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69 Verfahren zur Herstellung eines wasserloslichen, polymerisierten, vernetzten Himoglobins.

@ Himoglobin wird von Stroma und Zelltrimmern

befreit und mit einem polyfunktionellen Vemnet-
zungsmittel, beispielsweise Dihalogen-, Disulfo-, Diiso-
cyanato- oder Diisothiocyanatoverbindungen, ferner
Divinylsulfon, Epichlorhydrin und Dialdehyde, in einer
inerten Atmosphire umgesetzt. Die Vernetzungsreak-
tion wird durch Zugabe eines Desaktivators, wie primé-
re Amine, Bisulfite und Diole, abgebrochen. Das Produkt
besitzt eine verlingerte Plasma-Lebensdauer in vivo; es
kann als Blutersatz und Blutplasma-Verdiinnungsmittel
verwendet werden.
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PATENTANSPRUCHE in der R, ein Wasserstoff- oder Halogenatom mit der Ord-
1. Verfahren zur Herstellung eines wasserloslichen, poly- ~ nungszahl 9 bis 35 bedeutet oder einer Verbindung der For-
merisierten, vernetzten Hdmoglobins, dadurch gekennzeich- mel:

net, dass man Stroma und Zelltrimmer von dem Himo-

globin entfernt, das entstandene stromafreie Himoglobin 5 Ryo-(CH,), R0,

mit einem polyfunktionellen Vernetzungsmittel, das mit den

reaktionsfihigen Gruppen des Himoglobins reagiert, unter R;¢-(CH,)—CsH,~(CH,),~R o,
einer Schutzatmosphére aus einem entsprechenden Gas und

unter Bedingungen, bei denen ein wasserldsliches, vernetztes ( CH )
Polyhdmoglobin entsteht, umsetzt und die Reaktion durch 10 /
Zugabe eines Vernetzungsmittel-Desaktivators zu dem Re-
aktionsgemisch abbricht. 2\ CH2-R10
2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, (CH )
dass man ein Aquivalent Hamoglobm mit 2,5 bis 300 Aqui- oder
valent des Vernetzungsmittels 0,25 bis 300 Stunden bei 0 bis 15
25°C unter Atmosphérendruck umsetzt. R,;0—(CH,),~R;;—(CH,),~R;,
3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die Reaktion bei 0 bis 10 °C durchfiihrt. wobei n eine ganze Zahl von 1 bis 8, m eine ganze Zahl von 0
4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 3, dadurch gekenn- bis 3, p eine ganze Zahl von 0 bis 4, q eine ganze Zahl von 1
zeichnet, dass man als Vernetzungsmittel ein Triazin der 20 bis 4, x eine ganze Zahl von 1 bis 5, R, eine funktionelle
Formel: Isocyanat-, Vinyl-, Imino-, Isothiocyanat-, Isocyanid-, Alde-
1 hyd-, Epoxid-, Chlorformiat-, Trichlorformiat- oder Imido-
lli alkylester-Gruppe oder eine Gruppe der Formel:
€ 25
N Z N N -CH o~ C/
(l) Il > oder COR, ,,
_
30
1 R 2 : wobei a eine ganze Zahl von 1 bis 3, R;, ein Halogenatom
oder eine Azogruppe und R, ; eine Oxy-, Sulfonyl- oder
in der R, ein Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35 zweiwertige Aminogruppe bedeutet, verwendet.
und R, einen nucleophilen Substituenten bedeutet; eine Ver- 5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet,
bindung der Formel: % dass man eine stéchiometrische Menge oder einen Uber-
R._R schuss bis zu 250 Aquivalent des Desaktivators pro Aquiva-
54 Rq R 5 lent Vernetzungsmitte! zusetzt.

6. Verfahren nach Anspruch 1 oder 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man als Desaktivator ein niedermolekulares
priméres Amin verwendet.

RG 7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, dass man ein Hamoglobin herstellt, welches
ein Molekulargewicht von 64 000 bis 1 000 000 besitzt.

in der R; eine kovalente Bindung, eine Alkylengruppe mit 1 8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch
bis 5 Kohlenstoffatomen, eine Phenylen-, Oxy-, Sulfonyl- “ gekennzeichnet, dass man ein Himoglobin herstelit, welches
oder sek.- Aminogruppe, R, ein Halogenatom oder eine einen Liganden in einer Menge bis zu 60 pMol Liganden pro
Nitrogruppe, eine Alkylgruppe mit 1 bis 8§ Kohlenstoff- Gramm Polyhdmoglobin binden kann und eine Intrinsic-
atomen, eine Sulfo- oder Carbacylgruppe und R, ein Viskositdt von 0,04 bis 0,16 dl/g besitzt.
Halogenatom, eine Diazo-, Isocanato- oder Isothiocyanato- 9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch
gruppe bedeutet; eine Verbindung der Formel: % gekennzeichnet, dass man ein Himoglobin herstellt, welches
R einen Liganden-Partialdruck bei halber Sattigung von 2,5 bis
7 120 mm Hg bei 37 °C und neutralem pH-Wert besitzt.
55
R Rg
Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung ei-
60 nes wasserlGslichen, polymerisierten, vernetzten Himo-
R8 globins, das frei ist von Stroma und geeignet fiir Blutersatz-
stoffe, um Sauerstoff zu den Geweben und Organen zu trans-
in der R, ein Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35, portieren, und in Blutplasma-Streckmittein. Das Polyhidmo-
R; ein Wasserstoffatom oder eine Nitrogruppe bedeutet, globin wird hergestellt durch Umsetzung von stromafreiem
wobei mindestens einer der Reste R, eine Nitrogruppe ist; 65 Hiimoglobin mit einem geeigneten Vernetzungsmittel.
eine Verbindung der Formel: Hémoglobin ist im Blut von Sdugetieren vorhanden und

es besitzt die grundlegende Eigenschaft, dass es in Losung
(Ry),C=0 reversibel oxidiert werden kann. In der natiirlichen Form ist



Himoglobin von Siugetieren ein konjugiertes, nicht vernetz-
tes Protein, das ein Molekulargewicht von 64 500 hat und
strukturell aus zwei Untereinheiten besteht. Jede Unter-
einheit enthilt eine Himgruppe und eine Polypeptidkette,
genannt Globin. Bei Siugetieren ist Himoglobin in Erythro-
cyten zusammen mit Stroma vorhanden, das aus Proteinen,
Phospholipiden und Cholesterin besteht. Die Umsetzung
von isoliertem Rinder-Himoglobin, enthaltend Stroma, mit
iiberschiissigem Glutaraldehyd unter Bildung eines unlosli-
chen Niederschlages, ist in Histochemical J., Band 2, Seiten
137 bis 150, 1970, beschrieben. Ahnlich ist die Umsetzung
von Proteinen aus ganzem Blut mit Glutaraldehyd unter Bil-
dung eines wasserunldslichen Leims in der US-PS 3 294 564
angegeben. Die Wechselwirkung von dem Koilagen und Ge-
latine mit Diisocyanaten und anderen mehrfach kuppelnden
Mitteln einschliesslich Aldehyden ist in den US-PS 2 591 133
und 3 057 782 sowie in Biochemica et Biophysica Acta, Band
168, Seiten 341 bis 352, 1968, angegeben. Die Carboxyalky-
lierung von Globin zur Verwendung als Plasma-Streckmittel
ist in der US-PS 2 719 837 beschrieben. Die dort beschriebe-
nen Produkte besitzen jedoch nicht die Fihigkeit, Sauerstoff
zu transportieren und infolgedessen gelangten sie nicht zur
allgemeinen Anwendung. Die US-PS 2 527 210 beschreibt
die Verwendung von Hiimoglobin zur Behandlung von
Wunden. Die US-PS 3 000 836 und 3 519 572 beschreiben
Blutzubereitungen, die als Standard zur Messung von
Himoglobin geeignet sind. In der NL-PS 7 404 140 ist ein
wasserldsliches, vernetztes Himoglobin beschrieben, das
Stroma enthlt und als Plasmaersatz angewandt werden soll.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her-
stellung eines wasserldslichen, polymerisierten, vernetzten
Himoglobins; das Verfahrensprodukt ist stromafrei und im-
stande, reversibel einen Liganden zu binden.

Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass man
Stroma und Zelltriimmer von dem Hamoglobin entfernt, das
enstehende stromafreie Himoglobin, das entweder einen Li-
ganden enthélt oder nicht, mit einem polyfunktionellen Ver-
netzungsmittel umsetzt, das mit den reaktionsfahigen Grup-
pen des Himoglobins reagiert, unter einer Atmosphire aus
einem Schutzgas und unter Bedingungen, bei denen ein was-
serlosliches, polymerisiertes, vernetztes Himoglobin ent-
steht, und die Reaktion durch Zugabe eines Deaktivators fiir
das Verneztungsmittel zu dem Reaktionsgemisch abbricht.

Das Verfahrensprodukt kann in pharmazeutischen Mit-
teln als Blutersatzstoff oder als Blutplasma-Streckmitte]l im
Gemisch mit einem physiologisch geeigneten Tréiger verwen-
det werden.

Die Ausdriicke «polymerisiertes Himoglobin», «vernetz-
tes Himoglobin» und «makromolekulares Himoglobin»
werden im folgenden ersetzt durch den Ausdruck «Poly-
hiimoglobin» und die Ausdriicke «polymerisiertes Himo-
globin», «vernetztes Himoglobin», «makromolekulares
Himoglobin» und Polyhdmoglobin» werden im Rahmen
dieser Beschreibung als dquivalent angesehen. Unter Poly-
héimoglobin ist zumindest ein Himoglobin-Tetramer, Hb,,
zu versiehen, vernetzt in dem Tetramer oder mit mindestens
einem anderen hiimhaltigen Himoglobin-Monomer, Hb,
unter Bildung der makromolekularen Verbindung der allge-
meinen Formel Poly(Hb),, wobei Hb das Himoglobin-Mo-
nomer und n 4 bis 60, iiblicherweise 8 bis 30 bedeutet.

Das erfindungsgemiss erhiltliche Polyhimoglobin ist
16slich in wéssrigen Fliissigkeiten mit einem pH-Wert von 6
bis 9 und in physiologischen Fliissigkeiten. Das Polyhdmo-
globin besitzt ein Molekulargewicht von 64 000 bis.1 000 000
und die Eigenschaft, in Lsung reversibel gasformige Ligan-
den in einer Menge bis zu 60 pMol Ligand/g Polyhdmo-
globin zu binden, d.h. die Féhigkeit, Liganden zu binden,
liegt nahe bei 100%. Das Polyhdmoglobin zeigt, je nach sei-
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ner Herstellung, einen Liganden-Teildruck bei halber Sét-
tigung von 2,5 bis 120 mm Hg bei 37 °C, gemessen bei neu-
tralem pH und Atmosphéirendruck. Die Polyhdmoglobin-
16sungen besitzen eine Intrinsic-Viskositét von 0,04 bis 0,16

s dl/g und zeigen Spektren im ultra-violetten und sichtbaren
Licht, dhnlich wie nicht vernetztes Himoglobin. Das Poly-
himoglobin im oxidierten Zustand, wenn das Eisen des
Hims dreiwertig ist und das Polyhdmoglobin vernetztes
stromafreies Polymethdmoglobin ist, besitzt einen molekula-

10 ren Extinktionskoeffizienten, &, bei
630 nm = 3,5+ 0,4 x 10° in Abwesenheit eines Himliganden,
und ¢ bei 540 =9,5+0,5 x 10? fiir vernetztes stromafreies
Polycyanomethémoglobin (Polymethdmoglobin mit Cyanid
als Hamliganden).

15 Imfolgenden wird eine bevorzugte Ausfilhrungsform der
Erfindung beschrieben.

Das Polyhidmoglobin wird hergestellt, indem man von
Erythrocyten ausgeht, die von frisch entnommenem mensch-
lichen Blut, iiberaltertem (outdated) ganzen Blut oder Pla-

20 centas gewonnen worden sind, gepackten Erythrocyten, die
von Blutspendezentren erhalten worden sind, oder Erythro-
cyten von tierischem Blut. Das Blut wird in Flaschen ge-
zogen, die ein Antikoagulans enthalten, zentrifugiert und
das iiberstehende Plasma abgezogen. Das Zentrifugieren

25 wird bei — 5 bis 40 °C, vorzugsweise 4 bis 6 °C ungeféhr 5 bis
60 Minuten bei 650 bis 6500 g durchgefiihrt, wobei das Plas-
ma und der Leukocytenfilm im zentrifugierten Blut (buffy
coat) abgetrennt und verworfen werden. Anschliessend wer-
den die roten Zellen in ungefahr 1 bis 4 Volumina kalter iso-

30 tonischer oder hypertonischer Salzlésung gewaschen, die
Suspension zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit er-
neut entfernt und verworfen. Die roten Zellen werden weite-
re 2- bis 3mal gewaschen, wobei die Waschfliissigkeiten nach
jedem Zentrifugieren verworfen werden.

35 Das Verfahren zur Herstellung des Ausgangsmaterials
fiir die Polymerisation umfasst ein Isolieren des Himo-
globins aus den Zellen, das im wesentlichen frei ist von Zell-
triimmern und Stroma. Die Entfernung von Stroma-
proteinen und Lipiden ist erfindungsgeméss kritisch und ihre

s0 Entfernung schliesst im wesentlichen eine Nierenschidigung
aus. Das Verfahren zur Herstellung von stromafreiem
Himoglobin umfasst zunachst ein Lysieren (Losen) der Zel-
len in ungefihr 1 bis 4 Volumina kaltem Wasser oder an-
deren lysierenden Losungen, wie hypotonischen Phosphat-

45 pufferlésungen und hypotonischer Salzlosung. Nach der
Lyse wird die Suspension von roten Zellen geschiittelt und
kaltes Toluol in einer Menge von ungeféhr 10 bis 200% des
Zellvolumens, iiblicherweise etwa 10 bis 30 Volumen-% zu-
gegeben. Das Gemisch wird dann 4 bis 10 Minuten geschiit-

so telt und 24 bis 72 Stunden bei 4 bis 6 °C stehengelassen, wo-
bei ein dreiphasiges Gemisch entsteht. Die untere klare rote
Schicht wird isoliert und mit 40 000 bis 50 000 g mindestens
60 Minuten bei ungefihr 4 bis 6 °C zentrifugiert, dann wird
die obere klare Fliissigkeit abgetrennt und durch ein Dia-

ss tomeenerdefilter filtriert. Bei dieser Filtration werden Spuren
von Stroma entfernt und verschiedene bekannte Prézipita-
tionstest kdnnen angewandt werden, um festzustellen, ob
das Himoglobin stromafrei ist.

Restliche niedermolekulare Salze und Metaboliten wer-

60 den von dem stromafreien Himoglobin durch Dialyse gegen
Standard oder medizinisch geeignete Puffer entfernt. Puffer,
die fiir diesen Zweck geeignet sind, umfassen 0,05 m Phos-
phatldsung und physiologische Salzlosung, gepuffert mit
Alkalibicarbonaten. Das stromafreie Himoglobin kann dia-

6s lysiert werden unter Verwendung von handelsiiblichen Vor-
richtungen wie einem Dow-miniplant unter Verwendung
von Biofiber® — 50, Dialysefasern, dem Kolffsystem unter
Verwendung einer semipermeablen Membran oder einer



629 961

Crom-A-Coil *-Einheit oder semipermeablen Dialyse-
membranen wie Zellulose, Zelluloseacetat und modifizierten
Zelluloseacetatmembranen wie N,N-Diithylamino-ithyl-
zellulose-acetat und Zellulose-propionat.

Die Dialyse wird bei 4 bis 6 °C durchgefiihrt, indem man
die stromafreie Himoglobinlésung durch Zellulose-Hohl-
fasern leitet, wobei das Himoglobin gegen einen Puffer
dialysiert wird, der aussen an den Fasern entlanggeleitet
wird. Im allgemeinen besitzen die Fasern eine Trenngrenze
(exclusion limit), die den Durchgang von niedermolekularen
gelosten Stoffen erlaubt, ohne dass Himoglobin mitaustritt.
Die Fliessgeschwindigkeit der Fliissigkeit ist grosser als
1 ml/min, vorzugsweise 3 bis 25 ml/min. Das stromafreie
Hémoglobin wird dreimal durch die Fasern geleitet, um
Gleichgewicht einzustellen.

Anschliessend wird das dialysierte Himoglobin poly-
merisiert unter Bildung von wasserldslichem makromoleku-
larem vernetztem stromafreiem Polyhimoglobin. Das
stromafreie Himoglobin zur Vernetzung kann entweder ei-
nen Liganden enthalten oder nicht, ja nachdem, ob Him-
liganden vorhanden sind oder nicht. Wenn Sauerstoff oder
Kohienmonoxid als Himliganden vorhanden sind, ist das
Himoglobin bekannt als Oxyhidmoglobin bzw. Carbo-
monoxyhémoglobin. Wenn kein Himligand vorhanden ist,
nennt man das Himoglobin Deoxyhdmoglobin. Das Oxy-
hamoglobin und Carbomonoxyhdmoglobin werden herge-
stellt durch Aquilibrierung mit den entsprechenden Gasen,
Sauerstoff und Kohlenmonoxid, bei einer Temperatur von 4
bis 6 °C ungefiihr 30 bis 60 Minuten lang. Deoxyhmoglobin
wird hergestellt durch wiederholte Behandlung der Losung
unter verringertem Druck, tiblicherweise ungefihr 250 mm
Hg und anschliessendes Spiilen mit Stickstoff oder einem
inerten Gas wie Argon oder Neon. Deoxyhimoglobin kann
auch hergestellt werden durch chemische Deoxygenierung
unter Zugabe von Reduktionsmitteln wie Natriumdithionit
oder Natriumsulfit. Die bevorzugten Formen von Himo-
globin zur Herstellung des erfindungsgeméssen Polyhimo-
globins sind Oxyhdmoglobin und Deoxyhéimoglobin. Das
Vernetzen dieser Himoglobine ergibt Polyhimoglobine mit
einem Pyo-Wert von ungefahr 4 bis 120 mm Hg bei ungefihr
physiologischen Bedingungen (37 °C, pH 7,1) je nach der Art
der Herstellung des Polyhdmoglobins. Dieser Bereich von
P5o-Werten von 4 bis 120 mm Hg umfasst die Himoglobin-
Sauerstoff-Affinitéten wie sie sich in Blut und freiem natiir-
lich vorkommenden Hiimoglobin finden.

Die Polymerisation von dialysiertem stromafreiem
Himoglobin wird durchgefiihrt durch intermolekulare Ver-
netzung, iiblicherweise der primédren Aminogruppe des
Lysinrestes unter Bildung von wasserldslichem Polyhimo-
globin. Die Vernetzung wird durchgefiihrt in Gegenwart
mindestens eines polyfunktionellen Vernetzungsmittels unter
Bildung von mehr als 90% makromolekularem Himo-
globin. Die Polymerisation wird durchgefiihrt, indem man -
zundchst das Reaktionsgefiss mit dem entsprechenden Gas
spiilt. Dann wird das Himoglobin unter einer Schutzatmo-
sphére des entsprechenden Gases vernetzt. Die Reaktion
wird 0,25 bis 300 Stunden bei 0 bis 25 °C unter Atmo-
sphirendruck durchgefiihrt. Hohere Driicke bis zu 500 kPa
konnen ebenfalls angewandt werden. Vorzugsweise wird die
Temperatur zwischen 0 uns 10 °C gehalten, um eine thermi-
sche Oxidation von Himoglobin zu vermeiden. Temperatu-
ren im Bereich von 4 bis 6 °C sind besonders bevorzugt. Im
allgemeinen wird ungefihr ein Aquivalent Hémoglobin mit
einem Molekulargewicht von 64 000 mit 2,5 bis 300 Aqui-
valent des polyfunktionellen Vernetzungsmittels umgesetzt.

Die Reaktion wird abgebrochen durch Zugabe eines Ver-
netzmittel-Desaktivators wie eines niedermolekularen Amins
(wie die Konzentration an Vernetzungsmittel zunimmt, kann

°

die Neigung zur Bildung unloslicher Polymerisations-
produkte zunehmen und das kann verhindert werden durch
Zugabe eines Teils des Desaktivators vor der Zugabe des
Vernetzungsmittels). Die zugesetzte Menge an Desaktivator

s wird so gewihlt, dass sie ausreicht, um mit den nicht umge-
setzten funktionellen Gruppen eines Vernetzungsmittels, das
an eine Himoglobingruppe gebunden ist, zu reagieren. Ubli-
cherweise verwendet man eine stochiometrische Menge oder
ein Uberschuss bis zu 250 Aquivalent Desaktivator auf ein

10 Aquivalent Vernetzungsmittel. Nach der Zugabe des Des-
aktivators wird das Reaktionsgemisch weitere 18 bis 24
Stunden bei verminderter Temperatur geriihrt. Das rohe Re-
aktionsgemisch wird durch Zentrifugieren geklirt und gegen
eine isotonische Elektrolytldsung dyalisiert. Das erhaltene

15 16sliche Polyhdmoglobin wird sterilisiert durch Filtrieren
durch einen Filter mit einer Porengrosse von ungefihr 0,2
bis ungeféhr 0,45 pm, vorzugsweise 0,22 pm.

Die fiir die erfindungsgeméssen Zwecke geeigneten poly-

funktionellen Vernetzungsmittel sind vorzugsweise wasser-

2016slich und reagieren mit vernetzbaren Stellen von Héimo-
globin unter Bildung eines vernetzten wasserloslichen Pro-
duktes. Die angewandten Vernetzungsmittel iiben keinen
nachteiligen Effekt auf das Himoglobin, dessen Loslichkeit
oder seine Fahigkeit, reversibel Sauerstoff zu binden und zu

25 den Geweben und Organen zu transportieren, aus. Die poly-
funktionellen Vernetzungsmittel besitzen zumindest zwei
funktionelle Gruppen, die gleich oder verschieden sein kén-
nen. Diese Gruppen sind imstande, mit Aminogruppen und
anderen vernetzbaren Stellen des Himoglobinmolekiils zu

30 reagieren und sie zu vernetzen. Unter Aminogruppen sind

- die N-endstéindigen a-Aminogruppen der Himoglobin-
ketten und der basischen Aminosdurereste wie Lysin und
Arginin zu verstehen. Die funktionellen Gruppen des Ver-
netzungsmittels konnen kovalent miteinander verbunden

35 sein oder sie konnen durch eine aliphatische Gruppe oder ei-
nen aromatischen Ring voneinander getrennt sein. Beispiele
fur aromatisch stabilisierte funktionelle Gruppen sind mit ei-
ner Nitrogruppe aktivierte Azo- und Halogengruppen. Diese
umfassen Verbindungen mit einem heterocyclischen Ring

4o mit reaktionsfahigen Gruppen an dem Ring wie Triazine der

Formel
fj l
,{”\,l
)

% wobei R; ein Halo genatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35
und R, ein nukleophiler Substituent wie eine aliphatische
Gruppe (z.B. Alkylgruppe mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen)
oder aromatische Gruppe, ein Halogenatom mit der Ord-
nungszahl 9 bis 35 oder eine Aminogruppe ist. Vernetzungs-

5 mitte] dieser Formel sind z.B. 2-Amino-4,6-dichlor-s-triazin
und Chlor-s-triazin.

Geeignete Vernetzungsmittel umfassen anch aromatisch
stabilisierte Verbindungen der Formel

60

R

SR R, R

4 4 15

‘—R37_R6
65

in der R, eine kovalente Bindung, eine Alkylengruppe mit 1
bis 5 Kohlenstoffatomen, eine Phenylen-, Oxy-, Sulfonyl-
oder sek-Aminogruppe, R, ein Halogenatom oder eine

Re



Nitrogruppe, R ein Wasserstoffatom, eine Nitrogruppe,
eine Alkylgruppe mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen, eine Sulfo-
oder Carbocylgruppe und R4 ein Halogenatom, eine Diazo-,
Isocyanat- oder Isothiocyanatgruppe bedeuten. Beispielhafte
Verbindungen dieser Formel sind Bis-diazobenzidin-
2,2’-sulfonséure, 4,4"-Difluor-3,3'-dinitrophenylsulfon und
Diphenyl-4,4’-diisothiocyanat.

Andere geeignete Vernetzungsmittel umfassen Verbin-
dungen der Formel

wobei R, ein Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35,
R, eine Nitrogruppe oder ein Wasserstoffatom bedeuten,
wobei mindestens ein Rest Ry eine Nitrogruppe ist.

Eine typische Verbindung hierfiir ist 1,5-Difluor-2,4-dini-
trobenzol.

Weitere geeignete Vernetzungsmittel sind Verbindungen
der Formel (R,),C =0, wobei R, ein Wasserstoff- oder
Halogenatom mit der Ordnungszaht 9 bis 35 ist.

Weitere geeignete Vernetzungsmittel sind Verbindungen
der Formeln

R10-(CH3)Ry0;
R10~(CH Z)m_C6H4_(CH2)n_R1 0

//////4CH )\\\\\\\
2 /

(CH )

CH R , und

Rl O—CH

R;o~(CHz)R11~(CH2) R0,

wobei n eine ganze Zahl von 1 bis 8, m eine ganze Zahl von 0
bis 3, p eine ganze Zahl von 0 bis 4, q eine ganze Zahl von 1
bis 5, R,, eine funktionelle Gruppe wie oben angegeben wie
eine Isocyanat-, Vinyl-, Imino-, Isothiocyanat-, Isocyanid-,
Aldehyd-, Epoxid-, Chlorformiat-, Trichlorformiat- oder
Imidoalkylestergruppe oder eine Gruppe der Formel

A
—caz—c\

(CH )

oder

COR, 5

wobei a eine ganze Zahl von 1 bis 3 und R,, ein Halogen-
atom oder eine Azogruppe ist und R, eine Oxy-, Sulfonyl-
oder zweiwertige Aminogruppe bedeutet.

Beispiele fiir handelsiibliche Vernetzungsmittel der oben
angegebenen Formeln sind Divinyl-sulfon, Epichlorhydrin,
Butadien-diepoxid, Athylen-glykol-diglycidyldther, Glyze-
rin-diglycidyl-dther, Dimethyl-suberimidat-dihydrochlorid,
Dimethyl-malonimidat-dihydrochlorid und Dimethyl-adip-
imidat-dihydrochlorid.

Typische Vernetzungsmittel mit einer Isocyanat- oder
Isothiocyanatgruppe sind Diphenyl-4,4’-diisothiocyanat-
2,2'-disulfonsédure, Toluol-diisocyanat, Toluol-2-isocyanat-
4-isothiocyanat, 3-Methoxy-diphenylmethan-4,4’-diisocya-
nat, Propylen-diisocyanat, Butylen-diisocyanat und Hexa-
methylen-diisocyanat.
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Beispiele fiir Vernetzungsmittel mit einer Aldehyd- oder
Dialdehydgruppe sind Formaldehyd, Paraformaldehyd, mit
Formaldehyd aktivierte Harnstoffe wie 1,3-Bis(thydroxyme-
thyl)-harnstoff und N,N’-Di(hydroxymethyl)-imidazoli-

s dinon-gloxal, Malondialdehyd, Bernstein-dialdehyd,
Glutaraldehyd, Adipinaldehyd, 3-Methyl-glutaraldehyd,
Propyladipinaldehyd, Phthaldialdehyd, Terephthaldehyd
und Malondialdehyd.

Andere Vernetzungsmittel umfassen Derivate von

10 Carbonséduren und Carbonsiureresten von in situ aktivier-
tem Hamoglobin unter Bildung eines reaktionsfahigen Deri-
vats von Himoglobin, das mit den Aminen eines anderen
Himoglobinmolekils vernetzt. Typische Carbonsduren, die
fiir diesen Zweck geeignet sind, besitzen die Formel

15 CO,H(CH,),CO,H oder [(CH,),COOH];CH, in denenn 1
bis 8 ist. Derartige Carbonsduren umfassen Citronen-, Ma-
lon-, Adipin- und Bernsteinsdure. Carbonsdureaktivatoren
umfassen Thionylchlorid, Carbodiimide, N-Athyl-5-phenyl-
isoxazolium-3’-sulfonat (Woodward’s Reagens K), N,N’-

20 Carbonyldiimidazol, N-tert.-Butyl-5-methylisoxazolium-
perchlorat (Woodward’s Reagens L), 1-Athyl-3-dimethyl-
amino-propylcarbodiimid, 1-Cyclohexyl-3-(2-morpholin-
dthyl)-carbodiimid-metho-p-toluol-sulfonat.

Das Vernetzungsmittel kann auch eine Dialdehydvor-

25 stufe sein, die leicht einen bifunktionellen Dialdehyd in dem
Reaktionsmedium bildet. Geeignete Dialdehydvorstufen
umfassen: Acroleindimer oder 3,4-Dihydro-1,2-pyran-
2-carboxaldehyd, bei dem im wissrigen Medium Ringspal-
tung eintritt unter Bildung von a-Hydroxy-adipinaldehyd.

30 Andere Vorstufen, die bei Hydrolyse ein Vernetzungsmittel
bilden, sind u.a. 2-Athoxy-3,4-dihydro-1,2-pyran, das Glut-
araldehyd ergibt, 2-Athoxy-4-methyl-3,4-dihydro-1,2-pyran,
das 3-Methyi-glutaraldehyd ergibt, 2,5-Didthoxy-tetra-
hydrofuran, das Bernsteindialdehyd ergibt, und

35 1,1,3,3-Tetradthoxypropan, das Malondialdehyd ergibt, und
Formaldehyd aus Trioxan.

Der Vernetzungsmittel-Desaktivator, der zu dem Poly-
merisationsgemisch zugegeben wird, um die Reatkion abzu-
brechen, (oder gegebenenfalls, wenn er zu Beginn zugegeben

40 wird, zur Regulierung der Vernetzungsreaktion), ist ein
mono-, di- oder multifunktionelles Reagenz, vorzugsweise
ein primédres Amin der Formel R-NH,. Das Amin sollte
wasserlOslich sein, um dazu beizutragen, die Loslichkeits-
eigenschaften des polymerisierten Himoglobins aufrecht-

4s zuerhalten. Typische niedermolekulare Amine, die ange-
wandt werden konnen, sind Glycin, Lysin, Serin, Threonin,
Alanin, Athanolamin, 2-Aminoadipinsdure und Glutation.
Andere Verbindungen, die geeignet sind, die Verneztungs-
mittel zu desaktivieren sind Abbruchmittel wie Bisulfite und

s0 Diole, die imstande sind, Aldehyde zu desaktivieren, nieder-
molekulare Alkohole zur Desaktivierung von aktivierten
Carbonsduren, aktivierte Halogenide und Isocyanate und
Sulfhydryle zur Desaktivierung von Epoxiden und Vinylen.

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele ndher

ss erldutert.

Beispiel 1
Herstellung der Himoglobinlésung:

Das Ausgangsmaterial waren 5 Einheiten iiberaltertes
menschliches Blut, enthaltend saure Citrat-Dextrose-Losung

60 als Antikoagulans. Das Blut wurde von einer lokalen Blut-
bank erhalten. Zunichst wurde das Blut aus den Geféssen
der Blutbank in autoklavenartige 500 ml Centrifugengefasse
gegeben. Die Gefésse wurden mit einer Kappe verschlossen
und das Blut, bestehend aus Erythrocyten, Leukocyten,

6s Blutpldttchen und Plasma mit 5000 UpM (4000 g), 30 Minu-
ten bei 4 °C zentrifugiert. Dann wurden das Plasma, der
Leukocytenfilm und die Blutbldttchen durch Absaugen
durch eine sterile Pipette entfernt und verworfen. Die sedi-
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mentieren Erythrocyten, die zuriickblieben, wurden viermal
durch Suspendieren in ungefihr dem dreifachen ihres Volu-
mens eiskalter steriler 0,9%iger physiologischer Salzlésung
oder 1,6%iger Natriumchloridiésung gewaschen. Nach je-
dem Waschen wurden die Zellen wieder durch Zentrifugie-
ren sedimentiert und die iiberstehende Fliissigkeit entfernt
und verworfen.

Anschliessend wurden die gewaschenen roten Zellen ent-
weder mit einem gleichen Volumen von eiskaltem Wasser
oder hypotonischer, 0,05 m Phosphatpufferlésung, pH 7,2,
lysiert, um die intakten Zellwinde aufzubrechen und das
Hémoglobin freizusetzen. Die Lyse wurde durch 1 bis 2 Mi-
nuten langes heftiges Schiitteln der Zell-Wasser-Suspension
bei Raumtemperatur vervollstindigt. Dann wurden die ly-
sierten Zellen in einen sterilen 2-Liter-Scheidetrichter gege-
ben, wobei das gesamte Volumen der Losung ungefihr
1500 ml betrug. Das lysierte Erythrocyten-Wasser-Gemisch
wurde durch Extraktion mit 350 ml eiskaltem Toluol fiir
Reagenzzwecke von Stroma befreit. Die Extraktion wurde
durchgefithrt durch zumindest fiinf Minuten langes Schiit-
teln in dem Scheidetrichter.

Nach dem Stehen bei 4 °C iiber Nacht trennte sich das
Extraktionsgemisch in drei Schichten: Eine obere Schicht
aus Toluol, enthaltend Stroma und Lipide, eine mittlere
Schicht von Zelltriimmern und eine untere Schicht aus der
dunkelroten wissrigen Himoglobinlsung. Die untere
Hiémoglobinschicht, 800 bis 1200 ml, wurde abgetrennt und
mit 19 000 UpM. (50 000 g), 60 Minuten bei 4 °C zentrifu-
giert, um die noch verbleibenden Zelltriimmer zu sedimen-
tieren. Wenn nach dem Extrahieren mit Toluol keine Tren-
nung der Schichten eintritt, wird die Toluol-Wasser-Zell-
emulsion entweder durch Zentrifugieren mit 5000 UpM.
(4000 g) 30 Minuten bei 4 °C oder durch Behandeln der
Emulsion-mit 0,15 Volumina Celite®-535 Filterhilfe, einem
Diatomeenerdefilter, aufgebrochen. Die wissrige Himo-
globinldsung wird vor dem Celite® durch Vakuumfiltration
und Zentrifugieren mit 19 000 UpM (50 000 g) entfernt. Et-
waige letzte Spuren von Stroma in dem Hiimoglobin wurden
entweder durch Filtrieren durch Filter mti einer Porengrosse
von 0,22 pm oder durch Durchleiten durch eine 3,8 cm (1,5
inch) dicke Schicht nassgepackter Celite®-535 Filterhilfe, die
vorher sauer und anschliessend mit sterilem pyrogenfreiem
Wasser gewaschen worden war, entfernt.

Anschliessend wurde die frisch hergestellte stromafreie
Héimoglobinldsung gegen 0,05 m Phosphatpuffer, pH 7,6
mit Hilfe eines Dow Biofiber®-50 Miniplant-Dialysator dia-
lysiert. Die semipermeablen hohlen Zellulosefasern des Dia-
lysators wurden zundchst mit 2,5% Formalin gewaschen
und dann mit sterilem pyrogenfreiem Wasser gespiilt, um
eine mdgliche Verunreinigung des Himoglobins durch Bak-
terien zu vermeiden. Die Aussenseite der Dialysehohlfasern
wurde mit sterilem Wasser und sterilem Phosphatpuffer ge-
spiilt. Dann wurde die Himoglobinldsung mit einer Fliess-
geschwindigkeit von 20 ml/min durch die Fasern geleitet,
wihrend der Puffer aussen um die Fasern geleitet wurde und
der Fluss des Puffers gegen die Fliessrichtung des Himo-
globins mit einer Geschwindigkeit von 100 ml/min stattfand.
Die Hiémoglobinlosung wurde wiederholt durch die Fasern
geleitet, zumindest dreimal, um einen vollstindigen
Elektrolytaustausch und Entfernung von zelluliren Kalium-
ionen sicherzustellen. Die Himoglobinlésung wurde weiter
geklért und sterilisiert durch Druckfiltration durch ein
0,22 um Filter, bestehend aus gemischten Estern von Zel-
lulose der Millipore Corporation. Die stromafreie Himo-
globinlésung wurde durch Zutropfen von ungefihr 1 mi eis-
kalter geséttigter Ammoniumsulfatldsung zu 1 ml Himo-
globinlésung unter konstantem Riihren untersucht, ob sie
stromafrei war. Wenn kein Niederschiag auftritt, ist die Lo-

sung stromaftei. Die Himoglobinldsung wurde bis zum Ver-
brauch bei 4 bis 6 °C gelagert.

‘Die Himoglobinlosung wurde analysiert, um die Menge
an Methdmoglobin und Gesamth&moglobin in der Zube-

s reitung zu bestimmen. In Oxyhdmoglobin ist das Eisen der
Hémgruppe zweiwertig. Wenn Himoglobin zu Methimo-
globin oxidiert wird, liegt das Eisen in dreiwertigem Zu-
stand vor. Da Methdmoglobin nicht imstande ist, Ligan-
den wie CO, O, und NO zu transportieren, ist sein Vorhan-

10 densein in wesentlichen Mengen in der Himoglobin-
zubereitung unerwiinscht. Das Vorhandensein von Met-
hdmoglobin wurde spektrophotometrisch nach dem modifi-
zierten Cyanomethé@moglobinverfahren bestimmt, (Hawk’s
Physiological Chemistry, Seite 1096, 1968). Die Konzentra-

1s tionen an Himoglobin und Methédmoglobin in der Himo-
globinlésung wurden folgendermassen bestimmt: Zunichst
wurde die Himoglobinldsung auf eine Konzentration von
ungeféhr 10 mg/ml verdiinnt (L6sung A) und die Absorb-
tion der Losung bei 630 nm gegen Wasser bestimmt (L,).

20 Ein Tropfen einer KCN-Lsung (1 Teil 10% KCN und 1
Teil 0,05 m Phosphat, pH 7,6) wurde zugegeben und die Lo-
sung gemischt. Durch diese Zugabe wird gegebenenfalls vor-
handenes Methdmoglobin in Cyanomethdmoglobin umge-
wandelt. Nach zwei Minuten wird die Absorbtion der Lo-

25 sung bei 630 nm gegen destilliertes Wasser erneut abgelesen
(L). Cyanomethidmoglobin absorbiert nicht bei 630 nm.
Dann wird 1 ml der Losung A mit 9 m} destilliertem Wasser
verdiinnt. Ein Tropfen 20%iges Kaliumferricyanid wird zu-
gegeben und nach zwei Minuten ein Tropfen von 10%igem

30 KCN. Die Losung wird gemischt und die Absorbtion bei
540 nm gegen eine Blindprobe, bestehend aus 10 ml Wasser,
enthaltend je einen Tropfen 20%iges Kaliumferricyanid und
10%iges KCN, abgelesen (L;). Die Konzentration von Met-
hidmoglobin und Himoglobin wird folgendermassen berech-

3s net:

3,7
Verdiinnungsfaktor der Losung A, (smM = 3,7 fiir Met-

a0 hdmoglobin bei 630 nm). Gesamtkonzentration von Himo-
globin (mM) =

Konzentration von Methdmoglobin (mM) =

X

11 0 x Verdiinnungsfaktor der Losung A x 10 (emM =

45 11,0 fiir Cyanomethdmoglobin bei 540 nm). Die Ergebnisse
fiir frisch hergestelltes Himoglobin waren 0 bis 0,3% (Gew./
Vol.) Methdmoglobin, wihrend die Gesamthimoglobinkon-
zentration iiblicherweise 13 bis 14% (Gew./Vol.) oder 130
bis 140 mg Himoglobin/ml betrug.

** Die Oxidation von Hémoglobin zu Methdmoglobin zur

Bestimmung des millimolaren Extinktionskoeffizienten bei
einer Wellenlinge maximaler Absorbtion wurde durchge-
fiihrt durch Umsetzung von Himoglobin mit Kaliumferri-

. cyanid, wobei die zuletzt genannte Verbindung in einem

% 5%jigen Uberschuss, bezogen auf Himéquivalent vorhanden

war. Ein etwaiger Uberschuss an niedermolekularen Rea-
genzien wurde entfernt durch Dialyse gegen 0,2 m Phosphat-
puffer, pH 6,8, und anschliessende Dialyse gegen glasdestil-
liertes Wasser nach dem in Science, Band 144, Seite 68, 1968,

% angegebenen Verfahren.

Zur Bestimmung der millimolaren Extinktionskoeffi-
zienten wurde der Eisengehalt der Probe bestimmt durch
Atomabsorbtionsspektroskopie nach dem in Am. J. Clin.

¢s Path., Band 48, Seiten 225 bis 228, 1967, angegebenen Ver-
fahren und der in The Physiologist, Band 15, Seite 138, 1972,
angegebenen Modifizierung. Ensprechend der Modifizierung
wird eine 0,007%ige Lésung von Albumin zu dem



Vergleichseisenstandard zugegeben, um die Proteinkonzen-
tration in den Standards und Proben anzugleichen.

Aus der Absorbtion der Losung bei einer Wellenldnge
maximaler Absorbtion, A, und dem Eisengehalt der Probe
werden die Extinktionskoeffizienten nach der folgenden For-
mel berechnet:

e = Absorption bei Amax
B Mol Fe

Mit Hilfe des angegebenen Verfahrens ergab das nach Bei-
spiel 1 hergestellte Himoglobin, wenn es zu Methdmoglobin
oxidiert worden war, € = 3,7 x 102 bei 630 nm und wenn
Cyanid zugegeben worden war & = 11,1 x 103 bei 540 nm.
Die spektralen Eigenschaften von Himoglobin und Poly-
héimoglobin sowohl in Form von Methédmoglobin als auch
von Cyanomethdmoglobin sind in Tabelle 2 angegeben.

Beispiel 2

Umsetzung von Dioxyhdmoglobin mit Glutaraldehyd

In einen 1-Liter-Kolben, der mit Argon bei ungefahr 4 °C
dquilibriert war, wurden unter Luftausschluss 250 ml
Deoxyhdmoglobinlosung, 14,2% (Gew./Vol.) in 0,05 m
Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7,1 und einem Met-

“hidmoglobingehalt von weniger als 0,3% (Gew./Vol.) zugege-
ben. Die Losung wurde durch kontinuierliches Spiilen mit
StickstofT frei von Luft gehalten. Dann wurden 4,65 ml einer
1,3 m Lysinmonohydrochloridlosung in von Luft befreitem
0,05 m Phosphatpuffer zugegeben und die Lésung 18 Stun-
den mit Stickstoff dquilibriert, um méglicherweise noch vor-
handene Spuren von Luft zu entfernen.

Anschliessend wurden 5 ml 25%igen wissrigen Glutaral-
dehyds auf 125 ml mit von Sauerstoff befreitem 0,05 m
Phosphatpuffer verdiinnt, um eine 0,1 m Glutaraldehyd-
16sung, pH 7,6, zu erhalten. 121 ml dieser Losung wurden zu
der Deoxyhdmoglobin-Lysin-Losung zugegeben. Die ent-
stehende Losung wurde 3 bis 18 Stunden unter den oben be-
schriebenen Reaktionsbedingungen geriihrt, um eine Vernet-
zung des Deoxyhdmoglobins sicherzustellen. Die Vernet-
zungsreaktion wurde abgebrochen durch Zugabe von
46,5 ml von Luft befreiter Lysinlosung, 1,3 m, und die L6-
sung wurde weitere 18 Stunden geriihrt.

Nach dem Abbruch der Reaktion wurde die Reaktions-
16sung mit 100%igem Sauerstoff oxidiert und die Losung ge-
kldrt durch Zentrifugieren und Filtrieren durch ein 0,65 um
Millipore *Filter. Diese und die folgenden Stufen wurden so
durchgefiihrt, dass die Temperatur der Lsung nicht tiber
15°C steigen konnte. Die geklarte Losung wurde gegen eine
geeignete Elektrolytlosung dialysiert, um nicht gebundenen
Glutaraldehyd und iiberschiissiges Lysin zu entfernen. Das
Gesamtvolumen nach der Dialyse betrug 350 ml mit einem
pH-Wert von 6,77 bei 37 °C in normaler physiologischer
Salzlosung.

Gegebenenfalls konnen Kationen und andere Kom-
ponenten in dieser Verfahrensstufe zu der Polyhdmoglobin-
16sung zugegeben werden. Auch kann der PH-Wert auf den
Wert der Umgebung gebracht werden, bei der das Produkt
angewandt werden soll, und die Losung kann durch Filt-
rieren durch eine Autoklaven Filtrationseinheit, fassend ein
Filter mit einer Porengrdsse von ungefahr 0,22 pm, sterili-
siert werden.

Die Spektralanalyse der Losung im ultravioletten und
sichtbaren Bereich ergab die in Fig. 1 gezeigte Absorptions-
kurve. Die Spektralanalyse des durch Aquilibrieren der Lo6-
sung mit Stickstoff erhaltenen deoxigenierten polymerisier-
ten Hadmoglobins ergab die in Fig. 2 angegebene Kurve. Die
molaren Extinktionskoeffizienten fiir Polymethdmoglobin
und Polycyanomethémoglobin, die erhalten worden waren
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durch Oxidation von Polyhdmoglobin mit Kaliumferri-
cyanid entsprechend Beispiel 1, wurden bestimmt und die
Ergebnisse sind in Tabelle 2 angegeben.

Die Bestimmung der intermolekularen Vernetzung zwi-

s schen Himoglobintetrameren wurde durchgefiihrt durch
Gelfiltration mit Hilfe eines biologisch inerten Polyacryl-
amids mit einer Molekulargewichtsausschlussgrenze von
150 000 Dalton. Das eluierte Material wurde bei 546 nm
beobachtet. Das Elutionsprofil zeigte, dass die angewandten

10 Reaktionsbedingungen iiber 90% makromolekulares Himo-
globin ergaben, da der Gberwiegende Teil (>90%) des
eluierten Proteins von den Gelporen zuriickgehalten wurde.
Das Polyacrylamidgel ist im Handel erhéltlich als Bio-Gel ®
P-150 der Bio-Rad Laboratories, Richmond, California,

15 USA.

FEin weiterer Hinweis auf die Vernetzung wurde durch
Dodecylsulfat-Polyacrylamid-gel-Elektrophorese erhalten.
Das angewandte Verfahren ist beschrieben in J. Biol. Chem.,
Band 244, Seiten 4406 bis 4412, 1969. Das Ergebnis dieser

20 Analyse zeigte, dass Deoxyhdmoglobin, das mit Glutaralde-
hyd polymerisiert war, aus kovalent vernetzten Aggregaten
bestand mit Molekulargewichten entsprechend einem ganz-
zahligen vielfachen des Monomers, 1 <n<8.

Das Molekulargewicht des polymerisierten Himoglobins

25 wurde bestimmt durch Geldurchdringungschromatographie.
Verfahren fiir Molekulargewichtsbestimmungen sind be-
schrieben in Biochem. Biophys. Acta, Band 79, Seiten 393
bis 406, 1964.

Die Geldurchdringung durch Agarosegel wurde zur Mo-

30 lekulargewichtsbestimmung angewandt. Das Agarosegel be-
sitzt eine Molekulargewichtsausschlussgrenze von
20 x 10¢ Dalton.

Die kugelférmigen Agarosegelperlen sind erhdltlich als
Sepharose ® 4-B von Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,

35 Schweden. Beim Eluieren durch eine Sdule, die mit Globu-
larproteinen geeicht war, erhielt man das zahlenméssige Mo-
lekulargewichtsmittel, My, das Gewichtsmittel des Moleku-
largewichts, M,,, und den Grad der Polymerisation, D.P., fiirr
das polymerisierte Himoglobin. Die Ergebnisse sind in Ta-

40 belle 1 angegeben.

Eine weitere Charakterisierung des Polyh#moglobins
wurde erreicht durch Messung der Viskositit und Osmolari-
tit. Die Ergebnisse zeigten eine erh6hte Viskositét fiir mit
Glutaraldehyd vernetztes Deoxyhdmoglobin im Vergleich zu

4s Himoglobin sowie ein Newton’sches Verhalten, was die Un-
abhéngigkeit der Viskositdt von der Scherkraft zeigt. Dieses
Polymer zeigte eine starke Zunahme der relativen Viskositit
mit der Konzentration, wie aus Fig. 4 hervorgeht und durch
die die Kreise verbindende Kurve angegeben ist. Die Vis-

so kositdtsdaten wurden mit einem Ostwald-Viskosimeter Nr.
25 bei 37 °C nach der ASTM-Bestimmung D2162-64 erhal-
ten. Die Osmolaritdr wurde mit einem Dampfdruckosmo-
meter, Model 302B der Hewlett Packard, bestimmt, das mit
Hilfe der modernen Gefrierpunktsstandards NaCl geeicht

ss war. Die polymerisierten Himoglobinldsungen in einem
physiologisch geeigneten Trager waren alle iso-osmotisch,
300 mOsm/kg H,O (- 10%) mit einer Intrinsic-Viskositét
[n] = 0,091 dl/g.

Der Grad der kationischen Bindung an Polyhédmoglobin

60 wurde bestimmt durch Zugabe von entweder Calcium- oder
Magnesiumionen zu der Losung. Die Proben wurden 15 Mi-
nuten bis 18 Stunden bei 4 °C inkubiert und das makromole-
kulare Himoglobin von dem Losungsmittel abgetrennt
durch Zentrifugieren durch einen Membranultrafilter mit ei-

6s ner Riickhaltgrenze fiir ein Molekulargewicht von 50 000.
Diese Ultrafilter sind unter dem Namen Centriflo ® Mem-
brane Ultrafilters der Amican Corporation, Lexington, Mas-
sachusetts USA im Handel.
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Das klare Filtrat wurde auf den Calcium- oder Magne-
siumgehalt untersucht mit Hilfe von Calcium Rapid Stat ®
und Magnesium Rapid Stat ® der Pierce Chemical Co.,
Rockford, Illinois USA. Die Ergebnisse zeigten keine Bin-
dung von Calcium- oder Magnesiumionen an das Poly-
hémoglobin.

Die Sterilitdt der Losungen wurde nach Standard-
verfahren fiir fliissige Medien USP XVIII, Seiten 856 bis
865, 1970, bestimmt. Alle Proben, die durch ein 0,22 pm F11-
ter filtriert worden waren, erwiesen sich als steril.

Die Analyse des polymerisierten Himoglobins auf
Gesamthidmoglobin und Methéimoglobin nach dem in Bei-
spiel 1 beschriebenen Verfahren ergab eine Himoglobinkon-
zentration von ungeféahr 8% (Gew./Vol.) und eine Met-
hiémoglobinkonzentration von weniger als 0,6% (Gew./
Vol.), was zeigt, dass das Himoglobineisen in zweiwertigen
Zustand verblieben ist. Die Sauerstoffbindungsfihigkeit
wurde in einer Van Slyke-Vorrichtung nach dem in J. Biol.
Chem. Band 61, Seiten 523 bis 573, 1924, angegebenen Ver-
fahren bestimmt und es zeigte sich, dass sie nahe bei 100%
lag. Die Sauerstoffaffinitit des makromolekularen Hamo-
globins, gemessen als Teildruck Sauerstoff, der erforderlich
ist, um die Polyhdmoglobinlésung zur Hilfte zu séttigen,
wurde zu 22 mm Hg Sauerstoffdruck oder Ps, =22 mm Hg
bei Atmosphérendruck und 37 °C bei einer Lésung mit ei-
nem pH-Wert von 7,1 gefunden. Die Sauerstoff-Dis-
sozationskurve ist in Fig, 3 angegeben. Die Sauerstoff-Dis-
sozationskurven von Hidmoglobin und dessen Derivaten
werden bestimmt, indem man zunéchst eine Himoglobin-
probe durch Tonometrie mit einem Gasgemisch bekannter
Zusammensetzung dquilibriert und dann die dquilibrierte
Probe spektrophotometrisch misst. Die Sauerstoffdis-
sozationskurven fiir Himoglobin und dessen Derivate wer-
den auch bestimmt, indem man tonometriertes Himoglobin
verwendet und es in einer Sauerstoffsdttigungsmessvorrich-
tung (Oxygen Saturationmeter) photometrisch misst. Das
fiir diese Bestimmungen angewandte Verfahren und Tono-
meter sind beschrieben in Pfliigers Archiv, Band 15, Seiten
418 bis 424, 1960; Operators Manual - 137 Tonometer, Sei-
ten 1 bis 14 und 37 bis 42, 1965, verdffentlicht von In-
strumentation Laboratory, Inc., Lexington, Massachusettes,
USA; und J. Appl. Physiol., Band 28, Seiten 227 bis 233,
1970. Die Sauerstoff-Séttigungsverfahren sind bekannt
(Scan. J. Clin. Lab. Inv. Band 14, Seiten 587 bis 597, 1962).

Beispiel 3
Reaktion von Oxyhdmoglobin mit Glutaraldehyd

Die Polymerisation von Oxyhdmoglobin mit Glutaral-
dehyd wurde durchgefiibrt, indem man das Verfahren des
Beispiels 2 mit allen dort angegebenen Bedingungen wieder-
holte mit der Ausnahme, dass die Lésungen qul die Re-
aktionsumgebung Sauerstoff enthielten durch Aquilibrieren
entweder mit Luft oder mit 100%igem O,. Gegebenenfalls
kann die polymerisierte Oxyhidmoglobinlésung durch Fil-
trieren durch einen 0,45 pum Filter sterilisiert werden.

Die Bestimmung der intermolekularen Vernetzung wur-
de durch Gelfiltration, wie in Beispiel 2 angegeben, durchge-
fiihrt und das entstehende Elutionsprofil zeigte, dass die Re-
aktion zu 90% makromolekularem Himoglobin gefiihrt
hatte. Die Ergebnisse der Molekulargewichtsanalyse sind in
Tabelle 1 angegeben. Die makromolekulare Oxyhimo-
globinldsung war iso-osmotisch, 300 mOsm/kg H,O
(£ 10%) mit einer Intrinsic-Viskositdt (n) = 0,110 dl/g. Die-
ses Polymer zeigte eine starke Zunahme der relativen Vis-
kositdt mit der Konzentation, wie in Fig. 4 durch die die
Dreiecke verbindende Kurve angegeben ist.

Die Analyse des Polyhdmoglobins auf Gesamthimo-
globin und Methdmoglobin zeigte eine Himoglobinkonzen-

tration von ungeféhr 8% (Gew./Vol.) und eine Methimo-
globinkonzentration von weniger als 0,6% (Gew./Vol.) Die
Sauerstoffaufnahmeféhigkeit wurde zu nahe 100% gefun-
den, der P5o-Wert war 4 mm Hg Sauerstoffdruck bei Atmo-

s sphirendruck und 37 °C mit einer Losung mit einem pH-
Wert von 7,1 und einer Sauerstoffdissoziationskurve wie in
Fig. 5 angegeben.

Beispiel 4

10 Umsetzung von Deoxyhimoglobin mit Divinylsulfon

In einen 1-Liter-Kolben, der mit Argon bei ungefihr 4°C
dquilibriert war, wurden unter Luftausschluss 250 ml De-
oxyhémoglobinlésung 14% (Gew./Vol.) in 0,05 m Phos-
phatpuffer mit einem pH-Wert von 7,1 und einem Methimo-

15 globingehalt von weniger als 0,3% (Gew.-/Vol.) gegeben.
Die Losung wurde durch kontinuierliches Spiilen mit feuch-
tem Stickstoff frei von Luft gehalten. Die Deoxyhimo-
globinidsung wurde dann 18 Stunden mit Stickstoff dquili-
briert, um mdglicherweise noch vorhandene Luftverunreini-

20 gungen zu entfernen.

Anschliessend wurden 115 mg (0,85 ml) Divinylsulfon
zugegeben und die Reaktionslosung 72 bis 96 Stunden bei
4°C gerithrt. Alle 24 Stunden wurde der pH-Wert eines klei-
nen Anteils von ungeféihr 0,5 cm?® der Reaktionslésung be-

25 stimmt und das Fortschreiten der Reaktion durch Gelfiltra-
tion durch Bio-Gel @ P-150, wie oben beschrieben, bestimmt.
Wenn notwendig, wurde der pH-Wert mit InNaOH auf un-
gefihr 7,2 bis 7,4 eingestellt. Wenn die Gelfiltration zeigte,
dass ungeféhr 80 bis 90% des roten Materials ausserhalb des

30 Gels blieben, d.h. M, > 150 000 Dalton, wurde die Reaktion
durch Zugabe von 30 ml von Luft befreiter 1,3 ml Lysin-
16sung zur Desaktivierung nichtumgesetzter Vinylgruppen
abgebrochen. Dann wurde die Reaktionslosung weitere 18
Stunden unter Luftausschluss gehalten und geriihrt.

35 Nach dem Abbruch der Reaktion wurde die Reaktions-
16sung mit 100%igem Sauerstoff oxidiert und die Lésung
durch Zentrifugieren und Filtern durch einen 0.65 pm Mil-
lipore ®-Filter gekldrt. Diese Stufen und alle folgenden Stu-
fen wurden durchgefiihrt, ohne dass die Temperatur iiber

40 15 °C steigen konnte. Die gekldrte Losung wurde dann gegen
einen Elektrolyten dialysiert, um nicht gebundenes Divinyl-
sulfon und iiberschiissiges Lysin zu entfernen. Das Gesamt-
volumen nach der Dialyse betrug 280 ml mit einem pH-Wert
von.6,92 bei 37 °C in physiologischer Salzlosung Die ma-

45 kromolekulare Himoglobinlésung wurde mit einem physm-
logisch geeigneten Trager vermischt, der pH-Wert auf einen
physiologisch geeigneten Bereich eingestellt, wie in Beispiel 2
beschrieben, und die Losung durch Filtrieren durch einen
Millipore ®-Filter mit einer Porengrésse von 0,22 pm sterili-

50 siert.

Die prozentuale Umwandlung von Himoglobin zu
makromolekularem Hamoglobin wurde durch Gelfiltration
bestimmt und die kovalente Vernetzung wurde nachge-
wiesen durch Polyacrylamidgel-Elektrophorese mit Hilfe

ss von Natriumdodecylsulfat, wie in Beispiel 2 beschrieben.
Ahnliche Ergenisse wurden fiir Deoxyhimoglobin, das mit
Divinylsulfon vernetzt war, gefunden wie fiir mit Glutaral-
dehyd vernetztes Deoxyhdmoglobin, wie in Beispiel 2 be-
schrieben. Die Spektralanalyse der oxidierten Ldsung im

60 ultravioletten und sichtbaren Bereich zeigte das in Fig. 6
angegebene Spektrum. Die Analyse der durch Aquilibrieren
mit Stickstoff deoxygenierten makromolekularen Himo-
globinlsung zeigte das in Fig. 7 angegebene Spektrum. Die
Ergebnisse der Bestimmung der molaren Extinktionsko-

65 effizienten sind in Tabelle 2 angegeben.

Die Ergebnisse der Molekulargewichtsbestimmungen mit
Hilfe der Geldruchdringungschromatographie und Vis-
kositdtsmethoden sind in Tabelle 1 angegeben. Die Poly-



himoglobinldsung in einem physiologischen Tréger war iso-
osmotisch, 300 mOsm/kg H,0 ( 4 10%), mit einer Intrinsic-
Viskositit [n] = 0,139 di/g. Die relative Viskositit war im
wesentlichen unabhingig von der Konzentration, wie in

Fig. 4 angegeben, wobei dieses Polymer durch die die Qua-
drate verbindende Kurve dargestellt ist. Die Analyse des
makromolekularen Himoglobins auf Gesamthidmoglobin
und Methdmoglobin ergab eine Himoglobinkonzentration
von ungefihr 8,5% (Gew./Vol.) und eine Methimoglobin-
konzentration von weniger als 0,4% (Gew./Vol.). Es zeigte
sich, dass die Sauerstoffaufnahmeféhigkeit nahezu 100% be-
trug mit einem Py,-Wert von 100 bis 120 mm Hg Sauerstoff-
druck bei Atmosphirendruck und 37 °C mit einer Lésung |
mit einem pH-Wert von 6,9 und einer Sauerstoff-
dissoziationskurve wie in Fig. 8 angegeben.

Beispiel 5
Umsetzung von Oxyhdmoglobin mit Divinylsulfon
Die Umsetzung von Oxyhdmoglobin mit Divinylsuifon

wurde entsprechend Beispiel 4 durchgefiihrt mit der Ausnah- 20

me, dass alle Lésungen und die die Reaktion umgebende
Atmosphire Luft enthielten durch Aquilibrieren entweder
mit Luft oder mit 100%igem O,. Die bis zu vollstindigen
Reaktion erforderliche Zeit, wie sie durch Elution durch
Bio-Gel ® P-150 bestimmt wurde, betrug ungeféhr 96 Stun-
den.

Die Umwandlung zu makromolekularem Hiamoglobin
wurde bestimmt durch Gelfiltration und die kovalente Ver-
netzung wurde nachgewiesen durch Polyacrylamidgel-
Elektrophorese mit Hilfe von Dodecylsulfat, entsprechend
Beispiel 2. Es wurden dhnliche Ergebnisse fiir mit Divinyl-
sulfon vernetztes Oxyhimoglobin erhalten wie fiir mit Glut-
araldehyd oder Divinylsulfon vernetztes Deoxyhdmoglobin
wie in den Beispielen 2 und 4 beschrieben. Die Spektral-
analyse der oxidierten Losung im ultravioletten und sicht-
baren Bereich zeigt das in Fig. 9 angegebene Absorptions-
spektrum. Die Ergebnisse der Molekulargewichtsbestim-
mungen mit Hilfe der Geldurchdringungschromatographie
und Viskositidtsmethoden sind in Tabelle 1 angegeben. In
Tabelle 2 sind die Extinktionskoeffizienten fiir Polyhdmo-
globin in Form von Methdmoglobin und Cyanomethdmo-
globin angegeben.

Die Lésung von vernetztem Oxyhdmoglobin in einem
physiologischen Triger war iso-osmotisch, 300 mOsm/kg

H,0 (+ 10%) mit einer Intrinsic-Viskositit [n] = 0,061 di/g. 45

Die relative Viskositit war im wesentlichen von der Konzen-
tration unabhéingig, wie aus der die Rauten verbindenden
Kurve in Fig. 4 hervorgeht. Die Untersuchung des makro-
molekularen Oxyhamoglobms auf Gesamthdmoglobin und
Methdmoglobin ergab eine Hamoglobmkonzentratlon von
ungeféhr 8,5% (Gew. /Vol.) und eine Methdmoglobinkon-
zentration von weniger als 0,4% (Gew./Vol.). Es zeigte sich,
dass das Sauerstoffnahmevermdgen nahezu 100% betrug
und der Pso-Wert 4 mm Hg Sauerstoffdruck bei Atmo-
sphirendruck und 37 °C mit einer Losung mit einem pH-
Wert von 6,9 und einer Sauerstoffdissoziationskurve wie in
Fig. 10 angegeben ist.
Beispiel 6
Umsetzung von Deoxyhdmoglobin
mit Hexamethylendiisocyanat

In einen mit Argon dquilibrierten 100 ml-Rundkolben
wurden bei 4 °C unter Luftausschluss 20 ml Deoxyhdmo-
globinlésung, 12% (Gew./Vol.) in 0,05 m Phosphatpuffer
mit einem pH-Wert von 7,1 gegeben und die Lésung durch
kontinuierliches Spiilen mit feuchtem Argon luftfrei gehal-
ten. Die Losung wurde ungefahr 18 Stunden zur Entfernung
mdglicher Luftverunreinigungen unter Rithren unter Stick-
stoff bei dieser Temperatur gehalten.
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Anschliessend wurden 0,138 mi Hexamethylendiiso-
cyanat zu dem Deoxyhdmoglobin zugegeben und die Re-
aktionsteilnehmer unter den oben beschriebenen Bedingun-
gen 72 Stunden geriihrt, um das Deoxyhdmoglobin zu ver-

s netzen. Etwaiges iiberschiissiges in dem Reaktionsgemisch
verblicbenes Hexamethylendiisocyanat wurde durch Zugabe
von 4 ml luftfreier 1,3m Lysinlésung desaktiviert und an-
schliessend 18 Stunden geriihrt, um sicherzustellen, dass die
Desaktivierung vollstindig war. Die Losung wurde oxidiert

10 und durch Zentrifugieren geklart.

Die Umwandlung zu polymerisiertem Himoglobin wur-
de bestimmt durch Gelfiltration durch Biogel ® P-150. Der
Hauptteil des eluierten Produktes, 85%, drang nicht in die

: Gelporen ein, was ein Proteinmolekulargewicht von mehr als
% 150 000 Dalton anzeigt. Die Untersuchung des polymerisier-
ten Deoxyhidmoglobins auf Gesamthdmoglobin und Met-
hiémoglobin ergaben eine Himoglobinkonzentration von
ungefihr 9,5% (Gew./Vol.) und eine Methdmoglobin-
konzentration von weniger als 0,7% (Gew./Vol.). Es zeigte
sich, dass der P,-Wert des polymerisierten Himoglobins

3,5 mm Hg Sauerstoffdruck bei Atmosphérendruck und

37 °C mit einer Losung mit einem pH-Wert von 7,1 war.

25 Beispiel 7
Umsetzung von Oxyhdmoglobin
mit Hexamethylendiisocyanat
Die Umsetzung von Oxyhdmoglobin mit Hexamethylen-
diisocyanat wurde entsprechend dem in Beispiel 6 angegebe-
30 nen Verfahren durchgefiihrt, wobei die gleichen Bedingun-
gen angewandt wurden mit der Ausnahme, dass die Losung
und die die Reaktion umgebende Atmosphére durch Aquili-
brieren mit Luft oder Sauerstoff Luft enthielten. Die prozen-
tuale Umwandlung zu polymerisiertem Oxyhdmoglobin, wie
35 sie durch Gelfiltration bestimmt wurde, ergab Werte, die mit
den in Beispiel 6 erhaltenen iibereinstimmten fiir eine Aus-
beute von 85% makromolekularem Oxyhdmoglobin.

Beispiel 8
Umsetzung von Demoxyhimoglobin mit
Dimethylsuberimidathydrochlorid
Die Vernetzung von Deoxyhdmoglobin wurde folgender-

massen durchgefiihrt: In einen 50-cm3-Dreihals-Rundkol-
ben, der mit Argon gespiilt und auf 5 bis 10 °C gehalten wor-
den war, wurden zunichst 20 ml Deoxyhdmoglobin in einer
Konzentration von 13% (Gew./Vol.) in 0,25 m Phosphat-
puffer mit einem pH-Wert von 8,0 und einem Methémo-
globingehalt von weniger als 0,3% (Gew./Vol.) gegeben und
w0 anschliessend 263 mg Dimethylsuberimidatdihydrochlorid

in 4 ml von Luft befreiter gesittigte Natriumbicarbonat-

losung. Der pH-Wert des Reaktionsgemisches wurde mit 1n

NaOH auf 8 eingestellt und durch Zugabe von 1 m

NaH, PO, auf diesem Wert gehalten, bis er sich ungefdhr 15
S Minuten lang nicht mehr dnderte. Der Kolben wurde mit

Stopfen verschlossen und die Reaktion konnte eine Stunde

bei 4 °C unter Riihren ablaufen. Der Kolben wurde gedffnet

und mit Luft dquilibriert. Die Reaktion wurde abgebrochen

durch Zugabe von 2 ml 1,3 m Lysin, wobei das Gemisch wei-
, tere 3 Stunden geriihrt wurde, um den Reaktionsabbruch si-

cherzustellen. Schliesstich wurde die Losung durch Zentrifu-

gieren gekldrt und anschliessend gegen 0,05 m Phosphat-

puffer, pH 7,6, dialysiert.

40

Die Umwandlung zu polymerisiertem Himoglobin wur-
¢5 de durch Gelfiltration durch Biogel ® P-150 bestimmt. Der
Hauptteil des eluierten Produktes (90%) blieb ausserhalb
der Gelporen, was ein Molekulargewicht von iiber 150 000
Dalton anzeigt. Das makromolekulare Deoxyhdmoglobin
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besass auch eine Hamoglobinkonzentration von ungefihr
8% und eine Methdmoglobinkonzentration von weniger als
0,6% (Gew./Vol.). Es zeigte sich, dass der P5o-Wert des po-
lymerisierten Himoglobins 2,5 mm Hg Sauerstoffdruck bei
Atmosphirendruck und 20 °C mit einer Lsung mit einem
pH-Wert von 7,35 betrug.

Beispiel 9
Umsetzung von Oxyhdmoglobin
mit Dimethylsuberimidatdihydrochlorid
Die Vernetzung von Oxyhdmoglobin mit Dimethyl-
suberimidat wurde entsprechend dem Verfahren des Bei-
spiels 8 durchgefiihrt, wobei die gleichen Bedingungen ange-
wandt wurden mit der Ausnahme, dass die Losung und die
Reaktionsatmosphére durch Aquilibrieren mit Luft lufthal-
tig waren. Die physikalische Analyse des polymerisierten
Oxyhdmoglobins zeigte Ergebnisse, die mit dem vernetzten
Deoxyhdmoglobin des Beispiels 8 iibereinstimmten. Der
P;o-Wert betrug 2,5 mm Hg Sauerstoffdruck bei Atmosphi-
rendruck und 37 °C mit einer Losung mit einem pH-Wert
von 7,45.

10

Beispiel 10
Polymerisation von Oxyhimoglobin
mit Butadiendiepoxid
20 ml Oxyhidmoglobinlésung, 13,4% (Gew./Vol.), in
s 0,05.m Boratpuffer mit einem pH-Wert von 8,0 und einem
Methidmoglobingehalt von weniger als 0,5% (Gew./Vol.)
wurden in einen Kolben, enthaltend 320 pl Butadiendiep-
oxid und 370 pl Tridthylamin, beide in Form von reinen
(neat) Losungen, gegeben. Die Losung wurde 96 Stunden
10 unter Luft bei 5 °C geriihrt und anschliessend die Reaktion
durch Zugabe von 500 mg festem Cystein abgebrochen. Der
Feststoff wurde durch Riihren gel6st und 18 Stunden zur
Reaktion gebracht. Die Analyse der intermolekularen
Vernetzung wurde durch Gelfiltration durch Biogel ®P-150
1s durchgefiihrt. Der Hauptteil des eluierten Produktes, 85%,
blieb ausserhalb des Gels, was ein Molekulargewicht von
mehr als 150 000 Dalton angibt. Die Analyse des polymeri-
sierten Oxyhidmoglobins auf Gesamthdmoglobin und Met-
hdmoglobin ergab eine Himoglobinkonzentration von un-
20 geféhr 9,5% und eine Methdmoglobinkonzentration von we-
niger als 0,4% (Gew./Vol.).

Tabelle 1
Molekulargewicht von polymerisiertem Himoglobin

polymerisiertes Ver- M, My D.P. Myig
Hb fahren* (x107 (x107 (x107
Beispiel 2 1 5,3(£0,8) 0,9 (£0,1) 56(+0,6) -

) _ - - 1,6
Beispiel 3 1 11,2(+£1,1) 1,6 (£0,3) 9,6 (£1,8) -

2 - - - 1,8
Beispiel 4 1 59(+18) 1,1(£0,1) 6,8 (+0,6) -

D) - _ - 23
Beispiel 5 1 50(+1,4) 0,95 (£0,1) 6,0 (£0,6) -

9 - - - 1,0
* angewandtes Verfahren
(1) GPC-Sepharose® 4B
(2) Viskositdt

Tabelle 2 Elektrolytlosungen und kolloidalen Polymerldsungen. Das

Spektrale Eigenschaften von Himoglobin und
polymerisiertem Hémoglobin

Beispiel Hb oder Form A ex 1073
Poly(Hb),
1 Hb M 630 3,7
1 Hb C 540 11,1
2 Poly(Hb), M 630 3.9
2 Poly(Hb), C 540 9,7
4 Poly C 540 9.4
5 Poly M 630 3.2
5 Poly C 540 9.7

Dabei bedeutet Poly(Hb), polymerisiertes Himoglobin,
M Methdmoglobin, C Cyanomethimoglobin, A die Wellenlinge
und & den molaren Extinktionskoeffizienten.

Die erfindungsgemdssen vernetzten stromafreien Himoglo-
bine besitzen die Fahigkeit, sich mit einem Liganden wie
Sauerstoff oder Kohlenmonoxid abzusittigen und diesen Li-
ganden zu transportieren und an die Umgebung, wo er ge-
braucht wird, oder einen Ligandenrezeptor abzugeben. Die-
se Eigenschaft macht die Polyhdmoglobine geeignet als
Blutersatzstoffe. Das Polyhdmoglobin ist 18slich in wissrigen
Medien, Blut, Plasma, Kristalloidlosungen, gepufferten

Polyhdmoglobin besitzt physiologisch geeignete kolloid-os-

motische Eigenschaften, die es als Blutplasma-Streckmittel
45 geeignet machen. Polyhdmoglobin besitzt eine verldngerte

Plasma-Lebensdauer in vivo, wie aus einer Halbwertzeit von

mehr als dem doppelten von nicht polymerisiertem Hamo-

globin hervorgeht. Ublicherweise etwa 12 bis 30 Stunden.

Ausserdem werden, da das Polyh#moglobin stromafrei ist,
so schddliche Wirkungen auf das Nierensystem vermieden.

Die Fihigkeit des Polyhdmoglobins, Sauerstoff an leben-
des Gewebe und Organe von Tieren einschliesslich Haus-
tieren wie Hunden und Katzen und Kithen und Schweinen
und anderen Sdugetieren zu transportieren und zu liefern

ss und verschiedene Liganden auszutauschen, wird durch die
unten angegebenen Versuche gezeigt. Der Ausdruck «im we-
sentlichen stromafrei», wie er in diesen Beispielen und der
iibrigen Beschreibung verwendet wird, bedeutet, dass das
Polyhdmoglobin kein Stromamaterial von roten Blutzellen

60 einschliesslich nicht-Hdmoglobinproteine, Phospholipide
und Lipide enthélt. «Halbwertzeit» bedeutet die Zeit, in der
eine urspriingliche Polyhdmoglobinmenge in vivo auf die
Hilfte ihres anfinglichen Wertes absinkt. «Dissoziations-
kurve» gibt das Ausmass an, in dem Polyhdmoglobin den

65 Liganden, z.B. Sauerstoff, unter einer Ligandenspannung
von 0 bis 140 mm Hg bindet bzw. enthilt. «Sauerstoffbin-
dungsvermdgen» bedeutet den Teil in Prozent der Sauer-
stoffmenge, der sich mit jeder in Polyhdmoglobin enthal-



tenen Himgruppe verbinden kann. Zum Beispiel bedeutet
eine Sauerstoffaufnahmeféhigkeit von 100%, dass jede in
dem Polyhidmoglobin enthaltenen Himgruppe das Maxi-
mum von einem Sauerstoffmolekiil binden kann.
«Sauerstoffaffinitity bedeutet den P;o-Wert von Polyhdmo-
globin, d.h. den Teildruck PO, von Sauerstoff bei 50%iger
Sdttigung. «Blutersatzstoff» bedeutet die Féhigkeit des Ma-
terials, Sauerstoff an lebendes Gewebe und Organe zu trans-
portieren und zu liefern und den intravaskuldren (oncontic)-
Druck aufrechtzuerhalten. «Plasma-Streckmittel» bedeutet
die Féhigkeit von Polyhdmoglobinldsungen, das Blutvolu-
men aufzufiillen.

Versuch 1

Die Verweilzeit von Polyhdmoglobin im Plasma wurde
folgendermassen gemessen:

Zunichst wurde am Tag vor der Infusion ein Dauerka-
theter in die vena saphena im Hinterbein von zwei Hunden
eingefiihrt und das Blutvolumen der Hunde nach Standard-
verfahren berechnet. Das berechnete Blutvolumen wurde auf
das Gewicht des Hundes bezogen mit der Annahme, dass
das Blutvolumen bei Hunden ungefihr 7% des Gesamtkor-
pergewichts ausmacht. Dann wurden am néchsten Tag 20%
des Blutvolumens durch den Katheter abgezogen und sofort
durch das gleiche Volumen Polyhdmoglobin in einer Kon-
zentration von 7% in Ringer’s Losung ersetzt. Bei einem an-
deren Hund wurden 20% des Blutvolumens durch das glei-
che Volumen von urspriinglichem menschlichem Hiamo-
globin ersetzt. Urspriingliches Himoglobin ist isoliertes,
nicht vernetztes Himoglobin mit einer Konzentration von
7% in Ringer’s Losung. Dann wurden von beiden Hunden
in Intervallen von zwei Stunden Blutproben entnommen bis
das Himoglobin in dem Plasma abfiel wie durch Spektro-
photometrie nach dem Cyanomethdmoglobinverfahren, das
in Beispiel 1 beschrieben ist, bestimmt wurde. Die Halb-
wertszeit von Polyhimoglobin und urspriinglichem (nati-
vem) Himoglobin wurde durch ein hatb-logarithmische
Auftragung der Zeit gegen die Himoglobinkonzentration in
dem Plasma bestimmt, da dadurch eine etwaige exponentiel-
le Abnahme auf eine lineare Abnahme zuriickgefiihrt wird.
Die gemessenen Ergebnisse zeigten, dass die nach den Bei-
spielen 2 bis 5 hergestellten Polyhdmoglobine eine 2- bis
8fache Zunahme der Verweilzeit im Plasma ergaben, be-
zogen auf urspriingliches Himoglobin, das eine Halbwerts-
zeit von 4 Stunden in dem Plama eines Hundes hatte.

Versuch 2

Die erhdhte Verweilzeit von Deoxyhdmoglobin, das ent-
sprechend Beispiel 2 mit Glutaraldehyd vernetzt war, und
Himoglobin wurde an ménnlichen Ratten gemessen, die 250
bis 300 g wogen und bei denen sich in einer Femor-Vene eine
Kaniile zur Infusion befand und in einer Femor-Arterie eine
Kaniile zur Entnahme von Proben, entsprechend dem Bei-
spiel 11. Ausserdem wurde das Blutvolumen der Ratte mit
8% des Gesamtkorpergewichts berechnet und das Poly-
hidmoglobin besass eine Konzentration von 8% in normaler
Salzlésung. Die Blutproben, 0,3 ml wurden mit 500 g zen-
trifugiert, um die Zellen abzusetzen. Das Plasma, enthaltend
Polyhimoglobin, wurde nach der Cyanohdmoglobin-Spek-
tralmethode des Beispiels 1 auf die Polyhdmoglobin-
konzentration untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass
Himoglobin eine Halbwertszeit in dem Plasma von 90 Mi-
nuten besass, wihrend das Polyhdmoglobin eine lingere
Halbwerts-Verweilzeit im Rattenplasma von 315 Minuten
besass.

Versuch 3

Ein Blutaustausch (total perfusion) bei Ratten mit Poly-
hiamoglobin wurde folgendermassen durchgefiihrt: Zunichst
wurden iibliche ménnliche weisse Laborratten mit einem Ge-
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wicht von 250 bis 300 g mit 40 mg/kg Natriumpentobarbital
andsthesiert. Dann wurden in beide Femor-Arterien und
eine Femor-Vene Kaniilen eingefiihrt und den Ratten Hepa-
rin zugefithrt. Wahrend der gesamten Untersuchung wurde

s der Druck der Hauptarterie der Ratten kontinuierlich {iber
eine Femor-Arterie notiert und durch die andere Arterie das
Blut abgezogen. Die Femor-Vene wurde fiir die Infusion von
Polyhdmoglobin angewandet.

Der Anfangsanteil an Erythrozyten (Hdmokrit) wurde

10 bestimmt und 2 ml Blut abgezogen. Anschliessend wurden
2 ml polymerisiertes Himoglobin, das ensprechend Beispiel
2 hergestellt worden war, innerhalb von 2 bis 3 Minuten
durch Infusion zugefithrt. Dann in Intervallen von ungeféhr
5 Minuten jeweils 1 ml Blut abgezogen und 1 ml Polyh&mo-

15 globin durch Infusion den Ratten zugefiihrt und der Blut-
austausch fortgesetzt, bis das gesamte Blutvolumen, das als
8% des Korpergewichtes angenommen wurde, abgezogen
worden war. Wenn die Tiere Anzeichen einer Schockre-
aktion zeigten, wie durch eine falsche Atmung oder einen ab-

20 nehmenden arteriellen Druck angezeigt wurde, wurde die
Zeit zwischen deren einzelnen Entnahmen verléngert, aber
die Polyhdmoglobininfusionsgeschwindigkeit von 1 ml alle
5 Minuten beibehalten, um die Tiere am Leben zu erhalten.
Alle 15 bis 20 Minuten wurde ein Himokrit bestimmt und

25 die Blutentnahme und Infusion fortgesetzt bis der Hdmokrit
von 45 auf weniger als 5% gefallen war. Wihrend der ge-
samten Versuche erschien die Haut der Ratten normal und
es schien kein Polyhdmoglobin in die extrazelluldren Fliissig-
keiten auszutreten, wie es der Fall war, wenn das Blutvolu-

30 men ersetzt wurde durch eine nicht-polymerisierte Hamo-
globinldsung in Glukose-Salzlésung. Die Ergebnisse zeigten,
dass das Polyhdmoglobin Sauerstoff an das Gewebe lieferte,
ohne in die extrazelluldren Fliissigkeiten zu diffundieren.

3 Versuch 4

Die Fihigkeit von Polyhdmoglobin, Sauerstoff an tieri-
sches Gewebe zu liefern, wurde an einem isolierten mit Blut
durchstromten Kaninchenherzseptum folgendermassen
nachgeWIesen Zunichst wurde das Herz eines anésthesier-

? ten und hepar1n1s1erten Kaninchens entfernt und die Sep-
tum-Arterie mit einer Kaniile versehen und der dussere Mus-
kel entfernt, Die Druchstrémung mit Hundeerythrozyten in
einer Losung von Glukose in physilogischer Salzlésung wur-
de begonnen, sobald das Herz aus dem Korper entfernt wor-

* den war, um eine mogliche Schadlgung des Gewebes zu ver-
meiden. Dann wurde das Septum in den Rahmen gespannt,
so dass der Herzschlag und die Anderungsgeschwindigkeit
der Spannung gemessen werden konnten. Der Sauerstoffver-
brauch des Septums wurde variiert durch Anderung der
%0 Herzgeschwindigkeit, Durchstrémungsgeschwindigkeit und
Temperatur des Septums. Dei Versuchsbedingungen, die zu
einem maximalen Sauerstoffverbrauch des Septums fithrien,
ohne dass der damit verbundene Verlust der Septumstabili-
tat auftrat, wurden mit Hilfe von Hundeerythrozyten als
Durchstromungsﬂu551gke1t bestimmt. Der arterielle und ve-
nose Sauerstoffgehalt wurde mit Hilfe eines Standard-Sauer-
stoffmessinstrumentes gemessen und die Anderung in der
Hémoglobinséttigung von dem arteriellen zu dem vendsen
Blutstrom wurde mit Hilfe der in Beispiel 2 beschriebenen

8 Vorrichtung zur Messung der Sauerstoffsittigung bestimmt.

Die Ergebnisse der Durchstrémungsmessungen mit dem
in den Beispielen 2 bis 5 angegebenen Polyhdmoglobin zeig-
ten, dass die Sauerstoffsittigung 50 bis 70% und der Sauer-

65 stoffgehalt 3 Vol.-% zwischen der arteriellen und vendsen
Seite des Septums abnahm, was anzeigt, dass Polyhdmo-
globin in dem durchstromten in-vivo-System Sauerstoff an
lebendes Gewebe liefert. Ein allgemeines Verfahren fiir die
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Perfusion in isolierten Septa ist beschrieben in J. General
Physiology, Band 52, Seiten 682 bis 691, 1968.

Versuch 5

Die Verwendung von Polyhdmoglobin zur Behandlung
des hdmorrhagischen Schocks wurde folgendermassen
durchgefiibrt: Zundchst wurde einem Tier Blut entnommen
bis zu einem geringen Standard-Blutdruck und der Blutver-
lust durch ein gleiches Volumen des zu untersuchenden Blut-
ersatzstoffes ersetzt. Spiter wurde dem Tier erneut Blut ent-
nommen und das Verhéltnis der zweiten zu der ersten Ent-
nahme als Blutungsindex BL, : Bl; x 100 angegeben. Bei die-
sen Verfahren wurde méinnlichen Ratten Blut bis zu einem
niedrigen Standarddruck von 30 mm Hg entnommen und
dieser Zustand 45 Minuten durch Entnahme von Blut zur
Aufrechterhaltung des Druckes beibehalten. Zu diesem Zeit-
punkt wurde das Volumen des entnommenen Blutes notiert
und ergab den Wert Bl; und durch Blut, Salzlésung, Dex-
tran, Albumin, urspriingliches Himoglobin oder Polyhdmo-
globin ersetzt. Die Ratten konnten sich drei Stunden erholen
und dann wurde erneut Blut entnommen bis zu einem Wert
von 30 mg Hg, wobei man, wie oben angegebenen, den Wert
fiir BI, erhielt. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 3
angegeben und sie zeigen, das polymerisiertes Himoglobin
bei diesem Modell eines himorrhagischen Schocks wie gan-
zes Blut wirkt. In der Tabelle sind die Blutersatzstoffe die
nach den Beispielen 2 bis 5 hergesteliten Himoglobine und B
bedeutet das eigene Blut der Ratten, S eine iihysiologische
Kochsalzlésung, A Albumin, H urspriingliches bzw. natives
Hamoglobin und D Dextran. Die Verfahren zur Messung
des Blutungsindex sind beschrieben in Am. J. Physiol. Band
169, Seite 475, 1952, und Am. J. Physiol. Band 173, Seite
403, 1953.

12

Das Polyhdmoglobin kann angewandt werden als Blut-
plasma-Ersatzstoff und Blutplasma-Streckmittel im Gemisch
mit einem pharmazeutisch geeigneten Triger oder mit an-
deren Plasma-Ersatzstoffen und Blutplasma-Streckmitteln.

s Die Tréger konnen Kristalioide, einschliesslich physiologi-
scher Kochsalzi6sung, ein Gemisch, bestehend aus Salz-
16sung und Glukose Ringer’s-Lsung, mit Laktat versetzte
Ringer’s-Losung, Locke-Ringer’s-Losung, Krebs-Ringer’s-
Losung, Hartmann’s-Salzlosung und heparinisierte

10 Natriumcitrat-Citronensdure-Dextrose-Losung sein.

Das Polyhimoglobin kann im Gemisch vorliegen mit
wasserlaslichen physiologisch geeigneten polymeren Plasma-
Ersatzstoffen wie Polyéthylenoxid, Polyacrylamid, Poly-
vinylpyrrolidon, Polyvinylalkohol und Athylenoxid-Poly-

15 propylenglykol-Kondensaten. Ausserdem kann das Poly-
hdmoglobin vermischt sein mit kolloidartigen Plasma-Er-
satzstoffen und Blutplasma-Streckmitteln wie linearen Poly-
sacchariden einschliesslich Dextranen mit einem Molekular-
gewicht von 40 000 bis 70 000, Gummiarabikum-Pektinen,

20 (balanced) fliissiger Gelatine und Hydroxyithylstirke. Im
allgemeinen ist fiir die erfindungsgemissen Zwecke das Poly-
hdmoglobin in einem Mittel in einer Menge von ungefihr 1
bis 10% im Gemisch mit einem oder mehreren der oben an-
gegebenen Tréger vorhanden. Die Mittel werden hergestellt

25 durch Vermischen des Polyhdmoglobins und Tréigers in vor-

bestimmten Mengen. Zum Beispiel kann eine Blutersatz-
18sung, enthaltend 5% Polyhdmoglobin in normaler Koch-
salzlosung hergestellt werden durch Zugabe von 5 g Poly-
himoglobin zu der physiologischen Salzlsung, die 0,85%

30 Natriumchlorid in Wasser enthdlt, auf 100 ml. Die Poly-

hdmoglobine konnen verabreicht werden, wie es bei Blut-
transfusionen iiblich ist.
Andere Anwendungsgebiete fiir Polyhdmoglobine um-
fassen eine kiinstliche Sauerstoffaustauschldsung in fiblichen
35 Oxygenatoren wie Herznebenwegen (cardiac by-pass), aus-
serhalb des K 6rpers gelegenen Kreislaufhilfen, hohlfaser-
und folienartigen Membranen und zur Unterstiitzung des
Kreislaufs bei kranken Patienten.
Das Polyhdmoglobin kann angewandt werden als Quelle
a0 fiir Protein und Sauerstoff in der Mikrobiologie und als
Niéhrstoff fiir aerobe Bazillen und Staphylokoken, wenn si-
chergestellt werden soll, dass der Nahrstoff fiir die tierische
und menschliche Erndherung sicher ist. Das Polyhimo-
globin kann angewandt werden zur Lagerung und Konser-
as vierung von lebenden isolierten blutdurchstrémten
Séugetierorganen fiir eine eventuelle Transplantation in ei-
nen Empfinger als Ersatz fiir die Fahigkeit der roten Zellen
bei Sdugetieren, Sauerstoff zu transportieren.

Tabelle 3

Ersatzstoffe Blutungsindex Anzahl der Tiere
Beispiel 2 100+ 13 3
Beispiel 3 48+ 15 4
Beispiel 4 72423 5
Beispiel 5 75+ 16 3
B 81+13 24
S 27412 25
A 1+ 9 3
H 36+ 6 2
D 30111 17
s

7 Blatt Zeichnungen



629 961
7 Blatt Blatt 1

650

600

00 550

300 350 400 450 5
nm

LI

250

FIG. |



629 961

7 Blatt Blait 2

700

690

50 550 600

l|4l501||[

O
-

4

250 300 350

FIG.2

nm



FIG.4

629 961
7 Blatt Blatt 3

/GM@37°C

Zsp!C

44-
40-
.36
321
.28
24-

127

04,

10 20 30 40 50

487

.20-
16 -

'08-_71.(}_.0_——-0——————9

1 I ¥ U

0 05 10 20 30 40 50

% Yrv



629 961
7Blait Blatt 4

FIG.5 60
|
40 - |
|
}
|
l
o 20 |
< |
32 |
!
0 5 10 15
pOz(mmHg)
FIG.8 FIG. 10
60-
————— i
4(- !
|
]
|
Y < 204 :
. s |
< |
|
, !
0 50 100 150 0 5 10

P02 (mm Hg) P02 (mm Hg)



0 500 550 600 650

300 350 400 45

[
290

FIG.6

629 961
7Blatt Blatt 5

nm



3% 40 45 500 550 600 650 |

250 30

| 3B

FIG.7

629 961
7 Blatt Blatt 6

nm



FIG.9

629 961
7 Blatt Blatt 7

nm



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	DRAWINGS

