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Sehr geehrte Damen und Herren,
es ist schon eine besondere und bewegende Situation, wenn man heute auf 14 Jahre gemeinsame
Arbeit zuriickschaut und das mit dem Abstand von fast 30 Jahren!

Umso schoner ist es, dass diese Riickschau nicht nur ein Erinnern an das damals Erlebte ist, sondern
dass auch dariber berichtet werden kann, wie die damals vom Jubilar initiierten wissenschaftlichen
Arbeiten bis heute fortwirken und nichts von ihrer Bedeutung verloren haben. Aber es sind eben nicht
nur die harten wissenschaftlichen Fakten, die wir als seine Schiiler mitgenommen haben, sondern im
besonderen Malle auch die Art des gegenseitigen Umgangs in der Arbeitsgruppe, und die Team-bil-
denden MalRnahmen, die heute gern als weiche Faktoren bezeichnet werden und schon gelebt wur-
den, bevor es diese Bezeichnungen tGberhaupt gab (Abb. 1).
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Abb. 1: Arbeitsgruppe Kolditz an der HU Berlin im Jahr 1978.

Respektvoller Umgang miteinander, das unaufgeregte Zuweisen von Aufgaben je nach Vermégen
und Leistungsfahigkeit und ganz besonders auch das Einrdumen der Moglichkeit, sich frei zu entfalten,
sich selbst auszuprobieren und mit groRem Freiraum gestalten zu konnen — all dies hat uns der Jubilar
vorgelebt.

Beispielhaft sei da nur verwiesen auf die guten Beziehungen zu den Feinmechanikern, Glasblasern
und Geratebauern, damals wie heute ein ganz entscheidendes Erfolgsrezept fiir experimentell arbei-
tende Naturwissenschaftler.

Ein wichtiger Meilenstein war auch die Etablierung von Weiterbildungen und Vortragsreihen in
Steinférde bei Flrstenberg (Havel). Unter den Anorganikern ein Synonym fir wissenschaftlichen Aus-
tausch in Klausur, fernab vom Tagesgeschaft und in nahezu unberiihrter Natur, war Steinférde fiir den
Arbeitskreis Kolditz immer noch mehr. Als sich in der Gruppe eine merkbare Unruhe auszubreiten be-
gann, ausgel6st durch zusatzliche Spendenaufrufe, beruhigte der Weidmann Kolditz die Situation
durch den Aufruf zu einem gemeinniitzigen Waldeinsatz. Diesem ersten Einsatz zum Freirdumen des
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Unterholzes von Geést und Gestripp folgten bald die nachsten Wochenendeinsatze im Steinforder
Forst, sie wurden zu einer langjahrigen Tradition. Sicher war eine beispiellose Pflanzaktion der Héhe-
punkt: 24.000 Traubeneichen wurden an einem Wochenende gesetzt. Das Resultat dieses Einsatzes
wachst noch immer heran. Wir konnten den Eichenwald bei einem Besuch bewundern (Abb. 2).
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Abb. 2: Die Traubeneichen nach ca. 25 Jahren.

Die bei diesen Einsatzen gekniipften und vertieften freundschaftlichen Bande im Arbeitskreis hiel-
ten Uber Jahre und Jahrzehnte und so manches gemeinsame Projekt hatte seine Wurzeln in der guten
zwischenmenschlichen Chemie, dessen Katalysator der Jubilar war.
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Abb. 3: Zusammenfassung der
Adlershofer Forschungsergeb-
nisse zu den Perfluorcarbonen

Schon in der Schaffensperiode an der Humboldt Universitat
war ein Charakteristikum Kolditzscher Forschungsarbeit zu er-
kennen, das dann im ZIAC eine noch starkere Auspragung fand:
Die Beschaftigung mit den wissenschaftlichen Grundlagen von
industriellen Prozessen, Aufklarung von Problemen mit und
Aufzeigen von Moglichkeiten flr neue Produkte.

Dazu zahlen die Arbeiten rund um die perfluorierten Verbin-
dungen, deren Nutzung als Sauerstofftrager in Blutersatzstof-
fen in Berlin Adlershof intensiv erforscht wurde. Schlisseler-
kenntnis fiir die medizinische Nutzung dieser Stoffklasse war,
dass nur ultra-hochgereinigte Verbindungen eine gefahrlose
Anwendung ermoglichen. Solange herstellungsbedingte reak-
tive Verunreinigungen in den Produkten enthalten waren, wirk-
ten diese zelltoxisch und zogen unerwiinschte Nebenreaktio-
nen nach sich. Diese Erfahrung wurde nahezu zeitgleich auch
von russischen, franzdsischen und amerikanischen Arbeitsgrup-
pen gemacht.

Das besondere Verdienst der Adlershofer-Gruppe war je-
doch, gemeinsam mit den russischen Partnern in diesem Pro-
jekt daraus eine praktikable und reproduzierbare Testprozedur
zu gestalten (Abb. 3) [1,2].

Das entscheidende Qualitatskriterium fir Perfluorcarbone
ist, dass diese tatsachlich in voll fluorierter Form vorliegen

missen. Erst dann erreichen die synthetisierten Produkte ihre auBergewdhnlichen Eigenschaften. Er-
folgt die Fluorierung nicht vollstandig, bleiben restliche Wasserstoffatome im Molekiil Gbrig, die ent-
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stehenden Verbindungen kénnen unter alkalischen Bedingungen mit Nukleophilen reagieren unter Bil-
dung von HF und toxischen, fluorierten Nebenprodukten. In Abhdngigkeit vom Zielprodukt und dem
Syntheseweg kann eine Vielzahl von nicht vollsténdig fluorierten Verbindungen gebildet werden.

Sind diese reaktiv, kdnnen sie toxische Nebenreaktionen verursachen. Der Schweregrad der toxi-
schen Wirkung kann extrem, die auslosende Konzentration duflerst gering sein (ppm-Bereich), was zu
einer geringen Entdeckungswahrscheinlichkeit fuhrt.

Die Charakterisierung der Qualitat der perfluorierten Verbindungen gelang durch eine zweistufige
Analyse. In einem ersten Schritt werden unter harschen Reaktionsbedingungen reaktive Verbindungen
umgesetzt. Die Idee dahinter: Alle Verbindungen, die unter diesen Bedingungen nicht reagieren wer-
den als ,,nicht-reaktiv” eingeordnet und kdnnen bedingt durch ihre Reaktionstragheit keine toxischen
Reaktionen ausldsen. Alle anderen Verbindungen sind reaktiv und somit unabhangig von ihrem indivi-
duellen toxischen Potential als latenter Risikofaktor einzustufen und in entsprechend darauf abge-
stimmten Hochreinigungsprozessen zu eliminieren. Der groRRe Vorteil dieses ersten Analysenschrittes
ist, dass ein Summenparameter fiir alle potenziell gefahrlichen Verbindungen geschaffen werden
konnte und als risikominimierende Mallnahme die vollstandige Abtrennung dieser Verunreinigung als
Zielvorgabe formuliert werden kann.

Es galt deshalb in einer zweiten Stufe des Analysenverfahrens, einen substanzspezifischen Limit-
Test zu etablieren, wobei das Limit ,,frei von” durch Unterschreiten der Nachweisgrenze fir die Ge-
samtreaktion definiert werden kann. Aufbauend auf den Berliner Arbeiten wurde Anfang der 1990er
Jahre durch Meinert dieses Qualitatskriterium von den Blutersatzstoffen auf die bei Augenoperationen
verwendeten Perfluorcarbone lbertragen [3].

Perfluorcarbone — insbesondere Perfluordekalin (PFD) und Perfluoroktan (PFO) — haben sich in der
Augenheilkunde als sogenannte Endotamponaden durchgesetzt und sind in vitreo-retinalen Operatio-
nen heute nicht mehr wegzudenken. Diese Verbindungen helfen wie eine dritte Hand des Operateurs,
nach der Entfernung des Glaskorpers die Retina wieder anzulegen.

Die Pharmpur GmbH fertigt diese Endotamponaden nunmebhr seit mehr als 25 Jahren. Ein Erfolgs-
faktor war die konsequente Nutzung des von Pharmpur aus den Adlershofer Arbeiten abgeleiteten ,H-
Wertes”.

Zwischen 2015 und 2017 kamen aber von dem Markt alarmierende Nachrichten, die zu einer gro-
Ren Verunsicherung fihrten. Trotz der kurzen Verweilzeit im Auge wurden verheerende Nebenwir-
kungen bis hin zur vollstdndigen Erblindung beim Einsatz von Perfluorcarbonen berichtet. Die Gruppe
um Pastor konnte dies auf die zytotoxische Wirkung der betroffenen Chargen von verschiedenen Her-
stellern zurickfihren [4]. Obwohl unsere Produkte davon in keiner Weise betroffen waren, haben wir
uns diesem Problem angenommen und durch umfangreiche Untersuchungen das Verunreinigungspro-
fil der betroffenen Chargen aufgeklart (Tabelle 1). Daraus wird auch ersichtlich, wie wichtig fiir die
Produktsicherheit eine mehrstufige Hochreinigung ist, begleitet von sensitiven Inprozess-Kontrollen,
wobei sowohl Reinigungsverfahren als auch Analytik auf das tatsachliche Verunreinigungsprofil anzu-
passen sind.

Reaktive unvollstandig fluorierte Verbindungen Fluorierte Verbindungen mit
und ihre Zersetzungsprodukte inklusive HF Restprotonen in der Kette
Nicht reaktive unvollstandig fluorierte Verbindun-  1H-PFO und Verbindungen des
gen Typs RF-RH (Blockbildung)
Oberflachenaktive Verbindungen 1H-PFO, Perfluoralkansauren
und ihre Derivate
Nicht reaktive fluorierte Verbindungen Perfluorheptan, Perfluornonan
Leachables Dimethylbenzen und Isomere

Tabelle 1: Verunreinigungsprofil toxischer PFO-Chargen.
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Es blieb aber die Frage offen, warum in verschiedenen Testlabors das zytotoxische Potential der
verunreinigten Chargen nicht entdeckt wurde. Von Shirasava und Pastor wurde die dafiir angewandte
Variante der Zytotoxizitdtsbestimmung verantwortlich gemacht, namlich die der sogenannten extrak-
tiven Methode. Sie fordern die ausschlielliche Verwendung einer von ihnen patentierten Direktme-
thode (direkte Exposition der Zellen) [4, 5]. Die extraktive Methode wird allerdings von uns seit Jahren
mit grolem Erfolg verwendet und fiihrte auch bei den nachgewiesenermalien toxischen Chargen zu
identischen Ergebnissen wie bei Verwendung der Direktexposition [6—8]. Es bleibt aber die Frage, wa-
rum andere Testlabors und auch die Gruppe um Pastor falsch-negative Werte erhielten.

Um der Ursache dafir auf die Spur zu kommen fiihrten wir einen Ringversuch durch. Eine der dabei
zu klarenden Fragen fulSte wieder auf den Erkenntnissen der Blutersatzstoffforschung und den von uns
darauf aufbauenden Arbeiten zu perfluorcarbonhaltigen Gelen mit Schaumstruktur (Polyaphrongele)
[9]. Um die Sauerstoff transportierende PFCL Komponente in Emulsionen in Blutersatzstoffen zu sta-
bilisieren oder aus PFCL und Wasser stabile Gele zu erzeugen, sind stark oberflaichenmodifizierende
Stoffe erforderlich. Gerade solche Substanzen bildeten eine Verunreinigungsgruppe in den betroffe-
nen, toxischen Chargen. Durch Bildung von Wasser in Ol oder Ol in Wasseremulsionen besteht die
Gefahr der Maskierung von toxischen Verbindungen. Tatsachlich konnten wir bei der Extraktion der
PFCL Chargen mit wassrigen Medien stabile Emulsionen beobachten und auch aus den Testlabors
wurde von dadurch auftretenden Schwierigkeiten berichtet (Abb. 4). Entsprechende Handversuche
bestatigten Gberdies, dass nach Zusatz von PFOA Derivaten in reinen PFO zusammen mit 1-HPFO die-
ses Verhalten simuliert werden konnte. Alle genannten Verbindungen wurden in den toxischen Char-
gen nachgewiesen. Die Literaturauswertung ergab aulRerdem, dass unterschiedliche Methoden der Vi-
talitdtsbestimmung nach der Exposition der Testzellen in den einzelnen Testlabors Verwendung fan-
den.

Oberflachenaktive Verunreinigungen:

o stabilisierten Emulsionen bis zur Gelbildung

o vergroflern die Kontaktflache und fordern die
Penetration in Zellen

o verringern Grenzflachenspannung

o konnen Noxen bei Zytotoxizitatstests
maskieren.

Abb. 4: Gefahr der Bildung von Makro-Emulsionen bei der Probenpréparation.

Der Ringversuch sollte Aufschluss dariiber geben, inwieweit diese beiden Faktoren fir falsch-nega-
tive Ergebnisse verantwortlich waren.

In Tabelle 2 ist das Testprogramm dargestellt. Die Verwendung von Maus-Fibroplasten als Zelllinie
wurde dabei bewusst gewahlt. Die Ergebnisse belegen, dass sich diese Standardzelllinie als ebenso
sensitiv erweist, wie die mehrfach praferierten Zellen der Linie ,,ARPE19“, die einen engeren Bezug zu
den retinalen Geweben bieten sollte [4].
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Bereitstellung von 9 Verbindungen pro Pa-
ckung mit unterschiedlichen toxischen Poten-
tial

Versand von je 2 Test-Packungen an 4 akkredi-
tierte Testlabors, Durchflihrung der ersten
Testserie

Verblindung nach einer Random Liste

Test der Zellwachstumshemmung der
Proben der ersten Packung an L929 Zel-
len nach dem Standardverfahren der

S.5v.6

Labore (BCA und XTT Farbemethode)
Hinterlegen der Ergebnisse beim Patentanwalt
Training des Protokolls Hinweis auf Besonderheiten der fluo-
rierten Verbindungen und ihrer Verun-
reinigungen
Standardisiertes Protokoll, erneut BCA
und XTT Farbung, Nutzung Zelllinie L929
Ubergabe der Ergebnisse an den Statis-
tiker

Entblinden der Ergebnisse

Durchfiihrung der zweiten Testserie
Sammeln aller Ergebnisse beim Patentanwalt

Statistische Auswertung

Tabelle 2: Testprogramm des Ringversuchs.

Das Ergebnis des Ringversuches war tiberraschend deutlich. Beide von uns vermuteten Storfakto-
ren beeintrachtigen tatsachlich die Toxizitdtsbestimmung. Durch Einhaltung eines strengen Pradparati-
onsprotokolls mit Vermeidung der Bildung von Makro-emulsionen (dies ist sowohl bei direkter Expo-
sition oder bei Exposition der Zellen mit Extrakten auszuschlieBen) wird die Quote falsch-negativer
Ergebnisse verringert. Ein noch gréRerer Einfluss besitzt aber die angewendete Methode der Vitalitats-
bestimmung. Hier war die Farbemethode BCA oder MTT der entsprechenden XTT-Methode eindeutig
Uberlegen. Wir fiihren das auf die Besonderheiten des vorliegenden Verunreinigungscocktails der Test-
muster zuriick, da einzig bei der XTT-Methode Verunreinigungskomponenten bis zum Moment der
Farbreaktion mitgeflihrt werden. Liegt nun im Testmuster eine stark oberflichenmodifizierende Sub-
stanz vor, kann diese die Farbreaktion im Gegensatz zur Referenz (ohne oberflaichenmodifizierende
Komponente) verstarken. Die dadurch liberproportional erhdhte Farbausbeute spiegelt dann eine
Uberhohte Vitalitatsrate vor, was zu falsch positiven Ergebnissen fiihrt.

Da bisher in der Literatur aber immer nur die extraktive Methode mit der XTT Farbung mit der Di-
rektmethode unter Nutzung der MTT Farbung verglichen wurde, ist der dabei festgestellte Unterschied
bei den erreichten Ergebnissen nicht auf die Methode der Probenvorbereitung (extraktiv versus direkt)
sondern auf die genutzte Farbemethode zur Vitalitdtsbestimmung zurtickzufiihren (Abb. 5a und 5b).

Abb. 5: Ausgewdhlte Ergebnisse des Ringversuchs
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5a: Training hat positiven Effekt, Emulsionseffekte beim Extrahieren
erkldren Abweichungen aber nicht vollsténdig.
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5b: Die XTT Methode kann nur die hochtoxischen Proben richtig identifizieren, die
BCA Methode ermdéglicht ebenso wie die MTT Methode auch die Charakterisierung
mittlerer Toxizitdten.

Die vorgestellten Beispiele sollen verdeutlichen, wie wichtig ein solides Wissen lber die Produkte
ist, die als Medizinprodukte in den Verkehr gebracht werden sollen. Ein Risikomanagement kann nur
dann einen verlasslichen Rahmen bieten, wenn dieses auf dem Fundament naturwissenschaftlich ge-
sicherter Erkenntnisse begriindet ist.

In diesem Sinne danke ich zusammen mit meinem gesamten Team dem Jubilar nochmals fiir seine
auf diesem Gebiet geleistete Pionierarbeit und Ihnen fir lhre Aufmerksamkeit!
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