
 
  

 

Charakterisierung und ex vivo Untersuchung 

eines künstlichen Sauerstoffträgers für den 

Einsatz zur Konservierung von Nieren  

 

 

Dissertation 

 

zur Erlangung des akademischen Grades eines 

Doktors der Naturwissenschaften  

– Dr. rer. nat. – 

 

der Fakultät für Chemie 

 an der  

Universität Duisburg-Essen 

 

vorgelegt von 

 

Johannes Jägers 

geboren in Oberhausen 

 

Universität Duisburg-Essen 

 

2021 

 



 
i 

 

 

TAG DER MÜNDLICHEN PRÜFUNG (30.06.2021) 

Die der vorliegenden Arbeit zugrundeliegenden Experimente wurden 

im Institut für Physiologie am Universitätsklinikum Essen 

durchgeführt: 

 

1. Gutachterin:  Prof. Dr. Katja B. Ferenz 

2. Gutachter:  Prof. Dr. Michael Kirsch 

3. Gutachter:  Prof. Dr. Rafael Stoll 

 

Vorsitzender des Prüfungsausschusses: Prof. Dr. Mathias Ulbricht 

Diese Dissertation wird via DuEPublico, dem Dokumenten- und Publikationsserver der
Universität Duisburg-Essen, zur Verfügung gestellt und liegt auch als Print-Version vor.

DOI: 10.17185/duepublico/74545
URN: urn:nbn:de:hbz:465-20230508-113042-5

Alle Rechte vorbehalten.

https://duepublico2.uni-due.de/
https://duepublico2.uni-due.de/
https://doi.org/10.17185/duepublico/74545
https://nbn-resolving.org/urn:nbn:de:hbz:465-20230508-113042-5


 
ii 

 

The truth is the only dictator 

I respect and obey 

- Enter Shikari - 

Für Ester und Helge 



 
iii 

 

 

Inhalt 

1. Einleitung ......................................................................................................................................... 1 

1.1. Nierentransplantation ............................................................................................................. 1 

1.2. Perfusionsrelevante Aspekte der Nierenphysiologie und -anatomie ..................................... 2 

1.3. Unterschiede zwischen künstlichen Sauerstoffträgern und Erythrozyten .............................. 4 

1.4. Maschinenperfusion der Niere ................................................................................................ 5 

1.5. Perfluorcarbone....................................................................................................................... 6 

1.6. Perfluorcarbone im Einsatz als Sauerstoffträger ..................................................................... 9 

1.7. Emulsionen, Mikroemulsionen und Nanoemulsionen .......................................................... 10 

1.8. Hochruck-Homogenisierung .................................................................................................. 13 

1.9. Albumin ................................................................................................................................. 14 

1.10. Zelluläre Aufnahme von Partikeln ..................................................................................... 15 

1.11. Analysemethoden von Nanopartikeln ............................................................................... 17 

2. Material/Methoden....................................................................................................................... 20 

2.1. Verwendetes Medium für die Herstellung von Sauerstoffträgern ....................................... 20 

2.2. Standard-Herstellung des Sauerstoffträgers ......................................................................... 21 

2.3. Herstellung des TG-Sauerstoffträgers ................................................................................... 21 

2.4. Aufreinigung des Sauerstoffträgers ....................................................................................... 22 

2.5. Dynamische Lichtstreuung (DLS) ........................................................................................... 22 

2.6. UV/VIS Spektroskopie ............................................................................................................ 23 

2.7. Quantifizierung der Verdunstung des PFDs aus der Suspension .......................................... 24 

2.8. Bromkresolgrün-Färbung (BKG) ............................................................................................ 24 

2.9. Tiere ....................................................................................................................................... 25 

2.10. Ex vivo normotherme Perfusion der Niere ........................................................................ 25 

Operation ...................................................................................................................................... 25 

Herstellung des Perfusionsmediums ............................................................................................. 26 

Perfusion........................................................................................................................................ 26 

2.11. Sauerstoffkapazität............................................................................................................ 28 

Amperometrische Sauerstoffmessung mit Hilfe des Oxygraph-2k ............................................... 28 

Messung des Sauerstofftransfers ins Gewebe durch HIF-Quantifizierung ................................... 30 

2.12. Anthron Methode (Bestimmung der GFR) ........................................................................ 31 

2.13. Zellschädigung ................................................................................................................... 31 

Aspartat-Aminotransferase/ Laktat-Dehydrogenase .................................................................... 31 



 
iv 

 

Nachweis Thiobarbitursäure-reaktiver Substanzen (TBARS) ........................................................ 32 

2.14. Histologie ........................................................................................................................... 32 

TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)-Assay........................................................ 33 

Periodsäure-Schiff-Reaktion Färbung (PAS) .................................................................................. 34 

Befundung ..................................................................................................................................... 34 

2.15. Zellkultur ............................................................................................................................ 37 

2.16. Statistik .............................................................................................................................. 37 

3. Ergebnisse...................................................................................................................................... 38 

3.1. Einflussfaktoren im Herstellungsprozess der Sauerstoffträger ............................................. 38 

3.2. Charakterisierung der Standard-Sauerstoffträger ................................................................ 43 

Verlust des PFDs aus den Sauerstoffträgern durch Verdunstung ................................................. 43 

Partikelgrößenverteilung der Sauerstoffträger ............................................................................. 44 

Oberflächenbeschaffenheit des Sauerstoffträgers: ...................................................................... 47 

Sauerstoffkapazität der Sauerstoffträger ...................................................................................... 49 

3.3. Charakterisierung des TG-Sauerstoffträgers ......................................................................... 51 

Physikalische Eigenschaften des TG-Sauerstoffträgers ................................................................. 51 

Partikelgrößenverteilung der TG-Sauerstoffträger ....................................................................... 52 

Sauerstoffkapazität der TG-Sauerstoffträger ................................................................................ 54 

Biokompatibilität der TG-Sauerstoffträger ................................................................................... 55 

3.4. Einsatz unterschiedlicher Volumen-Fraktionen an Sauerstoffträgern in der EVNP .............. 58 

Sauerstoffversorgung des Gewebes .............................................................................................. 58 

Physiologische Funktion ................................................................................................................ 59 

Zellschäden innerhalb der Niere ................................................................................................... 60 

3.5. Funktionalitätstest von 4 % Sauerstoffträgern in der EVNP gegen Erythrozyten ................. 63 

Zellschäden innerhalb der Niere ................................................................................................... 63 

Histologie ....................................................................................................................................... 64 

4. Diskussion ...................................................................................................................................... 65 

4.1. Herstellungsprozess der Sauerstoffträger ............................................................................. 66 

Einfluss der Albuminkonzentration in der Stammlösung .............................................................. 66 

Einfluss des Drucks, der Temperatur und der Passagenzahl auf die Albuminhülle ...................... 67 

4.2. Charakterisierung der eingesetzten Sauerstoffträger ........................................................... 70 

Verdunstung .................................................................................................................................. 70 

Partikelgrößenverteilung ............................................................................................................... 70 

Oberflächenbeschaffenheit ........................................................................................................... 73 

Sauerstoffkapazität der Sauerstoffträger ...................................................................................... 74 



 
v 

 

4.3. Herstellung und Charakterisierung der TG-Sauerstoffträger ................................................ 75 

Einfluss des Temperaturgradienten .............................................................................................. 75 

Partikelgrößenverteilung ............................................................................................................... 77 

Sauerstoffkapazität ....................................................................................................................... 77 

Aufnahme in Makrophagen und Tubulusepithelzellen ................................................................. 78 

4.4. Auswirkung verschiedener Volumen-Fraktionen der Sauerstoffträger in der EVNP ............ 81 

Gewebeoxygenierung .................................................................................................................... 81 

Physiologische Funktion ................................................................................................................ 82 

Zelluntergang ................................................................................................................................. 83 

Oxidativer Stress ............................................................................................................................ 84 

4.5. Vergleich zwischen Sauerstoffträgern und Erythrozyten in der EVNP .................................. 85 

Biochemische Marker für Zellschäden .......................................................................................... 85 

Glomerulärer Kollaps ..................................................................................................................... 86 

Ausprägung von Tubulusnekrosen in Nierenrinde und -mark ...................................................... 87 

Endogene Energiereserven der Niere ........................................................................................... 88 

5. Fazit ............................................................................................................................................... 90 

6. Ausblick.......................................................................................................................................... 91 

7. Zusammenfassung ......................................................................................................................... 92 

8. Referenzen .................................................................................................................................... 94 

9. Anhang......................................................................................................................................... 106 

9.1. Abkürzungsverzeichnis ........................................................................................................ 106 

9.2. Publikationen ....................................................................................................................... 108 

9.3. Wissenschaftliche Vorträge ................................................................................................. 109 

9.4. Posterpräsentationen .......................................................................................................... 110 

9.5. Lebenslauf ........................................................................................................................... 111 

9.6. Erklärung ............................................................................................................................. 113 

9.7. Danksagung ......................................................................................................................... 114 

 



Einleitung 

 
1 

 

1. Einleitung 

Demographische Veränderungen zwingen die Transplantationsmedizin dazu, neue 

Wege zu finden, um Organe, besonders Nieren, für eine Transplantation nutzbar zu 

machen. Der Schwerpunkt momentaner Forschung liegt dabei darauf, die Qualität 

marginaler Organe zu verbessern, indem die Organe nach Entnahme aus dem 

Spender oxygeniert und normotherm, ex vivo perfundiert werden.1-5  

Die folgende Arbeit ist Teil der Bemühungen der Transplantationsmedizin, den Pool 

transplantierbarer Organe zu vergrößern, um das Leiden von Menschen mit einer 

terminalen Nierenerkrankung zu mindern, indem ihnen der Zugang zu qualitativ 

hochwertigen Organen ermöglicht wird. 

 

 

In Fällen von terminaler Niereninsuffizienz ist trotz des großen Forschungsaufwands 

der letzten Jahrzehnte und neu zugelassener Medikamente die einzige Möglichkeit der 

dialyseunabhängigen Therapie die Transplantation einer Niere. Im Vergleich zur 

Hämodialyse lindert die Transplantation die Begleiterscheinungen wie die 

Verschlechterung der Zahngesundheit, Gefäßverkalkungen, aber auch die emotionale 

Belastung, die die Abhängigkeit von der Hämodialyse mit sich bringt.6-10 Laut aktuellen 

Zahlen des „Global Observatory on Donation and Transplantation“ lag die Zahl an 

Patienten, die Bedarf an transplantierbaren Nieren hatten, im Jahr 2019 bei 70.000 

Patienten in Europa. Weniger als ein Drittel dieser Patienten konnte eine Niere 

transplantiert werden. Auch wenn die Gründe für eine nicht erfolgte 

Nierentransplantation vielschichtig sind, ist hervorzuheben, dass in Europa etwa 6500 

Nieren entweder aufgrund schlechter Prognosen kurz vor der Transplantation 

verworfen oder erst gar nicht zur Transplantation freigegeben wurden.11 Weil die 

Wartezeiten für eine Organtransplantation bei Nieren die längsten unter allen Organen 

sind, wurde bereits Mitte der 1990er Jahre eine gesonderte Kategorie eingeführt, um 

Spenden von Spendern mit Vorerkrankungen zu ermöglichen, bei deren Nieren eine 

eher marginale Qualität erwartet wird.12,13 Diese Erweiterung des Spenderpools 

(expanded criteria donors, ECD) führte zu einem Anstieg des durchschnittlichen Alters 

sowohl der Organspender als auch der Organempfänger. Damit verbunden, 

vergrößerte sich die Zahl der Komorbiditäten sowohl im Spender als auch im 
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Empfänger. Generell kommt es in ECD-Nieren gehäuft zu verzögerter Organfunktion 

(delayed graft function, DGF) oder terminaler Organabstoßung (graftloss, GL).14-18 

Ein weiterer Aspekt ist die Zeitspanne des Blutstillstandes in verstorbenen Spendern. 

In Deutschland dürfen gemäß des 1997 verabschiedeten Transplantationsgesetzes 

Organe nur nach eindeutiger Feststellung des Hirntods und unter künstlicher 

Aufrechterhaltung des Herz-Kreislauf-Systems entnommen werden, um die 

Versorgung der Organe mit Nährstoffen und Sauerstoff zu gewährleisten.18,19 Diese 

Methode schützt nicht vollends vor DGF und GL.20 Die in Entnahmezentren 

standardisierte Lagerungspraxis von Organen beinhaltet das Freispülen der Organe 

mit kristallinen Lösungen und die anschließende Lagerung auf Eis für teilweise 

mehrere Stunden. Dabei wird die Kerntemperatur des Organs schnell auf < 4 °C 

abgekühlt, um die metabolische Aktivität zu senken, damit die Adenosintriphosphat-

(ATP) Spiegel der Zellen erhalten werden, was wiederum die Entstehung von reaktiven 

Sauerstoffspezies (reactive Oxygen species, ROS) minimieren soll.21-23 Tatsächlich 

kann der Metabolismus nicht komplett abgeschaltet werden, und die geringe 

Temperatur führt zu einer ROS-Induktion an den Mitochondrien, die zu oxydativem 

Stress und endothelialen Schäden führt.24-26 Das Abkühlen führt zur Beeinträchtigung 

der Na+/K+-ATPase, besonders in den Epithelzellen des proximalen Tubulus, wodurch 

es zu einer Verschiebung des Ionengleichgewichts und dadurch zu einem zellulären 

Anschwellen und Zelltod kommt.27 Deshalb zeigt die Methode der statischen 

Kaltlagerung abhängig von der Lagerungszeit, eine Erhöhung der Inzidenz von DGF 

und GL.28-32 

 

 

Die Niere ist auf Grund ihrer Funktion in verschiedene Kompartimente aufgeteilt, die 

optisch voneinander unterschieden werden können. Der außenliegende Bereich, die 

Nierenrinde, ist optisch sehr dicht und gut durchblutet. In der Nierenrinde befinden sich 

die Nierenkörperchen, die den Filter der Niere ausmachen. Dieser dreistufige Filter, 

bestehend aus gefenstertem Endothel, der Basalmembran und den Podozyten ist 

dafür zuständig, Zellen, große Proteine und stark geladene Teilchen davon 

abzuhalten, über den Urin ausgeschieden zu werden. Im Plasma gelöste, kleine, nicht 

negativ geladene Teilchen treten über den Filter und werden in der Bowman-Kapsel 

wie in einem Trichter aufgefangen und in ein komplexes Tubulus-System geleitet. Das 
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Tubulussystem ist aufgeteilt in einen proximalen Teil, der in das Nierenmark, und in 

einen distalen Teil, der vom Nierenmark zurück in die Nierenrinde führt. Der erste Teil 

des proximalen Tubulus besitzt große Zellen mit sehr vielen Mitochondrien, die 

sauerstoffabhängig Energie liefern, um über die Na+/K+-ATPasen einen Gradienten 

aufzubauen, der genutzt wird, um lebenswichtige Substanzen wie Glukose, 

Aminosäuren und auch Bikarbonat aus dem Urin zurückzugewinnen. Die Zellen des 

proximalen Tubulus haben den größten Energiebedarf aller Zellen in der Niere und 

sind gleichzeitig nicht in der Lage, sauerstoffunabhängig ATP zu synthetisieren. 

Dadurch reagieren sie sehr empfindlich auf Sauerstoffmangel (Hypoxie) und erfahren 

erhebliche Schäden schon bei kurzen Ischaemiezeiten.33,34 Im weiteren Verlauf des 

Tubulussystems nimmt die Durchblutung stetig ab und damit der 

Sauerstoffpartialdruck (pO2) des Organs und die Anzahl der Mitochondrien in den 

Tubuluszellen. Die Abnahme der Durchblutung basiert auf zwei Effekten: Zum einen 

existiert in der Niere ein arteriovenöser Kurzschluss, auch Shunting genannt, innerhalb 

der Nierenrinde, in dem arterieller Sauerstoff direkt auf venöses Blut übertragen 

wird.35,36 Dieser Kurzschluss wird durch den sogenannten Bohr-Effekt beschleunigt, 

bei dem CO2 an die N-Termini des Hämoglobins unter Bildung eines Carbamates 

gebunden wird. Die daraus resultierende Konformationsänderung des Hämoglobins 

senkt die Affinität zu Sauerstoff, sodass dieser einfacher abgegeben werden kann.37 

Zum anderen unterliegt Blut dem sogenannten Fåhraeus-Lindqvist-Effekt, d.h. 

Erythrozyten strömen in der Mitte der Blutbahn, wodurch sie bei Verzweigungen zum 

größten Teil im größeren Gefäß verbleiben und das Kapillarbett nicht erreichen 

(Abbildung 1.2.1).38,39  

 

Abbildung 1.2.1: Darstellung des 

Verhaltens der Sauerstoffträger im 

Kapillarbett. A Im Gegensatz zu 

Erythrozyten unterliegen partikuläre 

Sauerstoffträger nicht dem Fåhraeus-

Lindqvist-Effekt und verbleiben nicht in 

der Mitte des Blutgefäßes. An 

Abzweigungen von größeren in kleinere 

Gefäße nimmt die Volumen-Fraktion des 

Sauerstoffträgers daher nicht ab.40 
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Dadurch herrscht im Nierenmark ein pO2 von etwa 21 mmHg. Im Gegensatz dazu liegt 

der pO2 in der Nierenrinde bei etwa 50 mmHg.41 Die Zellen des Tubulusepithels sind 

daher an die „hypoxischen“ Bedingungen (Es handelt sich um physiologische 

Sauerstoffpartialdrücke, die unterhalb der in anderen Organen gemessenen 

Partialdrücke liegen. Daher wird im Weiteren von physoxischen Bedingungen 

gesprochen.) angepasst und können sauerstoffunabhängig ATP synthetisieren. Eine 

Anpassung dieser niedrigen physoxischen Bedingungen ist die durchgehende 

Akkumulation von HIF-2α in den interstitiellen Fibroblasten.42 Diese physiologische 

Anpassung der Zellen führt zu einem verringerten Schutz vor Hyperoxie und damit 

verbundenem oxidativem Stress. 

 

 

Der Einsatz der richtigen Dosis an Sauerstoffträgern ist wichtig, um sowohl eine 

Hypoxie als auch eine Hyperoxie zu verhindern und die Niere dadurch im gewissen 

Rahmen vor perfusionsbedingten Schäden zu schützen. Der physiologische 

Sauerstoffträger des Blutes ist Hämoglobin und es hat teilweise grundlegend andere 

physikalische und biologische Eigenschaften, die eine Rolle bei der Oxygenierung von 

Gewebe spielen und auf die an dieser Stelle genauer eingegangen werden soll. Der 

auffälligste Unterschied ist wohl die Größe. Der Erythrozyt ist mit 6-9 µm ca 20 mal 

größer als der durchschnittliche hier eingesetzte 

Sauerstoffträger (Abbildung 3.2.3).43 Die Größe 

bewirkt den in Abschnitt 4.3 beschriebenen 

Fåhraeus-Lindqvist-Effekt, dem Erythrozyten, aber 

nicht Sauerstoffträger unterliegen und bei dem es 

zum sogenannten plasma-skimming kommt 

(Abbildung 1.2.1).  

Der Sauerstoffträger löst, wie in Abschnitt 1.5 

beschrieben, Sauerstoff rein physikalisch und somit 

abhängig vom vorherrschenden Partialdruck. Die 

Sauerstoffabgabe an das Gewebe erfolgt linear, und 

kleine Unterschiede im Partialdruck haben großen 

Einfluss auf die Abgaberate.40 Im Gegensatz dazu 

wird Sauerstoff von Hämoglobin als 

Abbildung 1.3.1 Sauerstofftransport-

kapazität verschiedener Perfluor-

carbon-basierter Sauerstoffträger im 

Vergleich zu Erythrozyten  

(Wrobeln et al. 2017) 
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physiologischem Sauerstoffträger chemisch gebunden, und die Abgabe an das 

Gewebe kann vom Körper durch die Bindung von CO2 und 2,3-Bisphosphoglycerat 

reguliert werden, wodurch es zu einer in Abbildung 1.3.1 dargestellten Bindungskurve 

kommt.  

 

 

In der Transplantationsmedizin verbreitet sich in den letzten Jahren die Erkenntnis, 

dass die statische Kaltlagerung trotz der Entwicklung neuer Lagerungs-Lösungen, 

nicht die optimale Möglichkeit zur Konservierung von Organen ist.22,44 Die maschinelle 

Perfusion der Organe nach der Explantation beweist sich immer öfter als eine 

Verbesserung der Lagerungsmethode mit signifikanter Reduzierung von DGF und GL 

durch die Verkürzung langer kalter bzw. warmer Ischämie, und damit einhergehend 

verringertem oxidativem Stress.45 Dabei ist die am häufigsten in klinischen Studien 

bereits angewendete Methode die kalte Maschinenperfusion von ECD-Nieren bei 

4 °C.44,46-49 Die kalte Perfusion kann die Anlieferung minimaler Sauerstoffmengen bei 

gleichzeitiger Reduzierung der metabolischen Aktivität gewährleisten, jedoch kann sie 

den ATP-Gehalt der Zellen und die Funktion der Na+/K+-ATPase nur unzureichend 

aufrechterhalten, was zu Zellschwellung und Zelltod führt. Eine Erweiterung der 

subnormothermen oder kalten maschinellen Perfusionen ist die Perfusion bei 37 °C 

(ex vivo normotherme Perfusion, EVNP). Erste Studien zeigen Erfolge bei der 

Transplantation von ECD Nieren nach EVNP.1,50 Bei dieser Lagerungsmethode 

werden die metabolischen Prozesse aufrecht erhalten, um sowohl intrazelluläres ATP 

als auch die Ionen-Homöostase der Zellen zu erhalten. Diese Methode benötigt jedoch 

komplexere Perfusionslösungen, die mit einer großen Bandbreite an Nährstoffen und 

vor allem auch Sauerstoffträgern versetzt sein müssen. Das Langzeitüberleben eines 

Organs ist unbedingt abhängig von der ausreichenden Sauerstoffversorgung des 

Organs während der EVNP.51,52 In klinischen Studien werden der Perfusionslösung 

Erythrozyten hinzugefügt, um die Aufgabe des Sauerstofftransports zu erfüllen. 

Studien zeigen, dass der Zusatz von Erythrozyten sogar wichtiger ist als der pO2 

innerhalb des für die Oxygenierung der Perfusionslösung eingesetzten Gases.52-55 Der 

Einsatz von Erythrozyten impliziert die Nutzung von Blut, einer knappen und dadurch 

wertvollen Ressource, die eine potentielle Quelle für Kontaminationen und 

Erkrankungen sein kann. Der Einsatz von künstlichen Sauerstoffträgern auf der Basis 
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von Perfluorcarbonen (PFC) oder hämoglobinbasierten Nanopartikeln kann eine sterile 

und in ausreichendem Maße vorhandene Alternative zu Vollblut oder 

Erythrozytenkonzentraten bilden.56 

 

 

Perfluorcarbone sind Kohlenwasserstoffe, deren Wasserstoffatome entweder komplett 

oder teilweise durch Fluoratome und weitere Halogenatome ersetzt sind (Abbildung 

1.5.1 A). In dieser Arbeit wird mit Perfluordecalin (PFD) gearbeitet, bei dem es sich um 

Decalin (Bicyclo[4.4.0]decan) handelt, bei dem alle Wasserstoffe durch Fluoratome 

ersetzt wurden (Abbildung 1.5.1). Dieser Austausch der Atome ändert die 

physikalischen Eigenschaften dieser organischen Substanzen radikal. Fluor als 

Element der zweiten Periode und siebten Hauptgruppe hat einen Atomradius, der in 

etwa doppelt so groß ist wie der des Wasserstoffs bei gleichzeitig 20facher Masse. 

Von allen Elementen ist Fluor das elektronegativste, was zu einer Verkürzung der 

kovalenten Bindung zum Kohlenstoff und zu einer Versteifung des gesamten 

Kohlenstoffgerüsts der Moleküle führt. Die Fluor-Kohlenstoff-Bindung ist sehr stark 

(~484 kJ/mol) und extrem polar, nahezu ionisch (Abbildung 1.5.1 B).40,57 Diese 

Polarität führt jedoch nicht zu einer Wasserlöslichkeit, weil die innere Symmetrie des 

Moleküls die Polarität der C-F-Bindungen ausgleicht und das gesamte Molekül unpolar 

erscheinen lässt. Die engen Bindungen des Kohlenstoffgerüsts geben den 

Perfluorcarbonen eine sperrigere Erscheinung (im Falle des PFDs linsenförmig), 

wodurch sie mehr Raum in Wasser einnehmen und die Hydratisierungsenergie erhöht 

wird. Dieser Effekt reduziert die Wasserlöslichkeit, verglichen mit den entsprechenden 

Kohlenwasserstoff-Derivaten.58 Demgegenüber sorgt die extreme Polarität der 

Bindungen dafür, dass sich durch annähernde Solvenzien keine Dipole induzieren 

lassen, wodurch die Van-der-Waals-Kräfte stark vermindert sind, die notwendig für die 

Löslichkeit in unpolaren Lösungsmitteln sind. Daher sind Perfluorcarbone Teil der sehr 

seltenen Spezies, die sowohl lipo- als auch hydrophob ist.40 

Perfluorcarbone sind in der Lage, enorme Mengen an Gasen physikalisch zu 

lösen.59,60 Tabelle 1.5-1 zeigt die Löslichkeit der für den Einsatz als Sauerstoffträger 

relevanten Perfluorcarbone. Dabei kommt es zu keiner direkten Interaktion der 

Fluoratome mit den Gasen. Vielmehr ist der Grund für die Löslichkeit ihre geringe 



Einleitung 

 
7 

 

molekulare Dichte, die die Bildung großer Hohlräume oder Tunnel ermöglicht.61 Diese 

Hohlräume erlauben es den Gasen, sich nahezu frei in Perfluorocarbonen zu 

bewegen, was sich in einer nahezu temperaturunabhängigen Löslichkeit widerspiegelt 

(Abbildung 1.5.1 C)60,62.  

 

Abbildung 1.5.1: A: PFD und Perfluoroctylbromid sind im Einsatz als Sauerstoffträger, die am weitest 

verbreiteten Vertreter der Perfluorcarbone. B: Die Fluor-Kohlenstoff-Bindung ist extrem polarisiert; die 

Aufenthaltswahrscheinlichkeits-Dichte des Elektrons liegt stark verschoben in lokaler Nähe des 

Fluoratoms. C: Veranschaulichung der Sauerstoffkapazität von Wasser und von Perfluorcarbonen, bei 

gleichem pO2 ist die Menge an gelöstem Sauerstoff in Perfluorcarbonen erheblich höher als die in 

Wasser.40 
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 Tabelle 1.5-1: Vergleich der relevanten physikalischen Eigenschaften von Wasser, PFD, Perfluoroctylbromid, Perfluorpentan 40,59,63,64 

 Wasser Perfluordecalin  Perfluoroctylbromid 

(PFOB) 

Dodecafluoropentan (DDFP) 

Formel H2O C10F18 C8BrF17 C5F12 

Molare Masse 18 g/mol 462 g/mol 499 g/mol 288 g/mol 

Dichte 0,997 g/cm³ 1,946 g/cm³ 1,89 g/cm³ 1,63 g/cm3 (flüssig, 25 °C) 

    0,04166 g/cm3 (gasförmig, 37 °C) 

Molare Dichte 55,4 mol/L 4,2 mol/L 3,8 mol/L 4,25*10-6 mol/L (gasförmig, 37 °C) 

Sauerstoffkapazität (25 °C) 6,3 mLO2/LH2O 403 mLO2/LPFD 527mLO2/LPFOB 29,4*10³ mLO2/LDDFP (gasförmig, 37 °C) 

Molare Sauerstoffkapazität 0,11 mLO2/molH2O 95,68 mLO2/molPFD 139,14 mLO2/molPFOB 7,06*105 mL/molDDFP (gasförmig, 37 °C) 

Molares Verhältnis 

(Sauerstoff/Lösungsmittel) 

0,005 molO2/molH2O 4,27 molO2/molPFD 6,21 molO2/molPFOB 31,52 molO2/molDDFP (gasförmig, 37 °C) 
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Die Grundlage für den Einsatz von Perfluorocarbonen als Sauerstoffträger bilden die 

Experimente von Leland C. Clark und Frank 

Gollan im Jahr 1966. Sie belegten als erste 

Wissenschaftler überhaupt, dass flüssiges 

Perfluorbutyltetrahydrofuran (FX-80), das mit 

100 % Sauerstoff äquilibriert ist, in der Lage ist, 

von anästhesierten Mäusen für eine Dauer von 

4 Stunden eingeatmet zu werden.65 In der 

gleichen Publikation beschrieben sie ein 

vielleicht für die Eignung als Blutersatzstoff 

noch wichtigeres Experiment. Sie platzierten 

Mäuse so unter einem umgedrehten Trichter, dass sich die breite Seite unter der 

Oberfläche einer Flüssigkeit befand. Die Flüssigkeit war entweder Wasser oder FX-80 

und wurde mit 100 % Sauerstoff äquilibriert. Der Aufbau ermöglichte sicherzustellen, 

dass die Mäuse unter dem Trichter ausschließlich mit Sauerstoff versorgt wurden, der 

aus der Flüssigkeit austrat (Abbildung 1.6.1). Im Aufbau mit Wasser starben die Mäuse 

nach wenigen Minuten, wohingegen sie im Aufbau mit FX-80 keinerlei Anzeichen einer 

Sauerstoffunterversorgung zeigten. Das Experiment verdeutlicht, dass die 

Gasleitfähigkeit von Perfluorcarbonen grundsätzlich ausreicht, um Hypoxien zu 

verhindern und entstehendes CO2 abzutransportieren.65 

Bereits ein Jahr später beschrieben Clark und Gollan eine Anwendung von FX-80 bei 

der Perfusion von Langendorff-Herzen. Dabei zeigten sie, dass reines mit 100 % 

Sauerstoff äquilibriertes FX-80 in der Lage ist, ein ex vivo perfundiertes Rattenherz am 

Schlagen zu halten.66 Ein weiteres Jahr später kommentierte Sloviter in einer 

Studie: „Wasser und polare Substanzen wie Glukose und Salze sind nahezu unlöslich 

(in Perfluorcarbonen)“.67 In dieser Studie perfundierte er isolierte Rattengehirne und 

verwendete dafür eine Perfluorcarbonemulsion (Emulgator: Bovines Serum Albumin), 

was einen weiteren grundlegenden Schritt in Richtung intravaskulärer Einsatz von 

Perfluorcarbonen darstellte.68 In den folgenden Jahrzehnten schafften es Fluosol DA 

und Perftoran, eine Zulassung der U.S. Drug and Food Administration bzw. der 

verantwortlichen russischen Administration für die Anwendung in Fällen von 

Abbildung 1.6.1: Schematische Darstellung 

des Versuchsaufbaus von Clark und Gollan 

von 1966. 
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Koronarangioplastie (Fluosol DA) und für die Behandlung von hohem Blutverlust 

(Perftoran) im Menschen zu erhalten.69,70 Die ersten Formulierungen führten wegen 

ihrer Neigung zur Flokkulation zu Lungenembolien, und Fluosol DA wurde relativ zügig 

wieder vom Markt genommen.40 Perftoran ist bislang nur in Russland, Kasachstan, 

Kirgistan und der Ukraine erhältlich. Die neue Generation perfluorcarbonbasierter 

Sauerstoffträger brachte die beiden meistversprechenden Produkte Oxycyte und 

Oxygent hervor, die jedoch bisher in keinem Land der Welt eine Zulassung für die 

Anwendung im Menschen erhalten haben.71 

 

 

Eine Emulsion ist laut Definition ein flüssiges kolloidales (fein verteiltes) System, in 

dem flüssige Tropfen und/oder flüssige Kristalle in einer weiteren Flüssigkeit 

dispergiert sind. Die Tropfen überschreiten dabei oft die gewöhnlichen Grenzen der 

Größe für Kolloide.72 Solide Nanomaterialien stehen im Verdacht, im Menschen 

gesundheitsschädliche Nebenwirkungen zu erzeugen, weshalb die EU-Kommission 

2011 eine Empfehlung für die Definition von Nanomaterialien gab. Dabei bezieht sie 

sich ausschließlich auf Feststoffe und nicht auf Emulsionen.73 Da auch die IUPAC 

keine eindeutige Definition für die Termini Mikro- und Nanoemulsion liefert, gibt es 

mehrere Deutungen dieser Begriffe. Anton et al. legen großen Wert darauf, dass für 

die Herstellung von Nanoemulsionen der Emulgator vorab in der öligen Phase gelöst 

sein muss und dass ansonsten trotz Partikelgrößen unter 100 nm von einer 

Mikroemulsion gesprochen werden muss.74 Generell unterscheiden sich Mikro- und 

Nanoemulsionen dadurch, dass bei der Herstellung von Nanoemulsionen 

mechanischer Stress eingesetzt werden muss, wohingegen Mikroemulsionen spontan 

entstehen.75-77 Dadurch bilden Mikroemulsionen im Gegensatz zu Nanoemulsionen 

trotz gleicher Partikelgröße thermodynamisch stabile Systeme.78 Parameter, die alle 

Definitionen enthalten sind: Partikelgrößen von 10 – 100 nm, thermodynamische 

Instabilität, kinetische Stabilität und Transparenz.75,79,80 
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Die Erzeugung von Emulsionen ist ein thermodynamischer Prozess der durch die 

Gibbs-Helmholtz-Gleichung beschrieben werden kann.81  

 

ΔG =  (γA) − (ΔS ∗ T) 

ΔG = Gibbs-Enthalpie,  

γ = Oberflächenspannungsdifferenz an der Phasengrenze,  

A = Fläche der Phasengrenze,  

ΔS = Änderung der Entropie,  

T = Energie (Temperatur, Hochdruck, Bewegung) 

 

In Kürze ist die Gleichung wie folgt erklärt: Die Gibbs-Enthalpie ist ein Maß für die 

energetischen Kosten der ablaufenden Reaktion. Damit eine Reaktion spontan 

ablaufen kann, muss diese negativ sein. Wie in der Gleichung abzulesen ist, ist das 

größte Hindernis bei der Emulgierung die Entstehung einer riesigen 

Phasengrenzfläche (wenige Milliliter einer Emulsion können eine Phasengrenzfläche 

von der Größe eines Fußballfeldes haben). Die dort herrschende, große 

Oberflächenspannungsdifferenz kommt durch das Fehlen von 

Wasserstoffbrückenbindungs-Akzeptoren zustande, was die innere Energie des 

Systems ansteigen lässt. Im Falle von Perfluorcarbonen hängt die 

Oberflächenspannung sowohl vom Molekulargewicht als auch der molekularen 

Struktur des Moleküls ab.82 Emulgatoren können an der Grenzfläche adhärieren und 

dort als Wasserstoffbrückenbindungs-Akzeptor dienen, um den unerwünschten 

Anstieg der inneren Energie während des Herstellungsprozesses zu minimieren.83 

Dem zweiten Hauptsatz der Thermodynamik folgend, strebt jedes System zu höherer 

Entropie (Unordnung). Das Lösen von Molekülen, die als Emulgatoren wirken können, 

senkt die Entropie des Systems vor der Emulgierung, da sich um die Moleküle 

Hydrathüllen bilden. Die Adsorption der Emulgatoren an Grenzflächen kann daher die 

Entropie steigern, begünstigt die Reaktion und erklärt, weshalb die Adsorption an 

hydrophoben Grenzflächen gegenüber der Luft/Wasser Grenzfläche schneller 

abläuft.79,84,85  

Der Zerfall einer Emulsion wird durch zwei Hauptprozesse vorangetrieben. Der erste 

Effekt ist die sogenannte Koaleszenz, in der sich, getrieben von der Brown’schen 

Bewegung, zwei Emulsionströpfchen annähern und fusionieren. Das berühmteste 
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makroskopische Beispiel für Koaleszenz sind Regentropfen, die Fensterscheiben 

herablaufen, sich annähern und fusionieren. Dieser Prozess findet bei unzureichender 

Abstoßung zweier Tropfen und bei instantan einsetzendem Ausdünnen der 

Emulgatorschicht statt, wenn sich die Tropfen berühren.86 

Der zweite Prozess ist die sogenannte Ostwald-Reifung. In der Ostwald-Reifung lösen 

sich kleinere Partikel auf und die dabei freigesetzten Moleküle werden von größeren 

Partikeln aufgenommen, die dadurch wachsen. Die treibende Kraft hinter diesem 

Prozess ist die Verkleinerung der Grenzfläche und der damit verbundene 

thermodynamische Ausgleich gemäß der oben gezeigten Gleichung.87 

Wie oben erwähnt, sind Nanoemulsionen thermodynamisch instabil, aber kinetisch 

stabilisiert. Die thermodynamische Instabilität ist durch die gegebene Gleichung leicht 

zu erklären, da das Minimum der Gibbs-Enthalpie erst durch vollständige 

Phasentrennung und damit die Minimierung der Grenzfläche zu erreichen ist. In 

Mikroemulsionen ist die Gibbs-Enthalpie negativ, und auch während langer 

Lagerungszeiten werden Mikroemulsionen nicht beginnen zu zerfallen. Daher 

entstehen sie spontan, ohne dass Energie aufgewendet werden muss.74 

Die kinetische Stabilisierung von Emulsionen ist abhängig von Emulgatoren, die zum 

einen thermodynamisch wirken, indem sie, wie bereits beschrieben, an der 

Phasengrenze adhärieren und die Oberflächenspannungsdifferenzen senken. Des 

Weiteren sorgen sie für interpartikuläre, repulsive Kräfte, die immer dann auftreten, 

wenn zwei Emulsionströpfchen sich auf eine Distanz von weniger als die doppelte 

Schichtdicke des Emulgators annähern. Dieser Effekt wird mit steigendem Quotienten 

aus Schichtdicke und Partikelgröße gesteigert. Dadurch sind Nanoemulsionen mit 

enger Partikelgrößenverteilung stabiler als Emulsionen mit breiter 

Partikelgrößenverteilung.79 Die Stabilisierung geht soweit, dass in modernen 

Nanoemulsionen die Ostwald-Reifung als einziger degradierender Einfluss angesehen 

wird.74 Die kinetische Stabilisierung ist unabhängig von der elektrostatischen 

Stabilisierung einer Emulsion, die auftritt, wenn ionische Emulgatoren wie z.B. Proteine 

eingesetzt werden. Die elektrostatische Stabilisierung durch Ladungen auf der 

Außenseite der Partikel verstärkt die Repulsion und kann Emulsionen dadurch 

stabilisieren. Die Nettoladung eines Partikels wird Zetapotential genannt und es besitzt 

die SI-Einheit mV.88,89  
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In Emulsionen kommen zwei weitere Effekte zum Tragen, die einen Zerfall 

vorantreiben. Emulsionen mit breiter Partikelgrößenverteilung neigen je nach Dichte 

der emulgierten Substanz zum sogenannten Creaming bzw. zur Sedimentation. Dabei 

handelt es sich um partikelgrößenabhängiges Auftreiben bzw. Absenken der Partikel, 

was nicht mit einer Phasentrennung gleichzusetzen ist. Diese Effekte können durch 

die erzwungene räumliche Annäherung von Partikeln zu einer Flokkulation und im 

Endeffekt zu einer Koaleszenz der Partikel führen. Nanoemulsionen zeichnen sich 

dadurch aus, dass sie diesen Effekten nicht unterliegen.90 

 

 

Hochdruck-Homogenisierung ist in der Lebensmittelindustrie, Arzneimittel- und 

Kosmetika-Herstellung weitverbreitet zur Erzeugung stabiler Nanoemulsionen und -

partikel.91 Es handelt sich dabei um einen rein physikalischen Prozess, in dem eine 

Suspension wie z.B. Milch mittels Druck stark beschleunigt und durch sehr schmale 

Kanäle mit einem Durchmesser im 

Mikrometerbereich, daher auch 

Mikrokanäle genannt, geleitet wird. Bei 

dem Eintritt in diese Mikrokanäle kommt 

es zu einer drastischen Beschleunigung 

der Flüssigkeit und dadurch zu heftigen 

Verwirbelungen innerhalb der 

Flüssigkeiten, die zu einem Zerreißen der 

dispergierten Partikel und zu einer 

Homogenisierung der Partikelgröße 

führen. Innerhalb der Mikrokanäle wird 

die turbulente Suspension bei hohen 

Geschwindigkeiten gezwungen, der 

Form des Kanals zu folgen, was zu hohen 

Scherkräften führt, die auf die 

Suspension einwirken. Kollisionen mit 

der Kanalwand und der Mikropartikel 

untereinander lassen die suspendierten Partikel weiter zerreißen. Die andauernde 

Kollision der Partikel führt zu einer Verlangsamung der Fließgeschwindigkeit, wodurch 

Abbildung 1.8.1: Prozesse innerhalb der 
Hochdruck-Homogenisierung: A: Druckbedingte 
Kompression vor Eintritt in den Mikrokanal und 
Expansion bei Austritt unter Bildung von 
Holhlräumen. B: Kollision an Außenwand und mit 
anderen Partikeln. C: Scherkräfte führen zum 
Zerreißen der Partikel. 
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die kinetische Energie der Suspension in 

Form von Hitze an die Umgebung 

abgegeben wird und die Flüssigkeit sich 

abhängig von der Dichte und dem 

eingesetzten Druck erwärmt. Nach 

Passage der Mikrokanäle kommt es zu 

einem schnellen Druckabfall und einer 

Verlangsamung der Flüssigkeit. Der 

rasante Druckabfall führt zur Entstehung 

von Hohlräumen innerhalb der Flüssigkeit, 

die schnell kollabieren. Diese drei 

Phänomene, die Verwirbelung, die 

Scherkräfte und die Entstehung von 

Hohlräumen samt deren Kollaps verkleinern die Partikelgröße und die 

Partikelgrößenverteilung (Abbildung 1.8.1).92,93 

Der für die Herstellung der Sauerstoffträger eingesetzte Homogenisator besitzt zwei 

aufeinander folgende Einheiten, die eine Vielzahl an Mikrokanaleinheiten mit Y-

Interaktionskammer enthalten, wie sie in Abbildung 1.8.2 dargestellt ist. Die erste 

Kammer enthält Mikrokanäle mit einem Durchmesser von 75 µm und die 

darauffolgende Kammer Mikrokanäle mit 125 µm.  

 

 

Diese Arbeit basiert auf Vorarbeiten, in denen mit Hilfe von Ultraschall humanes 

Serumalbumin genutzt wurde, um PFD basierte Sauerstoffträger herzustellen.94-97  

Albumin liegt im humanen Blutplasma in einer Konzentration von ungefähr 4-5 gew% 

vor und macht dadurch einen Massenanteil von ca. 40-60 % aller Plasmaproteine 

aus.98 Es ist geformt wie ein Stäbchen mit einer Länge von ca. 7 nm und einer Breite 

von ca. 4 nm, besitzt ein Proteingewicht von etwa 66 kDa und ist in der Lage, bereits 

in geringen Konzentrationen als Emulgator zu fungieren und ausreichende 

Schichtdicken auszubilden.89,99 Albumin ist sehr resistent gegenüber hohen Drücken 

und denaturiert aufgrund seiner 17 intramolekularen Disulfidbindungen erst bei 

langanhaltenden hohen Drücken und Temperaturen.100 

Abbildung 1.8.2: Schematische Darstellung 

einer Y-Interaktionskammer, wie sie im 

Microfluidics LM20 verbaut ist. 

www.microfluidics-mpt.com/de-

de/microfluidizer-interaction-chambers 
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Weitere wichtige biologische Aufgaben des Albumins liegen im Transport von 

hydrophoben Substanzen wie Lipiden, Fettsäuren, Hormonen und Xenobiotika, sowie 

im Transport von Ionen, dabei vornehmlich Calcium.101-104 Albumin fungiert im 

menschlichen Organismus als Anti-Akute-Phase-Protein und damit 

antiinflammatorisch. Zudem hat es antioxidative Wirkung.105,106 

Eine für die Niere wichtige Funktion des Albumins ist es, den onkotischen Druck des 

Blutes konstant zu halten. Eine Verringerung der Albuminkonzentration kommt der 

Herabsetzung des onkotischen Drucks gleich und muss von der Niere durch 

Wasserausscheidung kompensiert werden. Der onkotische Druck ist essentiell, um die 

Filtrationsleistung der Niere konstant zu halten.33 

Die Struktur des Albumins ermöglicht einen so breit gefächerten Aufgabenbereich, da 

es zum einen viele negativ geladene Seitengruppen trägt, was die Bindung von Ionen 

ermöglicht, und es gleichzeitig große hydrophobe Areale besitzt, an die sich 

hydrophobe Ketten anlagern können. 

In nanopartikulären Systemen wird Albumin eingesetzt, um die Stabilität von soliden 

Nanopartikeln zu erhöhen, indem es das Zetapotential der Partikel erhöht.107-109 Es 

besitzt außerdem einen hohen Emulgations-Aktivitäts-Index, der in der 

Lebensmittelindustrie bei Öl-in-Wasser Emulsionen genutzt wird.110 Es lagert sich an 

die Grenzschicht an, indem es sich mit der hydrophoben Seite zum Öl wendet und 

somit die Grenzschicht stabilisiert.89,111 

 

 

Emulgierte oder verkapselte Perfluorcarbone können vom Immunsystem des Körpers 

erkannt und von Makrophagen aufgenommen werden. Langfristig lagert sich das 

Perfluorcarbon dann in Milz und Leber ein und ist dort in der Lage, mit Enzymen zu 

interagieren. Unterschreiten die prozessierten Perfluorcarbone eine Größe von 
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150 nm, werden sie auch von Zellen außerhalb des Immunsystems 

aufgenommen.40,112-115 

Zellen sind in der Lage, Albumin aber auch Nanopartikel aus ihrer Umgebung aktiv 

durch Clathrin und Caveolar-vermittelte Endozytose, Pinocytose, Makropinozytose 

und Phagozytose zu inkorporieren (Abbildung 1.10.1).116-118 Dabei spielen die Größe, 

Form, Elastizität und Oberflächenbeschaffenheit von Nanopartikeln für die 

Geschwindigkeit, mit der diese Aufnahme stattfindet, eine große Rolle.119 Kurz kann 

gesagt werden, dass sphärische Partikel schneller als stäbchenförmige Partikel und 

kleine Partikel schneller als große Partikel aufgenommen werden.120,121 Studien, in 

denen Perfluorcarbon-basierte Sauerstoffträger von humanen Nabelvenen-

Endothelzellen in Zellkultur aufgenommen wurden, konnten bisher keine schädliche 

Wirkung nachweisen.122 In Abbildung 1.10.1 sind vier verschiedene Wege der 

zellulären Aufnahme von Partikeln dargestellt. Kurz beschrieben, handelt es sich bei 

der Phagozytose um die Fähigkeit von Makrophagen, Partikel unabhängig von Größe 

und Form aufzunehmen, um sie aus der Blutbahn oder dem Gewebe zu entfernen. Die 

Opsonierung, d.h. die Markierung von Partikeln mit Antikörpern oder 

Komplementfaktoren, beschleunigt die Phagozytose um den Faktor eintausend.33 Des 

Weiteren können Partikel Rezeptor-vermittelt (Clathrin- oder Caveolar-vermittelter 

Weg) in die Zelle eindringen.121 Dieser Weg ist besonders von der Elastizität eines 

Partikels abhängig, da ein weicher Partikel, wie es die Sauerstoffträger sind, eine 

größere Auflagefläche bei Berührung der Zelle aufweist und die Wahrscheinlichkeit, 

Abbildung 1.10.1Schematische 

Darstellung der Endozytose und 

Exocytose von Nanopartikeln. 

Nanopartikel betreten die Zelle 

über vier mögliche Wege: 

Clathrin/Caveolar-vermittelt, 

Phagocytose, Macropinocytose 

und Pinocytose. Nanopartikel 

verlassen die Zelle über drei 

Wege: Lysosome-Sekretion, 

Vesikel-assoziierte Sekretion, 

nicht-Vesikel-assoziierte 

Sekretion. (Oh et al., Int J 

Nanomedicine(2014)) 
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einen Rezeptor zu aktivieren, dadurch steigt.123,124 Im Beispiel von Zellen des 

proximalen Tubulus der Niere bindet Albumin am Rezeptor (Megalin) und ermöglicht 

eine gesteigerte Partikelaufnahme. Das bindende Albumin kann dabei an der 

Partikeloberfläche immobilisiert sein.125,126 Ein größenabhängiger Weg zur Aufnahme 

von Partikeln sind die Pinozytose und Makropinozytose, bei der über Vakuolen kleine 

Volumina des umgebenden Mediums samt aller darin gelösten oder dispergierten 

Substanzen und Partikel von der Zelle aufgenommen werden. Eine solche Aufnahme 

ist bei der Makropinozytose bis zu einer Partikelgröße von 500 nm und bei der 

Pinozytose bis 100 nm beschrieben.121,127 

 

 

Die biologischen, chemischen und physikalischen Eigenschaften von Nanopartikeln 

sind nicht ausschließlich bestimmt von dem Material, aus dem sie bestehen, sondern 

auch zu einem großen Teil durch ihre Größe und Form.128,129 Daher ist es wichtig, 

nanopartikuläre Suspensionen möglichst genau charakterisieren zu können. Die 

Grenze für die Distanz zweier mittels eines Lichtmikroskops voneinander 

unterscheidbarer Punkte wurde 1873 von Ernst Abbe als ca. die Hälfte der 

Wellenlänge des eingesetzten Lichtes definiert.130 Die sogenannte Abbe-Grenze 

bedeutet, dass die kleinste bei sichtbarem Licht erkennbare Struktur je nach Intensität 

nicht kleiner als 200 – 350 nm sein kann.131 Wie bereits erwähnt, werden 

Nanostrukturen derart definiert, dass in mindestens einer Dimension ihre Ausmaße 

den Bereich von 1-100 nm nicht überschreiten. Dadurch ist die bildgebende Analytik 

mittels eines Lichtmikroskops nicht ohne Weiteres anwendbar in der Beobachtung und 

Analyse der Partikelgrößenverteilung von Nanopartikeln. Aus diesem Grund wurden 

Methoden entwickelt, die sich die besonderen Eigenschaften nanopartikulärer Objekte 

zu eigen machen.  

Auch wenn es zur mikroskopischen Beobachtung biologischer Systeme seit Abbe 

erhebliche Fortschritte gab, ist die am weitesten verbreitete Methode zur Messung von 

Nanopartikeln die Messung der dynamischen Lichtstreuung (DLS). Hierbei werden die 

spezifischen Lichtstreuungseigenschaften von Nanostrukturen genutzt, um den 

hydrodynamischen Durchmesser zu bestimmen. Bei dieser Methode wird eine 

sphärische Form der Partikel angenommen. Da Nanopartikel aber auch 

stäbchenförmig oder kantig sein können, liegt bei solchen anisotropen Partikeln ein 
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systemischer Fehler vor. Partikel, deren Radius kleiner als 1/10 der Wellenlänge eines 

in eine Probe eingestrahlten monochromatischen Lasers ist, streuen das Licht 

unabhängig vom Einstrahlungswinkel (Rayleigh-Streuung). Bei Partikeln, die größer 

als das Zehntel der Wellenlänge des eingestrahlten Lichtes sind, tritt Mie-Streuung auf, 

bei der die Streuung winkelabhängig auftritt und am intensivsten in Richtung des 

eingestrahlten Lichtstrahls weitergeleitet wird (Abbildung 1.11.1). Das eingestrahlte 

Licht wird vom Partikel proportional zur sechsten Potenz des Partikelradius gestreut, 

wobei der Lichtbrechungsindex die Streuungsintensität wellenlängenabhängig und 

damit auch partikelgrößenabhängig beeinflusst.132,133 Das gestreute Licht fluktuiert, 

bedingt durch die Brown’sche Bewegung der Partikel, und korreliert daher mit der 

Größe der Partikel, wobei die Brown’sche Bewegung auch abhängig ist von der 

Viskosität und damit der Temperatur des umgebenden Mediums.134 Das 

Interferenzmuster wird anschließend computerbasiert mit der Stokes-Einstein-

Gleichung in Partikelgrößenverteilungen umgerechnet, wobei mit dieser Gleichung nur 

in monodispersen Suspensionen korrekte Werte berechnet werden können.135 Die 

Partikelgrößenverteilungsbreite wird dabei als Polydispersions-Index (PDI) 

angegeben, der mit der Autokorrelationsfunktion zusammenhängt.133 Wichtig dabei ist, 

dass ein PDI = 0 für höchste Monodispersität steht und eine PDI=1 eine höchst 

heterogene Partikelgrößenverteilung widerspiegelt.134 Polydispersität von 

Suspensionen mit Nanopartikeln sowohl im Nano- als auch im Mikrobereich limitiert 

die Genauigkeit der DLS, und diese Suspensionen können nicht eindeutig 

charakterisiert werden, wodurch die biologischen Eigenschaften einer solchen 

Suspension nicht allein von DLS-Messungen abgeleitet werden können.129,134,136 

Abbildung 1.11.1: Schematische Darstellung der Unterschiede zwischen den an Partikeln auftretenden 

Lichtstreuungen.135 
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Während in der dynamischen Lichtstreuung die Partikelgröße über die Brown’sche 

Bewegung ermittelt wird, wird in der statischen Lichtstreuung (SLS) die Fähigkeit des 

Partikels, Licht zu streuen, genutzt. Wie in Abbildung 1.11.1 sind basierend auf der 

Mie-Theorie, die Winkel, mit denen Licht von Partikeln gebrochen wird, von dem 

Verhältnis zwischen Partikelgröße und Wellenlänge des eingestrahlten Lichts 

abhängig.  

Abbildung 1.11.2: Aufbau einer Messapparatur für die statische Lichtstreuung mit Hilfe der PIDS-

Technologie.137 

Für die SLS wird gestreutes Licht in verschiedenen Winkeln zum eingestrahlten 

monochromatischen Laser gemessen. Eine Erweiterung der Technologie nutzt im 

Weiteren die Abhängigkeit des Streuwinkels von der Polarisierung aus, indem vertikal 

und horizontal polarisiertes Licht bei verschiedenen Wellenlängen getrennt 

voneinander eingestrahlt wird. Dieser Aufbau wird Polarization Intensity Differential 

Scattering (PIDS) (Abbildung 1.11.2)) genannt. Trifft Licht auf einen Partikel, so 

werden bei jeder Wellenlänge und Polarisation unterschiedliche Intensitäten an den 

Detektoren gemessen, aus denen die Größen der jeweiligen Partikelpopulationen 

berechnet werden. Diese Methode ermöglicht im Gegensatz zur DLS die 

Partikelgrößenbestimmung von polydispersen Suspensionen.137,138  
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2. Material/Methoden 

 

Beim Sauerstoffträger handelt es sich um Perfluorcarbon-Partikel, die in einem 

umgebenden wässrigen Medium hergestellt wurden. Die Zusammensetzung des 

umgebenden Mediums variierte in den verschiedenen Versuchen, wobei jedes 

Medium zwangsweise mindestens 5 gew-% Albumin (bovin bzw human) enthielt. 

Welche Zusammensetzung für den jeweiligen Versuch verwendet wurde, ist in Tabelle 

2.1-1dargestellt. 

 

Tabelle 2.1-1: Zusammensetzung des jeweils verwendeten Mediums zur Herstellung 

der Sauerstoffträger 

Versuch Medium Hersteller 

Einflussfaktoren im 

Herstellungsprozess, 

Charakterisierung der 

Sauerstoffträger (Standard 

und TG) 

bidestilliertes 

Wasser 

Destille des Instiuts für 

Physiology, Universität DuE  

Biokompatibilität der TG-

Sauerstoffträger 

STEEN-solution © XVIVO Perfusion A, Göteborg, 

Schweden 

Nierenperfusion mit 

unterschiedlicher Volumen-

Fraktion 

NaCl (147 mM) 

KCl (4 mM) 

CaCl (2,3 mM) 

Carl Roth GmbH und Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

6-stündige Nierenperfusion Medium 199 

(modifiziert mit 

Earle’s Salzen, 

ohne Bicarbonat) 

Neomycin (9 mg/L) 

HEPES (35 mM) 

Sigma-Aldrich CHEMIE, 

Steinheim, Deutschland/ Carl 

Roth GmbH und Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 
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Für die Herstellung der Sauerstoffträger wurden 4 mL eisgekühltes PFD (Fluorochem 

Chemicals, Derbyshire, Vereinigtes Königreich) in 20 mL einer eisgekühlten Lösung 

aus 5 gew.-% bovinem Serumalbumin (BSA, AppliChem, GmbH, Darmstadt, 

Deutschland) in bidestilliertem Wasser bzw. für die sechsstündige Nierenperfusion in 

Medium199 (zugesetzte Salze werden im entsprechendem Abschnitt unter 

„Herstellung des Perfusionsmediums“ spezifiziert) mit Hilfe eines Ultra-Turrax ® 

(IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland) für 30 Sekunden auf 

Geschwindigkeitsstufe 6 voremulgiert. Die voremulgierte Suspension wurde unter 

verschiedenen Drücken (690 bar (10.000 PSI), 1380 bar (20.000 PSI) und 2070 bar 

(30.000 PSI), der jeweils eingesetzte Druck wird im entsprechenden Abschnitt 

spezifiziert) und einer unterschiedlichen Anzahl an Passagen (1, 5, 10 oder 20, die 

genaue Anzahl wird im entsprechenden Abschnitt spezifiziert) mit Hilfe eines 

Hochdruck-Homogenisators (Microfluidics, Westwood, MA) Hochdruck-homogenisiert. 

Dabei wurde die Kühlspirale mit Eis gekühlt, sodass die Temperatur der Suspension 

während des Prozesses konstant knapp über dem Gefrierpunkt gehalten wurde. Die 

erhaltene Suspension enthielt eine Volumen-Fraktion von ~16,7 % Sauerstoffträgern. 

Die Suspension wurde für alle Lagerungstests in einem bis zum Rand gefüllten 

Reagiergefäß (Sarstedt AG und Co. KG, Nümbrecht, Deutschland) entsprechender 

Größe (1,5 mL, 2 mL, 5 mL) bei 4 °C gelagert. 

Eine stabile Suspension ließ sich herstellen, indem eine Präemulsion bei 0-4 °C eine 

einzige Passage durch den Hochdruck-Homogenisator erfuhr. Diese Art der 

Herstellung wurde für alle weiteren Anwendungen als Standard definiert und bei 

abweichender Behandlung gekennzeichnet. 

 

 

Die Herstellung der Sauerstoffträger wurde modifiziert, indem ein Temperaturgradient 

(TG) angelegt wurde. Die dabei entstehenden Sauerstoffträger haben teilweise 

grundlegend andere physikalische Eigenschaften und werden ab hier als TG-

Sauerstoffträger bezeichnet.  

Die Herstellung verläuft bis zur Präemulgierung mit dem Ultraturrax wie in 

Abschnitt 2.2 beschrieben. Die Präemulsion wurde anschließend direkt auf Eis auf 
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4 °C abgekühlt und in den Hochdruck-Homogenisator gegeben. Der Druck wurde auf 

20.000 PSI eingestellt. In den Stutzen wurde ein Thermometer gehalten, mit dem der 

Temperaturanstieg (Erklärung in Abschnitt 1.8) während der Homogenisierung 

beobachtet werden kann. Die Suspension wurde in einem ungekühlten und 

rezyklisierenden System homogenisiert, indem ein Teilstück eines 

Perfusionsschlauchs (Braun, Meselsungen, Deutschland) die Strecke vom Auslass 

zum Stutzen überbrückte. Erreichte die Suspension eine Temperatur von 40 °C, wurde 

der Druck auf 30.000 PSI erhöht. Der Prozess wurde fortgeführt, bis eine Temperatur 

von 49-50°C erreicht wurde und die Suspension keine mit dem Auge erkennbare 

Trübung mehr aufwies (Abbildung 3.3.1). Nach Prozessende wurde die Suspension 

sofort auf Eis gekühlt. 

 

 

Für einige Analysemethoden war es notwendig, die Sauerstoffträger von 

überschüssigem Albumin, das nicht während der Herstellung an die Grenzfläche 

zwischen PFD und Wasser gebunden wurde, zu befreien, ohne die an die Grenzfläche 

gebundenen Albuminmoleküle mit zu entfernen. Hierfür wurden die Suspensionen bei 

4 °C für 9 Stunden bei einer Zentrifugalkraft von 1000 xG zentrifugiert und 

anschließend in bidestilliertem Wasser resuspendiert.139 Hierfür wurde das Pellet mit 

Hilfe einer Pipettenspitze vom Rand des verwendeten Gefäßes gelöst. Die 

Pipettenspitze verblieb in dem Gefäß, das bis zur Hälfte mit bidestilliertem Wasser 

gefüllt und anschließend 60 s bei Raumtemperatur mit Hilfe eines Vortex Mixers 

gerührt wurde. Anschließend wurde die Pipettenspitze aus dem Gefäß entfernt, und 

das Gefäß wurde bis zum Rand mit bidestilliertem Wasser gefüllt. Es folgte eine 

Zentrifugation bei 4 °C für 3 h und 1000 xG. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. 

Der Erfolg der Aufreinigung wurde mit Hilfe der BKG-Färbung kontrolliert (Abschnitt 

2.8). 

 

Zur Bestimmung der Partikelgrößenverteilung innerhalb der Sauerstoffträger-

suspension wurde eine DLS-Messung durchgeführt (Nano-flex®, Particle Metrix 

GmbH, Inning, Deutschland). Zu diesem Zweck wurde vorab der Brechungsindex der 

Sauerstoffträger bestimmt. Die Messung wurde von Dr. Anne Hartwig im innoFSPEC 
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Potsdam durchgeführt, und die Ergebnisse sind in Abbildung 2.5.1 dargestellt. Die 

Messung ergab einen Brechungsindex von 1,328 für die in der dynamischen 

Lichtstreuung verwendete Wellenlänge von 780 nm. Dieser Brechungsindex konnte 

für die Partikelgrößenbestimmung mittels dynamischer Lichtstreuung nicht verwendet 

werden, da er sich nicht ausreichend von dem des umgebenden Wassers mit 1,329 

unterscheidet.140 Daher wurden die Messungen der dynamischen und der statischen 

Lichtstreuung mit einem Brechungsindex von 1,3 durchgeführt.  

 

Abbildung 2.5.1: Die Brechungsindizes des Sauerstoffträgers in Abhängigkeit von der Wellenlänge des 

Lichtes. Die Unterschiede zwischen den Brechungsindizes des Sauerstoffträgers und des Wassers sind 

nicht substantiell und können daher von der Software des DLS-Gerätes nicht verwendet werden. 

Für die DLS-Messung wurden 500 µL der Suspension blasenfrei in ein 2 mL 

Reagiergefäß überführt. Die Messung fand unverdünnt statt. Das Reagiergefäß wurde 

unter den Laser gestellt, und der Laser wurde bis zu Markierung in die Suspension 

eingetaucht, ohne dass sich Blasen unterhalb des Lasers bildeten. Die Messungen 

wurden grundsätzlich im Modus Intensity durchgeführt. Die Standard-

Durchführungsparameter beinhalteten: Setzero Time: 300 sec, Messungsdauer: 300 

sec, automatische Messungswiederholungen: 3, Brechungsindex (Partikel): 1,30, 

Form des Partikels: sphärisch, Brechungsindex (Medium): 1,35, Viskosität (20 °C): 

2,232, Viskosität (25 °C): 1,974. 

 

Für die UV/VIS Spektroskopie wurde 1 mL der Sauerstoffträger-Suspension in eine 

Kunststoff-Küvette (Sarstedt AG und Co. KG, Nümbrecht, Deutschland) gefüllt. Die 

Küvette wurde in den Strahlengang eines UV-VIS-Spektrometers (Genova Bio Life 
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Science Spectrophotometer, Jenway, Staffordshire, UK) gestellt. Es wurde ein 

Spektrum des gesamten möglichen Spektralbereichs aufgenommen (200 nm-800 nm). 

 

Der Verlust des PFDs aus der Sauerstoffträgersuspension wurde über 5 Minuten in 

Form des Gewichtsverlustes beobachtet und mit der Verdunstung von freiem und 

einem mit 5 %iger BSA-Lösung überschichteten PFD verglichen. Hierfür wurde der 

Deckel eines 15 mL Reagiergefäßes (Sarstedt AG und Co. KG, Nümbrecht, 

Deutschland) mit der Öffnung nach oben auf einer Präzisionswaage (Ohaus, Nänikon, 

Schweiz) platziert. In den inneren Ring des Deckels wurde ein Milliliter Suspension 

pipettiert, und die kontinuierliche Abnahme des Gewichts wurde bis auf die vierte Stelle 

hinter dem Komma notiert. Für die Kontrollen wurde 167 µL PFD in den Deckel 

pipettiert und entweder mit 5% iger BSA Lösung in bidestilliertem Wasser 

überschichtet oder nebeneinander gelagert. Das Gewicht zu den einzelnen 

Zeitpunkten wurde auf den Startwert normiert (0 Minuten). 

 

 

Die Albuminkonzentration einer Lösung wurde mit Hilfe einer Bromkresolgrün-Färbung 

quantifiziert. Für die Herstellung des benötigten Essigsäure-Acetat-Tween-Puffers 

wurden 485 mL bidestilliertes Wasser mit 3 mL konzentrierter Essigsäure (Carl Roth 

GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) versetzt. In die verdünnte Essigsäure 

wurden 14 mL NaOH (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) gegeben 

(End-pH ~4). Die Spitze einer Pipettenspitze wurde mit einer Schere abgeschnitten 

und es wurden 850 µL Tween 20 aufgezogen. Die Pipettenspitze wurde mitsamt des 

Tweens in den fertigen Puffer abgeworfen und geschüttelt, bis sich alles Tween gelöst 

hatte. 

Für die Herstellung der BKG-Stammlösung wurden 16,76 mg BKG (Sigma Aldrich, 

Darmstadt, Deutschland) in 0,4 mL NaOH (1 M) gelöst und anschließend mit 

bidestilliertem Wasser auf 20 mL aufgefüllt.  

Für die Herstellung der Gebrauchslösung wurden 15 mL BKG-Stammlösung mit 

165 mL Essigsäure-Acetat-Tween-Puffer verdünnt.  
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Für die Albumin-Quantifizierung wurde 1 mL BKG-Gebrauchslösung in einem 1,5 mL 

Reagiergefäß vorgelegt, mit 5µL Probe versetzt und auf dem Vortex 20 Sekunden 

gerührt. Anschließend wurde die Absorption von 100 µL Probe in einer 96-Well-Plate 

mit Hilfe eines Plate-Readers (µQuant Gen5 Software Features for Detection /, BioTek 

INC., Bad Friedrichshall, Deutschland) bei 595 nm gemessen. Für die Kalibriergerade 

wurden BSA-Lösungen (AppliChem, GmbH, Darmstadt, Deutschland) in den 

Konzentrationen: 0,05 %, 0,1 %, 0,25 %, 0,5 %, 0,75% und 1 % hergestellt. 

 

 

Weibliche Wistar-Ratten (Rattus norvegicus, ~250 g) wurden vom zentralen Tierlabor 

des Universitätsklinikums Essen erworben. Die Tiere wurden bei standardisierter 

Temperatur (22 ± 1 °C), Luftfeuchtigkeit (55 ± 5 %) und 12/12 h hell/dunkel Rhythmus 

mit freiem Zugang zu Futter (ssniff-Spezialdiäten, Soest, Deutschland) und 

Trinkwasser gehalten. Alle Tiere erhielten Tierpflege nach der Richtlinie 2010/63/EU 

des Europäischen Parlaments und des Rates vom 22.September 2010 zum Schutz 

der für wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere.141 Die Organe wurden unter 

Einhaltung der gesetzlichen Bestimmungen im Rahmen von Tötungen zu 

wissenschaftlichen Zwecken gemäß § 4 Absatz 3 Tierschutzgesetz gewonnen. 

 

Operation  

Die Ratten wurden mittels einer Inhalation von 7 % Isofluran (Isofluran Primal Critical 

Care, Halbergmoos, Deutschland) in 100 % medizinischem Sauerstoff bei einem Fluss 

von 4 L/min durch einen Verdampfer (Isofluran Vet. Med. Vapor, Draeger Lübeck, 

Deutschland) anästhesiert und anschließend mit einer Guillotine enthauptet. Der 

Körper wurde entlang der Linea alba eröffnet. In die Arteria renalis, die Vena renalis 

und den Urether der linken Niere wurden innerhalb von fünf Minuten nach 

Enthauptung, Katheter eingelegt. Danach wurde die Niere mit einer Schere aus dem 

Körper geschnitten und für die Perfusion bei 37 °C gelagert.  

Nach der Entnahme der linken Niere wurde die rechte Niere entnommen und für die 

spätere Normierung verschiedener Parameter auf das Feuchtgewicht auf 10 mg genau 

gewogen und anschließend verworfen. 



Material/Methoden 

 
26 

 

Herstellung des Perfusionsmediums 

Die eingesetzten Sauerstoffträger wurden, wie in Abschnitt 2.2 beschrieben, vor der 

Perfusion einer Niere frisch bei einem Druck von 20.000 PSI und einer Passage durch 

den Homogenisator hergestellt. Das verwendete Medium ist in Tabelle 2.1-1: 

Zusammensetzung des jeweils verwendeten Mediums zur Herstellung der 

Sauerstoffträger aufgelistet. Für die verschiedenen Fragestellungen wurde die 

Sauerstoffträger-Suspension mit dem entsprechenden Medium zum 

Perfusionsmedium mit entsprechenden Volumen-Fraktionen verdünnt. Es wurden für 

die Perfusion 200 mL Perfusionsmedium verwendet. Zur Gewinnung der Erythrozyten 

für die Kontrollgruppe der sechsstündigen Perfusion wurde freiwilligen erwachsenen 

Männern im Alter zwischen 18 und 50 Jahren 20 mL Vollblut entnommen (Safety-

Multifly®-Kanüle B.Braun Melsungen AG, Frankfurt, Deutschland; Li-Heparin-S-

Monovetten ® Sarstedt AG und Co. KG, Nümbrecht, Deutschland). Die darin 

enthaltenen Erythrozyten wurden durch dreifache Zentrifugation bei 1000 xG für 20 

Minuten bei 4 °C gewaschen. Der Überstand wurde samt Leukozytenschicht, die 

oberhalb der Erythrozyten erkennbar war, abgenommen. Anschließend wurden die 

Erythrozyten durch vorsichtiges Schwenken in isotonischer Kochsalzlösung (B.Braun 

Melsungen AG, Frankfurt, Deutschland) resuspendiert. Der Vorgang der Gewinnung 

von Erythrozyten wurde dreimal wiederholt, um sicher zu gehen, dass sich im späteren 

Perfusionsmedium weder humanes Plasma noch humane Leukozyten befanden. Die 

Blutentnahme zum Zwecke experimenteller Studien wurde durch den Ethikrat des 

Universitätsklinikums Essen autorisiert. Studien wurde durch den Ethikrat des 

Universitätsklinikums Essen autorisiert (Aktenzeichen 19-8600-BO). 

Perfusion 

Abbildung 2.10.1 zeigt den experimentellen Aufbau der ex vivo Perfusion. Die 

Perfusionslösung wurde für die ex vivo Perfusion der Nieren mittels Peristaltik-Pumpen 

über zwei Kreisläufe geleitet. Der gesamte Aufbau speziell für die 

Rattennierenperfusion inklusive gasdichter Schläuche, Reservoir, temperierbarer 

Perfusionskammer, Blasenfänger, Barometer, Kanülen, Peristaltikpumpen und 

Druckkontrolleinheit wurde bei Harvard Apparatus, Hugo-Sachs Elektronik, Mach-

Hugstett, Deutschland erworben. 
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Der eine Kreislauf diente der Oxygenierung der Perfusionslösung, indem sie, aus 

einem temperierten Reservoir kommend, in einen Kugelrohroxygenator 

(Auftragsarbeit der Glasbläserei der Universität Duisburg-Essen, Campus Essen) 

geleitet wurde. Dort floss sie an der Innenseite eines durch einen Kühlmantel auf 37 °C 

temperierten Kugelrohrs vertikal herab, während in das Innere des Rohres mit einem 

Strom von 0,5 L/min konstant 100 % medizinischer Sauerstoff (Air liquide, Paris, 

Frankreich) eingeleitet wurde. Die so oxygenierte Perfusionslösung wurde über eine 

weitere Peristaltik-Pumpe zurück in das Reservoir geleitet. Von dort wurde die 

Perfusionslösung über einen Blasenfänger durch den Katheter, der in der Arteria 

renalis eingelegt wurde, in die Niere eingeleitet. Der Perfusionsdruck wurde konstant 

auf 80±2 mmHg eingestellt (nicht-pulsatile Perfusion). Die Perfusionslösung trat aus 

dem Organ durch den Katheter aus, der in die Vena renalis eingelegt worden war, und 

tropfte ohne Druck in eine unterhalb des Organs aufgestellte Flasche. Von dort wurde 

die Perfusionslösung zurück in das Reservoir gepumpt. Proben wurden an den 

Zeitpunkten 0 min, 30 min, 60 min, 90 min und 120 min entnommen und bei -80 °C 

gelagert. 

Urin wurde über den in den Urether eingelegten Katheter in einem 5 mL Reagiergefäß 

(Sarstedt AG und Co. KG, Nümbrecht, Deutschland) aufgefangen. Proben wurden an 

den Zeitpunkten 30 min, 60 min, 90 min und 120 min entnommen und bei -80 °C 

gelagert. 

Nach der Perfusion wurde das Organ mit einem Skalpell (W. Söhngen GmbH, 

Taunusstein, Deutschland) halbiert, und eine Hälfte wurde in 10 %igem Formalin 

(RotiHistofix, Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Die andere 

Hälfte wurde in ein 2 mL Reagiergefäß (Sarstedt AG und Co. KG, Nümbrecht, 

Deutschland) überführt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C 

gelagert.  
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Abbildung 2.10.1: Schematische Abbildung des Perfusionsaufbaus 

 

 

Amperometrische Sauerstoffmessung mit Hilfe des Oxygraph-2k 

Die Sauerstoffkapazität der Perfusionslösung wurde ohne Sauerstoffträger und bei 

den Volumen-Fraktionen 2 %, 4 % und 8 % mit Hilfe eines Oxygraph-2k (Oroboros 

Instruments GmbH, Innsbruck, Österreich) ermittelt. Der Oxygraph-2k bestimmt die 

Sauerstoffkonzentration einer Flüssigkeit, indem er mittels einer Clark-Elektrode 

amperometrisch den pO2 in einer Messkammer mit definiertem Füllvolumen misst, die 

mit Hilfe von speziellen Stopfen verschlossen und mit einer 50 µL-fassenden 

gasdichten Spritze (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz) befüllt werden kann, 

ohne dass ein Gasaustausch stattfindet. Die Clark-Elektrode besteht aus einer 

Platinkathode und einer Silberanode. Sauerstoff wird an der Platinkathode zu 

Wasserstoffperoxid reduziert, das bei seinem Zerfall zwei weitere Elektronen aufnimmt 

und Hydroxidionen freisetzt, die an der Silberanode oxidiert werden. Der dadurch 

fließende Strom ist proportional zum herrschenden pO2, der, weil das spezifische 
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Volumen der Messkammer bekannt ist, von der Gerätesoftware in eine 

Sauerstoffkonzentration umgerechnet werden kann. 

Um die genaue Sauerstoffkapazität der Sauerstoffträger messen zu können, musste 

vorab die Messkammer von Sauerstoff befreit werden. Hierfür wurden 2 mL einer 

Hefesuspension (80 mg/ml) (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) in die 

Messkammer gefüllt und solange inkubiert, bis die Sauerstoffkonzentration auf nahe 

dem Nullpunkt gesunken war. Die Hefen wurden dann mit Kaliumcyanid deaktiviert. 

Währenddessen wurde die Perfusionslösung mit Hilfe eines Kugelrohroxygenators, 

wie in Abschnitt 2.10 „ex vivo normotherme Perfusion“ beschrieben, oxygeniert. Mit 

Hilfe einer Hamilton Spritze wurden 50 µL der oxygenierten Sauerstoffträger-

Suspension in die Messkammer injiziert und der dadurch verursachte 

Sauerstoffanstieg in der Kammer detektiert. Die Rohdaten wurden mit nachfolgender 

Gleichung auf das injizierte Volumen umgerechnet und in mLO2/(LH2O*ATM) 

angegeben: 

𝑥 ∗ 𝑐 ∕ 1000 ∗ 𝑔 = 𝑦 

X= gemessener Wert [nmol/mL] 

c = Korrekturfaktor von 50 µL auf 2 mL = 40 

g = Gasmolvolumen = 22,4 L/mol 

y = Sauerstoffkapazität der Suspension [mLO2/(LH2O*ATM)] 



Material/Methoden 

 
30 

 

Messung des Sauerstofftransfers ins Gewebe durch HIF-Quantifizierung 

Um die Fähigkeit der Sauerstoffträger, Gewebe mit Sauerstoff zu versorgen, 

quantifizieren zu können, wurde die Reaktion des Körpers auf akute und langfristige 

Hypoxie untersucht. Das schockgefrorene Nierengewebe wurde auf Eis aufgetaut und 

in Lysepuffer (cOmplete Lysis M ®, Roche diagnostics, Basel, Schweiz) 

aufgenommen. Das Gewebe wurde mittels eines Ultra Turrax homogenisiert und 60 

min auf Eis inkubiert. Die Homogenisate wurden bei 13.000 xG und 4 °C für 30 min 

zentrifugiert, und der Überstand wurde für die weiteren Analysen verwendet. Die 

Proteinkonzentration wurde mit einem kommerziell erhältlichen Protein-

Quantifizierungs-Assay bestimmt (DC Protein Assay, Bio-Rad Laboratories GmbH, 

Feldkirchen, Deutschland; Epoch Microplate Spectrophotometer/ Gen5 Software 

Features for Detection, BioTek INC., Bad Friedrichshall, Deutschland).  

Zur Auftrennung der Proteine wurde eine Natriumdodecylsulfat-Polyakrylamid-Gel-

elektrophorese (SDS-PAGE) durchgeführt.  

Der Hypoxie-induzierbaren Faktoren HIF-1α und HIF-2α wurden im Western-Blot-

Verfahren (WB) nach Lämmli quantifiziert. Hierfür wurden 50 µg Protein pro Spur 

(Marker: PAGE Ruler Protein, Thermo ScientificTM, Waltham, MA) in ein 7,5 %iges Gel 

(10 mL H2O, 5 mL Bisacrylamid, 5 mL Trennpuffer (Tris-OH 181 g/L, SDS 4 g/L 

pH:8,8), 200 µL Ammonium-Persulfat, 20 µL N,N,N',N'-Tetramethyl ethylenediamine) 

gegeben und für 60 min bei 120 mV laufen gelassen. (Laufpuffer: Tris-HCl 25 mM, 

SDS 0,1 gew-%, Glycin 192 mM) Für den Transfer auf eine Polyvinyllidenfluorid-

Membran wurde ein Turbo-Blot Kit (Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit, Boi-Rad 

Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland) verwendet. Anschließend wurde die 

Membran mit Milchpulver für 60 min blockiert. Darauf folgte eine Übernachtinkubation 

mit polyklonalem HIF-1α Antikörper (1:1000) (Invitrogen, Waltham, USA) bzw. HIF-2α 

Antikörper (Novus, Wiesbaden, Deutschland). Anschließend wurde 3 mal 5 min mit 

Tris gepufferte Salzlösung mit Tween (Tris bufferd saline-Tween,TBS-T) (25 mM 

Tris/HCl, 150 mM NaCl, 0,2 vol-% Tween20, pH: 7,6) gewaschen und 60 min mit, mit 

Meerrettich-Peroxidase modifiziertem Anti-Maus Antikörper (1:10.000, Sigma Aldrich, 

Darmstadt, Deutschland) inkubiert. Nach einer erneuten dreimaligen Waschung mit 

TBS-T wurde das markierte Protein mit Hilfe eines Chemolumineszenz-Kit 

(SuperSignalTM West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Thermo ScientificTM, 

Waltham, MA) sichtbar gemacht. 
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Als Ladekontrolle wurde Aktin verwendet (1:10.000) (Sigma Aldrich, Darmstadt, 

Deutschland). 

 

 

Die Berechnung der GFR erfolgte nach der Formel: GFR=(cu/cp)*Vu (cu= 

Inulinkonzentration im Urin [µg/mL], cp=Inulinkonzentration in der Perfusionslösung 

[µg/mL], Vu= Urinvolumen pro Minute [mL/min]).142 Für die Bestimmung der 

Inulinkonzentration in der Perfusionslösung und im Urin wurde Inulin (Sigma Aldrich, 

Darmstadt, Deutschland) mit Anthron (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland) angefärbt und photometrisch bestimmt. Für die Färbung wurde zunächst 

eine 70 %ige Schwefelsäure hergestellt, indem konzentrierte Schwefelsäure (Carl 

Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) langsam in eisgekühltes Wasser 

getropft wurde. In 20 mL dieser Schwefelsäure wurden 40 mg Anthron gelöst, indem 

sie unter Lichtabschluss 2h auf Eis gerührt wurde. Aus den Proben wurden 

unterdessen 5 µL entnommen, mit 30 µL 3 %iger Trichloressigsäure (TCA, AppliChem, 

GmbH, Darmstadt, Deutschland) versetzt und für 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. 

Dem Überstand wurden 30 µL entnommen, in 200 µL der Anthron-

Schwefelsäurelösung aufgenommen und in einem Überkopfschüttler (Labquake, 

Thermo ScientificTM, Waltham, MA) für 15 min bei 57 °C in einem Heizschrank 

inkubiert. Die Absorption wurde bei 620 nm in einem Platereader (µQuant/ Gen5 

Software Features for Detection, BioTek INC., Bad Friedrichshall, Deutschland) 

gemessen.  

 

 

Aspartat-Aminotransferase/ Laktat-Dehydrogenase 

Für die Bestimmung der Aktivität der Aspartat-Aminotransferase im Urin und in der 

Perfusionslösung bzw. der Laktat-Dehydrogenase in der Perfusionslösung wurde ein 

vollautomatischer klinische-Chemie Analysator mit kommerziell erhältlichen Reagenz-

Kits verwendet. (Respons® 920, DiaSys, Holzheim, Germany). 
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Nachweis Thiobarbitursäure-reaktiver Substanzen (TBARS) 

Für den quantitativen Nachweis von Thiobarbitursäure-reaktiven Spezies wurde eine 

30 %ige TCA (3 g / 10 mL bidestilliertem Wasser) und eine 1 %ige Thiobarbitursäure 

(Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) (100 mg / 10 mL bidestilliertem Wasser) 

hergestellt. Von der 30 %igen TCA wurden 50 µl mit 100 µl der Proben gemischt und 

5 min bei 13.000 RPM bei Raumtemperatur zentrifugiert. Es wurden 100 µl des 

Überstandes abgenommen, mit je 50 µl der 1%igen Thiobarbitursäure versetzt und 10 

min bei 100 °C inkubiert (Thermomix, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die Proben 

wurden auf Raumtemperatur abkühlen gelassen und in einer 96 Well-Plate mit Hilfe 

eines Platereaders (µQuant/ Gen5 Software Features for Detection, BioTek INC., Bad 

Friedrichshall, Deutschland) bei 532nm fotometrisch gemessen. Für die 

Kalibriergerade wurde 1,1,3,3-Tetramethoxy-Propan (Sigma Aldrich, Darmstadt, 

Deutschland) in den Konzentrationen: 1 µM, 2,5 µM, 5 µM, 7,5µM und in 10 µM 

verwendet. 

 

 

Die Organe wurden nach Entnahme mindestens 24h in 10 %igem Formaldehyd (Carl 

Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Die Entwässerung der 

Organe lief automatisiert mit einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (2h 70 %, 2h 90 %, 

2h 96 %, 2h 100 %, 3x2h Xylol) (Entwässerungsautomat TP12/ TP14, Weinkauf 

Medizintechnik, Hallerndorf, Deutschland). Nach der Entwässerung wurden die 

Organs in Paraffin eingebettet. Aus den entwässerten Organen wurden mit Hilfe eines 

Rotationsmikrotoms (HISTOCORE Biocut, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, 

Wetzlar, Deutschland) 1 µm Dünnschnitte angelegt. Die Dünnschnitte wurden 

entparaffiniert in Xylol und rehydriert in einer absteigenden Ethanol-Reihe (100 %, 90 

%, 80 %, 70 %, 0 %) (1-3 Minuten pro Schritt). Anschließend wurde eine Refixierung 

in 10 % Formaldehyd für 15 min bei Raumtemperatur durchgeführt. 
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TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)-Assay 

Die refixierten Dünnschnitte wurden in einer feuchten Inkubationskammer für ≤ 30 min 

bei 37°C mit Proteinase K-Lösung (Thermo ScientificTM, Waltham, MA) (20 µg/mL in 

10 mM Tris/HCl ph 7,4-8) (ca. 1,5 mL für 10 Schnitte) inkubiert. Anschließend wurden 

sie 2x 5 min mit Phosphat-gepufferter-Salzlösung (phophate buffered saline, PBS) 

(13,7 mM NaCl, 0,27 mM KCl, 1 mM Na2HPO4, 0,2 mM KH2PO4, pH: 7,4) gewaschen. 

Die positiv-Kontrollen wurden in einer feuchten Inkubationskammer für 10 min bei 

Raumtemperatur mit DNase I (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz) (3000 – 3 U/mL in 

50 nM Tris-HCl (pH:7,5) 1 mg/ml BSA) inkubiert. Es folgte 2x 5 min Waschen mit PBS.  

Die TUNEL-Färbung wurde nach den Angaben des In Situ Cell Death Detection Kit mit 

Fluorescein (Roche, Basel, Schweiz) durchgeführt.  

Anschließend wurden die Dünnschnitte für 2:30 min mit DAPI bei Raumtemperatur 

inkubiert (1:10.000 Verdünnung). Es folgte 3x 5 min Waschen mit PBS. Zum 

Eindecken wurde DAKO Fluorescence Mounting Medium (DAKO GmbH, Jena, 

Deutschland) verwendet. 

Zur Auswertung wurden von jeweils fünf Gesichtsfeldern in 10facher Vergrößerung 

von Nierenrinde und Nierenmark fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt. 

(Axiovert 200M / Axiocam 305 mono, Zeiss; Jena, Deutschland) Fluorescein wurde mit 

Licht der Wellenlänge von 475 nm und das DAPI mit Licht einer Wellenlänge von 

380 nm angeregt.  

Die Auswertung erfolgte Computer-basiert (open source: Fiji. Image J). Die 

monochromatischen Bilder wurden gefärbt (DAPI: blau, Fluorescin: orange) und die 

beiden Aufnahmen desselben Organausschnittes übereinandergelegt, die mit den 

jeweilig unterschiedlichen Wellenlängen angeregt wurden. TUNEL-positive Zellen 

wurden definiert als Zellen, in denen ein violettes Signal (Mischung aus blau und 

orange als eindeutiges Zeichen für Kernfärbung) detektiert wurde. Diese Zellen 

wurden mit dem Zähl-tool des Programms markiert und automatisch gezählt. Auf diese 

Weise wurden 5 Gesichtsfelder pro Organ und Nierenabschnitt ausgewertet. Die 

absoluten Zahlen der TUNEL-positiven Zellen wurden anschließend miteinander 

verglichen. 
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Periodsäure-Schiff-Reaktion Färbung (PAS) 

Die in den refixierten Dünnschnitten befindlichen Zucker wurden für 15 min bei 

Raumtemperatur in einer 1 %igen Periodsäure (Carl Roth GmbH und Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland) zu Aldehyden oxidiert. Danach wurden die Schnitte für 5 

Minuten unter fließendem VE-Wasser gespült. Es folgte eine 15-minütige Inkubation 

in Schiff’schem Reagenz bei Raumtemperatur, bei der die Aldehyde sich rot färbten 

(Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland). Anschließend wurden die 

Schnitte für 5 Minuten unter fließendem, lauwarmem Leitungswasser gespült. Als 

Gegenfärbung wurden die Objektträger für 15 s mit 25 % Hämatoxylin-Lösung gefärbt 

und anschließend unter lauwarmem Wasser 5 min gebläut. Die Organschnitte wurden 

anschließend mit einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und eingedeckt.  

Für die Auswertung wurden die Schnitte digitalisiert (Aperia Image Scope, Leica 

Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland).  

 

Befundung 

Die Nieren wurden vor der Befundung verblindet, und jedes Organ wurde, wie in 

Abbildung 2.14.1 gezeigt, in drei Zonen unterteilt: Nierenrinde (orange), äußeres 

Nierenmark (blau), inneres Nierenmark (gelb). Bei jedem Organ wurden in jeder der 

Zonen 5 Gesichtsfelder bewertet und anschließend ein Mittelwert gebildet. Die 

Glomeruli wurden bei 10facher, die Tubuli und das Glykogen bei 20facher 

Vergrößerung bewertet.  

 

Abbildung 2.14.1 Einteilung der Niere in Nierenrinde (orange), äußeres Nierenmark (blau) und inneres 

Nierenmark (gelb) 
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Glomeruli 

In der Nierenrinde wurden die Glomeruli auf einen Kollaps, der eine glomeruläre 

Nekrose anzeigt, untersucht (Abbildung 2.14.2 D schwarzer Pfeil). Der prozentuale 

Anteil der geschrumpften Glomeruli wurde unter den Gruppen verglichen. 

Tubuli 

Um den Zustand der Nierentubuli zu befunden, wurde der Score von Oh et al. 

angepasst, der den prozentualen Anteil an geschädigten Tubuli einer Score-Zahl 

zuordnet.143 Dabei wurde nicht unterschieden, ob es sich um tatsächlich nekrotisches 

oder apoptotisches Gewebe handelt (Abbildung 2.14.2 D-F blauer bzw. gelber Pfeil). 

 

Der Score folgte folgender Einteilung: 

Tabelle 2.14-1: Score zur histologischen Befundung der Nierentubuli 

Score-Zahl prozentualer Anteil geschädigter Tubuli 

1 0-1 % 

2 2-10 % 

3 11-20 % 

4 21-30 % 

5 >30 % 

 

Glykogenspeicher 

Einen weiteren Wert für die Befundung stellt das Vorhandensein von Glykogen in den 

Tubuluszellen der Nierenrinde dar (Abbildung 2.14.2 A grüner Pfeil). Es wurde in 

jedem Tubulus des gesamten Gesichtsfelds nach Glykogen geschaut und bei 

Vorhandensein wurde das Gesichtsfeld als Glykogen-positiv definiert. Wurden 3 oder 

mehr Glykogen-positive Gesichtsfelder gezählt, galt die Niere als Glykogen-positiv.
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D E F 

Abbildung 2.14.2: Gesunde Rattenniere A: Nierenrinde, B: äußeres Nierenmark, C: inneres Nierenmark. Proximaler Tubulus (blauer Pfeil), distaler Tubulus (roter 

Pfeil) Glomerulus (gelber Pfeil), dünner Schenkel des absteigenden oder aufsteigenden Teils der Henle-Schleife (violetter Pfeil), Gefäßbündel (brauner Pfeil), 

Glykogen (grüner Pfeil) Geschädigte Rattenniere D: Nierenrinde, E: äußeres Nierenmark, F: inneres Nierenmark. Apoptotischer Tubulus (blauer Pfeil), nekrotischer 

Tubulus (gelber Pfeil) kollabierter Glomerulus (schwarzer Pfeil) 

 

B C A 
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Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37 °C und in einer Atmosphäre von 20 % O2 

und 5 % CO2 gezüchtet. Für die THP-1- Zelllinie wurde GibcoTM RPMI-1640 Medium 

verwendet und für die HK2-Zellinie GibcoTM DMEM/F12 Medium (Invitrogen, Waltham, 

USA) mit jeweils 10% FBS (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) und 1% 

Penicillin/Streptomycin-Mix (Invitrogen, Waltham, USA). 

Vier Tage vor Versuchsbeginn wurden die THP-1 Zellen in Glasboden-Petrischalen 

(IBIDI, Martinsried, Deutschland) überführt und dem Medium 10 nM Phorbol-12-

myristat-13-acetat (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) zugesetzt, um eine 

Ausdifferenzierung zu Makrophagen zu bewirken. Die eingesetzte Zellzahl betrug 

sowohl bei THP-1 als auch bei HK2 ca. 1 Mio Zellen pro Schale. 

Die TG-Sauerstoffträger wurden aus Steen-Solution® nach der in Abschnitt 2.3 

beschriebenen Anleitung hergestellt und für 2 Wochen bei 4 °C gelagert. Das 

Zellmedium wurde zu Beginn des Versuchs durch Steen-Solution® mit einer Volumen-

Fraktion von 4 % der Sauerstoffträger ersetzt und für 4 Stunden bei 37 °C und 20% O2 

und 5% CO2 inkubiert. Die Zellen wurden anschließend vom umgebenden Medium 

befreit und ohne weiteres Abwaschen mit Glutaraldehyd und Formaldehyd in PHEM-

Puffer (60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgCl2 4% Glutaraldehyd, 

1% Formaldehyd) fixiert. Nach vier Stunden wurde der Puffer gewechselt zu PHEM-

Puffer ohne Glutaraldehyd. 

 

 

In Graphen wurden Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt. Vergleiche 

zwischen Gruppen wurden bei Normalverteilung der Ergebnisse mit Hilfe des multiple 

t-Tests zusammen mit der Holm-Sidak post hoc Methode oder einer one way ANOVA, 

gefolgt von einem Dunnett`s post-hoc Test, durchgeführt, und bei nicht 

normalverteilten Daten wurde der Kruskal-Wallis Test mit anschließendem Dunn’s post 

hoc Test analysiert, um eine statistische Signifikanz zu bestimmen. Ein p-Wert <0.05 

wurde als statistisch signifikant angesehen. Ausreißer wurden mit dem Ausreißer-Test 

nach Rout mit einem p-Wert < 0,5 bestimmt. Die Analysen wurden computerbasiert 

durchgeführt (GraphPad Prism 8 for Windows, Version 8.0.2, GaphPad Software, Inc, 

Januar 2019) 
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3. Ergebnisse 

 

Albuminkonzentration der Stammlösung 

Die Sauerstoffträger wurden bei einem Druck von 20.000 PSI, bei 4 °C und einer 

einzigen Passage durch den Homogenisator aus Albuminlösungen unterschiedlicher 

Konzentrationen (2 %, 5 % und 10 %) hergestellt. In Abbildung 3.1.1 ist die daraus 

resultierende durchschnittliche Partikelgröße (MI) in Abhängigkeit von der 

Albuminkonzentration der Lösung dargestellt. Eine deutliche Abnahme der mittleren 

Partikelgröße mit steigender Albuminkonzentration kann beobachtet werden.   

Druck während der Homogenisierung 

Die Sauerstoffträger wurden in allen weiteren Versuchen aus einer 5 %igen 

Serumalbumin-Lösung hergestellt.  

Um zu verstehen, wie sich der Sauerstoffträger formiert, wurden drei verschiedene 

Drücke von 690 bar (10.000 PSI), 1380 bar (20.000 PSI) und 2070 bar (30.000PSI) 

getestet und die Auswirkung auf die Größe und die Lagerungsstabilität beobachtet. 

Mittels der dynamischen Lichtstreuung wurde die durchschnittliche 

Partikelgrößenverteilung der Sauerstoffträger ermittelt und in Abbildung 3.1.2 gegen 
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Abbildung 3.1.1 Der durchschnittliche Partikeldurchmesser in Abhängigkeit von der 

Albuminkonzentration der Stammlösung aus der Sauerstoffträger hergestellt wurden. Die 

Sauerstoffträger wurden bei 20.000 PSI und in einer Homogenisatorpassage hergestellt und die 

Intensität der dynamischen Lichtstreuung wurde unmittelbar nach der Synthese gemessen. Die 

Steigerung der Albuminkonzentration führte zu einer Abnahme des Partikeldurchmessers. Gezeigt 

werden die Mittelwerte ± SD aus n=2 Messungen. 
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die Lagerungszeit aufgetragen. Die Größe der Sauerstoffträger nimmt proportional 

zum eingesetzten Druck ab, wobei der Größenunterschied zwischen den Synthesen 

bei 10.000 PSI und 20.000 PSI doppelt so groß ist wie der zwischen 20.000 PSI und 

30.000 PSI. Das Wachstum der Sauerstoffträger über die Zeit konnte in zwei Phasen 

eingeteilt werden, eine Phase des schnellen Wachstums (etwa bis Tag 5) und eine 

folgende Phase des langsamen Wachstums. Zu beobachten war, dass die 

Sauerstoffträger, die mit niedrigerem Druck synthetisiert wurden, generell langsamer 

wuchsen und einen geringen Zuwachs erfuhren. Nach 23 Tagen erreichten die 

Sauerstoffträger aller Synthesemodi ungefähr den gleichen Durchmesser von ca. 

330 nm.  

 

Abbildung 3.1.2: Dargestellt sind die Änderungen der Partikelgrößenverteilungen von Sauerstoffträgern, 

die eine Passage bei unterschiedlichen Drücken (10.000 PSI, 20.000 PSI, 30.000 PSI) durch den 

Homogenisator erfahren haben über die Zeit. Aufgetragen ist die durchschnittliche 

Partikelgrößenverteilung der Sauerstoffträger, ermittelt durch die Intensitätsmessung der dynamischen 

Lichtstreuung über einen Zeitraum von 23 Tagen. Die Wachstumskinetik kann in zwei Phasen unterteilt 

werden: Die Phase des schnellen Wachstums und die Phase des langsamen Wachstums. Die 

Sauerstoffträger, die mit niedrigerem Druck hergestellt wurden, zeigen generell ein langsameres 

Wachstum im Vergleich zu den Sauerstoffträgern, die mit hohen Drücken hergestellt wurden. Nach 23 

Tagen gleicht sich die durchschnittliche Größe bei allen drei Drücken an und beträgt ca. 330 nm. Gezeigt 

sind die Mittelwerte ± SD aus n=5 Messungen 

Anzahl der Passagen durch den Homogenisator 

Im Weiteren wurde der Einfluss der Passagen durch den Homogenisator auf die 

Stabilität der Sauerstoffträger in wässriger Lösung untersucht. Bei 30.000 PSI wurden 
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die Proben nach einer sowie nach 20 Passagen entnommen und ihre 

Partikelgrößenverteilung mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung ermittelt. Abbildung 

3.1.3 zeigt, dass direkt nach Herstellung die Suspension, die 20 Passagen erfahren 

hatte, eine nur halb so große durchschnittliche Partikelgröße aufwies im Vergleich zur 

gleichen Suspension nach nur einer Passage (1 Passage = 215 nm; 20 

Passagen = 114 nm). Das Wachstum der Sauerstoffträger direkt nach der Synthese 

fiel nach 20 Passagen erheblich steiler aus als nach einer Passage. Die Phase des 

schnellen Wachstums endete nach fünf Tagen, wobei sich die Größe der bei den 

beiden verschiedenen Passagenzahlen hergestellten Sauerstoffträger nach fünf 

Tagen anglich. Anschließend erreichten die Sauerstoffträger, die 20 Passagen 

erfahren hatten, signifikant größere Durchmesser.  

 

Abbildung 3.1.3: Der Vergleich der Größenänderung der Sauerstoffträger über die Zeit in Abhängigkeit 

von der Passagenzahl durch den Homogenisator. Aufgetragen ist die durchschnittliche 

Partikelgrößenverteilung der Sauerstoffträger, ermittelt durch die Intensitätsmessung der dynamischen 

Lichtstreuung über einen Zeitraum von 23 Tagen. Die Erhöhung der Passagenzahl führt zu einer 

deutlichen Verminderung der Partikelgröße, aber verstärktem Partikelwachstum und ab dem achten 

Tag zu einer absoluten größeren Partikelgröße. Gezeigt werden die Mittelwerte ± SD aus n=5 

Messungen. 

Albuminverbrauch bei der Herstellung 

Die Sauerstoffträger wurden direkt nach der Herstellung mit Hilfe der dynamischen 

Lichtstreuung vermessen und anschließend zentrifugiert. Im Überstand wurde die 

Albuminkonzentration mit Hilfe einer BKG-Färbung photometrisch bestimmt. Die 

Ergebnisse sind in Abbildung 3.1.4 dargestellt. Wie bereits in  
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Abbildung 3.1.2 und Abbildung 3.1.3 gezeigt, verringerte sich die Größe der 

Sauerstoffträger sowohl mit steigendem Druck als auch mit steigender Passagenzahl. 

Mit zunehmender Passagenzahl konnte reziprok zur sinkenden Partikelgröße ein 

Mehrverbrauch an Albumin festgestellt werden. Bei zunehmendem Druck verhielt sich 

der Albuminverbrauch entgegengesetzt (er verminderte sich). 

 

 

 

Abbildung 3.1.4: Zusammenhang zwischen dem Druck, der während der Herstellung benötigt wird, bzw. 

der eingesetzten Passagenzahl und sowohl der Partikelgröße als auch der für die Herstellung 

benötigten Stoffmenge an Albumin. Aufgetragen sind die mittels dynamischer Lichtstreuung ermittelten 

durchschnittlichen Partikelgrößenverteilungen (Balken) und der mittels BKG-Färbung und 

anschließender photometrischer Bestimmung ermittelte Verbrauch an Albumin (Punkte) in Abhängigkeit 

von Druck und Passagenzahl. Mit steigendem Druck und steigender Passagenzahl verringert sich die 

durchschnittliche Partikelgröße. Der Verbrauch an Albumin vergrößert sich mit steigender 

Passagenzahl und verringert sich mit zunehmendem Druck. Gezeigt werden die Mittelwerte ± SD aus 

n=5 Messungen. 

Wie zu sehen ist, liegen die durchschnittlichen Partikelgrößen im Nanobereich, jedoch 

sind die daraus resultierenden Suspensionen, wie in Abbildung 3.1.5 zu sehen, nicht 

transparent.  
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Der Polydispersionsindex als Maß für die Einheitlichkeit der Partikelgrößenverteilung 

wird bei der DLS-Messung automatisch berechnet und ist in Abbildung 3.1.6 in 

Abhängigkeit der durchgeführten Passagen aufgetragen. Mit zunehmender 

Passagenzahl kommt es zu einem signifikanten Anstieg des Polydispersions-Index. 

 

Abbildung 3.1.6: Auftragung der Polydispersionsindizes in Abhängigkeit von der Anzahl der Passagen 

die die Suspension durch den Homogenisator erfahren hat.  

1 Passage 5 Passagen 10 Passagen 20 Passagen 

Abbildung 3.1.5: Fotografie von Sauerstoffträgern, die mit 20.000 PSI 1, 5, 10 bzw. 20 Passagen 

durch den Homogenisator erfahren haben, frisch nach der Synthese. In allen Proben ist mit bloßem 

Auge eine Trübung zu erkennen. 
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Basierend auf den bisher gezeigten Daten, wurde die Standard-Herstellung mit einem 

Druck von 20.000 PSI, einer Albuminkonzentration von 5 % und einer Passage durch 

den Homogenisator definiert. Die folgende Charakterisierung der Sauerstoffträger 

bezieht sich auf diese standardisierte Herstellung. 

Verlust des PFDs aus den Sauerstoffträgern durch Verdunstung 

Die Verdunstung des PFDs aus den Sauerstoffträgern wurde als Gewichtsverlust der 

Suspension beobachtet. Die Werte wurden auf den Startwert (0 Minuten) normiert und 

in Abbildung 3.2.1 gegen die Zeit aufgetragen. Als Vergleichsgruppe dient PFD, das 

mit 5 %iger BSA-Lösung in bidestilliertem Wasser entweder nebeneinander gelagert 

oder überschichtet wurde. Der gemessene Gewichtsverlust war in der Gruppe, in der 

das PFD in Form von Sauerstoffträgern vorlag, nach 60 Sekunden bereits signifikant 

geringer als in den Vergleichsgruppen. Die Überschichtung des PFDs mit 

Albuminlösung und die dabei entstehende Albuminschicht an der Grenzfläche hatten 

keinen Einfluss auf die Verdunstung. 

 

Abbildung 3.2.1: Verdunstung des PFDs aus den Sauerstoffträgern im Vergleich zu freiem PFD 

(nebeneinander) und mit 5%iger BSA-Lösung überschichtetem PFD (übereinander). Normiert auf den 

jeweiligen Startwert (0 Sekunden Mittelwert ± SD, n=5, p < 0,001, two way ANOVA, Dunnett‘s post hoc 

Test)  
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Partikelgrößenverteilung der Sauerstoffträger 

Kryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie (Kryo-TEM) 

In der Kryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie (Kryo-TEM) wurde keine 

Kontrastierung durchgeführt, wie sie in anderen TEM-Verfahren verwendet wird. Daher 

ist es nicht möglich, den Kern des Sauerstoffträgers von seiner Albuminhülle zu 

unterscheiden, wodurch der gesamte Sauerstoffträger als schwarze Kreise erkennbar 

ist (Abbildung 3.2.2). Die Suspension wurde mittels des Plunge-Freeze-Verfahrens 

schockgefroren. Zwischen den einzelnen Sauerstoffträgern ist deutlich ein Abstand in 

Form einer hellen Linie zu erkennen. Die Annäherung zweier Sauerstoffträger führt zu 

deren Verformung. Die Sauerstoffträger liegen sowohl vereinzelt als auch in Gruppen 

zusammengelagert vor. Die in Abbildung 3.2.2 dargestellten Sauerstoffträger besitzen 

Größen zwischen 40 und 670 nm.  

 

DLS, SLS, Lichtmikroskopie 

Unmittelbar nach Herstellung der Sauerstoffträger wurde die Partikelgrößenverteilung 

mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung ermittelt.  

Die Messung der Intensität der Lichtstreuung ergab die in Abbildung 3.2.3 dargestellte 

Gauß‘sche Größenverteilung. Aufgetragen ist der hydrodynamische Durchmesser des 

Sauerstoffträgers gegen den prozentualen Anteil der Gesamtintensität der 

Lichtbrechung der Suspension. Der D50, d.h. der Durchmesser, den 50% der 

Abbildung 3.2.2: In der Kryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie wird derKern der Sauerstoffträger 

schwarz dargestellt. Die Sauerstoffträger verbleiben durch die Schockgefrierung in ihrer nativen Form. 

Zwischen den Sauerstoffträgern ist ein kleiner Abstand zu erkenne. Die Annäherung zweier 

Sauerstoffträger führt zu einer Verformung. (Aufnahme: PD Holger Jastrow, Bernd Walkenforst; 

IMCES Uni-DUE) 
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Sauerstoffträger unterschreiten, liegt bei 232 nm, wobei der D95, d.h. der 

Durchmesser, den 95% der Sauerstoffträger unterschreiten, bei 349 nm liegt. Der 

Polydispersionsindex liegt bei 0,607. Basierend auf der in Abbildung 3.2.3 gezeigten 

Partikelgrößenverteilung, wurde das Zetapotential einer von jeglichem ungebundenen 

Albumin befreiten Probe bestimmt. Das Zetapotential wurde in Köln von Dipl.-Ing. 

Daniel Moog in der Firma Pulveranalyse GbR durch Messung der elektrokinetischen 

Schallamplitude (ESA) bestimmt. Die Messung ergab eine ESA von 0,7 m*Pa*mV-1, 

aus der mit Hilfe des bekannten durchschnittlichen Durchmessers das Zetapotential 

von -21 mV berechnet werden konnte. 

Abbildung 3.2.3: Exemplarisches Histogramm der Partikelgrößenverteilung der Sauerstoffträger 

unmittelbar nach der Herstellung, ermittelt durch die Messung der Intensität der dynamischen 

Lichtstreuung. Aufgetragen ist der Durchmesser des Sauerstoffträgers gegen den prozentualen Anteil 

an der Intensität, den die Partikel der einzelnen Größen haben (qr [%]) 

Zur Validierung der DLS Messungen wurden von Dr. Sven Haferkamp von der SOLID-

CHEM GmbH in Bochum statische Lichtstreuungsmessungen von Proben 

durchgeführt, die nach der standardisierten Herstellungsprozedur hergestellt wurden. 

Die Messungen ergaben die in Abbildung 3.2.4 dargestellte Größenverteilung. Die 

dabei beobachteten Partikel besaßen einen D50 von durchschnittlich 191 nm, jedoch 

einen D90 von 5684 nm. Wie in Abbildung 3.2.4 zu sehen, existiert neben der in der 

DLS beobachteten Population eine weitere Population mit größeren Partikeln, deren 

durchschnittliche Größe bei über 6000 nm liegt, deren Zahl gering ist, deren Volumen 

aber nicht zu vernachlässigen ist. 
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Abbildung 3.2.4: Partikelgrößen-

verteilung der Sauerstoffträger an Tag 2 

nach der Herstellung, ermittelt durch die 

Messung der SLS. A: Aufgetragen wurde 

der prozentuale Anteil am Gesamt-

volumen aller Partikel, den Sauerstoff-

träger bestimmter Partikelgröße haben. 

Zu sehen ist eine bimodale Größen-

verteilung mit einem D50 von 191 und 

einem D90 von 5684. B: Aufgetragen ist 

die Anzahl der Partikel, die abhängig von 

ihrer Größe den jeweiligen Anteil an der 

Intensität der statischen Lichtstreuung 

haben. In dieser Messung wurde eine 

monomodale Partikelgrößenverteilung 

mit einem D50 von 91 nm und einem D90 

von 164 nm detektiert. Jede Linie stellt 

die gemittelte Messung zweier Proben 

dar, die in kurzem zeitlichem Abstand 

gemessen wurden. 

Die in der SLS beobachtete Population von Sauerstoffträgern mit einer Größe über 1 

µm wurde für die vollständige Charakterisierung mikroskopisch analysiert.  

Abbildung 3.2.5 A zeigt die Sauerstoffträger als helle kugelförmige Partikel. 

Eine Immersionsmikroskopie wurde von Dr. Karl-Heinz Schäffner in der Labor Dr. 

Schäffner GmbH in Solingen durchgeführt, um qualitativ höherwertige Daten für die 

Bestimmung der Partikelgrößenverteilung zu generieren. Dabei wird durch seitliche 

Einstrahlung kurzwelligen Lichts in Form von ultrakurzen Laserblitzen das Abbe-Limit 

überwunden, und Partikel im Submikronbereich werden sichtbar gemacht. Eine mit 

dieser Technik angefertigte mikroskopische Aufnahme ist exemplarisch in Abbildung 

3.2.5 B dargestellt. Die ermittelten Partikelgrößen der Sauerstoffträger, lagen im 

Bereich von 270 nm-1140 nm. Für eine statistische Auswertung oder die Anfertigung 

eines Histogramms reichten, aufgrund der geringen zu beobachtenden Partikelzahl die 

Daten beider mikroskopischer Messmethoden nicht aus. 

A 

B 
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Abbildung 3.2.5: A Exemplarische Darstellung einer lichtmikroskopischen Aufnahme einer 

Sauerstoffträgersuspension. Die Sauerstoffträger sind klar zu erkennen und liegen im Größenbereich 

zwischen 1 µm und 5 µm. B Exemplarische Immersionsmikroskopieaufnahme einer 

Sauerstoffträgersuspension. Das blaue, seitlich eingeblitzte Licht ermöglicht Partikel, die kleiner sind 

als das Abbe-Limit, sichtbar zu machen. Die auf diese Art detektierten Partikelgrößen liegen im Bereich 

von 270 nm – 1140 nm. Die Aufnahme wurde angefertigt von Dr. Karl-Heinz Schäffner in der Labor Dr. 

Schäffner GmbH in Solingen. 

Oberflächenbeschaffenheit des Sauerstoffträgers: 

Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance, NMR) 

In Zusammenarbeit mit dem Institut für biomolekulare NMR an der Ruhr-Universität 

Bochum wurden 1H-NMR-Spektren der Sauerstoffträger aufgenommen. Hierfür 

wurden die zwei Messungen einer Probe durchgeführt. Die entstandenen Spektren 

sind in Abbildung 3.2.6 gezeigt. Für das Spektrum in A wurde eine unbehandelte Probe 

einen Tag nach der Herstellung gemessen. Im Bereich zwischen 6,5 und 8,5 ppm sind 

die für Proteine typischen Banden zu sehen. Die Probe wurde durch vierfaches 

Zentrifugieren und Resuspendieren in bidestilliertem Wasser von überschüssigem 

Albumin befreit, und es wurde erneut ein Spektrum aufgenommen, das in B gezeigt 

ist. Die Banden im Bereich von 6,5 bis 8,5 ppm sind nicht mehr zu erkennen. C zeigt 

eine Serie von H1-NMR-Spektren von einer gewaschenen Probe, die auf sechs 

einzelne verschlossene Reagiergefäße aufgeteilt wurde und von denen ein Gefäß zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten geöffnet und auf freigesetztes Albumin untersucht 

wurde. Es kommt zu einer geringen Freisetzung. D zeigt eine Serie von H1-NMR-

Spektren, die von der geöffneten und offen gelagerten Probe aus B zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten aufgenommen wurden. Das Signal für freigesetztes 

Albumin ist ab Tag 3 zu erkennen. 

B A 
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D 

Abbildung 3.2.6: A 1H-NMR Spektrum einer unbehandelten Sauerstoffträgersuspension. Die Banden 

die durch frei bewegliches Albumin hervorgerufen werden sind deutlich zu erkennen. B Durch 

viermaliges Zentrifugieren und Resuspendieren in destilliertem Wasser wurden alle Albumin-

moleküle die nicht an der Oberfläche der Sauerstoffträger adhäriert waren aus der Probe entfernt. 

Die in A zu erkennenden Banden sind in B nicht mehr detektierbar. C Proben wurden für 8 Tage bei 

4 °C in verschlossenen Reagiergefäßen gelagert und es wurden täglich H1-NMR-Spektren 

aufgenommen. D Die in B dargestellte Probe wurde im geöffneten NMR-Messröhrchen über 8 Tage 

bei 4 °C gelagert und es wurde täglich ein H1-NMR-Spektrum aufgenommen. Die Messungen wurden 

von Dr. Oliver Arnolds im Institut für biomolekulare NMR aufgenommen. 

Albumin 

A B 

C Geschlossenes Gefäß Offenes Gefäß 
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Kryo-Raster-Elektronenmikroskopie (Kryo-REM) 

Kryo-Raster-elektronenmikroskopische-Aufnahmen der Sauerstoffträger wurden von 

Dr. Karl-Heinz Schäffner in der Labor Dr. Schäffner GmbH in Solingen aufgenommen. 

Die Sauerstoffträger wurden mittels Plunge-Freeze-Verfahren schockgefroren und das 

umgebende Wasser wurde bei -100 °C im Hochvakuum sublimiert. Die getrockneten 

Sauerstoffträger wurden dann mit einer stromleitenden Schicht (in diesem Falle Gold) 

überzogen. Die Aufnahmen zeigen Kugeln, die aufgeplatzt zu sein scheinen. Die Dicke 

der Risskanten als Maß für die Albuminschichtdicke wurde gemessen und ergab Werte 

zwischen 5 und 10 nm. 

A B 

E C D 

Abbildung 3.2.7: Kryo-Rasterelektronenmikroskop Aufnahmen. A Die kugelförmigen Objekte sind aller 

Wahrscheinlichkeit nach die Sauerstoffträger, deren Perfluorcarbon-Kern beim Sublimieren der Probe 

bei -100 °C entwich und dabei ein Loch in die Albumin-Hülle riss. Die Sauerstoffträger im Bild liegen in 

einem Partikelgrößenbereich von 233 nm – 554 nm. B/C/D/E Die Schichtdickenbestimmung am 

aufgerollten Rand der Austrittsstelle des PFDs ergab in C und D eine Dicke von 30 nm in E 20 nm. 

Abzüglich einer 10 nm dicken Goldschicht und unter der Annahme, dass sich an dieser Stelle die Hülle 

doppelt gelegt hat, ist in C und D eine Schichtdicke von 10 nm in E von 5 nm anzunehmen. Das entspricht 

einer dreilagigen bzw. einlagigen Albuminschicht als Hülle. Die Aufnahme wurde angefertigt von Karl-

Heinz Schäffner in der Labor Dr. Schäffner GmbH in Solingen 

E 

D 

C 
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Sauerstoffkapazität der Sauerstoffträger 

Amperometrische Sauerstoffmessung mit Hilfe des Oxygraph-2k 

 Abbildung 3.2.8 zeigt die mit Hilfe eines Oxygraph O2K bestimmte 

Sauerstoffkapazität der Sauerstoffträger in Abhängigkeit von ihrer Volumen-Fraktion 

in der Suspension. Die Sauerstoffkapazität steigert sich signifikant und proportional mit 

steigender Volumen-Fraktion der Sauerstoffträger. Die Messungen ergaben 

gegenüber der Kontrolle ohne Sauerstoffträger eine Steigerung von ungefähr 2-2,5 mL 

O2 pro L Suspension pro 1 %iger Steigerung der Sauerstoffträgerkonzentration bei 

Atmosphärendruck.  
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Abbildung 3.2.8: Die Sauerstoffkapazität der Sauerstoffträger Suspension wurde in Abhängigkeit von 

der eingesetzten Volumen-Fraktion, mit Hilfe eines Oxygraph O2K bestimmt. Die Sauerstoffkapazität 

steigerte sich mit steigender Volumen-Fraktion signifikant. Mittelwert ± SD, * p< 0,0001, one way 

ANOVA gefolgt von einem Dunnett’s post hoc Test 
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Physikalische Eigenschaften des TG-Sauerstoffträgers 

Die Größe des TG-Sauerstoffträgers wurde mit unterschiedlichen optischen und 

streuungsbasierten Methoden untersucht. Abbildung 3.3.1 A ist eine Fotographie der 

Sauerstoff-Suspension am Tag der Herstellung. Es ist mit dem bloßen Auge im 

Durchlicht keine Lichtstreuung an den Sauerstoffträgern zu erkennen.  

Ein am ersten Tag nach der Herstellung aufgenommenes UV/Vis – Spektrum im 

Spektralbereich von 200-800 nm ist in Abbildung 3.4.1 B dargestellt. Eine deutliche 

Absorptionbande im UV-Bereich des Spektrums zwischen 300 und 400 nm mit dem 

Peak bei 307 nm ist zu sehen. Diese Absorptionsbande ist zu längeren Wellenlängen 

verschoben im Vergleich zu nativem gelöstem Albumin. Der beobachtete Peak weist 

ein tailing in Richtung größerer Wellenlängen auf. Es gibt keine Hinweise auf eine 

durch Lichtstreuung verursachte Interferenz. 

 

Abbildung 3.3.1: A Fotografie der nanopartikularen 

Sauerstoffträger-Suspension am Tag der Herstellung. Im 

Durchlicht ist mit bloßem Auge keine Streuung durch die 

Sauerstoffträger in der Suspension zu erkennen. B UV/Vis 

Spektrum (200 – 800 nm) einer TG-Sauerstoffträger-

Suspension am Tag der Herstellung. Eine Absorptionsbande 

mit dem Peak bei 307 nm und einem tailing in Richtung größerer 

Wellenlängen. 

 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1

200 300 400 500 600 700 800

A
b

so
rp

ti
o

n

Wellenlänge [nm]

B 

A 



Ergebnisse 

 
52 

 

Partikelgrößenverteilung der TG-Sauerstoffträger 

DLS 

Zur Partikelgrößen-Bestimmung wurde direkt nach der Synthese eine Messung der 

Intensität der dynamischen Lichtstreuung durchgeführt. Abbildung 3.3.2 zeigt das 

bestimmte Histogramm für die TG-Sauerstoffträger-Suspension. Die durchschnittliche 

Partikelgröße liegt bei 172 nm. 

 

Abbildung 3.3.2: Exemplarisches Histogramm der Partikelgrößenverteilung der Sauerstoffträger 

unmittelbar nach der Herstellung, ermittelt durch die Messung der Intensität der dynamischen 

Lichtstreuung. Aufgetragen ist der Durchmesser des Sauerstoffträgers gegen den prozentualen Anteil 

an der Intensität, den die Partikel der einzelnen Größen haben 

In der DLS wurde eine bimodale Verteilung detektiert mit einer kleinen Population von 

Partikeln mit einer Größe zwischen 25 und 45 nm und einer großen Population mit 

einer Partikelgröße von 80 bis 410 nm. Unter dem Mikroskop konnten keine 

Sauerstoffträger detektiert werden. 

 

SLS 

Zur Verifizierung des in der DLS gemessenen Histogramms wurden von Dr. Sven 

Haferkamp in der SolidChem GmbH in Bochum Messungen der statischen 

Lichtstreuung durchgeführt (Abbildung 3.3.3). Es konnte in jeder Probe einen Tag nach 

der Herstellung nur eine Population mit einer durchschnittlichen Partikelgröße von 

~150 nm bzw. ~180 nm in der Anzahl-Partikelgrößenverteilung und bei der Volumen-

Partikelgrößenverteilung bei ~180 nm bzw. ~200 nm gefunden werden. Nach ~ 5 
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Monaten der Lagerung bei 4 °C liegt die durchschnittliche Partikelgröße in der Anzahl-

Partikelgrößenverteilung bei ~300 nm und in der Volumen-Partikelgrößenverteilung 

bei ~380 nm. Die maximale Partikelgröße liegt in beiden Fällen unter 650 nm. 

 

Abbildung 3.3.3: Messung der statischen Lichtstreuung einer TG-Sauerstoffträger-Suspension einen 

Tag nach der Herstellung (durchgängige Linie) und ~ 5 Monate nach der Synthese (gestrichelte Linie). 

A Anzahl-Partikelgrößenverteilung; B Volumen-Partikelgrößenverteilung  

Transmissions-Elektronenmikrokopie 

TG-Sauerstoffträger wurden aus humanem Serumalbumin-haltiger Lösung hergestellt 

und nach einer zweiwöchigen Lagerung mit Makrophagen (aus THP-Zellen gereift) 

bzw. humanen Nieren-Tubulus-Epithelzellen (HK2) bei 37 °C für 4h inkubiert. 

Abbildung 3.3.4 zeigt die im Extrazellularraum befindlichen Sauerstoffträger nach der 

Inkubation. Gelbe Pfeile indizieren die größten Sauerstoffträger, die in den Aufnahmen 

gefunden wurden, mit einem Durchmesser von unter 200 nm. Grüne Pfeile indizieren 

kleinere Sauerstoffträger bis hin zu einem Durchmesser von 20 nm. Die ovale Form 

der Sauerstoffträger ist artifiziell bei der Herstellung der Ultradünnschnitte entstanden. 

A B 
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Sauerstoffkapazität der TG-Sauerstoffträger 

Die mit Hilfe eines Oxygraph O2K bestimmte Sauerstoffkapazität der TG-

Sauerstoffträger-Suspension bei einer Volumen-Fraktion von 16,66 vol% lag einen 

Tag nach Herstellung der Suspension bei 56,6 ± 5,18 mLO2 * mLH2O
-1 * 1atm-1.  

 

 

Abbildung 3.3.4: Sauerstoffträger mit humanem Serumalbumin als Hüllmaterial nach 2-wöchiger 

Lagerung bei 4 °C und 4 stündiger Inkubation bei 37 °C. Gelbe Pfeile: Partikel mit einem Durchmesser 

von knapp unter 200 nm. Grüne Pfeile: Partikel mit einem Durchmesser von ~ 20 nm. 
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Biokompatibilität der TG-Sauerstoffträger 

Die Versuche hinter den gezeigten TEM-Aufnahmen wurden von Dr. Miriam Cantore durchgeführt, und die Aufnahmen wurden unter 

Mithilfe von PD Dr. Holger Jastrow angefertigt. Makrophagen zeigten sich als sehr potent, die Sauerstoffträger zu inkorporieren. 

Abbildung 3.3.5 A zeigt eine Makrophage, die große Mengen der Sauerstoffträger aufgenommen hat und diese innerhalb eines 

Phagosoms und später eines (Hetero-) Lysosoms gespeichert hat. Gelbe Pfeile: Sauerstoffträger; rote Pfeile: Risse im Objektträger 

(vielleicht durch Sauerstoffträger verursacht). Innerhalb der Vesikel sind die Sauerstoffträger noch immer umhüllt von einer feinen 

Schicht. Abbildung 3.3.5 B zeigt die Aktivität an der Zellmembran der Makrophagen. Es sind Pseudopodien zu sehen, die bei der 

Aufnahme von Fremdpartikeln helfen. C zeigt inkorporierte Sauerstoffträger. Der Einschluss in ein Vesikel sowie der Erhalt der 

ursprünglichen Gestalt und Größe sind zu erkennen. 

 

Abbildung 3.3.5: A Makrophage (aus THP-Zellen gereift) mit inkorporierten Sauerstoffträgern; B Aktivität an der Membran der Makrophagen. Pseudopodien 

helfen bei der Aufnahme der Sauerstoffträger; C: Sauerstoffträger sind innerhalb der Zelle von einer sichtbaren Membran umhüllt. Gelbe Pfeile: Sauerstoffträger, 

rote Pfeile: artifizielle Risse und Löcher im Gewebe 

B C A 
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Abbildung 3.3.7 Transmissions-Elektronenmikroskopische Aufnahme einer abgestorbenen 

Macrophage. Sauerstoffträger in und um die Makrophage sind deutlich zu erkennen. 

Abbildung 3.3.6: Transmissions-elektronenmikroskopische Aufnahme einer proximalen 

Tubuluszelle (HK2) nach Inkubation mit Sauerstoffträgern. Der Sauerstoffträger (grün) befindet sich 

in einer Membraneinstülpung (violett) 
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Die biologische Interaktion der Sauerstoffträger wurde auch in HK2 Zellen untersucht. In Abbildung 3.3.8 A ist exemplarisch das 

Vorkommen intrazellulärer Sauerstoffträger dargestellt. B zeigt die Aufnahme mehrerer Sauerstoffträger (gelber Pfeil) zusammen mit 

dem umgebenden Medium, erkennbar an dem grauen Schleier aus Albuminmolekülen. C Zeigt eine direkte Berührung der 

Sauerstoffträger mit der Außenseite der Zellen. Im Inneren der Zelle ist eine Vakuole zu erkennen.

Abbildung 3.3.8 A HK2 (proximale Tubulusepithel-Krebszelllinie) mit inkorporierten Sauerstoffträgern (gelbe Pfeile). Extrazellulär ist eine hohe Anzahl an 

Sauerstoffträgern im Medium erkennbar.; B Sauerstoffträger (gelbe Pfeile) werden samt umgebendem Medium von der Zelle umschlossen (blaue Pfeile) und in 

das Zellinnere aufgenommen.; C: Sauerstoffträger kommen in direkten Kontakt mit der Außenseite der Zellen (orangener Pfeil); auf der Innenseite der Membran 

befindet sich ein Hohlraum 

B A C 
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Sauerstoffversorgung des Gewebes 

Die Versorgung eines ex vivo perfundierten Organs mit ausreichenden Mengen an 

Sauerstoff bedarf bei physiologischen Flussraten der Oxygenierung der 

Perfusionslösung mit 100% Sauerstoff des Einsatzes von Sauerstoffträgern. In 

Abbildung 3.2.8 sind die Sauerstoffkapazitäten der Sauerstoffträger in Abhängigkeit 

von der verwendeten Volumen-Fraktion aufgetragen. Um daraus eine ausreichende 

Sauerstoffversorgung des Gewebes abzuleiten, wurden WB Analysen von 

stabilisiertem HIF-1α und HIF-2α als Indikatoren für eine Hypoxie des Nierengewebes 

durchgeführt. Es wurden signifikant geringere Mengen an HIF-1α in der Anwesenheit 

von 4 % (p<0,05) und 8 % (p<0,01) Sauerstoffträgern nachgewiesen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe ohne Sauerstoffträger. Hingegen reichte die Anwesenheit von 2 % 

Sauerstoffträgern nicht aus, um die Akkumulation des Faktors signifikant zu verhindern 

(Abbildung 3.4.1 A/C). Signifikant geringere Mengen an HIF-2α wurden nur in der 

Anwesenheit von 8 % nachgewiesen, aber weder in der Anwesenheit von 2% noch in 

der Anwesenheit von 4% Sauerstoffträgern (Abbildung 3.4.1 B/C). 
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Abbildung 3.4.1:Quantifizierung der Akkumulation des Hypoxie-induzierbaren Faktors 1 alpha (HIF-1α) 

und 2 alpha (HIF-2α) in ex vivo perfundierten Nieren mittels WB Analyse. A: Eine signifikant geringere 

Menge von HIF-1α wurde in der Anwesenheit von 4 % und 8 % Sauerstoffträgern beobachtet. B: Es 

wurden ausschließlich in Anwesenheit von 8 % Sauerstoffträgern signifikant geringere Mengen von HIF-

2α nachgewiesen. C: WB von HIF-1α, HIF-2α und Aktin als Ladekontrolle. Median ± 95%CI, *p≤0,05, 

**p<0,01, ns nicht signifikant Kruskal-Wallis Test Kontrolle als Vergleichsgruppe, gefolgt von einem 

Dunn’s post-hoc Test. Die WB-Analyse wurde von Dr. Miriam Cantore durchgeführt. 
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Physiologische Funktion 

Abbildung 3.4.3 zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der GFR mit Hilfe der Messung 

von Inulin im Urin und in der Perfusionslösung. Sie ergab eine mit 300 ± 36 µL/(min*g) 

signifikant höhere Rate in Anwesenheit von 4 % Sauerstoffträgern im Vergleich zur 

Kontrollgruppe mit 156 ±37 µL/(min*g) über den gesamten Zeitraum des Versuchs. Die 

Anwesenheit von 2 % Sauerstoffträgern zeigte eine anfangs signifikant geringere GFR 

im Vergleich zur Kontrollgruppe, die sich über die Zeit steigerte, jedoch nicht die GFR 

der Kontrollgruppe überstieg. Die Anwesenheit von 8% Sauerstoffträgern verursachte 

eine Verringerung der GFR nach 60 Minuten und eine geringere GFR über den 

gesamten Zeitraum der Perfusion im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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Abbildung 3.4.2: Die Anwesenheit von 4 % Sauerstoffträgern war in der Lage, die glomeruläre 

Filtrationsrate (GFR) signifikant und substantiell gegenüber der Kontrollgruppe zu steigern. n=6 ± SD, 

*p<0,05, two way ANOVA gegen Kontrolle, gefolgt von Dunnett’s post-hoc Test. 
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Zellschäden innerhalb der Niere 

AST-Aktivität in Perfusionslösung und Urin 

Die Aktivität der Aspartat-Aminotransferase (AST) wurde durch Substratumsatz in der 

Perfusionslösung und Urin der ex vivo perfundierten Nieren nach 120 min bestimmt. 

In den Proben der Gruppe, die mit 4 % Sauerstoffträgern perfundiert wurde, zeigt sich 

in beiden Flüssigkeiten eine signifikant geringere Aktivität im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Die Anwesenheit von 2 % und 8 % Sauerstoffträgern führte zu keiner 

geringeren AST Aktivität, weder in der Perfusionslösung noch im Urin (Abbildung 

3.4.3). 
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Abbildung 3.4.3: AST-Aktivität, wurde sowohl in der Perfusionslösung (A) als auch im Urin (B) bestimmt. 

Die Anwesenheit von 4 % Sauerstoffträgern, nicht aber die Anwesenheit von 2 % und 8 % 

Sauerstoffträgern, war in der Lage, eine signifikant geringere AST-Aktivität in beiden Flüssigkeiten zu 

erzeugen. Mittelwert ± SD, *p<0,05, ns nicht signifikant one way ANOVA gegen Kontrolle, gefolgt von 

Dunnett’s post hoc Test. 
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TUNEL-Assay 

Mit Hilfe der TUNEL-Methode wurden abgestorbene Zellen sowohl in der Nierenrinde 

als auch im Nierenmark markiert.  

Abbildung 3.4.4 A zeigt die aus 5 Gesichtsfeldern pro Gewebedünnschnitt gemittelte 

Zahl toter Zellen in der Nierenrinde (A) und dem Nierenmark (B). Die Zählung 

abgestorbener Zellen ergab in Anwesenheit von 4% Sauerstoffträgern sowohl in der 

Nierenrinde als auch im Nierenmark nur 35 TUNEL-positive Zellen, wohingegen alle 

anderen Gruppen substantiell mehr TUNEL-positive Zellen aufwiesen. Die 

Anwesenheit von 2% und 8 % Sauerstoffträgern erhöhte die Anzahl TUNEL-positiver 

Zellen sowohl in der Nierenrinde als auch im Nierenmark. Zu vermerken ist, dass in 

der Kontrollgruppe sowie in Anwesenheit von 2 % und 8 % Sauerstoffträgern das 

Nierenmark mehr TUNEL positive Zellen aufwies als die Nierenrinde.  

 

Abbildung 3.4.4: Die Markierung fragmentierter DNA mittels TUNEL-Methode zeigte sowohl in Zellen 

der Nierenrinde (A) als auch im Nierenmark (C) den geringsten Zelltod in der Anwesenheit von 4% 

Sauerstoffträgern. Die Anwesenheit von 2 % und 8 % Sauerstoffträgern verursachte in beiden 

Organabschnitten eine höhere Anzahl an TUNEL-positiven Zellen (B, orange gefärbt). Die Anzahl an 

positiven Zellen in der Kontrollgruppe in Anwesenheit von 2% und in Anwesenheit von 8% 

Sauerstoffträgern liegt im Nierenmark höher als in der Nierenrinde. n=5 Mittelwert ± SD, nicht signifikant, 

one way ANOVA, gefolgt von Dunnett’s-post hoc Test 
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TBARS wurden im Urin quantifiziert und zeigten signifikant und substantiell erhöhte 

Werte in Anwesenheit von 2 % und 8 % Sauerstoffträgern (Abbildung 3.4.5). Die 

Kontrollgruppe unterschied sich in den Werten nicht von der 4 % Gruppe. 
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Abbildung 3.4.5: Die Konzentration Thiobarbitursäure-reaktiver Substanzen (TBARS) im Urin war 

signifikant höher in der Anwesenheit von 2 % und 8 % Sauerstoffträgern. Die Kontrolle und die 4% 

Gruppe zeigten vergleichbar niedrige Konzentrationen. Mittelwert ±-SD, *p<0.001 one way ANOVA 

multiple comparison, gefolgt von Dunnett`s post-hoc Test. 
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Zellschäden innerhalb der Niere 

Rattennieren wurden sechs Stunden mit einem komplexen Medium perfundiert, das 

entweder Erythrozyten oder Sauerstoffträger enthielt. Um die Zellschädigung im 

Verlauf der Perfusion beurteilen zu können, wurde in der Perfusionslösung die Aktivität 

von LDH und von AST bestimmt. Beide Parameter steigen in den Nieren, die mit 

Erythrozyten perfundiert wurden, deutlich an, während die Nieren, die mit 

Sauerstoffträgern perfundiert wurden, nur einen Anstieg von AST im 

Perfusionsmedium zeigen. (Abbildung 3.5.1) 

 

Abbildung 3.5.1: A: LDH-Aktivität im zeitlichen Verlauf der Perfusion. Mittelwert ± SD, n=4; B: AST-

Aktivität im zeitlichen Verlauf der Perfusion. Mittelwert ± SD, n=4 

B A 
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Histologie 

Für eine histologische Auswertung wurden die perfundierten Nieren mit Hilfe der PAS-

Färbung gefärbt. Die Nieren wurden auf Basis ihrer histologischen Eigenschaften in 

Nierenrinde, inneres Nierenmark und äußeres Nierenmark unterteilt und befundet. 

Dabei wurde der prozentuale Anteil nekrotischer oder apoptotischer Tubuli bestimmt. 

In der Nierenrinde wurden die Glomeruli begutachtet und deren Kollaps als Zeichen 

einer Schädigung festgehalten (Abbildung 3.5.2). Es wurden tendenziell weniger 

kollabierte Glomeruli in der Erythrozyten-Gruppe beobachtet (A) und tendenziell 

weniger Nekrosen im inneren Nierenmark in der Sauerstoffträger-Gruppe (D). Die 

Daten aus den Abbildungsteilen B-D wurden in E zusammengetragen. Es wurden 

generell mehr Nekrosen im äußeren Nierenmark beobachtet als in den anderen 

Kompartimenten. Nur in etwa einem Drittel der Nieren der Sauerstoffträger-Gruppe 

konnte noch Glykogen nachgewiesen werden, wohingegen es in allen Nieren der 

Erythrozyten-Gruppe möglich war. 

Ery
th

ro
zy

te
n

Sau
er

st
off

tr
äg

er

0

10

20

30

40

k
o

ll
a
b

ie
rt

e
 G

lo
m

e
ru

li
 [

%
] ns

Nierenrinde

p=0,07

Ery
th

ro
zy

te
n

Sau
er

st
off

tr
äg

er

0

1

2

3

4

5

T
u

b
u

lu
s
 N

e
k
ro

s
e
 S

c
o

re

Nierenrinde

ns

Ery
th

ro
zy

te
n

Sau
er

st
off

tr
äg

er

0

1

2

3

4

5

T
u

b
u

lu
s
 N

e
k
ro

s
e
 S

c
o

re

äußeres Nierenmark

ns

Ery
th

ro
zy

te
n

Sau
er

st
off

tr
äg

er

0

1

2

3

4

T
u

b
u

lu
s
n

e
k
ro

s
e
 S

c
o

re

inneres Nierenmark
ns

p=0,06

N
ie

re
nri

nde

äu
ßer

es
 N

ie
re

nm
ar

k

in
ner

es
 N

ie
re

nm
ar

k

0

1

2

3

4

5

T
u

b
u

lu
s
n

e
k
ro

s
e
 S

c
o

re

Tubulusnekrosen

✱

ns

Ery
th

ro
zy

te
n

Sau
er

st
off

tr
äg

er

0

50

100

N
ie

re
n

 m
it

 G
ly

k
o

g
e

n
 [

%
]

Glykogen

A B C

D E F

 

Abbildung 3.5.2: Histologische Befundung der Nieren, die 6 Stunden mit Erythrozyten bzw. 

Sauerstoffträgern perfundiert wurden. Mittelwert ± SD, *p<0,05, ns = nicht signifikant, one way 

ANOVA, gefolgt von Dunnett’s post-hoc Test 
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4. Diskussion 

Ziel dieser Arbeit war es, eine zellfreie Perfusionslösung für den klinischen Einsatz bei 

der normothermen ex vivo Perfusion von Nieren zu entwickeln. Die zentrale Aufgabe 

dieser Arbeit bezog sich darauf, einen albuminstabilisierten Sauerstoffträger auf 

Perfluorocarbonbasis mit Hilfe von Hochdruck-Homogenisierung herzustellen, der auf 

der einen Seite in der Lage ist, das Organ zufriedenstellend mit Sauerstoff zu 

versorgen, und auf der anderen Seite eine klinisch relevante Haltbarkeit erreicht. 

Hierfür wurden im ersten Schritt Untersuchungen angestellt, die das Verhalten der 

entstehenden Partikel während der Hochdruck-Homogenisierung aufklären. Die 

gewonnenen Informationen dienten dazu, den optimalen Herstellungsprozess zu 

entwickeln. Der auf diese Weise hergestellte Sauerstoffträger wurde in 

Zusammenarbeit mit der SolidChem GmbH aus Bochum, der Physikalischen Chemie 

der Universität Potsdam, dem Institut für Biomolekulare NMR-Spektroskopie der Ruhr-

Universität Bochum und der Pulveranalyse GbR in Köln detailliert charakterisiert.  

Der Sauerstoffträger wurde auf seine Anwendbarkeit in der ex vivo perfundierten Niere 

getestet, wobei der Hauptfokus auf der optimalen Volumen-Fraktion lag, um das Organ 

im physiologischen Zustand zu erhalten. Hierfür wurde über einen kurzen Zeitraum ein 

sehr simples Mangelmedium eingesetzt, um ausschließlich die Wirkung der 

Sauerstoffträger identifizieren zu können. 

Anschließende Untersuchungen, in denen die Funktionalität der Sauerstoffträger 

gegen den physiologischen Sauerstoffträger, die Erythrozyten, getestet wurde, wurden 

mit einem sehr komplexen Medium durchgeführt. 
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Für die Herstellung der Sauerstoffträger wurde die Hochdruck-Homogenisierung 

verwendet. Die dabei auftretenden Prozesse sind in Abschnitt 1.8 „Hochdruck-

Homogenisierung“ beschrieben und in Abbildung 1.8.1 dargestellt. 

 

Einfluss der Albuminkonzentration in der Stammlösung 

Während des Entstehens von Emulsionstropfen kommt es zu einem Ungleichgewicht 

zweier Kräfte. Zum einen zerreißen die Scherkräfte große Partikel aus PFD, zum 

anderen versuchen die neu entstandenen Partikel, direkt wieder zu fusionieren 

(Rekoaleszenz).144-146 Genauer betrachtet, kommt es bei der Entstehung kleinerer 

Sauerstoffträger aus einem größeren Sauerstoffträger zu einem 

Albumindichtegradienten entlang der Oberfläche und aufgrund eines veränderten 

Verhältnisses zwischen dem Volumen und der Oberfläche des Partikels zu 

Besetzungslücken. Diese Lücken verringern die repulsiven Kräfte zweier Partikel und 

können zu einer direkten Rekoaleszenz führen.86 Die Schließung der Lücken hängt 

zum einen von den Fließeigenschaften des Albumins entlang der Grenzfläche ab und 

wird durch die Marangoni-Konvektion beschrieben. Die treibende Kraft von der 

Verschiebung des Albumins ist der Grenzflächenspannungsunterschied zwischen 

besetzten und unbesetzten Besetzungslücken. Dem wirkt die Trägheit des zu 

bewegenden Teilchens entgegen und verlangsamt die Verschiebung. Zum anderen 

muss gelöstes Albumin aus der Umgebung nachrücken. Eine weitere Quelle für 

Albumin, die die Besetzungslücken schließt, ist das umgebende Albumin, wobei die 

Diffusionsgeschwindigkeit des Albumins aus der Lösung an die Grenzfläche der 

geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist.93,147-149 

Für die Herstellung der Sauerstoffträger wurde eine Konzentration von 50 g/L Albumin 

eingesetzt, was sehr hoch ist im Vergleich zur angegebenen Literatur, in der meist 

wenige mg/L eingesetzt wurden.147-152 Diese hohen Konzentrationen haben eine 

biologische Funktion im späteren Einsatz, sie sollen aber auch helfen die 

Diffusionsstrecke im Herstellungsprozess zu minimieren. In Abbildung 3.1.1 ist die 

durchschnittliche Partikelgröße in Abhängigkeit von der Albuminkonzentration, die im 

Herstellungsprozess eingesetzt wurde, bei sonst gleichen Herstellungsbedingungen 

dargestellt. Die aus der gesteigerten Konzentration resultierende verringerte 
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Diffusionsstrecke zeigt eine signifikant beschleunigte Absättigung der 

Besetzungslücken und eine daraus resultierende kleinere Partikelgröße bei steigender 

Albuminkonzentration (Abbildung 3.1.1). D.h. die Besetzung der Besetzungslücken im 

Entstehungsprozess der Sauerstoffträger ist in erster Linie von der Diffusion des 

Albumins aus dem umgebenden Medium abhängig, und die Marangoni-Konvektion an 

der Grenzschicht spielt scheinbar nur eine untergeordnete Rolle. Das kann an der in 

Abbildung 3.2.6 gezeigten Immobilisierung des Albumins an der Grenzfläche liegen. 

Trotz der sehr hohen Albuminkonzentration scheint die Diffusionsstrecke noch immer 

zu lang zu sein, um bei niedrigen Temperaturen eine maximale 

Besetzungsgeschwindigkeit der Besetzungslücken zu gewährleisten.  

Um also einer direkten Rekoaleszenz vorzubeugen, muss die Diffusionsstrecke noch 

weiter verkürzt und/oder die Diffusionsgeschwindigkeit erhöht werden.  

Wird größerer Druck angewendet um die Sauerstoffträger herzustellen, kommt es zu 

einer größeren Fließgeschwindigkeit und, daraus resultierend, zu größeren 

Scherkräften und mehr Kollisionen (Abbildung 1.8.1 B+C). In Abbildung 3.1.2 ist der 

Einfluss des eingesetzten Drucks auf die durchschnittliche Partikelgröße in 

Abhängigkeit vom Lagerungszeitraum dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass 

ein größerer Druck auf Grund der gesteigerten Geschwindigkeit innerhalb der 

Mikrokanäle und den daraus resultierenden größeren Verwirbelungen und 

Scherkräften zu kleineren Partikelgrößen bereits nach einer Passage durch das Gerät 

führt. Während der Lagerung bei 4 °C wachsen die Sauerstoffträger in den ersten 5 

Tagen schnell und in den folgenden 18 Tagen langsamer, bis sich die Partikelgrößen 

aus allen drei angewandten Drücken angleichen. 

 

Einfluss des Drucks, der Temperatur und der Passagenzahl auf die Albuminhülle 

Beim Einsatz höherer Drücke werden die Partikel bei Eintritt in die Mikrokanäle 

reversibel komprimiert (Abbildung 1.8.1 A) und die an der Grenzfläche adhärierten 

Albuminmoleküle bieten weniger Raum zur Anlagerung weiterer Proteine. 

Wie in Abbildung 3.1.4 zu sehen ist, werden trotz größerer Oberfläche der 

entstehenden Sauerstoffträger bei höheren Drücken geringere Mengen an Albumin 

zur Herstellung der Sauerstoffträger verbraucht. Das könnte der Grund sein, weshalb 

die entstandenen Partikel eine verringerte Lagerstabilität zeigen. Wiederholt man den 

Prozess nun bei geringer Temperatur, kommt es zu den in Abbildung 3.1.3 



Diskussion 

 
68 

 

dargestellten Beobachtungen. Die 

Steigerung der Passagen erzeugt 

unmittelbar nach Herstellung der Partikel 

signifikant kleinere Sauerstoffträger, aber 

sie sind instabiler und wachsen erheblich 

schneller als die Sauerstoffträger, die mit 

nur einer Passage hergestellt wurden. 

Nach 8 Tagen übersteigen sie deren 

Größe. Dieses Wachstumsverhalten ist 

möglicherweise auf die Temperaturen 

während der Herstellung 

zurückzuführen. Die Präemulsion wurde 

vor dem Befüllen des Homogenisators 

auf Eis gekühlt, um einer Denaturierung 

des Albumins durch die im Prozess 

auftretende Erhitzung der Suspension 

vorzubeugen. Die stete Abkühlung bis 

nah an den Gefrierpunkt sorgt dafür, 

dass sich an den 

Herstellungsbedingungen während 

mehrerer Passagen nichts ändert. Die Hochdruck-Homogenisierung erzeugt im Mittel 

immer kleinere Partikel, die mit der gleichen Trägheit besetzt werden und zusätzlich 

durch die steigende Oberflächenkrümmung der Partikel schwieriger zu besetzen sind. 

Die Beladung der Partikel mit Albumin stagniert zu einem gewissen Grad, und die 

wiederholte Anwendung des Hochdrucks sorgt dadurch nicht für eine stabilere 

Grenzschicht.149,151 Des Weiteren ist eine wichtige Eigenschaft des Albumins, dass es 

in seiner Form anisotrop ist.150 Es existiert eine hydrophile Seite und eine Seite, die 

sich der wässrigen Phase zu entziehen versucht. Dadurch kommt es zu einer 

favorisierten und einer weniger favorisierten Besetzung an der Außenseite des 

Sauerstoffträgers. Der favorisierte Zustand bedeutet, dass die Albumin-Subdomänen 

I und II die Grenzfläche berühren, während die Subdomäne III Richtung wässriger 

Phase zeigt (Abbildung 4.1.1). Durch diese Ausrichtung wird die Enthalpie des 

gesamten Systems soweit gesenkt, dass die Albuminmoleküle irreversibel an die 

Abbildung 4.1.1: Optimierter Komplex von BSA auf 

einer hydrophoben GeO2 Oberfläche. Die Bindung 

an die Oberfläche geschieht bei irreversibler 

Bindung über Methylgruppen von alpha-Helixes der 

Subdomänen I und II. Diese Domänen sind 

bevorzugte Ligandenbindestellen. (Jeyachandran 

et al. Langmuir (2009); Rezwan et al. Langmuir 

(2004); He et al. Nature (1992))  
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Grenzfläche gebunden sind und diese stabilisieren und somit den favorisierten 

Zustand des Albumins einnehmen. Ist das Albumin an der Grenzfläche anders 

orientiert, handelt es sich um einen weniger favorisierten Zustand, der die Enthalpie 

nicht weit genug senkt und dadurch reversibel ist. Dieser reversible Zustand kann nicht 

durch Rotieren im adhärierten Zustand in den favorisiertern Zustand überführt werden. 

Es muss also zu einer Desorption des Albumins mit direkter Readsorption an der 

gleichen Besetzungslücke kommen. Die Geschwindigkeit dieses Prozesses ist invers 

proportional zur Wurzel der frei zu besetzenden Fläche am Partikel, die mit sinkender 

Oberfläche des jeweiligen Partikels abnimmt.152 Das bedeutet, im Falle unseres 

Experiments könnten die niedrigen Temperaturen und wiederholte Homogenisierung 

dazu führen, dass die Albuminmoleküle nicht frei de- und readsorbieren können. 

Dadurch könnte es aufgrund der sinkenden zu besetzenden freien Fläche (durch die 

Partikelverkleinerung) dazu kommen, dass die Reorganisierung der reversibel 

adhärierten Albuminmoleküle erschwert wird. Diese fehlende Reorganisation könnte 

die in Abbildung 3.1.3 gezeigte Instabilität der Sauerstoffträger erklären. 

Sind die Albuminmoleküle zu einem großen Teil reversibel an der Oberfläche 

gebunden, können sie spontan nach dem Herstellungsprozess resorbieren und die 

instantane Koaleszenz ermöglichen, die eine breite Partikelgrößenverteilung erzeugt. 

Eine breite Partikelgrößenverteilung spiegelt sich gemäß der Lorentz-Mie-Theorie in 

reduzierter linearer Transmission wider, die sich zum einen durch eine deutliche 

Trübung der Suspensionen ausdrückt (Abbildung 3.1.5) und zum anderen in einem 

steigenden Polidispersionsindex (Abbildung 3.1.6).153  

Zusammengefasst, führen mehrfache Passagen der Suspension durch den 

Hochdruck-Homogenisator bei niedrigen Temperaturen direkt nach der Herstellung zu 

einer kleineren Partikelgröße, jedoch aufgrund einer suboptimalen 

Oberflächenbesetzung des Sauerstoffträgers mit Albumin nach einigen Tagen der 

Lagerung zu größeren Partikeln im Vergleich mit Partikeln nach nur einer Passage. 
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Verdunstung 

Eine einzige Passage durch den Hochdruck-Homogenisator bei 0-4 °C wurde aufgrund 

der in 4.1 diskutierten Einflüsse auf die Herstellung einer Suspension der 

Sauerstoffträger für alle weiteren Anwendungen als Standard definiert und bei 

abweichender Behandlung gekennzeichnet. 

Die dabei entstandene Suspension enthält mindestens zu einem gewissen Teil 

Partikel, die unter die Definition von Nanopartikeln fallen. Solche Partikel sind somit in 

ihren physikalischen, chemischen und auch biologischen Eigenschaften nicht mehr nur 

noch abhängig von dem Material, aus dem sie bestehen, sondern die Eigenschaften 

eines Materials verändern sich, wenn es nanopartikulär vorliegt.128,129 Für das in den 

Sauerstoffträgern verwendete PFD bedeutet diese Veränderung, dass wir es nicht 

mehr als grundsätzlich chemisch inert ansehen können.  

Reine Perfluorcarbone wechseln ihren Aggregatzustand aufgrund ihres hohen 

Dampfdrucks innerhalb des Blutgefäßsystems zu Dampf und führen zu Embolien. Der 

Sauerstoffträger in seiner partikulären Form zeigt eine stark verminderte Verdunstung 

und ermöglicht damit erst den Einsatz in einem normothermen System (Abbildung 

3.2.1). Zur Erklärung dieser verminderten Verdunstung gibt es zwei Theorien. Gemäß 

der ersten Theorie führt ein erhöhter Druck (Laplace Druck) innerhalb des Partikels zu 

einer Verschiebung des Phasendiagramms.154,155 Die andere Theorie geht von 

homogenen Kristallisationspunkten aus, die dafür sorgen, dass Nanotropfen erhöhte 

Siedepunkte besitzen.76,156  

 

Partikelgrößenverteilung 

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass es durch den Einsatz von Sauerstoffträgern in 

nanopartikulärer Form zu einer Interaktion mit den zellulären und gelösten 

Bestandteilen des Bluts kommt, wodurch die genaue Charakterisierung der Größe, 

Morphologie, Oberflächenladung und Oberflächenbeschaffenheit notwendig wird.157  

Das Mischen zweier unlöslicher Flüssigkeiten erzeugt sphärische Emulsionströpfchen, 

die mit einem Emulgator ummantelt sind.  

Im Falle der untersuchten Sauerstoffträger handelt es sich um Albumin als Emulgator, 

das sich um einen PFD-Tropfen legt. Um diese Annahme zu verifizieren, wurden 
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Proben für eine Kryo-TEM-Aufnahme, wie in Abschnitt 2.4. beschrieben, gereinigt. Der 

Vorteil einer Kryo-TEM liegt darin, dass die Probe keinerlei artifizieller Fixierung oder 

sonstiger Behandlung unterzogen werden muss. Die in Abbildung 3.2.2 gezeigten 

Sauerstoffträger wurden durch das Plunge-Verfahren schockgefroren. Dabei wird ein 

Tropfen der Suspension mit einer Geschwindigkeit von 10.000 K/s abgekühlt, damit 

der tatsächliche Zustand der Sauerstoffträger, wie sie in der Suspension vorliegen, 

aufgenommen werden kann.158 Die kugelförmigen Sauerstoffträger sind fein verteilt 

und zeigen nur eine geringe Neigung zur Agglomeration. Auf jedem der Bilder ist eine 

feine weiße Linie zu erkennen, die sowohl auf eine ausreichende Schichtdicke des 

Albumins schließen lässt als auch darauf, dass ein Zetapotential von -21 mV ausreicht, 

um repulsive Kräfte zu bewirken, die eine Koalezenz verhindern.79 Das Zetapotential 

von -21 mV ist jedoch erheblich geringer als bei vergleichbaren Suspensionen mit 

Grenzflächen an lipophilen Flüssigkeiten.159 Besonders hervorzuheben ist das leichte 

Eindrücken der Sauerstoffträger bei Annäherung an einen weiteren Sauerstoffträger, 

was auf eine weiche und leicht verformbare Natur schließen lässt, die beim 

Durchfließen von kleinen Kapillarschlingen, wie sie im Glomerulus der Niere 

vorkommen, von Vorteil ist.  

Die aus diesen Aufnahmen abgelesenen Größenverteilungen liegen im sub-

Mikrometer Bereich, und zusammen mit der sphärischen Form der Partikel wurde zur 

Bestimmung der Partikelgrößenverteilung zunächst eine Verifizierung der Messungen 

mit der DLS als komplementierende Methode in Betracht gezogen.160 

Um mit der DLS eine möglichst akkurate Korrelation zwischen der Lichtstreuung und 

der Partikelgrößenverteilung zu erreichen, müssen vorab die Lichtbrechung des 

Partikels und die Viskosität der Suspension für die Hinterlegung in der Gerätesoftware 

bestimmt werden. Der eingesetzte monochromatische Laser strahlt mit einer 

Wellenlänge von 780 nm. Der von Anne Hartwig im innoFSPEC bestimmte 

Brechungsindex der Sauerstoffträger für diese Wellenlänge lag bei 1,328; das 

umgebende Medium besitzt einen Brechungsindex von 1,329. Die Brechungsindizes 

liegen zu nah beieinander, um sie für die DLS verwenden zu können. Deshalb wurde 

ein Brechungsindex von 1,30 eingesetzt. Daraus ist abzulesen, dass die Messung der 

Partikelgrößenverteilung mit der DLS mit einem großen Fehler behaftet ist. Die mittels 

DLS gemessenen Partikelgrößenverteilungen sind beispielhaft in Abbildung 3.2.3 

dargestellt. Es zeigten sich in der DLS meist zwei Populationen, eine kleine Population 
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mit einer durchschnittlichen Größe von ca. 50 nm und eine große Population mit einer 

durchschnittlichen Partikelgröße zwischen 220 nm und 230 nm. Da die Aufnahmen 

des Kryo-TEMs für ein zufriedenstellendes Histogramm nicht ausreichen und uns 

diese Technologie nicht weiter zu, Verfügung steht, wurden zur Kontrolle der DLS-

Messungen, Messungen der statischen Lichtstreuung von Dr. Sven Haferkamp in der 

SOLIDCHEM GmbH in Bochum durchgeführt (Abbildung 3.2.4). In den Messungen 

zeigten sich bei der Betrachtung der Strahlungsintensität (Abbildung 3.2.4 A) zwei 

Populationen, darunter eine Population mit Sauerstoffträgern, deren Größe zwischen 

1- 40 µm liegt. Auch wenn die Population so wenige Partikel enthält, dass sie in 

Abbildung 3.2.4  B nicht dargestellt werden können, sollten Sauerstoffträger dieser 

Größe unter dem Mikroskop erkennbar sein. Lichtmikroskopische Aufnahmen, wie sie 

in Abbildung 3.2.5 gezeigt sind, belegen eindeutig, dass die DLS nicht in der Lage ist, 

die gesamte Partikelgrößenverteilung darzustellen. Um eine verbesserte Auflösung zu 

erlangen, wurde eine dünne Schicht der Probe mit blauen Lichtblitzen im 90 ° Winkel 

beleuchtet. Blaues Licht ist kurzwelliger und führt, wie in Abschnitt 1.11 beschrieben, 

zu einer verbesserten Auflösung. Das seitliche Einstrahlen in die Probe sorgt für einen 

Schattenwurf der Partikel und dadurch zu einer besseren Kontrastierung.161,162 Diese 

Methode ist sehr aufwendig und kann von unserem Institut nicht standardisiert 

eingesetzt werden, obwohl sie die beste lichtmikroskopische Erweiterung der Analytik 

darstellt. Für ein belastbares Histogramm einer frisch hergestellten Suspension 

konnten daher zu wenige Daten gesammelt werden. Die Rückschlüsse aus den 

gewonnen Bildern sind, dass die Sauerstoffträger nicht größer als 1200 nm zu sein 

scheinen und dass die unterschiedliche Größenverteilung der Sauerstoffträger in den 

anderen mikroskopischen Aufnahmen auf die Schwierigkeit zurückzuführen ist, die 

Probe auf Grund ihrer schwachen Lichtbrechung akkurat zu fokussieren. Die SLS 

scheint auf Grund der schwachen Lichtbrechung der Sauerstoffträger auch fehlerhafte 

Ergebnisse im Bereich oberhalb eines Mikrometers zu generieren. Alle Methoden 

zusammengenommen, ist eine eindeutige Charakterisierung des gesamten 

Größenbereichs nicht ohne Fehlerbehaftung möglich. Eine Mischung aus Methoden 

mit überschneidender Größenpräferenz scheint notwendig zu sein. 
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Oberflächenbeschaffenheit 

Eine weitere wichtige Information, um die biologische Aktivität der Sauerstoffträger zu 

charakterisieren, ist ihre Oberflächenbeschaffenheit. Abhängig von der Oberfläche 

können Proteine angelagert werden oder sich der intrazelluläre Verdau der 

Sauerstoffträger und damit die Wirkdauer verlängern. Zur Beantwortung der Frage, 

wie fest das Albumin an der Grenzfläche gebunden ist, wurden von Dr. Oliver Arnolds 

am Institut für Biomolekulare NMR 1H-NMR-Spektren aufgenommen. Hierfür wurden 

die Sauerstoffträger vorab von allem überschüssigen Albumin befreit. In Abbildung 

3.2.6 A ist das Spektrum von ungereinigten Sauerstoffträgern zu sehen, in denen 

Albumin in Lösung frei schwingen kann und spezifische Banden für das Protein 

erkennbar sind. In Abbildung 3.2.6 B wurde alles überschüssige Albumin entfernt, und 

nur das als Hüllmaterial an der Oberfläche der Sauerstoffträger befindliche Albumin 

war noch in der Suspension erhalten. Die Albumin-spezifischen Banden sind nicht 

mehr zu erkennen. Die Albuminmoleküle sind an der Grenzfläche in ihrer Mobilität 

stark eingeschränkt. Sie verlieren ihre Fähigkeit, frei zu schwingen, und schwingen als 

ein großer Komplex aus vielen Albuminmolekülen, deren Schwingungen nicht mit 

einem 1H-NMR detektiert werden können.163 Es kann daher davon ausgegangen 

werden, dass keine dynamische Interaktion der Albumine mit dem Medium stattfindet 

und dass Proteine, die dort gebunden sind, nicht ohne weitere Einwirkung wieder 

freigesetzt werden und vermutlich sogar in ihrer Funktion eingeschränkt sind. 

Abbildung 3.2.6 C und D zeigen H1-NMR Spektren von Sauerstoffträgersuspensionen, 

die über einen zeitlichen Verlauf entweder in einem geschlossenen oder in einem 

offenen Gefäß bei 4 °C gelagert wurden. Das Auftreten von Albumin-spezifischen 

Banden kann bei der offen gelagerten Probe nach 3 Tagen beobachtet werden, wobei 

in den Spektren der geschlossenen Probe auch nach 8 Tagen kaum ein Signal 

erkennbar ist. Das bedeutet, dass die Sauerstoffträger nach standardisierter 

Herstellung nicht zur Albumin-Desorption neigen, solange die Verdunstung als 

treibende Kraft verhindert wird. Diese Eigenschaft spiegelt sich auch in der in 

Abbildung 3.1.3 gezeigten Stabilität wider. Dass die kleineren Sauerstoffträger, die 

mehr Passagen durch den Homogenisator erfahren haben, länger wachsen und 

größer werden, kann an der stärker gekrümmten Oberfläche liegen, die vielleicht nicht 

in ausreichendem Maße in der Lage ist, reversibel gebundene Albuminmoleküle zu 

halten (siehe auch Abschnitt 4.1). Die Hülle der Sauerstoffträger dünnt dadurch 
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vielleicht stärker aus, wodurch die Sauerstoffträger instabiler werden, was sich in 

verstärktem Wachstum ausdrückt.  

Ein damit zusammenhängender Aspekt ist die Schichtdicke des Albumins. In den von 

Dr Karl-Heinz Schäffner mittels Plunge-Freeze angefertigten Kryo-Raster-

elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde der Sauerstoffträger aus technischen 

Gründen mit einer stromleitenden Goldschicht überzogen und das umgebende 

Trägermedium bei -100°C im Hochvakuum sublimiert. Wie in Abbildung 3.2.7 gezeigt, 

scheint das Perfluordecalin im Inneren der Sauerstoffträger dem geringen Druck nicht 

standzuhalten und explosionsartig durch die Albuminschicht zu platzen. Das 

ermöglichte, unter folgenden Annahmen die Schichtdicke an den Bruchstellen zu 

bestimmen: 1. Die Goldschicht beträgt ca. 10 nm und 2. Die Albuminschicht an den 

Bruchkanten klappt zu einer dualen Lage um. Die Dicke der „Rolle“ betrug an den 

gemessenen Bruchstellen zwischen 20 und 30 nm. Abzüglich einer 10 nm dicken 

Goldschicht lassen diese Messungen eine einfache bis doppelte Schichtung des 

Albumins an der Außenseite des Sauerstoffträgers vermuten.89 Damit ist das Verhalten 

des Albumins an der PFD-Wasser Grenzfläche mit dem an Öl-Wasser Grenzflächen 

vergleichbar.89 

 

Sauerstoffkapazität der Sauerstoffträger 

Die wichtigste Eigenschaft des Sauerstoffträgers ist zweifellos die Kapazität, 

Sauerstoff zu transportieren. Hierfür wurden die Sauerstoffträger in Volumen-

Fraktionen von 2 %, 4 % und 8 % verdünnt und mit 100 % medizinischem Sauerstoff 

in einem Kugelrohroxygenator (wie er auch in dem Perfusionsaufbau der EVNP in 

Abbildung 2.10.1 gezeigt wird) oxygeniert. Die Menge an Sauerstoff, die von den 

Sauerstoffträgern aufgenommen wurde, wurde mittels eines Oroboros® Oxygraph 2K 

quantifiziert. Die Messungen ergaben gegenüber der Kontrolle ohne Sauerstoffträger 

eine Steigerung von ungefähr 2-2,5 mL O2 pro L Suspension pro 1 %iger Steigerung 

der Sauerstoffträgerkonzentration bei Atmosphärendruck. Eine Aussage, welche 

Sauerstoffträgerkonzentration für den Einsatz in der EVNP geeignet ist, kann aus 

dieser Messung nicht abgeleitet werden, aber Messungen von z.B. Wrobeln et al. 

identifizierten eine 4 vol-%-haltige PFC-Kapselsuspension als optimal für die 

Anwendung im Langendorff-Herz-Modell.97 Für die Anwendung in der EVNP der Niere 

wurden die zellulären Sauerstoffsensoren, die Hypoxie-induzierbaren Faktoren 1α und 
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2α in ex vivo perfundierten Nieren untersucht (Abbildung 3.4.1) und in Abschnitt 4.4 

diskutiert. 

 

 

Einfluss des Temperaturgradienten 

Wie in 4.1 ausführlich beschrieben, folgt die Adsorption von Proteinen an einer 

Öl/Wasser Grenzfläche während der Emulgierung einer spezifischen Kinetik, die in 

drei Regime unterteilt werden kann: Regime I kann als Induktionszeit angesehen 

werden, in der sich die Albuminmoleküle an der Oberfläche anlagern, sich aber die 

Oberflächenspannung über längere Zeiträume nicht ändert. Die Dauer der Anlagerung 

hängt von der Hydrophobizität des Öls und der Diffusionsgeschwindigkeit des 

Albumins ab.149 Die Diffusionsgeschwindigkeit wiederum hängt von der Temperatur 

ab, wobei sich die Geschwindigkeit bei einem Temperaturanstieg stark steigert.164 Bei 

der Adsorption von Proteinen an einer Grenzfläche kommt es zu einer teilweisen 

Denaturierung des Proteins, was eine thermodynamische Stabilisierung zur Folge hat. 

Dies ist in einem gewissen Grad auch für Albumin nachgewiesen, jedoch ist Albumin 

aufgrund seiner 17 intramolekularen Disulfidbrücken um den isoelektrischen pH-

Bereich herum sehr resistent gegenüber partieller Denaturierung.85,100,149 Dadurch wird 

das in Abschnitt 4.1 beschriebene Invertieren von reversibler zu irreversibler 

Adsorption an der Grenzfläche bei niedrigen Temperaturen erschwert.  

Regime II tritt nach einer 99 %igen Besetzung der Besetzungslücken an der 

Oberfläche ein und zeichnet sich durch eine stark verlangsamte Kinetik aus. In diesem 

Regime ist die Diffusionsgeschwindigkeit der Proteine nicht mehr 

geschwindigkeitsbestimmend, sondern die Reorientierung der Proteine an der 

Oberfläche, die unabhängig von der Proteinkonzentration abläuft. Die Ausbildung von 

Mehrfachlagen beginnt. Darauf folgt Regime III, in dem es zur Ausbildung mehrerer 

Proteinlagen kommt und durch einsetzende Denaturierung ein diffuses Netzwerk aus 

Proteinen entsteht. Geschwindigkeitsbestimmend wird die Fähigkeit des Proteins, an 

Grenzflächen zu denaturieren und Netzwerke auszubilden. Erst nach Regime III kann 

von einer stabilen Grenzfläche mit ausreichender Verringerung der 

Oberflächenspannung ausgegangen werden.111,149,165 Bei niedrigen 

Proteinkonzentrationen (µg/mL) spielt sich Regime I in einer zeitlichen Größenordnung 
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von Sekunden, Regime II innerhalb von Minuten und Regime III innerhalb von Stunden 

ab. Die Prozesse während der Hochdruck-Homogenisierung dauern nur Bruchteile von 

Sekunden, wodurch hohe Proteinkonzentrationen (mg/mL) eingesetzt werden 

müssen, um die Trägheit der Proteine auszugleichen. Dabei ist zu berücksichtigen, 

dass die Adsorption initial bei hohen Konzentrationen zwar beschleunigt ist, aber das 

Erreichen des steady state sogar verzögert wird.166  

Bei niedrigen Temperaturen kommt es nicht zu einem Auftreten von Regime II und III 

während der Hochdruck-Homogenisierung. Aufgrund der Beobachtung, dass Albumin 

über die Zeit dazu neigt, sich von der Sauerstoffträgeroberfläche zu lösen (Abbildung 

3.2.6 C), wird an dieser Stelle davon ausgegangen, dass ein späteres Anlagern von 

weiterem Albumin nicht stattfindet. Dadurch könnte die Stabilität und die 

Partikelgrößenverteilung bei niedrigen Herstellungstemperaturen suboptimal ausfallen 

(Abbildung 3.1.3, siehe auch Abschnitt 664.1).  

Aus den bisher aufgeführten Gründen wurde eine Temperaturerhöhung zur 

Verdichtung der Hüllschicht und einer damit einhergehenden Stabilisierung mittels der 

Senkung der Oberflächenspannung der Sauerstoffträger und der weiteren Verengung 

der Partikelgrößenverteilung eingesetzt.166,167 Für die spätere physiologische 

Anwendung der Sauerstoffträger müssen hohe Proteinkonzentrationen eingesetzt 

werden, von denen über 90 % zur Herstellung der Sauerstoffträger nicht genutzt 

werden (Abbildung 3.1.4). Dieser Anteil an Albumin darf während des Prozesses nicht 

von der Denaturierung betroffen sein, da denaturiertes Albumin gerade in der 

Nierenkonservierung zu Schäden des Endothels führen kann.168 Zu diesem Zweck 

wurde ein bisher in der Literatur für die Herstellung stabiler Emulsionen noch nicht 

beschriebener zeitlich aufgelöster Druck- und Temperaturgradient während der 

Herstellung angelegt. Die Temperatur überschritt während der Synthese nicht den 

Wert von 50 °C, wodurch das freie Albumin gemäß den Angaben von Sharma et al., 

trotz Einwirkung von Scherkräften nicht denaturieren sollte.169  

Die in Abbildung 3.3.1 A gezeigte Fotografie der frisch hergestellten Suspension zeigt 

eine klare Flüssigkeit ohne mit bloßem Auge erkennbare Trübung, die durch 

Lichtstreuung an den Sauerstoffträgern entstünde. In der Abbildung nicht gezeigt ist 

die Trübung der Suspension, wenn das Licht in einem 90 °C Winkel zum Betrachter 

einfällt. Diese Trübung ist auf den Tyndall-Effekt zurückzuführen, der durch die 

Rayleigh-Streuung hervorgerufen wird. Diese Art der Streuung lässt eine grobe 
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Abschätzung zu, dass die in der Suspension enthaltenen Partikel eine 

Partikelgrößenverteilung unterhalb von 80 nm aufweisen.79 Zur Bestätigung wurde ein 

UV/Vis-Spektrum im Spektralbereich von 200 – 800 nm aufgenommen (Abbildung 

3.3.1 B) Es konnte eine Absorptionsbande detektiert werden, die sich im Vergleich zu 

gelöstem Albumin zu größeren Wellenlängen verschoben hatte. Eine solche 

hypsochromatische Verschiebung wird durch den Bruch von Disulfidbrücken innerhalb 

des Albumins verursacht.170 Ob das tailing der Absorptionsbande durch Lichtstreuung 

an den Partikeln oder durch die Absorption des Albumins hervorgerufen wurde, konnte 

durch diese Messung nicht geklärt werden. 

 

Partikelgrößenverteilung 

Die Partikelgröße wurde mit Hilfe einer Kombination aus DLS und SLS bestimmt. Die 

Histogramme werden in Abbildung 3.3.2 bzw. Abbildung 3.3.3 dargestellt und zeigen 

entgegen dem, was durch die Transparenz der Suspension erwartet wurde, eine relativ 

breite Partikelgrößenverteilung mit einer durchschnittlichen Partikelgröße zwischen 

170 und 200 nm. Dennoch ist diese Suspension sehr stabil, sodass nach 5-monatiger 

Lagerung keine Partikel oberhalb einer Größe von 600 nm detektiert werden konnten. 

Die Messung der statischen Lichtstreuung ergab eine vergleichbare 

Partikelgrößenverteilung. Die Messung nach 5 Monaten der Lagerung bei 4 °C beweist 

eine hohe Stabilität der Emulsion. Die maximale Partikelgröße verblieb auch nach 

dieser langen Lagerung im submikron-Bereich. In einer lichtmikroskopischen 

Untersuchung (Daten nicht gezeigt) konnten keine Partikel detektiert werden, was die 

DLS und SLS Messungen bestätigt. Diese Daten zeigen eine im Vergleich mit anderen, 

auch klinisch zugelassenen PFC-Suspensionen erstaunlich hohe Stabilität, ohne dass 

höhermolekulare oder bromierte PFCs zugesetzt werden mussten.171-173 

 

Sauerstoffkapazität 

Durch die Erhitzung der Sauerstoffträger während der Herstellung kann es zu einer 

gesteigerten Volatilität des PFD kommen, die die Verminderung der 

Sauerstoffkapazität bedeuten würde. Die Sauerstoffkapazität einer 16,66 %igen 

Sauerstoffträger-Suspension sollte, entsprechend der in Abbildung 3.2.8 dargestellten 

Messungen, eine Sauerstoffkapazität zwischen 53 und 61 mLO2*mLH2O
-1*1 atm-1 
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besitzen. Die Messungen ergaben einen Wert von 56,63 mLO2*mLH2O
-1*1 atm-1 und 

geben damit keinen Anlass zur Annahme, dass PFD bei dem veränderten 

Herstellungsprozess verdampfte. 

 

Aufnahme in Makrophagen und Tubulusepithelzellen 

Die Hauptaufgabe des Sauerstoffträgers ist es, den aufgenommenen Sauerstoff an 

Zellen im Gewebe abzugeben. Dabei ist es wichtig für eine lange Verweildauer in den 

Blutgefäßen und einer kurzen Retention im Organ, dass die Sauerstoffträger nicht in 

die Zellen innerhalb des Gewebes aufgenommen werden, sondern nur den Sauerstoff 

dorthin abgeben (Abschnitt 1.10). Emulgierte oder verkapselte Perfluorcarbone 

können vom Immunsystem des Körpers erkannt und von Makrophagen aufgenommen 

werden. Langfristig lagert sich das Perfluorcarbon dann in Milz und Leber ein und ist 

dort in der Lage, mit Enzymen zu interagieren. Unterschreiten die prozessierten 

Perfluorcarbone eine Größe von 150 nm, werden sie auch von Zellen außerhalb des 

Immunsystems aufgenommen.40,112-115 Um die zelluläre Aufnahme zu quantifizieren, 

wurden die Sauerstoffträger aus einer in der Klinik bereits für die EVNP von Lungen 

zugelassenen und in präklinischen Studien in der Perfusion von menschlichen Nieren 

und Lebern eingesetzten Perfusionslösung (Steen®), die humanes Serumalbumin 

enthält, nach der weiter oben beschriebenen Methode hergestellt.1,174,175 Die in 

Abbildung 3.3.4 gezeigten Sauerstoffträger besaßen eine maximale Partikelgröße von 

ca. 200 nm, und lagen damit auch nach der Lagerung im nanopartikulären Bereich, 

wodurch die endo- und pinozytotische Aufnahme in Tubulus-Zellen zu erwarten 

war.116,122,127 Die Untersuchung in Makrophagen diente als positiv-Kontrolle, da die 

Aufnahme von PFC-Partikeln als zuverlässige Methode zur in vitro und in vivo 

Markierung von Immunzellen eingesetzt wird.176,177 Auch in diesem Versuch waren die 

Makrophagen in der Lage, große Mengen der Sauerstoffträger während der Inkubation 

zu inkorporieren (Abbildung 3.3.5 A). Die in Abbildung 3.3.5 B gezeigte Reaktion der 

Makrophagen auf die Anwesenheit der Sauerstoffträger ist die Ausbildung von 

Pseudopodien, die die Partikel aufnehmen und in das Phagosom überführen. Die aus 

diesem Weg resultierende Verteilung in der Zelle ist gleichmäßig und scheinbar 

ungerichtet (Abbildung 3.3.5 A). Die Phagosomen fusionieren mit den Lysosomen, in 

denen Proteasen und Peptidasen enthalten sind, mit denen die aufgenommenen 

Partikel zersetzt werden sollten. Doch interessanterweise sind die Proteasen nicht in 
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der Lage, in einem Zeitraum von bis zu 4 Stunden die Hülle der Sauerstoffträger in 

einem Maße zu zersetzen, dass sie ihre Form verlieren und zu großen Partikeln 

fusionieren. Die in Abbildung 3.3.5 C inkorporierten Sauerstoffträger zeigen eine 

bemerkenswerte Stabilität gegenüber dem Verdau, wobei zu klären bleibt, ob es sich 

beim Hüllmaterial weiterhin um intaktes Albumin handelt, oder ob die durch den Verdau 

entstehenden Peptidfragmente an der Grenzfläche adhärieren und die Partikel 

stabilisieren. Das einzige, was aus den Beobachtungen geschlossen werden kann, ist, 

dass die Sauerstoffträger nach Aufnahme in die Zellen destabilisiert werden und 

Koaleszenz auftritt. In der Literatur ist beschrieben, dass Makrophagen nicht in der 

Lage sind, Perfluorcarbo- basierte Nanopartikel wieder auszuscheiden, wodurch sie 

erst nach dem Zelluntergang der Makrophagen wieder freigesetzt werden, um dann 

von anderen Makrophagen wieder aufgenommen zu werden.40 Abbildung 3.3.7 zeigt 

eine abgestorbene Makrophage, die nach ihrem Zelluntergang die Sauerstoffträger in 

nahezu unveränderter Größe wieder freigibt.178 Die auf diese Weise freigesetzten 

Partikel könnten nach der Freisetzung vermutlich von benachbarten Makrophagen 

aufgenommen werden und auf diese Weise für längere Zeit im Körper verweilen. 

Millis et al. zeigte, dass proximale Tubuluszellen in der EVNP in der Lage sind, 

Perfluorcarbon-Partikel aufzunehmen.179 Wie in Abbildung 3.3.8 A zu sehen ist, kommt 

es auch in den Zellkultur-Versuchen mit Tubulusepithelzellen zu einer Aufnahme der 

Sauerstoffträger. Die Quantität unterschreitet die der Makrophagen um ein Vielfaches, 

und es kommt nicht zu vergleichbar großen Ansammlungen an Sauerstoffträgern. 

Welche Mechanismen eine Rolle bei der Aufnahme spielen, kann aus dieser Studie 

nicht mit endgültiger Sicherheit gesagt werden, aber es konnten zwei verschiedene 

Wege beobachtet werden. In Abbildung 3.3.8 B konnte die (Makro-) Pinozytose von 

Sauerstoffträgern festgehalten werden.180 Dabei werden die Sauerstoffträger (gelbe 

Pfeile) samt umgebendem Medium, das in diesem Fall durch einen aus 

überschüssigem Albumin hervorgerufenen grauen Schleier erkennbar ist, von der 

Zelle umgeben (blaue Pfeile) und aufgenommen. 

Der zweite Weg, der beobachtet werden konnte, ist in Abbildung 3.3.8 C festgehalten. 

Die Sauerstoffträger berühren die Außenseite der Zelle (violetter Pfeil), während sich 

im inneren der Zelle ein Hohlraum bildet, der eine Vakuole darstellen könnte, die sich 

bildet, um gezielt die Sauerstoffträger aufzunehmen. Wie schon erwähnt, exprimieren 

proximale Tubuluszellen der Niere das Membranprotein Megalin, das bei Aktivierung 
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eine Rezeptor-vermittelte Endozytose von Albumin initiiert. Die Aktivierung des 

Megalins ist sogar durch an der Oberfläche von Nanopartikeln adhäriertes Albumin 

noch möglich. Die Aktivierung des Megalins führt in diesem Fall dann dazu, dass auch 

der Nanopartikel mit inkorporiert wird.125 Die Berührung zwischen Zelle und 

Sauerstoffträger, die in Abbildung 3.3.8 C zu sehen ist, könnte eine solche 

Rezeptorbindung bedeuten, und ihr könnte eine gezielte Aufnahme der 

Sauerstoffträger folgen. In diesen beiden beobachteten Wegen werden Partikel mit 

Zellmembran umhüllt und kommen nicht in Kontakt mit dem Cytoplasma.124 Beiden 

Wegen ist gemein, dass die anfangs gebildeten Transportvesikel sich mit dem 

Lysosom vereinen und der verwertbare Teil der aufgenommenen Fracht verdaut und 

ggf. zur Energiegewinnung genutzt werden soll. Kann die Zelle die aufgenommene 

Fracht nicht verdauen, kommt es zu Lysosomensekretion, durch die diese Reste die 

Zelle verlassen können.  

In Abbildung 3.3.6 ist eine Situation zu sehen, bei der es sich um eine Exozytose 

handeln könnte. Sollte dies der Fall sein, könnte das den Einsatz der Sauerstoffträger 

in der isolierten Nierenperfusion sicherer machen und die Organretention verkürzen. 
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In dieser Studie wurde untersucht, in welcher Volumen-Fraktion die Sauerstoffträger, 

die in Abschnitt 4.2 beschrieben wurden, genutzt werden können, um die 

Oxygenierung der Niere zu bewerkstelligen.  

 

Gewebeoxygenierung 

Die Sauerstoffträger erhöhen signifikant die Sauerstoffkapazität der Perfusionslösung 

in einer dosisabhängigen Art und Weise, wie in  Abbildung 3.2.8 gezeigt. Dadurch ist 

das Perfusionsmedium in der Lage, genügend Sauerstoff in die Niere zu transportieren 

und die Zellen des gesamten Organs zu versorgen, wenn 4 % oder 8 % 

Sauerstoffträger eingesetzt werden. Zur Einschätzung dieser Sauerstoffanlieferung 

wurde die Akkumulation der beiden Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktoren 

HIF-1α und HIF-2α quantifiziert. Die α-Untereinheiten der Hypoxie-induzierbaren 

Faktoren werden von allen Zellen in fast allen Organismen ununterbrochen 

synthetisiert, um direkt von einer sauerstoffabhängigen Prolylhydroxylase hydroxyliert 

zu werden, um dann ubiquitiniert und anschließend im Proteasom abgebaut zu 

werden.181 Kommt es zu einem Abfall des pO2 im Gewebe, kann die jeweilige 

α-Untereinheit nicht hydroxyliert und somit nicht abgebaut werden, wodurch sich das 

Protein anreichert und in den Zellkern transloziert. Dort dimerisiert die α-Untereinheit 

mit der kernständigen β-Untereinheit, sodass der Transkriptionsfaktorkomplex nach 

Bindung weiterer Faktoren dann Zielgene aktiviert, die der Zelle helfen, an hypoxische 

Umstände zu adaptieren und so ein Zellüberleben zu ermöglichen.181 In der Niere sind 

die beiden Transkriptionsfaktoren in unterschiedlichen Kompartimenten zu finden. HIF-

1α akkumuliert bei akuter Hypoxie in den Epithelzellen des proximalen Tubulus in der 

Nierenrinde, wobei HIF-2α bereits bei milder Hypoxie in den interstitiellen Fibroblasten 

sowohl in der Nierenrinde als auch im Nierenmark akkumuliert.42,182,183 Dadurch, dass 

sich die beiden Faktoren unterschiedlich verhalten und in unterschiedlichen 

Kompartimenten der Niere akkumulieren, können sie dabei helfen, die angemessene 

Sauerstoffanlieferung im Organ zu definieren. Die angemessene Dosis an 

Sauerstoffträgern sollte dazu führen, dass eine HIF-1α Akkumulation verhindert wird, 

wobei die Akkumulation von HIF-2α nicht unterbunden werden soll, die eine Aufhebung 

der physiologisch auftretenden geringen Sauerstoffpartialdrücke des Nierenmarks 
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bedeuten würde.184 Im Modell der Hämodilution, in der das Blut einer Ratte fast 

vollständig durch einen Blutersatzstoff ersetzt wurde, wurde bereits beobachtet, dass 

der Einsatz einer PFD-basierten Kapsel-Suspension die HIF-abhängige Erythropoetin-

Expression unterdrückte.94 Die Akkumulation der HIF-Isoenzyme nach dem Einsatz 

von Hämoglobin-basierten Sauerstoffträgern hängt von der Sauerstoffaffinität des 

Sauerstoffträgers ab. Sauerstoffträger mit hoher Affinität verhindern die Akkumulation, 

wohingegen Sauerstoffträger mit niedriger Sauerstoffaffinität zu einer Akkumulation 

führen.185 

Es wurden in den Experimenten vier verschiedene Volumen-Fraktionen der 

Sauerstoffträger eingesetzt. In Abbildung 3.4.1 ist zu sehen, dass sowohl ein Fehlen 

als auch der Einsatz von nur 2 % Sauerstoffträgern eine HIF-1α Akkumulation nicht 

unterbinden. Es ist also anzunehmen, dass der sehr stark sauerstoffabhängige Teil 

der Niere trotz Präoxygenierung mit 100 % Sauerstoff bei 1 ATM nicht mit 

ausreichenden Mengen an Sauerstoff versorgt wurde. Im Gegensatz dazu führte der 

Einsatz einer Volumen-Fraktion von 8 % zur signifikanten und substantiellen 

Verringerung sowohl der HIF-1α als auch der HIF-2α Akkumulation. Die noch 

auftretende geringe HIF-1α Akkumulation kann darauf zurückgeführt werden, dass in 

der Perfusionslösung keine Glukose zugesetzt wurde.186 Das gewünschte Muster 

(Abbau von HIF-1α, Präsenz von HIF-2α) konnte ausschließlich bei einer Volumen-

Fraktion von 4% beobachtet werden. Die zu beantwortende Frage lautete nun, ob 

diese Sauerstoffanlieferung im Organ auch zu einem Erhalt der physiologischen 

Funktion führt.  

 

Physiologische Funktion 

Der wichtigste Parameter zur Bewertung der physiologischen Funktionalität der Niere 

ist die GFR die ein Maß für die Menge der über den Filter tretenden Perfusionslösung 

ist. Eine zu niedrige GFR ist ein Anhaltspunkt für ein akutes oder chronisches 

Nierenversagen.33 Abbildung 3.4.2 zeigt zeitabhängig die GFR der einzelnen Gruppen 

im Verlauf des Experiments. Der Einsatz einer Volumen-Fraktion von 4 % zeigte mit 

etwa 300 µL/(g*min) über den gesamten Verlauf der Perfusion eine deutlich höhere 

GFR als alle anderen eingesetzten Volumen-Fraktionen. Das Fehlen von 

Energiesubstraten hat einen starken Einfluss auf die GFR, wodurch es schwierig ist, 

die gemessene GFR in die Literatur einzuordnen.187 Im Allgemeinen kann gesagt 
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werden, dass während einer EVNP der Rattenniere eine GFR zwischen 300 und 1000 

µL/(g*min) in der Literatur angegeben ist.54,188-191 Bemerkenswert hierbei ist, dass der 

Verzicht auf Sauerstoffträger die GFR in etwa gleichem Maße beeinträchtigte wie der 

Einsatz einer anscheinend zu hohen (8 %) oder zu niedrigen (2 %) Volumen-Fraktion. 

Dieses Ergebnis ist kongruent mit der Messung von Zellschädigungsparametern in der 

Perfusionslösung und im Urin. 

 

Zelluntergang 

 In Abbildung 3.4.3 ist zu sehen, dass die Konzentration der AST nur in den Nieren, 

die mit einer Volumen-Fraktion von 4 % Sauerstoffträgern perfundiert worden waren, 

in beiden Flüssigkeiten signifikant niedriger war als in der Kontrollgruppe. Die 

beobachtete physiologische Funktion der Nieren korreliert daher mit dem in den Nieren 

auftretenden Zelluntergang.  

Da die Niere, wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, in den unterschiedlichen 

Kompartimenten unterschiedliche Bedürfnisse nach Sauerstoff besitzt, wurde der 

Zelluntergang zusätzlich räumlich aufgelöst untersucht.  

Abbildung 3.4.4 zeigt exemplarisch die hierfür mit Hilfe eines TUNEL-Assays 

angefärbten Zellen, die als Zeichen beginnenden Zelluntergangs fragmentierte DNA 

aufweisen. Wie zuvor schon durch die AST Messungen in der Perfusionslösung und 

Urin gezeigt wurde, bestätigte sich auch hier eine sehr niedrige Zahl untergegangener 

Zellen in den Nieren, die mit 4 % Sauerstoffträgern perfundiert worden waren. Ein 

interessanter Effekt ist, dass die Anzahl toter Zellen in den anderen Gruppen im 

Nierenmark generell höher war als in der Nierenrinde. Diese Beobachtung ist mit dem 

in Abschnitt 1.2 beschriebenen anatomischen Aufbau der Niere zu begründen. Die 

Perfusionslösung fließt zuerst durch die Nierenrinde, wo ohne Sauerstoffträger und mit 

einer Volumen-Fraktion von 2 % die Menge des angelieferten Sauerstoffs und die 

endogene Hypoxieadaptation (Abbildung 3.4.1) genügen, um das Ausmaß des 

Zelluntergangs zu vermindern. Im weiteren Verlauf verringert sich der Sauerstoffgehalt 

und, wie oben beschrieben, die Durchblutung des Gewebes drastisch, wodurch die 

Sauerstoffkapazität der Perfusionslösung ohne Sauerstoffträger und mit einer 

Volumen-Fraktion von 2 % nicht mehr ausreicht, um den physoxischen pO2 von etwa 

20 mmHg im Nierenmark zu stabilisieren.192 Das spiegelt sich auch in dem in 



Diskussion 

 
84 

 

Abbildung 3.4.1 gezeigten HIF-2α-Akkumulation wider. In der 8 %-Gruppe hingegen 

kam es zu einem massiven Anstieg der Zahl toter Zellen im Nierenmark. Diese um ein 

Vielfaches höhere Zahl ist zwingend mit der übermäßigen Sauerstoffanlieferung 

verknüpft. Wie bereits erwähnt, ist das Nierenmark an niedrige Sauerstoffpartialdrücke 

adaptiert und kann bei Abwesenheit sowohl von Glukose als auch ausreichenden 

Mengen an Sauerstoff aus endogenen Glykogenspeichern des proximalen Tubulus für 

die sauerstoffunabhängige ATP-Synthese versorgt werden.193 Ein hyperphysoxischer 

pO2 scheint zu einem massiven oxidativen Stress zu führen, der zum Zelluntergang in 

der Nierenrinde, aber besonders im Nierenmark führt. 

Oxidativer Stress 

 Um diesen oxidativen Stress nachzuweisen, wurden Thiobarbitursäure-reaktive 

Substanzen (TBARS) im Urin quantifiziert, da sie Rückschlüsse auf Produkte der 

Peroxidation der Zellmembran durch reaktive Sauerstoffspezies zulassen. In 

Abbildung 3.4.5 sind die Ergebnisse dieser Quantifizierung zusammengefasst. Es 

konnte ein hochsignifikanter Anstieg der TBARS im Urin nachgewiesen werden, wenn 

Nieren mit einer Volumen-Fraktion von 8 % der Sauerstoffträger perfundiert worden 

waren. Diese Hyperphysoxie beruht auf dem Fehlen der zwei bereits erwähnten 

Effekte. Die künstlichen Sauerstoffträger zeigen keinen vergleichbaren Anstieg der 

Sauerstoffabgabe bei Aufnahme von CO2, wodurch mehr Sauerstoff bis tief ins 

Nierenmark transportiert wird. Zum anderen unterliegen die künstlichen 

Sauerstoffträger nicht dem Fåhraeus-Lindqvist-Effekt, da sie sich durch ihre sehr 

geringe Größe gleichmäßig verteilt im Blutgefäß befinden.40 Es könnte daher zu einer 

verstärkten Sauerstoffanlieferung im Kapillarbett kommen im Vergleich zu 

erythrozytenhaltigen Perfusionsmedien.  
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Im Folgenden wurde die Eignung des Sauerstoffträgers zur Oxygenierung der EVNP 

im Vergleich mit Erythrozyten während einer 6-stündigen Nierenperfusion getestet.  

Wie in Abschnitt 1.2 und 1.3 beschrieben, besitzen die Sauerstoffträger und 

Erythrozyten zum Teil grundlegend andere physikalische und physiologische 

Eigenschaften, die erheblichen Einfluss auf die Gewebeoxygenierung nehmen. 

Erythrozyten als Träger des physiologischen Sauerstoffträgers Hämoglobin sind mit 

der Sauerstoffbindekurve optimal angepasst an ihre Aufgabe. Im Abschnitt 4.4 wurden 

ausführlich die Auswirkungen der linearen Sauerstoffabgabe der Sauerstoffträger 

diskutiert, die bei einer Überdosierung zu oxidativem Stress der Nierenzellen führen.  

 

Biochemische Marker für Zellschäden 

Das Perfusat wurde im Falle der Erythrozyten auf einen Hämatokrit von 5% eingestellt 

und im Falle der Sauerstoffträger auf eine Volumenfraktion von 4 %.  

Betrachtet man die im Plasma bestimmten Zellschädigungsparameter, so ist klar 

ersichtlich, dass die Nieren, die mit Erythrozyten perfundiert worden waren, nach 120 

Minuten die ersten Anzeichen von Zellschädigung zeigten (Abbildung 3.5.1). LDH als 

verwendeter Schädigungsmarker ist jedoch auch in Erythrozyten vorhanden, kann 

daher auch auf beginnende Hämolyse hinweisen und indiziert daher vielleicht nur den 

Untergang der Erythrozyten.194 Das freigesetzte Hämoglobin in Verbindung mit 

Phospholipiden der Erythrozyten-Zellmembran ist erwiesenermaßen nephrotoxisch.195  

Um die Schädigung der Nierenzellen genauer zu spezifizieren, wurde die Aktivität von 

AST im Perfusat gemessen. AST ist ein hauptsächlich mitochondriales Enzym und 

kommt nur in geringen Mengen in Erythrozyten vor. Zu bemerken ist, dass die 

gemessenen Werte in beiden Gruppen erheblich niedriger liegen als die in Abschnitt 

4.4 diskutierten AST-Werte der Perfusion mit Ringerlösung (Abbildung 3.5.1/Abbildung 

3.4.3). Das bedeutet, dass die Steigerung der Komplexität des Perfusionsmediums zu 

einem zufriedenstellenden Schutz der Zellen führte. 

Aber auch bei AST zeigte sich eine erste Zellschädigung nach zwei Stunden. Im 

Gegensatz zu den LDH-Messungen kommt es in der Sauerstoffträger-Gruppe zu 

einem Anstieg der AST nach ca. vier Stunden. Für EVNP-Nieren ist beschrieben, dass 

die perfusionsbedingten Schäden hauptsächlich im Übergang von Nierenrinde zu 
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Nierenmark auftreten.196 In dieser Zone liegt das S3 Segment des dicken 

aufsteigenden Tubulus, der auf Sauerstoff angewiesen ist. Jedoch ist der 

physiologische pO2 recht gering, was das S3 Segment anfällig für hypoxischen 

Zelluntergang macht. Auch wenn die Zahl geringer ist, enthalten die Zellen in diesem 

Bereich Mitochondrien, die AST freisetzen können.197 

 

Glomerulärer Kollaps 

In der histologischen Auswertung wurden die in der Nierenrinde befindlichen Glomeruli 

auf eine Größenveränderung untersucht. Eine Schädigung des Glomerulus ist für die 

Funktion der Niere katastrophal, da die dort befindlichen Zellen keine regenerativen 

Fähigkeiten haben.198,199 Ein Kollaps der Glomeruli lässt auf einen glomerulären 

Zelluntergang schließen.200 Nach einer 6-stündigen Perfusion mit Erythrozyten bzw. 

mit Sauerstoffträgern, war ca. jeder fünfte Glomerulus von einem Kollaps betroffen 

ohne signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (Abbildung 3.5.2 A). Eine 

leichte Tendenz, dass die Sauerstoffträger mehr kollabierte Glomeruli verursachen, 

konnte beobachtet werden. Unter physiologischen Bedingungen koordiniert die Niere 

als blutdruckregulierendes Organ viele hormonelle und nervale Prozesse, um den 

Blutdruck über Vasokonstriktion und Vasodilatation zu regulieren.33 In der EVNP ist 

diese Autoregulation stark limitiert. Die Regulation des Blutdrucks über das Renin-

Angiotensin-Aldosteron-System ist in der EVNP nicht möglich, weil die Nebenniere als 

Ort der Aldosteronsynthese und die Leber als Ort der Angiotensinsynthese nicht mehr 

in Verbindung mit der Niere stehen. Die renale Perfusion wird von einer Maschine 

vorgegeben und kann nicht über die Nieren-Herz-Achse reguliert werden. Der Zusatz 

von Angiotensin II zum Perfusionsmedium könnte eine extreme Vasodilatation in dem 

Modell verhindern und den mechanischen Stress innerhalb des Glomerulus 

reduzieren.201 Da, wie soeben beschrieben, die Niere den Blutdruck bei einer EVNP 

nicht mehr über das Zusammenspiel mehrerer Organe beeinflussen kann, spielt die 

regulative Funktion des Endothels eine umso größere Rolle. Endothelzellen schütten 

Stickoxide aus, die als direktes Signal für eine Vasodilatation dienen. Es ist 

beschrieben, dass perfluorcarbonhaltige Emulsionen zu einer reversiblen 

Vasodilatation führen.202 Im Gegensatz dazu ist zellfreies Hämoglobin in der Lage, 

diese Stickoxide quantitativ zu binden und damit, neben allen nephrotoxischen 

Effekten für eine leichte Vasokonstriktion im Glomerulus zu sorgen.203 Freies 
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Hämoglobin könnte in diesem Fall vielleicht durch die Induktion eines Muskeltonus die 

Kapillarschlingen widerstandsfähiger gegenüber mechanischem Stress machen und 

somit den Zelluntergang in einem sehr geringen Maß verringern. 

 

Ausprägung von Tubulusnekrosen in Nierenrinde und -mark 

Obwohl die in Abbildung 3.5.2 B-D gezeigten Tubulusnekrosen keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen aufwiesen, schien das innere 

Nierenmark tendenziell weniger nekrotisch zu sein, wenn Nieren mit Sauerstoffträgern 

perfundiert wurden. Die entstandenen Nekrosen betreffen im Schnitt weniger als 20 % 

der Tubuli, wobei das äußere Nierenmark, in dem sich das S3 Segment befindet, 

signifikant mehr geschädigte Tubuli aufwies als die Nierenrinde und das innere 

Nierenmark (Abbildung 3.5.2 E). Diese Beobachtung könnte Grund für den 

gemessenen Anstieg der AST-Aktivität in der Perfusionslösung sein. Nekrosen im S3 

Segment werden in der Literatur oft in Verbindung mit Hypoxie in der EVNP 

beschrieben.187,204-206 Dieser Bereich der Niere besitzt im Gegensatz zu Zellen des 

glomerulären Filters die Fähigkeit zur Regeneration. Dabei dedifferenzieren adulte 

postmitotische Epithelzellen bei Läsionen zu proliferativen Vorläuferzellen und können 

untergegangene Zellen in der Umgebung ersetzen.207-209 

Das aus den Erythrozyten freigesetzte Hämoglobin wird im Gegensatz zu den 

Sauerstoffträgern über den glomerulären Filter filtriert und durch Megalin-vermittelte 

Endozytose von den Tubuluszellen des S3 Segments aufgenommen. Innerhalb der 

Zellen reagiert intrazellulärer Sauerstoff am Eisenzentrum des Hämoglobins zu ROS, 

das schlussendlich Ferroptose auslöst.210-212 

Für die Sauerstoffträger konnte, wie in  

Abbildung 3.4.4 dargestellt, gezeigt werden, dass die eingesetzte Volumenfraktion von 

4 % ausreicht, diese Schäden bei einer 2-stündigen Perfusion zu verhindern. Bei einer 

6-stündigen Perfusion traten diese trotz komplexer Nährstoffversorgung der Niere 

wieder auf. Es könnte sein, dass sich nach vier Stunden (Anstieg der AST-Aktivität) 

entweder die Sauerstoffkapazität des Sauerstoffträgers änderte und die Zellen 

unterversorgt wurden oder der Sauerstoffbedarf der Zellen gestiegen war. 
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Endogene Energiereserven der Niere 

In der PAS-Färbung oxydiert Periodsäure Alkohole (Hydroxyl-Gruppen) zu Aldehyden, 

die im nächsten Schritt mit dem Schiff’schen Reagenz zu einem roten Imin reagieren. 

Damit ist es möglich, Polyalkohole wie Zucker, der in Zellen an Glykoproteinen 

gebunden oder als Glykogen vorliegen kann, anzufärben.213 Glykogen ist ein 

intrazelluläres Polysaccharid, das bei abfallendem Blut-Glukosespiegel zu Glukose-1-

Phosphat abgebaut werden kann, um kurzfristig den Energiebedarf zu decken.214 In 

der Niere werden die Glykogenspeicher in der Nierenrinde gebraucht, um im Falle 

eines Glukoseabfalls Zellen im Nierenmark mit Glukose zu versorgen.215  

In der histologischen Befundung wurde das Vorhandensein oder die Abwesenheit von 

Glykogen in der Nierenrinde begutachtet. In den Nierenrinden jeder Niere, die mit 

Erythrozyten perfundiert worden war, konnte Glykogen gefunden werden. Im 

Gegensatz dazu wurde nur in einem Drittel der Nieren, die mit Sauerstoffträgern 

perfundiert worden waren, Glykogen gefunden (Abbildung 3.5.2 F). Die in Abbildung 

3.4.1 gezeigte Quantifizierung von HIF-1α lässt keine übermäßige Hypoxie im 

Nierenmark erwarten, die einen exzessiven Verbrauch des Glykogens zur Versorgung 

der Medulla erklären könnte. Ein weiterer Grund für den Glykogenabbau kann die 

Einspeisung des in der Glykogenolyse mobilisierten Glukose-6-Phosphats in den 

Pentosephosphat-Weg als Antwort auf oxidativen Stress sein.216,217 Wie die in 

Abbildung 3.4.5 dargestellten Daten zeigen, löst eine Volumenfraktion der 

Sauerstoffträger von 4 % keinen übermäßigen oxidativen Stress aus, der einen 

kompletten Verbrauch der Glykogenreserven begründen würde, zumal die 

Perfusionslösung in der 6-stündigen Perfusion Antioxidantien wie z.B. Glutathion 

enthielt.  

In der Literatur wird ausgiebig beschrieben, dass der Einsatz von PFD-basierten 

Sauerstoffträgern eine Entkopplung von Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYP450) 

verursacht, die den NADPH-Pool erschöpft. 113,218-224 Dabei wurde der Phenobarbital-

induzierbare Typ der Cyp450, dessen physiologisches Substrat Sexualhormone sind, 

als entkoppelbar identifiziert.225-228 In der Niere sind verschiedene Isoformen von 

Phenobarbital-induzierbaren Cyp450 bekannt.229 Akut kann eine Cyp450 Entkopplung 

zu einer Erschöpfung des zellulären NADPH-pools führen, der über den 

Pentosephosphat-Weg regeneriert wird. Als Substrat dient Glukose-6-Phosphat, das 

während der Glykogenolyse entweder direkt freigesetzt wird oder anschließend aus 
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dem entstandenen Glukose-1-Phosphat isomerisiert werden kann. Diese 

Regeneration bewirkt den exzessiven Abbau von Glykogen.40,94 Die Entkopplung 

speziell dieses CYP450-Typs führt zur Generierung von ROS, die intrazellulären 

oxidativen Stress auslösen, der bei Erschöpfung des Glutathions im 

Perfusionsmedium zu dem beobachteten Zelluntergang führen kann.230,231 Sollte es 

tatsächlich zu einer Entkopplung und Induktion von CYP450 des 

phenobarbitalinduzierbaren Typs kommen, kann das für eine folgende Transplantation 

relevant sein. Beim Abkoppeln der Niere von der EVNP kommt es präoperativ 

zwangsweise zu einer Ischämie, bis die Arterie des Empfängers mit der Niere 

verbunden ist. Nach der Reperfusion sind aufgrund der Kürze der warmen Ischämie 

nur wenige Reperfusionsschäden zu erwarten, jedoch steht die Induktion 

phenobarbitalinduzierbarer CYP450 im Verdacht, warme Ischämie-

Reperfusionsschäden zu verschlimmern.232 

Inwiefern die Steigerung der Glykogenolyse mit der tendenziellen Milderung der 

Schäden in der inneren Medulla in Zusammenhäng steht, kann aus den bekannten 

Fakten nicht eindeutig gesagt werden. Es könnte sein, dass Produkte aus dem 

Pentosephophat-Weg wie z.B. Glycerin-3-Aldehyd oder Fructose-6-Phosphat als 

Energiesubstrate für die Tubuli des inneren Nierenmarks dienen und ihnen helfen, sich 

dem Zelluntergang zu entziehen.233 

Im Vergleich zwischen Sauerstoffträgern und Erythrozyten wurde ein Anstieg in LDH- 

und AST-Aktivität detektiert, der im Falle der Erythrozyten vermutlich aus lysierten 

Erythrozyten stammte, sodass anhand dieses Parameters nicht eindeutig gesagt 

werden kann, ab wann die Niere messbare Zellschäden erfuhr. In der Histologie zeigte 

sich, dass die Erythrozyten den Glomeruli tendenziell weniger Schäden zuführen als 

die Sauerstoffträger, was am Einfangen von Stickoxiden und einer damit verbundenen 

Vasokonstriktion liegen könnte. Das S3 Segment ist in beiden Gruppen das am 

stärksten von Nekrosen betroffene, wobei sich der Grund dafür unterscheiden könnte. 

Ist es im Falle der Erythrozyten vermutlich das freigesetzte Hämoglobin, das 

intrazellulär Ferroptose auslöst, könnte es bei den Sauerstoffträgern an der 

Entkopplung der CYP450 liegen, die Sauerstoffradikale erzeugen. Die mit der 

Entkopplung einhergehende Aktivierung des Pentosephosphat-Wegs könnte ein 

Grund dafür sein, dass das innere Nierenmark in der Sauerstoffgruppe tendenziell 

weniger von Zelluntergang betroffen war. 
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5. Fazit 

Diese Arbeit zeigt eindrücklich, dass der zukünftige Einsatz geringer 

Volumenfraktionen (4 %) von Perfluordecalin-basierten albuminummantelten 

Sauerstoffträgern für den Einsatz zur Konservierung von Nieren durch EVNP eine 

Alternative zu Erythrozyten darstellen könnte. 

Die Herstellung mittels einfacher Passage durch einen Hochdruck-Homogenisator 

erzeugte Sauerstoffträger mit einer ausreichenden Stabilität, um kurzfristig EVNP von 

Rattennieren über einen Zeitraum von bis zu sechs Stunden durchzuführen. Der 

Vergleich mit Erythrozyten ergab tendenziell weniger Nekrosen des Tubulussystems, 

jedoch tendenziell mehr kollabierte Glomeruli unter Verwendung der Sauerstoffträger. 

Der angelegte Temperatur- und Druckgradient während des Herstellungsprozesses 

führte zu einer erheblich verbesserten Lagerstabilität. Alterungsprozesse wie 

Partikelwachstum konnten durch die Optimierung auf ein Maß reduziert werden, das 

den Einsatz im klinischen Alltag erlauben könnte. 
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6. Ausblick 

Die in dieser Arbeit entwickelte Perfusionslösung enthält bisher Salze, Energieträger, 

Antioxidantien und Sauerstoffträger, um Schäden der Niere während der EVNP zu 

mindern. Eine Weiterentwicklung der Lösung sollte bioaktive Substanzen enthalten, 

die aktiv in den Nierenzellen wirken und therapierende Wirkung entfalten. 

Medikamente, die Entzündungen hemmen oder aktiv in den Zellzyklus eingreifen und 

pro-proliferativ wirken, stellen eine sinnvolle Ergänzung dar.  

Des Weiteren sollte tiefergehend der Einfluss des PFD auf Nierenzellen erforscht 

werden. Die tendenzielle Linderung von Tubulus-Nekrosen im inneren Nierenmark 

wurde bisher nicht beschrieben. Ein Sauerstoff-unabhängiger Pfad zum Schutz der 

Tubuli, wie er in dieser Arbeit möglicherweise beschrieben wird, sollte aufgeklärt und 

sowohl positive als auch negative Auswirkungen müssen weiter evaluiert werden, um 

die Sicherheit der Perfusionslösung gewährleisten zu können. 

Die hier entwickelten TG-Sauerstoffträger bedürfen einer ausgiebigen physikalischen 

und biologischen Charakterisierung. Durch NMR-Messungen könnte der 

Alterungsprozess dieser Partikel weiter beobachtet und durch Bestimmungen des 

Zetapotentials der Herstellungsprozess weiter charakterisiert werden. Die 

gewonnenen Erkenntnisse müssen genutzt werden, um den Herstellungsprozess 

hochskalierbar zu machen. Die zelluläre Aufnahme der Partikel muss weiter erforscht 

werden, da eventuelle Rezeptor-vermittelte Endozytose vielleicht durch 

Rezeptorblockaden inhibiert werden könnten, bzw. eine Exozytose der 

Sauerstoffträger induziert werden könnte. Dadurch könnte die Organretentionszeit 

verkürzt werden. Immunogold-Färbungen in der TEM könnten einen eventuellen 

Rezeptorkontakt aufklären, bzw. das Ausschalten dieser Rezeptoren auf genetischer 

Ebene im Zellkulturversuch kann helfen, den Signalweg aufzuklären.  

Im perfundierten Organ können TEM-Aufnahmen aufklären, ob die Sauerstoffträger in 

der Lage sind, den subendothelialen Raum zu verlassen, und, wenn es so ist, welcher 

der Zelltypen am meisten betroffen ist von einer Inkorporierung der Sauerstoffträger. 
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7. Zusammenfassung 

Diese Arbeit erzählt von der Entwicklung einer zellfreien Perfusionslösung für den 

klinischen Einsatz bei der normothermen ex vivo Perfusion von Nieren. 

Hauptaugenmerk lag dabei auf der Entwicklung eines albuminummantelten 

künstlichen Sauerstoffträgers, der auf Perfluordecalin basiert. Seine Aufgabe ist es, 

das perfundierte Organ mit angemessenen Mengen an Sauerstoff zu versorgen. Als 

Modell für die spätere Anwendung diente die isoliert perfundierte Rattenniere. 

Für die Herstellung des Sauerstoffträgers wurde die Hochdruck-Homogenisierung 

verwendet, ein in der Anwendung sehr einfacher, in den ablaufenden physikalischen 

Reaktionen aber hochkomplexer Prozess, bei dem viele Faktoren auf die 

entstehenden Sauerstoffträger Einfluss nehmen. Es wurden die Einflüsse von 

Albuminkonzentration, Druck und wiederholtem Passagieren auf die Formierung des 

Sauerstoffträgers während der Homogenisierung und der Lagerung beschrieben und 

interpretiert. Die Charakterisierung dieser Sauerstoffträger erfolgte mit dynamischer 

Lichtstreuung, statischer Lichtstreuung, Transmissionselektronenmikroskopie, Raster-

Elektronenmikroskopie, Kernspinresonanz, Lichtmikroskopie und nasschemischen 

Methoden. Erst die Nutzung dieses breit gefächerten Methodenspektrums ergab ein 

umfassendes Bild dieser polydispersen Suspension der Sauerstoffträger. Eine leicht 

durchzuführende und zu standardisierende Herstellungsprozedur ergab eine 

Suspension, die stabil genug war, um im Modell der normothermen ex vivo 

Nierenperfusion getestet zu werden. Eine Optimierung der Lagerstabilität der 

Sauerstoffträger konnte mittels eines Temperatur- und Druckgradienten bewerkstelligt 

werden. Die Veränderung des Herstellungsprozesses änderte die physikalischen 

Eigenschaften der Sauerstoffträger teilweise drastisch, ohne deren 

Sauerstoffkapazität zu beeinflussen. Bei einer Lagerung über 5 Monate kam es nur zu 

minimalem Partikelwachstum. Allerdings wurden diese Partikel von Immun- und 

Tubuluszellen in Zellkultur aufgenommen.  

Die Oxygenierung von Nieren, die mit unterschiedlichen Volumenfraktionen der 

Sauerstoffträger perfundiert wurden, wurde durch die Quantifizierung von Hypoxie-

induzierbaren Faktoren im Gewebe überprüft. Messungen der glomerulären 

Filtrationsrate, der biochemischen Zellschädigungsparameter in Perfusionslösung und 

Urin, die histochemische Untersuchung des Organs und die Quantifizierung von 

Malondialdehyd im Urin identifizierten eine Volumenfraktion von 4 % als die optimale 
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Konzentration von Sauerstoffträgern für diesen Einsatz. Bei dieser Volumenfraktion 

wurde sowohl eine Hypoxie als auch eine Hyperoxie verhindert. Verglichen mit 

Erythrozyten als physiologischem Sauerstoffträger zeigten Nieren, die mit dem aus 

Perfluordecalin hergestellten Sauerstoffträger sechs Stunden perfundiert worden 

waren, mäßige Schädigungsparameter. So zeigten diese Nieren einen vermehrten 

Abbau von Glykogen und tendenziell weniger Nekrosen im inneren Nierenmark. 

Während der Perfusion mit Erythrozyten trat Hämolyse auf, die zwei Effekte hervorrief. 

Zum einen konnte das Abfangen von Stickoxiden durch freies Hämoglobin und ein 

resultierender Muskeltonus die Glomeruli schützen. Zum anderen konnte ein 

gesteigerter Hämoglobin-induzierter Zelltod in den Zellen des äußeren Nierenmarks 

beobachtet werden.  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ergebnisse der hier verwendeten 

Sauerstoffträger trotz einiger Probleme einen Einsatz in der klinischen normothermen 

ex vivo Perfusion nicht ausschließen. Die Sauerstoffversorgung des Organs wird über 

viele Stunden hinweg gewährleistet. Die Veränderung des Herstellungsprozesses führt 

zu einer ausreichenden Lagerstabilität, die den Einsatz im klinischen Alltag ermöglicht. 
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9. Anhang 

 

AST  - Aspartat-Aminotransferase 

ATP  - Adenosintriphosphat 

BKG  - Bromkresolgrün 

BSA  - Bovines Serumalbumin 

CYP450 -  Cytochrom P450 Monooxigenase 

DDFP  - Dodecafluoropentan 

DGF   - Verzögerte Organfunktion (delayed graft function) 

DLS  - Dynamische Lichtstreuung 

ECD  - Spender erweiterter Kriterien (expanded criteria donor)  

EVNP  -  ex vivo normotherme Perfusion 

FX-80  - Perfluorbutyltetrahydrofuran  

GFR  - glomeruläre Filtrationsrate 

GL  - Terminale Organabstoßung (graftloss) 

HIF  - Hypoxieinduzierbarer Faktor 

LDH  - Lactat-Dehydrogenase 

NMR  - Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance) 

PAS  - Periodsäure-Schiff Reaktion (periodic acid Schiff reaction) 

PBS  - Phosphat gepufferte Salzlösung (Phosphate buffered  

   saline, TBS) 

PDI  - Polydispersionsindex 

PFC  -  Perfluorcarbon 

PFD  - Perfluordecalin 

PFOB  - Perfluoroctylbromid 

pO2  - Sauerstoffpartialdruck 

PSI  - Pfund pro Quadratzoll (pound per squareinch) 

(Kryo-)REM - (Kryo-) Raster-Elektronenmikroskopie 

ROS  - Reaktive Sauerstoffspezies 

SD  - Standardabweichung (standard deviation) 
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SLS  - Statische Lichtstreuung 

TBARS - Thiobarbitursäure reaktive Substanzen (thiobarbituric acid  

   reactive substances) 

TBS-T  - Tris gepufferte Salzlösung mit Tween (Tris buffered saline- 

   Tween, TBS-T) 

TG  - Temperaturgradient 

TUNEL - TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling 

(Kryo-)TEM - (Kryo-) Transmissionselektronenmikroskopie 

TUNEL -  

UV  - Ultravioletter Spektralbereich 

VIS  - Sichtbarer Spektralbereich (visible) 
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