitig in den
pr&apillaren Arteriolen freigeben. Somit wirden die Partikel keine Vasokonstriktion
ausl&sen. Der niedrige p50 der Hb-MP wirde den Einsatz der Partikel bei starker Hypoxie

oder in der Tumortherapie erlauben.

5.2 Ausblick

Die untersuchten Hb-MP stellen eine sehr gute Grundlage fUr weitere Experimente dar.
Dabei k&nnen verschiedene sowohl physiko-chemische als auch biologische Fragen
bearbeitet werden. Dazu geh&en Oberfl&chenmodifikationen, Partikelwechselwirkungen
und die Morphologie der Partikel. Besonders interessant ist auch der Aspekt der
Freisetzung der in den Partikeln immobilisierten MolekUe. Dadurch kénnte ein weiterer

Schritt in Richtung eines kompletteren Blutersatzes gegangen werden.
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5.3 Summary

Spherical functioning hemoglobin microparticles (Hb-MPs) were successfully produced by
a new simple, efficient and cost-effective 3-step method: co-precipitation of Hb with
CaCO3 to form Hb-CaCO3; microparticles, cross-linking of Hb and dissolution of CaCOj3
template to obtain pure Hb-MPs. The Hb encapsulation efficiencies ranged from 8 to 50 %
of the initial amount of Hb depending on the concentration of CaCl,, Na,CO3; or Hb
solution used. The Hb-loading of the CaCO3-MPs was at least one third of the Hb content
of the RBC:s.

The methemoglobin content was significantly increased after preparation, but could be
reduced to an acceptable range after a post-reduction of the Hb-MPs with ascorbic acid at
pH 7.4.

The unmodified particles had an average diameter of about 3.2 pm; one unmodified
particle contained 2.2 pg Hb (approximately 2 -10" Hb tetramers). The particles were auto-
fluorescent due to the glutaraldehyde (GA) cross-linking. The unmodified Hb-MPs had a
negative zeta potential. Depending on the GA concentration used for cross-linking,
7 - 20 % of the particles were aggregated (> 10 pm). The amount of aggregates could be
reduced greatly or eliminated by sonication. The particles were analyzed after incubation
with whole blood or platelet rich plasma in vitro. The lower the concentration of GA
during cross-linking, the less particles were phagocytized, and the weaker the particles
aggregated in the platelet rich plasma. Quenching with glycine and the reduction with
NaBH, also brought benefits. The particles were less phagocytized and less aggregated in
platelet rich plasma. The Hb-MPs had a high oxygen affinity (low p50). In the case where
0.01 % GA cross-linked Hb-MPs, which were also quenched with glycine and reduced
with sodium borohydride, the p50 was less than 2 mmHg, if the particles were cross-linked
under normal atmospheric oxygen partial pressure. The p50 was 7.0 mmHg, if the particles

were cross-linked under low-oxygen condition.

PEGylation of the particles could not reduce the aggregation after preparation. However, it

positively affected the immunological properties of the particles. After sonication, the
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PEGylated particles hardly aggregated in platelet rich plasma. The particles had a reduced

zeta potential and increased oxygen affinity with a p50 of 5.3 mmHg.

The preparation of Hb mixture-particles with hyaluronan (HA) or human serum albumin
(HSA) or modification with dextran (Dx) reduced the aggregation of the particles after
preparation. Compared to unmodified Hb-MPs, the zeta potential of particles was
moderately (by Hb-HSA-MPs) or strongly (by Hb-HA-MPs and Hb-Dx-MPs) increased. A
slightly increased phagocytosis of particles which were co-precipitated with HSA and
significantly increased phagocytosis of particles which were co-precipitated with HA or
modified with Dx were observed. The preparation of mixture-particles of Hb and HSA or
modification with Dx could not reduce the aggregation of the particles in platelet rich
plasma. After incubation of the Hb-HA-MPs with platelet rich plasma, no aggregation was
observed. After modification with HA, HSA or Dx, the oxygen affinity was increased

again; the p50s from these particles were smaller than 4 mmHg.

Due to their size in the micron range and their high oxygen affinity, it is to expect that our
particles would not access to vascular space and thus would have a limited scavenging of
the vasodilating agent nitric oxide (NO), and they would not release O, prematurely in the

precapillary arterioles. Therefore, the particles would not cause vasoconstriction.

The low p50 of the Hb-MPs would allow their use as targeted oxygen delivery system to

hypoxic tissues which are observed in case of severe hypoxia and tumors.

5.4 Perspectives

The characterized Hb-MPs represent a very good basis for further developments. Various
physicochemical as well as biological questions can be answered. These include surface
modifications, particles interactions and the morphology of the particles. The aspect of the
release of immobilized molecules from the particles is enormously interesting. This could

be another step towards a more complete blood substitute.

118



AbkUCrzungen

Abkilrzungen

2,3-BPG
cc-mPEG 5.000

CaCl,
CaCOs;
CAT
CLSM
ctHb
DBBF
DeoxyHb
DVS

Dx

EDC

EDTA

EE

EK

FDA

FITC
FITC-BSA

GA

GCs

HA

Hb
Hb-CaCO3-MP
Hb-Dx-HSA-MP
Hb-Dx-MP
Hb-Dx-mPEG-MP
Hb-HA-MP

2,3-Bisphosphoglycerat
Methoxypolyethylenglykol 5.000, aktiviert
Cyanurchlorid

Calciumchlorid

Calciumcarbonat

Katalase

Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie
gesamte Hb-Konzentration
Bis-3,5-dibromosalicylfumarat
desoxygeniertes Hb

Divinylsulfon

Dextran
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
Hydrochlorid

Ethylendiamintetraessigséure
Einkapselungseffizienz
Erythrozytenkonzentrate

Food and Drug Administration
Fluoresceinisothiocyanat
Fluoresceinisothiocyanat konjugiertes Rinder-
Albumin

Glutaraldehyd

Granulozyten

Natriumhyaluronat/Hyaluronan
Rinder-H&moglobin

Hb-CaCOs-Mikropartikel

mit Dx und HSA modifizierte Hb-MP

mit Dx modifizierte Hb-MP

mit Dx und mMPEG-NH; modifizierte Hb-MP
Hb-HA-Mischpartikel
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Hb-HA10-MP

Hb-HA20-MP

Hb-HSA-MP
Hb-HSA10-MP

Hb-HSA5-MP

Hb-MP
Hb-MP-GAO0,01%
Hb-MP-GAO0,01%-Gly-BH,

Hb-MP-GAO0,1%
Hb-MP-GA1%
Hb-MP-mPEG
HBOC

HBV

HbV

HCI

HCV

HIiCN

HIV

HSA
KsFe(CN)g
KCN

kDa

LDA

LEH

MCs

Hb-HA-MP, bei denen das Gewichtsverh&8tnis
zwischen Hb und HA bei der Copré&ipitation 10:1
betrug

Hb-HA-MP, bei denen das Gewichtsverhd8tnis
Zwischen Hb und HA bei der Copr&ipitation 20:1
betrug

Hb-HSA-Mischpartikel

Hb-HSA-MP, bei denen das Gewichtsverh&tnis
zwischen Hb und HA bei der Copr&ipitation 10:1
betrug

Hb-HSA-MP, bei denen das Gewichtsverh&tnis
zwischen Hb und HA bei der Copréipitation 5:1
betrug

H&mnoglobin-Mikropartikel

mit 0,01 % GA vernetzte Hb-MP

mit 0,01 % GA vernetzte, mit Glycin gequenchte und
mit NaBH, reduzierte Hb-MP

mit 0,1 % GA vernetzte Hb-MP

mit 1,0 % GA vernetzte Hb-MP
Hb-MP-GA0,01%-Gly-BH,4 nach der PEGylierung
Hé&moglobin-basierte Sauerstofftréger
Hepatitis-B-Virus

H&mnoglobin-Versikel

Salzsé&ure

Hepatitis-C-Virus

Cyanmeth&moglobin

Humaner Immundefizienz-Virus

Humanalbumin

Kaliumhexacyanoferrat (111)

Kaliumcyanid

Kilodalton

Laser Doppler Anemometrie

liposomenverkapseltes H&moglobin

Monozyten
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MetHb
MP
MPEG-NH;
MPS
Na,COs3
Na;HPO4
Na2S;04
NaBH,
NaCl
NaH,PO4
NaOH
NHS
NO
oDC
OxyHb
PBS
PEG
PFC

Pl

PLA
pO:
RBCs
RT

SCI
SEM
SFH

sO,
SOD
TEM
viv

wiv

w/w

Meth&moglobin
Mikropartikel
Methoxypolyethylenglykolamin 5.000
mononukle&es Phagozytensystem
Natriumcarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumdithionit
Natriumborhydrid
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
N-Hydroxysuccinimid
Stickstoffmonoxid
Sauerstoffbindungskurve
oxygeniertes Hb

phosphate buffered saline
Polyethylenglykol
Perfluorcarbon
Propidiumiodid

Polylactide
Sauerstoffpartialdruck
Erythrozyten
Raumtemperatur
Succinylchlorid
Rasterelektronenmikroskopie
stromafreies H&moglobin
Sauerstoffs&atigung
Superoxiddismutase
Transmissionselektronenmiktoskopie
Volumen/Volumen
Gewicht/VVolumen

Gewicht/ Gewicht
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