derzeit ausreichend ‘beherrscht werden und daB dies in Anbe-
tracht der intensiven Forschungsarbeiten iiber Sicherheitsfra-
gen auch fiir den weiteren Ausbau der Kernenergie gelte”.
»Die verbleibenden Restrisiken werden®, so heifit es in dem
offenen Brief, ,,von uns ernst genommen. Sie erscheinen jedoch
vertretbar, wenn man sie am zivilisatorischen Gesamtrisiko
miBt, und sie sind kleiner als manche Risiken, die um geringerer
Vorteile willen in Kauf genommen werden.“ Kurz danach
wurde von zahlreichen anderen Wissenschaftlern — wie es
hie} — eine Erkldrung unterzeichnet, in der eine drastische
Reduzierung und Verlangsamung der bestehenden Kernkraft-
werksplanung gefordert wurde. Dies wurde unter anderem
damit begriindet, daB die mit der groBtechnischen Erschlie-
Bung von Kernenergie auftretenden Sicherheitsprobleme
keineswegs als gelost angesehen werden konnten. Auf die Kon-
sequenzen der Plutoniumgewinnung wurde hingewiesen. Nur
durch polizeistaatliche MaBnahmen konne der Diebstahl und
MiBbrauch von Plutonium verhindert werden. AuBerdem
schaffe der Export von Kernkraftwerken durch die Bundesre-
publik zusétzliche Moglichkeiten des MifSbrauchs. Die meisten
Unterzeichner dieser Erkldrung waren keine in den Sachfragen
kompetente Naturwissenschaftler oder Techniker, sondern So-
ziologen, Theologen und Publizisten. Trotzdem lief die Mel-
dung iiber die Erklarung unter der Uberschrift ,, Tausend Wis-
senschaftler mahnen® durch Presse und Fernsehen. Die Bonner
Parlamentarier hatten nun zwei einander widersprechende Er-

Perfluor-Verbindungen als Blutersatzmittel

Von Jean G. Riess und Maurice Le Blanc[’]

klarungen auf dem Tisch, beide ausgestellt im Namen der
Wissenschaft. Da die Massenmedien in der Bundesrepublik
nur die ,,Erkldrung der Sechzehnhundert® breit herausgestellt
und kommentiert haben, wurde bei der in Sachen Kernenergie
ohnehin verunsicherten Bevolkerung der Eindruck erweckt,
daf} die Wissenschaft nahezu geschlossen den weiteren Ausbau
der Kernenergieerzeugung ablehne.

Ich glaube, wir diirfen so nicht weitermachen. Um der Wis-
senschaft willen miissen wir der Hybris entgegentreten, Wissen-
schaftler seien die moralischen Lehrmeister der Nation und
die Schiedsrichter in den Dingen des politischen Gewissens.
Mit diesem Anspruch ,kritischer Wissenschaft” hat sich die
Universitit iibernommen. Die Wissenschaft kann den Men-
schen nicht verbindlich sagen, was ,,gut” ist und was ,;schon®
ist; wohin das Menschenleben und das Menschengeschlecht
geht. Man kann im Rahmen der Wissenschaft die Fragen
nach dem ,,Sinn“ und nach dem ,,Ziel“ nicht verbindlich beant-
worten. Erkenntnis ist zwar eine Voraussetzung, aber kein
hinreichender Grund fiir richtiges Handeln, fiir die richtige
Fiihrung unseres Lebens.

Hat die Wissenschaft versagt? — Nein, wenn man auf ihre
Leistungen und auf ihr Ethos blickt. Ja, in dem Mafe, in
dem sie es versdumt hat und weiterhin versdumt, sich iiber
die Grenzen ihrer Leistungsfihigkeit Rechenschaft zu geben.

Eingegangen am 27. Dezember 1977 [A 232]

Es klingt fast unglaublich: Tiere, deren Blut iiberwiegend oder sogar vollstindig gegen

Emulsionen von perfluorierten Verbindungen in Salzlésungen ausgetauscht wird, kénnen iiberle-
ben. So iiberstanden Ratten, die eine Perfluor-tributylamin-Suspension anstelle von Blut enthiel-
ten, einen 5 Stunden langen Aufenthalt in einer Atmosphire aus 50%, Sauerstoff und 509
Kohlenmonoxid, d.h. sie blieben unter Bedingungen am Leben, unter denen der Transport
von Sauerstoff durch die Erythrocyten vollstindig blockiert ist. In diesem Aufsatz werden
1. die Experimente behandelt, die gezeigt haben, daB3 Blutersatzmittel auf der Basis perfluorierter
Verbindungen das Leben erhalten konnen, 2. Synthese und Eigenschaften der wichtigsten perfluo-
rierten Verbindungen sowie deren Verarbeitung zu Emulsionen besprochen und 3. die ,,Physiolo-
gie“ dieser Verbindungen erértert, d. h. Toxizitdt, Verweildauer im Blutkreislauf, Wirkung auf
die Organe und Ausscheidung. — Ehe Perfluor-Verbindungen als sicheres Blutersatzmittel in
die medizinische Praxis eingefiihrt werden konnen, miissen folgende Voraussetzungen erfiillt
sein: Es miissen viele Reihen gut definierter, reiner und inerter Perfluor-Verbindungen zur
Verfiigung stehen, aus den Verbindungen miissen sich stabile Emulsionen herstellen lassen,
das Fliissigkeitsgleichgewicht mufl optimiert sein, und es miissen verniinftige Ausscheidungsge-
schwindigkeiten erzielt werden.

1. Einleitung

Die Bluttransfusion ist ein alltidglicher Vorgang zur Lebens-
rettung geworden. Da weniger Blut gespendet als bendtigt

[*] Prof. Dr. J. G. Riess, Dr. M. Le Blanc
Laboratoire de Chimic Minérale Moléculaire
Equipe de Recherche Associée au CNRS
Parc Valrose, F-06034 Nice Cedex (Frankreich)
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wird, besteht ein chronischer Mangel an Blut, Plasma, Albumin
und anderen Blutbestandteilen, und der Bedarf steigt von
Jahr zu Jahr an'!l, Daher stellt sich die Frage, ob das Blut
durch synthetische Stoffe ersetzt werden kann.

Brauchbares kiinstliches Blut besdfe einige Eigenschaften,
aufgrund deren es natiirliches Blut verdrangen konnte. Es wire
universell verwendbar — Probleme durch Unvertréglichkeits-
reaktionen triten nicht auf, und deshalb miiite weder eine Blut-
gruppe bestimmt noch eine Kreuzprobe vorgenommen wer-
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den. Das kiinstliche Blut wire unbegrenzt haltbar und wiirde
nach Belieben zur Verfiigung stehen ; die Gefahr einer Ubertra-
gung von Krankheiten wie Hepatitis, die immer groBer wird,
wiire beseitigt; die aufwendige Blutentnahme, das Verpacken,
Handhaben, Aufbewahren und Vertcilen des duBerst empfind-
lichen natiirlichen Blutes wiirde entfallen. Weiter wiirde kiinst-
liches Blut Trunsfusionen auch in Lindern ermdglichen, die
noch nicht die Voraussetzungen fiir die Handhabung und
Lagerung von natiirlichem Blut besitzen. Dariiber hinaus gibt
cs sowohl in der Therapie als auch in der experimentellen
Biomedizin viele Fragen!?, dic mit natiirlichem Blut nicht
gepriift werden konnen. Die wichtigsten Anwendungsmoglich-
keiten von Blutersatzmitteln auf der Basis von Perfluor-Ver-
bindungen werden in Abschnitt 5.1 zusammengefa(3t.

In diesem Aufsatz wird cin Uberblick tiber die Forschung
auf dem Gebiet der Blutersatzmittel gegeben, in denen Per-
fluor-Verbindungen['] als Sauerstofftriger dicnen. Mehrere
kurze Ubersichten® =7 sowie die Berichte iiber drei Symposi-
en'® zu dicsem Thema liegen bereits vor. Da Fortschritte
auf diesem Gebiet sehr stark von der Verfiigbarkeit geeigneter
Perfluor-Verbindungen abhdngen, kommt der Chemie eine
besondere Rolle zu. Hicr wird im wesentlichen die Herstellung
und Verwendung von Emulsioncn von Perfluor-Verbindungen
als Blutersatzmittel behandelt. Auf andere Aspekte des Pro-
blems Blutaustausch, wie die Verwendung von Stroma-freiecm
Himoglobin!®), quervernetztem Himoglobin!!®! oder synthe-
tischen Sauerstoff-bindenden Chelaten!'!) sowie auf andere
biomedizinische Anwendungen von Perfluor-Verbindungen,
besonders bei der Fliissigkeitsatmung!!?! und Lungenspii-
lung!!3], bei der Sauerstoffanreicherung von Blut auBerhalb
des Korpers!'4 oder als Kontrastmittel''s! wird hier nicht
eingegangen.

2. Die Maoglichkeit, mit Blutersatzmitteln auf der Basis
von Perfluor-Verbindungen Leben zu erhalten

Wahrscheinlich hat die Entwicklung von neuen Blutersatz-
mitteln 1962 mit der Verdffentlichung ,,Of Mice as Fish”
von Kyistra et al. begonnen, in der sie zeigten, daB Méuse
in wiBrigen Salzlosungen leben kénnen, die unter einem Sauer-
stoffiiberdruck stehen!!”). 1966 fanden Gollan und Clark, daB
man zum gleichen Ergebnis auch bei normalem Druck gelangt,
wenn man statt Wasser Perfluor-Verbindungen verwendet!!8),
Howlett et al. hatten diese Verbindungen bereits 1965 zur
Anreicherung von Blut mit Sauerstoff benutzt!'®l. Abbildung
1 zeigt eine Maus in einem Becherglas, welches mit einer
mit Sauerstoff gesdttigten Perfluor-Verbindung gefiillt ist. Die
Maus atmet die Fliissigkeit ein und aus.

Gollan und Clark waren auch die ersten, die Perfluor-Verbin-
dungen anstelle von Blut zur Sauerstoffversorgung eines Or-
gans verwendeten. Sie zeigten, daB sich isolierte Rattenherzen
weiter kriftig kontrahieren, wenn sie mit einer mit Sauerstoff
gesittigten Perfluor-Verbindung durchstrémt werden!?%), Die
Perfusionslosung muBte jedoch alle Stunde gegen sauerstoff-
haltiges, verdiinntes Blut ausgewechselt werden, um die Ver-

[*] Die auf diesem Gebiet verwendeten Perfluor-Verbindungen wurden oft
vereinfacht als Fluorkohlenstoff-Verbindungen bezeichnet, auch wenn sie
Sauerstoff-, Stickstofl- oder Wasserstoffatome enthielten. Wir werden sie in
der Regel Perfluor-Verbindungen nennen und ein ,,F“ vor den Namen einer
gegebenen Verbindung setzen [16], um die Perlluorierung anzuzeigen. Per-
fluordekalin wird z. B. ,,F-Dekalin“ geschrieben. Etwa vorhandene Wasser-
stoffatome werden hier durch Hydro-Prifixe kenntlich gemacht.
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Abb. 1. Maus beim Atmen einer fliissigen, mit Sauerstofl gesittigten Perfluor-
Verbindung (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. L. C. Clark, Jr,
Department of Pediatrics, University of Cincinnati).

sorgung mit Mineralsalzen sicherzustellen, die in den Perfluor-
Verbindungen unloslich sind.

1967, also unmittelbar danach, wurde ein beachtlicher Fort-
schritt erzielt, als Sloviter et al. die reine Perfluor-Verbindung
durch eine Emulsion dieser Verbindung in einem Plasma er-
setzten!?!]. Auf diese Weise 6sten sie das Problem des Trans-
ports von Mineralsalzen und Stoffwechselprodukten. Die Au-
toren verwendeten ziemlich grobe Emulsionen (2-3 pm Durch-
messer), die 20 % FX-80 enthielten. FX-80 ist eine Mischung
von Perfluor-Verbindungen der 3M Company mit dem Haupt-
bestandteil F-2-Butyltetrahydrofuran (1). Die Mischung ist

F
(j/:l% N(n-C4Fg)s \Ejg/
07 C4Fyg
(1) (2) (3)

in einem Plasma aus einer Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat-
Pufferlosung emulgiert, die Rinder-Serumalbumin als oberfla-
chenaktive Substanz enthalt. Die Fahigkeit dieser Emulsion,
Sauerstoff an Gewebe abzugeben, wurde an isolierten Ratten-
hirnen getestet. Als Vergleichslosungen dienten eine Erythro-
cyten-Suspension im gleichen Plasma sowie Plasma allein.
Die Spontanschwankungen im EEG (grofer als SuV) hielten
mit dem Erythrocyten-haltigen Plasma cbenso wie mit der
Emulsion der Perfluor-Verbindung iiber 2 Stunden, mit dem
Plasma alleine hingegen nur weniger als 5 Minuten an (Abb.
2).
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Abb. 2. Vergleich der spontanen EEG-Aktivitit eines isolierten Rattenhirns,
das mit einer Erythrocyten-Suspension oder mit einer Emulsion des Perfluor-
Priiparats FX-80 durchstrdmt wird (nach [21]).

Bedenkt man, wie empfindlich das Gehirn auf Sauer-
stoffmangel reagiert — die elektrische Aktivitét erlischt bereits,
wenn die Perfusion 30 Sekunden unterbrochen wird — so
kann man aus diesen Versuchen schlieBen, daB3 die Emulsion
der Perfluor-Verbindungen die Sauerstoffversorgung ebenso
sicherstellen kann wie eine Erythrocyten-Suspension. Die Kur-
ven fiir die Glucose-Oxidation und die Lactat-Bildung ver-
laufen in beiden Perfusionsfliissigkeiten fast gleich. Das zeigt,
daB auch die Stoffwechselaktivitdt des Gehirns von der Emul-
sion aufrecht erhalten wird.

1968 berichtete Geyer iiber den ersten vollstindigen Aus-
tausch des Blutes von Ratten durch eine FC-47-Emulsion.
FC-47 ist ebenfalls ein Produkt der 3M Company, dessen
Hauptbestandteile F-Tri-n-butylamin (2) und Pluronic F-68
sind. Letzteres ist ein Polyethylenoxid-Polypropylenoxid-
Blockpolymer, das als oberflichenaktive Substanz dient. Die
Tiere iiberlebten jedoch nur wenige Stunden'22~ 231,

In einem weiteren wichtigen Versuch zeigte Sloviters Grup-
pe, daB Miuse, deren Blut 10-20 % einer FX-80-Emulsion
enthielt, erheblich inger in einer Atmosphire mit 4 % Kohlen-
monoxid iiberlebten als Vergleichstiere. Unter diesen Bedin-
gungen ist der Sauerstofftransport durch die Erythrocyten
fast vollstindig durch Kohlenmonoxid blockiert!2°],

1969 war somit bekannt, dafl man mit emulgierten Perfluor-
Verbindungen Gewebe, Organe und ganze Tiere wie Ratten,
Miuse, Meerschweinchen, Frosche, Kaninchen, Hithner, Kat-
zen und Hunde mit Sauerstoff versorgen kann. Die Verbindun-
gen versagten jedoch im Langzeitversuch: Die Tiere iiber-
lebten in der Regel nur wenige Stunden. Ab 1970 wurde
iiber Versuche berichtet, bei denen die Tiere einen weitgehen-
den, aber nicht vollstindigen Austausch ihres Blutes gegen
solche Emulsionen iiberlebten!>*:2°! und sich anschlieBend
offenbar vollig normal weiterentwickelten. So erwahnten Clark
et al., daB Hunde drei Jahre nach einer Infusion von 50 ml/kg
Korpergewicht einer 25proz. FC-47-Emulsion noch vollig ge-
sund waren'2” 28, Fujita et al!?®) berichteten iiber dhnliche
Experimente, in denen Hunde den Austausch von 80-857%
ihres Blutes iiberlebten.

DaB Perfluor-Verbindungen anstelle von Blut das Leben
erhalten konnen, zeigte Geyer 1973 endgiiltig durch Versuche,
in denen das Blut von Ratten schrittweise bis zu 100 % durch
Emulsionen mit 12 %% FC-47 ausgetauscht wurde und in denen
die Tiere tiberlebten!>% 3! (Abb. 3, siche auch Tabelle 3 in
Abschnitt 3.6). Beim Blutaustausch wird der Gehalt des Blutes
an Erythrocyten (Hamatokrit-Wert) auf weniger als 1 Vol.-%
gesenkt. Dazu perfundierte Geyer die Tiere unter Narkose
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mit bis zum 30fachen ihres normalen Blutvolumens (bei einem
Menschen von 70 kg Gewicht wéren das etwa 1601 Emulsion!).
Nach dem Aufwachen im AnschluB an die Perfusion benahmen
sich die ,,blutlosen” Tiere offensichtlich ganz normal, sie began-
nen zu fressen, zu trinken, Harn zu lassen, den Darm zu
entleeren, Nester zu bauen usw. Nach etwa 7 bis 10 Tagen
lagen der Plasmaprotein-Spiegel und der Hamatokrit-Wert
wieder im normalen Bereich. Die Tiere wuchsen und entwickel-
ten sich offensichtlich wihrend der iiblichen Lebenszeit vollig
normal. Abbildung 4 zeigt die Uberlebenszeiten ,,blutloser”
und normaler Ratten in einer Atmosphire aus CO und O,.
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Abb. 3. Ubersicht iiber die aufeinanderfolgenden Phasen in Geyers Versuchen
zum vollstindigen Blutersatz (nach [30]): Austausch-Perfusion (1 Stunde),
Regenerationsphase (10 Tage), normale Lebensdauer (2-3 Jahre).
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Abb. 4. Uberlebensdauer ,,blutloser” und normaler Ratten in einer Atmosphire
aus CO und O, (nach [4]). A: Kontrolltiere tot; B: ,blutlose” Ratten immer
noch lebendig und aktiv.

Leider lagert sich F-Tri-n-butylamin jedoch im Korper der
Tiere, hauptsdchlich in der Leber, ab und bleibt dort sehr
lange, vielleicht das ganze Leben lang. Clark et al.** und
Naito et al.133! gelang unabhingig voneinander die wichtige
Entdeckung, dal3 Perfluor-Verbindungen wie F-Dekalin (3)
aus dem Korper viel schneller ausgeschieden werden als ande-
re.

Inzwischen wurde auch mit Experimenten an Affen begon-
nen. Einem wachen Rhesus-Affen war iiberhaupt nicht anzu-
merken, daB etwa ein Drittel seines Blutvolumens durch eine
F-Dekalin/Pluronic-F-68-Emulsion ersetzt worden warl>%,
Sein Puls dnderte sich nicht merklich, und es waren keine
physiologischen und chemischen oder Verhaltensstérungen
feststellbar. Nach iiber einem Jahr lebte er noch. Acht von
zehn Rhesus-Affen iiberlebten den Austausch von ungefihr
der Hilfte ihres Blutes gegen eine 10proz. F-Dekalin-Emulsion,
ohne daB gesundheitliche Schidden auftraten (die beiden ande-
ren Tiere starben infolge chirurgischer Zwischenfille). Bei etwa
20 Blutbestandteilen, die analysiert wurden, konnten keine
signifikanten Verinderungen festgestellt werden!**). Sehr un-
terschiedlich waren bei den einzelnen Affen die Mengen Per-
fluor-Verbindung, die sich in Leber und Niere ablagerten,
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und die Geschwindigkeiten, mit der sie diese wieder verlieBen.
Die Halbwertszeit von F-Dekalin in der Leber liegt wahr-
scheinlich bei ungefihr zwei Wochen. Morphologische Unter-
suchungen ergaben, dall durch die voriibergehende Ablage-
rung der Substanz in der Leber keine Schiden oder bleibende
Verdnderungen auftreten.

Obwohl alle oben geschilderten Versuche letztlich dem Ziel
dienten, synthetische Blutersatzmittel zu schaffen, sind die
Aussagen dieser Versuche sehr unterschiedlich. Die Versuche
am isolierten Gehim oder die zum Schutz von Méusen gegen
Kohlenmonoxid-Vergiftung zeigen, daB3 die Emulsionen den
Sauerstofftransport sicherstellen und die Erythrocyten in die-
ser einen Funktion ersetzen konnen. Die Tatsache, daB Tiere
einen massiven, wenn auch partiellen Blutersatz iiberleben,
beweist, daB der Organismus hohe Dosen an fremden Per-
fluor-Verbindungen vertrdgt. Sie beweist aber nicht, daB die
Sauerstoffversorgung von den Perfluor-Verbindungen sicher-
gestellt werden kann, denn es ist bekannt, daB bereits 10-20 %
der Erythrocyten ausreichen, um das Leben zu erhalten. Es
miissen lediglich das Blutvolumen, der osmotische und onkoti-
schel’] Druck sowie die FlieBeigenschaften des Blutes aufrecht-
erhalten bleiben. Demnach beweisen nur die Versuche, in
denen die Tiere den vollstindigen Blutersatz tiberlebten, dal
die Emulsionen als Blutersatzmittel dienen kénnen, weil hier
eine Beteiligung von Bestandteilen des normalen Blutes ausge-
schlossen ist.

Einer der in dieser Hinsicht bedeutendsten Versuche ist
kiirzlich von Geyer durchgefiihrt worden: Seine ,,blutlosen®
Ratten iiberstanden einen 20stiindigen Aufenthalt in einer
10 % Kohlenmonoxid enthaltenden Atmosphirel* und sogar
einen Sstiindigen Aufenthalt in einer 509, Kohlenmonoxid
enthaltenden Atmosphirel3®), Die Tiere wurden anschlieBend
wieder in eine Stickstoff/Sauerstoff-Atmosphére gebracht, in
der sie weiterlebten. Unter diesen Versuchsbedingungen wur-
den nicht nur alle etwa noch vorhandenen Erythrocyten, son-
dern auch die neuen Erythrocyten, die fortlaufend im Tier ge-
bildet werden, sofort durch Kohlenmonoxid blockiert. Das be-
weist eindeutig, daB die emulgierte Perfluor-Verbindung den
Sauerstoffbedarffiir wenigstens 20 Stunden sichergestellt hatte.
Das weitere Uberleben der Tiere beweist dariiber hinaus, daB
die Gewebe und Organe in diesen 20 Stunden geniigend Sauer-
stoff erhalten hatten und eine Vergiftung durch Kohlen-
monoxid nicht auftrat.

3. Synthese der Perfluor-Priiparate und Herstellung von
Blutersatzmitteln

3.1. Anforderungen an ein synthetisches Blutersatzmittel

Ein synthetisches Blutersatzmittel muB folgende Bedingun-
gen erfiillen:

1. Es muB das Blutvolumen aufrecht erhalten. Sein osmoti-
scher und onkotischer Druck sowie seine FlieBeigenschaften
miissen denen von normalem Blut sehr dhnlich sein. Aulerdem
muB die Einhaltung des korrekten pH-Wertes sichergestellt
sein. Alle diese Anforderungen werden auch von einem brauch-
baren Plasmaersatzmittel erfiillt.

2. Es muB den Transport und Austausch von O; und CO,
gewihrleisten,

{*] Der onkotische Druck ist der osmotische Druck, der von Proteinen
erzeugt wird.
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3. Es muB ,.chemische Intelligenz* besitzen, darf nicht mit
O, oder CO; reagieren und wihrend seiner Funktion keine
toxischen Verunreinigungen entwickeln.

4. Es darf keinen Bestandteil des natiirlichen Blutes storend
beeinflussen, keine irreversiblen Schiden an Geweben und
Organen hervorrufen und deren normale Funktion nicht
beeintrichtigen.

5. Es muB die Neubildung von Erythrocyten, Proteinen
und anderen Blutbestandteilen mit verniinftiger Geschwindig-
keit erméglichen.

6. Esdarfdas Weiterleben, das Wachstum und die Entwick-
lung nach einem vollstdndigen Blutaustausch nicht behindern.

7. SchlieBlich muB es wieder aus dem Korper ausgeschieden
werden.

Ein Blutersatzmittel, welches diese Bedingungen erfiillt, ist
mehr als ein Plasma, weil es Sauerstoff transportiert, d.h.
die Erythrocyten in dieser Funktion ersetzt. Die oben genann-
ten Punkte geben natiirlich nur einen Teil der vielfiltigen
und komplexen Aufgaben des natiirlichen Blutes wieder, wie
Transport, Regulation, Gerinnung und Abwehr. In dieser Hin-
sicht ist der Ausdruck ,kiinstliches Blut® fiir ein Medium,
welches nur diese Bedingungen erfiillt, zweifellos eine Ubertrei-
bung.

3.2. Lisslichkeit und Verfiigbarkeit von Sauerstoff in Perfluor-
Verbindungen

Die Perfluor-Verbindungen wurden als Gastriger gewihlt,
weil sie groBe Gasmengen 15sen'®” 42, chemisch inert und
in der Regel nicht toxisch sind!*!-43!, Die Perfluor-Verbindun-
gen selbst miissen zwar die in Abschnitt 3.1 genannten Anforde-
rungen nicht erfiillen, wohl aber ihre Emulsionen. Die Menge
des geldsten Sauerstoffs kann gaschromatographisch!®”® oder
durch Umwandlung von Fe?* in Fe** und anschlieBende
Titration mit TiCl; bestimmt werden!*4].

In Tabelle 1 werden die Loslichkeiten von O, und CO,
in Plsama, Blut, mehreren hiufig verwendeten Perfluor-Ver-
bindungen und zwei Emulsionen, die jetzt im Handel fiir
biomedizinische Versuche erhiltlich sind (Fluosole)!*!l, mit-
einander verglichen. Man sieht, daB das Plasma 2 Vol.-%,
die reinen Perfluor-Verbindungen 40-50 % und die kiuflichen
Emulsionen 7-9 % Sauerstoff 16sen. Diese Emulsionen nehmen
also etwa viermal mehr Sauerstoff auf als Plasma. Dieser
Vergleich bedeutet allerdings wenig, da die Mechanismen,
nach denen der Sauerstoff fixiert wird, und damit dessen Ver-
fiigbarkeit in beiden Fillen vollig verschieden sind.

Abbildung 5 erldutert diesen Sachverhalt: In ihr ist das
Volumen des geldsten oder fixierten Sauerstoffs gegen den
Sauerstoffpartialdruck aufgetragen. Im Blut ist Sauerstoff
koordinativ an das Eisenatom des Himoglobins gebunden;
die S-formige Sauerstoffbindungskurve erreicht rasch ein Pla-
teau. Das Sauerstoffvolumen, welches in den Emulsionen der
Perfluor-Verbindungen geldst wird, hiangt nach dem Henry-
schen Gesetz in erster Niherung linear vom Partialdruck
ab.

Unter biologischen Bedingungen liegt der Sauerstoffgehalt
des arteriellen Blutes bei 20 Vol.- %. Er fillt fiir venoses Blut
nach der Sauerstoffibgabe an das Gewebe auf etwa 15%
ab. Aus Abbildung 5 sieht man, daB natiirliches Blut diese
5 Vol.-% leicht abgeben kann, wenn Luft eingeatmet wird.
Das entspricht auf der Kurve einem Abfall des Sauerstoff-
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Tabelle 1. Loslichkeit von Gasen (Vol.-% bei 1 bar).

0, CO, Luftsauerstoff Lit.
25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C

Plasma 24 67 [38]
Blut 20 50 20 [38]
F-Tributylamin (2) 389 40.3 152 142 10.3 104 [39]
F-2-Butyltetrahydrofuran (1)  48.8 48.5 192 160 12.6 11.7 [39]
F-Dekalin (3) 40.3 134 [a] 86 [37a]
Fluosol-43 9.3 87 84 72 1.9 1.7 [41]
Fluosol-DC 8.1 79 86 62 1.6 1.6 [41]

[a] Mit Pluronic F-68 in Wasser emulgiert [40].
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Abb. 5. Sauverstoffbindungskurven von Blut und einer 30proz. F-Tri-n-butyl-
amin(FC-43)/Pluronic-F-68-Emulsion.

drucks pO, von 150 Torr — dem Partialdruck des Sauerstoffs
in der Luft — auf 50 Torr. Unter denselben Bedingungen
gibt die Emulsion nur etwa 1.2 Vol.-%, also viermal weniger
O, ab. Erst bei einer Druckdifferenz von etwa 400 Torr besitzt
die Emulsion dieselbe Kapazitit. Der Unterschied im Verhal-
ten beider Systeme ist noch entscheidender, wenn der Sauer-
stoff knapp ist. Auch in einer sauerstoffirmeren Atmosphére
kann Blut den Sauerstoffbedarf befriedigen. So werden z.B.
rund 12 Vol.-% Sauerstoff frei, wenn der Sauerstoffdruck um
dieselbe Differenz, jedoch von 125 auf 25 mm Hg fallt, wahrend
die Emulsion nach wie vor nur 1.2 Vol.-% O, abgibt. Daraus
folgt, daB Tierversuche, in denen Blut durch Perfluor-Verbin-
dungen ersetzt wird, in sauerstoffreichen Atmosphiren durch-
gefiihrt werden miissen.

Wie kiirzlich gezeigt wurde, vermindern Emulsionen von
Perfluor-Verbindungen die O,-Aufnahme in isoliertem Gewe-
be. Das 148t sich jedoch weitgehend vermeiden, indem man
die Emulsion vollstdndig mit O, sdttigt. Die eingeatmete Luft
mubB also einen hohen O,-Gehalt besitzen, wenn Blutersatzmit-
tel auf der Basis von Perfluor-Verbindungen benutzt wer-
den!>%%),

3.3. Verfiigbarkeit und Reinheit der Perfluor-Priiparate

Die Arbeiten auf diesem Gebiet wurden — und werden —
dadurch erschwert, daB die Perfluor-Priaparate schlecht zu-
ginglich sind. Die Verbindungen, die in Form von Emulsionen
als Blutersatzmittel verwendet wurden, sind in Tabelle 2 aufge-
filhrt. (Einige weitere Verbindungen sind gelegentlich vor allem
in der Patentliteratur erwdahnt worden, doch fehlen ndhere
Angaben.) Wie man sieht, ist fiir die meisten die akute Toxizitét
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(in der Regel nach i.v. Applikation geringer Mengen) ermittelt
worden. Die Zahl der Verbindungen, die eingehender unter-
sucht worden sind, ist sehr begrenzt. Erschwerend kommt
hinzu, daB sie sich strukturell stark unterscheiden und norma-
lerweise keine homogenen Reihen zur Verfiigung stehen.
Zuerst ist ein verzweigter cyclischer Ether verwendet worden,
es folgten ein tertidires Amin, einige Ether, gesittigte bicyclische
Fluorkohlenstoff-Verbindungen usw. Leider unterscheiden
sich diese Verbindungen in wesentlichen Eigenschaften aufBer-
ordentlich stark, z.B. in der Stabilitidt ihrer Emulsionen, in
der physiologischen Reaktion des Organismus auf ihre Injek-
tion und in ihrer Ausscheidungsgeschwindigkeit. Es ist daher
sehr wichtig, moglichst viele gleichartige Verbindungen zur
Verfiigung zu haben, um herauszufinden, welche strukturellen
und physikochemischen Eigenschaften am giinstigsten sind.

Leider benotigt man fiir diese Versuche relativ groBe
Substanzmengen. Man war daher gezwungen, Verbindungen
einzusetzen, die bereits industriell zugénglich waren.

Diese Stoffe, die bis vor kurzem fiir vollig andere Zwecke
hergestellt wurden, erfiillen jedoch nicht die Bedingungen,
die hinsichtlich Reinheit, chemischer Definition und Reprodu-
zierbarkeit fiir biomedizinische Versuche gefordert werden.
Das gilt besonders fiir elektrochemisch hergestellte Priaparate:
In der Regel liegen komplexe Mischungen vor, deren Zusam-
mensetzung sogar von Ansatz zu Ansatz schwankt. Es ist
notwendig, hier auf dieses Problem hinzuweisen und darauf
zu bestehen, dal3 spezifische und eindeutige Methoden entwik-
kelt werden, nach denen sich reinere und besser definierte
Verbindungen herstellen lassen.

3.4. Synthese der Perfluor-Verbindungen

Die wichtigsten Methoden zur Synthese der Ausgangsstoffe
fir die Blutersatzmittel sollen kurz in Erinnerung gerufen
werden. An erster Stelle steht die elektrochemische Fluorierung
in wasserfreiem Fluorwasserstoff. Auf diese Weise wurden
die ersten Perfluor-Priparate erhalten, die als Blutersatzmittel
untersucht werden (FX-80!°"1 und FC-47'%81). Diese Reaktion,
bei der eine C—H-Bindung (Bindungsenergie etwa 90kcal/
mol) durch eine C—F-Bindung (100-120kcal/mol) ersetzt
wird und bei der daher eine betridchtliche Energiemenge frei
wird, ist sehr brutal und normalerweise von starker Zersetzung
begleitet. So erhilt man aus Octansiurefluorid und Fluorwas-
serstoff das Produkt FX-80, das aus den folgenden Hauptkom-

ponenten besteht:
L @FS + n-CyF15COF

F
O~ C4Fy Q" C3Fn
~ 40% ~ 20%

HF
n-CqH;sCOF —>

(1)
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Tabelle 2. Als Blutersatzmittel getestete Perfluor-Verbindungen.

Perfluor- akute Stabilitit  Retention Starke Volistin- Untersuchun-  Perfusion  Abkiirzungen
Verbindung i.v.-Toxizitdt der Emul- im Perfusion  diger genvon Orga- isolierter  und
in Emulsion sion und Korper Blutaus- nen und Organe Handelsnamen
Kontrolle tausch [a] Blut nach
i.v.-Perfusion
F-Alkane, Cycloalkane und Alkene
n-CsFis [27, 28] [27,69,71]
n-C10F 22 [27] [27]
n-CyoF 2 H [27] [27]
n-CgF1,C2H;s [27] [48] (Produits
n-C1oF21C2H;s [27] Chimiques
n-CgF{,CH=CH, [71] Ugine Kuhimann)
n-C4FoCH=CH-n-C,F, [71]
n-C¢F13CH=CH-n-C¢F 3 [71] [105b, 105¢]
n-CgF ,CH=CH-n-C4F, [71]
F-Methyladamantan [88] [88] [88] PFMA (Imperial
Smelting)
F-Dimethyladamantan [27, 28, 88] [27,35,88] [88] PFDMA (Imperial
Smelting)
F-Methyldekalin [27,28] [68] [28,31,88,89] [89] [93*] [55] [62,777  MFD, PP9 (Imperial
Smelting)

F-Dekalin (3) [28,31,35,88] [27,31,35 [27,31,35,
56,57,68] 41,43, 58,
61,72, 88, 89]
F-Ether und verwandte Verbindungen
(CF;3),CFOCGF; [70]
(CF3),CFO(CF,),OCF(CF3); [28] [70] [28,91]
(CF;3);CFO(CF,)s OCF(CF3), [28,45] [28, 45, 89]
CF;CHF| OCF,—CF~| F
CFs;_|n n=1 [24]

2 [24,45] [45]

3 [24,28] [28]

4 [24,28,45] [47,49] [31,45,47,49]

5 [24)

9 [45] [45]
F-Isopentyltetrahydropyran [46] [46]
F-Butyltetrahydrofuran (1) [24, 51,84] [27,67,69]
F(CF,CF,CF,0),CCF,CF; [28]

O

F-Amine
F-N-Methyldibutylamin [46] [46]

F-N,N-Diethylcyclohexylamin [46,47,68] [46,47]

F-Tributylamin (2) [24,28,45,51, [24,27,35, [27,29,31,

54,84,87,88, 41,52,56, 41,88, 89]
94] 57, 59, 66,

67,69, 71,

72,73]

[31,34,35, [60,61]
60, 61, 89]

[45, 89] [50]

[26,91] [51,84]

[27,31,34,35, [62,77]
55, 56,72]

FDC, PP5 (Impe-
rial Smelting)

P-12F, Caroxin-F
(Allied)

[91] P-1D, Caroxin-D

(Allied)
P-11D (Allied)

[91] E; { Freone E
[o1] [50] E4 { (Du Pont)

[55]) FTC (Dainippon
Ink, 3M)
[21, 53,62, FC-75,FC-80,
63,65,76, FX-80(3M)
77,80,81, (FC-77, FC-78)?
86,96]
Fomblin Y-04
(Montedison)

[55] FBA (Dainippon Ink,
3IM)

[55] FDEA (Dainippon
Ink, 3M)

[24-26,  [24?,2530% [27,51,52,55, [74,75,78, FC-43,FC-47

31,52, 36*7,64*,  56,72,73,84,  79,81,82, (3M), PFTBA
69,89,90, 69%,8592% 90] 83]
91,95] 95]

[a] *:erfolgreich; ?: fraglich.

Daneben bilden sich leichte Fluor-Kohlenstoff-Verbindun-
gen, niedere cyclische Homologe mit kiirzeren Seitenketten
sowie Telomerisationsprodukte. Einige Priparate, die fir die
ersten biologischen Versuche verwendet wurden, enthielten
bis zu 16 gaschromatographisch nachweisbare Bestandteile!°®!,

Eine weitere Moglichkeit, zu Perfluor-Verbindungen zu ge-
langen, besteht in der Verwendung von Metallfluoriden als
Fluorierungsmittel. So wurde F-Dekalin ('3 ) zuerst durch Um-
setzen von Naphthalin mit Silberfluorid erhalten!*°°.

Fg F Iy
Agl’
_2_°> m (3), 56(%
225-230 C
F
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Ein Handelsprodukt, PP5 von der Firma Smelting, wird
wahrscheinlich durch Fluorierung mit Cobalttrifluorid herge-
stellt. Auch diese ebenfalls recht drastische Methode fiihrt
zu komplexen Mischungen. Die rohe Handelsware besitzt
Siedepunkte von 53 bis iiber 93 °C, und die leichten Bestandtei-
le erwiesen sich eindeutig als toxisch!>"1. Sogar das F-Dekalin,
welches durch Destillation an einer Drehbandkolonne ge-
reinigt und von der Green Cross Corporation fiir medizinische
Zwecke vertrieben wird, enthilt neben cis- und trans-F-Deka-
lin immer noch Verunreinigungen!®!l,

In der letzten Zeit sind neue Techniken entwickelt worden,
durch welche die direkte Fluorierung organischer Verbindun-
gen mit elementarem Fluor besser gesteuert werden kann!!°1],
So lassen sich Adamantan und 2,2,44-Tetramethylpentan mit
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Helium-verdiinntem Fluor bei —78°C in 1-Hydro-F-adaman-
tan (Ausbeute 44 %) bzw. 3-Hydro- F-tetramethylpentan (Aus-
beute ca. 60 %) umwandeln!!°?!, Hier zeichnen sich interessan-
te Aussichten fiir die Synthese besser definierter Perfluor-Ver-
bindungen ab.

Die Perfluorisopropylether (4), (5) und (6) sind Beispiele
fiir Verbindungen, die durch spezifische chemische Synthese
erhalten wurden. Sie werden von der Allied Chemical Corpora-
tion!*?3! in 99proz. Reinheit hergestellt.

Auch die Freone E (7) von du Pont, die als Blutersatzmittel
getestet wurden, werden auf chemischem Weg produziert!' *4.

P KOH/EtOH _ '
R,CH;~CHIRf ———> R ,CH=CHR},
5C

<
% 60-80%

N

& -,
oy,
N R
0/34 Cu ¥

|
R,CH=C—C=CHRp [105c]
E'{,
80-90% F

(9), 60-80%
Rp, Ry = C4Fg, CeFia, CoFr

[105b]
(8), 90-95%

Rl

. —>
220 C/4h

F3C ) KF/CH3CN, 40 °C F3C\ n CoF, F3C\
€0 ——— CFOCgF, 1 —— LCFO(CoF ghnl
F3C b) CaF4 +14,25 °C FsC 175 °C FyC
1% n=1-5
n=2
SbFs /70 °C
F3C_ CF3 F3C_ LFs3 FaC
“CFO(C4F 4);0CF_ JCFO(CF)0CF JCFO(CF 4)3F
F3C CF3 F3C CF3 F3C
(4). P-1D (Caroxin-D) (5), P-11D (6), P-12F (Caroxin-F)

Gegenwirtig wird versucht, Verbindungen herzustellen, die
sich speziell zum Gastransport in Blutersatzmitteln eignen.

Diese Bis-F-alkylethene sind reaktionstrige. Das zeigen die
experimentellen Bedingungen fiir ihre Oxidation oder Reduk-
tion, die viel drastischer sind, als wenn Rg=CF3.

Cs¥ oder KF KOH
n+ 1 F,C—CFCF; F(CFCF30),CFCOF —>
N/ Glyme | | H,0 . DMF )
CFg CFg RgCBr=CHy; + Rpl + Cu > RrCH=CHR} [l05a]
120 °C/20h

o

170
F(CIFCon)nCIFCOOK —> F(CIFCFZO).,CHFCF;;
Glykol

CF,3 CF; CF;

(7)
n=1,2,3,4,5,9

Diese Bemithungen konzentrieren sich einerseits auf eine besse-
re Kontrolle der elektrochemischen Fluorierung und der direk-
ten Fluorierung mit elementarem Fluor und andererseits auf
selektive chemische Wege, die von einfachen, aber bereits
perfluorierten Substanzen ausgehen.

Wir versuchen, Perfluor-Verbindungen nach der zuletzt ge-
nannten Methode maBzuschneidern, und gehen dabei von
folgendem Konzept aus!' %%

1. Als Ausgangsmaterial dienen von der Industrie erhilt-
liche perfluorierte Bausteine wie die Perfluoralkyliodide
C.F2,4+11 (n=4, 6, 8), die in geniigender Reinheit von der
Firma Produits Chimiques Ugine Kuhlmann durch Telomeri-
sation von Tetrafluorethylen mit Perfluorethyliodid hergestellt
werden.

2. Mehrere Perfluoralkylgruppen werden auf speziellen che-
mischen Wegen mit Alkenen verkniipft.

3. Die Perfluor-Verbindungen diirfen keine Heteroatome
wie Sauerstoff oder Stickstoff enthalten, die dafiir verantwort-
lich gemacht werden, daB die Verbindungen in der Leber
zuriickgehalten werden!89),

4. Es werden homologe Reihen von Verbindungen herge-
stellt, um kritische Parameter wie Dampfdruck oder Viskositit
schrittweise optimieren zu konnen. Beispiele hierfiir sind die
Bis-F-alkylethene (8) und die Tetrakis-F-alkylbutadiene (9).

Bemerkenswerterweise sind die Bis-F-alkylethene (§) auch
aus 1-lod-F-alkanen und 1-F-Alkyl-1-bromethen in Gegen-
wart von Kupferpulver zuginglich.
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(8), 60-70%

Im Gegensatz zu den vollstindig fluorierten Alkanen, die
leicht Amine addieren und anschlieBend bereits unterhalb

KMnO4/KOH
_—

CF3CH=CH, CF3COOH (80% isoliert) [106]

H,0/80 °C

KMnO4/KOH/H,0
CF13CH=CHCF 13 ———————> C¢Fy3H (20% geschitzt)
72h, 130 C (Bombenrohr)

+ 80% nicht umgesetz-
tes Material [105a)
H2/10-20 bar

CF3CH-CHCF; ——— " » CF4CH,CH,CFy (100%)(107]
50-80 C/Raney-Ni

H,/105 bar
CeF13CH=CHC¢F,3 T, CeF13CHCHCeF13 (60%)
100 C/Raney-Ni
+ 40% nicht umgesetztes

Material [105a]

Raumtemperatur Fluorwasserstoff abspalten, reagieren diese
Verbindungen mit primidren und sekundidren Aminen prak-
tisch nicht.

HNE1,/120 C, 72h

RgCH=CHRf ———————> keine Reaktion [108]
(Bombenrohr)
F3C\ HNEt, F3C\
L=CF; ———— C=CFNEt, (109]
FsC Et,0/0 °C F3C/

3.5. Anforderungen an die Emulsionen

Alle bisher getesteten Perfluor-Priparate sind Fliissigkeiten
und miissen in emulgierter Form verwendet werden, weil 1.
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reine Verbindungen sofort zu Embolien fiihren wiirden!!'?]
2. nur so das Problem des gleichzeitigen Transports von Sauer-
stoff, Mineralsalzen und Stoffwechselprodukten gelost werden
kann, 3. die FlieBeigenschaften von Emulsionen denen der
kontinuierlichen Phase, d.h. des Plasmas, entsprechen, falls
die Emulsionen nicht zu fein sind.

Herstellung und Eigenschaften der Emulsionen stellten sich
sehr schnell als ein hochst kritisches Problem heraus. Einige
Emulsionen erwiesen sich als gut, andere als toxisch, ohne
dal ein Grund hierfiir erkennbar war. Das fiihrte die einzelnen
Arbeitsgruppen oft zu einander widersprechenden Folgerun-
gen! 3651,

Eine Emulsion ist ein komplexes System mit vielen Verdn-
derlichen!!!!], Thre Eigenschaften hiingen nicht nur von ihren
Bestandteilen (Perfluor-Verbindung; salzhaltige, wiBrige Pha-
se; oberflichenaktive Substanzen) und deren Mengenverhalt-
nissen, sondern auch von der GroBe und der GroBenverteilung
der Partikel ab. Die Grofle der fliissigen Partikel ist ein alles
entscheidender Faktor, nicht nur weil sie die Stabilitit, die
fiir den Gasaustausch verfiigbare Oberflache und — was beson-
ders fiir feine Emulsionen gilt — die Viskositdt der Emulsion
bestimmt, sondern auch weil sie weitgehend deren Toxizitit
sowie die Verweilzeit der Perfluor-Verbindungen im Blutkreis-
lauf beeinfluBt. Vielleicht bestimmt sie auch das AusmaB,
in dem die Perfluor-Verbindungen von Phagocyten aufgenom-
men und in bestimmten Organen abgelagert werden.

Zwischen PartikelgroBe und Toxizitit besteht ein Zusam-
menhang. Die akute Toxizitit steigt schnell, wenn der Anteil
an Partikeln mit einem Durchmesser von iiber 0.4pm zu-
nimmt'®®.. Derzeit wird eine PartikelgroBe von unter 0.1 pm
empfohlen. Partikel, die groBer als 0.6 um sind, sollten vollstin-
dig fehlen!*°l. Diese Partikel sind viel kleiner als Erythrocyten
(7-8 pm). Die normalerweise verwendeten Emulsionen enthal-
ten also viel mehr Partikel pro Volumeneinheit als das Blut
und besitzen deshalb eine 150- bis 300fach groBere Oberfliche
fiir den Gasaustausch. Emulsionen mit solch kleinen Partikeln
sind fast optisch klar, d. h. transparent, werden aber mit zuneh-
mender PartikelgroBe milchig-weil3.

Selbstverstandlich miissen die Emulsionen stabil sein, und
die GroBe der Partikel darf im Kreislauf nicht ansteigen.
Die Stabilitdt hingt von der Art der Perfluor-Verbindung
ab. So sind die F-Dekalin/Pluronic-Emulsionen weitaus weni-
ger stabil als Emulsionen von F-Tributylamin, F-Dimethyl-
adamantan oder Freon E; mit dem gleichen oberflichenakti-
ven Stofff28: 40-57- 621 Dje Stabilitiit der F-Dekalin-Emulsionen
kann durch Zugabe von Phospholipiden aus Eidotter, D-Sor-
bit'*” und Spuren Fettsduresalz!®”! als oberflichenaktiver
Substanz verbessert werden!*® *°1, Diese Emulsion ist jedoch
im Kreislauf nur begrenzt stabil'*®!, wahrscheinlich weil die
Phospholipide schneller ausgeschieden werden, wodurch die
Umhiillung der Partikel durch die oberflichenaktive Substanz
zu stark abnimmt. Im Gegensatz dazu wird aber auch berichtet,
daB einige Emulsionen in vivo stabiler als in vitro sind!?®l;
dieser iiberraschende Befund bedeutet wahrscheinlich, da3
in vivo die groBeren Partikel schnell aus dem Blut entfernt
werden.

Auch die Ladung auf der Oberfliche der Partikel kann
von Bedeutung sein und die Geschwindigkeit beeinflussen,
mit der sie von Phagocyten abgebaut werden. Weiter ist zu
beachten, dall die negativ geladenen Erythrocyten an positiv
geladenen Stellen aggregieren konnen, was zur Bildung von
Thromben fithren kann!4!- 451,73, 112]
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3.6. Probleme der Emulsionsbildung

Die Herstellung der Emulsionen bereitet eine Reihe von
Schwierigkeiten. Zunichst bendtigt man eine oberflichenakti-
ve Substanz, fiir deren Auswahl es noch keine Regeln gibt.
Von den vielen oberflichenaktiven Stoffen, die fiir Blutersatz-
versuche herangezogen wurden, sind nur zwei besonders her-
vorgetreten: das Polyethylenoxid-Polypropylenoxid-Blockpo-
lymer Pluronic F-68!* 3 und die Phospholipide aus dem Eidot-
ter'®7-8) Pluronic F-68, das am hiufigsten verwendet wird,
gehorte zu den ersten getesteten Substanzen. Das erwies sich
als gliicklicher Zufall, denn bis heute ist keine geeignetere
Substanz bekannt. Pluronic F-68 ist nicht nur untoxisch, inert
und ausscheidungsfihig, sondern es bewirkt im Gegensatz
zu den meisten oberflichenaktiven Substanzen auch keine
Himolyse. Vielmehr ist es ein schwaches Antikoagulans!*®!
und hat offenbar als einzige oberflichenaktive Substanz densel-
ben osmotischen Druck wie die Blutproteine3% '), Einige
andere oberflichenaktive Substanzen, z.B. Amin-N-oxi-
del*7 114701 ynd Perfluoralkyl-Verbindungen!®- 70 71. 1151
sind gelegentlich erwihnt worden.

Die Emulgierverfahren lassen sich grob in zwei Gruppen
einteilen: solche, bei denen das Material einer hohen Energie-
zufuhr ausgesetzt wird und solche, bei denen das nicht der
Fall ist. Zur ersten Gruppe gehort das am hiufigsten benutzte
Ultraschall-Verfahren (z. B. 20 kHz, 1000 W)'*: 641, Dabei wer-
den jedoch Fluorid-Ionen abgespalten!?®), was den Abbau
einiger Molekiile anzeigt und zur Bildung neuer Molekiile
und Ionen in der Mischung fiihrt. Die Mischungen werden
also dadurch noch komplexer und in ihrer Zusammensetzung
unsicherer. Aus manchen Ultraschall-Gerdten gelangen sogar
Titan-Partikel in die Emulsion!*>!,

Obwohl die Toxizitidt dieser Emulsionen anschlieBend ver-
ringert {vgl. Abschnitt 3.7) und die Fluorid-Ionen entfernt
werden konnen (es konnen viel hohere Fluorid-Mengen i.v.
injiziert werden, die recht gut vertragen werden!*®]), scheint
es doch wesentlich, nach Emulgiermethoden zu suchen, die
die gepriiften Verbindungen chemisch nicht verindern.

Ziemlich ritselhaft ist noch die Entdeckung, daB die Bildung
von Fluorid-Ionen fast vollstindig unterdriickt werden kann,
wenn die Schallbehandlung unter Kohlendioxid durchgefiihrt
wird!4),

Ein weiteres Verfahren zur Herstellung von annihernd kol-
loidalen Emulsionen in groBen Mengen bedient sich des Hoch-
druckhomogenisators von Manton-Gaulin. Auch bei diesem
Verfahren, das auf der Anwendung von Scherkriften beruht,
wird das Material einer groBen Energiezufuhr ausgesetzt.

Neuerdings wird versucht, schonendere Emulgierverfahren
zu entwickeln. Eine Moglichkeit bieten die selbstemulgieren-
den Systeme, bei denen zwei Emulgiermittel — ein stirker
hydrophiles und ein stirker lipophiles — verwendet werden,
die feine und in einem bestimmten Temperaturbereich stabile
Emulsionen bilden. Ein Beispiel hierfiir sind Mischungen von
perfluoralkylierten oberflichenaktiven Substanzen des Typs
Re(C,H40),H, mit einem Mittelwert von nx 3 fiir die ,,fluor-
phile“ und von nx 12 fiir die hydrophile oberflichenaktive
Substanz!7"). Die bisjetzt hergestellten Emulsionen sind jedoch
ziemlich toxisch!*®!,

Eine weitere neue Methode, die unter milden Bedingungen
stabile Mikro-Emulsionen liefern soll, besteht darin, die Per-
fluor-Verbindungen in einem leichtfliichtigen Losungsmittel
wie Freon 113 (CF,Cl—CCl,F) aufzuldsen und zur wiiBrigen
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Phase zu geben, die die oberflichenaktiven Substanzen enthilt,
von denen eine fluoriert ist. Bei leichtem Riihren entwickelt
sich von selbst eine Mikro-Emulsion, und die Mischung wird
transparent. Das Losungsmittel wird anschlieBend abgezo-
genl’9),

Tabelle 3. Zusammensetzung des von Geyer [30] verwendeten kiinstlichen
Blutersatzmittels fiir den vollstindigen Austausch.

Perfluortributylamin FC-47 11.0-13.0 ml
Pluronic F-68 [a] 23-27¢g
Hydroxyethylstirke 25-32¢g
Glucose 0 oder 0.1 mg
NaCl 54 mg

KCl 32 mg
MgCl, 7 mg
CaCl, 10 mg
NaH,PO, 9.6 mg
Na,CO; ad pH 7.44
H,0 ad 100 ml

Penicillin, Streptomycin, Phenolrot

[a] Polyethylenoxid-Polypropylenoxid-Blockpolymer.

Tabelle 3 gibt die Zusammensetzung eines typischen Bluter-
satzmittels wieder, welches Geyer bei seinen Versuchen zum
vollstindigen Ersatz des Blutes verwendet hat!* %4, Die Zu-
sammensetzung weiterer Ersatzmittel und experimentelle De-
tails kénnen der Literatur (z. B. 14 #1-37-61]) entnommen wer-
den.

3.7. Emulsionskontrolle und -standardisierung

Es ist jetzt unbestritten, dal fiir den Blutersatz genau defi-
nierte Emulsionen zur Verfiigung stehen miissen, die ihrerseits
standardisierte und reproduzierbare Herstellungsverfahren er-
fordern, und es iiberrascht, daB dieser Punkt so lange iiberse-
hen worden ist.

Mittlerweile gilt als sicher, dafl nur einige Bestandteile der
fritheren ,,toxischen“ Emulsionen toxisch sind. Das ergibt sich
aus dem Befund, daB die Toxizitidt dieser Emulsionen durch
einfache Filtration!®”, Durchlauf durch einen Ionenaustau-
scher!® 281 oder Dialyse!®-4%) herabgesetzt werden kann. Das-
selbe gilt fiir die Pluronics, die in reiner Form praktisch unto-
xisch sind. Verwendet man sie aber, ohne sie vorher durch
ein Millipore-Filter filtriert zu haben, fithren sie zu Komplika-
tionen wie Lungenddem und Blutungen'**- 52,

Die Perfluor-Verbindungen werden heute sorgféltig gewa-
schen und destilliert. Die Emulsionsbildung wird bisweilen
optisch iiberwacht, und die Emulsionen werden durch Extink-
tionskurven charakterisiert. Die Ultraschallbehandlung wird
beispielsweise so lange durchgefiihrt, bis die optische Dichte
ein Plateau erreicht!?®). Dadurch wird die reproduzierbare
Herstellung einer Emulsion aus einer bestimmten Kombina-
tion von Fluor-Verbindung und oberflichenaktiver Substanz
ermoglicht. Die Stabilitdt einer Emulsion kann auch nach
der Geschwindigkeit beurteilt werden, mit der die optische
Dichte zunimmt. Die PartikelgroBe 1a8t sich durch Elektro-
nenmikroskopie oder bequemer durch Ultrazentrifuga-
tion!#%- 3% 61 ermitteln. Der EinfluB des Viskositdtsanstieges
bei sehr kleiner PartikelgrofBle auf die FlieBeigenschaften kann
durch Zugabe von Hydroxyethylstirke ausgeglichen wer-
den®% 3!, Der onkotische Druck wird osmometrisch einge-
stellt und kontrolliert!®®). Es ist wichtig, unter welcher Atmo-
sphire gearbeitet wird. Eine CO,-Atmosphire erleichtert das
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Emulgieren, vermindert die Schaumbildung und verhiitet die
Bildung von Fluorid-lonen'®Y. Die Zubereitungen werden
Hitze-sterilisiert!27-#0-¢7- 681 (weniger stabile Emulsionen wer-
den pasteurisiert) oder durch Filtration durch Millipore-Fil-
ter!®4 keimfrei gemacht und zum Aufbewahren eingefroren!®".
Zwei standardisierte Emulsionen sind jetzt von der Green
Cross Corporation (Japan) im Handel[*!10"],

Wenn man Untersuchungen verschiedener Arbeitskreise
sinnvoll miteinander vergleichen und Beziehungen zwischen
Struktur und Eigenschaften ermitteln will, miissen weitere
Anstrengungen zur Kontrolle der Emulsionen unternommen
werden. AuBerdem miissen mehrere Typen von Standard-
Emulsionen, die allen biomedizinischen Arbeitsgruppen zu-
ginglich sind, entwickelt und Standard-Protokolle fiir biologi-
sche Untersuchungen geschaffen werden.

4. ,,Physiologie” der neuen Blutersatzmittel

Der Blutersatz in einem lebenden Tier kann als Transplanta-
tion eines kiinstlichen Organs und zugleich als Perfusion vieler
Organe angesehen werden. Es ist deshalb wichtig zu wissen,
wie die Emulsionen toleriert werden, welche Wechselwirkun-
gen mit den natiirlichen Blutbestandteilen bestehen, welche
Cytotoxizitit die Emulsionen besitzen und wie sie die Organe
und wesentlichen Funktionen des Organismus beeinflussen.
Es sind vielerlei, in der Regel jedoch unzusammenhingende
Untersuchungen in dieser Richtung vorgenommen worden.
Leider waren oft die Perfluor-Verbindungen und die Emulgier-
bedingungen wenig geeignet, und hiufig fehlte es auch an
einer genauen Definition der Perfusionsmedien. Dariiber hin-
aus benutzten niemals zwei Forscher dasselbe Verfahren zur
Herstellung, Anwendung und Untersuchung der Emulsionen,
was hiufig zu kontroversen Interpretationen fiihrte. Deshalb
ist es auch oft illusorisch, definitive Schliisse zu ziehen. Der
Gehalt der Organe und Korperfliissigkeiten an Perfluor-Ver-
bindungen 148t sich am besten gaschromatogra-
phisch!#® 116:117 gder pyknometrisch!®!! ermitteln.

4.1. Akute Toxizitit

Es scheint jetzt festzustehen, daB eine Toxizitdt von Emulsio-
nen, deren Bestandteile sorgfiltig gereinigt wurden, nicht von
chemischen Verunreinigungen herriihrt. Vielmehr beruht sie
darauf, daBl bestimmte physikalische Grenzwerte, wie
Partikelgrofe oder Dampfdruck, nicht eingehalten worden
sind, was zu Gasembolien (wie bei FX-80!!1%l) Lungenddemen
oder falschem osmotischem Druck fiihrt.

4.2. Verweilzeit im Blutkreislauf

Die Emulsionen miissen nicht nur untoxisch sein, die Per-
fluor-Verbindungen diirfen auch nicht zu schnell aus dem
Blutkreislauf entfernt werden. Das ist gleichbedeutend mit

[*] Bei der Anwendung dieser Emulsion sind Zwischenfille beobachtet wor-
den, die zum Tod der transfundierten Tiere fiihrten und die auf eine Bluteindik-
kung durch Austritt von Wasser aus dem vaskuliren System zuriickgefiihrt
werden. Das verursacht einen Anstieg der Konzentration an Perfluor-Verbin-
dungen von 20 auf 60 % und damit eine Erh6hung der Viskositit [85]. Geyer
wies auch darauf hin, daB die Elektrolyt-Zusammensetzung etwas angepaft
werden muBte, um die Emulsion mit Erfolg anzuwenden [93]. Das zeigt
wiederum die Bedeutung einer ausreichenden Fliissigkeitsbilanz.
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der Frage, wie lange das reticuloendotheliale System, dessen
Aufgabe es ist, fremde Partikel aus dem Blut zu entfernen,
getduscht werden kann. Man weil3 aber bis jetzt leider sehr
wenig iiber die moglichen Reaktionen dieses Systems auf so
unnatiirliche Storenfriede wie Perfluor-Verbindungen. Deren
Chance mag in der Tat darin bestehen, daB sie als vollig
synthetische Schopfung keine Ahnlichkeit mit irgendetwas be-
sitzen, das der Organismus erkennen kann, der deswegen nur
eine schwache Abwehr mobilisiert.
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Abb. 6. Verweilzeit von feinen und groben F-Tri-n-butylamin(FC-43)-Emulsio-
nen verschiedener PartikelgroBe (mittlerer Durchmesser 0.09 bzw. 0.2 pum)
im GefiBsystem von Kaninchen (nach [40]).

Die Verweilzeit der Perfluor-Verbindungen im Kreislauf
héingt weitgehend von der GroBe der Partikel abl24: 40- 47,521,
Bei einer PartikelgroBe von unter 0.1 pm sind Halbwertszeiten
von einigen Tagen moglich (Abb. 6). Die Verweilzeit der Per-
fluor-Verbindungen im GefidBsystem wird auch drastisch von
der Natur der oberflichenaktiven Substanz beeinfluit(+-47),
Es ist aber nicht geklirt, ob das auf einer direkten Wirkung
dieser Substanz, auf ihrer schnelleren Ausscheidung oder auf
Unterschieden in der PartikelgroBe beruht.

Kleine Partikel scheinen nur einen geringen oder gar keinen
EinfluB} auf die phagocytische Aktivitit des reticuloendothelia-
len Systems zu haben. Dennoch scheint Blut nach einigen
Berichten die Stabilitdt von Emulsionen aus F-Dekalin und
Eidotter-Phospholipiden und deren PartikelgroBe verindern
zu konnen'*®. Das wiirde bedeuten, daB der Organismus
iiber Mittel verfiigt, fremde Partikel von fast kolloidaler Grof3e
zu agglomerieren, bis sie von Phagocyten angreifbar werden.
Andererseits werden Partikel, die groBer als 1 um sind, schnell
aus dem Blutkreislauf entfernt und vorzugsweise in der Leber
abgelagert. Grobe Emulsionen konnen sogar zu einer Blockie-
rung des reticuloendothelialen Systems fiihren, welches dann
injizierte Kohlenstoffpartikel nicht mehr aus dem Blut entfer-
nen kann!*0,

4.3. Ablagerung in den Organen und Ausscheidung

Ein physiologisches Hauptproblem ist das Schicksal der
Perfluor-Verbindungen, nachdem sie ihre Aufgabe erfiillt ha-
ben. Nach einer Verweilzeit im Blutkreislauf, die stark von
der GroBe der Partikel und der Natur der oberflachenaktiven
Substanz abhingt, werden die Perfluor-Verbindungen aus dem
Kreislauf entfernt und dabei teils ausgeschieden, teils im Kor-
per abgelagert. Als Hauptsammelstellen fiir die Perfluor-Ver-
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bindungen im Korper haben sich die verschiedenen Arten
mononuklearer Phagocyten erwiesen, die in der Leber und
Milz, aber auch in Knochenmark, Lymphknoten, lympha-
tischem Gewebe, Thymus u. a. vorkommen!27-2843.47.72. 73]
Unseres Wissens gibt es keine Beweise dafiir, daB die Perfluor-
Verbindungen im Korper abgebaut werden. Die Suche nach
Fluorid-Ionen in Blutt2”], Plasma, Leber und Oberschenkel-
knochen mit Hilfe einer speziellen Fluorid-Elektrode!*3! und
nach Stoffwechselprodukten in der ausgeatmeten Luft, in Le-
ber und Milz durch Gaschromatographie/Massenspektrosko-
pie!*3! blieb erfolglos. Wenn die Perfluor-Verbindungen aus-
geschieden werden, dann in unverinderter Form mit der Atem-
luft oder durch die Haut'2”-324], Die Ausscheidungsgeschwin-
digkeit hingt dabei stark vom Dampfdruck ab/“% 4% 331 (Abb.
7). Bisweilen wurden Spuren an Perfluor-Verbindungen im
Faeces, nicht aber im Urin entdeckt!27 >3,
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Abb. 7. Bezichung zwischen dem Dampfdruck P von Perfluor-Verbindungen
bei 37°C und der Geschwindigkeitskonstante k fiir die Ausscheidung in
der Atemluft (nach [49]).

Die Verweilzeit in den Organen hingt weitgehend davon
ab, welche Perfluor-Verbindung verwendet wird. Einige
scheinen fast unbegrenzt in den Organen zu bleiben, wie z. B.
F-Tri-n-butylamin, wihrend F-Dekalin (das leider weniger
stabile Emulsionen bildet) innerhalb weniger Wochen ausge-
schieden wird!32 3349 Abbildung 8 zeigt, daB bei gleicher
Dosis etwa 60 % F-Tri-n-butylamin (FC-43)in die Leber gehen,
jedoch nur etwa 30 % F-Dekalin (FDC). Wichtiger ist jedoch,
daB nach zwei Wochen nur noch weniger als 1 % des F-Deka-
lins in der Leber vorhanden ist, wihrend die Menge des F-Tri-
n-butylamins kaum oder gar nicht abgenommen hat. Die Aus-
scheidungsgeschwindigkeit von cis-F-Dekalin ist etwas grofer
als die des trans-Isomers!*®. Die Ursache ist noch nicht klar.
Eine friither geduBerte Ansicht, nach der die Verweildauer
der Verbindungen in Leber und Milz mit der Anwesenheit
von Heteroatomen wie Sauerstoff und Stickstoff zusammen-
hingt, scheint durch die lange Verweilzeit des F-Methyldeka-
lins'*!! widerlegt zu sein, besonders da F-N-Methyldibutyl-
amin rasch ausgeschieden wird!®5!,
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Die morphologischen Verdnderungen, die F-Tri-n-butyl-
amin und F-Dekalin in der Leber von Mausen, Hunden und
Katzen induzieren, wurden eingehend mikroskopisch unter-
sucht. In der Leber wurden nur unwesentliche Anderungen
beobachtet und keine Gewebetoxizitit festgestellt. Das Paren-
chym, das Endothel und die Phagocyten gewannen nach dem
Verschwinden der Fluor-Verbindungen ihr normales Aussehen
zuriick!?% 721, Neuere Versuche mit F-Tributylamin an Miu-
sen ergaben einige Veranderungen in Zellen von Histiocyten
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Abb. 8. Vergleich der Ausscheidungsgeschwindigkeiten von F-Dekalin (FDC)
und F-Tri-n-butylamin (FC-43) aus a) Leber und b) Milz (nach [40]).

aus dem Reticuloendothel und in Zellen, in denen Hamopoetin
entsteht!”3), An Hunden, denen eine grofle Menge einer Emul-
sion aus F-Dekalin und Eidotter-Phospholipid infundiert wur-
de, zeigten sich keine irreversiblen Verédnderungen in den Ge-
weben von Leber, Milz, Niere, Lunge, Knochenmark, Testes,
endokrinen Organen und in den Zellen, in denen Himopoetin
entsteht!¢1],

4.4. Einflu der Emulsionen auf die Organfunktionen

Das erste ,,Organ®, das betrachtet werden muB, ist das
Blut selbst. In vitro beeinflussen F-Dekalin-Emulsionen die
Sauerstoff-Bindungskurve von Blut nicht und umge-
kehrt!** '8 In vivo wurde jedoch von einigen Autoren!"]
eine Wechselwirkung beobachtet, die zu einer Thrombocyten-
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aggregation fihrt und fiir Lungenversagen und Tod durch
Blockade der Blutkapillaren verantwortlich gemacht wird. An-
dere Autoren fanden hingegen weder eine Aggregation noch
einen Riickgang der Thrombocytenzahl*l. Sie sehen darin
eine iiberzeugende Bestitigung, wie stark die physiologische
und biochemische Reaktion auf ein kiinstliches Blutersatzmit-
tel von dessen Herstellung abhingt. Es wird empfohlen, vor
der Infusion das Blut zu verdiinnen, um solche Zwischenfille
zu vermeiden!®!). Einige Priparate verursachten auch deut-
liche Verinderungen in den Blutgerinnungsmustern!®#, wiih-
rend andere weder die Sedimentationsgeschwindigkeit der
Erythrocyten noch die Himagglutination bei der Blutgruppen-
bestimmung beeinflussen!*?). Es wird angenommen, dafl
Bluteindickung moglicherweise zu Dehnungen von Blutgefa-
Ben und des rechten Ventrikels fiihrt®%) DaB andererseits
bestimmte Praparate blutvertriglich sind, hat sich durch das
Uberleben von Tieren nach vollstindigem Blutersatz sowie
die Tatsache erwiesen, dal3 nach einem massiven Blutersatz
bei Affen an etwa 20 gepriiften Blutbestandteilen keine wesent-
lichen Verdnderungen eintraten; auch die erfolgreiche Verwen-
dung von Perfluor-Verbindungen bei der Sauerstoffanreiche-
rung von Blut auBerhalb des Korpers beweist die Vertréglich-
keit[l4, 1 19].

In gesunden Maiusen, bei denen durch Transfusion der Hi-
matokrit-Wert von ca. 45 auf 10-15 Vol.-% gesenkt worden
warl®3) wurde die cerebrale Mikrozirkulation untersucht. Das
mit der Perfluor-Verbindung beladene Blut konnte dabei die
cerebrale Mikrozirkulation aufrecht halten und so viel Sauer-
stoff zum Gehirn transportieren, daB die elektrische Aktivitat
erhalten blieb und kurze Perioden von Sauerstoffmangel ausge-
glichen werden konnten, wie sich an einem Anstieg der NADH-
und Sauerstoff-Werte danach zeigte. Leider wurden diese Un-
tersuchungen jedoch mit ,toxischen* FX-80-Emulsionen
durchgefiihrt, und der Autor hilt es selbst fiir ratsam, die
Versuche mit besser geeignetem Material zu wiederholen.

Da die Rattenleber viele verschiedene Stoffwechselfunktio-
nen erfiillen muB und sehr empfindlich auf Sauerstoffmangel
reagiert, wurde an ihr die Kapazitdt von Emulsionen aus
Perfluor-Verbindungen beim Gastransport studiert. Die Un-
tersuchungen an lebenden Tieren dienten hauptsichlich dazu,
die Perfluor-Verbindungen in den Organen zu lokalisie-
ren{?7:28:50.72. 731 (yo]  Abschnitt 4.4) und mogliche Schiden
zu ermitteln. Die Versuche an isolierten Lebern dienten hinge-
gen im wesentlichen der Entwicklung von Langzeit-Perfusions-
systemen fiir isolierte Organe!®3- 74~ 771,

In einer reprisentativen Untersuchung!’# wurde gezeigt,
daB die Leberfunktion mindestens 20 Stunden lang mit einer
FC-43/Pluronic-F-68-Emulsion vollstandig aufrechterhalten
werden kann. Zahlreiche typische Leberfunktionen — wie Bil-
dung von Gallensaft, Aufrechterhaltung des Stoffwechsel-
gleichgewichts, lineare Freisetzung verschiedener Enzyme,
Entfernung von Galaktose aus dem Perfusat, Induktion der
Tyrosin-Aminotransferase durch Dexamethason — wurden 10
bis 20 Stunden lang {iberwacht und die Resultate mit denen
verglichen, die man mit einem normalen Erythrocyten-haltigen
Medium erhilt. Es ergab sich, dal man mit der F-Tri-n-butyl-
amin(FC-43)-Emulsion die Leberfunktion mindestens genauso
gut aufrechterhalten kann wie mit einem Erythrocyten-halti-
gen Medium, dessen Funktion normalerweise bereits nach
5—6 Stunden beeintrichtigt ist. Dies beruht wahrscheinlich
auf einer Aggregation von Erythrocyten, die durch die mecha-
nische Wirkung des Perfusionsgerites beschidigt wurden.
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Andere Autoren fanden ebenfalls, dall die Funktion der
isolierten Rattenleber bei der Perfusion mit FC-43- oder FC-
80-Emulsionen fiir mindestens 6 Stunden erhalten bleibt, wie
sich u. a. an der Synthese von Albumin und anderen Proteinen,
am Einbau von '*C-markiertem Lysin in Blutproteine, an
der Gallensaftausscheidung, am Gehalt des Perfusats an
Alanin-Aminotransferase, Harnstoff und Glucose, an der Vit-
amin-B ,-Bindekapazitit und am Fliissigkeitsdruck in der
Pfortader zeigtel®2 8573~ 781 Sje schlossen daraus, daB die
Perfluor-Verbindungen die Leber mit Sauerstoff versorgen
konnen und deren Funktion nicht beeintrachtigen, wenn die
optimale FlieBgeschwindigkeit und ein hoher Sauerstoffdruck
gewihlt werden. Die Effektivitat der FC-80-Emulsion im Ver-
gleich zu anderen Perfusionsmedien héngt in der Tat sehr
stark von der FlieBgeschwindigkeit ab!®2 7>~ 77- 79 Diese Be-
obachtung kann einige einander widersprechende Befun-
del>3-65- 791 erkliren.

Einige Storungen des Stoffwechsels in Leberzellen verur-
sacht die Verwendung von F-n-Hexan: Die Verbindung tritt
ebenso wie Hexan oder Cyclohexan in Wechselwirkung mit
Cytochrom P-450, welches die NADPH-Oxidation auslost;
im Gegensatz zu den Kohlenwasserstoff-Substraten widerste-
hen die C—F-Bindungen jedoch dem Angriff des aktiven
Sauerstoffs. F-n-Hexan verhdlt sich deshalb wie ein Inhibitor,
der den Elektronentransport und die Monooxygenierung ent-
koppelt!!2°), Die Bedeutung dieses Entkopplungsprozesses fiir
mikrosomale Monooxygenasen ist jedoch schwer verstdndlich,
da eine Teilentkopplung hidufig vorzukommen scheint und
sogar mit n-Hexan beobachtet wurde!!2%),

Es ist mehrfach versucht worden, Nieren mit reinen Perfluor-
Verbindungen!!2! oder deren Emulsionen!®%-81-122.1231 7
konservieren. AnlaB fiir diese Versuche war die Beobachtung,
daB sich die Nierenfunktion am isolierten, perfundierten Organ
aullerordentlich verbessert, wenn man das Plasma durch eine
FX-80-Emulsion ersetzt!3°). Es stellte sich jedoch heraus, daB
die Retransplantation der 24 Stunden lang mit der FX-80-
Emulsion behandelten Niere in das Spendertier —dessen ande-
re Niere anschlieffend entfernt wurde — weniger erfolgreich
verlief, als wenn die Niere nur mit Plasma durchstrémt worden
war. Giinstigere Ergebnisse als mit Plasma allein — bessere
Kreatinin-Clearance und Uberleben aller fiinf Hunde, an de-
nen die Transplantation vorgenommen worden war!®!! — wur-
den mit FC-43-Emulsionen enthalten.

Isolierte menschliche Ovarien wurden mit einer FC-47/Plu-
ronic-F-68-Emulsion perfundiert um festzustellen, wie sinnvoll
die Versuche mit einem kiinstlichen Medium sind, bei dem
die experimentellen Parameter genau eingestellt werden kon-
nen!®21, Es zeigte sich, dal wihrend der 20 Stunden dauernden
Infusion mit annidhernd konstanter Geschwindigkeit Glucose
verbraucht und Lactat gebildet wird, was eine betrichtliche
Stoffwechselaktivitdt in den perfundierten Organen beweist.
14C-Progesteron und ‘#C-17a-Hydroxyprogesteron wurden
aus '*C-Acetat synthetisiert, Ostradiol wurde ausgeschieden,
und Gonadotropine schienen die Bildung dieser Steroide zu
beeinflussen.

Die hormonelle Steuerung der Tyrosin-Transaminase-Syn-
these wurde an der isolierten Rattenleber untersucht, die mit
einer Perfluor-Verbindungen enthaltenden Emulsion perfun-
diert wurde!®3), Es zeigten sich bemerkenswerte Unterschiede
zuden Ergebnissen, die man mit natiirlichen Perfusionsmedien
erhilt. Diese Methode eroffnet einen neuen Zugang zur Unter-
suchung der Steuerung von Organfunktionen.
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5. Ausblick

5.1. Anwendungsméglichkeiten der neuen Blutersatzmittel'?!

Die kiinstlichen Blutersatzmittel sollten nicht als ein Ersatz
fiir natiirliches Blut angesehen werden, sondern als eine Ergin-
zung, die neue Anwendungsgebiete erschlief3t.

Als Blutersatzmittel, die den Gastransport, das Blutvolumen
sowie den onkotischen und osmotischen Druck aufrechterhal-
ten konnen, erginzen die neuen Emulsionen die Anwendung
von natiirlichem Blut bei Blutverlusten, bei chirurgischen Ein-
griffen und bei Organperfusionen. Da keine Kreuzprobe erfor-
derlich ist, konnen diese Blutersatzmittel in Not- oder Un-
gliicksféllen sofort verwendet werden. Bei chirurgischen Ein-
griffen konnen betrachtliche Mengen an natiirlichem Blut ge-
spart werden. Das gilt besonders fiir Prozeduren, die auBerhalb
des Korpers vorgenommen werden miissen, was z. B. bel
Lungenversagen der Fallist. Da sich die neuen Blutersatzmittel
besonders zur Organkonservierung eignen, werden sie den
Betrieb von Organbanken erlauben, deren Moglichkeiten nicht
durch die kurze in-vitro-Lebensdauer von Erythrocyten und
Plasmaproteinen beschrinkt sind, die ihrerseits auf der Emp-
findlichkeit der natiirlichen Blutbestandteile gegen mechani-
sche Einfliisse von Pumpen, Oxygenatoren und Filtern sowie
auf der Bildung von Bruchstiicken beruht, die die Mikrozirku-
lation in den Organen nach und nach blockieren konnen.
Die neuen Blutersatzmittel werden auch ,Bluttransfusionen®
in der Tierchirurgiec und Tiermedizin ermdglichen, fiir die
es keine Blutbanken gibt. Die Anwendung der kiinstlichen
Blutersatzmittel unterliegt allerdings noch gewissen Grenzen.
So fehlen Blutgerinnungsfaktoren und Antikorper.

Von der Sauerstofftransport-Funktion her kénnten sich die
kiinstlichen Blutersatzmittel zur Behandlung einer Reihe von
Krankheiten eignen, z. B. von vielen Formen der Andmie (apla-
stische Andmie, Sichelzellenandmie, Leukdmien) und anaero-
ben Infektionen wie Tetanus, welche auf einen Anstieg des
Sauerstoffdrucks reagieren. In Fillen von BlutgefdBverschliis-
sen konnten die Perfluor-Verbindungen aufgrund ihrer gerin-
gen PartikelgroBe moglicherweise einen Weg am Blutgerinnsel
vorbei finden und so Sauerstoff zu den sauerstoffarmen Stellen
bringen. Gleichzeitig konnten sie gerinnsellsende Stoffe an
die verengten Stellen transportieren. Auch die vollstindige
Ausspiilung des Korpers zwecks Entfernung von Viren, Toxi-
nen (wie im Fall von Virus-Hepatitis-Coma) oder Uberdosen
an Arzneimitteln kdnnte breite Anwendung finden.

Durch die Blutersatzmittel wird auch die Anwendung von
Stoffen moglich, deren Wirkung durch Bestandteile des natiir-
lichen Blutes maskiert oder verdndert wird. Beispielsweise
konnten Arzneimittel — z. B. Tumor-Antikorper — verabfolgt
werden, die sonst mit Blutbestandteilen reagieren oder von
den normalerweise im Kreislauf vorhandenen Enzymen ange-
griffen werden, so daB sie ihre Wirkorte nicht erreichen konnen.

Blutlose Tiere sind sehr gut brauchbare neue Hilfsmittel
fiir die biomedizinische Forschung, da es mit ihnen mdglich
sein sollte, die Anwesenheit der verschiedenen Blutbestandtei-
le, Hormone, Enzyme usw. auszuschlieBen oder zu iiberwa-
chen. So lieBen sich Blutbildung und Plasmaproteinstoffwech-
sel sowie Produktion und Transport von Hormonen unter
streng kontrollierten Bedingungen untersuchen und noch un-
bekannte Faktoren ermitteln. Ebenso konnten die Einfliisse
verschiedener Faktoren auf die Hormonregulation in isolierten
Organen einzeln unter klar umrissenen Bedingungen studiert
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werden. Bei Abwesenheit von Erythrocyten, die empfindlich
auf Anderungen in der Osmolaritit reagieren, lieBe sich viel-
leicht die Blut-Hirn-Schranke beeinflussen. Die Physiologie
des Kreislaufs und die Himodynamik konnten unter vollig
neuen Bedingungen untersucht werden, da die Viskositit, der
onkotische und osmotische Druck und die FlieBeigenschaften
der zirkulierenden Fliissigkeit in weiten Grenzen variabel wi-
ren. Weiter konnten die Wirkungen der verschiedenen Blutkor-
perchen auf den Kreislauf getrennt voneinander untersucht
werden.

5.2. Noch zu iiberwindende Hindernisse; Aufgaben des Chemi-
kers

Trotz der raschen Fortschritte miissen noch mehrere Hin-
dernisse liberwunden werden, — die meisten von ihnen gleich-
zeitig —, damit ein sicheres Blutersatzmittel in die medizinische
Praxis eingeflihrt werden kann. Dem Chemiker kommt hierbei
eine entscheidende Rolle zu:

1. Die Forschung auf diesem Gebiet ist darauf angewiesen,
dafB3 geeignete Perfluor-Verbindungen zur Verfiigung stehen.
Der Chemiker muB spezifische Wege zur Herstellung vieler
(billiger), wohldefinierter, reiner, inerter und gegebenenfalls
auch markierter Perfluor-Verbindungen entwickeln. Diese
Verbindungen miissen homologe Reihen bilden, um die schritt-
weise Anpassung der entscheidenden Parameter zu ermog-
lichen und um zu entscheiden, welche Verbindungen und ober-
flichenaktive Substanzen sich am besten als Blutersatzmittel
eignen. Zur Zeit sind erst etwa zwei Dutzend Verbindungen
in gewissem Umfang untersucht worden (Tabelle 2). Die einzige
vollstindige Blutsubstitution, die wiederholt werden konnte
und bei der die Tiere iiberlebten, scheint diejenige mit F-Tri-n-
butylamin gewesen zu sein (vgl. Tabelle 3). Andererseits sind
weitgehende Substitutionen mit F-Dekalin gelungen. Auf das
bisher viel verwendete FX-80 muf} verzichtet werden, weil
es zu fliichtig und daher mit Sicherheit toxisch ist. Keiner
der anderen im Handel erhiltlichen Ether (P-1D, P-11D, Freon
E) ist akzeptiert worden. Ermutigende vorldufige Ergebnisse
liegen mit Bis-F-alkylethenen vor; diese Substanzen ergeben
stabilere Emulsionen als F-Dekalin, ermoglichen das Uber-
leben von Ratten nach vollstindiger Blutsubstitution und
fiihren zu groBerer Ausscheidungsgeschwindigkeit als F-Tri-n-
butylamint!24]

2. Die Stabilitit der Emulsionen in vivo ist von grofiter
Wichtigkeit. So mull F-Dekalin trotz seiner bemerkenswerten
Eigenschaften bei der Ausscheidung aufgegeben werden, wenn
man nicht noch eine oberflichenaktive Substanz findet, die
den Emulsionen dieser Substanz eine bessere in-vivo-Stabilitit
und eine lingere Verweilzeit im Blutkreislauf verleiht als die
gegenwirtig benutzten Phospholipide aus Eidotter. DaB prizi-
se und reproduzierbare Standard-Herstellungsverfahren fiir
die Emulsionen notwendig sind, wird jetzt allgemein aner-
kannt. Es miissen viele Anstrengungen unternommen werden,
um mehrere Arten standardisierter Emulsionen fiir biomedizi-
nische Versuche bereitzuhalten. Der Chemiker kann zur Her-
stellung, Analyse und Charakterisierung dieser Emulsionen
sowie zur Gewinnung und Untersuchung neuer oder modifi-
zierter oberflichenaktiver Substanzen beitragen und giinstige
Kombinationen aus Perfluor-Verbindungen und oberflichen-
aktiven Substanzen entwickeln, um Emulsionen mit maxima-
ler Stabilitdt zu erhalten.
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3. Ein anderer wichtiger Aspekt betrifft die Optimierung
des Fliissigkeitsgleichgewichts und die Kontrolle der Osmola-
ritit. Der osmotische und onkotische Druck miissen sehr
nahe am normalen Bereich liegen. Viele Arbeitsgruppen
scheinen iiber diesen Punkt gestrauchelt zu sein. Die Wirkung
von Hilfsstoffen auf diese Parameter sowie auf die Stabilitit
und FlieBeigenschaften der Emulsionen erfordern mit Sicher-
heit weitere Aufmerksamkeit.

4. Die Retention einiger sonst sehr attraktiver Fluor-Ver-
bindungen, z.B. F-Tri-n-butylamin, ist wahrscheinlich das
groBte Hindernis fiir deren Anwendung in Blutersatzmitteln
fiir den Menschen. Ursache, Umfang und mégliche Langzeit-
wirkungen dieser Retention verdienen weitere Untersuchun-
gen. Wegen dieser physiologischen Aspekte des Blutersatzes
ist ein enger Kontakt zwischen Chemikern und Medizinern
erforderlich.

5. Die Arbeit der Chemiker konnte auch zum Auffinden
von Struktur/Wirkungs-Beziehungen beitragen. In dieser
Richtung muB} noch so gut wie alles getan werden.

6. Neben diesen wissenschaftlichen Problemen miissen vor
der Einfiihrung kiinstlicher Blutersatzmittel in die medizini-
sche Praxis viele weitere Hindernisse iiberwunden werden,
z.B. die Registrierung und die Akzeptierung durch Arzte und
Offentlichkeit. AuBerdem werden sich 6konomische, soziale
und politische Fragen ergeben.

Trotz der noch bestehenden Nachteile scheint das Problem
des Blutersatzes einschlieBlich des Sauerstofftransportes mit
Fluor-Verbindungen am ehesten losbar zu sein, vielleicht
schon in naher Zukunft.

Fiir ihre Beitrdge zur Synthese neuer Perfluor-Verbindungen
danken wir unseren Mitarbeitern Dr. A. Cambon, Herrn F.
Jeanneaux, Herrn J. Gallucci und Dr. G. Santini. Weiter mochten
wir unseren Kollegen aus der Industrie, Dr. R. Lichtenberger
und Dr. L. Foulletier, fiir anregende Diskussionen danken. Die
finanzielle Unterstiitzung der Firma Produits Chimiques Ugine
Kuhlmann wird dankbar anerkannt.
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Phytoalexine, chemische Abwehrstoffe hoherer Pflanzen?

Von Hans Grisebach und Jiirgen Ebell"]

Phytoalexine sind Abwehrstoffe mit antimikrobiellen Eigenschaften, die nach einer Infektion

von der Pflanze gebildet werden. Diese Verbindungen gehoren verschiedenen Naturstoffgruppen
an, z. B. Isoflavonoiden, Terpenoiden, Polyacetylenen und Dihydrophenanthrenen. Die Induktion
der Phytoalexinbildung kann nicht nur durch lebende Mikroorganismen, sondern auch durch
Produkte mikrobiellen Ursprungs (Elicitoren) oder durch StreBbehandlung (Kalte, UV-Licht)
bewirkt werden. Der Elicitor aus der Myzelwand des Pilzes Phytophthora megasperma var.
sojae (Pms) ist ein B-1,3-Glucan mit Verzweigungen an C-6. Die Biosynthese der Phytoalexine
ist in einigen Fillen in ihren Grundziigen bekannt. Durch Elicitoreinwirkung auf pflanzliches
Gewebe steigt die Aktivitit der an der Phytoalexinbiosynthese beteiligten Enzyme an. Die
Fahigkeit einiger Mikroorganismen, Phytoalexine chemisch zu veridndern, konnte mit ihrer
Pathogenitidt zusammenhingen. Die Rolle der Phytoalexine als Abwehrstoffe ist noch nicht

eindeutig geklirt.

1. Einfiihrung

Wie Mensch und Tier ist auch die Pflanze zahlreichen Mi-
kroorganismen ausgesetzt. Dabei kommt den phytopathoge-
nen Pilzen und Viren eine besondere Bedeutung als Krank-
heitserregern zu. Da Pflanzen kein Immunsystem besitzen,
stellt sich die Frage, wie sich die Pflanze gegen Krankheitserre-
ger wehren kann. Eine Abwehrmoglichkeit, die auf der indu-
zierten Produktion chemischer Abwehrstoffe durch die Pflanze
beruht, soll in diesem Aufsatz behandelt werden.

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurde angenommen,
daB Pflanzen eine erworbene Resistenz besitzen konnen und
auf eine Infektion mit biochemischen Abwehrmechanismen
reagieren'*?), aber erst die Untersuchungen von Miiller und

[*] Prof. Dr. H. Grisebach, Dr. J. Ebel
Lehrstuhl fiir Biochemie der Pflanzen, Biologisches Institut IT der Untiver-
sitdt
SchinzlestraBle 1, D-7800 Freiburg
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Bérger iiber die Phytophthora-Resistenzl'] der Kartoffell*3!
brachten einen entscheidenden experimentellen Fortschritt bei
der Aufkldrung derartiger Abwehrmechanismen. Die wesent-
lichen Ergebnisse dieser Untersuchungen waren: 1. Das Ab-
sterben des Parasiten auf den Knollen der resistenten Sorten
ist nicht durch einen schon vor der Infektion in den Knollen
vorhandenen Stofl bedingt, ,sondern durch eine Zustandsdnde-
rung bei den mit dem Pilz in Kontakt gelangten Wirtszellen®.
2. Unter Preisgabe der vom Pilz befallenen Gewebeschichten
wehrt die Pflanze den Parasiten ab. Wihrend dieser als ,,Ab-
wehrnekrose™ bezeichneten Reaktion bildet sich ein Abwehr-
stoff, der als ,Phytoalexin“ (phyton = Pflanze, alexein =
abwehren) bezeichnet wurde. Phytoalexine kdnnen daher als

[*] Der Pilz Phytophthora infestans (Phytiaciae) ist der Erreger der Kartof-
felfaule (,Jate blight™). Er war die Ursache der Vernichtung der Kartoffelernte
in Irland im Jahre 1845 und den folgenden Jahren, welche eine grolle Hungers-
not zur Folge hatte.
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