Biologische Vertraglichkeit kiinstlicher

Sauerstofftrager auf Perfluorcarbon-Basis

Dissertation

Zur Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften

— Dr. rer. nat. —

Vorgelegt von

Julia Laudien

geboren in Essen

Institut fir Physiologische Chemie
der

Universitat Duisburg-Essen

2014



Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum von April 2011 bis Juni 2014 im
Arbeitskreis von Prof. Dr. Dr. H. de Groot am Institut fir Physiologische Chemie der

Universitat Duisburg-Essen durchgefihrt.

Tag der Disputation: 12.12.2014

Gutachter: Prof. Dr. Dr. H. de Groot
Prof. Dr. C. Mayer
Vorsitzender: Prof. Dr. E. Spohr



Inhaltsverzeichnis

R | oY =T U o Vo SRS 1
2  TheoretiSChe Grundlagen ... 3
2.1 2] SRS 3
2.2 PerfluorCarbONE ..........oouiii i 6
2.3 Kinstliche Blutersatzstoffe und kiinstliche Sauerstofftrager ...........ccccceee...... 9
3 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit ..o 12
4 Material und MethOEN ..o 14
4.1 Y = L] = PR UUPRRRN 14
4.1.1 Pharmaka und Chemikalien ............ccoouiiiiiiiinii e 14
4.1.2 Materialien UNd GEIraLE ..........oviiiiiiiiiee e 15
4.1.3 SOFIWAIE <.ttt st b e e bb e e e nrneeen 17
414 VEISUCNSHIEI® ...ttt e et e e e e et e e e e e nnnreeeeeeas 17
4.1.5 Verwendete KapSEItYyPEN ... 18
4.2 1YL= 1 oY =T o PRSP 22
4.2.1 Mikrobiologische TeStreinen ............ocooviiiiei i 22
4.2.2 Allgemeiner Operationsablauf............ccccceeeiiiiiiie e, 24
4.2.3 Intravitalmikroskopie der Leber zur Bestimmung der prozentualen

4.2.4

4.2.5

4.2.6

4.2.7

4.2.8

Anzahl perfundierter Gefal3e und des mittleren GefalRdurchmessers

nach intravendser Applikation von PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln

.................................................................................................................. 27
Bestimmung der toxikologischen Effekte der Albumin-Kapseln nach
INtravenOSer INFUSION ..........uiiiii e 34

Bestimmung der Anaphylatoxine C3a und C5a zu Beginn und am Ende
der Infusionsphase von PACA- und Albumin-Kapseln ..........cccccoeveeee. 36
Bestimmung der intravasalen Halbwertszeit von PACA- und Albumin-
K@PSEIN . 37
Anfertigung und Untersuchung von kryohistologischen
Schnittpraparaten zur Beurteilung der in vivo-Verteilung von PLGA-,
PACA- und Albumin-Kapseln ..o 39
Histologische Untersuchungen von Leber, Darm, Lunge, Niere, Herz
und Milz nach intravendser Applikation von PACA- und Albumin-

(36T 0 1S o 1SR 42



4.2.9 Bestimmung des Einflusses der Kapselsuspensionen auf die

dynamische Viskositat von Blut...........cccccvvveeiiiiiiiee e 44

4.2.10 Messung der Sauerstoffkapazitat der PLGA-, PACA- und Albumin-

(36T 0 1SY= | o 1SR 45

4.2. 11 STALISTIK ...eeeeeieiie e 48

5 ENQEDNISSE e 50
5.1 Invitro-Charakterisierung der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln .......... 50

51.1 Keimfreiheit und mikrobielle Stabilitdt der verwendeten

KapSElSUSPENSIONEN ... 50

5.1.2  Einfluss der PACA- und Albumin-Kapseln auf die dynamische Viskositat

VON BIUL e et 52

5.1.3  Sauerstoffgehalt der 8 Vol.-%igen PLGA-, PACA- und Albumin-

Kapselsuspensionen im Vergleich zu den Tragerlésungen Albumin (5%)

UNA NACH (0,99%0) .vveeeeiiee ettt e e e nee e e e 54

5.1.4  Sauerstoffgehalt der Albumin-Kapselsuspension in Abhéngigkeit vom
Volumenanteil der Albumin-Kapseln ..........cccvveeiiiiee e 55
In vivo-Charakterisierung der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln........... 57

5.2

5.2.1 Einfluss der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln auf systemische

Parameter und die MiKrozirkUlation ..........oeeeeeeee oo eeeeee e e eeenns 57

5.2.2  Einfluss der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln auf den Saure-Base-

Haushalt und metabolische Parameter..........eveeeeeeeee e 62

5.2.3  Einfluss der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln auf spezifische

SchadigunNgSMArKEr ........ocuiiiiiiie e 67
5.2.4  Einfluss der PACA- und Albumin-Kapseln auf die Integritat von

OrganStrUKIUIEN ..........viiiee e e e s e e e e e nnees 72
5.2.5 In vivo-Verteilung der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln ................ 76
5.2.6 Intravasale Halbwertszeit der PACA- und Albumin-Kapselin................. 82

5.2.7  Einfluss der Infusion von PACA- und Albumin-Kapseln auf die Plasma-

Konzentration der Anaphylatoxine C3a und C5a.........c.ccccccvveveeeiiinnennn. 83

5.2.8 Bestimmung der CK-Isoenzyme nach Infusion der Albumin-Kapseln..83

I B 1] B 157 0 SRS 85
6.1 Keimfreiheit und mikrobielle Stabilitat der Kapselsuspensionen .................. 85
6.2 Invivo-Verteilung, intravasale Halbwertszeit, und Organschadigungen......86
6.3  Transiente systemische HYPOtENSION .........ccoccueveiiiiieiiiie e 90
6.4  Funktionsstbrungen der hepatischen Mikrozirkulation ..............cccccovceeenninnen. 93
6.5 Einflusse auf den Saure-Base-Haushalt und den Laktatspiegel .................. 95



6.6  Sauerstoffkapazitdten der Kapselsuspensionen ..........cccccoccveevcveeenieeeesnnenn. 97
6.7 Einordnung der therapeutischen Relevanz der PLGA-, PACA- und Albumin-

Kapseln als kinstliche Sauerstofftrager............ccocoveeeeiicieeee e, 100

A N 13 o ] o] R 105
8  ZUSAMMENTASSUNG ...uviiiiiiiiiiie ettt e e et e e e e e neeee s 108
S T I | (= = A | R 110
10 ANNANG e 117
10.1  ADBKUrzungsVerzeiChNIs ...........oocuiiiiiiieiee e 117
10.2 Publikationsliste und wissenschaftliche Vortrage.........cccoccceevvveeeiiieeennen. 120
10.2.1 Eigene PUblKationen ...........occuiiiiiiiiiiiiie e 120
10.2.2 Wissenschaftliche VOrtrage.........cccoccvveee e 121
10.2.3  POStErprasentationNeN..........cocueeeiuieeerieee st e 122
10.3  Curriculum Vitae ........ccccocvvevcveenecnneeene, Fehler! Textmarke nicht definiert.
10.4  EFKIAIrUNG . ..coeeeieie et 126

10.5  DanKSAQUNG ... .uueiieiiiiiiie et e e e e et e e ettt e e e e e st e e e e e e abee e e e s aenbaeeeeesannnneeeeans 127



Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Quantitative Zusammensetzung des BIULES .........cccccceivee i, 3
Abb. 2: Das Tetramer HAMOGIODINT............cooiieiieieeceeeeeee e, 5
Abb. 3: Struktur der Ham-Gruppen (modifiziert nach Nelson/Cox’).........cccoeeveeeun.n. 5
Abb. 4: Schematische Darstellung der Sauerstoffbindungskurven von Blut und

Perfluorcarbon-haltigen Praparaten (modifiziert nach Habler)...........cocoovveceoveeceennn, 7
Abb. 5: Strukturformel des Perfluordecalins. ........cccccoeiiiiiiiiiiiiiii e 8
Abb. 6: Aufbau einer PLGA-MIKIroKapSELl. ........cccouueiieiiiiiiie e 19
Abb. 7: Aufbau einer PLGA-MIKIroSphare. ........cccoevve i 19
Abb. 8: Aufbau einer PACA NanoKapSel..........ccccueiieiiiiiii e 20
Abb. 9: Aufbau einer Albumin-Nanokapsel. ..........ccceoviiiire i 20
Abb. 10: Mechanismus der FIUOTESZENZ...........ccuveiiiiiiiiiie e 29
Abb. 11: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum............ccccoccieeeeeieiineee e 30
Abb. 12: Freipraparation und Auslagerung der Leber. .........ccooveeiiiee e, 31
Abb. 13: Abdecken des OperationsbereiChs. ..........ccccooiiiiii e, 32

Abb. 14: OP-Schema fir intravitalmikroskopische Untersuchungen nach
intravenodser Infusion von PLGA- und PACA-KapSelNn. ........ccccovciiiee e 33
Abb. 15: OP-Schema fir intravitalmikroskopische Untersuchungen nach
intravenoéser Infusion von Albumin-Kapseln. ... 34
Abb. 16: OP-Schema zur Bestimmung der toxikologischen Effekte der Albumin-
Kapseln nach intraveniser INfUSION. ..........ooiiiiiiiiieee e 36

Abb. 17: OP-Schema fir die Bestimmung der intravasalen Halbwertszeit von PACA-

UNd AIBUMIN-KAPSEIN. ... e e 39
Abb. 18: OP-Schema fur die Beurteilung der in vivo-Verteilung von PACA-, PLGA-
uUNd AIBUMIN-K@PSEIN.. .. e 41
Abb. 19: Keimfreiheit und mikrobielle Stabilitdt der Kapselsuspensionen. ................ 51
Abb. 20: Einfluss von 0,9%iger NaCl-Lsg. und PACA-Kapseln auf die dynamische
VISKOSIAL VON BIUL. ..eeiiiiieiiiie ettt e e nna e snee e e s e e e 52

Abb. 21: Einfluss von 5%iger Albumin-Lsg. und Albumin-Kapseln auf die

dynamische VIiSKOSItAt VON BIUL. .........cccuiiiiiiiieec e 53
Abb. 22: Sauerstoffgehalt der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapselsuspensionen
(8 Vol.-%) im Vergleich zu 0,9%iger NaCl-Lsg. und 5%iger Albumin-Lsg.................. 54

Abb. 23: Erhdhter Sauerstoffgehalt der Albumin-Kapselsuspension bei gesteigertem

Volumenanteil der KapSeIN. ........oo i 56



Abb. 24: Einfluss der PLGA- und PACA-Kapseln auf den MAP (A), die prozentuale
Anzahl perfundierter Gefal3e in der Leber (B) und den hepatischen
GefARAUICNMESSEN (C). .ttt e e e e e e e e e e e ar e e e e e eanreeaeas 59
Abb. 25: Einfluss von PLGA-Spharen auf den MAP (A), die prozentuale Anzahl

perfundierter Gefal3e in der Leber (B) und den hepatischen Gefalidurchmesser (C).

Abb. 26: Einfluss der Albumin-Kapseln auf den MAP (A), die prozentuale Anzahl

perfundierter Gefal3e in der Leber (B) und den hepatischen Gefalidurchmesser (C).

Abb. 27: Einfluss der PLGA- und PACA-Kapseln auf den pH-Wert (A), den Base
Excess (B), den pCO; (C) und die Laktatkonzentration (D). .......ccccceviiiieeeiiiiiieeeeens 64
Abb. 28: Einfluss der Albumin-Kapseln auf den pH-Wert (A), den Base Excess (B),
den pCO; (C) und die Laktatkonzentration (D)..........cccceeeeiiiiiiieeceiiiieee e 66
Abb. 29: Einfluss der PLGA- und PACA-Kapseln auf die Plasmakonzentrationen
spezifischer SChAdIgQUNGSMAIKET ..........cc.uviiiiiiieee e 69

Abb. 30: Einfluss der Albumin-Kapseln auf die Plasmakonzentrationen spezifischer

Yol P Vo [[o U T Yo 1Sy =14 = SRS 71
Abb. 31: Strukturelle Verdnderungen von Milz, Niere und Dinndarm nach

intravendser Applikation von PACA-KaPSEIN. .....ccooiiiiiiiiieiieeee e 73
Abb. 32: Einfluss der Albumin-Kapseln auf die Organstruktur der Milz. .................... 75
Abb. 33: In vivo-Verteilung der PLGA-KaPSEIN.........coocviiieeiiiiiiee e 77
Abb. 34: In vivo-Verteilung der PACA-KapSeIN. ........cccvviieiiiiiiiee e 79
Abb. 35: In vivo-Verteilung der Albumin-Kapseln. ...........ccccooeieeee e 81
Abb. 36: Intravasale Halbwertszeiten der PACA- und Albumin-Kapseln (8 Vol.-%) .82
Abb. 37: Gelelektrophorese zur Auftrennung der CK-Isoenzyme. .........cccccceviveeennee 84

Abb. 38: Sauerstoffkapazitaten der unterschiedlichen Kapselsuspensionen bei
klinisch relevanten SauerstoffpartialdriCKen. ..........cccooeiiiiiiii i, 98
Abb. 39: Sauerstoffkapazitat der 64 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension im
Vergleich zu Blut mit einem Hb-Gehaltvon 5 g/dl...........cooooiiiiiiiiiee e 102



Formelverzeichnis

Formel 1: Berechnung des Sauerstoff-Korrekturfaktors F(O-) fir die Bestimmung der
maximalen SauerstoffkapazItat ............c.ceveiiiiieee e 46
Formel 2: Berechnung des Sauerstoffanteils der Tragerlésung an der Gesamt-
Sauerstoffkapazitat der KapselSUSPENSION .........coii it 48
Formel 3: Berechnung des Sauerstoffanteils der Kapseln an der Gesamt-

Sauerstoffkapazitat der KapselSUSPENSION .........coiiiiiiiiiiiiiieieee e 48



Tabellenverzeichnis

Tab. 1: Durchmesser der verschiedenen Kapseltypen sowie Volumenanteile,
Konzentrationen und Tragerlésungen der jeweiligen Suspensionen. ...........ccceeeenneee. 21
Tab. 2: Anzahl der Tiere fur die intravitalmikroskopischen Untersuchungen. ............ 28

Tab. 3: Anzahl der Tiere zur Bestimmung der toxikologischen Effekte der Albumin-

KAPSEIN. .. e e an e e e 35
Tab. 4: Anzahl der Tiere zur Bestimmung der intravasalen Halbwertszeit von PACA-

uNd AlBUMIN-K@PSEIN. ... e e e e e e e e 38
Tab. 5: Variation der Fluorochrome in Abhéangigkeit vom Kapseltyp.........ccccccceeueeeee. 40
Tab. 6: Anzahl der Tiere zur Beurteilung der in vivo-Verteilung. .........ccococeevieennnnen. 40

Tab. 7: Sauerstoffanteil der unterschiedlichen Kapseltypen und der Tragerlésungen
an den Gesamt-Sauerstoffkapazitaten der 8 Vol.-%igen Kapselsuspensionen unter
Berlcksichtigung der Volumenverteilung..........oocveeeieiiieieiieeeee e 55
Tab. 8: Sauerstoffanteil der Albumin-Kapseln und der Albumin-Tragerldsung an den
Sauerstoffkapazitaten der unterschiedlich konzentrierten Albumin-
Kapselsuspensionen unter Beriicksichtigung der Volumenverteilung. .........cccccee.e. 56
Tab. 9: Vergleich der Sauerstoffkapazitaten von Perftoran und Albumin-
Kapselsuspensionen mit Volumenanteilen von 32 Vol.-% und 64 Vol.-% bei einem
PO2 VON 500 MIMHQ. ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e s e e aaeeaaseeeeeeeeeeeeeesrssssessnnns 101
Tab. 10: Sauerstofffreisetzung von Erythrozyten, Erythrozytenkonzentraten und der

64 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension bei einer Beatmung mit reinem Sauerstoff.



1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Zahl der allein in Deutschland benétigten Blutkonserven belauft sich jahrlich auf
etwa vier Millionen'. Bei einem sinkenden Spenderaufkommen, aber einem
steigenden Bedarf an Spenderblut, ist in Zukunft mit einem zunehmenden Mangel an
Blutkonserven zu rechnen?. Dariiber hinaus zeigen sich vor allem bei der
Behandlung von Trauma- und Polytraumapatienten, die aufgrund eines hohen
Blutverlustes dringend eine Bluttransfusion bendétigen, einige gravierende Probleme.

Ein groRRer Blutverlust bedeutet nicht nur einen massiven Volumenmangel, der
schnellstméglich zur Kreislaufstabilisierung durch die Gabe einer geeigneten
Volumenersatzlésung ausgeglichen werden muss, sondern vielmehr auch eine akute
und lebensgefahrliche Anamie. Da die Erythrozyten fir den Sauerstofftransport und
den Abtransport von Kohlendioxid (CO3) im Korper verantwortlich sind, kommt es bei
anamischen Patienten schnell zu einer Sauerstoffunterversorgung des Gewebes und
der Organe. Eine Bluttransfusion ist fur diese Patienten daher lebensrettend. Zum
jetzigen Zeitpunkt ist diese lebensrettende Bluttransfusion nur im Krankenhaus und
nicht direkt am Unfallort moglich, so dass fir die betroffenen Patienten wahrend des
Transportes zum Krankenhaus wertvolle, lebenswichtige Zeit verstreicht, bis eine
angemessene Behandlung erfolgen kann. Dariiber hinaus sind Blutkonserven auch
in Katastrophen- und Krisengebieten aufgrund ihrer begrenzten Haltbarkeit®
Mangelware und religiose Gruppen wie z.B. die Zeugen Jehovas lehnen
Fremdbluttransfusionen ganz ab®. Aus all diesen Griinden ist die Entwicklung
kunstlicher Sauerstofftrager in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus der
Wissenschaft gertckt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die biologische
Vertraglichkeit neuartiger kunstlicher Sauerstofftrager auf Perfluorcarbon-Basis nach

intravenoser Applikation im Rattenmodell untersucht. Neben der Bestimmung der
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akuten Toxizitat und der in vivo-Verteilung wurden intravitalmikroskopische
Untersuchungen der hepatischen Mikrozirkulation durchgefiihrt, um die Einflisse der
eingesetzten Kapselsysteme auf die mikrovaskulare Perfusion beurteilen zu kdnnen.
Dartber hinaus wurde die Sauerstofftransportkapazitat der verwendeten kunstlichen

Sauerstofftrager bestimmt und deren Keimfreiheit Gberpruift.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Blut

Blut besteht aus einem flissigen und einem zellularen Anteil, wobei der flissige
Anteil, das Blutplasma, zu ca. 90% aus Wasser besteht. Die restlichen 10% entfallen
auf Proteine, Elektrolyte und kleinmolekulare organische Substanzen. Erythrozyten,

Leukozyten und Thrombozyten bilden die zellularen Anteile des Blutes (Abb. 1)°.

51 Blut 2,8 | Plasma 190 g Protein
2,8 | Plasma Albumin, ~103 g
—
2585
15 . 10" Thrombozyten Wassgr

E 3 ’ 101 Leukozyten

! i

P o,-Globuline, ~ 11 g
a.,-Globuline, ~9,5 g

25¢
Elektrolyte und
kleinmolekulare

. 1012 organische
25 - 10°“ Erythrozyten SiEtvah T 95 g
!
i
! ob e 8 g
| e s |

190 g Protein —L

Abb. 1. Quantitative Zusammensetzung des Blutes (links), des darin enthaltenen Plasmas

(Mitte) sowie der Plasmaproteine (rechts)®.

Uber das weit verzweigte GefaRRsystem kann das Blut mit jedem Organ und jedem
Korpergewebe interagieren. Es dient im Organismus als Transportmedium und erfullt

eine Vielzahl von Aufgaben, wie zum Beispiel den Transport von Nahrstoffen, die
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Regulation des Warmehaushaltes, die Aufrechterhaltung des pH-Wertes, den
Abtransport von Metaboliten oder den Transport von Botenstoffen, die der
interzellularen Kommunikation dienen. Die wichtigste Aufgabe des Blutes ist jedoch
die Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff (O,) und der Abtransport von
Kohlendioxid (COy). Aufgrund der geringen physikalischen Loslichkeiten von O, und
CO; im Blut, stehen die physikalisch im Blut transportierten Mengen dieser Gase
quantitativ weit hinter den chemisch gebundenen Mengen zuriick®. Sauerstoff wird
daher zum grofdten Teil an Hamoglobin gebunden transportiert. Das in den
Erythrozyten lokalisierte Hamoglobin ist ein oligomeres Protein, das als Tetramer
vorliegt und ein Molekulargewicht von 64500 Da aufweist’. Die vier globuldren
Polypeptidketten umgeben jeweils eine prosthetische Hamgruppe (Abb.2)°, die
wiederum aus einer organischen Ringstruktur, dem Protoporphyrin 1X, und einem
zweiwertigen Eisen-Atom als Zentralatom aufgebaut ist (Abb. 3)’. Aufgrund seiner
Elektronenkonfiguration kann das zentrale Eisen-Atom insgesamt sechs koordinative
Bindungen eingehen. Vier Koordinationsstellen werden von Stickstoffatomen des
Porphyrinsystems besetzt und tber eine weitere Koordinationsstelle ist das Eisen-
Atom mit einem Histidin-Rest der jeweiligen globularen Polypeptidkette verbunden.
Die sechste Koordinationsstelle ist die Bindungsstelle fir molekularen Sauerstoff
(Abb. 3). Folglich kann ein Molekil Hamoglobin insgesamt vier O,-Molekile
transportieren. Die Bindung von O, an Hamoglobin erfolgt kooperativ, so dass mit
zunehmender O,-Sattigung die Oq-Affinitdt des Hamoglobins steigt, und die O»-
Bindungskurve sigmoidal verlauft®. Die O,-Sattigung des Hamoglobins ist abhangig
von der vorherrschenden 2,3-Bisphosphoglyceratkonzentration und lokalen
Einflissen wie Temperatur, pH-Wert, CO,- und O,-Partialdruck (pCO; bzw. pO,). So
erfahrt das H&amoglobin in Oz-verbrauchenden Geweben eine
Konformationsanderung, die zu einer Abnahme der O.-Affinitat fihrt (Bohr-Effekt)® ”.

Dies erleichtert die Abgabe von O; ans Gewebe und CO; kann an primare
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Aminogruppen der Globinketten gebunden und abtransportiert werden. Die in der

Lunge vorherrschenden Bedingungen (niedrigere Temperatur, hoherer pH-Wert,

héherer pO2, niedrigerer pCO, und geringere 2,3-Bisphosphoglyceratkonzentration)

bedingen eine erneute Konformationsanderung, so dass die O-affine Form des

Hamoglobins entsteht (Haldane-Effekt)® . Aus der Atemluft stammender O, kann

nun an das Hamoglobin binden, wahrend CO. abgegeben und exhaliert wird*. Das

auf diese Weise transportierte CO, macht ca. 20% des bei der Zellatmung

anfallenden CO, aus® . Der verbleibende Anteil wird mit Hilfe der Carboanhydrase in

den Erythrozyten in Bikarbonat umgewandelt und physikalisch gelost im Blut

transportiert> ’.

Abb. 2: Das Tetramer Hamoglobin®. Das in den
Erythrozyten lokalisierte Hamoglobin ist aus
insgesamt  vier globuldaren  Polypeptidketten
aufgebaut, die jeweils eine Ham-Gruppe

umgeben®.

Abb. 3: Struktur der H&m-Gruppen
(modifiziert nach Nelson/Cox’). Vier
Koordinationsstellen des zentralen Eisen-
Atoms werden von Stickstoffatomen des
Porphyrinsystems besetzt. Uber eine
weitere ist das Eisen-Atom mit einem
Histidin-Rest der jeweiligen globuléren
Polypeptidkette verbunden. Die sechste
Koordinationsstelle ist die Bindungsstelle

fir molekularen Sauerstoff (O,)
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2.2 Perfluorcarbone

Perfluorcarbone  (PFCs) sind vollstandig fluorierte, rein  synthetische
Kohlenstoffverbindungen. Bedingt durch die grof3e Anzahl an Fluor-Atomen weisen
PFCs sehr starke intramolekulare Bindungen (Kohlenstoff-Fluor-Bindungsenergie
betragt ca. 485kJ mol’) und gleichzeitig sehr schwache intermolekulare
Wechselwirkungen (van-der-Waals-Krafte) auf'°. Neben der starken Kohlenstoff-
Fluor-Bindung bewirken die elektronenziehenden Effekte der Fluor-Atome, die zu
einer hohen Elektronendichte fuhren, eine zusatzliche Stabilisierung des
Kohlenstoffgrundgertistes durch elektronische Abschirmung. Das gesamte Molekil
gewinnt so an Stabilitat. Daruber hinaus sind PFCs aufgrund ihrer chemischen
Eigenschaften sowohl hydro- als auch lipophob, was in Verbindung mit der hohen
Stabilitat der Molektile dazu beitragt, dass PFCs chemisch und vor allem metabolisch
inert sind. Daher gehen sie selbst mit hoch reaktiven Verbindungen keine Reaktion
ein und kénnen im Organismus keine schadlichen Metabolite bilden'®. Sie werden im
Organismus vor allem vom retikuloendothelialen System (RES) der Leber, der Milz
und der Lunge durch Phagozytose aufgenommen. Auf Grund der fehlenden
Metabolisierung werden sie nach und nach in kleinen Mengen wieder in die Blutbahn
abgegeben’. Der hohe Dampfdruck der PFCs ermdglicht es, dass diese geringen
Mengen in der Lunge exhaliert werden konnen'**. Bedingt durch die schwachen
intermolekularen Wechselwirkungen besitzen PFCs eine hohe Ldslichkeit fur
respiratorische Gase wie O, oder CO,. Im Gegensatz zum Hamoglobin, in dem O
chemisch an das zentrale Eisen-Atom gebunden wird, wird er im Falle der PFCs rein
physikalisch in Hohlraumen zwischen den einzelnen Molekilen gelost'® °. Die
Loslichkeit ist, dem Henry-Gesetz entsprechend, proportional zum jeweiligen Gas-
Partialdruck und ist daher unabhangig von anderen Faktoren wie pH-Wert,

Temperatur oder der Prasenz toxischer Rauchgase wie Kohlenmonoxid,
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Cyanwasserstoff oder Schwefelwasserstoff ** 1 1% 17 |m Gegensatz zum

Hamoglobin, dessen Sauerstoffbindungskurve sigmoidal verlauft, verlaufen die

Sauerstoffbindungskurven von PFC-haltigen Praparaten linear (Abb. 4)* 1820,

20- yomTTTTSssssss=--- Blut
’
— ‘
§ 15- 'l
E 10l 60%ige PFC-Emulsion
[}
o |
541
]
]
0

0 100 200 300 400 500
pO; (mmHg)

Abb. 4: Schematische Darstellung der Sauerstoffbindungskurven von Blut und
Perfluorcarbon-haltigen Praparaten (modifiziert nach Habler'). Die O,-Bindungskurve von Blut
(Hb-Gehalt = 15 g/dl) zeigt aufgrund der kooperativen O,-Bindung einen sigmoidalen Verlauf. In PFC-
haltigen Praparaten (hier: 60%ige Oxygent® Emulsion) wird O, rein physikalisch geldst, weshalb die

Loslichkeit proportional zum pO, ist und die O,-Bindungskurve einen linearen Verlauf zeigt.*

Ein adaquater Sauerstoffgehalt der PFCs kann folglich nur bei einem ausreichend
hohen pO, erzielt werden, was eine Beatmung der Patienten mit 50-100%igem
Sauerstoff erforderlich macht*.

Die hohe Sauerstoffloslichkeit (40-60 ml O, auf 100 ml PFC)*, die fehlende
Metabolisierung und die Tatsache, dass sie synthetisch und somit keimfrei und
unbegrenzt hergestellt werden koénnen, machen PFCs zu einer attraktiven
Stoffklasse fur den Einsatz in der Medizin und der medizinische Forschung. Wahrend
PFCs in der Klinik bereits Anwendung in der Augenheilkunde bei vitreoretinalen
Operationen?” 2%, bei der Therapie von Neugeborenen in Form der
Flussigkeitsbeatmung® #° oder in sehr geringen Dosen als Kontrastmittel fiir
Ultraschalluntersuchungen (,microbubbles®)?®?° finden, kénnen PFCs auch als

potenzielle kiinstlicher Sauerstofftrager eingesetzt werden®? 1> 193932
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Eines der am besten erforschten PFCs in biologischen Systemen ist das flussige
Perfluordecalin (PFD — CioFi1g). Chemisch betrachtet ist PFD ein perfluoriertes,

bicyclische Alkan (Abb. 5) mit einer hohen Dichte von 1,92 g/cms.

Abb. 5: Strukturformel des Perfluordecalins.
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2.3 Kinstliche Blutersatzstoffe und kinstliche

Sauerstofftrager

Die Geschichte der Blutersatzstoffe ist eng mit der der Bluttransfusionen verbunden
und kann bis zu den friihen menschlichen Kulturen zuriickverfolgt werden®. Moderne
Forschungsansatze zum kunstlichen Blutersatz finden ihren Ursprung zu Beginn des

3,14

zwanzigsten Jahrhunderts mit der Entdeckung der Sauerstofftransportfunktion der

Erythrozyten® und der Beschreibung des ABO-Systems durch Karl Landsteiner*® 3%

% Diese Entdeckungen erméglichten die Herstellung und Transfusion von
Erythrozytenkonzentraten (EKs), wobei sich erstmals transfusionsassoziierte Risiken
wie z. B. immunologisch vermittelte Transfusionsreaktionen oder

transfusionsbedingte Infektionen zeigten®,

DarlUber hinaus ist aufgrund der
demografischen Entwicklung in Zukunft von einem sinkenden Spenderaufkommen
und einem gleichzeitig steigenden Bedarf an Spenderblut auszugehen, so dass mit
einem zunehmenden Mangel an Blutkonserven zu rechnen sein wird® 3" 3°. Nicht
zuletzt ist die kurze Haltbarkeit von Blutkonserven ein limitierender Faktor fir
Bluttransfusionen®. So kénnen beispielsweise EKs je nach Herstellungsverfahren bei
+4°C + 2°C fur nur 28-49 Tage gelagert werden®’. Zudem wird diskutiert, ob die
Lagerung Einfluss auf die klinische Effizienz oder auf die Nebenwirkungsprofile hat®"
%0 Aufgrund all dieser Probleme ist die Entwicklung kiinstlicher Blutersatzstoffe
gegenwartig ein Forschungsgebiet von sehr grofiem Interesse. Momentane
Forschungsansatze zu kunstlichem Blutersatz konzentrieren sich hauptsachlich
darauf, den Sauerstofftransport im Organismus zu gewahrleisten, weshalb bisherige

Entwicklungen auf diesem Gebiet als kunstliche Sauerstofftrager (O,-Tréager)

bezeichnet werden. Hierbei unterscheidet man hauptsachlich zwei Gruppen,
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hamoglobinbasierte kiinstliche Sauerstofftrager (HbOCs) und perfluorcarbonbasierte

kiinstliche Sauerstofftrager (PCOCs)* 10 14.16:41. 42

2.3.1 Kinstliche Sauerstofftrager auf Perfluorcarbonbasis
(PCOCs)

PCOCs bhieten den grof3en Vorteil, dass sie steril, bzw. keimfrei, hergestellt werden
konnen®. Aufgrund dessen kénnen transfusionsassoziierte Risiken, wie zum Beispiel
transfusionsbedingte Infektionen oder hamolytische Transfusionsreaktionen,
vermieden werden. Im Gegensatz zu Bluttransfusionen konnen PCOCs
blutgruppenunabhéngig verabreicht werden und weisen je nach Lagerung eine

Haltbarkeit von ein bis zwei Jahren auf'® *®

. Im Vergleich zu vielen anderen
Forschungsansatzen auf dem Gebiet der kunstlichen Blutersatzstoffe kénnen
PCOCs nicht nur den Sauerstofftransport im Korper gewahrleisten, sondern auch
das im Gewebe bei Stoffwechselprozessen anfallende CO, wieder
abtransportieren®®.  Aufgrund ihrer spezifischen Eigenschaften koénnen sie
therapeutisch  sowohl als  kinstliche  Blutersatzstoffe als auch  bei
Rauchgasvergiftungen eingesetzt werden. Die Prasenz von Rauchgasen, wie z. B.
Kohlenmonoxid (CO), hat keinen Einfluss auf die Sauerstofftransportfahigkeit der
PCOCs, so dass diese im Gegensatz zum Hamoglobin in den Erythrozyten im Falle
einer Rauchgasvergiftung voll funktionsfahig bleiben und einen adéaquaten
Sauerstofftransport im Korper gewahrleisten kdnnen®.

Ein genereller Nachteil von reinen Perfluorcarbonen ist, dass sie aufgrund ihres

inerten Charakters nicht blutkompatibel sind. Um sie dennoch fur intravendse

Anwendungen zuganglich zu machen, wurden sie in bisherigen in vivo-
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Forschungsansatzen im Bereich kunstlicher Sauerstofftrdger ausschliel3lich als
Emulsionen eingesetzt. Dabei zeigten sich jedoch spezifische Nebenwirkungsprofile,
die mit kurzen Halbwertszeiten, einer Aktivierung des RES, Wechselwirkungen mit
dem Emulgator und vor allem mit der Instabilitdit der Emulsionen durch
Ostwaldreifung in Verbindung gebracht werden konnten*® *¢°_ Produkte wie Fluosol-
DA®, Perftoran®, Oxygent® und Oxycyte® wurden und werden noch in klinischen
Studien gepruft™ 1 16 414330 Bislang wird keines der Praparate groRflachig klinisch
eingesetzt.

Im Institut fur Physiologische Chemie des Universitatsklinikums Essen und im Institut
fur Physikalische Chemie der Universitat Duisburg-Essen wird in einem neuen, viel
versprechenden Forschungsansatz das flissige PFC Perfluordecalin in eine
Polymerhille eingekapselt, wodurch einige der oben genannten Probleme, wie z. B.
die Instabilitat der Emulsionen durch Ostwaldreifung vermieden werden kénnen® 2,
Durch Oberflachenmodifikationen wie z. B. PEGylierung (Oberflachenmodifikation
der Kapselhille mit Polyethylenglykol (PEG)) kann die Kapselwand weiter
funktionalisiert werden, so dass verlangerte Halbwertszeiten der Kapseln im
GefaRsystem erzielt werden konnen®' °2,

Als Kapselwandmaterialien werden die vollsynthetischen Polymere Poly(lactid-co-
glycolid) (PLGA) und Poly(n-Butyl-Cyanacrylat) (PACA) sowie das naturlich
vorkommende Biopolymer Albumin verwendet. Wahrend fir PFD-geflllte PLGA- und
PACA-Kapseln bereits eine generelle Vertraglichkeit nach intraventser Applikation

32,52

beschrieben werden konnte , sind fur PFD-geflllte Albumin-Kapseln bislang noch

keine in vivo-Daten verfugbar.
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3 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Im Hinblick auf die Entwicklung kinstlicher Blutersatzstoffe stellen PFCs aufgrund
ihrer spezifischen Eigenschaften und ihres inerten Charakters eine ideale
Substanzklasse fur den Einsatz als kinstliche Sauerstofftrager dar (siehe Abschnitt
2.2). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten PFD-gefiliten PLGA-,
PACA- und Albumin-Kapseln sollen daher Uber lange Sicht als kuinstliche
Sauerstofftransportsysteme bei der Therapie von generalisierten Gewebeischamien
durch grol3e Blutverluste oder Rauchgasvergiftungen Anwendung finden. Um das
tatsdchliche Potenzial der entwickelten Kapselsysteme als neue Arzneistoffe
einschatzen zu konnen, st es zwingend notwendig, zum einen die
Nebenwirkungsprofile der PFD-geflllten PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln zu
ermitteln und zu analysieren und zum anderen die Sauerstoffkapazitaten dieser
Kapseln zu kennen. Wéahrend im Rahmen der Dissertation von Frau Dr. Waack
bereits Untersuchungen zum Einfluss und zur Biovertraglichkeit von PFD-geftllten
PLGA-Kapseln im Rattenmodell durchgefiihrt wurden®:, konnte fiir PFD-gefiilite
PACA-Kapseln nur eine generelle Eignung flr intravendése Anwendungen
beschrieben werden®’. Zu den PFD-gefiillten Albumin-Kapseln sind bislang keine
in vivo-Daten verfugbar.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bestand in der invitro- und in vivo-
Charakterisierung der PFD-gefillten PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln, um das
therapeutische Potenzial dieser Kapseln fir einen Einsatz in der Notfallmedizin
abschatzen zu konnen. Im Rahmen der in vitro-Charakterisierung sollten die
Keimfreiheit und die mikrobielle Stabilitat der Kapselsuspensionen Utberprift und die
Einflisse der Kapselsuspensionen auf die dynamische Viskositat von Blut untersucht

werden. Dariber hinaus sollte ein invitro-Assay zur Messung der
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Sauerstoffkapazitaten der unterschiedlichen Kapselsuspensionen etabliert werden.
Die in vivo-Charakterisierung sollte es ermoglichen, die biologische Vertraglichkeit
der entwickelten Kapselsysteme zu beurteilen. Hierzu sollten u. a. die Einflisse der
Kapseln auf die Mikrozirkulation und die Integritat von Organstrukturen sowie auf
systemische und metabolische Parameter geklart werden. Eine Analyse der in vivo-
Verteilung und der intravasalen Halbwertszeiten sollten zusatzliche Informationen im
Hinblick auf die Nebenwirkungsprofile der Kapseln liefern. Die Untersuchungen zur
biologischen Vertraglichkeit der PLGA-Kapseln sollten dabei erganzend zu den von

Frau Dr. Waack durchgeftihrten Versuchen stattfinden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Pharmaka und Chemikalien

Produkt / Substanz

Forene®, Isofluran

Agar Agar

ALAT (GPT) FS (IFCC mod.)
ASAT (GOT) FS (IFCC mod.)
CASO-Bouillon

CK-NAC FS

Complete® Proteaseinhibitor
Creatinine FS

Ethanol 99,8%

FITC-Dextran (M = 150000 g/mol )

Formalin-Lsg., 10%, neutral gepuffert

Freeflex®, Ringerldsung
Glucose

HEPES

Human Albumin 50g/L

Isotone Kochsalzlésung 0,9%ig
Kaliumcyanid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat
Ketamin (als Hydrochlorid) 10%ig
LAL Reagent Water

LDH FS IFCC

Nilrot

Perfluordecalin HP

Shandon Cryomatrix

Trockenhefe

Vectashield Einbettmedium mit DAPI H-1500
Xylocain 1%ig (Lidocainhydrochlorid-

Monohydrat)

Hersteller

Abbott (Wiesbaden, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

DiaSys Diagnostic Systems (Holzheim, Deutschland)
DiaSys Diagnostic Systems (Holzheim, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

DiaSys Diagnostic Systems (Holzheim, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)

DiaSys Diagnostic Systems (Holzheim, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

TdB consultancy (Uppsala, Schweden)

Sigma Aldrich Chemie (Steinheim, Deutschland)
Fresenius Kabi (Bad Homburg, Deutschland)

Sigma Aldrich Chemie (Steinheim, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Baxter Deutschland (Unterschleil3heim, Deutschland)
B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Ceva Tiergesundheit (DUsseldorf, Deutschland)
Lonza (Walkersville, USA)

DiaSys Diagnostic Systems (Holzheim, Deutschland)
Sigma Aldrich Chemie (Steinheim, Deutschland)

F2 Chemicals (Lancashire, UK)

Thermo Scientific (Waltham, USA)

Aldi Nord (Deuscthland)

Vector Laboratories (Burlingham, USA)

AstraZeneca (Wedel, Deutschland)
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4.1.2

Produkt / Geréat

Cardiff Aldasorber (Aktivkohlefilter)
Adhésionsfolie aus Polyethylen
(Frischhaltefolie)

Axio Imager. A1 (Mikroskop)

AxioCam MRc (Kamera)

Bee Sana®, Vliesstoffkompressen
Biofuge 13

Biofuge primo R

Biomonitor Sirecust 1281
Blutgasanalysegerat ABL 715

Cary 300 BIO UV-Visible Spectrophotometer
Chirurgische Instrumente

Chirurgisches Nahtmaterial (Seide, nicht
resorbierbar)

Deckglaser, @28 mm

Dreiwegehahn + Spulsystem (Druckdom)
Drigalskispatel

Druckmanschette

Druckwandler MX960

Einbettférmchen aus Kunststoff
(verschiedene Grof3en)

ELISA-Kit Komplementfragment C3a
ELISA-Kit Komplementfragment C5a
Eppendorf Pipettenspitzen (verschiedene
Grofden)

Eppendorf Reference® Pack (Pipetten)
Feinwaage 770

Halbmikrokuvetten, acryl @10 mm
Hamatokrit-Versiegelungskit
Hamatokrit-Zentrifuge Universal 320R
Hamilton 705N, 50pl Spritze

Hydragel Iso-CK k20

Infusionsgerat, IntrafixPrimeline
Isofluran Vet. Med. Vapor

KL 1500 LCD Kaltlichtquelle

Kleintier OP-Tisch, beheizbar

Kryostat Leica CM1850 UV

Materialien und Gerate

Hersteller

Aldasorber® (Shirley Aldred, England)

FOLIA (Aldi Nord)

Carl Zeiss Microscopy (Jena, Deutschland)

Carl Zeiss Microscopy (Jena, Deutschland)

Karl Beese (Barsbiittel, Deutschland)

Heraeus Holding (Hanau, Deutschland)

Heraeus Holding (Hanau, Deutschland)

Siemens Medical Electronics (Danvers, MA, USA)
Radiometer (Willich, Deutschland)

Varian (Darmstadt, Deutschland)

Fine Science Tools (Eckermiinde, Deutschland)

Resorba® (Nirnberg, Deutschland)

Gerhard Menzel (Braunschweig, Deutschland)
Smiths Medical (Grasbrunn, Deutschland)
Hedinger (Stuttgart, Deutschland)

MediPlac® (Borchen, Deutschland)

Medex Medical (Rossendale, England)

R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik
(Emmendingen, Deustchland)

Novatein Biosciences (Woburn, MA, USA)
Shanghai BlueGene Biotech (Shanghai, China)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Kern & Sohn (Balingen, Deutschland)
Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)
Brand (Wertheim, Deutschland)
Hettich (Bach, Schweiz)

Hamilton Company (Nevada, USA)
Sebia (Evry, Frankreich)

B. Braun (Melsungen, Deutschland)
Dragerwerk (Lubeck, Deutschland)
Carl Zeiss Microscopy (Jena, Deutschland)
Medax (Rendsburg, Deutschland)

Leica (Wetzlar, Deutschland)
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Kurzzeitmesser

Laser Scanning Mikroskop Typ LSM510
Leica DMLM (Intravitalmikroskop)
Lichtmikroskop

Matrx Anesthetic Gas Scavenger
Medizinische Temperatursonde D-RB3
Microlance Kaniilen 0,6 mm x 30 mm
Mikro-Hamatokrit-Kapillare,
Natriumheparinisiert

Minisart Syringe Filter 0,20 um
Narkosegerat Trajan 800

02C (Oxygen to see)

Objekttrager, SuperFrost®, blau, geschnitten
Original-Perfusor®-Spritze 50 ml
Oxygraph-2K

Perfusor® Secura FT
Perfusor®-Leitung

Petrischale 100 x 20 mm

PICO50 Probennehmer 2 ml (mit 80 1U
Heparin)
PoretexTMPolyethylen-Schlauche 0,58 mm
ID, 0,96 mm OD

Pulsoxymetriesensor, NellcorTM
ReaktionsgefalR 1 ml, 2 mi
Reinstwassersystem Typ HP 6 UV/UF
Rheometer LS40

Rotationsmikrotom RM2235
Schwingmihle MM200

Shandon Cassete/Biopsy, weild
Spritzen 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml
Spritzenpumpe Model 2010
Trockenschrank U25

Tube 20 ml

Tube 50 ml

Vierwegehahn

Vitalab Selectra E

Wattestéabchen

Zelos-285M GV (Kamera)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Zeiss Microscopy (Jena, Deutschland)
Leica (Wetzlar, Deutschland)

Carl Zeiss Microscopy (Jena, Deutschland)
Midmark (Ohio, USA)

ASMUTH Medizintechnik (Minden, Deutschland)
BD (Franklin Lakes, USA)

Brand (Wertheim, Deutschland)

Sartorius Stedim Biotech (Gottingen, Deutschland)
Dragerwerk (Lubeck, Deutschland)

LEA Medizintechnik (Giessen, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Oroboros Instruments (Innsbruck, Osterreich)

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Radiometer (Willich, Deutschland)

Smiths Medical (Grasbrunn, Deutschland)
Covidien (Mansfield, MA, USA)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

TKA (Niederelbert, Deutschland)

proRheo (Althengstett, Deutschland)
Leica (Wetzlar, Deutschland)

Retsch (Haan, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific® (Kalamazoo, MI, USA)
Terumo® Europe N.V. (Leuven, Belgien)
Medfusion (Raleigh, USA)

Memmert (Schwabach, Deutschland)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Smiths Medical (Grasbrunn, Deutschland)
Vital Scientific (Spankeren, Niederlande)
MaiMed (Neueunkirchen, Deustchland)
Kappa Optronics (Gleichen, Deutschland)
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4.1.3 Software

Software Hersteller
Microsoft Officepaket 2003 Microsoft (Redmond, WA, USA)
Adobe Photoshop Adobe Systems (Muinchen, Deutschland)
AxioVision Rel. 4.6 Carl Zeiss Microscopy (Jena, Deutschland)
GraphPad Prism 6 GraphPad Software (La Jolla, CA, USA)
Kappa CameraControl Zelos Kappa Optronics (Gleichen, Deutschland)
Kappa ImageBase 2.8.2.11051 Kappa Optronics (Gleichen, Deutschland)
4.1.4 Versuchstiere

Alle Tierversuche im Rahmen dieser Arbeit wurden an mannlichen Wistar-Ratten mit
einem Gewicht von 400-450 g durchgefihrt. Die Tiere wurden im Zentralen
Tierlaboratorium des Universitatsklinikums Essen (ZTL) gezichtet. Die Haltung
erfolgte nach geltenden Tierschutzgesetzen ebenfalls im ZTL unter standardisierten
Bedingungen bei konstanter Temperatur (22°C + 1°C) und konstanter Luftfeuchtigkeit
(55% =+ 5%). Die Tiere unterlagen einem zwolfstiindigen Hell-Dunkelrhythmus. Futter
(Ssniff®-Spezialdiaten, Soest, Deutschland) und Wasser waren jederzeit frei
zugéanglich. Alle durchgefuhrten Tierversuche wurden durch das Landesamt fur
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) genehmigt (G1242/11, AZ 84-

02.04.2011.A361 und G1383/13, AZ 84-02.04.2013.A391).
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4.1.5 Verwendete Kapseltypen

Fur die Versuche in dieser Arbeit wurden insgesamt drei verschiedenen Kapseltypen
eingesetzt, die sich in Kapselwandmaterial, GroRe und Gewicht voneinander
unterschieden. Zur intravendsen Applikation wurden die Kapseln in Tragerlésung
(0,9%ige Kochsalz (NaCl)-Lsg. oder 5%ige Albumin-Lsg.) suspendiert. Um die
Ergebnisse der Versuche untereinander vergleichen zu konnen, wurde der
Volumenanteil der Kapseln am Gesamtvolumen der jeweiligen Suspension mit Hilfe
einer Hamatokritzentrifuge auf 8 Vol.-% + 1 Vol.-% eingestellt. Die Albuminkapseln
wurden fur weiterfihrende Versuche zusétzlich auf Volumenanteile von 32 Vol.-
% + 1 Vol.-% und 64 Vol.-% + 1 Vol.-% eingestellt.

Die Konzentrationen der Kapselsuspensionen wurden in mg/ml bestimmt. Hierzu
wurde jeweils 1 ml der entsprechenden Suspension bei 4500 rpm fir 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Kapselpellet bei 37°C getrocknet und

konstant gewogen.

PLGA-Mikrokapseln

Die verwendeten PLGA-Kapseln wurden als Suspension in 0,9%iger Kochsalzlésung
in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Michael Kirsch (Institut fir Physiologische
Chemie, Universitatsklinikum Essen) hergestellt und fur die Versuche, die in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden, zur Verfiigung gestellt®’. Die Synthese der
Kapseln beruhte dabei auf einem Emulsions-Evaporations-Verfahren nach Pisani
et. al®* ®*. Zum Schutz vor Opsonierung war die Oberflaiche der PLGA-Kapseln mit
PEG funktionalisiert (Abb. 6). Neben PFD-gefillten PLGA-Mikrokapseln wurden
zusatzlich PEGylierte PLGA-Mikrospharen eingesetzt, die frei von PFD waren
(Abb. 7). Die Synthese der PFD-freien PLGA-Mikrospharen erfolgte analog zur

Synthese der PFD-geflllten PLGA-Mikrokapseln. Die Durchmesser der PLGA-
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Mikrokapseln und PLGA-Mikrospharen sowie die Konzentrationen der Suspensionen

sind in Tabelle 1 zusammengefasst (Tab. 1).

Abb. 6: Aufbau einer PLGA-Mikrokapsel. Flissiges

PLGA
Perfluordecalin (PFD) wurde in eine Polymerhille aus
Poly(lactid-co-glycolid) eingekapselt. Zum Schutz vor PEG
Opsonisierung  wurde die Oberflache der PLGA-
Mikrokapseln mit Polyethylenglykol (PEG) funktionalisiert. PFD
Der mittlere Durchmesser der Kapseln betrug entweder 1 | I
oder 1,5 pm. M1 yum/1,5pml
Abb. 7: Aufbau einer PLGA-Mikrosphéare. Im Gegensatz

PLGA
zu den PLGA-Mikrokapseln besallen die PLGA-
Mikrosphéaren keine PFD-Fillung. Sie bestanden aus PEG

reinem Poly(lactid-co-glycolid). Die Oberflache wurde zum
Schutz vor Opsonisierung ebenfalls mit Polyethylenglykol

(PEG) funktionalisiert. Der mittlere Durchmesser der

Spharen betrug 1,5 um.

PACA-Nanokapseln

Die PACA-Nanokapseln wurden im Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. Christian Mayer
(Institut fur Physikalische Chemie, Universitat Duisburg-Essen) synthetisiert und fur
die Versuche, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiuihrt wurden, zur Verfigung
gestellt** >°. Der Aufbau einer solchen Kapsel ist in Abbildung 8 dargstellt (Abb. 8).
Da die PACA-Kapseln als Suspension in wassriger Losung vorlagen, wurde die

Osmolaritéat der Suspension zur intravendsen Anwendung durch Zugabe von
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Natriumchlorid (7,9 mg/ml) an die des Blutes angepasst. Durchmesser und

Konzentration der Suspension sind in Tabelle 1 zusammengefasst (Tab. 1).

PACA , ,
/ Abb.8: Aufbau einer PACA Nanokapsel. Eine

\ Polymerhtlle aus Poly(n-Buty-Cyanoacrylat) (PACA) umgibt
PFD

einen flussigen Kern aus Perfluordecalin (PFD). Der mittlere

| |
I 420nm |

Kapseldurchmesser betrug 420 nm + 65 nm.

Albumin-Nanokapseln

Modifiziert nach der Synthese von Sloviter et al.®®

wurden die eingesetzten Albumin-
Nanokapseln im Arbeitskreis von Frau Dr. Katja Ferenz aus 5%igem humanen
Serumalbumin (HSA) und PFD mit Hilfe einer Ultraschallsonde hergestellt und fur die
Versuche in dieser Arbeit zur Verfigung gestellt. Der Aufbau einer Albumin-Kapsel
ist in Abbildung 9 dargestellt (Abb.9). Fir intravendse Anwendung wurden die

Kapseln in 5%iger Albumin-Lésung suspendiert. Durchmesser und Konzentration der

Suspensionen sind in Tabelle 1 zusammengefasst (Tab. 1).

Albumin
Abb. 9: Aufbau einer Albumin-Nanokapsel. Das

Biopolymer  Albumin  umgibt das flissige PFC
PFD

Perfluordecalin (PFD). Der mittlere Durchmesser der

Kapseln betrug 500 nm. I___l
500 nm
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Kapseltyp Durchmesser | Volumenanteil | Konzentration Tragerlésung
(Vol.-%) (mg/ml)

=~ 1,5 um 8+1 125,06 + 2,21 | NaCl-Lsg. 0,9 %

PLGA-Kapseln
~1,0 um 8+1 104,41 +9,02 | NaCl-Lsg. 0,9 %
PLGA-Sphéren =1,5um 8+1 64,51 + 1,02 NaCl-Lsg. 0,9 %
PACA-Kapseln =400 nm 81 106,59 + 7,95 NaCl-Lsg. 0,9 %
8+1 2,3+0,84 Albumin-Lsg. 5%
Albumin-Kapseln = 500 nm 32+1 11,50 + 0,69 Albumin-Lsg. 5%
64+1 23,15+ 1,11 Albumin-Lsg. 5%

Tab. 1: Durchmesser der verschiedenen Kapseltypen sowie Volumenanteile, Konzentrationen

und Tragerldsungen der jeweiligen Suspensionen.
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4.2 Methoden

4.2.1 Mikrobiologische Testreihen

Um ausschlieRen zu kdnnen, dass eventuelle Effekte nach intravendser Applikation
der Kapselsuspensionen durch eine Kontamination der Suspensionen mit Bakterien
und Pilzen hervorgerufen werden, wurden mikrobiologische Testreihen durchgefihrt,

die es ermoglichten, die Keimfreiheit der verwendeten Suspensionen sicherzustellen.

Nach dem europaischen Arzneibuch (pharmacopoea europaea, Ph. Eur.) wird der
Einsatz von CASO-Bouillon sowohl zum Nachweis verschiedener Bakterien, wie z. B.
Salmonellen, Echerichia coli, Staphylococcus aureus oder Pseudomonas
aeruginosae, als auch zum Nachweis von Pilzen und Hefen empfohlen®” *®. CASO-
Bouillon besitzt eine hohe Né&hrstoffdichte und fordert das Wachstum selbst von
anspruchsvollen Mikroorganismen.

An den jeweiligen Versuchstagen wurden Ruckstellproben der intravends
applizierten Kapselsuspensionen auf CASO-Bouillon-haltigen Agarplatten unter der
Sterilbank ausplattiert.

Aufgrund des teilweise aufwendigen und zeitintensiven Herstellungsverfahrens der
Kapselsuspensionen und der zum Teil groRen Synthesevolumina sollte die
Uberprifung der mikrobiellen Stabilitat Aufschluss darliber geben, ob eine
Keimfreiheit auch bei langerer Lagerung gewahrleistet werden kann. Dazu wurde ein
Ansatz der jeweiligen Kapselsuspension Uber einen Zeitraum von vier Wochen im
Kuhlschrank gelagert, aus dem zweimal wochentlich Proben ausplattiert und beurteilt

wurden.
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Ansetzen der Agarplatten

Zum Ansetzen von ca. 12 Agarplatten wurden 250 ml einer CASO-Bouillon-Lésung
(30 g CASO-Bouillon auf 11 Aqua bidest) mit 3,75 g Agar versetzt und autoklaviert.
Bei ca. 50°C wurde die noch fllissige Agar-L6sung aus dem Autoklaven genommen
und umgehend unter der Sterilbank in 20 ml Portionen in sterile Petrischalen
gegossen. Die Petrischalen wurden bis zum Erkalten mit geschlossenem Deckel
unter der Sterilbank stehen gelassen. Die fertigen Agarplatten wurden mit dem
Datum der Herstellung beschriftet und bis zu vier Wochen im Kihlschrank gelagert.
Zur Uberprifung der aktuellen Charge Agarplatten wurden sowohl eine Negativ-
Kontrolle mit sterilem Wasser als auch eine Positiv-Kontrolle mit Darmkeimen

angesetzt.

Ausplattieren der Kapselsuspensionen

Zum Ausplattieren der Kapselsuspensionen wurden an den Versuchstagen 500 pl
der jeweiligen Suspension unter der Sterilbank auf die Mitte der Agarplatte pipettiert.
AnschlieRend wurde die Suspension mit einem sterilen Drigalskispatel gleichmafig
auf der Oberflache verteilt. Sobald der Flissigkeitsfilm in das Agar-Gel eingezogen
war, wurde die Petrischale mit Deckel verschlossen und bei 37°C fur 72 Stunden in
den Warmeschrank gestellt. Zusatzlich wurde jedes Mal eine Negativ-Kontrolle mit

sterilem Wasser angefertigt.

Beurteilung der Keimfreiheit

Nachdem die Agarplatten mit den Proben in den Warmeschrank gestellt wurden,
erfolgte alle 24 Stunden eine Uberpriifung der Platten auf Kontamination. War nach
drei Tagen noch immer kein Wachstum von Bakterien, Pilzen oder Hefen zu sehen,
wurden die entsprechenden Proben nachtraglich als keimfrei deklariert, womit die

betreffenden Versuche als valide angesehen und fur die Gesamtauswertung
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herangezogen wurden. Aufgrund dieses Vorgehens konnte sichergestellt werden,
dass auftretende Effekte nach Infusion der Kapselsuspensionen nicht auf

Kontamination mit Bakterien oder Pilzen zuriickzufiihren waren.

4.2.2 Allgemeiner Operationsablauf

Anasthesie und Analgesie

Zur Narkoseeinleitung wurden die Ratten in einen Begasungstopf gesetzt, der mit
Isofluran geflutet wurde (2% Isofluran in 100% O, Durchfluss: 4 I/Min). Nach
Erreichen  einer ausreichenden  Narkosetiefe bzw. des gewinschten
Toleranzstadiums®® wurden die Ratten in Riickenlage auf einen beheizbaren OP-
Tisch gelegt (38°C —40°C), wo die fortwahrende Narkosefiihrung uUber eine
Inhalationsnarkose mit Isofluran (1,5-2% in 100% O, Durchfluss: 1 I/Min) erfolgte.
Zur Analgesie wurde den Ratten Ketamin (50 mg/kg KGW) subkutan in die linke
Flanke injiziert. Des Weiteren erfolgte eine Lokalanasthesie der rechten
Leistengegend durch subkutane Applikation von Xylocain (5 mg/lkg KGW). Zur
Atemwegssicherung wurde die Zunge leicht exponiert und mit einem Holzstabchen
fixiert. Um ein Auskihlen der Tiere zu verhindern, wurden diese entweder mit
Aluminium- oder mit Polyadhasionsfolie zugedeckt.

Wahrend des gesamten Versuchs wurde die Narkosetiefe der Tiere stets mit Hilfe
des Zwischenzehenreflexes und des Corneareflexes tberwacht und bei Bedarf tber
die Isofluran-Konzentration (im Bereich zwischen 1,5 und 2%) im Atemgas
nachreguliert. Dariiber hinaus konnte nach Katheterisierung der Femoralgefal3e
zusatzlich der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) zur Beurteilung der Narkosetiefe

herangezogen werden.
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Katheterisierung der Femoralgefalie

Mit Ausbleiben des Zwischenzehen- und Corneareflexes erfolgte rechtsseitig eine
inguinale Inzisur. Die arteria und vena femoralis wurden vorsichtig freiprapariert und
voneinander separiert. Um die Gefalie katheterisieren zu kdnnen, wurden diese mit
Hilfe von einer Pinzette aufgebockt und anschlie3end distal ligiert. An der proximalen
Seite wurde ebenfalls eine Ligatur eingebracht, die jedoch zunachst nur
angeschlungen wurde. Mit einer Gefaldschere wurde die GefalBwand leicht
angeschnitten, so dass die Katheter vorsichtig in die Gefal3e eingelegt werden
konnten. Die Katheter wurden anschlieBend mit den bereits angeschlungenen
proximalen Ligaturen und den distalen Ligaturen fixiert. Um mdglichst zeitnah mit
dem Biomonitoring beginnen zu kénnen und somit eine einwandfreie Narkoseflihrung
zu gewabhrleisten, wurde zuerst der Arterienkatheter gelegt. Das Biomonitoring wurde
umgehend gestartet. Es erfolgte eine erste Blutentnahme (BGA 1; 0,5 ml) zur
Blutgasanalyse und zur Bestimmung von Schadigungsparametern. Anschlie3end
erfolgte die Katheterisierung der vena femoralis. Uber den Venenkatheter wurde
kontinuierlich 0,9%ige NaCl-Lsg. infundiert, um narkosebedingte Flussigkeitsverluste

der Tiere auszugleichen. Die Infusionsrate betrug immer 5 mi/kg KGW.

Biomonitoring und Basiswerte

Nach Katheterisierung der FemoralgefdRe wurden die Vitalparameter der Tiere
kontinuierlich Uberwacht. Hierzu wurden MAP, Herzfrequenz, Atemfrequenz,
Korpertemperatur, Sauerstoffsattigung und die aktuelle Isoflurankonzentration in 10-
minutigen Abstdnden kontrolliert und dokumentiert. Das Biomonitoring gab daher
wahrend der gesamten Versuchsdauer Aufschluss uber das Befinden und die
Narkosetiefe der Tiere. Wahrend der ersten 30 Minuten nach Beginn des

Biomonitorings wurden die so genannten Basiswerte erfasst. In diesem Zeitraum
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wurden keine Eingriffe am Tier vorgenommen. Er diente ausschlieBlich der

Akklimatisierung der Tiere und der Feineinstellung der Narkosetiefe.

Blutgasanalysen und Bestimmung von Schadigungsparametern

Mittels Blutgasanalysen (BGAs) kdnnen unter anderem Aussagen Uber den Saure-
Base-Haushalt, den pH-Wert und die Gasverteilung von Sauerstoff (O2) und
Kohlendioxid (CO;) im Blut gemacht werden. Zur Messung einer BGA wird
arterielles, heparinisiertes Vollblut bendtigt. Dazu wurden mit einem 2 ml
Probennehmer (PICO50), der 80 IU elektrolyt-kompensiertes Heparin enthielt, 0,5 ml
Blut Uber den Katheter in der Arteria femoralis entnommen. AnschlieBend wurden
aus 100 pl des abgenommenen Blutes mittels Blutgasanalysen-Gerét die Parameter
pH-Wert (pH), Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck (pO2 und pCO,), arterielle
0O,-Séttigung, Base Excess (BE), Standardbicarbonat, Hamoglobingehalt (Hb) und
Hamatokrit (Hkt) bestimmt. Dariiber hinaus wurden die Metabolite Glukose und
Laktat sowie die Elektrolyte Kalium (K*), Calcium (Ca?"), Natrium (Na*) und Chlorid
(CI) gemessen. Aus dem restlichen Blutvolumen wurde mittels Zentrifugation
(4500 x g; 5 Min) Blutplasma gewonnen, aus dem verschiedene
Schadigungsparameter bestimmt werden konnten. Als Indikatoren fir einen
Leberschaden wurden die Leberenzyme Alanin-Aminotransferase (ALAT) und die
Aspartat-Aminotransferase (ASAT) gemessen. Als Schadigungsparameter fir die
Nieren wurde Creatinin bestimmt. Die Creatin-Kinase (CK-NAC) gab Aufschluss tber
Schadigungen von Herz- und Skelettmuskelzellen. Die Laktatdehydrogenase (LDH)
diente als unspezifischer Schadigungsparameter, da sie in fast allen Geweben

vorkommit.
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Euthanasie und Organentnahme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine Uberlebensversuche durchgefiihrt. Alle Tiere
wurden am Ende der Versuche durch eine Uberdosierung der Narkose
(Isoflurankonzentration 5%) und eine anschlieBende Organentnahme getttet. Mit
den entnommenen Organen wurden histopathologische Untersuchungen
durchgefuhrt oder es wurden kryohistologische Schnittpraparate angefertigt, die

fluoreszenzmikroskopisch analysiert wurden.

4.2.3 Intravitalmikroskopie der Leber zur Bestimmung der
prozentualen Anzahl perfundierter Gefalle und des
mittleren GefalRdurchmessers nach intravendser

Applikation von PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln

Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie (IVM) konnten Aussagen uber die hepatische
Mikrozirkulation getroffen werden. Bestimmt wurden die prozentuale Anzahl
perfundierter Gefal3e in der Leber wéhrend und nach Kapselinfusion sowie der
mittlere hepatische Gefalidurchmesser wahrend der Infusionsphase. Zuséatzlich zu
den PFD-geflllten PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln wurden PFD-freie PLGA-
Mikrosphéaren infundiert, um abzuklaren, ob die PFD-Fillung der Kapseln einen
Einfluss auf die Mikrozirkulation ausubt. Die Anzahl der Tiere in den einzelnen

Versuchsgruppen ist in Tabelle 2 dargestellt (Tab. 2).
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Versuchsgruppen Anzahl der Tiere
NaCl 0,9% 6
Albumin 5% 6
PLGA-Kapseln (@ = 1,5 pum) 6
PLGA-Kapseln (@ =1 um) 6
PLGA-Spharen (@ = 1,5 pum) 6
PACA-Kapseln 6
Albumin-Kapseln 8 Vol.-% 6
Albumin-Kapseln 32 Vol.-% 6
> Tiere =48

Tab. 2: Anzahl der Tiere fur die intravitalmikroskopischen Untersuchungen.

Prinzip der Messung

Bei der Intravitalmikroskopie handelt es sich im Generellen um
Fluoreszenzmikroskopie, eine spezielle Form der Lichtmikroskopie. Um
Fluoreszenzmikroskopie durchfuhren zu kénnen, bendtigt man
Fluoreszenzfarbstoffe, so genannte Fluorochrome.

Nach  Freipraparation der Leber und intravendser Applikation des
Fluoreszenzfarbstoffes und Plasmamarkers FITC-Dextran (Aex=450-490 nm)
konnten die oberflachennahen hepatischen Gefal3e mit Hilfe eines
Intravitalmikroskops dargestellt werden. Die Aufnahme von kurzen Videosequenzen
ermdglichte die Bestimmung der prozentualen Anzahl perfundierter Gefal3e vor,
wahrend und nach intravendser Infusion der Kapselsuspensionen. Pro Videosequenz
wurden insgesamt finf Gesichtsfelder mit je finf gut sichtbaren Gefal3en Uber den
Zeitverlauf betrachtet, so dass die prozentuale Anzahl der zu den einzelnen

Zeitpunkten perfundierten Gefal3e berechnet werden konnte.
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Darlber hinaus konnte anhand von Standbildern mit Hilfe einer Vermessungs- und
Markierungssoftware der mittlere hepatische Gefalldurchmesser festgestellt werden.
Pro Standbild wurde der Durchmesser von insgesamt funf verschiedenen Geféal3en
ermittelt, wobei der Durchmesser zu Beginn der Infusionsphase als 100%

angenommen wurde.

Prinzip der Fluoreszenz

Gibt ein durch Strahlung elektronisch angeregtes Molekil oder Atom seine
Uberschiussige Energie wieder an die Umgebung ab, bezeichnet man dies als
,Strahlende Desaktivierung“. Bei der Abgabe der Uberschissigen Energie erfolgt
zunachst  ein  strahlungsloser  Ubergang  eines Elektrons in  den
Schwingungsgrundzustand. Danach fallt das Elektron zurick in ein Orbital mit
niedrigerem Energiniveau. Das Molekul kehrt in den elektronischen Grundzustand
zurick. Wenn dabei ein Photon freigesetzt wird und die emittierte Strahlung im
sichtbaren Spektralbereich liegt (400-750 nm), kann das freigesetzte Licht vom
60-63

Betrachter wahrgenommen werden und man spricht von Fluoreszenz (Abb. 10)

Strahlungslose
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Abb. 10: Mechanismus der Fluoreszenz (Modifiziert nach P. W. Atkins)®".
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Der Prozess der Fluoreszenz ist in einem Zeitrahmen von ca. 10-100 ns angesiedelt,
wobei die Farbe des emittierten Lichts von der Anregungsstrahlung abhangt. Die
emittierte Strahlung weist dabei eine groRere Wellenlange auf als die
Anregungsstrahlung® ®*. Das bedeutet, dass das Fluoreszenzspektrum im Vergleich
zum Absorptionsspektrum zu niedrigeren Frequenzen bzw. hoheren Wellenlangen
hin verschoben ist (Abb.11). Diese Verschiebung wird als ,Stokes’ Shift*

bezeichnet®?.

Abb. 11: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum. Das Absorptionsspektrum gibt die
Schwingungsstruktur des angeregten Zustandes wieder (a), das Fluoreszenzspektrum die des
Grundzustandes (b). Das Fluoreszenzspektrum &hnelt einem Spiegelbild des Absorptionsspektrums

(mit A: Wellenlange).®

Allgemeiner Versuchsablauf bei der Intravitalmikroskopie

Der allgemeine Operationsablauf ist in Abschnitt 4.2.2 beschrieben. Nach Erhalt der
Basiswerte (siehe Abschnitt 4.2.2) erfolgte eine mediane Laparatomie von ca. 8-9 cm
und die Leber wurde vorsichtig frei prapariert (Abb. 12). Hierzu wurden zunachst das
ligamentum coronarium und das ligamentum hepato gastricum durchtrennt
(Abb. 12 B/C). AnschlieRend wurde der linke mittlere Leberlappen (lobus medialis
sinsiter) mit Hilfe eines feuchten Wattestabchens unter gré3ter Vorsicht auf einen
speziell daftir angefertigten Tisch ausgelagert (Abb. 12 D). Dieser wurde zuvor mit

feuchten Vlieskompressen abgepolstert, um Druckstellen an der Leber zu vermeiden.
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Abb. 12: Freipraparation und Auslagerung der Leber.

Nach medianer Laparatomie (A) wurden die ligamenta coronarium (B) und hepato gastricum (C)
durchtrennt. Der lobus medialis sinister wurde mit Hilfe von feuchten Wattestdbchen unter

Vermeidung von Druckstellen vorsichtig auf einen fiir diesen Zweck angefertigten Tisch ausgelagert

D).

Die Auslagerung war zwingend notwendig, um stérende Atembewegungen zu
minimieren, so dass einwandfreie Aufnahmen der oberflichennahen Kapillaren in der
Leber gemacht werden konnten. Die Leber und der gesamte Operationsbereich
wurden mit Polyadhasionsfolie abgedeckt. Der Mikroskopierbereich wurde mit einem
Deckglaschen bedeckt (Abb. 13). So konnte zum einen ein Auskihlen der Tiere

verhindert und zum anderen die Organe im Bauchraum feucht gehalten werden.
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Abb. 13: Abdecken des Operationsbereichs.

Das Abdecken des Operationsbereichs mit
Polyadhasionsfolie verhinderte das Auskihlen
des Tieres und ein Austrocknen des Gewebes.

Durch Abdecken des Mikroskopierbereichs mit

einem  Deckglaschen wurde eine glatte

v '-.‘\ ;
\ \7 .‘ A‘ Oberflache  fur  die Intravitalmikroskopie
‘ = geschaffen.

Im Anschluss an die Organauslagerung erfolgte eine Blutenthahme zu
Analysezwecken (BGA 2). Zur Kontrastierung der Blutgefal3e wurde das Fluorochrom
FITC-Dextran (Aex=450-490 nm) als 5%ige Loésung in NaCl (0,9%) uber den
Venenkatheter appliziert (1 ml/lkg KGW). Danach schloss sich eine 15-minitige
Beobachtungsphase an. Diese diente dazu, eventuelle Einflisse des FITC-Dextrans
auf die Vitalparameter der Tiere auszuschlieBen. Dariber hinaus konnte so eine
gleichméliige Verteilung des Farbstoffes im Gefalisystem gewahrleistet werden. Im
Anschluss an diese Beobachtungszeit wurde die Intravitalmikroskopie gestartet. Bis
zum Ende des Versuchs wurden alle zehn Minuten fur ca. zehn Sekunden
Videosequenzen der  hepatischen  Mikrozirkulation  aufgezeichnet.  Die
Bestrahlungsintervalle wurden bewusst kurz gewahlt, so dass das Risiko von
Gewebeschadigungen minimal gehalten werden konnte. Simultan zur
Intravitalmikroskopie wurde die Infusion der Kapselsuspensionen bzw. der Kontroll-
Lsg. gestartet. Die Infusion erfolgte mit Hilfe einer Infusionspumpe Uber einen
Zeitraum von 30 Minuten in die vena femoralis. Um die Infusion fir alle Kapseltypen
zu standardisieren, wurde die Katheterlange immer gleich lang gewahlt (20 cm). Das
Infusionsvolumen betrug in allen Versuchen 10 ml/kg KGW. Nach beendeter Infusion

wurde der Venenkatheter mit 0,5 ml NaCl (0,9%) gespuilt.
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Intravitalmikroskopische Untersuchungen zu den PLGA- und PACA-Kapseln
sowie zu PFD-freien PLGA-Mikrophéaren

Bei den Untersuchungen zu den PLGA- und PACA-Kapseln sowie zu den PLGA-
Spharen schloss sich an die Infusionsphase eine Nachbeobachtungszeit von 2 %2
Stunden an, so dass die Versuchsdauer insgesamt funf Stunden betrug (Abb. 14).
Da sowohl die PLGA-Sphéren als auch die PLGA- und PACA-Kapseln in 0,9%iger
NaCl-Lsg. infundiert wurden, wurde fir diese Versuchsreihen 0,9%ige NaCl-Lsg. als

Kontrolle gewahlt.

3 45 6 7 8 9 10 11 12

I L]

0 60 120 160 240 270 300

Biomonitoring / 5 ml 0,9%ige NaCl/kg * h

Intravitalmikroskopie

Abb. 14: OP-Schema fur intravitalmikroskopische Untersuchungen nach intravenéser Infusion
von PLGA- und PACA-Kapseln. Mit: 1) Narkoseeinleitung; 2) Analgesie; 3) Katheterisierung der
arteria und vena femoralis; 4) BGA 1; 5) Start Biomonitoring; 6) Organauslagerung; 7) BGA 2,
Applikation FITC-Dextran (1 ml/kg einer 5%igen Lsg. in NaCl 0,9%); 8) Start Infusion 10 ml/kg KGW,
Beginn Intravitalmikroskopie; 9) Ende Infusion; 10) BGA 3; 11) BGA 4 und 12) BGA 5 und Euthanasie

des Tieres.

Intravitalmikroskopische Untersuchungen zu den Albumin-Kapseln
Fur die Untersuchungen zu den Albumin-Kapseln wurde die Nachbeobachtungszeit
auf 60 Minuten verkirzt. Die Versuchsdauer betrug insgesamt 3 %2 Stunden, wobei

die intravitalmikroskopischen Untersuchungen ulber einen Zeitraum von 1 % Stunden
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durchgefuhrt wurden. Infundiert wurden Albumin-Kapseln in 5%iger Albumin-Lsg.,

weshalb fur die entsprechenden Kontrollen 5%ige Albumin-Lsg. gewahlt wurde

(Abb. 15).
0 80 120 150 180 210

Biomonitoring / 5 ml 0,9%ige NaCl/kg * h

Intravitalmikroskopie

Abb. 15: OP-Schema fir intravitalmikroskopische Untersuchungen nach intravenéser Infusion
von Albumin-Kapseln. Mit: 1) Narkoseeinleitung; 2) Analgesie; 3) Katheterisierung der arteria und
vena femoralis; 4) BGA 1; 5) Start Biomonitoring; 6) Organauslagerung; 7) BGA 2, Applikation FITC-
Dextran (1 ml/kg einer 5%igen Lsg. in NaCl 0,9%); 8) Start Infusion 10 ml/kg KGW, Beginn

Intravitalmikroskopie; 9) Ende Infusion; 10) BGA 3 und 11) BGA 4 und Euthanasie des Tieres.

4.2.4 Bestimmung der toxikologischen Effekte der Albumin-

Kapseln nach intravenéser Infusion

Nach den intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurde eine eigenstandige Serie
zur Bestimmung der toxikologischen Effekte der Albumin-Kapseln durchgefiihrt. Die
eingesetzten Albumin-Kapselsuspensionen hatten einen Kapsel-Volumenanteil von
8 Vol.-% und 32 Vol.-%. Als Kontrolle diente 5%ige Albumin-Lsg. Die Anzahl der
Tiere in den einzelnen Versuchsgruppen ist in Tabelle 3 dargestellt (Tab. 3). Der

allgemeine Operationsablauf entsprach den Ausfihrungen in Abschnitt 4.2.2.
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Im Anschluss an das 30-minitige Basismonitoring wurden die Kapselsuspensionen
bzw. die 5%ige Albumin-Lsg. in die vena femoralis infundiert. Die Infusion erfolgte mit
Hilfe einer Infusionspumpe Uuber einen Zeitraum von 30 Minuten. Zur
Standardisierung der Versuche betrug das Infusionsvolumen in allen Versuchen
10 ml’lkg KGW. Die Katheterlange wurde immer gleich lang gewahlt (20 cm). Nach
beendeter Infusion wurde der Venenkatheter mit 0,5 ml NaCl-Lsg. (0,9%) gespult. Es
schloss sich eine Nachbeobachtungszeit von 2 % Stunden an. Uber den gesamten
Versuchsablauf von 4% Stunden wurden, wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben,
regelmalig Blutgasanalysen gemessen sowie spezifische Schadigungsparameter
bestimmt (Abb. 16). Als Erweiterung zur routinemaligen Bestimmung der
Schadigungsmarker (Abschnitt 4.2.2) wurden die CK-lsoenzyme (CK-MB, CK-MM,
CK-BB) mit einem Gelelektrophorese-Kit nach Anleitung des Herstellers bestimmit.

Zusatzlich wurden zu definierten Zeitpunkten (siehe Abb. 16) nicht-invasive
Messungen der Sauerstoffversorgung des musculus gastrocnemius
(m. gastrocnemius) mit Hilfe eines speziellen Diagnosegeratates (Oxygen to see;
02C) vorgenommen, die Ruckschlisse auf die lokale Mikrozirkulation zulieRen.
Gemessen wurden die Sauerstoffversorgung (sOy), der relative Hamoglobingehalt
(rHb), die generelle Durchblutung (Blood Flow) und die Blutflussgeschwindigkeit

(Blood Flow Velocity).

Versuchsgruppen Anzahl der Tiere
Albumin 5% 6
Albumin-Kapseln 8 Vol.-% 6
Albumin-Kapseln 32 Vol.-% 6

> Tiere =18

Tab. 3: Anzahl der Tiere zur Bestimmung der toxikologischen Effekte der Albumin-Kapseln.
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Abb. 16: OP-Schema zur Bestimmung der toxikologischen Effekte der Albumin-Kapseln nach
intravendser Infusion. Mit: 1) Narkoseeinleitung; 2) Analgesie; 3) Katheterisierung der arteria und
vena femoralis; 4) BGA 1; 5) Start Biomonitoring; 6) Blutentnahme fiir BGA 2 und O2C-Messung, Start
Infusion 10ml/kg/KGW; 7) Ende Infusion, Blutentnahme fir BGA 3 und 0O2C-Messung;
8) Blutentnahme fiir BGA 4; 9) Blutentnahme fir BGA 5 und O2C-Messung; 10) Blutentnahme fir
BGA 6; 11) Blutentnahme fiir BGA 7 und O2C-Messung; 12) Blutentnahme fiir BGA 8 und Euthanasie

des Tieres.

4.2.5 Bestimmung der Anaphylatoxine C3a und C5a zu Beginn
und am Ende der Infusionsphase von PACA- und

Albumin-Kapseln

Aus Plasma-Rickstellproben, die zu Beginn und am Ende der Infusionsphase von
PACA- und Albumin-Kapseln in den verschiedenen Versuchsreihen gewonnen
wurden, erfolgte die Bestimmung der Konzentrationen der Anaphylatoxine C3a und

C5a mittels ELISA nach Anleitung des Herstellers.
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4.2.6 Bestimmung der intravasalen Halbwertszeit von PACA-

und Albumin-Kapseln

Die intravasale Halbwertszeit der PACA- und Albumin-Kapseln wurde in Kooperation
mit dem Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. Christian Mayer (Institut flr Physikalische

Chemie, Universitat Duisburg-Essen) bestimmt.

Prinzip der Messung

Die Zirkulationdauer der infundierten Kapseln im Gefalisystem kann durch mehrere
Faktoren beeinflusst werden. Auf der einen Seite kann der Abbau der Kapseln direkt
einsetzen, so dass das PFD aus dem Kern ins Blut freigesetzt und aufgrund seines
hohen Dampfdrucks Uber die Lungen abgeatmet wird. Auf der anderen Seite kdnnen
die Kapseln vom RES aufgenommen werden oder in Organen und Geweben
aufgrund ihrer Grol3e oder spezifischen Eigenschaften akkumulieren. Eine Abnahme
des Gehalts an PFD bedeutete folglich eine Abnahme der Anzahl an frei
zirkulierenden Kapseln im Gefaf3system. Die Abnahme der PFD-Konzentration im
Blut konnte daher als Mal3 fur die intravasale Zirkulationszeit angenommen werden.
Der Gesamtgehalt an PFD im Blut wurde mittels Fluor-
Kernspinresonanzspektroskopie (*°F-NMR-Spektroskopie) bestimmt, so dass die

intravasale Halbwertszeit der Kapseln errechnet werden konnte.

Versuchsablauf

Der allgemeine Operationsablauf wurde bereits unter 4.2.2 beschrieben. Die Anzahl
der Tiere in den jeweiligen Versuchsgruppen ist in Tabelle 4 dargestellt (Tab. 4).
Nach 30-minttigem Basismonitoring erfolgte die Kapselinfusion in die vena femoralis
mit Hilfe einer Infusionspumpe Uber einen Zeitraum von 30 Minuten (Abb. 17). Zur

Standardisierung des Infusionsvolumens wurde die Lange der Katheter immer gleich
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gewahlt (20cm). Es wurden 10 ml Kapselsuspension pro kg Korpergewicht
infundiert. Nach beendeter Infusion wurde der Katheter mit 0,5 ml isotoner
Kochsalzldsung gespult. Die Blutentnahmen zu Analysezwecken erfolgten
unmittelbar zu Beginn und am Ende der Infusionsphase und anschlieRend alle 60
Minuten Uber eine Dauer von drei Stunden. Die Versuchsdauer betrug insgesamt
finf Stunden. Die Messung des *°F-NMR-Spektrums und die Berechnung des PFD-
Gehaltes in den Blutproben erfolgten im Institut fir Physikalische Chemie der
Universitat Duisburg-Essen im Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. Christian Mayer.
AnschlieRend konnte die intravasale Halbwertszeit der Kapseln aus den

gewonnenen Daten errechnet werden.

Versuchsgruppen Anzahl der Tiere
PACA-Kapseln 8 Vol.-% 6
Albumin-Kapseln 8 Vol.-% 6

YTiere =12

Tab. 4: Anzahl der Tiere zur Bestimmung der intravasalen Halbwertszeit von PACA- und

Albumin-Kapseln.



4 Material und Methoden 39

3 45 8 7 8 9 10

I | | |

0 60 90 120 180 240 300

Biomonitoring / 5 ml 0,9%ige NaCl/kg + h

Abb. 17: OP-Schema fur die Bestimmung der intravasalen Halbwertszeit von PACA- und
Albumin-Kapseln. Mit: 1) Narkoseeinleitung; 2) Analgesie; 3) Katheterisierung der arteria und vena
femoralis; 4) BGA 1; 5) Start Biomonitoring; 6) Blutentnahme fiir BGA2 und NMR, Start
Infusion 10mlI/kg/KGW; 7) Ende Infusion, Blutentnahme fiir BGA 3 und NMR; 8) Blutentnahme fir
BGA 4 und NMR; 9) Blutenthahme fiir BGA 5 und NMR; 10) Blutentnahme fiir BGA 6 und NMR,

Euthanasie des Tieres.

4.2.7 Anfertigung und Untersuchung von kryohistologischen
Schnittpraparaten zur Beurteilung der in vivo-Verteilung

von PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln

Um die in vivo-Verteilung der verschiedenen Kapseltypen, die im Rahmen dieser
Arbeit verwendet wurden, beurteilen zu kénnen, wurden diese fluoreszenzmarkiert.
Aufgrund der unterschiedlichen chemischen und physikalischen Eigenschaften der
verwendeten Kapseltypen (unterschiedliche Wandstarke bzw. unterschiedlicher
Wandaufbau) wurde entweder die Kapselwand oder der Kapselkern (= Zielstruktur)
mit einem passenden Fluorochrom angefarbt (Tab.5). Neben dem kommerziell
erhaltlichen Nilrot wurde BODIPY-Thiol, ein speziell fir den PFD-Kern synthetisierter

Fluoreszenzfarbstoff, verwendet®.
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Kapseltyp

Fluorochrom

Anregungswellenlédnge (Aex)
und

Emissionswellenlange (Aem)

Zielstruktur

PLGA-Kapseln

Nilrot

Aex = 515-530 nm

Aem =525-605 nm

PLGA

Aex =505 nm

PACA-Kapseln BODIPY-Thiol* Perfluordecalin
Aem =515 nm
Aex =505 nm

Albumin-Kapseln BODIPY-Thiol®* Perfluordecalin
Aem =515 nm

Tab. 5: Variation der Fluorochrome in Abhangigkeit vom Kapseltyp.

Nach intraventser Applikation der so markierten Kapselsuspensionen wurden in

Kooperation mit dem Institut fir Nephrologie des Universitatsklinikums Essen

kryohistologische Schnittpraparate von Leber, Lunge, Niere, Darm, Milz, Herz,

Gehirn und m. gastrocnemius angefertigt. Das Verteilungsmuster der Kapseln in den

verschiedenen Organen konnte anschlielRend fluoreszensmikroskopisch analysiert

werden. Die Anzahl der in den einzelnen Versuchsgruppen verwendeten Tiere ist in

Tabelle 6 dargestellt (Tab. 6).

Versuchsgruppen Anzahl der Tiere
NaCl 0,9% 3
PLGA-Kapseln (@ = 1,5 um) 8 Vol.-% 3
PLGA-Kapseln (@ = 1 um) 8 Vol.-% 3
PACA-Kapseln 8 Vol.-% 3
Albumin-Kapseln 8 Vol.-% 3
Albumin-Kapseln 32 Vol.-% 3
dTiere =18

Tab. 6: Anzahl der Tiere zur Beurteilung der in vivo-Verteilung.
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Operationsablauf und Kryokonservierung der Organe

Der allgemeine Operationsablauf wurde bereits in Abschnitt 4.2.2 beschrieben. Nach
Erhalt der Basiswerte wurden die jeweiligen Kapselsuspensionen mit einer
Infusionspumpe tber die Dauer von 30 Minuten intravends infundiert. Nach einer
Zirkulationsphase von 40 Minuten wurden die Organe in tiefer Isoflurannarkose
entnommen und in einem speziellen Kalteschutzmedium kryokonserviert, um
Organschadigungen durch Kalte zu vermeiden. Zudem ermdglichte dies eine

Lagerung der Organe bei -80°C (Abb. 18).

3 45 6 7 8

I |

0 60 90 120 160

Biomonitoring / 5 ml 0,9%ige NaCl/kg « h

Zirkulationsphase

Abb. 18: OP-Schema fur die Beurteilung der in vivo-Verteilung von PACA-, PLGA- und
Albumin-Kapseln. Mit: 1) Narkoseeinleitung; 2) Analgesie; 3) Katheterisierung der arteria und vena
femoralis; 4) BGA 1; 5) Start Biomonitoring; 6) Start Infusion 10 ml/kg KGW; 7) Ende Infusion;

8) Euthanasie des Tieres durch Organentnahme.

Anfertigung von kryohistologischen Schnittpraparaten

Mittels Kryostat wurden ca. 5 um dicke Schnitte der kryokonservierten Organe
angefertigt und auf geeignete Objekttrager aufgebracht. AnschlieRend wurden die
Schnitte eingedeckt. Um die Orientierung in den Schnitten zu erleichtern, wurden die
Zellkerne  mit  4',6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid ~ (DAPI,  Aex= 358 nm;

Aex= 461 nm) gegengefarbt. Des Weiteren diente die Zellkernfarbung als
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Fluoreszenzkontrolle der Schnitte. Durch die Verwendung eines DAPI-haltigen
Eindeckmediums mit Ausbleichschutz konnten der Eindeckvorgang und die
Gegenfarbung der Zellkerne in einem Schritt erfolgen. Dariiber hinaus verhinderte

der Ausbleichschutz eine vorzeitige und zu schnelle Abnahme der Fluoreszenz.

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der kryohistologischen
Schnittpraparate

Die kryohistologischen Schnittpraparate wurden nach dem Eindecken mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Darstellung der Kapseln erfolgte bei
unterschiedlichen Wellenldngen (siehe Tab. 2), die mit DAPI gefarbten Zellkerne
wurden bei 358 nm angeregt. Um mdglichst scharfe Aufnahmen von Kapseln und
Zellkernen zu erhalten, wurden Einzelbilder im Schwarz-Weil3-Modus generiert, die
erst nachtraglich durch eine Software (AxioVision Rel. 4.6) gefarbt und tUibereinander

gelegt wurden.

4.2.8 Histologische Untersuchungen von Leber, Darm, Lunge,
Niere, Herz und Milz nach intravendser Applikation von

PACA- und Albumin-Kapseln

Um beurteilen zu kdnnen, ob die intravends infundierten Kapselsuspensionen
pathologische Veranderungen des Gewebes hervorrufen, wurden histologische
Untersuchungen an Leber, Darm, Lunge, Niere, Herz und Milz durchgefihrt. Bei den
Albumin-Kapseln wurden die Untersuchungen zudem auf den m. gastrocnemius

erweitert.
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Die histologischen Untersuchungen der verschiedenen Organe erfolgten nur nach
intravenoser Applikation der PACA- und der Albumin-Kapseln. Eine Beurteilung der
Organschadigungen nach Applikation von PLGA-Kapseln erfolgte bereits im Rahmen
der Dissertation von Frau Dr. Waack mit dem Titel ,Untersuchungen zum Einfluss
und zur Biovertraglichkeit von Perfluordecalingefiliten Poly(laktid-co-glykolid)-
Mikrokapseln in einem Modell der Ratte®, die ebenfalls im Institut fur Physiologische

Chemie des Universitatsklinikums Essen angefertigt wurde®®.

Organentnahme und Anfertigung von histologischen Schnittpraparaten

Im Falle der PACA-Kapseln erfolgte die Organentnahme im Anschluss an die
intravitalmikroskopischen Untersuchungen (Abschnitt 3.2.2). Zur Beurteilung der
Gewebeschéadigung nach Applikation der Albumin-Kapseln wurden die Organe am
Ende der toxikologischen Untersuchungen (Abschnitt 4.2.4) entnommen. Die Organe
der jeweiligen Kontrollgruppen dienten als Negativkontrollen.

Die Organentnahme erfolgte in tiefer Isoflurannarkose. Es wurde eine mediane
Laparatomie entlang der linea alba durchgeftihrt. Anschlie3end wurde der Dinndarm
entnommen und in zehn etwa gleichlange Segmente unterteilt. Das Darmsegment IV
wurde flr die histologischen Untersuchungen weiter aufgearbeitet. Danach wurden
die rechte Niere, der rechte mittlere Leberlappen (lobus medialis dexter) und die Milz
entnommen. Um Lunge und Herz zu entnehmen, erfolgte zunachst eine mediane
Halsinzision. Nach Freipraparation der Luftrohre konnte eine Tracheotomie
durchgefuhrt werden, so dass mit Hilfe einer Spritze die Lunge komplett mit Luft
gefullt werden konnte. Im Anschluss daran wurden die Lunge und das Herz im
Ganzen entnommen. Im Falle der mit Albumin-Kapseln infundierten Tiere erfolgte
zusatzlich eine Entnahme des m. gastrocnemius aus dem linken Hinterlauf. Alle
entnommenen Organe wurden fir 24 Stunden in 10%igem, neutral gepufferten

Formalin fixiert. Nach Entwéasserung wurden diese im Institut fir Pathologie und
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Neuropathologie des Universitatsklinikums Essen in Paraffin  eingebettet.
AnschlieBend wurden mit einem Schlittenmikrotom ca. 2-3um dinne
Schnittpraparate angefertigt. Da die Schnitte der meisten Gewebe farblos sind und
eine Beurteilung so nur schlecht erfolgen kann, wurden die Schnitte nachtraglich

gefarbt, so dass sie mittels Lichtmikroskopie analysiert werden konnten.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung der histologischen Schnittpréparate

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) der angefertigten Schnittpraparate
ermoglicht eine bessere Orientierung und die Unterscheidung von verschiedenen
Gewebestrukturen. Das Hamatoxylin ist ein basischer Farbstoff, der basophile
Gewebekomponenten wie zum Beispiel Nukleinsauren oder Glykane blau farbt. Das
Eosin hingegen farbt azidophile Gewebekomponenten wie beispielsweise Kollagen
oder Mitochondrien rot, da es sich hierbei um einen sauren Farbstoff handelt. Durch
die Kombination von Hamatoxylin und Eosin (HE) erh@lt man unterschiedliche
Farbtone in den Schnitten. Zellkerne werden blau-violett, Zytoplasma rot-violett und
Kollagenfasern rot dargestellt®®.

Die HE-Farbung der histologischen Schnittpraparate erfolgte im Institut fur

Pathologie und Neuropathologie des Universitatsklinikums Essen.

4.2.9 Bestimmung des Einflusses der Kapselsuspensionen auf

die dynamische Viskositat von Blut

In Kooperation mit dem Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. Mayer vom Institut fur
Physikalische Chemie der Universitdt Duisburg-Essen wurde der Einfluss der

Kapselsuspensionen auf die dynamische Viskositat von Blut Uberprift.
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Hierzu wurde die dynamische Viskositat von sechs humanen Blutproben an einem
Rheometer gemessen. AnschlieRend wurden die Blutproben mit den
Kapselsuspensionen bzw. den Kontrolllosungen versetzt. Das Verhaltnis
Kapselsuspension zu Blut wurde entsprechend der Konzentration der
Kapselsuspensionen in den in vivo-Versuchen gewahlt (1:5,4). Nach einer
Inkubationszeit von 20 Minuten bei 37°C, wurden die dynamischen Viskositaten der
einzelnen Proben erneut bestimmt. Alle Messungen wurden bei Scherraten von 1-

100 rad/s und bei 37°C durchgefihrt.

4.2.10 Messung der Sauerstoffkapazitat der PLGA-, PACA- und

Albumin-Kapseln

Um die therapeutisch relevanten Dosen der verschiedenen Kapselsysteme
abschatzen zu konnen, wurden die Sauerstoffgehalte der jeweiligen
Kapselsuspensionen mit Hilfe eines Respirometers ermittelt. Untersucht wurde die
Sauerstoffkapazitat von PLGA-, PACA- und Albumin-Kapselsuspensionen mit einem
Kapsel-Volumenanteil von 8 Vol.-% sowie Albumin-Kapselsuspensionen mit Kapsel-
Volumenanteilen von 32 Vol.-% und 64 Vol.-%. Als Kontrolle dienten 5%ige Albumin-

Lsg. und 0,9%ige NaCl-Lsg.

Prinzip der Messung
Dem Henry-Gesetz entsprechend ist der Sauerstoffgehalt von Flussigkeiten und
flissigen  Perfluorcarbonen  proportional zum  Sauerstoffpartialdruck®  °.

Kapselsuspensionen, die bei einem hohen pO, mit Sauerstoff beladen wurden,

geben daher bei entsprechendem Partialdruckgefélle den gespeicherten Sauerstoff
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ab. Folglich kann die Sauerstofffreisetzung als MalRR fur die maximale

Sauerstoffkapazitat der jeweiligen Suspension angenommen werden.

Korrektur der Messabweichungen

Vor jeder Messreihe wurden die Messabweichungen des Gerates mit Hilfe eines
Sauerstoffstandards ermittelt. Hierzu wurden die Messkammern des Oxygraphen mit
2 ml Wasser beflillt und auf 37°C temperiert. Bei atmospharischem Luftdruck wurde
das Wasser in den Messkammern unter Ruhren inkubiert bis sich ein konstanter
Sauerstoffgehalt einstellte. Basierend auf diesem Sauerstoffmaximalwert und der
theoretischen Sauerstoffkapazitat des Wassers unter den gegebenen Bedingungen
(= 209 mmol/ml) konnte der Korrekturfaktor (F(O2)) fur den Messfehler berechnet

werden (Formel 1).

max. O,-Gehalt,...(soll)
F(O,) [mmol/ml] =

max. O,-Gehalt,, .. (ist)

Formel 1: Berechnung des Sauerstoff-Korrekturfaktors F(O,) flur die Bestimmung der

maximalen Sauerstoffkapazitat.

Vorbereitung der Messkammern

Die Messkammern des Oxygraphen wurden mit 2 ml Phosphatpuffer (PP-Puffer;
50 mM) beflllt und luftdicht verschlossen. Der im PP-Puffer geléste Sauerstoff wurde
durch Zugabe von 96 ul Hefe (83 mg/ml in PP-Puffer) und 50 pl Glucose (1 M in PP-
Puffer) aus den Kammern entfernt. Anschlie3end wurden 60 pl Kaliumcyanid (KCN;
100 mM in PP-Puffer) in die Messkammern gegeben. KCN ist ein Inhibitor des
Komplex IV der Atmungskette und verhindert dort die Elektronentbertragung auf den

Sauerstoff. So konnte sichergestellt werden, dass die Energiegewinnung der Hefe im
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weiteren Versuchsverlauf nur noch anaerob verlauft und kein Sauerstoff mehr

verbraucht wird.

Sauerstoffbeladung der Kapselsuspensionen und Kontrollen

Um eine Sauerstoffbeladung bei reiner Sauerstoffatmosphare zu gewahrleisten,
wurde ein mit Septum verschlossenes Gefald zunachst fur eine Minute mit reinem
Sauerstoff durchgespult. AnschlieBend wurden 2 ml der zu untersuchenden
Kapselsuspension bzw. der Kontrolle mit einer Spritze in das Gefal3 eingefillt. Die
Probe wurde fur 30 Sekunden bei 37°C in reiner Sauerstoffatmosphare inkubiert
(vorherrschender pO, = 713 mmHg - ergibt sich aus: pO; bei 100% O,-Atmosphare

(= 760 mmHg) abzgl. des Wasserdampfdrucks (= 47 mmHQ)).

Messung der Sauerstofffreisetzung als MalR fur die maximale
Sauerstoffkapazitat

50 ul der mit Sauerstoff beladenen Kapselsuspensionen bzw. Kontrollldsungen
wurden unter Ausschluss von Luft in die Messkammern appliziert. Der Maximalwert
der Sauerstofffreisetzung wurde abgelesen. Unter Beriicksichtigung des
Korrekturfaktors fur den Messfehler wurde die maximale Sauerstoffkapazitat der
jeweiligen Kapselsuspension oder Kontrolle berechnet. Die Angabe der
Sauerstoffkapazitat erfolgte in ml/dl.

Da die gemessenen Sauerstoffkapazitdten der Kapselsuspensionen die Summe der
Sauerstoffgehalte der unterschiedlichen Kapseln und der jeweiligen Tragerlosungen
waren, wurden unter Berucksichtigung der Volumenverteilungen zusatzlich die
Sauerstoffanteile, die auf Tragerléosungen und Kapseln zurickzufiihren waren,

berechnet (Formel 2 und Formel 3).
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X

o2_Antei| Tragerlsg. ° E

Tragerisg. LMI/dl] = O,-Kapazitat

Formel 2: Berechnung des Sauerstoffanteils der Tragerlosung an der Gesamt-
Sauerstoffkapazitat der Kapselsuspension. Mit: x = prozentualer Volumenanteil der Tragerlésung

an der Kapselsuspension).

O -Anteil e, [MI/dI] = O-Kapazitat * O,-Anteil

Suspension Tragerlsg.

Formel 3: Berechnung des Sauerstoffanteils der Kapseln an der Gesamt-Sauerstoffkapazitat

der Kapselsuspension.

4.2.11 Statistik

Die im Ergebnisteil dargestellten Daten aus den Tierversuchen und den Viskositats-
Messungen sind die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen + SEM (Standardfehler;
Standard Error of the Mean) bei den in vivo-Versuchen und+ SD
(Standardabweichung; Standard Deviation) bei den in vitro-Versuchen. Die
statistische Signifikanz zwischen den Versuchsgruppen und den Kontrollgruppen
wurde mittels two-way ANOVA fur nicht wiederkehrende Messwerte und
anschlieender Dunnett’s post-hoc Analyse geprift. Als statistisch signifikant galt
hierbei eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p-Wert) von * p < 0,05 im Vergleich
zur Kontrollgruppe.

Die im Ergebnisteil dargestellten Daten aus der Messung der Sauerstoffkapazitat
sind die Mittelwerte der verschiedenen Gruppen + SD (Standardabweichung;
Standard Deviation). Die statistische Signifikanz wurde mittels one-way ANOVA flr

nicht wiederkehrende Messwerte und anschlieRender Dunnett’s post-hoc Analyse
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geprift. Eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p-Wert) von * p < 0,05 galt hierbei

als statistisch signifikant.
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5 Ergebnisse

5.1 In vitro-Charakterisierung der PLGA-, PACA- und

Albumin-Kapseln

51.1 Keimfreiheit und mikrobielle Stabilitat der verwendeten

Kapselsuspensionen

Durch den Vergleich mit Positiv- und Negativ-Kontrollen konnte mit Hilfe
mikrobiologischer Testreinen ausgeschlossen werden, dass die fiur die Versuche
verwendeten Kapselsuspensionen mit Bakterien oder Pilzen kontaminiert waren.
Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass selbst eine Lagerung von vier Wochen
(bei 4°C) keinen Einfluss auf die mikrobielle Stabilitdt der Kapselsuspensionen hat.
Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden bei 37°C zeigten die Negativ-Kontrollen
genau wie die Ruckstellproben von den Versuchstagen und die gelagerten Proben
keinerlei Anzeichen von Bakterien- oder Pilzwachstum, wahrend in den Positiv-
Kontrollen ein eindeutiges Wachstum von Bakterienkolonien zu verzeichnen war

(Abb. 19).
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Riickstellprobe vom Versuchstag Probe nach 4-wéchiger Lagerung

Negativ-Kontrolle

PLGA-Kapseln

PACA-Kapseln

Albumin-Kapseln

Abb. 19: Keimfreiheit und mikrobielle Stabilitat der Kapselsuspensionen. Nach einer
Inkubationszeit von 72 Stunden bei 37°C im Warmeschrank zeigten die CASO-Bouillon-haltigen
Agarplatten mit den verschiedenen Kapselsuspensionen und die Negativ-Kontrollen (gruin) keinerlei
Anzeichen von Bakterien- und/oder Pilzwachstum. Dabei spielte es keine Rolle, ob es sich um eine
Ruckstellprobe vom Versuchstag handelte oder um eine Probe, die fur vier Wochen im Kihlschrank
gelagert wurde. Auf den Platten mit den Positiv-Kontrollen (rot) konnte hingegen immer ein Wachstum

von Bakterienkolonien beobachtet werden.



5 Ergebnisse 52

5.1.2 Einfluss der PACA- und Albumin-Kapseln auf die

dynamische Viskositat von Blut

Bei der Auswertung der dynamischen Viskositat zeigte sich, dass 0,9%ige NaCl-Lsg.
die Viskositat von Blut vor allem bei niedrigen Scherraten signifikant herabsetzt
(Abb. 20). Im Gegensatz dazu zeigten sich nach Inkubation der Blutproben mit der

PACA-Kapselsuspension keine Anderungen in der dynamischen Viskositat (Abb. 20).

-0 Blut
O Blut + PACA-Kapseln (8 Vol.-%)
O Blut + NaCl 0,9%

dynammische Viskositit (mPa s)

Abb. 20: Einfluss von 0,9%iger NaCl-Lsg. und PACA-Kapseln auf die dynamische Viskositat
von Blut. Die Messungen der dynamischen Viskositat erfolgten bei 37°C und Scherraten von 1-

100 rad/s. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD aus n=6. * p < 0,05 verglichen mit Blut.

Eine Verdinnung der Blutproben mit 5%iger Albumin-Lsg. fihrte ebenfalls zu einer
signifikanten Abnahme der dynamischen Viskositat bei niedrigen Scherraten
(Abb. 21). Nach Inkubation der Blutproben mit der 8 Vol.-%iger Albumin-
Kapselsuspension wurden die gleichen Werte fur die dynamische Viskositat erhalten
wie nach Inkubation mit 5%-iger Albumin-Lsg. (Abb. 21). Auch hier konnte eine

signifikant niedrigere Viskositat bei niedrigen Scherraten festgestellt werden.
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-O- Blut
<> Blut + Albumin-Kapseln (8 Vol.-%)
-9~ Blut + Albumin 5%

dynamische Viskositzt (mPa s)

Abb. 21: Einfluss von 5%iger Albumin-Lsg. und Albumin-Kapseln auf die dynamische
Viskositat von Blut. Die Messungen der dynamischen Viskositét erfolgten bei 37°C und Scherraten
von 1-100 rad/s. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD aus n=6. * p < 0,05 verglichen mit Blut. Die 5%ige
Albumin-Lsg. und die Albumin-Kapseln beeinflussten die dynamische Viskositat von Blut in gleichem
Mal3e, weshalb sich die Datenpunkte in der Abbildung tberlagern und nur der Datensatz der Albumin-

Kapseln zu sehen ist.
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5.1.3 Sauerstoffgehalt der 8 Vol.-%igen PLGA-, PACA- und
Albumin-Kapselsuspensionen im Vergleich zu den
Tragerlosungen Albumin (5%) und NacCl (0,9%)

Die 5%ige Albumin-Lsg. und die 0,9%ige NaCl-Lsg. konnten beide 2,5 ml O,/dl
+ 0,25 ml O2/dl aufnehmen (Abb. 22). Im Vergleich dazu lagen die Sauerstoffgehalte
der 8 Vol.-%igen PLGA-Kapselsuspension (4,2 ml Ox/dl + 0,4 ml O,/dl) und der
8 Vol.-%igen PACA-Kapselsuspension (5,7 ml O,/dl + 0,2 ml O»/dl) signifikant héher
(Abb. 22). Bei der 8Vol-%igen Albumin-Kapselsuspension (3,3 ml O./dl
+ 0,4 ml Oz/dl) konnte im Vergleich zur Tragerlésung nur eine marginale und nicht

signifikante Erhéhung des Sauerstoffgehalts festgestellt werden (Abb. 22).

20.
B Albumin 5%
g 151 E3 NaCl 0,9%
T 1o PLGA-Kapseln (8 Vol.-%)
3 L PACA-Kapseln (8 Vol.-%)
5 Albumin-Kapseln (8 Vol.-%)

Abb. 22: Sauerstoffgehalt der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapselsuspensionen (8 Vol.-%) im
Vergleich zu 0,9%iger NaCl-Lsg. und 5%iger Albumin-Lsg. Die reinen Tragerldsungen und die
Kapselsuspensionen wurden fir 30 Sekunden bei 37°C und einem pO, von 713 mmHg mit Sauerstoff
beladen. AnschlielRend wurde der Sauerstoffgehalt am Respiromerter gemessen. Gezeigt sind die

Mittelwerte + SD aus n=12. * p < 0,05 verglichen mit den Tragerldsungen.

Die Ergebnisse der Berechnungen der jeweiligen Sauerstoffanteile der Kapseln und
der Tragerlésungen an der Sauerstoffkapazitdt der  unterschiedlichen

Kapselsuspensionen sind in Tabelle 7 dargestellt (Tab. 7).
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0,-Kapazitat der O,-Anteil der O,-Anteil der
Suspension Kapseln Tragerldsung
(ml/dl) (ml/dl) (ml/dl)
PACA-Kapselsuspension (8 Vol.-%) 57 34 2.3
PLGA-Kapselsuspension (8 Vol.-%) 4.2 1,9 2.3
Albumin-Kapselsuspension (8 Vol.-%) 3,3 1 2.3

Tab. 7: Sauerstoffanteil der unterschiedlichen Kapseltypen und der Tragerlésungen an den
Gesamt-Sauerstoffkapazitaten der 8 Vol.-%igen Kapselsuspensionen unter Bericksichtigung

der Volumenverteilung.

5.1.4 Sauerstoffgehalt der Albumin-Kapselsuspension in

Abhangigkeit vom Volumenanteil der Albumin-Kapseln

Bei erhohten Volumenanteilen der Albumin-Kapseln am Gesamtvolumen der
Kapselsuspensionen zeigten sich deutlich gesteigerte Sauerstoffgehalte (Abb. 23).
Wahrend sich zwischen der Albumin-Tragerlosung und der Albumin-
Kapselsuspension mit 8 Vol.-% keine signifikanten Unterschiede im Sauerstoffgehalt
feststellen lieBen (siehe Abschnitt 5.1.3; Abb. 22), konnte fur die 32 Vol.-%ige
Albumin-Kapselsuspension ein signifikant gesteigerter Sauerstoffgehalt von
8,3 ml O2/dl + 1,2 ml O./dl gemessen werden (Abb. 23). Im Vergleich dazu lag der
Sauerstoffgehalt bei der Albumin-Kapselsuspension mit 64 Vol.-% nochmals deutlich
hoher (12,1 ml O,/dl + 0,8 ml O2/dl). Dieser erhéhte Gehalt an Sauerstoff war sowohl
in Bezug auf die Tragerldsung und die 8 Vol.-%ige Albumin-Kapselsuspension als

auch in Bezug auf die Albumin-Kapselsuspension mit 32 Vol.-% signifikant (Abb. 23).
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Abb. 23: Erhohter Sauerstoffgehalt der Albumin-Kapselsuspension bei gesteigertem

Volumenanteil der Kapseln. Die Kapselsuspensionen (8 Vol.-%, 32 Vol.-%, 64 Vol.-%) und die
5%ige Albumin-Tragerldsung wurden fir 30 Sekunden bei 37°C und einem pO, von 713 mmHg mit
Sauerstoff beladen. AnschlieBend wurde der Sauerstoffgehalt am Respirometer gemessen. Gezeigt
sind die Mittelwerte + SD aus n=12. * p <0,05 verglichen mit der 5%igen Albumin-Tragerldsung,
#p < 0,05 verglichen mit der 8 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension, 4 p < 0,05 verglichen mit der

32 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension.

Die Ergebnisse der Berechnungen der jeweiligen Sauerstoffanteile der Kapseln und
der Tragerlosung an der Sauerstoffkapazitat der Kapselsuspensionen sind in

Tabelle 8 dargestellt (Tab. 8).

O,-Kapazitéat der O,-Anteil der O,-Anteil der
Suspension Kapseln Tragerldsung
(ml/dl) (ml/dl) (ml/dl)
Albumin-Kapselsuspension (8 Vol.-%) 3,3 1 2,3
Albumin-Kapselsuspension (32 Vol.-%) 8,3 6,6 1,7
Albumin-Kapselsuspension (64 Vol.-%) 12,1 11,2 0,9

Tab. 8: Sauerstoffanteil der Albumin-Kapseln und der Albumin-Tragerlésung an den
Sauerstoffkapazitaten der unterschiedlich konzentrierten Albumin-Kapselsuspensionen unter

Berlicksichtigung der Volumenverteilung.
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5.2 In vivo-Charakterisierung der PLGA-, PACA- und

Albumin-Kapseln

Da sich nach Infusion der PLGA-Kapseln mit einem Durchmesser von 1 um und
einem Durchmesser von 1,5 um keine Unterschiede bei der in vivo-Charakterisierung
zeigten, sind im Folgenden nur die Daten aus den Versuchen mit den 1 um PLGA-

Kapseln dargstellt.

5.2.1 Einfluss der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln auf

systemische Parameter und die Mikrozirkulation

Aufgrund des kontinuierlichen Biomonitorings in allen Versuchsreihen konnten
Aussagen uber die Effekte der applizierten Kapselsuspensionen auf systemische
Parameter wie zum Beispiel MAP, Koérpertemperatur, Herz- und Atemfrequenz
getroffen werden. Dartber hinaus konnten mittels intravitalmikroskopischer
Untersuchungen die Einflisse auf die Mikrozirkulation analysiert werden. Um
mikrozirkulatorische Effekte der PFD-Fullung zu Uberprifen, wurden neben den PFD-
gefillten PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln zuséatzlich PFD-freie PLGA-Sphéren in
0,9%iger NaCl-Lsg. infundiert.

Bei den Untersuchungen zu den Albumin-Kapseln wurden neben den
intravitalmikroskopischen Untersuchungen auch Messungen der
Sauerstoffversorgung des m. gastrocnemius vorgenommen, die es ermoglichten, die

lokale Mikrozirkulation im Skelettmuskel zu beurteilen.
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Einfluss der PLGA- und PACA-Kapseln auf die Mikrozirkulation und
systemische Parameter

Im Vergleich zur Kontroll-Gruppe zeigten sich nach Applikation der PLGA- und
PACA-Kapseln signifikante Veranderungen in der Mikrozirkulation sowie ein
deutlicher und temporarer Abfall des MAP (Abb. 24). In der NaCl-Gruppe blieb der
MAP Uber den gesamten Versuchszeitraum konstant im physiologischen Bereich von
80-120 mmHg (Abb. 24 A). Im Gegensatz dazu konnte 20 Minuten nach
Infusionsbeginn der PLGA- und PACA-Kapseln ein signifikanter Abfall des MAP auf
60 mmHg beobachtet werden. Wahrend der MAP in der PACA-Gruppe bereits kurz
nach Infusionsende wieder auf ein physiologsiches Niveau gestiegen war, erholte
sich der MAP in der PLGA-Gruppe nur langsam und erreichte erst ca. 60 Minuten
nach Infusionsende (Zeitpunkt 90 Min) ein physiologisches Level (Abb.24 A).
Kdrpertemperatur, Herz- und Atemfrequenz blieben in allen Gruppen unbeeinflusst
(Daten nicht gezeigt). Im Hinblick auf die Mikrozirkulation blieb die prozentuale
Anzahl der perfundierten GeféalRe in der Leber in der NaCl-Gruppe wahrend des
Infusionszeitraums und der anschlielenden Beobachtungsphase konstant bei 100%
(Abb. 24 B). Der sinusoidale hepatische Gefalidurchmesser zeigte in der NaCl-
Gruppe wahrend der Infusionsphase ebenfalls keine Veranderungen (Abb. 24 C). Im
Gegensatz dazu nahm die prozentuale Anzahl der perfundierten Gefal3e in der
PLGA- und PACA-Gruppe 10 Minuten nach Infusionsbeginn um ca. 60% ab, so dass
nur noch knapp 40% der Gefal3e in der Leber perfundiert waren. Kurz nach diesem
signifikanten Abfall nahm die Anzahl der perfundierten Gefal3e in beiden Gruppen
wieder zu, stagnierte ab dem Ende der Infusion (Zeitpunkt 30 Min) jedoch bei rund
80% (Abb. 24 B). Bei der Betrachtung der sinusoidalen Gefal3durchmesser konnte
10 Minuten nach Infusionsbeginn der PLGA- und PACA-Kapseln eine signifikante

Vasodilatation von 20% festgestellt werden. Direkt im Anschluss war eine
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Vasokonstriktion zu verzeichnen, so dass der GefaRdurchmesser noch wahrend der

Infusionsphase wieder das Basisniveau von 100% erreichte (Abb. 24 C).
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Abb. 24: Einfluss der PLGA- und PACA-Kapseln auf den MAP (A), die prozentuale Anzahl
perfundierter GefalRe in der Leber (B) und den hepatischen GefalRdurchmesser (C). NaCl-Lsg.
(0,9%), PLGA- und PACA-Kapseln wurden uber einen Zeitraum von 30 Minuten intravends infundiert.
Die Infusionsvolumina betrugen 10 ml/kg KGW x 30 Minuten. Infusionsbeginn war zum Zeitpunkt Null

(0 Min.). Aufgetragen sind die Mittelwerte + SEM aus n=6. * p < 0,05 verglichen mit der NaCI-Gruppe.

Einfluss der PLGA-Sphéaren auf die Mikrozirkulation und systemische
Parameter

Im Vergleich zu den PLGA- und PACA-Kapseln zeigte sich nach Infusionsbeginn von
PLGA-Spharen kein Abfall des MAP. Der Blutdruck blieb wéhrend der gesamten
Versuchsdauer im physiologischen Bereich (Abb.25A). Auch auf die
Korpertemperatur, die Herz- und die Atemfrequenz zeigte die Infusion von PLGA-

Sphéren keinen Einfluss (Daten nicht gezeigt). Die prozentuale Anzahl der
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perfundierten Gefal3e in der Leber verringerte sich nach Infusionsbeginn stetig und
pendelte sich am Ende der Infusionsphase bei rund 80% ein (Abb. 25 B). Bei der
Betrachtung des mittleren hepatischen Gefal3durchmessers zeigte sich, dass die
GefalRe 10 Minuten nach Infusionsbeginn der PLGA-Sphéaren signifikant
konstringierten und im Anschluss daran wieder dilatierten. Am Ende der
Infusionsphase betrug der mittlere sinusoidale Gefal3durchmesser in der Leber

wieder 100% (Abb. 25 C).
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Abb. 25: Einfluss von PLGA-Spharen auf den MAP (A), die prozentuale Anzahl perfundierter
GefalRe in der Leber (B) und den hepatischen GefaRdurchmesser (C). NaCl-Lsg. (0,9%) und
PLGA-Spharen wurden ({ber einen Zeitraum von 30 Minuten intravenés infundiert. Die
Infusionsvolumina betrugen 10 ml/kg KGW x 30 Minuten. Infusionsbeginn war zum Zeitpunkt Null

(0 Min.). Aufgetragen sind die Mittelwerte + SEM aus n=6. * p < 0,05 verglichen mit der NaCl-Gruppe.
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Einfluss der Albumin-Kapseln auf die Mikrozirkulation und systemische
Parameter

Im Gegensatz zu den PLGA-Sphéren und den PLGA- und PACA-Kapseln hatten die
Albumin-Kapseln weder einen Einfluss auf die systemischen Parameter noch auf die
hepatische  Mikrozirkulation (Abb. 26). Unabhangig von der applizierten
Konzentration der Albumin-Kapseln blieben der MAP (Abb. 26 A), die
Korpertemperatur, die Herz- und die Atemfrequenz (Daten nicht gezeigt) Uber die
gesamte Versuchsdauer im physiologischen Bereich. Auch die prozentuale Anzahl
der perfundierten GefafRe und der sinusoidale Gefal3durchmesser in der Leber

zeigten keine Abweichungen von der Kontroll-Gruppe (Abb. 26 B/C).
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Abb. 26: Einfluss der Albumin-Kapseln auf den MAP (A), die prozentuale Anzahl perfundierter
Gefalle in der Leber (B) und den hepatischen GefaRdurchmesser (C). Albumin-Lsg. (5%) und
Albumin-Kapseln (8 Vol.-% und 32 Vol.-%) wurden Uber einen Zeitraum von 30 Minuten intravends

infundiert. Die Infusionsvolumina betrugen 10 ml/kg KGW x 30 Minuten. Infusionsbeginn war zum
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Zeitpunkt Null (0 Min.). Aufgetragen sind die Mittelwerte + SEM aus n=6. * p < 0,05 verglichen mit der

Albumin-Kontrollgruppe.

Bei den Messungen der Sauerstoffversorgung des m. gastrocnemius zeigten sich in
keiner Versuchsgruppe Effekte, die auf eine lokale Stérung der Mikrozirkulation im
Skelettmuskel verweisen  wirden.  Sauerstoffversorgung  (sOy), relativer
Hamoglobingehalt (rHb), die generelle Durchblutung (Blood Flow) und die
Blutflussgeschwindigkeit (Blood Flow Velocity) blieben tGber den gesamten Versuch

in allen Gruppen unverandert (Daten nicht gezeigt).

5.2.2 Einfluss der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln auf den

Saure-Base-Haushalt und metabolische Parameter

Im Vergleich zu den Kontrollgruppen manifestierten sich nach intravenéser Infusion
der eingesetzten Kapselsuspensionen zum Teil signifikante Veranderungen der

metabolischen Parameter und des Saure-Base-Status (Abb. 27/28).

Effekte der PLGA- und PACA-Kapseln auf den S&ure-Base-Status und die
Laktatkonzentration im Blut

In der NaCl, PLGA- und PACA-Gruppe war der initiale pH-Wert (7,33) leicht
azidotisch (Abb. 27 A). Wéahrend der ersten 180 Minuten (von -60 Min bis 120 Min)
des Versuchs verringerte sich der pH-Wert sukzessive auf ca. 7,2. Wahrend in der
letzten Stunde des Versuchs ein leichter pH-Anstieg in der PLGA- und PACA-Gruppe
zu verzeichnen war, blieb der pH-Wert in der NaCl-Gruppe bei rund 7,2 (Abb. 27 A).

Der Base Excess (BE) verringerte sich in den ersten 30 Minuten in allen drei
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Gruppen, lag wahrend dieser Zeit jedoch nie aul3erhalb des physiologischen
Bereichs von +3 mmol/l bis =3 mmol/l (Abb. 27 B). 120 Minuten nach Infusionsbeginn
fiel der BE in allen drei Versuchsgruppen unter das physiologische Niveau, war in der
PLGA- und PACA-Gruppe (-8 mmol/l) jedoch signifikant tiefer als in der NaCl-Gruppe
(-5 mmol/l). In Bezug auf den pCO,, zeigte sich nach Infusion von 0,9%iger NaCl-
Lsg. eine leichte, aber stetige Zunahme Uber die gesamte Versuchszeit (Abb. 27 C).
Wahrend nach Infusion von PLGA-Kapseln keine nennenswerten Effekte auf den
pCO, zu beobachten waren, stieg der pCO; in der PACA-Gruppe erst leicht an, um
120 Minuten nach Infusionsbeginn wieder abzufallen (Abb. 27 C). Der Laktatspiegel
blieb in den NaCl-Kontrolltieren Uber den gesamt Versuchszeitraum mehr oder
weniger konstant bei 1,0 mmol/l (Abb 27 D). Nach Infusion der PACA-Kapseln zeigte
sich eine kurzzeitige und leichte Erh6hung des Laktatspiegels auf 1,2 mmol/l, die
sich schnell wieder regenerierte (Abb 27 D). Im Vergleich dazu war die
Laktatkonzentration 120 Minuten nach PLGA-Infusion signifikant auf 1,6 mmol/l
erhbht, sank am Ende des Versuches (180 Min) aber auch wieder leicht ab

(Abb 27 D).
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Abb. 27: Einfluss der PLGA- und PACA-Kapseln auf den pH-Wert (A), den Base Excess (B), den
pCO; (C) und die Laktatkonzentration (D). NaCl-Lsg. (0,9%), PLGA- und PACA-Kapseln wurden
Uber einen Zeitraum von 30 Minuten intravents infundiert. Die Infusionsvolumina betrugen
10 ml/kg KGW x 30 Minuten. Infusionsbeginn war zum Zeitpunkt Null (O Min.). Aufgetragen sind die

Mittelwerte + SEM aus n=6. * p < 0,05 verglichen mit der NaCI-Gruppe.

Einfluss der Albumin-Kapseln auf den Saure-Base-Haushalt und den
Laktatspiegel im Blut

Wie bei den NaCl, PLGA- und PACA-Tieren (Abb. 27 A) war der initiale pH-Wert
(7,33) bei den Albumin-Kontrolltieren und den Albumin-Kapseltieren ebenfalls leicht
azidotisch (Abb. 28 A). Sowohl in der Kontroll-Gruppe als auch in den Gruppen, die
entweder 8 Vol.-%ige oder 32 Vol.-%ige Albumin-Kapseln infundiert bekamen,

anderte sich der pH-Wert Gber den Versuchszeitraum nicht (Abb. 28 A).
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Der BE nahm wahrend der ersten 30 Minuten innerhalb des physiologischen
Bereichs (+3 mmol/l bis =3 mmol/l) in allen drei Gruppen ab (Abb. 28 B). In der
Albumin-Kontrollgruppe sank der BE bis 60 Minuten nach Infusionsbeginn stetig
weiter ab und lag zu diesem Zeitpunkt nur minimal auf3erhalb des physiologischen
Bereichs bei 3,2 mmol/l (Abb. 28 B). Im weiteren Verlauf des Versuchs stieg der BE
kontinuierlich wieder an und lag zu jedem Zeitpunkt deutlich im physiologischen
Bereich. Nach Infusion der 8 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension war der BE bis
auf -3 mmol/l abgesunken und schwankte bis zum Versuchende innerhalb der
unteren Grenze des physiologischen Niveaus. Lediglich 150 Minuten nach
Infusionsbeginn lag der BE kurzzeitig unterhalb dieser Grenze bei -3,7 mmol/l
(Abb. 28 B). Im Gegensatz dazu unterschied sich der BE nach Infusion der 32 Vol.-
%igen Albumin-Kapselsuspension signifikant von der Kontrollgruppe. Bereits am
Ende der Infusionsphase (Zeitpunkt 30 Min) lag der BE mit -3,5 mmol/l unterhalb des
physiologischen Bereichs. Anschliel3end verringerte er sich kontinuierlich weiter bis
zu einem Minimum von -4,6 mmol/l 120 Minuten nach Infusionsbeginn. Bis zum
Versuchsende regenerierte sich der BE wieder auf ein physiologisches Niveau von
-3 mmol/l (Abb. 28 B). Bei der Evaluierung des pCO; zeigten sich keine Unterschiede
zwischen den Kontroll- und den Kapseltieren (Abb. 28 C). In allen drei Gruppen
verringerte sich der pCO- geringflgig Uber die Zeit hinweg. Bei der Betrachtung des
Laktatspiegels zeigten sich wiederum signifikante Unterschiede zwischen den
Kontrolltieren und den Kapseltieren (Abb.28 D). Bis 90 Minuten nach
Infusionsbeginn konnten noch Ubereinstimmende Laktatkonzentrationen in allen drei
Gruppen gemessen werden. AnschlieRend kam es zu einem signifikanten Anstieg
des Laktats in den beiden Kapselgruppen. 150 Minuten nach Infusionsbeginn
erreichte die Laktatkonzentration nach Infusion der 8 Vol.-%igen Albumin-
Kapselsuspension ein Maximum von 2,4 mmol/l + 0,2 mmol/l. Das Maximum nach

Infusion der 32 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension lag zu diesem Zeitpunkt bei
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2 mmol/l £ 0,2 mmol/l (Abb. 28 D). Der Unterschied zwischen den beiden

Kapselgruppen war dabei nicht signifikant.
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Abb. 28: Einfluss der Albumin-Kapseln auf den pH-Wert (A), den Base Excess (B), den pCO, (C)
und die Laktatkonzentration (D). Albumin-Lsg. (5%) und Albumin-Kapseln (8 Vol.-% und 32 Vol.-%)
wurden Uber einen Zeitraum von 30 Minuten intravends infundiert. Die Infusionsvolumina betrugen
10 ml/kg KGW x 30 Minuten. Infusionsbeginn war zum Zeitpunkt Null (O Min.). Aufgetragen sind die

Mittelwerte + SEM aus n=6. * p < 0,05 verglichen mit der Albumin-Kontrollgruppe.
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5.2.3 Einfluss der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln auf

spezifische Schadigungsmarker

Zur Beurteilung von Organschadigungen nach intravendser Infusion der
verschiedenen Kapselsuspensionen wurden sowohl die
Plasmakreatininkonzentrationen als auch die Plasmaenzymktivitaten von Kreatin-
Kinase (CK), Laktatdehydrogenase (LDH), Alanin-Aminotransferase (ALAT) und
Aspartat-Aminotransferase (ASAT) bestimmt. Weder bei den NaCl-Kontrollen fur die
PLGA- und PACA-Kapseln noch bei den Albumin-Kontrollen fur die Albumin-Kapseln

zeigten sich Einflisse auf die gemessen Schadigungsmarker (Abb. 29 und Abb. 30).

Einfluss der PLGA- und PACA-Kapseln auf die Plasmaaktivitaten und
Plasmakonzentrationen der spezifischen Schadigungsmarker

Beim Vergleich der NaCl-Kontrollgruppe mit der PLGA- und PACA-Gruppe zeigten
sich zum Teil signifikante Unterschiede in den Konzentrationsspiegeln der
gemessenen  Schadigungsmarker  (Abb. 29). Nach PLGA-Kapselinfusion
(Infusionsbeginn bei 0 Min) konnte ein kontinuierlicher und signifikanter Anstieg der
Transaminasen-Aktivitdt im Plasma gemessen werden (Abb.29 A/B). Am
Versuchsende (180 Min) war die ALAT-Aktivitat von 45 + 4 U/l auf 293 + 197 U/l (6-
fach) gestiegen (Abb. 29 A) und die ASAT-Aktivitat von 53 + 3 U/l auf 418 + 239 U/
(8-fach) erhoht (Abb. 29 B). Im Vergleich dazu konnte nach Infusion der PACA-
Kapseln lediglich ein leichter und nicht signifikanter Anstieg der ASAT-Aktivitat im
Plasma gemessen werden (Abb.29 B). Die ALAT-Aktivitat blieb hingegen
unverandert (Abb. 29 A).

Die CK-Aktivitat erreichte 180 Minuten nach Infusion der PLGA-Kapseln das 10,7-
fache des Ausgangswertes und stieg von anfanglich 100 + 28 U/l auf 1073 + 306 U/

signifikant an (Abb. 29 C). Im Gegensatz dazu erreichte die CK-Aktivitat in der
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PACA-Gruppe 120 Minuten nach Infusionsbeginn ein Maximum von 800 + 67 U/l und
sank danach bis zum Versuchsende (180 Min) wieder leicht ab (Abb. 29 C). Die
LDH-AKktivitat im Plasma wurde ebenfalls sowohl durch die PLGA-Kapseln als auch
durch die PACA-Kapseln erhoht (Abb.29 D). Wahrend sie nach PLGA-
Kapselinfusion um das 18-fache (von 68 + 12 U/l auf 1245 4+ 617 U/l) zunahm,
erhohte sie sich nach Infusion der PACA-Kapseln um das 6-fache (von 61 + 9 U/l auf
351 + 40 U/l). Dartber hinaus konnte nach PACA-Kapselinfusion ein signifikanter
Anstieg in der Plasmakreatininkonzentration gemessen werden (Abb. 29 E), die
120 Minuten nach Infusionsbeginn fast verdoppelt war und danach wieder leicht
absank. Bei den mit PLGA-Kapseln infundierten Tieren stieg die
Kretininkonzentration nur marginal und nicht signifikant. Die intravendse Infusion von
NaCl bewirkte zu keinem Zeitpunkt eine Anderung des Plasmaspiegels der

gemessenen Schadigungsmarker (Abb. 29 A-E).
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Abb. 29: Einfluss der PLGA- und PACA-Kapseln auf die Plasmakonzentrationen spezifischer
Schéadigungsmarker: Alanin-Aminotransferase (ALAT) (A), Aspartat-Aminotransferase (ASAT)
(B), Kreatinkinase (CK) (C), Laktat-Dehydrogenase (LDH) (D) und Kreatinin (E). NaCl-Lsg.
(0,9%), PLGA- und PACA-Kapseln wurden uber einen Zeitraum von 30 Minuten intravends infundiert.
Die Infusionsvolumina betrugen 10 ml/kg KGW x 30 Minuten. Infusionsbeginn war zum Zeitpunkt Null

(0 Min). Aufgetragen sind die Mittelwerte + SEM aus n=6. * p < 0,05 verglichen mit der NaCl-Gruppe.
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Einfluss der Albumin-Kapseln auf die Plasmaaktivitaten und
Plasmakonzentrationen der spezifischen Schadigungsparameter

Beim Vergleich der Plasmaaktivitaten und Plasmakonzentrationen der
Schadigungsmarker nach Infusion der Albumin-Kapseln (8 Vol.-% und 32 Vol.-%)
konnten im Vergleich zur Albumin-Kontrollgruppe erhohte Aktivitditen von ALAT,
ASAT, CK und LDH gemessen werden (Abb. 30 A-D). Die
Plasmakreatininkonzentration blieb durch die Albumin-Kapseln unbeeinflusst (Daten
nicht gezeigt).

Die ALAT-Aktivitat war tber die Versuchsdauer in allen drei Gruppen weitestgehend
unverandert (Abb 30 A). Nach Infusion der Albumin-Kapseln mit 32 Vol.-% war am
Versuchsende (180 Min) jedoch eine leichte, aber signifikante Zunahme der ALAT-
Aktivitat zu verzeichnen (Abb. 30 A). Im Gegensatz dazu wurde die ASAT-Aktivitat im
Plasma sowohl durch die Albumin-Kapseln mit einer Konzentration von 8 Vol.-% als
auch durch die Albumin-Kapseln mit einer Konzentration von 32 Vol.-% signifikant
beeinflusst. In beiden Fallen konnte 60 Minuten nach Kapselinfusion
(Infusionsbeginn bei 0 Min) eine kontinuierliche Aktivitatszunahme gemessen
werden. Wahrend die ASAT-Aktivitat nach Infusion von 8 Vol.-% Kapseln von
anfanglich 49 + 1 U/l auf 108 + 22 U/l anstieg, erhdhte sie sich nach Infusion der
32 Vol.-% Kapseln von 59 + 11 U/L auf 183 + 21 U/l (Abb. 30 B).

Ein Anstieg der CK-Aktivitat konnte nur nach Infusion der 32 Vol.-%igen Albumin-
Kapselsuspension beobachtet werden. Nach Kapselinfusion (Infusionsbeginn bei
0 Min; CK-Aktivitat bei 376 + 78 U/l) erhdhte sich die CK-Aktivitdt bis sie sich
90 Minuten nach Infusionsbeginn bei 639 + 113 U/l einpendelte (Abb. 30 C).
Bezilglich der LDH-Aktivitat im Plasma konnte bei beiden Kapselkonzentrationen
eine signifikante Aktivitditszunahme gemessen werden. Nach Infusion der 8 Vol.-
%igen Albumin-Kapselsuspension stieg die LDH-Aktivitdt kontinuierlich von

ursprunglich 76 +25 U/l (0 Min) auf 274 + 106 U/l (180 Min) an (Abb. 30 D). Die
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Infusion der 32 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension fuhrte zu einer

Aktivitatssteigerung von anfanglich 57 +£31 U/l (0 Min) auf final 451 +62 U/

(180 Min) (Abb. 30 D).
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3 . 3
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Abb. 30: Einfluss der Albumin-Kapseln auf die Plasmakonzentrationen spezifischer

Schadigungsmarker: Alanin-Aminotransferase (ALAT) (A), Aspartat-Aminotransferase (ASAT)
(B), Kreatinkinase (CK) (C), Laktat-Dehydrogenase (LDH) (D) und Kreatinin (E) Albumin-Lsg.
(5%) und Albumin-Kapseln (8 Vol.-% und 32 Vol.-%) wurden Uber einen Zeitraum von 30 Minuten
intraven®s infundiert. Die Infusionsvolumina betrugen 10 ml/kg KGW x 30 Minuten. Infusionsbeginn

war zum Zeitpunkt Null (0 Min). Aufgetragen sind die Mittelwerte + SEM aus n=6. *p <0,05

verglichen mit der Albumin-Kontrollgruppe.
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5.2.4 Einfluss der PACA- und Albumin-Kapseln auf die

Integritat von Organstrukturen

Nach intravendser Infusion von PACA- und Albumin-Kapseln kam es zu spezifischen
Veranderungen von Organstrukturen. Untersucht wurden Hamatoxylin-Eosin (HE)-
gefarbte Schnittpraparate von Milz, Leber, Niere, Dinndarm, Herz, Lunge und m.

gastrocnemius (siehe Abschnitt 4.2.7).

Strukturelle Veranderungen von Milz, Niere und Dinndarm nach intravendser
Applikation von PACA-Kapseln

Im Vergleich zur NaCl-Kontrollgruppe kam es nach Infusion von PACA-Kapseln zu
deutlichen pathologischen Veranderungen in Milz, Niere und Dinndarm (Abb. 31).
Wahrend sich die rote und die weiRe Pulpa (bestehend aus Periarterieller
Lymphscheide und Marginalzone) in der Milz von NaCl-Tieren als sehr gleichmafiig
und ohne pathologischen Befund prasentierten (Abb. 31 A), zeigten sich in den
Milzschnitten von PACA-Tieren stark zerstorte Gewebestrukturen der roten Pulpa
(Abb 31 D). Diese war von zahlreichen Vakuolen durchzogen (Abb. 31 D). Die Nieren
von PACA-Tieren wiesen im Vergleich zu NaCl-Tieren ebenfalls grol3e strukturelle
Unterschiede auf. Vor allem die Malphigi-Korperchen, bestehend aus einer Bowman-
Kapsel und dem dazugehotrigen glomerulus, waren sehr stark verdndert. Die
glomeruli waren zum Teil deformiert und geschwollen, so dass der Kapselraum in der
Bowman-Kapsel nicht mehr zu erkennen war (Abb. 31 E). Zudem erschienen die
tubuli in cortex und medulla geschwollen (Bilder nicht gezeigt). Das Erscheinungsbild
der Nierenschnitte der mit NaCl infundierten Tiere war pathologisch unaufféllig
(Abb. 31 B). In der tunica muscularis des Dunndarms manifestierten sich nach

Infusion der PACA-Kapseln zahlreiche Petechien (Abb. 31 F). Die mikroskopischen
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Untersuchungen von Schnittpraparaten von Leber, Herz und Lunge blieben ohne

Befund (Bilder nicht gezeigt).

Abb. 31: Strukturelle Veranderungen von Milz, Niere und Dunndarm nach intraven&ser
Applikation von PACA-Kapseln. Nach Infusion von 0,9%iger NaCl-Lsg. zeigten sich bei der
mikroskopischen  Beurteilung von HE-gefarbten  Schnittpréparaten keine pathologischen
Verédnderungen in Milz (A), Niere (B) und Dinndarm (C). Im Vergleich dazu fuhrte eine intravendse
Applikation von PACA-Kapseln zu deutlichen strukturellen Verdnderungen und Schéadigungen in Milz
(D) und Niere (E). In der Tunica muscuslaris des Dinndarms manifestierten sich nach intravenéser

Infusion der PACA-Kapseln zudem zahlreiche Petechien (F, schwarze Pfeile). Mit: RP = rote Pulpa,
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MZ = Marginalzone, P = periarterielle  Lymphscheide, G =glomeruli, BK = Bowman-Kapsel,

KR = Kapselraum, T = tubuli, M = mucosa und TM = tunica muscularis.

Albumin-Kapseln bewirken strukturelle Veranderungen in der Milz

In histologischen Schnittpraparaten von mit Albumin-Kapseln infundierten Tieren
konnten hingegen eindeutige pathologische Gewebeveranderungen in der Milz
gefunden werden. Die eingesetzten Albumin-Kapselsuspensionen mit einem
Gesamtvolumenanteil von 8 Vol.-% und 32 Vol.-% verursachten gleichermal3en
schwerwiegende Schadigungen der roten Pulpa (Abb. 32 B und Abb. 32 C). Das
Gewebe erschien vollig aufgeldst und war von unzahligen Vakuolen durchzogen
(Abb. 32 B/C). Bei Albumin-Kontrolltieren waren keine strukturellen Veranderungen
in der Milz ersichtlich. Sowohl die rote als auch die weil3e Pulpa waren pathologisch
unauffallig (Abb. 32 A). Die pathologische Beurteilung von Leber, Niere, Dinndarm,

Herz, Lunge und m. gastrocnemius blieb ohne Befund (Bilder nicht gezeigt).
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Abb. 32: Einfluss der Albumin-Kapseln auf die Organstruktur der Milz. Im Vergleich zu Tieren,
denen 5%ige Albumin-Lésung infundiert wurde (A), zeigten sich in Schnittpraparaten der Milz von
Tieren, die 8 Vol.-%ige (B) und 32 Vol.-%ige (C) Albumin-Kapselsuspension intravents verabreicht
bekommen hatten, starke strukturelle Veranderungen der roten Pulpa. Mit: RP =rote Pulpa,

MZ = Marginalzone und P = periarterielle Lymphscheide.
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5.2.5 In vivo-Verteilung der PLGA-, PACA- und Albumin-

Kapseln

Nach intravenéser Infusion von fluoreszenzmarkierten PLGA-, PACA- und Albumin-
Kapseln wurde die in vivo-Verteilung der Kapseln durch Beurteilung
kryohistologischer  Schnittpraparate  bestimmt.  Untersucht wurden  dabei
Schnittpraparate von Milz, Leber, Niere, Dinndarm, Herz, Lunge, m. gastrocnemius
und Gehirn. Es konnte gezeigt werden, dass jeder Kapseltyp ein eigenes, ganz
spezifisches Verteilungsmuster im Organismus aufweist (Abb. 33-35).

Im Falle der PLGA-Kapseln konnten Ablagerungen in allen untersuchten Organen
gefunden werden (Abb. 33). Die gro3ten Kapselansammlungen waren dabei in Milz,

Leber, Diunndarm und Gehirn lokalisiert (Abb. 33 A/B/D/H).
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Abb. 33: In vivo-Verteilung der PLGA-Kapseln. Nach intraventser Applikation von Nilrot-markierten
PLGA-Kapseln (rot) konnten in allen untersuchten Organen (Milz (A), Leber (B), Niere (C), Dinndarm

(D), Herz (E), Lunge (F), m. gastrocnemius (G) und Gehrin (H)) Kapselablagerungen gefunden
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werden. In Milz (A), Leber (B), Dunndarm (D) und Gehirn (H) zeigten sich quantitativ die meisten

Kapselansammlungen. Die Zellkerne wurden mit 4’,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) gefarbt (blau).

Nach intravenoser Applikation der PACA-Kapseln kam es zu massiven
Kapselakkumulationen in Milz, Niere und Dunndarm (Abb. 34 A/C/D). Leber, Herz,
Lunge, m. gastrocnemius und Gehirn blieben hingegen frei von Kapselablagerungen

(Abb. 34 B/E-H).
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Abb. 34: In vivo-Verteilung der PACA-Kapseln. Mit BODIPY-Thiol markierte PACA-Kapseln (rot)
akkumulierten nach intravendser Infusion spezifisch in Milz (A), Niere (C) und Dinndarm (D). Die

kryohistologischen Schnittpraparate von Leber (B), Herz (E), Lunge (F), m. gastrochnemius (G) und
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Gehirn (H) wiesen keine Kapselakkumulationen auf. Die Zellkerne wurden mit 4’,6-Diamidin-2-

Phenylindol (DAPI) gefarbt (blau).

Als Folge einer intravenodsen Infusion der Albumin-Kapseln kam es zu zahlreichen
Kapselablagerungen in der Milz (Abb. 35 A). Alle anderen untersuchten Organe

zeigten keinerlei Anzeichen von Kapselakkumulationen (Abb. 35 B-H).
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Abb. 35: In vivo-Verteilung der Albumin-Kapseln. Nach intravendser Applikation von BODIPY-
Thiol-markierten Albumin-Kapseln (rot) konnte eine spezifische Akkumulation der Kapseln in der Milz

(A) festgestellt werden. Leber, Niere, Dinndarm, Herz, Lunge, m. gastrocnemius und Gehirn (B-H)
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waren frei von Kapselansammlungen. Die Zellkerne wurden mit 4’,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)

gefarbt (blau).

526 Intravasale Halbwertszeit der PACA- und Albumin-

Kapseln

Ausgehend vom PFD-Gehalt im Blut, der mittels *>F-NMR bestimmt wurde, konnten
die intravasalen Halbwertszeiten (HWZ) der PACA- und Albumin-Kapseln (8 Vol.-%)
berechnet werden. Die Albumin-Kapseln wiesen dabei im Vergleich zu den PACA-

Kapseln eine deutlich langere HWZ auf (Abb. 36).
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Abb. 36: Intravasale Halbwertszeiten der PACA- und Albumin-Kapseln (8 Vol.-%) Die Kapseln
wurden Uber einen Zeitraum von 30 Minuten intravends infundiert. Die Infusionsvolumina betrugen
10 ml/kg KGW x 30 Minuten. Im Anschluss an den Infusionszeitraum (Infusionsende bei 0 Min) wurde,
basierend auf dem Gesamtgehalt an PFD in den Blutproben der verschiedenen Zeitpunkte, der
prozentuale Gehalt an Kapseln im Blut Gber einen Zeitraum von 180 Minuten berechnet. Aufgetragen

sind die Mittelwerte + SEM aus n=3 und die dazugehdérigen exponentiellen Ausgleichsgeraden.
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Wahrend 30 Minuten nach Infusionsende bereits nur noch die Halfte der
ursprunglichen Kapselkonzentration der PACA-Kapseln gemessen werden konnte
(Abb. 36 A mit ti2 =30 Min), betrug die Konzentration der Albumin-Kapseln zu
diesem Zeitpunkt noch ca. 82%. Erst nach ca. 97 Minuten waren 50% der Albumin-
Kapseln aus dem Intravasalraum entfernt (Abb. 36 B mit ty» = 97 Min), womit die
intravasale HWZ der Albumin-Kapseln mehr als 3-mal so lang war wie die der PACA-

Kapseln.

5.2.7 Einfluss der Infusion von PACA- und Albumin-Kapseln
auf die Plasma-Konzentration der Anaphylatoxine C3a
und Cba

Die Messung der Komplementfragmente C3a und Cb5a zeigte, dass die Infusion von
PACA- und Albumin-Kapseln keine Aktivierung des Komplementsystems zur Folge
hatte. Weder zu Beginn der Infusionsphase noch nach beendeter Infusion konnte
eine erhohte Konzentration des Anaphylatoxins C5a gemessen werden (Daten nicht
gezeigt). Die Konzentration des Anaphylatoxins C3a lag bei beiden Zeitpunkten

unterhalb der Nachweisgrenze des ELISA-Kits von 25 pg/ml (Daten nicht gezeigt).

5.2.8 Bestimmung der CK-Isoenzyme nach Infusion der

Albumin-Kapseln

Im Rahmen der toxikologischen Untersuchungen zu den Albumin-Kapseln, wurden

die CK-Isoformen mittels Gelelektrophorese bestimmt (Abschnitt 4.2.4). Wéahrend die
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unverdiunnte Negativ-Kontrolle (Plasma vor Infusionsbeginn) eine schwache CK-MM-
Bande aufwies, zeigten sich in der diluierten Negativ-Kontrolle (Plasma vor
Infusionsbeginn 1:1 verdinnt) keine Banden fir CK-lsoenzyme (Abb. 37; Spur 1 und
Spur 4). Fur den CK-MM-Standard (CK-MM rabbit) konnte eine deutlich ausgepragte
CK-MM-Bande detektiert werden (Abb. 37; Spur 7). Sowohl 30 als auch 60 Minuten
nach dem Infusionsende der 32 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension
manifestierten sich deutliche CK-MM-Banden (Abb. 37). Andere Isoformen wurden

nicht detektiert.

CK-MM

Abb. 37: Gelelektrophorese zur Auftrennung der CK-lsoenzyme. Belegung der Spuren: 1) Plasma
vor Infusionsbeginn (konzentriert), 2) Plasma 30 Minuten nach Infusionsende (konzentriert), 3) Plasma
60 Minuten nach Infusionsende (konzentriert), 4) Plasma vor Infusionsbeginn (1:2 verdlnnt),
5) Plasma 30 Minuten nach Infusionsende (1:2 verdiinnt), 6) Plasma 60 Minuten nach Infusionsende
(2:2 verdunnt), 7) Ck-MM-Standard (vom Kaninchen; CK-MM rabbit, griin). Die Laufzeit betrug

14 Minuten bei 100 Volt.
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6 Diskussion

6.1 Keimfreiheit und mikrobielle Stabilitat der

Kapselsuspensionen

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten mikrobiologischen Testreihen basierten
auf den Empfehlungen des europaischen Arzneibuchs (pharmacopoea europaea,
Ph. Eur.) fir eine Priifung auf Sterilitat®>’. So konnte sichergestellt werden, dass die
im Tier eingesetzten Kapselsuspensionen frei von Bakterien und Pilzen waren
(Abb. 19). Alle Effekte, die nach intraventser Applikation der Kapselsuspensionen
beobachtet wurden, kdnnen daher als reine Kapsel-Effekte angesehen werden und
sind nicht auf eine Kontamination der Suspensionen mit Mikroorganismen
zuriickzufiihren. Zudem ist eine sterile Lagerung der Kapselsuspensionen auch ohne
den Zusatz von Konservierungsstoffen moglich, was eine Grundvoraussetzung fur
den klinischen Einsatz der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln als kinstliche
Sauerstofftrager darstellt (Abb. 19). Darliber hinaus ist dies ein wichtiges Kriterium
fur die Herstellung der Kapselsuspensionen als Bulk-Ware, so dass zum einen eine
ausreichende Verfugbarkeit der kiinstlichen Sauerstofftrager garantiert ware und zum

anderen Kosten und Zeit des Herstellungsverfahrens gesenkt werden kénnten.
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6.2 In vivo-Verteilung, intravasale Halbwertszeit, und

Organschéadigungen

Fur die in dieser Arbeit verwendeten PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln konnten
kapseltypspezifische Verteilungsmuster im Organismus festgestellt werden (Abb. 33,
Abb. 34 und Abb. 35), so dass anzunehmen ist, dass vor allem die verwendeten
Kapselwandmaterialien einen malf3geblichen Einfluss auf die in vivo-Verteilung
hatten. Es ist zu vermuten, dass die als Kapselwandmaterialien verwendeten
kunstlichen Polymere PLGA und PACA vom Immunsystem als korperfremd erkannt
und durch Proteine opsoniert werden, was die Aufnahme der Kapseln durch das
RES begiinstigt®®. Bei dem verwendeten Albumin hingegen handelt es sich um ein
physiologisches Biopolymer, das in der Literatur bereits als potenzielles Protein zum
,Coating“ von biomedizinisch einsetzbaren Nanopartikeln diskutiert wird®’. Aufgrund
dessen ist davon auszugehen, dass die Albumin-Kapseln vom Immunsystem
weitestgehend unentdeckt bleiben. Gestitzt wird diese These durch die intravasalen
Halbwertszeiten der verschiedenen Kapseltypen. Im Vergleich zu den PLGA- und
PACA-Kapseln wiesen die Albumin-Kapseln mit 97 Minuten die langste intravasale
HWZ auf (Abb. 36 B). Die relativ kurze intravasale HWZ der PACA-Kapseln lag mit
30 Minuten im Bereich der  Halbwertszeiten  von anderen, nicht
oberflachenmodifizierten PACA-Nanokapseln (Abb. 36 A)®®"°. Fir die in dieser Arbeit
verwendeten PLGA-Kapseln konnte in frlheren Untersuchungen eine im Vergleich
zu den PACA-Kapseln verlangerte HWZ von 55 Minuten nachgewiesen werden®?, die
zum Teil durch die PEGylierung der Kapseln bedingt gewesen sein kdnnte, da
bekannt ist, dass PEGylierung die intravasalen Halbwertszeiten verlangern kann’® 2.
Es ist zu erwahnen, dass die zirkulatorischen Halbwertszeiten fir intravents
applizierte Partikel bei der Ratte viel kiirzer sind als beim Menschen. Dies liegt daran,

dass das RES der Ratte beziglich der Aufnahme und Entfernung von kérperfremden
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Partikeln deutlich hohere Kapazitaten aufweist’>. Fur eine Anwendung beim
Menschen waren daher bedeutend langere Halbwertszeiten der Kapseln im
Intravasalraum zu erwarten.

In  Ubereinstimmung mit den spezifischen in vivo-Verteilungsmustern der
unterschiedlichen Kapseltypen konnten pathologische Verédnderungen der
Organstrukturen und ein Anstieg spezifischer Schadigungsparameter im Plasma
nachgewiesen werden. Die Akkumulation der PACA-Kapseln in Milz, Niere und
Dunndarm hatte schwerwiegende Veréanderungen der Gewebestrukturen in diesen
Organen zur Folge (Abb. 34 A/C/D und Abb. 31 D-E). Es manifestierten sich
deutliche Gewebeveranderungen der roten Pulpa in der Milz sowie deformierte, zum
Teil geschwollene glomeruli in der Niere und Einblutungen in der tunica muscularis
des Dunndarms (Abb. 31 D-F). Wahrend die Zunahme der LDH-Aktivitat eine
generelle  Organschadigung anzeigte, implizierte der  Anstieg der
Plasmakreatininkonzentration nach Infusion der PACA-Kapseln eine
Nierenfunktionsstérung (Abb. 29 D und Abb. 29 E). Eine mdgliche Erklarung fur die
beobachtete Nierenschadigung konnte der Metabolisierungsprozess des PACA-
Polymers sein>®. Unter physiologischen Bedingungen wird der Abbau der PACA-
Kapseln hauptsachlich als eine enzymatische Hydrolyse der Esterfunktionen der
Seitenketten des Polymers beschrieben’®. Die dabei entstehenden Abbauprodukte
sind Cyanacrylsaure und der korrespondierende Alkylalkohol n-Butanol, der
nierenschadigend wirken kann”. Die Ausscheidung der Cyanacrylsaure erfolgt durch
renale Filtration”, wahrend der Alkylalkohol einem enzymatischen Abbau durch die
Alkoholdehydrogenase und die Aldehyddehydrogenase unterliegt. Trotz der
beobachteten Organschadigungen blieb die Barrierefunktion der Nieren intakt, da im

Urin keine PACA-Kapseln nachgewiesen werden konnten (Abb.31E)>. Im

69, 75 | 76
. )

Gegensatz zu anderen PACA-Nanokapseln , aber im Einklang mit Wilson et a

konnten fast keine Ablagerungen der PACA-Kapseln in der Leber festgestellt werden
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(Abb. 34 B). So zeigten sich auch bei den Plasmaspiegeln der Transaminasen der
Leber keine signifikanten Aktivitatssteigerungen nach Applikation der PACA-Kapseln
(Abb. 29 A/B).

Der dosisabhangige, proportionale Anstieg von LDH und CK nach Applikation der
Albumin-Kapseln deutet auf einen Herzmuskel-, Skelettmuskel oder Gehirnschaden
hin (Abb. 29 C/D). Durch die Bestimmung der CK-lsoenzyme konnte sowohl eine
Myokardschadigung als auch eine Schadigung des zentralen Nervensystems als
unwahrscheinlich angenommen werden (Abb. 37). Zudem zeigten sich bei den
Messungen der Sauerstoffversorgung des m. gastrocnemius keine Anzeichen fur
eine lokal gestorte Mikrozirkulation bzw. eine Gewebeschadigung des
Skelettmuskels (Abschnitt 5.2.1; Daten nicht gezeigt). Daher musste eine andere
Quelle als das zentrale Nervensystem, der Herz- oder Skelettmuskel fir den
beobachteten CK-Anstieg in Betracht gezogen werden.

Stressfasern (stress fibers) sind strukturelle Komponenten des Aktinfilamentsystems
und sind u. a. in Endothelzellen wie z. B. in verzweigten Kapillaren, Arterien und
Herzkammern lokalisiert’”®. Drenckhahn et al. konnten zeigen, dass Stressfasern
bei Saugern auch im Sinusendothel der Milz vorkommen®. Blutzellen und
Blutplasma gelangen durch terminale, offene Blutgefal3e in den Extravasalraum der
Milz, von wo aus sie permanent durch interendotheliale Licken in das Sinuslumen
gepresst werden®’. Der Filtrationsprozess kann dabei aktiv  durch
Adhesionsverbindungen, die so genannte adherens junctions, vorangetrieben

82, 8 Es wird

werden, wobei starke Scherkrafte am Endothel auftreten konnen
vermutet, dass die Stressfasern den Filtrationsprozess in der Milz unterstitzen,
indem sie die Seitenrander der interendothelialen Licken vor Zellabldsung
schiitzen®!. Dariiber hinaus konnten Eckert et al. nachweisen, dass Kreatinkinase

vom Typ CK-MM u. a. in Stressfasern lokalisiert ist®*. Beriicksichtigt man all diese

Fakten, so ist zu vermuten, dass eine starke Zellschadigung der Milz zu erhghten
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CK-Werten im Plasma fuhren kann. Ubereinstimmend mit dieser These konnten nach
Infusion aller drei Kapseltypen sowohl erhthte CK-Werte im Plasma gemessen
(Abb. 29 C und Abb. 30 C) als auch starke Schéadigungen der roten Pulpa der Milz
beschrieben werden (Abb. 31 D (PACA-Kapseln); Abb. 32 B/C (Albumin-Kapseln;
Ferenz et al. und Waack (PLGA-Kapseln)*! *3). Dabei ist anzunehmen, dass diese
beobachteten Gewebeschadigungen auf einen Filtrationsprozess der Kapseln in der
Milz zurtckzufuhren sind, da Kapselakkumulationen aller Kapseltypen in der Milz
nachgewiesen werden konnten (Abb. 33 A, Abb. 34 A und Abb. 35 A). Es ist bereits
bekannt, dass Partikel mit einem Durchmesser von unter 200 nm in der Milz nicht

85.86 \vas bedeutet, dass alle Partikel mit einem Durchmesser von tiber

filtriert werden
200 nm, also auch alle in dieser Arbeit eingesetzten Kapseltypen, der Filtration in der
Milz unterliegen.

Wahrend die ALAT im Allgemeinen im Zytosol von Hepatozyten lokalisiert ist,
befindet sich die ASAT in den Mitochondrien jeder Zelle. Folglich kann bei einer
Aktivitditszunahme der ASAT ein Leberschaden ausgeschlossen werden, wenn die
Aktivitdt der ALAT unverdndert bleibt. Im Falle der Albumin-Kapseln ist es daher
wahrscheinlich, dass die ASAT-Aktivitat im Plasma ebenfalls aufgrund der

Kapselakkumulationen und der Zellschadigungen in der Milz zunahm (Abb. 30 B,

Abb 35 A und Abb. 32 B/C).
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6.3 Transiente systemische Hypotension

Schon lange ist bekannt, dass die Infusion von PFC-basierten kinstlichen
Sauerstofftrdgern in Form von PFC-Emulsionen zu einer transienten Hpotension
fihren kann*® “°. In neuester Zeit konnte dieser voriibergehende Blutdruckabfall auch
fir kapselbasierte, PFD-haltige Sauerstofftrager beschrieben werden®' 32 %3 % Dje
nach intravenoser Applikation der PLGA- und PACA-Kapseln beobachtete transiente
Hypotension konnte durch die PFD-Fullung ausgel6st worden sein, da sich nach
Applikation von PLGA-Spharen (keine PFD-Fillung) kein Abfall des MAP zeigte
(Abb 24 A und Abb. 25 A). Auch die Daten von Ferenz et al. und Waack belegen,
dass PLGA-Spharen keinen Einfluss auf den Blutdruck haben®! °3,

Ein in der Literatur beschriebener Ausléser einer sytemischen Vasodilatation bzw.
einer Hypotension st die klassische oder alternative Aktivierung des
Komplementsystems®’. Wird das Komplementsystem beispielsweise durch
korperfremde  Partikel  aktiviert®”, werden vasoaktive Substanzen wie z.B.
Anaphylatoxine freigesetzt, die die Permeabilitdt kleiner Blutgefal3e steigern. Im
Einklang mit dieser Hypothese konnten Ferenz et al. und Waack eine Abnahme des
Komplementfaktors C3 und eine Konzentrationserhéhung des Anaphylatoxins C4a
90, 170 und 250 Minuten nach intravenoser Infusion von PFD-gefillten PLGA-
Kapseln messen®" *3. Im Falle der PACA-Kapseln konnte jedoch kein Anstieg der
Anaphylatoxine C3a und Cba festgestellt werden (Abschnitt 5.2.7; Daten nicht
gezeigt). Im Vergleich zu Ferenz et al. und Waack®" > wurden die Konzentrationen
der Anaphylatoxine direkt am Ende der Infusionsphase und nicht im spéteren Verlauf
des Versuchs gemessen. Eine mit Komplementaktivierung assoziierte
Pseudoallergie (CARPA), die zum Beispiel durch Nanopartikel, Polymere oder

88, 89

Emulgatoren ausgelost werden kann , Ist sehr unwahrscheinlich, da Ratten im

Allgemeinen nicht sehr anfallig fiir CARPA sind®°.
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Eine andere Ursache flr die transiente Hypotension kénnten Stickstoffmonoxid (NO)-
vermittelte Signalwege sein. Die hydrophobe PFD-Phase bietet ideale Bedingungen
fur eine Anreicherung von Oz und NO, so dass uber intermediares Distickstofftrioxid
(N2O3) vermehrt S-Nitrosothiole gebildet werden konnten, die als biologische
Metabolite und NO-Donatoren gelten®" >> %3 zudem kann die Bildung von S-
Nitrosothiolen auch durch erhéhte Scherkrafte am Endothel getriggert werden®.
Vasquez et al. postulierten, dass Perfluorcarbone, die in salzhaltiger Tragerldsung
infundiert werden, in Gegenwart von Erythrozyten vermehrt Aggregate bilden und so
zu einer Erhohung der Viskositat des Blutes fithren®. Eine Erhéhung der
Blutviskositat 16st erhthten Scherstress am Endothel aus, was wiederum die
Freisetzung von vasoaktiven Substanzen wie z.B. GefalRendothel-relaxierenden

9% Dper Einfluss der in

Faktoren (endothelial relaxing factors; EDRF) triggert
0,9%iger NaCl-Lsg. infundierten PACA-Kapseln auf die Blutviskositat bestarkt diese
Annahme (Abb. 20).

Im Allgemeinen ist davon auszugehen, dass sich die dynamische Viskositat des
Blutes bei steigender Verdinnung vermindert. So wurde in Ubereinstimmung mit
Riess die Blutviskositat nach Verdinnung mit 0,9%iger NaCl-Lsg., 5%iger Albumin-
Lsg. und Albumin-Kapseln in 5%iger Albumin-Lsg. herabgesetzt (Abb. 20 und
Abb. 21)**. Auch eine Verdinnung von Blut mit Oxygent™, einer 60 Vol.-%igen,
salzfreien PFC-Emulsion, fihrt zu einem Absinken der Blutviskositat™. Im Gegensatz
dazu konnte nach einer Blutverdinnung mit in 0,9%iger NaCl-Lsg. suspendierten
PACA-Kapseln keine Anderung der dynamischen Viskositat des Blutes festgestellt
werden (Abb. 20). Folglich muss davon ausgegangen werden, dass PFD-gefillte
PACA-Kapseln in Verbindung mit 0,9%iger NaCl-Lsg. einen steigernden Effekt auf
die Viskositat des Blutes ausiubten, so dass der zu erwartende Verdiunnungseffekt

ausblieb (Abb. 20)**. Demnach sollte ein besonderes Augenmerk auf die Wahl der

Tragerlosung gelegt werden. Es kdnnte ratsam sein, Losungen mit einem mdglichst
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geringen Salzanteil wie zum Beispiel die zusammen mit den Albumin-Kapseln
eingesetzte 5%ige Albumin-Lsg. als Tragerldsung zu wahlen. Albumin dient als
korpereigenes Serum-Protein u. a. der Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen
Drucks im Korper, der mal3gebend fur die gleichmafige Verteilung der Flissigkeiten
im Organismus ist”. Daher wird Albumin in der Klinik u. a. zur Therapie der
Hypovolamie  bzw. des  hamorrhagischen  Schocks in Form  von
Volumenersatzlosungen wie z. B. Albiomin® eingesetzt®*!%. Falls es sich bei der
transienten Hypotension nach Infusion der PLGA- und PACA-Kapseln um einen
typischen PFC-Klasseneffekt handeln sollte, ware es denkbar, dass z. B. eine 5%ige
Albumin-Lsg. dem PFD-induzierten Blutdruckabfall entgegenwirken kénnte (Abb.
24 A). Ubereinstimmend mit dieser These hatte eine Infusion der in 5%iger Albumin-
Lsg. suspendierten PFD-gefiillten Albumin-Kapseln keinen Einfluss auf den MAP
(Abb. 26 A). So ist davon auszugehen, dass eine 5%ige Albumin-Lsg. als
Tragerlosung fur PFC-basierte Kapseln prinzipiell besser geeignet ist. Albumin wird

103, 104 ain Einsatz

derzeit zwar nicht als Standardvolumenersatzlésung empfohlen
kénnte aber bei bestimmten therapeutischen Indikationen durchaus sinnvoll sein und

sollte im Einzelnen geklart werden'®.
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6.4 Funktionsstorungen der hepatischen

Mikrozirkulation

Die hepatische Mikrozirkulation wird von mehreren Faktoren wie z.B. dem
sinusoidalen Gefaldurchmesser oder dem MAP beeinflusst. Vor allem die
Freisetzung von NO kann eine systemische Hypotension der Kapillaren und eine
periphere Vasodilatation induzieren®. So ist bekannt, dass NO und andere EDRFs
wie z.B. Endothelin in Folge von erhohtem Scherstress am Endothel den
hepatischen Blutfluss regulieren'® '°. Wahrend sinusoidale Endothelzellen und
Hepatozyten in Abhangigkeit von den Scherraten am Endothel NO produzieren und
sezernieren konnen, reagieren Ito- und glatte Muskelzellen in Gegenwart von
vasoaktiven Substanzen sehr schnell mit einer Relaxation'®®. Die Zunahme des
hepatischen Gefal3durchnmessers nach Infusion der PLGA- und PACA-Kapseln
konnte also eine Folge von erhohtem Scherstress am Endothel sein (Abb. 24 C). Im
Allgemeinen resultiert eine Vasodilatation in einer Hypotension und einer Abnahme
des Perfusionsdrucks'®’. Eine Abnahme des Perfusionsdrucks kénnte wiederum zu
einer unregelmaRigen hepatischen Perfusion® und somit zu einer Abnahme der
prozentualen Anzahl der perfundierten Gefal3e in der Leber fihren (Abb. 24 B). Die
Erholung des MAP und des GefalRdurchmessers sowie der prozentualen Anzahl der
perfundierten Gefal3e in der Leber kdnnte durch kompensatorische Mechanismen
bedingt gewesen sein (Abb. 24). Es ist bekannt, dass eine kompensatorische
Vasokonstriktion den Blutdruck auf Kosten der Mikrozirkulation aufrechterhalt*’®,
Gestutzt wird diese These durch die Tatsache, dass die prozentuale Anzahl der
perfundierten GefalRe in der Leber auf nur ca. 80% des Ausgangsniveaus stieg
(Abb. 24 B).

Auch das relativ hohe Gewicht der Kapseln, welches durch die hohe Dichte des

PFD-Kerns (1,92 g/cm®) bedingt ist, kénnte ein Grund fur erhohte Scherkrafte am
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Endothel sein®. So kdnnten die Kapseln (iber die Oberflache des Endothels ,rollen*
und Uber hydromechanische Krafte zu erhéhtem Scherstress fuihren, der wiederum
die Freisetzung von EDRFS induziert®. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese
konnte nach intravendser Infusion von PLGA-Spharen (keine PFD-Fullung) weder
ein Abfall des MAP noch eine plotzliche Abnahme der prozentualen Anzahl der
perfundierten GefalRe in der Leber festgestellt werden (Abb.25 A/B). Nach
Applikation der PLGA-Spharen trat eine leichte periphere Vasokonstriktion auf, was
mit Ergebnissen von Rosas-Hernandez et al. Ubereinstimmt, die zeigen konnten,
dass niedrige Konzentrationen von Nanopartikeln zu einer arteriellen
Vasokonstriktion fiihren kénnen (Abb. 25 C)'%. Trotz allem konnten die beobachtete
transiente Hypotension und die kurzzeitige Vasodilatation sowie die Abnahme der
prozentualen Anzahl der perfundierten Geféal3e in der Leber nach Infusion von PLGA-
und PACA-Kapseln nicht ausschlie3lich auf den PFD-Kern zuriickgefuhrt werden, da
sich nach Applikation der Albumin-Kapseln keine Einflisse auf den mittleren

arteriellen Blutdruck und die Mikrozirkulation manifestierten (Abb. 24 und Abb. 26).
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6.5 Einflisse auf den Saure-Base-Haushalt und den

Laktatspiegel

Die in Abschnitt 5.2.2 dargestellten Einflisse der Albumin-Kapseln auf den S&ure-
Base-Status und metabolische Parameter wurden im Rahmen der Untersuchungen
zur Bestimmung der toxikologischen Effekte (Abschnitt 4.2.4) erhoben. Im Falle der
PLGA- und PACA-Kapseln wurden die gewonnenen Daten aus den Versuchsreihen
der intravitalmikroskopischen Untersuchungen (Abschnitt 4.2.3) dargestellt, da fur
diese beiden Kapseltypen keine eigenstandigen Serien zur Beurteilung der
toxikologischen Effekte durchgefuhrt wurden.

Sowohl nach Infusion von 0,9%iger NaCl-Lsg. als auch nach Applikation der PLGA-
und PACA-Kapseln sank der pH-Wert leicht ab und es manifestierte sich eine leichte
metabolische Azidose, die wahrscheinlich auf den relativ grol3en chirurgischen
Eingriff der Organauslagerung zurtckzufihren ist (Abb.27 A). Entgegen der
Untersuchungen von Sedova et al. konnte ein Absinken des pH-Wertes aufgrund der
PFD-Fullung ausgeschlossen werden®'®, da nach Infusion der PFD-gefiillten
Albumin-Kapseln keine Anderungen des pH-Wertes zu verzeichnen waren
(Abb. 28 A). Die in der PACA-Gruppe beobachtete Azidose war im Vergleich zur
NaCl- und PLGA-Gruppe allerdings etwas starker ausgepragt, was verschiedene
Ursachen haben koénnte (Abb.27 A). Eine Ursache konnten die bei der
Metabolisierung des PACA-Polymers gebildeten Abbauprodukte Cyanacrylsaure und

Butanol sein "> 1!

, wobei die Bildung der S&ure einen direkten Einfluss auf den pH-
Wert austiben sollte (Abb. 27 A). Dariiber hinaus ist auch das entstehende Butanol
eine potenzielle Quelle fur Sauredquivalente, da allgemein bekannt ist, dass es

aufgrund der Laktatbildung im Rahmen des Alkoholabbaus zu einer Laktatazidose

kommen kann (Abb. 27 D). Zudem wurde in der Literatur bereits diskutiert, dass die
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beim PACA-Abbau entstehenden Mengen an Butanol durchaus physiologisch
relevant sein kénnen®,

Grund fur den Uberschuss an Laktat nach Infusion der PLGA-Kapseln konnte
ebenfalls der beginnende Abbau des Polymers sein (Abb. 27 D). Unter oxidativen
Bedingungen entstehen Milch- und Glykolsaure'?, die anschlieRend uber den
Citratzyklus zu Wasser (H-0O) und CO, abgebaut werden®" 3. Alternativ kann die
Glykolsaure auch renal ausgeschieden werden®" %, Die Abbaurate des PLGA-
Polymers betragt in vivo jedoch 50-60 Tage'!®, weshalb ein Laktatanstieg aufgrund
eines beginnenden Polymerabbaus auszuschlief3en ist. Denkbar ware auch, dass die
transiente Hypotension und die Stérungen der hepatischen Mikrozirkulation nach
Infusion der PLGA- und PACA-Kapseln zu einem generellen Sauerstoffmangel im
Gewebe gefuihrt haben, was wiederum die anaerobe Glykolyse getriggert und zu
einer erhohten Bildung von Laktat im Muskelgewebe gefuhrt hat (Abb. 24 A,
Abb. 24 B/C und Abb. 27 D)*>> *®, Da allerdings auch nach Infusion der Albumin-
Kapseln eine deutliche Erhdhung des Laktatspiegels zu verzeichnen war, ist zu
vermuten, dass die Akkumulation der PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln in der
Milz  die Ursache des vermehrt anaeroben Stoffwechsels waren (Abb.28 D,
Abb. 33 A, Abb. 34 A und Abb. 35 A). Aufgrund der Kapselablagerungen kénnte es
zu infarktahnlichen Durchblutungsstorungen mit einer daraus resultierende
Gewebeischamie und einer anaeroben Stoffwechsellage gekommen sein (Abb. 27 D

und Abb. 28 D)'*°.
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6.6 Sauerstoffkapazitaten der Kapselsuspensionen

Perfluorcarbone sind u. a. aufgrund ihrer hohen Sauerstoffléslichkeit (40-60 mi/dI)*®

eine attraktive Stoffklasse fiir die Entwicklung kiinstlicher Sauerstofftrager*® - 1930

3 Dem Henry-Gesetz entsprechend ist die Sauerstoffldslichkeit von
Perfluorcarbonen proportional zum vorherrschenden Sauerstoffpartialdruck und

1,10, 15

unabhangig von anderen Faktoren , weshalb die Sauerstoffbindungskurven von

PFC-haltigen Praparaten linear verlaufen® **.

Bei einem ausreichend hohen pO;
sollten die in dieser Arbeit eingesetzten PFD-haltigen PLGA-, PACA- und Albumin-
Kapseln eine hohere Sauerstoffkapazitat aufweisen als z. B. reines Blutplasma.
Ubereinstimmend mit dieser Annahme haben die Messungen der
Sauerstoffkapazitaten der 8 Vol.-%igen Kapselsuspensionen gezeigt, dass die
PLGA- und PACA-Kapseln bei einem pO; von 713 mmHg signifikant mehr Sauerstoff
speichern konnen als die NaCl-Tragerlésung (Abb. 22/ Tab. 7). Bei den Albumin-
Kapseln und der Albumin-Tragerlsg. war der Effekt hingegen nicht so ausgepragt
(Abb. 22/ Tab. 7). Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierte Assay zur
Bestimmung der Sauerstoffkapazitaten lieferte Messwerte fur die NaCl- und die
Albumin-Tragerlosung, die Ubertragen auf den arteriellen pO, unter physiologischen
Bedingungen (100 mmHg) im Bereich der theoretischen Sauerstoffkapazitat von
Plasma (0,3 ml/dl bei 100 mmHg) liegen (Abb. 22)*". Bei einer Beatmung mit reinem
Sauerstoff steigt der arterielle pO, auf bis zu 500 mmHg an*®. Prognostiziert man
nun die Sauerstoffkapazitaten der verwendeten Kapselsuspensionen bei einem pO;
von 100 mmHg und 500 mmHg, wird die Abhangigkeit der Sauerstofflgslichkeit der
Perfluorcarbone vom vorherrschenden Sauerstoffpartialdruck deutlich (Abb. 38).

Wahrend sich die O,-Gehalte des Blutplasmas und der Kapselsuspensionen bei

einem pO, von 100 mmHg kaum unterscheiden, kommt es bei einer Beatmung mit
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reinem Sauerstoff zu einer betrachtlichen Steigerung der O»-Kapazitaten der

Kapselsuspensionen (Abb. 38).
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Abb. 38: Sauerstoffkapazitdten der unterschiedlichen Kapselsuspensionen bei klinisch
relevanten Sauerstoffpartialdriicken. Ausgehend von den Sauerstoffmessungen bei einem pO, von
713 mmHg wurden die Sauerstoffkapazitaten bei 100 mmHg (arterieller pO, unter physiologischen
Bedingungen) und 500 mmHg (arterieller pO, bei reiner Sauerstoffoeatmung) prognostiziert. Um die
therapeutische Relevanz einordnen zu kénnen, sind zum Vergleich die Sauerstoffkapazitaten von Blut

(Hb-Gehalt = 15 g/dl) und Plasma dargestellt.

Beim Vergleich der Sauerstoffkapazitaten der 8 Vol.-%igen Kapselsuspensionen
konnte festgestellt werden, dass die PACA-Kapselsuspension verhaltnisméaiig den
hochsten O»-Gehalt aufwies (Abb.22 und Abb. 38). Bei gleich bleibendem
Volumenanteil nimmt die Kapselanzahl mit abnehmendem Kapseldurchmesser zu.
Das bedeutet, dass die PACA-Kapselsuspension mehr Kapseln enthalt als die
PLGA- oder Albumin-Kapselsuspensionen. Dartber hinaus konnten Bauer et al. fur
PFD-geflullte Kapseln zeigen, dass die Wanddicke mit abnehmendem
Kapseldurchmesser geringer wird>’, so dass in Bezug auf den Kapseldurchmesser

der prozentuale Anteil des PFD-Kerns immer grof3er wird.
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Bei der Betrachtung der Sauerstoffgehalte der Albumin-Kapselsuspensionen mit
verschiedenen Volumenanteilen (8, 32 und 64 Vol.-%) wurde deutlich, dass die
Sauerstoffkapazitat mit steigendem Volumenanteil zunahm
(Abb. 23 /Abb. 38 /Tab.8). Wahrend sich die Sauerstoffkapazitditen der
32 und 64 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspensionen proportional verhielten, belief
sich die O,-Kapazitat der 8 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension nur auf etwa /g
der Kapazitat der 32 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension (Tab. 8). Die gleiche
Diskrepanz zeigte sich auch bei der Bestimmung der Konzentrationen der Albumin-
Kapselsuspensionen (Tab. 1). Die Konzentration der Albumin-Kapseln in der 64 Vol.-
%igen Suspension war ungefdhr doppelt so hoch wie in der 32 Vol.-%igen
Suspension. Die Konzentration der Albumin-Kapseln in der 8 Vol.-%igen Suspension
betrug hingegen ebenfalls nur etwa /s der Kapselkonzentration der 32 Vol.-%igen
Suspension (Tab.1). Es ist zu vermuten, dass es bei der Einstellung des
Volumenanteils mittels Hamatokritzentrifuge (siehe Abschnitt 4.1.5) bei den
Kapselsuspensionen mit niedrigen Konzentrationen zu Messungenauigkeiten
kommen kann, weshalb dieses Verfahren fir die Einstellung kleiner Volumenanteile

wahrscheinlich wenig geeignet ist.
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6.7 Einordnung der therapeutischen Relevanz der
PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln als

kiinstliche Sauerstofftrager

Bei der Erstversorgung von Trauma- und Polytraumapatienten mit starken
Blutverlusten liegen die Prioritaten zunachst auf der Blutungsstillung, dem Ausgleich
des verlorenen Volumens durch Volumenersatzlésungen und der Sicherung der
Ventilation. All diese MalRBhahmen dienen der Stabilisierung des Blutdrucks zur
Aufrechterhaltung der Perfusion lebenswichtiger ~ Organe  und der
Gewebeoxygenierung*'®. Da eine Transfusion von Erythrozytenkonzentraten (EK)
normalerweise erst in der Klinik erfolgt, wirde die Verfligbarkeit eines kinstlichen
Sauerstofftragers bei der Erstbehandlung von Trauma- und Polytraumapatienten
einen enormen Zugewinn fir die Gewebeoxygenierung und somit fir den Outcome
der Patienten bedeuten.

Beziglich ihrer Sauerstoffkapazitat hatten die PLGA- und PACA-Kapseln durchaus
das Potenzial als kiunstliche Sauerstofftrager zu fungieren. Nichts desto trotz muss
die klinische Relevanz dieser Kapseln aufgrund der Schwere der Nebenwirkungen
zum jetzigen Stand der Entwicklung angezweifelt werden. Die transiente
Hypotension, die Storungen der Mikrozirkulation und die Organschadigungen, die
nach intravendser Applikation der PLGA- und PACA-Kapseln auftraten,
widersprechen einem Einsatz in der Notfallmedizin (Abb. 24/33/34)%" %3,

Anders sieht es dagegen bei den in dieser Arbeit untersuchten Albumin-Kapseln aus.
Diese zeigten nach intravendser Infusion keine Einflisse auf den MAP oder die
Mikrozirkulation (Abb. 26). Bei einer Nutzen-Risiko-Abwagung sollte der positive
Effekt (verbesserte Uberlebenschancen) deutlich den beobachteten Nebenwirkungen
in Form von Gewebeschadigungen der roten Pulpa (Abb. 32) Uberwiegen, so dass

eine Infusion der Albumin-Kapselsuspensionen durchaus vertretbar und Klinisch
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relevant ware. Vergleicht man die Sauerstoffkapazitaten der verwendeten Albumin-
Kapselsuspensionen mit denen von Blut und Plasma, wird deutlich, dass nur die
32 und die 64 Vol.-%ige Suspension therapeutische Relevanz besitzen (Abb. 38).

Wahrend herkdmmliche Volumenersatzilosungen wie beispielsweise 0,9%ige
Kochsalzldsung ungeféahr die gleiche Sauerstoffkapazitat aufweisen wie Blutplasma
(siehe Abschnitt 6.6), betrugen die Sauerstoffkapazitdten fir Albumin-
Kapselsuspensionen mit 32 Vol.-% und 64 Vol.-% bei einem pO, von 713 mmHg das
3- bzw. das b5-fache (Abb.23). Bei einer Beatmung mit reinem Sauerstoff
(pO2 =500 mmHg) liegen die Sauerstoffkapazitdten der 32 und 64 Vol.-%igen
Albumin-Kapselsuspensionen zwar immer noch weit unter der des Blutes, befinden
sich aber in therapeutisch relevanten Konzentrationsbereichen (Abb. 38). So kénnen
die Albumin-Kapselsuspensionen zum Beispiel im Vergleich zum Perftoran®, einer
20%igen PFC-Emulsion, die in Russland, Kasachstan, Kirgistan, Mexiko und der
Ukraine als kinstlicher Sauerstofftrager zugelassenen ist, deutlich mehr Sauerstoff
aufnehmen (Tab. 9). Folglich wirden die entwickelten Kapselsuspensionen bei

gleichem Infusionsvolumen eine bessere Sauerstoffversorgung des Organismus

gewabhrleisten.
Perftoran Albumin-Kapseln | Albumin-Kapseln
(Emulsion 20%) (32 Vol.-%) (64 Vol.-%)
Sauerstoffkapazitat | =4 ml O, /dl ™ 5,8 ml O,/ dl 8,5ml Oy /dl

Tab. 9: Vergleich der Sauerstoffkapazitaten von Perftoran und Albumin-Kapselsuspensionen

mit Volumenanteilen von 32 Vol.-% und 64 Vol.-% bei einem pO, von 500 mmHg.

Da die Indikationen zur Bluttransfusion u. a. von Faktoren wie Vorerkrankungen,

Krankheitsursache, Schwere der Anamie oder dem Allgemeinzustand des Patienten

120

abhangt™", wird der Trigger fur die Transfusion von EKs auch heute noch kontrovers
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diskutiert'®’. Vermeer et al. geben z.B. einen H&amatokrit von rund 20% als
Transfusionstrigger an'??, was einem Hb-Gehalt von ca. 7 g/dl entspricht. In den
Querschnitts-Leitlinien  der Bundesarztekammer (BAK) zur Therapie mit
Blutkomponenten und Plasmaderivaten wird fir Patienten mit normaler Herz-
Kreislauf-Funktion sogar ein kritischer Hb-Gehalt von 5 g/dl (Hkt = 15%) akzeptiert'?*,
Dieser Hb-Gehalt wird auch von Weiskopf et al. als kritischer Hb angegeben'** und
entspricht einer maximalen Sauerstoffkapazitat von 6,7 ml/dl. Es zeigt sich, dass die
64 Vol.-%ige  Albumin-Kapselsuspension mit rund 8,5 ml/dl  bei reiner
Sauerstoffbeatmung eine etwas hohere Sauerstoffkapazitat aufweist (Abb. 39), was
einem Hb-Gehalt von 6,3 g/dl entsprechen wiirde und was oberhalb des von der BAK
angegebenen Transfusionstriggers fur Patienten mit normaler Herz-Kreislauf-

Funktion liegt'?°.
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Abb. 39: Sauerstoffkapazitat der 64 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension im Vergleich zu Blut
mit einem Hb-Gehalt von 5 g/dl. Ausgehend von den Sauerstoffmessungen bei einem pO, von
713 mmHg wurden die Sauerstoffkapazitaten der 64 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension bei
100 mmHg (pO, im Blut unter physiologischen Bedingungen) und 500 mmHg (pO, der Inspirationsluft
bei reiner Sauerstoffatmung) prognostiziert. Um die therapeutische Relevanz einordnen zu kénnen,
sind zum Vergleich die theoretischen Sauerstoffkapazitaten von Blut mit einem Hb-Gehalt von 15 g/dI
(schwarz) und 5 g/dl (rot) dargestellt. Zusétzlich ist die zu erwartende Sauerstoffkapazitat von reinem

Plasma gezeigt.
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In Bezug auf die Sauerstoffkapazitat konnte also rein hypothetisch ein Austausch des
kompletten Blutvolumens gegen die 64 Vol.-%ige Albumin-Kapselsuspension vom
Organismus toleriert werden. Zudem konnte durch eine Volumensubstitution mit der
64 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension die Gewebeoxygenierung eines Trauma-
oder Polytraumapatienten bis zum Erhalt einer adaquaten Bluttransfusion
gewahrleistet werden.

Da Blut neben dem Sauerstofftransport noch viele andere lebenswichtige Aufgaben
im Organismus erfillt, kdnnen und sollen die Albumin-Kapseln die Bluttransfusion
zum jetzigen Zeitpunkt nicht ersetzen, sondern lediglich als Notfallsubstrat dienen.
Anzustreben ware daher eine kombinierte Therapie, bei der die Albumin-Kapseln im
Rahmen der praklinischen Erstversorgung von Trauma- und Polytraumapatienten als
kinstliche Sauerstofftrager eingesetzt werden. So konnte die Gewebeoxygenierung
aufrecht erhalten werden bis in der Klinik die Transfusion von EKs erfolgen kann, um
den Hb-Gehalt langsam wieder anzuheben. Das Ziel dabei konnte ein Hb-Gehalt von
ca. 9 - 10 g/dl sein, wobei ein EK den Hb-Gehalt um etwa 1g/dI steigern kann*?°.
Aufgrund der physikalischen Eigenschaften der Perfluorcarbone sollten die
Sauerstoffkapazitaten von PFC-basierten kunstlichen Sauerstofftragern jedoch nicht
isoliert, sondern vielmehr im Zusammenhang mit der Sauerstofffreisetzung im
Organismus betrachtet werden. So zeigt sich das tatséachliche therapeutische
Potenzial der 64 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension erst, wenn man die O»-
Aufnahme und -Abgabe der Kapselsuspension mit Blut und
Erythrozytenkonzentraten vergleicht. Bei einem Gesamtvolumen von ca. 280 ml*?®
enthalt ein EK morphologisch und funktionell intakte Erythrozyten'?® aus rund 500 ml
Vollblut*?’. Wahrend Blut bei reiner Sauerstoffbeatmung einen Sauerstoffgehalt von
rund 20 ml/dl aufweist, belauft sich der O,-Gehalt eines EKs auf 100,5 ml bzw.
= 36 ml/dl. Der O2-Gehalt der 64 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension betragt unter

diesen Bedingungen 8,5 ml/dl, was ca. der Halfte des O,-Gehalts im Blut und rund %
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des O,-Gehalts eines EKs entspricht. Unter physiologischen Bedingungen (arterieller
pO2 = 100 mmHg und vendser pO2 = 40 mmHg) geben Erythrozyten ca. 20-25% des
gebundenen Sauerstoffs an die Peripherie ab (entspricht einer O,-Abgabe von ca.
4 ml/dl), wahrend Plasma und PFCs aufgrund ihrer linearen ,Dissoziationskurve®
ungefahr 60% des geldsten Sauerstoffs freisetzen wiirden*'®. Bei einer Beatmung mit
reinem Sauerstoff erhdht sich das Partialdruckgefalle im Gefal3system. Die
Sauerstoffkapazitat und die Sauerstofffreisetzung der Erythrozyten wirde unter
diesen Bedingungen nur marginal gesteigert werden (auf max. 25%)%. Die
Sauerstoffabgabe der PFCs wiirde sich hingegen von 60% auf ca. 92% erhdhen'®.
Fur die 64 Vol.-%ige Albumin-Kapselsuspension bedeutet dies eine
Sauerstofffreisetzung von =8 ml/dl, was zum einen das Doppelte des von den
Erythrozyten im Blut freigesetzten Sauerstoffs ist und zum anderen sogar die

bereitgestellte Sauerstoffmenge eines EKs unter reiner Sauerstoffbeatmung tbertrifft

(Tab. 10).
O,-Abgabe der Erythrozyten im Blut (Hb-Gehalt = 15 g/dl) = 4 ml/dl
O,-Abgabe eines EKs =7 ml/dl
0O2-Abgabe der 64 vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension = 8 ml/dl

Tab. 10: Sauerstofffreisetzung von Erythrozyten, Erythrozytenkonzentraten und der 64 Vol.-

%igen Albumin-Kapselsuspension bei einer Beatmung mit reinem Sauerstoff.
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7 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Versuche durchgefuhrt, die eine in vitro-
und in vivo-Charakterisierung der PFD-gefllten PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln
ermdglichten, um das therapeutische Potenzial fur einen Einsatz in der
Notfallmedizin abschatzen zu koénnen. So wurden neben der biologischen
Vertraglichkeit der unterschiedlichen Kapselsysteme die Einflisse der
Kapselsuspensionen auf die dynamische Viskositat von Blut untersucht, deren
Keimfreiheit und mikrobielle Stabilitat Gberprift sowie deren Sauerstoffkapazitaten
ermittelt.

Die Albumin-Kapseln wiesen im Allgemeinen eine sehr gute biologische
Vertraglichkeit auf. In der Milz zeigte sich jedoch ein durch Kapselakkumulation
bedingter Integritatsverslust der roten Pulpa (Abschnitt 6.2). Es ist anzunehmen,
dass die Albumin-Kapseln aufgrund ihres Kapseldurchmessers von rund 500 nm
dem Filtrationsprozess in der Milz unterlagen® #. Ein kleinerer Kapseldurchmesser
konnte in Zukunft dazu beitragen, diesen Filtrationsprozess zu vermindern, bzw. zu
umgehen. Zusatzlich kdnnte so die intravasale HWZ der Albumin-Kapseln verlangert
werden. Eine Verringerung des Kapseldurchmessers kdnnte sich zudem positiv auf
die Sauerstoffkapazitdt auswirken, da die Wanddicke PFD-gefillter Kapseln mit
abnehmendem Kapseldurchmesser geringer wird®®, so dass eine kleinere Kapsel
prozentual mehr PFD enthalten wirde. Auch wenn die Sauerstoffkapazitat der
64 Vol.-%igen Albumin-Kapselsuspension bereits in einem klinisch relevanten
Bereich lag, sollte man versuchen, die Sauerstoffkapazitat der Kapseln weiter zu
erhbhen. So konnten insgesamt weniger Kapseln eingesetzt werden. Anstelle des
PFDs konnte Dbeispielsweise ein anderes Perfluorcarbon mit hoéherer

Sauerstoffloslichkeit als Kernmaterial eingesetzt werden. Die Sauerstofflgslichkeit der
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Perfluorcarbone steigt mit abnehmendem Molekulargewicht, wobei lineare PFCs
generell bessere Sauerstoffloslichkeiten aufweisen als zyklische oder polyzyklische
PFCs™. Perfluoroctylbromid (PFOB; Perflubron), ein lineares PFC mit terminaler
Bromidgruppe, konnte daher ein geeigneter Kandidat fur den Kapselkern sein. Ob
und in welchem MalRe PFOB die Sauerstoffkapazitat der Albumin-Kapseln
verbessern wirde, sollte in weiterfhrenden Untersuchungen tberpruft werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Albumin-Kapselsuspensionen mit Volumenanteilen
von 8 Vol.-% und 32 Vol.-% im Tiermodell eingesetzt. Da sich insbesondere flr die
64 Vol.-%ige Albumin-Kapselsuspension Sauerstoffkapazitdten mit Kklinischer
Relevanz zeigten, die beobachteten Nabenwirkungen jedoch abhangig vom
Volumenanteil der Suspension waren, sollten in jedem Fall in vivo Studien mit dieser
Kapselsuspension folgen. Unter Bertcksichtigung der Fluiditat konnte der
Volumenanteil der Kapseln eventuell noch weiter erhéht werden, um die
Kapselsuspension mit der héchstmoglichen Sauerstoffkapazitat zu identifizieren.
Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Albumin-Kapseln
prinzipiell klinische Relevanz besitzen, sollte dies z. B. in Tiermodellen des akuten
hamorrhagischen Schocks oder der normovolamischen Dilution bestatigt werden.

Da die Albumin-Kapseln in 5%iger Albumin-Lsg. infundiert wurden, der Einsatz von
Albumin bzw. Kolloiden zur Volumensubstitution in der Literatur jedoch kontrovers

104, 119, 128
d

diskutiert wir , ist es fraglich, ob die Albumin-Tragerlésung die beste

Alternative darstellt. Andererseits postulierten Hampton et al., dass der praklinische
Einsatz von kristalloiden Volumensubstitutionslésungen die Uberlebensrate senkt*?°
und Vasquez et al. zeigten, dass Perfluorcarbone, die in salzhaltiger Tragerlésung
infundiert werden, in Gegenwart von Erythrozyten vermehrt Aggregate bilden®®. So
konnen die transiente Hypotension, die Stérungen der Mikrozirkulation, und die

Kapselanreicherungen in diversen Organen nach Applikation der PLGA- und PACA-

Kapseln moglicherweise auf die Verwendung 0,9%iger NaCl-Lsg. zurtckgefihrt
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werden. Um die Albumin-Kapseln als kinstliche Sauerstofftrager in einer geeigneten
Tragerlésung suspendieren zu kdnnen, sollten daher simultan zur Optimierung der

Kapseln eigenstandige Studien zu den Tragerldsungen durchgefihrt werden.
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8 Zusammenfassung

Bis heute ist die Entwicklung kunstlicher Blutersatzstoffe ein Forschungsgebiet von
groRtem Interesse, da aufgrund der demogafischen Entwicklung und der
abnehmenden Spendebereitschaft der Bevolkerung in  Zukunft mit einem
zunehmenden Mangel an Blutkonserven zu rechnen ist. Die Verfugbarkeit kunstlicher
Sauerstofftrager ware sowohl fur die routineméaf3ige Versorgung von Patienten als
auch fur die praklinische Notfallversorgung von Schwerstverletzten von grof3ter
Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine invitro- und in vivo-Charakterisierung
neuartiger kiinstlicher Sauerstofftrager auf Perfluorcarbon-Basis in Form von PFD-
gefullten PLGA-, PACA- und Albumin-Kapseln. Wahrend die PLGA- und PACA-
Kapseln in 0,9%iger Kochsalzlésung suspendiert wurden, diente bei den Albumin-
Kapseln eine 5%ige Albumin-Lsg. als Tragerlésung. Im Rahmen der in vitro-
Charakterisierung wurde die Keimfreiheit und die mikrobielle Stabilitat der
Kapselsuspensionen Uberprift sowie deren Einflisse auf die dynamische Viskositat
von Blut untersucht. Zudem wurde ein in vitro-Assay zur Messung der
Sauerstoffkapazitaten der Kapselsuspensionen etabliert. Im Rahmen der in vivo-
Charakterisierung wurde die biologische Vertraglichkeit der neuartigen kinstlichen
Sauerstofftrager im Rattenmodell untersucht. Neben der Evaluation toxikologischer
Effekte wurden die Einflisse der Kapselsysteme auf die Mikrozirkulation und die
Integritat von Organstrukturen analysiert. Darliber hinaus wurden die intravasalen
Halbwertszeiten und die invivo-Verteiung der neuartigen kinstlichen
Sauerstofftrager bestimmt.

Eine Lagerung der Kapselsuspensionen war ohne Zusatz von Konservierungsstoffen

moglich, was eine Grundvoraussetzung fur klinische Anwendungen ist. Bei den
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Messungen der dynamischen Viskositaten von Blut zeigte sich, dass PFD-geflllte
PACA-Kapseln in Verbindung mit 0,9%iger Kochsalzldsung einen steigernden Effekt
auf die Blutviskositat ausubten. Im Allgemeinen sollte daher fiur PFD-haltige
kunstliche Sauerstofftrager eine Tragerlosung mit einem mdglichst geringen
Salzanteil wie z.B. 5%ige Albumin-Lsg. gewahlt werden. Bezlglich der
Sauerstoffkapazitaten hatten prinzipiell alle untersuchten Kapseltypen, bei einer
ausreichend hohen Kapselkonzentration, das Potenzial als klnstliche
Sauerstofftrdger zu fungieren. Eine 64 Vol.-%ige Albumin-Kapselsuspension weist
zum jetzigen Entwicklungsstand sogar hohere Sauerstoffkapazitaten auf als ein
bereits zugelassenes Praparat auf Perflourcarbon-Basis. Darliber hinaus Ubertrifft die
64 Vol.-%ige Albumin-Kapselsuspension ein Erythrozytenkonzentrat hinsichtlich der
bereitgestellten Sauerstoffmenge im Organismus.

Schwerwiegende Nebenwirkungen wie eine transiente Hypotension, Stérungen der
Mikrozirkulation und Organschadigungen nach intravenoser Infusion der PLGA- und
PACA-Kapseln widersprechen jedoch einem Einsatz in der Notfallmedizin, so dass
die therapeutische Relevanz dieser Kapseltypen zum jetzigen Stand der Entwicklung
fraglich ist.

Nach intravendser Infusion der Albumin-Kapseln  manifestierten  sich
filtrationsbedingte Kapselakkumulationen in der Milz. Alles in allem tberzeugte diese
in 5%iger Albumin-Lsg. suspendierten Kapseln aber durch eine sehr gute biologische
Vertraglichkeit und eine im Vergleich zu anderen nicht oberflachenmodifizierten
Nanokapseln lange intravasale Halbwertszeit. Ein Einsatz der PFD-gefillten
Albumin-Kapseln als kunstliche Sauerstofftrdger im Rahmen der préklinischen
Notfallversorgung kann aufgrund der Untersuchungen in dieser Arbeit insgesamt als

therapeutisch relevant eingestuft werden.
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10 Anhang

10.1 Abkilrzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

pHm Mikrometer

YF-NMR Fluor-Magnetresonanzspektroskopie

ALAT Alanin-Aminotransferase

ASAT Aspartat-Aminotransferase

BAK Bundesarztekammer

BE Basenuberschuss (base excess)

BGA Blutgasanalyse

ca* Kalzium-lon

CARPA mit einer Komplementaktivierung
assoziierte Pseudoallergie

CASO-Bouillon Casein-Sojapepton-Bouillon

CK Kreatinkinase

cr Chlorid-lon

cm Zentimeter

CO Kohlenmonoxid

CO, Kohlenstoffdioxid

DAPI 4’ 6-Diamidin-2-Phenylindol

di Deziliter

EDRF vasodilatierende Substanzen (endothial
derived relaxing factors)

EK Erythrozytenkonzentrat

F(O>) Korrekturfaktor fur die Messung der
Sauerstoffkapazitat

FITC Fluorescein-isothiocyanat

g Gramm

H20 Wasser

Hb Hamoglobin

HbOCs Kunstliche Sauerstofftrager auf

Hamoglobin-Basis
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HE Hamatoxylin-Eosin

Hkt Hamatokrit

HSA Humanes Serumalbumin

HWZ Halbwertszeit

IVM Intravitalmikroskopie

K* Kalium-lon

KCN Kaliumcyanid

kg Kilogramm

KGW Korpergewicht

kJ Kilojoule

I Liter

LANUV Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz

LDH Laktatdehydrogenase

Lsg. LOosung

Min Minute

ml Milliliter

N2O3 Distickstofftrioxid

Na" Natrium-lon

NaCl Natriumchlorid / Kochsalz

nm Nanometer

NO Stickstoffmonoxid

ns Nanosekunde

Oz Sauerstoff (molekular)

PACA Poly(n-Butyl-Cyanacrylat)

pCO; Kohlenstoffdioxidpartialdruck

PCOCs Kunstliche Sauerstofftrager auf
Perfluorcarbon-Basis

PEG Polyethylenglykol

PFC Perfluorcarbon

PFD Perfluordecalin

PFOB Perfluoroctylbromid

pH pH-Wert

Ph. Eur. pharmacopoea europaea

PLGA Poly(laktid-co-glykolid)
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pO, Sauerstoffpartialdruck

PP-Puffer Phosphat-Puffer

RES Retikuloendotheliales System

rHb relativer Hamoglobin-Gehalt

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per
minute)

sO Sauerstoffsattigung

Vol.-% Volumen-Prozent
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