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1 Einleitung

1.1 Wofür Nanopartikel?

Als Nanopartikel (von griech. „nanos“ = Zwerg, zwergenhaft) wird ein Verbund von wenigen bis 
einigen tausend Atomen oder Molekülen bezeichnet, der in der Regel eine 1 nm bis 100 nm (1 nm = 
10-9 m) große Struktur ausbildet, wobei dieser Größenbereich keine starre Grenze, sondern eine 
grobe Richtlinie ist. Sie können aus verschiedenen Materialien synthetisiert werden, häufig bestehen 
verwendete Nanopartikeln aber aus Kohlenstoff (z.B. „Carbon black“, Fullerene und Nanoröhren), 
Metallen (z.B. Gold, Silber, Eisen), Metall- und Halbmetall-Oxiden (SiO2, TiO2, Al2O3, Fe2O3, Fe3O4, 
ZnO), Halbleitern wie Cadmiumtellurid (CdTe), Cadmiumselenid (CdSe) und Silizium („Quantum 
dots“), oder Polymeren wie Dendrimere und Blockcopolymere. Durch ihre sehr kleine Struktur 
besitzen sie jedoch häufig andere chemische und physikalische Eigenschaften als ihre Festkörper und 
größere Partikel. So haben z.B. Massenkräfte (z.B. die Gewichtskraft) einen geringen Einfluss. 
Aufgrund ihrer im Verhältnis zum Volumen sehr großen spezifischen Oberfläche nimmt stattdessen 
der Einfluss von Oberflächenkräften (z. B. Van-der-Waals-Kraft) und die Oberflächenladung zu, was zu 
einer höheren chemischen Reaktivität der Nanopartikel führen kann. Heutzutage finden sich 
Nanopartikel in vielen täglichen Anwendungen. Bekannte Beispiele sind Leseköpfe in Festplatten, 
Carbon black in Autoreifen, Liposomen in „Anti-Aging“ Produkten, oder Titandioxid als UV-Filter in 
Sonnencremes. Auch im Fassadenputz, auf Dachziegeln, wo sie das Wachstum von Algen verhindern 
sollen, in wasserabweisenden Textilien, Farben und Lacken, in Waschmitteln sowie in 
Pflegeprodukten wie Deodorants und Zahnpasten sind Nanopartikel vorzufinden. 
In der medizinischen Anwendung werden Nanopartikel z.B. für das Wachstum künstlicher Knochen 
und die Herstellung von Knochenersatzmaterial und Implantaten verwendet (Silva, 2004;
Hosseinkhani & Hosseinkhani, 2009). In Wundverbänden kommen z.B. antimikrobiell wirkende Silber-
Nanopartikel vor. Besonders interessant und das wohl am meisten untersuchte Gebiet ist die 
Verwendung von Nanopartikeln als Vehikel für den zielgerichteten Transport von Wirkstoffen und 
Medikamenten (z.B. Polymer-Protein-Konjugate, Wirkstoff-Nanosuspensionen, Liposomen)
(Hosseinkhani & Hosseinkhani, 2009; Kim et al., 2010). Dieser kann vor allem durch die Wahl der 
Größe des Partikels und die Beschaffenheit der Oberfläche, gesteuert werden. Durch Beschichtung 
mit spezifischen Molekülen (z.B. Peptide, Proteine, Antikörper, Polymere) oder funktionalen 
Molekülgruppen (z.B. Amino- oder Carboxylgruppen) können die Retention im Blut und die 
Aufnahme in den Zielzellen in gewisser Weise gesteuert werden, um so den erwünschten Effekt zu 
erzielen, und dabei idealerweise Nebenwirkungen zu reduzieren. Der Einsatz von Nanopartikeln z.B. 
bei der Tumorbekämpfung wurde bereits untersucht. Durch die Physiologie des Tumors („enhanced 
permeability and retention effect“), einer ausreichend hohen Bluthalbwertszeit, und einem gezielten 
Ansteuerung von Zielmolekülen reichern sich die applizierten Nanopartikel idealerweise im Tumor an, 
bevor eine Entsorgung über die Leber stattfindet (Cho et al., 2008). Das bei Anti-Tumor-Therapien 
bekannte Problem der „Multi Drug Resistence“ kann dadurch reduziert werden.
Sogar die Überwindung der Blut-Hirn-Schranke erscheint mit Nanopartikeln möglich.
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Superparamagnetische Nanopartikel werden schon seit relativ langer Zeit als Kontrastmittel für das 
diagnostische Magnetresonanz Imaging (MRI) zur Untersuchung von Tumoren und Läsionen
verwendet. „Paramagnetisch“ sind Stoffe mit ungepaarten Elektronen (Radikale, 
Übergangsmetallkationen, Lanthanoidkationen), die selbst nur in einem externen magnetischen Feld 
magnetisch werden. Ihre magnetische Suszeptibilität (Magnetisierbarkeit) ist > 1. Dabei sind die 
magnetischen Momente (Spins) der Elektronen voneinander unabhängig und werden nur von dem 
externen Magnetfeld dahin gehend beeinflusst, dass sie sich entlang der magnetischen Feldlinien 
ausrichten, was zur Verstärkung des Magnetfeldes innerhalb der Materie führt. Diese geordnete 
Ausrichtung nimmt mit steigender externer Feldstärke zu. „Superparamagnetismus“ tritt je nach Stoff 
unterhalb einer bestimmten Partikelgröße auf. Dann nämlich nimmt die Anzahl der magnetischen 
Bezirke (Weiss-Bezirke) ab. Unterhalb einer kritischen Größe existiert nur ein Weiss-Bezirk, in dem 
sich alle magnetischen Momente parallel zueinander anordnen. Bei Fe3O4 Partikeln ist bei einer 
Größe von ca. 20-30 nm nach Abschaltung des externen Magnetfeldes die thermische Energie 
ausreichend, um die geordnete Ausrichtung aufzuheben, so dass das Material im Gegensatz zu 
paramagnetischen Substanzen seine gesamte Magnetisierung verliert, d.h. superparamagnetische 
Materialien zeigen keine Hysterese.
In diesem Zusammenhang sind Eisen-basierte Nanopartikel von Vorteil, da sie eine vermeintlich
geringe Toxizität aufweisen und stark mit hochfrequenten elektromagnetischen Feldern interagieren
(Hussain et al., 2005; Kim et al., 2006). Da sie eine inhomogene Magnetisierbarkeit aufweisen und die 
Relaxationskurve ändern, haben SPIOs als Negativ-Kontrastmittel große Akzeptanz bei der 
diagnostischen Radiologie (MRI) gefunden (Ito et al., 2005; Lacava et al., 2001). Dabei kamen 
besonders häufig Dextran-umhüllte Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (SPIOs), wie z.B. 
Resovist™ (Ferucarbotran, SHU 555A), Feridex/Endorem (AMI-25) oder Sinerem® (Combidex) zum 
Einsatz (Weissleder et al., 1989a; Weissleder et al., 1989b Weissleder et al., 1989c; Wang et al., 
2001). Andere häufig verwendete Hüllenmaterialien sind Silikon, Citrat oder PEG.
Neben der Funktion als Kontrastmittel wird die Verwendung von SPIOs auch für Zellmarkierungen 
und Gewebezüchtung untersucht (Catherine, 2009). In den letzten Jahren haben SPIOs auch 
zunehmend als therapeutisches Agens durch Kopplung an Biomolekülen für ein gezieltes „targeting“
an Bedeutung gewonnen (Sosnovik et al., 2008; Schaeffter & Dahnke, 2008). Außerdem können SPIOs 
für die minimal invasive Chirurgie oder Hyperthermie-Therapien (z.B. für die Glioma-Therapy)
verwendet werden, bei der die in den Tumor aufgenommenen Partikel durch ein externes Magnetfeld
oder Laserlicht erwärmt werden und so gezielt Tumorzellen abtöten (van Landeghem et al., 2009);
(Ito et al., 2005). In einer neueren Studie reduzierte die Gabe von magnetischen Fe3O4 Nanopartikeln 
die Bildung von Amyoloidprotein-Aggregationen, die häufig bei der Parkinson-Krankheit vorkommen 
(Bellova et al., 2010) Dies resultiert aus dem Potenzial von Nanopartikeln, mit Biomolekülen wie 
Proteinen oder DNA zu interagieren, wodurch auf der anderen Seite unphysiologische und toxische 
Reaktionen hervorgerufen werden können (siehe dazu Kap. 1.5).
Zusammenfassend lässt sich aber sagen, dass Nanopartikel vor allem in der Nanomedizin für 
diagnostische und therapeutische Anwendungen vielversprechende Kandidaten sind.
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1.2 Zelluläre Aufnahmemechanismen

Zellen in einem Organismus wachsen, reproduzieren sich, reagieren auf Reize, und vollziehen eine 
Vielzahl von chemischen Prozessen. Eine Voraussetzung dafür ist der Stoff-Austausch mit der 
Umgebung zur Nährstoffaufnahme, die Exkretion von Stoffwechselprodukten und die Regulation von 
intrazellulären Ionen-Konzentrationen. 
Nur wenige, ungeladene Moleküle wie Gase (O2, CO2, N2), Wasser, Harnstoff oder Ethanol können die 
hydrophobe Zellmembran passiv überwinden (Diffusion). Die meisten kleinen und hydrophilen 
Moleküle, wie Ionen, Aminosäuren, Zucker, Fettsäuren und Nukleotide, gelangen über Membran-
Transportproteine (ATP-betriebene Pumpen, „Carrier“ und Kanäle) in die Zelle. 
Bei der Aufnahme von größeren Molekülen wie z.B. Nanopartikeln spielen andere Transportprozesse 
eine Rolle. Im Folgenden werden die in Abb. 1.1 dargestellten Phagozytose- und Endozytose-
Mechanismen beschrieben.

Abb. 1.1: Zelluläre Aufnahmemechanismen, die bei der Nanopartikel-Aufnahme in Frage kommen (Abbildung 
aus Hillaireau & Couvreur, 2009)

1.2.1 Phagozytose

Phagozytose ist ein unselektiver Aufnahmeprozess, der von spezialisierten eukaryontischen Zellen, 
vor allem Makrophagen, Monozyten, Neutrophile Granulozyten und Dendritischen Zellen, 
durchgeführt wird (Aderem & Underhill, 1999). Sie wird zur Aufnahme und Degradation von 
Fremdkörpern und seneszenten Zellen durchgeführt, und sie spielt bei der Entwicklung und 
Gestaltung von Geweben sowie bei der Immunantwort und Entzündungsprozessen eine Rolle. Bei der 
Phagozytose können ganze Bakterien oder große Partikel (> 0,5 µm) durch Umschließen durch 
Zellmembranausstülpungen (Pseudopodien) aufgenommen werden (Abb. 1.3 A). Dies geschieht 
durch Aktin-Polymerisierung, die durch GTPasen der Rho Familie induziert wird (Caron & Hall, 1998). 
Darüber hinaus sind bei dem Vorgang noch weitere Proteine beteiligt (Aktin-bindende Protein, 
verschiedene Protein Kinasen). Ein Schlüsselfaktor für eine effiziente Aufnahme ist die so genannte 
Opsonierung, die Beladung des aufzunehmenden Partikels mit bestimmten Proteinen im Blut. Häufig 
sind es Komplement Proteine, Immunglobuline (IgG, IgM), Laminin, Fibronektin, C-reaktives Protein 
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oder Typ-I Kollagen (Vonarbourg et al., 2006; Owens III & Peppas, 2006). Die Aufnahme erfolgt nach 
Bindung an den jeweiligen Rezeptor (Abb. 1.2). Harashima et al. (1994) haben herausgefunden, dass 
die Opsonierung mit zunehmender Partikelgröße zunimmt, und mit der Partikelaufnahme positiv 
korreliert.

Abb. 1.2: Partikel-Aufnahme durch Phagozytose. Nach Opsonierung mit Immunglobulinen (hauptsächlich IgG), 
Komplement Proteinen oder anderen Proteinen wie Fibronektin (A) bindet der Partikel an Rezeptoren der 
Zelloberfläche und bewirkt die Aktin-Polymerisation (B). Über Membranausstülpungen wird der Partikel 
internalisiert (C). Das entstandene Phagosom reift durch Verschmelzung mit frühen/späten Endosomen und 
fusioniert mit Lysosomen, wo es angesäuert und der Inhalt degradiert wird (D) (Abbildung aus Hillaireau & 
Couvreur, 2009)

Bei der Fcγ-Rezeptor-vermittelten Phagozytose bindet der Fcγ-Rezeptor ein IgG-Molekül. Fc-
Rezeptoren sind Membranrezeptoren für verschiedene Immunglobulin Isotypen. Alle Moleküle außer 
dem FcRn-Rezeptor gehören zur Immunglobulin-Superfamilie. Der Name kommt von der 
Bindungsspezifität zu dem Fc-Fragment (engl. crystallisable fragment) eines Antikörpers. Die Fcγ-
Rezeptoren gehören zu den wichtigsten Fc-Rezeptoren für die Phagozytose-Induzierung von 
opsonisierten Bakterien (Fridman, 1991). Es gibt verschiedene Strukturtypen des Fcγ-Rezeptors: FcγRI 
(CD64), FcγRII (CD32) und FcγRIII (CD16). Sie unterscheiden sich in ihrer Antikörper-Affinität aufgrund 
ihrer unterschiedlichen Molekül-Strukturen (Indik et al., 1995). Zum Beispiel bindet FcγRI IgG stärker 
als FcγRII oder FcγRIII. In humanen Makrophagen kommen alle drei Typen vor und werden durch 
Bindung eines opsonisierten Partikels quervernetzt. Dies bewirkt die Phosphorylierung der 
zytoplasmatischen Domänen der Rezeptoren und dadurch die Auslösung einer Signalkaskade, an 
deren Ende die Aktin-Polymerisierung und die Partikel-Internalisierung stehen. Neben den bereits 
genannten Komponenten sind an dem Aufnahmeprozess auch Protein Kinase C sowie verschiedene 
Motorproteine (Myosine) beteiligt (Aderem & Underhill, 1999).

Neben Fcγ- und Komplement-Rezeptoren können auch noch andere Rezeptoren an der Phagozytose 
beteiligt sein, wie z.B. der Mannose/Fructose-Rezeptor, verschiedene Komplement-Rezeptoren 
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(Aderem & Underhill, 1999) oder der Scavenger-Rezeptor (siehe Kap. 1.2.3).
Der Komplement-Rezeptor bindet Komplement-Proteine, die im Serum vorkommen. Während die 
Fcγ-Rezeptor-vermittelte Phagozytose konstitutiv aktiv ist, benötigt die Komplement-Rezeptor-
vermittelte Phagozytose neben der Bindung der Komplement-Proteine weitere Stimuli (PKC-
Aktivierung, TNFα, GM-CSF, u.a.) (Pommier et al., 1983). Auch die Morphologie des Internalisierungs-
prozesses unterscheidet sich: Während bei der Fcγ-Rezeptor-vermittelten Phagozytose der Partikel 
von Pseudopodien umschlungen und hineingezogen wird, treten diese bei der Komplement-Rezeptor-
vermittelten Phagozytose nicht oder nur mit geringem Ausmaß auf (Allen & Aderem, 1996; Kaplan, 
1977). Stattdessen „sinkt“ der opsonisierte Partikel in die Zellmembran ein (Abb. 1.3 B). Dabei ist der 
Kontakt mit der Membran weniger eng anliegend und kompakt, sondern eher punktuell. Darüber 
hinaus ist die Internalisierung auf funktionsfähige Mikrotubuli angewiesen, und es wurden Vesikel 
unterhalb des sich bildenden Phagosoms beobachtet, die auf ein intensives Membran „trafficking“ 
hindeuten (Pfeile in Abb. 1.3 B) (Allen et al., 1996). 
Ein weiterer Unterschied besteht in der Freisetzung proinflammatorischer Substanzen während der 
Phagozytose. Während Makrophagen bei der Fcγ-Rezeptor-vermittelten Phagozytose solche Stoffe 
freisetzen, wurde das bei der Komplement-Rezeptor-vermittelten Aufnahme nicht beobachtet 
(Aderem et al., 1985).

Abb. 1.3: Cryo-EM-Bilder von verschiedenen Phagozytose-Mechanismen. A: Makrophage internalisiert ein mit 
IgG opsonisiertes Partikel durch Ausbildung von Pseudopodien. B: Makrophage internalisiert ein mit 
Komplement-Proteinen opsonisiertes Partikel durch „Einsinken“ in die Zellmembran. Die Pfeile deuten auf 
kleine Vesikel direkt unter dem sich bildenden Phagosom (Abbildung aus Aderem et al., 1999) 

Nach Internalisierung des Partikels befördert das Phagolysosom den Inhalt durch das Zytoplasma, 
wobei Aktin depolymerisiert und das Phagolysosom unter Mitwirkung von Mikrotubuli mit frühen 
und späten Endosomen, und letztendlich mit Lysosomen, verschmilzt. (Swanson & Baer, 1995). Dieser 
Vorgang dauert je nach Partikel-Eigenschaften eine halbe Stunde bis zu einigen Stunden (Aderem & 
Underhill, 1999). Die Phagolysosomen werden durch Einstrom von H+-Ionen über Protonen-Pumpen 
und mit Hilfe von Enzymen (Esterasen, Kathepsine) angesäuert und der Inhalt degradiert (Claus et al., 
1998).
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1.2.2 Endozytose

Traditionell wurden die Nicht-Phagozytose-Mechanismen als „Pinozytose“ bezeichnet, was so viel wie 
„Zelltrinken“, also die Aufnahme von Flüssigkeiten und den darin gelösten Substanzen, bedeutet, im 
Gegensatz zur Phagozytose, der Aufnahme von festen Bestandteilen („Zellessen“). Besonders im 
Zusammenhang mit sehr kleinen und festen Nanopartikeln, die durchaus über Endozytose-
Mechanismen aufgenommen werden können, ist diese Unterscheidung nicht relevant.
Während Phagozytose von spezialisierten Zellen (Phagozyten) durchgeführt wird, können andere 
Endozytose-Mechanismen von so gut wie allen Zellen durchgeführt werden. Im Folgenden wird 
zwischen der Clathrin-vermittelten, Caveolae-vermittelten Endozytose, Makropinozytose, und 
anderen Clathrin- und Caveolae-unabhängigen Aufnahmewegen unterschieden.

1.2.2.1 Clathrin-vermittelte Endozytose

Die Clathrin-vermittelte Endozytose erfolgt konstitutiv in allen Säugetierzellen zur Nährstoffaufnahme 
und intrazellulären Kommunikation. Dabei lässt sich eine Rezeptor-unabhängige von der Rezeptor-
abhängigen Endozytose unterscheiden. Bei der der Rezeptor-unabhängigen Endozytose bewirken 
Ladung und hydrophobe Wechselwirkungen die Interaktionen mit der Zellmembran (Bareford & 
Swaan, 2007). Die Internalisierungsrate ist deutlich geringer als bei der Rezeptor-abhängigen 
Endozytose. Hier binden die Makromoleküle an komplementäre Oberflächen-Rezeptoren, 
akkumulieren in Clathrin-umhüllten Membraneinstülpungen („coated pits“) und gelangen als 
Rezeptor-Makromolekül-Komplex in Clathrin-umhüllten Vesikeln in die Zelle (Kanaseki & Kadota, 
1969). Die Rezeptor-Bindung vermittelte dabei eine hohe Selektivität, so dass auch in geringen 
Konzentrationen vorkommende Moleküle effizient aufgenommen werden können. Auch bestimmte 
Viren (z.B. Influenza) sind bekannt dafür, diesen Aufnahmeweg zu beschreiten (Marsh & Helenius, 
2006).
In Hepatozyten oder Fibroblasten können 2 % der gesamten Zelloberfläche aus Clathrin- „coated pits“ 
bestehen. Die Clathrin-Ummantelung liefert dabei einerseits die mechanische Kraft für die 
Membraneinstülpung. Andererseits dient sie als Andockstelle für verschiedene Oberflächen-
Rezeptoren. Dabei spielt das Protein Adaptin eine große Rolle. Diese formen zusammen mit weiteren 
Proteinen Adapter-Protein (AP) Komplexe, die das Clathrin-Gerüst an die Membran heften und durch 
Bindung der zytosolischen Domäne des Rezeptors die Verankerung im „coated pit“ bewirken (Abb. 
1.4). Diese endozytotischen „Pits“ sind auf eine Größe von ca. 120 nm beschränkt. Unter Mitwirkung 
von verschiedenen Rezeptoren können aber auch Partikel, die die Größe der Einstülpungen 
übersteigen, endozytotisch aufgenommen werden, wie anhand der Aufnahme von Viren und 
Bakterien gezeigt wurde (Sieczkarski & Whittaker, 2002; Stuart & Brown, 2006; Veiga & Cossart, 
2006).
Prominente Beispiele für Moleküle, die über die Clathrin-vermittelte Endozytose Rezeptor-abhängig 
aufgenommen werden, sind Transferrin und LDL. Das durch LDL transportierte Cholesterin ist unter 
anderem für die Synthese von Zellmembranen wichtig. Der LDL-Rezeptor ist, wie viele andere 
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Rezeptoren auch, unabhängig davon, ob er seinen Liganden gebunden hat, in den Clathrin- „coated 
pits“ vorzufinden. Andere benötigen eine Konformationsänderung durch Liganden-Bindung, um sich 
dort anzulagern. Auf jeden Fall wurde festgestellt, dass sich oft verschiedene Rezeptoren an solchen 
Regionen akkumulieren, so dass bis zu 1000 Rezeptoren pro „coated pit“ vorzufinden sind.
Die clathrin-vermittelte Endozytose von Transferrin/Transferrinrezeptor-Komplexen ist in Kap 1.4.2.2
und Abb. 1.15 – Transport genauer beschrieben.

Abb. 1.4: Aufbau von Clathrin-umhüllten Membraneinstülpungen und Vesikeln. links: Die 
Membraneinstülpungen („coated pits“) sind von einem Gerüst aus Clathrin-Molekülen, die über Adapter-
Protein-Komplexe mit der Zellmembran verbunden sind, umgeben. Die Interaktion der zytosolischen Domäne 
des Rezeptors mit dem Adapter Protein 2 Komplex (AP complex) führt zur Inkorporation des Rezeptor-Liganden-
Komplex in sich bildende endozytotische Vesikel. Die Abschnürung des Vesikels von der Zellmembran erfolgt 
durch Polymerisierung von Dynamin am Hals der Einstülpung unter Hydrolyse von GTP zu GDP+Pi. rechts: Ein 
Clathrin-Molekül besteht aus drei schweren und drei leichten Ketten und wird deshalb als „Triskelion“ 
bezeichnet (a); das Clathrin-Gitter besteht aus 36 Clathrin „Triskelions“ (b und c) (Abbildung aus Lodish et al., 
„Molecular Cell Biology 5th ed“)

1.2.2.2 Caveolae-vermittelte Endozytose

In Säugetierzellen ist die Clathrin-vermittelte Endozytose der überwiegend vorkommende 
Endozytose-Mechanismus. Einen alternativen Aufnahmeweg stellt die Caveolae-vermittelte 
Endozytose dar, die viel langsamer erfolgt. Caveolae sind flaschenförmige Einstülpungen der 
Plasmamembran, die erstmals in den 1950er Jahren aufgrund ihrer Morphologie entdeckt wurden 
(Yamada, 1955). Sie sind in der Regel 50-80 nm groß (Bareford & Swaan, 2007; Conner & Schmid, 
2003; Mayor & Pagano, 2007; Mukherjee et al., 1997), und sind an Cholesterin und Sphingolipiden 
angereichert (Anderson et al., 1998; Pralle et al., 2000), so dass sie oft mit „lipid rafts“ in Verbindung 
gebracht werden. „Lipid rafts“ sind Membran-Mikrodomänen, die mit Cholesterin, 
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Glycosphingolipiden, Sphingomyelin, Phospholipiden mit langen ungesättigten Fettsäureketten, 
Glycosylphosphatidylinositol-verankerten und zumindest einigen Membran-umspannenden 
Proteinen angereichert sind (Brown & London, 1998; Simons & Ikonen, 1997; Simons & Toomre, 
2000; Simons & Van Meer, 1988). Ihr Name beruht auf der Präsenz der integralen Membranproteine 
Caveolin, einer Familie von 25 kDa großen Proteinen. Caveolin-Moleküle besitzen eine zentrale 
hydrophobe Domäne, von der man glaubt, dass sie die Membran zweimal umspannt, wobei die N- 
und C-terminalen Domänen auf der zytoplasmatischen Seite zu finden sind. 

Abb. 1.5: Caveolae-abhängige Endozytose. Nach Beladung der flaschenförmigen Membraneinstülpung mit dem 
Liganden (z.B. Nanopartikel) schnürt Dynamin Caveolae-Vesikeln von der Zellmembran ab. Anschließend 
können die internalisierten Moleküle und Rezeptoren vier unterschiedliche Pfade einschlagen. A: Der Ligand 
gelangt ins Zytoplasma, während der Rezeptor an die Oberfläche zurückgeführt wird; B: Der Ligand gelangt zum 
ER, während der Rezeptor an die Oberfläche zurückgeführt wird; C: Der Ligand wird durch die Zelle zur 
gegenüberliegenden Zellmembran transportiert, der Rezeptor wird an die Oberfläche zurückgeführt; D: Der 
Rezeptor und Liganden bleiben im Caveolae-Vesikel; Beispiele für Moleküle des jeweiligen Transportwegs sind 
angegeben; zur Legende siehe Abb. 1.1 (oberer Teil modifiziert aus Hillaireau & Couvreur, 2009; unterer Teil 
modifiziert aus Anderson, 1998)

Lange Caveolin-Oligomere bilden eine Protein-Hülle, die auf der Oberfläche von Caveolae 
elektronenmikroskopisch sichtbar sind. In diesen Membranregionen, die in Endothelzellen, glatten 
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Muskelzellen und Fibroblasten 10-20 % der Zelloberfläche ausmachen können (Conner & Schmid, 
2003), sind häufig verschiedene Signaltransduktions-Proteine (z.B. α-Untereinheiten von 
heterotrimeren G-Proteinen) (Resh, 1999), häufig über Glycosylphosphatidylinositol verankert, 
geclustert (Brown & London, 1998; Hooper, 1999). Die unmittelbare Nähe zueinander könnte die 
Interaktion zwischen ihnen erleichtert und so zu einer effizienteren Signaltransduktion führen 
(Simons & Toomre, 2000).

Caveolae können große Molekülkomplexe wie Cholera Toxin internalisieren (Lencer et al., 1999), und 
dienen als Tor bei der Eindringung von Viren (Anderson et al., 1998; Stang et al., 1997) und Bakterien, 
wodurch sie einem lysosomalen Abbau entgehen können (Shin & Abraham, 2001). Dieser Umstand 
gewinnt bei der gezielten Applikation von Medikamenten durch „Nanocarriers“ zunehmend an 
Bedeutung. 
Im Gegensatz zu der Clathrin-vermittelten Endozytose ist die Caveolae-vermittelte Endozytose ein 
stark regulierter Prozess mit komplexen Signaltransduktionswegen, der durch die Fracht selbst 
bestimmt werden kann (Bareford & Swaan, 2007; Conner & Schmid, 2003). Nach Bindung des 
Partikels an die Zelloberfläche bewegt er sich entlang der Membran zu Caveolae-Einstülpungen, wo 
er durch Interaktionen mit Rezeptoren gehalten werden könnte. Die Abschnürung der Caveolae von 
der Membran erfolgt durch Dynamin. Die entstehenden Caveolae-Vesikeln enthalten keinen Enzym-
Cocktail, fusionieren also nicht mit Lysosomen, ein Vorteil für die Wirkstoff-Anlieferung, den sich auch 
viele Pathogen zu Nutze machen, um den lysosomalen Abbauweg zu umgehen (Hillaireau & Couvreur, 
2009). Nach der Internalisierung kann der weitere zytoplasmatische Transportweg der Caveolae-
Vesikel variieren (Abb. 1.5). Daran ist auch Aktin beteiligt (Pelkmans et al., 2002).

1.2.2.3 G-Protein-Rezeptor gekoppelte Endozytose

Abb. 1.6: Struktur eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors (GPCR). Der Rezeptor besteht aus sieben α-helikalen 
Transmembran-Domänen (H1-H7), die durch vier extrazelluläre (E1-E4) und vier zytosolischen Regionen (C1-C4) 
miteinander verbunden sind. Das C-terminale Segment (C4), die C3-Schleife, und in einigen Rezeptoren auch die 
C2-Schleife, sind an der Interaktion mit einem assoziierten trimeren G-Protein beteiligt (Abbildung aus Lodish et 
al., „Molecular Cell Biology 5th ed”)
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G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) kommen in allen eukaryontischen Zellen vor. In 
Säugetierzellen umfasst Die GPCR Familie Rezeptoren für eine Vielzahl von Hormonen (Glucagon, 
Angiotensin, Bradykinin) und Neurotransmitter (Adrenalin, Serotonin, Dopamin), durch Licht 
aktivierbare Rezeptoren (Rhodopsin) des Auges, sowie Geschmacks- und Geruchs-Rezeptoren. Das 
menschliche Genom umfasst Gene für mehrere tausend GPCR (Kolakowski, 1994). 

Alle GPCR bestehen aus sieben konservierten (Probst et al., 1992) Membran-durchdringenden, α-
helikalen Domänen, deren N-terminale Region, meist glykolysiert, auf der exoplasmatischen, und 
deren C-Terminus, meist phosphoryliert, auf der zytoplasmatischen Seite der Membran zu finden ist 
(Abb. 1.6) (Gudermann et al., 1997; Strader et al., 1994; Wess, 1997). Durch die Bindung eines 
Liganden an den Rezeptor wird ein GTP-bindendes Protein (G-Protein) aktiviert (Abb. 1.8) (Neer, 
1994). G-Proteine gehören zur Superfamilie der GTPasen und sind durch ihre heterotrimere 
Zusammensetzung (α-, β- und γ-Untereinheit) charakterisiert. Strukturell und funktionell sind sie 
nach der Gα-Untereinheit in Klassen unterteilt (Abb. 1.7).

Abb. 1.7: Klassen von G-Proteinen und ihre Funktionen (Abbildung aus Lodish et al., „Molecular Cell Biology 5th

ed“) 

Die Assoziierung eines G-Proteins mit dem Transmembran-Rezeptor bewirkt nach Ligandenbindung 
eine Konformationsänderung im G-Protein, was zur Freisetzung von GDP und Bindung von GTP führt 
(Abb. 1.8). Dadurch wird die Gα-Untereinheit von der Gβγ-Untereinheit getrennt und aktiviert je nach 
Klasse entweder einen Membran-gebunden Ionen-Kanal oder Enzyme, die downstream weitere 
Signalkaskaden in Gang setzen. Die Gαs-Untereinheit z.B. aktiviert eine Adenylatcyclase, die die 
Produktion des Second Messengers cAMP katalysiert. Das Gαi-Protein wiederum inhibiert die 
Adenylatcyclase, was zu einem geringen cAMP-Spiegel führt (Abb. 1.8). Die Aktivierung des Gαq-
Proteins bewirkt die Aktivierung von Phospholipase C (PLC), die die Produktion des Second 
Messengers Diacylglycerin (DAG) oder Inositoltrisphosphat (IP3) katalysiert, während die Gαq-
Untereinheit direkt mit Kaliumkanälen interagiert.
Die große Bedeutung der GPCR spiegelt sich in der Tatsache wider, dass ca. 50 % der zurzeit auf dem 
Markt befindlichen Medikamente auf den Rezeptor abzielen.
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Abb. 1.8: Auswirkungen der Aktivierung von Rezeptor-assoziierten G-Proteinen am Beispiel der Giα-
Untereinheit. links: die durch Rezeptor-Ligand-Bindung aktivierte Giα-Untereinheit inhibiert eine 
Adenylatcyclase, was zu einer verminderten cAMP-Produktion führt; rechts: nach Bindung mit seinem Substrat 
(z.B. Acetylcholin) aktiviert der Rezeptor (hier ein Muscarin-Acetylcholin-Rezeptor) die Giα-Untereinheit und 
dessen Dissoziierung von der Gβγ-Untereinheit. In diesem Fall öffnet die Gβγ-Untereinheit einen Kaliumkanal 
(Abbildung aus Lodish et al., „Molecular Cell Biology 5th ed“)

1.2.2.4 Clathrin- und Caveolae-unabhängige Endozytose

Neben den oben dargestellten Aufnahmewegen existieren auch Clathrin- und Caveolae-unabhängige 
Aufnahme-Mechanismen (Mayor & Pagano, 2007). Dabei hängt die Ausstattung der zur Verfügung 
stehenden alternativen Aufnahme-Mechanismen zum einen vom Zelltyp ab, wobei mehrere 
unterschiedliche Aufnahmewege parallel verlaufen können. Zum anderen können sie sich bei 
polarisierten Zellen zwischen der apikalen und basolateralen Seite unterscheiden.
Bestimmte Nervenzellen oder Lymphozyten z.B. besitzen keine Caveolae, führen aber eine „lipid 
raft“- abhängige Endozytose durch (Simons & Toomre, 2000). Auch bei Vorhandensein von Caveolae 
existieren Beispiele für eine Caveolae-unabhängige „lipid raft“-vermittelte Endozytose (Kirkham & 
Parton, 2005). Diese scheinen eine eher ursprüngliche Form der Aufnahme, wie sie in Hefen 
vorkommt, darzustellen.

1.2.2.4.1 „Lipid raft“-abhängige Endozytose

Erste Studien dazu kamen von Deurs und Sandvig, die eine Aufnahme des Toxins Ricin, das an 
Glykolipiden und Glykoproteinen bindet, auf der apikalen Seite von Epithelzellen beobachteten, wo 
keine Caveolae vorhanden sind. Diese Aufnahme war für Inhibitoren der Clathrin-vermittelten 
Endozytose insensitiv und unabhängig von Dynamin (Kirkham & Parton, 2005; Llorente et al., 2000). 
Stattdessen wurde sie durch Protein Kinase C (PKC) (Holm et al., 1995), Protein Kinase A (Eker et al., 



1.Einleitung

12

1994), trimere G-Proteine und Arachidonsäure reguliert (Llorent et al., 2000). Trotz Clathrin-
Unabhängigkeit lief der Aufnahmeweg mit dem Clathrin-vermittelten Weg in frühen Endosomen 
zusammen
Andere Studien zeigten einen ähnlichen Aufnahme-Mechanismus von Glycosylphosphatidylinositol 
(GPI)- verankerten Proteinen, klassische Marker für „lipid raft“ Domänen. Deren Internalisierung war 
Clathrin- und Dynamin- unabhängig, aber Cholesterin-abhängig (Sabharanjak et al., 2002) Reguliert 
wurde der Caveolae-unabhängige Aufnahmeweg durch GTPasen der Rho Familie (Cdc42, aber nicht 
RhoA oder Rac1).

Die Clathrin- und Caveolae-unabhängigen Endozytose-Mechanismen sind bis heute noch nicht 
vollständig aufgeklärt, zumal es schwierig ist, diese strikt von der Clathrin- und Caveolae-vermittelten 
Endozytose zu unterscheiden. Morphologisch können die „Carrier“ dieses Aufnahmewegs den 
Vesikeln von Clathrin- und Caveolae-vermittelter Endozytose ähneln. Auch ist noch nicht klar, 
inwieweit sich unterschiedlich Internalisierung-Mechanismen gleiche Prozesse teilen (z.B. 
Endosomen), was eine Unterscheidung noch erschwert (Kirkham et al., 2005).

1.2.2.4.2 Makropinozytose

Makropinzytose ist ein weiterer Aufnahme-Mechanismus in vielen Zellen (unter anderem 
Makrophagen), der unabhängig von Clathrin verläuft (Mukherjee et al., 1997; Swanson & Watts, 
1995). Bei der Makropinozytose werden unselektiv weite Membranareale zusammen mit großen 
Flüssigkeitsmengen internalisiert. Sie ist gekennzeichnet durch die Bildung von ca. 1 µm große, 
ungleichmäßige Vesikeln (Makropinosomen) (Conner & Schmid, 2003), die keine charakteristische 
Hüllen tragen noch spezifische Rezeptoren konzentrieren (Racoosin & Swanson, 1992). Durch Aktin-
Polymerisation an der Zellmembran bilden sich, ähnlich wie bei der Phagozytose, relativ große 
Membranausstülpungen (engl. ruffles) (Abb. 1.1 D und Abb. 1.9). Dieser Prozess wird durch die 
GTPase Rac1 und PKC stimuliert. Die „ruffles“ sind angereichert an „lipid rafts“ und 
Phosphoinositiden. Eine Cholesterin-Entfernung aus der Membran inhibiert die Bildung von 
Membran „ruffles“ und Makropinosomen (Grimmer et al., 2002). In diesem Zusammenhang spielt 
ARF6 eine wichtige Rolle. Ihre Funktion ist Cholesterin-abhängig. Eine Cholesterin-Herauslösung 
entfernt diese GTPase, die vermutliche mit der Rac1-Positionierung in die Membran zu tun hat, von 
der Membran. Überexpression von ARF6 bewirkt „ruffling“ und die Akkumulierung von 
Makropinosomen (Brown et al., 2003).
Der weitere Pfad der Makropinosomen kann je nach Zelltyp variieren, aber in den meisten Fällen 
werden sie angesäuert und schrumpfen. Vermutlich können sie mit Lysosomen fusionieren, oder aber 
sie führen ihren Inhalt an die Zelloberfläche zurück (Mukherjee et al., 1997). 
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Abb. 1.9: Makropinozytose. TEM-Aufnahme einer Epithelzelle bei der Internalisierung eines Bakteriums. A-C 
zeigen verschiedene Stadien der Aufnahme mit Membranausstülpungen (Lamellipodien, Pfeile) (Abbildung aus 
Slevogt et al., 2007)

1.2.3 Scavenger Rezeptor-vermittelte Aufnahme-Mechanismen

Scavenger Rezeptoren (SR) waren ursprünglich bei Makrophagen als Lipoprotein-erkennende-
Rezeptoren entdeckt. Im Gegensatz zu den LDL-Rezeptoren werden SR aber nicht durch LDL herunter 
reguliert. Heute sind sie als eine strukturell sehr diverse Rezeptor-Familie mit einer breiten Liganden-
Spezifität bekannt. Heute sind sechs Klassen (Klassen A-F) bekannt (Abb. 1.10). Zu den Liganden 
zählen allgemein modifizierte (acetylierte, oxidierte) LDLs, Proteine, RNA, Polysaccharide und 
Antigene, die eine Immunabwehr initiieren (Postlethwait, 2007).

Die Scavenger Rezeptoren der Klasse A (CD204) sind trimere Glykoproteine, die eine kleine N-
terminale intrazelluläre Domäne, eine extrazelluläre “coiled-coil-Kollagen-ähnliche Stiel-Region“ und 
eine Cystein-reiche C-terminale Domäne besitzen (Krieger, 1994). Drei Isoformen des Rezeptors 
werden durch alternatives Splicen desselben Gens exprimiert. Klasse A SR werden in 
Gewebsmakrophagen, Kupfferzellen und verschiedenen extrahepatischen Endothelzellen exprimiert, 
jedoch nicht in Monozyten oder Leukozyten. Zu den Liganden zählen neben modifizierten 
Lipoproteinen und polyanionischen Molekülen auch Gram-positive Bakterien, Heparin, 
Lipoteichonsäure sowie Vorstufen von Lipid A aus Lipopolysacchariden (LPS) von Gram-negativen 
Bakterien (Abb. 1.10). Auch bei der Aufnahme von apoptotischen Zellen spielen sie eine Rolle (Platt et 
al., 1996), und durch ihre Funktion der Cholesterin-Aufnahme wird ihnen auch eine Rolle bei der 
Bildung von Arteriosklerose zugeschrieben (Bowdish & Gordon, 2009).

Aus der Klasse B der Scavenger Rezeptoren sind drei verschiedene Isoformen bekannt: SR-B1, SR-B2 
und SR-B3 (CD36). Sie sind unter anderem an der Phagozytose von beschädigten oder apoptotischen 
Blutzellen (z.B. Lymphozyten, Erythrozyten) beteiligt (Abb. 1.10). 
Ein für den Fettstoffwechsel sehr bedeutender Scavenger-Rezeptor der Klasse B ist SR-B1. Dieser ist 
auf der Oberfläche von Makrophagen und Hepatozyten zu finden und bindet modifizierte HDL-
Moleküle (aber auch LDL und VLDL), ohne sie zu internalisieren. Stattdessen werden Cholesterinester 
daraus extrahiert und ins Zytoplasma geliefert.
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Abb. 1.10: Scavenger Rezeptor Familie (Abbildung aus „Encyclopedia Of Physical Science And Technology, 3rd ed 
- Biochemistry“)

Die oben erwähnten Funktionen der Scavenger Rezeptoren beschreiben eher eine Beteiligung an 
Phagozytose-Mechanismen. Allerdings sind sie auch an Endozytose-Mechanismen beteiligt. Chen et 
al. (2006) beobachteten zum Beispiel, dass nach Bindung eines Nanopartikels an den Scavenger 
Rezeptor dieser phosphoryliert wird, und der  Ligandenkomplex anschließend mit „coated pit“ 
Strukturen assoziiert. Diese wurden anschließend in Endosomen internalisiert, wo der Ligand von 
dem Rezeptor dissoziiert. Während der Ligand zu Lysosomen transportiert wurde, gelangte der 
Rezeptor zurück zur Zellmembran (Fong & Le, 1999).

1.3 Aufnahme von Nanopartikeln

Nanopartikel können prinzipiell über jeden der oben beschriebenen physiologischen 
Aufnahmemechanismen in die Zelle gelangen. Dazu muss der Partikel zunächst behindernde Kräfte 
überwinden, um in Kontakt mit der Zellmembran zu gelangen (Tab. 1.1). Dabei helfen 
hydrodynamische (Konvektion, Brownsche Molekularbewegung), elektrodynamische (Van-der-Waals-
Kräfte), elektrostatische (Ionen-Ladung) und sterische Interaktionen. Diese sind von den 
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Nanopartikel-Eigenschaften wie Materialzusammensetzung, Größe, Form und Oberflächen-
Krümmung, Porosität, Oberflächen-Kristallinität und -Rauheit, Heterogenität, Hydrophobizität/ 
Hydrophilität sowie Oberflächen-Funktionalisierung und –Ladung abhängig.

Tab. 1.1: Kräfte, die eine Interaktion zwischen Nanopartikel und Zellmembran fördern und verhindern

Begünstigende Kräfte Widerstandskräfte

Spezifische Bindung durch Rezeptor-Liganden-

Interaktionen

Dehnung/ Elastizität der Zellmembran

Unspezifische Bindung vermittelt durch 

Partikeloberflächen-Eigenschaften

Thermische Fluktuationen der Zellmembran

Freisetzung freier Energie an der Kontaktstelle Rezeptor-Diffusion zur Kontaktstelle

Optimale Partikelgröße und -Form Hydrophober Ausschluss polarer Oberflächen von der 

Zellmembran

Energie-abhängige Antriebskräfte durch Membran-

und Zytoskelett-Komponenten, 

Bindungs-Elastizität der Rezeptor-Liganden-Bindung

Neben den reinen Partikeleigenschaften spielen Interaktionen mit dem Lösungsmittel und das 
Verhalten im Medium wichtige Rollen (Nel et al., 2009). Die effektive Oberflächenladung, 
Partikelaggregation, Dispersion, Stabilität, Löslichkeit und Hydratisierungsstatus sind Parameter, die 
durch Ionenstärke, pH-Wert, Temperatur und das Vorhandensein von organischen Molekülen (vor 
allem Proteinen) oder Detergenzien des Mediums drastisch beeinflusst werden können. In diesem 
Zusammenhang ist die Bildung einer Proteinkorona um den Nanopartikel ein bedeutender Faktor für 
das Verhalten im biologischen Medium als auch für die Interaktion mit der Zelle. Die Bindung von 
Proteinen kann deren Konformation ändern, was zur Ausbildung neuer Epitope, veränderten 
Funktionen und/ oder einer veränderten Avidität führen kann. Gleichzeitig können sich die 
Partikeleigenschaften drastisch ändern. Vor allem können Oberflächenladungen abgeschwächt bzw. 
neutralisiert oder Liganden maskiert, und dadurch die Stabilität des Partikels verändert werden. Auch 
der hydrodynamische Durchmesser des Nanopartikels verändert sich (Abb. 1.11).
Die Zusammensetzung der Proteinkorona hängt stark von dem das Nanopartikel umgebende Medium 
ab. Im Blut z.B. mögen Serum-Albumin und Fibrinogen zunächst die dominierenden Proteine sein. 
Diese können langfristig mit Proteinen, die in einer geringeren Konzentration vorkommen, aber eine 
höhere Affinität und langsamere Kinetik besitzen, ersetzt werden (Cedervall et al., 2007). Zu den 
Proteinen, die häufig in der Proteinkorona von vielen Nanopartikeln zu finden sind, zählen Albumin, 
Immunglobuline, Komplement-Proteine, Fibrinogen und Apolipoproteine (Tenzer et al., 2011;
Aggarwal et al., 2009).
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Abb. 1.11: Bildung einer Nanopartikel-Proteinkorona. Das Zusammenspiel verschiedener Partikeleigenschaften 
bestimmt die Beschaffenheit der Proteinkorona in einer biologischen Umgebung. Die Adsorption und Ablösung 
von charakteristischen Proteinen, kompetitive Bindungen, sterische Hindernisse durch Detergenzien und 
adsorbierten Polymeren sowie die Proteinzusammensetzung des Mediums beeinflussen die Dynamiken 
innerhalb der Korona. Diese kann sich nach Überführung des Partikels in eine andere biologische Umgebung 
ändern (Abbildung aus Nel et al., 2009)

Im Folgenden werden die wichtigsten Nanopartikel-Eigenschaften und ihre Relevanz für die in vitro
Aufnahme und in vivo Biodistribution erläutert: 
Die Ladung spielt dabei eine wesentliche Rolle. Aus der Literatur ist bekannt, dass geladene 
Nanopartikel besser aufgenommen werden als ungeladene (Metz et al., 2004). Dabei kommt es nicht 
nur auf die Netto-Ladung der Oberfläche, sondern auch auf die Ladungsdichte an (Lorenz et al., 
2006). Aufgrund der negativen Ladung der Zellmembran sollten positiv geladene Partikel bevorzugt 
werden (Lorenz et al., 2006; Matuszewski et al., 2005). Bei der Frage nach dem in Abhängigkeit von 
der Ladung bevorzugten Endozytose-Mechanismus existieren kontroverse Standpunkte. So konnten 
Harush-Frenkel et al. (2007) eine Aufnahme positiv geladener Nanopartikel durch HeLa-Epithelzellen 
über die Clathrin-vermittelte Endozytose beobachten. Dausend et al. (2008) beschrieben in den 
gleichen Zellen eine eher schwache Aufnahme von geladenen Nanopartikeln durch eine Clathrin-
vermittelte Endozytose, wobei auch hier positiv geladene stärker aufgenommen wurden als negativ 
geladenen Partikel. Lunov et al. (2011a) kamen bei Experimenten mit Makrophagen zu 
gegensätzlichen Ergebnissen: Sie stellten eine Clathrin-vermittelte Aufnahme bei negativ geladenen 
Nanopartikeln fest. Offensichtlich hängt die Nanopartikel-Aufnahme sehr stark von dem verwendeten 
Zelltyp und seinem Differenzierungsstatus (Jiang et al., 2010a; Yacobi et al., 2010) sowie seiner 
Ausstattung an Oberflächen-Rezeptoren ab (Nel et al., 2009).
Auch bei der Interaktion mit Endosomen oder Lysosomen kann die Ladung eine Rolle spielen.
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Auf der anderen Seite ist die Aufnahmerate von Partikeln mit hydrophober Oberfläche (z.B. bei 
Polyisopren) (Lorenz et al., 2008) höher als bei weniger stark hydrophoben Oberflächen (z.B. bei 
Polystyren), weil sich aufgrund der hydrophoben Beschaffenheit der Zellmembran hydrophobe 
Partikel besser anlagern können (Hu et al., 2007). Bei hydrophoben Partikeln nimmt deren 
Phagozytose mit zunehmender Größe zu, bei hydrophilen Partikeln mit abnehmender Größe. Darüber 
hinaus reduziert eine PEGylierung die Opsonierung von Nanopartikeln durch zelleigene Proteine 
(Proteinkorona) und somit die Phagozytose (Peracchia et al., 1998; Torchilin et al., 1995; Vonarbourg
et al., 2006). Auch eine Dextran-Hülle reduziert die Protein-Adsorption, verhindert hydrophobe 
Wechselwirkungen mit der Zellmembran, und verringert so die Aufnahme (Rouzes et al., 2000;
Bonnemain, 1998; Lemarchand et al., 2006). Dies bewirkt, dass die in vivo Bluthalbwertszeiten von 
hydrophilen Partikeln durch Verminderung der Eliminierung durch das RES vor allem der Leber und 
der Milz deutlich höher sind (Abb. 1.12) (Owens III & Peppas, 2006).

Eine weitere, wichtige Eigenschaft, die den Aufnahmemechanismus beeinflusst, ist die 
Nanopartikelgröße. So nehmen phagozytierende Monozyten in vitro 150 nm große SPIOs besser auf 
als 30 nm große Nanopartikel (Abb. 1.12) (Metz et al., 2004; Oude Engberink et al., 2007). In anderen 
Experimenten haben nicht-phagozytierende T-Zellen eine Größenselektion bei 100 nm gezeigt 
(Thorek & Tsourkas, 2008). Kleinere (< 50 nm) und größere (> 200 nm) SPIOs wurden schlechter 
aufgenommen. Diese Beispiele zeigen, dass es schwierig ist, klare, allgemeingültige Grundsätze 
aufzustellen. Es müssen viele Parameter, unter anderem der verwendete Zelltyp (Lunov et al., 2011b), 
beachtet werden. Trotzdem lassen sich in der Literatur für die einzelnen Aufnahmewege bevorzugte 
Größenbereiche feststellen: Partikel, die größer als 250 nm messen, werden vorzugsweise durch 
Phagozytose aufgenommen, während Partikel, die kleiner sind, durch Endozytose aufgenommen 
werden. Hier lassen sich noch die Clathrin-vermittelte Endozytose bei Partikeln, die kleiner als 200 nm 
groß sind, von der Caveolae-vermittelten Endozytose unterscheiden, die bei eher größeren Partikeln 
bis 500 nm Größe zunimmt (Rejman et al., 2004). Bei unter 25 nm großen Partikeln wurden 
Aufnahmemechanismen beobachtet, die unabhängig von Clathrin, Caveolae und Cholesterin agierten 
(Lai et al., 2007).
Systemisch gesehen können kleine Partikel in vivo Barrieren zwar besser und schneller passieren, um 
zu schwer erreichbaren Geweben zu gelangen. Auf der anderen Seite werden Partikel, die kleine als 
8 nm groß sind, rasch über die Nieren ausgeschieden und können ihre Wirkung deshalb nicht 
entfalten (Abb. 1.12). Dem gegenüber fangen Leber und Milz bzw. deren Makrophagen generell 
Partikel, die größer als 200 nm groß sind, ab.

Schließlich spielt auch die Form des Partikels eine Rolle (Gao et al., 2005). Sie beeinflusst die 
Interaktion mit der Zellmembran. So bevorzugen Makrophagen starre bzw. steife Partikel.
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Abb. 1.12: Die Physiko-chemischen Eigenschaften von Nanopartikeln bestimmen die in vivo Biokompatibilität. 
Die wichtigsten Parameter, sind Größe, Zeta-Potenzial (Oberflächenladung) und Hydrophobizität. Die 
Biokompatibilität wird durch das Farbspektrum verdeutlicht, wobei rot Toxizität, blau Unbedenklichkeit und 
grün bis gelb zunehmende Übergänge darstellen. Nach diesem Diagramm sind kationische Partikel oder Partikel 
mit hoher Oberflächen-Reaktivität eher toxisch (roter Hügel) als größere, hydrophobe Partikel, die schnell durch 
das RES entfernt werden (blaues Tal). Partikel, die eine erhöhte Permeations- und Retentions-Neigung (EPR 
effect) aufweisen, besitzen mittelgroße Durchmesser und relativ neutrale Oberflächen, und besitzen deshalb 
optimale Eigenschaften für die chemotherapeutische Wirkstoff-Anwendung (Abbildung aus Nel et al., 2009)

Rezeptor-vermittelte Aufnahmewege sind in der Regel viel schneller als andere (Falcone et al., 2006; 
Lai et al., 2007; Nabi & Le, 2003). Die Aufnahme von Nanopartikeln über die Clathrin-vermittelte, 
Rezeptor-abhängige Endozytose z.B. funktioniert prinzipiell genauso wie in Kap. 1.2.2.1 beschrieben. 
Von besonderer Bedeutung ist hier die Proteinkorona bzw. die Liganden-Funktionalisierung des 
Nanopartikels insoweit, dass je nach geladenen Proteinen die Aufnahme durch Interaktionen mit den 
Rezeptoren beschleunigt oder verlangsamt werden kann. Dabei beeinflussen Partikel-Größe und –
Form die Anzahl der Kontakte mit Rezeptoren, die Rekrutierung von weiteren Rezeptoren, oder bei 
unspezifischen Wechselwirkungen, die Größe der Kontaktfläche. Eine optimale Größe in Bezug auf die 
favorisierte Größe von „coated pit“ Strukturen würde die Invagination und damit die Aufnahmerate 
begünstigen (Abb. 1.13) (Chithrani et al., 2006; Decuzzi & Ferrari, 2007).
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Abb. 1.13: Membran-Invagination bei der Nanopartikel-Aufnahme. Damit eine Aufnahme stattfinden kann, 
müssen durch spezifische (Rezeptor-Ligand-Interaktion) oder unspezifische (hydrophobe Wechselwirkungen) 
Interaktionen die behindernden Kräfte (siehe Tab. 1.1) an der Kontaktstelle überwunden werden (Abbildung aus 
Nel et al., 2009)

1.4 Physiologie des Eisenstoffwechsels

Eisen ist ein Übergangsmetall und ein essentielles Spurenelement für fast alle Lebewesen. In 
pflanzlichen Organismen dient es z.B. als Elektronendonor bei der Photosynthese und beeinflusst die 
Bildung von Chlorophyll und Kohlenhydraten. Bei Tieren und Menschen ist es vor allem für die 
Blutbildung unerlässlich. Die Bedeutung von Eisen resultiert aus seinem weiten Redoxpotenzial-
Bereich von 1000 bis -500 mV und der daraus resultierenden Fähigkeit zur Partizipation an „Ein-
Elektron-Austausch-Reaktionen”. Die zwei bedeutendsten und am häufigsten vorkommenden 
Oxidationsstufen sind Fe2+ und Fe3+. Aufgrund der bedingten Löslichkeit von Eisenionen (vor allem 
Fe3+) und ihrem toxischen Potenzial (siehe Kap. 3.4.3) liegen sie jedoch selten und nur in geringen 
Konzentrationen „frei“ vor, sondern sind meistens an Liganden gebunden.

Im menschlichen Körper beträgt die Gesamteisenmenge 3-5 g. Etwa 80 % davon sind als 
„Funktionseisen“ in ständiger Verwendung. Davon befindet sich mit ca. 1,8 g (ca. 70 %) der größte 
Anteil im Hämoglobin, als Zentralatom des Kofaktors Häm, das für den Sauerstofftransport 
verantwortlich ist (Abb. 1.14). Weitere Anteile befinden sich in den Muskeln als Myoglobin (ca. 0,3 g) 
und in verschiedenen, eisenhaltigen zellulären Enzymen (ca. 8 mg; siehe Kap. 1.4.3). Beim 
erwachsenen Mann sind ca. 19 % (ca. 1 g) als Depoteisen in Form von Ferritin (Kap. 1.4.6.1) oder 
Hämosiderin (1.4.6.2), vor allem in Leber und Milz, gespeichert, bei menstruierenden Frauen deutlich 
weniger (0-200 mg). Etwa 80 % des Lebereisens ist in Form von Ferritin gespeichert (Graham et al., 
2007). Nur ein geringer Teil von ca. 3 mg (0,1 %) zirkuliert im humanen Serum an das 
Transportprotein Transferrin (Kap. 1.4.2.1) gebunden.
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Abb. 1.14: Physiologie des Eisenstoffwechsels. Der Weg des Eisens durch den Körper mit den Stationen 
„Absorption“, „Transport“, „Verwendung“, „Verlust“, „Rezyklierung“, „ Speicherung“ und „Regulierung“. Die 
einzelnen Punkte werden im Text genauer beschrieben und sind in Abb. 1.15 detaillierter dargestellt (Abbildung 
von www.ironatlas.com).

1.4.1 Absorption

Die intestinale Aufnahme von Eisen aus der Nahrung (westliche Mischkost ca. 6 mg/1000 kcal) erfolgt 
an der apikalen Seite der Enterozyten im Duodenum und oberen Jejunum. Dabei werden etwa 1 – 2 
mg Eisen pro Tag, das in drei verschiedenen Formen vorliegen kann, aufgenommen. Pflanzliches Eisen 
in der Nahrung liegt größtenteils als polymerer Fe(III)-hydroxid-Kohlenhydrat-Komplex mit einer 
geringen Bioverfügbarkeit vor. Im sauren Magenmilieu wird das Eisen jedoch, besonders gut unter 
reduzierenden Bedingungen (Vitamin C), herausgelöst, und kann als zweiwertiges ionisches Eisen 
(Fe2+) unter den Bedingungen im Duodenum (Übergang saurer-neutraler pH-Wert) gut löslich 
gehalten und über den Divalenten Metalltransporter 1 (DMT1, Kap. 1.4.1.1) aufgenommen werden 
(Abb. 1.15 – Absorption). Zusätzlich können aber auch die Fe3+-Ionen verwertet werden, indem sie 
durch die auf der apikalen Seite vorkommende Ferrireduktase „Duodenales Cytochrom B“ (Dcytb) zu 
Fe2+ reduziert werden (McKie et al., 2000; McKie, 2008), bevor sie über DMT1 aufgenommen werden 
können.
Die Aufnahme von Häm-Eisen aus tierischen Nahrungsmitteln erfolgt im Darmlumen über das „Heme 
Carrier Protein 1“ (HCP1) (Shayeghi et al., 2005).
Nach der Aufnahme liegt das Eisen innerhalb der Zellen frei, oder niederaffin an verschiedenen 
Molekülen gebunden, im sogenannten „Labile Iron Pool“ (LIP, siehe Kap. 3.3.1), vor. Die genaue 
Struktur dieser Verbindungen sowie die mögliche Existenz eines intrazellulären Eisentransporters sind 
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zurzeit noch nicht bekannt. Auf der basolateralen Seite gelangt das Eisen über den Eisenexporter 
Ferroportin 1 (Fpn1, Kap. 1.4.5.1) in die Zirkulation, wobei die Fe2+-Ionen sofort durch die 
membrangebundene und mit Ferroportin interagierende Ferroxidase Hephaestin, oder durch die 
zirkulierende Variante, Ceruloplasmin, zu Fe3+ oxidiert (Harris et al., 1999; Vulpe et al., 1999; Yeh et 
al., 2011), und an das Transportmolekül Transferrin (Kap. 1.4.2.1) gebunden werden (Abb. 1.15 –
Absorption) (Frazer et al., 2001). Dabei ist vermutlich das Hormon Gastrin behilflich, das als Fe3+-
Chaperon fungiert (Kovac et al., 2011).
Da Eisen nicht aktiv ausgeschieden werden kann, erfolgt die Regulierung der Eisenhomöostase 
hauptsächlich über die Absorption im Duodenum. Gewöhnlich wird nur ein kleiner Anteil (ca. 10 %) 
des in der Nahrung vorhandenen Eisens aufgenommen. Ein erhöhter Eisenbedarf führt jedoch zu 
einer gesteigerten Resorption, die allerdings beschränkt ist und selten 3-5 mg pro Tag überschreitet. 
Faktoren wie Magensäuresekretion, pH-Wert, Darmmotilität und gastrointestinale Erkrankungen oder 
Resektionen beeinflussen ebenfalls die Eisenaufnahme aus der Nahrung.
Der zentrale Regulator der Eisenhomöostase ist Hepcidin (Kap. 1.4.7.2.1). Es reguliert die 
Eisenaufnahme über den Darm (Laftah et al., 2004; Yamaji et al., 2004). Die gängige Lehrmeinung 
über seine Funktionsweise ist die, dass es durch Bindung an Ferroportin dessen Internalisierung und 
Abbau bewirkt, sodass die Freisetzung des Eisens aus Enterozyten und Eisen-speichernden Zellen 
(Hepatozyten, Makrophagen) in die Blutzirkulation inhibiert wird (Abb. 1.15 – Absorption, Punkt 1 & 
2; Abb. 1.20) (Frazer & Anderson, 2005; Knutson & Wessling-Resnick, 2003; Knutson et al., 2005;
Nemeth et al., 2004). Das sich dabei in den Enterozyten ansammelnde Eisen wird in Form von Ferritin 
(Kap. 1.4.6.1) gespeichert (Abb. 1.15 – Absorption, Punkt 3). Bei der physiologischen Abschilferung 
der Enterozyten (Ø Lebensdauer 1-2 Tage) wird das in der Zelle enthaltene Eisen mit ausgeschieden.

1.4.1.1 DMT1

Der Divalente Metall-Ionen-Transporter (DMT1, Genname Slc11a2), auch DCT1 oder NRAMP2 
genannt, ist ein 561 AS großes Transmembran-Glykoprotein mit 12 Transmembran-Domänen. Es 
bewirkt einen Protonen-vermittelten Kationentransport von zweiwertigen Metallionen (Fe2+, Zn2+, 
Mn2+, Co2+, Cd2+, Cu2+, Ni2+, Pb2+) (Gruenheid et al., 1995; Gunshin et al., 1997). Beim Menschen ist 
DMT1 vorwiegend für den Transport von Eisen(II) zuständig (Garrick et al., 2003), hauptsächlich bei 
der Nicht-Transferrin-gebundenen Eisenaufnahme durch Enterozyten (Abb. 1.15 – Absorption) und 
dem Transport von Fe2+ aus Endosomen/Lysosomen ins Zytosol (Abb. 1.15 – Transport) (Tabuchi et al., 
2000). So ist die DMT1-Expression im Duodenum bei Eisenmangel erhöht. Dafür sorgt der 
Transkriptionsfaktor „Hypoxia-inducible factor 2α“ (HIF2α) (Mastrogiannaki et al., 2009; Shah et al., 
2009). Bei Menschen und Mäusen führt eine Inaktivierung von DMT1 zu Eisenmangel-Anämien 
(Gunshin et al., 2005; Mims & Prchal, 2005).
DMT1 kommt aber auch in nahezu allen anderen Geweben und Organen vor. Besonders hohe 
Konzentrationen finden sich neben dem proximalen Dünndarm auch in Gehirn, Thymus, Nieren und 
Knochenmark (Gunshin et al., 1997). In der Leber und in der Leberzelllinie HepG2 geht eine erhöhte 
Eisenaufnahme mit einer steigenden DMT1-Expression einher, um den Organismus durch Aufnahme 
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und Speicherung in Ferritin vor einer potenziell toxischen Eisendosis zu schützen (Scheiber-
Mojdehkar et al., 2003; Trinder et al., 2000).
Beim Menschen und auch bei der Maus existieren vier DMT1 Splice-Varianten, die sich durch das
Vorhandensein von 5‘ Exons (1A oder 1B) und 3’ Exons (mit oder ohne „Iron responsive Elements“, 
IREs, siehe Kap. 1.4.7.1) voneinander unterscheiden (Lee et al., 1998). Isoformen, die das 
„ursprüngliche“, kürzere Exon 1B tragen, werden ubiquitär exprimiert, was die Vermutung nahe legt,
dass sie am Transport von Eisen aus den Endosomen bei der TfR-abhängigen Eisenaufnahme beteiligt 
sind (vermutlich Isoform 1B ohne IRE; Touret et al., 2003). In der Leber kommt hauptsächlich die 
Isoform 1B+IRE vor (Hubert & Hentze, 2002). Die Isoformen mit IRE sind überwiegend in der 
Plasmamembran zu finden und werden langsamer internalisiert als die Isoformen ohne IRE. Bei 
letzteren sorgen C-terminale Signalpeptide für eine effiziente Endozytose (Lam-Yuk-Tseung & Gros, 
2006). Die Isoformen mit dem Exon 1A tragen eine 5‘ Verlängerung von 30 AS und könne auch ohne 
3‘-IRE eisenabhängig reguliert werden. Deren hauptsächliche subzelluläre Lokalisierung wird in der 
Plasmamembran vorausgesagt (Hubert & Hentze, 2002). Gewebsspezifisch sind sie stark im 
Dünndarm und in der Niere exprimiert, und lassen im Zusammenspiel mit den 3‘ IREs eisenabhängige 
Funktionen bei der duodenalen Eisenaufnahme und bei der Resorption von divalenten Metallionen 
aus dem Primärharn der Niere vermuten (Fleming et al., 1998; Tabuchi et al., 2000).

Unabhängig vom IRP/IRE System wurde in Enterozyten (Caco-2 Zellen) eine transkriptionale 
Hemmung von DMT1 durch Hepcidin beobachtet (Brasse-Lagnel et al., 2011; Mena et al., 2008). 
Darüber hinaus wird DMT1 auch durch inflammatorische Stimuli reguliert. So erhöhten Interferon-γ 
(IFNγ) und Lipopolysaccharid (LPS) gemeinsam transkriptional die DMT1-Expression in Monozyten 
(Ludwiczek et al., 2003). Auch eine Regulierung durch NF-κB sowie durch das NF-YA Protein wurde 
beobachtet (Paradkar & Roth, 2007).

1.4.2 Transport & Zelluläre Aufnahme

Der Transport von Eisen zu den Geweben erfolgt über den Blutkreislauf. Transferrin ist das Haupt-
Transport-Protein. Es befördert Eisen zwischen den Funktions- und Speicher-Kompartimenten hin und 
her. Durch seine starke aber variable Affinität für Fe(III) sorgt es dafür, dass kein potenziell toxisches 
freies Eisen in der Zirkulation vorliegt. Aus dem Blutkreislauf gelangt Eisen physiologischerweise über 
den Transferrin-Rezeptor (Kap. 1.4.2.1) in die Zielzellen (Abb. 1.15 – Transport).
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Abb. 1.15: Physiologie des Eisenstoffwechsels. Die in den einzelnen Abbildungen dargestellten Stationen des 
Eisens im Körper werden im Text genauer beschrieben (Abbildung von www.ironatlas.com).

1.4.2.1 Transferrin

Der Transport von Eisen im Kreislauf erfolgt über Transferrin, einem β-Globulin Homodimer mit einer 
molekularen Masse von 80 kDa. Das Glykoprotein wird hauptsächlich von Hepatozyten, aber auch in 
Lymphknoten, Thymus, Milz, Speicheldrüsen, Knochenmark und Hoden synthetisiert, und besitzt eine 
Halbwertszeit von 8 Tagen (Pantopoulos, 2012). Es kann zwei Fe3+-Ionen binden, unter 
physiologischen Bedingungen liegt jedoch nur eine Transferrin-Sättigung von etwa 30 % vor, was 
einen Puffer bei steigenden Eisenkonzentrationen darstellt. Die Konzentration von voll beladenen 
Apotransferrin-Molekülen im Serum beträgt etwa 5 µmol/L, was ca. 1/10 des gesamten 
Transferrinpools (25 – 50 µmol/L) entspricht (Gkouvatsos et al., 2012). Beim unbeladenen Transferrin 
spricht man von Apotransferrin.
Mäuse und Menschen mit Mutationen im Transferrin bilden schwere Anämien aus (Hentze et al., 
2010).

1.4.2.2 Transferrin-Rezeptor 1

Der humane Transferrin-Rezeptor 1 (TfR1) ist ein durch Disulfidbrücken zusammengehaltenes 
Transmembran-Glykoprotein aus identischen Untereinheiten mit jeweils 760 Aminosäuren (95 kDa) 
(Hu & Aisen, 1978; McClelland et al., 1984). Der mit Abstand größte Teil des Dimers liegt extrazellulär 
(AS 90-760). Der zytoplasmatische Teil enthält eine Phosphorylierungsstelle (Ser24) für Proteinkinase 
C (PKC) und das Internalisierungsmotiv YTRF (Collawn et al., 1993). Dazwischen liegt die hydrophobe 
Intermembranregion (AS 62-89) mit zwei Palmitoylierungsstellen, die für die Membranverankerung 
und Endozytose wichtig sind (Alvarez et al., 1990; Fuchs et al., 1998).

Die Aufnahme von an Transferrin gebundenem Eisen erfolgt über die Bindung an den TfR1, wobei 
jede Untereinheit ein Transferrin-Molekül bindet und die Affinität mit höherer Eisenbeladung 
zunimmt (Kd = 10-23 M; Abb. 1.15 – Transport, Punkt 1) (Aisen, 2004; Young et al., 1984). Nahezu alle 
Zellen exprimieren ihn, eine Ausnahme bilden Erythrozyten und Thrombozyten (Van Bockxmeer & 
Morgan, 1979; Hannuxela et al., 2003). Da sie nicht proliferieren, haben sie keinen erhöhten 
Eisenbedarf, der das Vorhandensein von TfR1 notwendig macht. Nach der Bindung wird der 
Transferrin/Transferrinrezeptor-Komplex mittels Rezeptor-vermittelter, Clathrin-abhängiger 
Endozytose (Kap. 1.2.2.1) internalisiert (Abb. 1.15 Abb. 1.17– Transport, Punkt 2) (Morgan et al., 
1986). Im Endosom wird der pH-Wert auf pH 5-6 abgesenkt (Abb. 1.15 – Transport, Punkt 3) (Klausner 
et al., 1983). In diesem reduktiven Milieu dissoziiert das Fe(III) vom Transferrin (Baldwin et al., 1982) 
und wird durch die NADH-abhängige Metalloreduktase „six-transmembrane epithelial antigen of 
prostate-3“ (STEAP3) zu Fe(II) reduziert (Abb. 1.15 – Transport, Punkt 4) (Dautry-Varsat et al., 1983; 
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Ohgami et al., 2006). Die Fe2+-Ionen gelangen über DMT1 ins Zytosol (Fleming et al., 1998), das 
resultierende Apotransferrin wird, noch gebunden an den Transferrin-Rezeptor, zurück an die 
Zelloberfläche recycliert (Lamb et al., 1983). Durch den neutralen pH-Wert der extrazellulären 
Flüssigkeit dissoziiert das Apotransferrin von dem Rezeptor und wird wieder in den Blutkreislauf 
freigesetzt (Abb. 1.15 – Transport, Punkt 5) (Young et al., 1985). Dieser Zyklus dauert nur wenige 
Minuten (Bacon & Tavill, 1984; Katz, 1961).

Die Regulierung von TfR1 findet eisenabhängig, post-transkriptional über das IRE/IRP-System statt 
(siehe Kap. 1.4.7.1), wobei hohe Eisenkonzentrationen die Expression inhibieren (Abb. 1.18 rechts)
(Casey et al., 1988; Harford & Klausner, 1990). Das TFR1-Gen enthält in der Promoter-Region ein 
„Hypoxia Response Element”, das bei Sauerstoffmangel durch den “Hypoxia inducible factor 1“ (HIF1) 
erkannt wird, was zur Hochregulation von TfR1 führt (Bianchi et al., 1999; Lok & Ponka, 1999; Tacchini
et al., 1999). Auch Mitogene, Wachstumsfaktoren oder Zytokine wie Interleukin 2 (IL-2) stimulieren 
die TfR1-Transkription (Miskimins et al., 1986; Ouyang et al., 1993; Seiser et al., 1993). Außerdem 
wird TfR1 bei proliferierenden und sich im Wachstum befindenden Zellen hochreguliert, um den 
Eisenbedarf der Zelle vor allem für die bei der DNA-Synthese unentbehrliche Ribonukleotid-
Reduktase zu decken (Chitambar et al., 1983; Trowbridge & Omary, 1981; Wang et al., 2005a). Der 
somit auch bei Tumorzellen stark exprimierte TfR1 ist daher ein begehrter Zielkandidat für Anti-
Tumor-Wirkstoffe (Daniels et al., 2006a; Daniels et al., 2006b)
Eine Inaktivierung des Trf1-Gens führte bei Mäusen bereits im Embryonalstadium aufgrund einer 
schweren Anämie zum Tod (Levy et al., 1999).

1.4.2.3 Transferrin-Rezeptor 2

Neben dem TfR1 existiert auch ein TfR2 (Kawabata et al., 1999), dessen AS-Sequenz zu 61 % mit der 
des TfR1 übereinstimmt (Daniels et al., 2006a). Dessen zwei Isoformen werden als Splice-Varianten 
zelltypspezifisch exprimiert. Die α-Form ist, ebenso wie der TfR1, ein Typ-II-Transmembran-
Glykoprotein, das, vermutlich auch als Homodimer, mit einer 25–30mal geringeren Affinität als TfR1 
an Transferrin bindet (West et al., 2000), und ähnlich wie der Transferrin-TfR1-Komplex internalisiert 
wird. Allerdings vermuten Robb et al. (2004), dass eine Rezyklierung von Transferrin an die 
Zelloberfläche nicht stattfindet. Der TfR2 wird vor allem in Hepatozyten, aber auch in erythroiden und 
myelotischen Zellen exprimiert (Deaglio et al., 2002). Gewebe wie Milz, Lunge, Muskel oder Prostata, 
sowie periphere Makrophagen weisen nur sehr geringe Mengen an TfR2-mRNA auf. Im 
hämatopoetischen System wurde die TfR2-Protein-Expression lediglich in Erythroblasten und 
Megakaryozyten nachgewiesen.
Im Gegensatz zum TfR1 besitzt die TfR2-mRNA keine IREs (siehe Kap. 1.4.7.1) und wird deshalb nicht 
post-transkriptional durch „Iron Regulatory Proteins“ (IRPs) reguliert (Kawabata et al., 2000). Generell 
findet keine eisenabhängige Regulierung statt, weder auf mRNA noch auf Proteinebene, jedoch eine 
Regulierung der TfR2-Stabilität in Abhängigkeit von der extrazellulären Holo-Transferrin-
Konzentration (Johnson & Enns, 2004). Deswegen ist im Gegensatz zur Transferrin-Aufnahme durch 
TfR1 die Aufnahme durch TfR2 kein sättigbarer Prozess (Trinder et al., 1996). Die physiologische 
Funktion von TfR2 ist nicht abschließend geklärt, möglicherweise hat er eher eine Funktion als
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Eisensenor inne. Seine Expression ist vom Zellzyklus abhängig. Während die Expression der TfR1-
Transkripte in der späten G1 Phase und der G2/ M-Phase ihr Maximum erreicht, ist die TfR2-mRNA-
Expression in der späten G1 Phase am stärksten (Trinder & Baker, 2003).

Ein knock out von TfR2 führte in Mäusen zu einer Herunterregulation der Hepcidin-Expression 
(Kawabata et al., 2005). Beim Menschen geht eine Mutation des Trf2-Gens mit einer milden Form der 
Hereditären Hämochromatose (Typ 3) einher (Alexander & Kowdley, 2009; Camaschella et al., 2000;
Roetto et al., 2001; Wallace et al., 2005; Wallace et al., 2008). Hämochromatose ist mit einer 
geschätzten Frequenz von 1:200 bis 1:400 die häufigste Erbkrankheit in der kaukasischen 
Bevölkerung. Die Symptome sind eine erhöhte Eisenaufnahme über den Darm und Eisenüberladung 
in den Zellen von Leber, Herz, Gelenken oder endokrinen Drüsen, interessanterweise aber nicht in 
den Kryptenzellen des Dünndarms oder in Makrophagen, den Eisen aufnehmenden bzw. 
speichernden Zellen (Pietrangelo, 2006). Im Laufe der Zeit kann dies zu Insuffizienzen der 
entsprechenden Organe führen. Die am meisten verbreitete Form dieser Eisenspeicherkrankheit, die 
hereditäre Typ-1 Hämochromatose, wird autosomal rezessiv vererbt. Verursacht wird sie durch 
Mutationen im HFE-Gen. Das dazugehörige Hämochromatose-Protein (HLA-H) befindet sich in der 
Zellmembran von Säugetieren fast aller Gewebe (mit Ausnahme des Gehirns), und ähnelt den „Major 
Histocompatibility Complex“ Klasse I Proteinen (Bridle et al., 2003; Feder et al., 1996). Ein knock out 
von HFE beeinflusst negativ die Hepcidin-Expression (siehe Kap. 1.4.7.2.1) (Muckenthaler et al., 
2003). Bei niedrigen Eisenkonzentrationen kann es TfR1 binden und verhindert dabei dessen 
Endozytose (Chen et al., 2007; Salter-Cid et al., 1999). Man glaubt, dass bei steigenden
Eisenkonzentrationen (und hoher Transferrin-Sättigung) die Bindung von HFE mit TfR1 kompetitiv 
durch Holo-Transferrin ersetzt wird, so dass HFE stattdessen an den TfR2 bindet (Goswami & 
Andrews, 2006), was zur Aktivierung der Hepcidin-Expression führt (Abb. 1.20) (Feder et al., 1998;
Gao et al., 2009).
Die lösliche β-Isoform, der die zytoplasmatische und die Transmembrandomäne fehlt, ist in allen 
Geweben nachweisbar (Trinder & Baker, 2003), wobei eine evtl. physiologische Funktion allerdings 
bisher nicht bekannt ist.

1.4.3 Verwendung

Der Hauptanteil (etwa 20 mg pro Tag) des „Funktionseisens“ wird für die Erythropoese, also für die 
Produktion von roten Blutkörperchen im roten Knochenmark, verwendet. Erythrozyten machen 
ungefähr 44 % des gesamten Blutvolumens aus. In jedem Liter Blut befinden sich 4-6*1012

Erythrozyten. Der Hauptbestandteil der Erythrozyten ist das Hämoglobin, ein eisenhaltiges, 
globuläres Protein, das aus vier Polypeptidiketten besteht. Jede der vier Ketten enthält eine Häm-
Gruppe, bestehend aus einem Eisenion in einem Protoporphyrin-Gerüst, die jeweils ein 
Sauerstoffmolekül binden kann.
Die Ausreifung der pluripotenten Stammzelle zu erythroiden Vorläuferzellen wird u.a. durch 
Erythropoetin stimuliert (Abb. 1.15 – Verwendung Erythropoese, Punkt 1). Bereits als Erythroblast 
findet die Hämoglobin-Synthese statt. Der hohe Bedarf an Eisen äußert sich in einer hohen 
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Expression von Transferrinrezeptoren in diesem Stadium (Abb. 1.15. – Verwendung Erythropoese, 
Punkt 2). Über mehrere Stufen reift der Erythroblast zum Retikulozyten/Erythrozyten Abb. 1.15 –
Verwendung Erythropoese, Punkt 3).

Darüber hinaus ist Eisen ein essentielles Element, das für die Funktion von diversen Enzymen
(Monooxygenasen, Dioxygenasen, Hydroxylasen, Hydrogenasen, Fettsäuredesaturasen) und 
zellulären Proteinen benötigt wird. Zu den Proteinen, die Häm als prosthetische Gruppe tragen, 
gehören die Cytochrome der P450-Familie, die eine Vielzahl von Reaktionen im Fremdstoff-
metabolismus katalysieren. Die Cytochrome b und c aus Komplex III, Cytochrom c Oxidase (Komplex 
IV) sowie die Succinat Dehydrogenase (Komplex II) der Atmungskette sind weitere Beispiele für 
wichtige Häm-tragende Enzyme. Auch verschiedene Peroxidase-Familien, die lösliche Guanylat 
Cyclase (sGC), die als Sensor Stickstoffmonoxid (NO) bindet, sowie die Stickstoffoxid-Synthase haben 
Häm-Kofaktoren gebunden. Die in Peroxisomen vorkommende Katalase ist ein Beispiel für ein 
Substrat-umsetzendes Enzym. Mit ihren vier Häm-Gruppen bindet sie Wasserstoffperoxid (H2O2) und 
spalten es effektiv zu Wasser und Sauerstoff und macht es somit unschädlich.

Ein weiterer Typ von Eisen-enthaltenden Proteinen sind solche, die Eisen-Schwefel-Cluster tragen. 
Diese Mehrfachkomplexe ([2Fe-2S], [4Fe-4S]) werden mit der Hilfe des „Scaffold“-Proteins „Iron 
Sulfur Cluster assembly protein U” (IscU) zusammengebaut und dienen als Kofaktoren für 
Enzymreaktionen (Tong & Rouault, 2006). Beispiele von Proteinen mit [2Fe-2S] Clustern sind NADH-
Dehydrogenase, Succinat-Dehydrogenase und Cytochrom-c-Reduktase (Komplex I, II und III der 
Atmungskette), Ferredoxine, sowie die Hydroxylase Xanthinoxidase, die bei dem 
Nukleotidmetabolismus eine Rolle spielt. Weiterhin die Aldehydoxidase (Biotransformation, Abbau 
von Nikotin), Ferrochelatase (Porphyrinmetabolismus) sowie das Frataxin, das in der 
Mitochondrienmembran vorkommt und beim mitochondriellen Eisentransport sowie bei er Bildung 
von Eisen-Schwefel-Cluster eine entscheidende Rolle spielt (Sheftel & Lill, 2009; Stemmler et al., 
2010). Ein Gendefekt kann zur Friedrich-Ataxie führen (Schmucker & Puccio, 2010).
Proteine mit [4Fe-4S] Cluster sind neben der zuvor erwähnten NADH-Dehydrogenase und der 
Succinat-Dehydrogenase die bei dem Zitronensäurezyklus wichtige Aconitase. Außerdem noch die 
Amidophosphoribosyltransferase (Purinstoffwechsel, Inosinmonophosphat-de novo-Synthese), 
Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (Aminosäuresynthese, Synthese von β-Alanin), „Iron-responsive 
element-binding protein 2“ (Regulierung des Eisenstoffwechsels), die Lipoylsynthase (Protein-
modifizierung) und die Kernenzyme DNA-Primase und Endonuklease III-like.

Schließlich existieren noch Enzyme, die keiner der genannten Gruppen angehören, aber Eisenionen 
als Zentralatom tragen. Dazu zählen z.B. das Schlüsselenzym der DNA-Synthese, die 
Ribonukleotidreduktase, die Nukleotide in ihre jeweiligen Desoxynukleotide reduziert oder die 
Lipoxygenasen.
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1.4.4 Verlust

Es gibt keinen aktiven Ausscheidungsmechanismus für Eisen. Täglich gehen 1-2 mg Eisen mit 
abgeschilferten Haut- und Schleimhautzellen, sowie durch Schweiß und Urin verloren (Abb. 1.15 –
Verlust). Jeder Blutverlust bedeutet allerdings auch einen Verlust an Eisen (2 ml Blutverlust entspricht
ca. 1 mg Eisenverlust). Deswegen haben prämenopausale Frauen durch die Monatsblutungen einen 
höheren Eisenbedarf. Auch im Wachstum befindliche Kinder sowie Hochleistungssportler haben 
einen erhöhten Eisenbedarf. Um die Eisenhomöostase zu gewährleisten, muss der tägliche Verlust 
durch Aufnahme von Eisen aus der Nahrung ausgeglichen werden, was durch die normale Ernährung 
eines Europäers in der Regel der Fall ist. Ansonsten können Symptome wie Müdigkeit, verminderte 
Konzentrations- und Leistungsfähigkeit, Hautblässe, Schäden an Haut und Nägeln und sogar 
Haarverlust auftreten.

1.4.5 Rezyklierung

Der Hauptanteil des rezyklierten Eisens fällt bei der Erneuerung von Erythrozyten an. Die 
Lebensdauer eines Erythrozyten beträgt ca. 120 Tage, und täglich müssen ca. 200 Milliarden erneuert 
werden, was ca. 25 mg Eisen erfordert. Die Rezyklierung findet primär in der Milz und zu einem 
geringeren Teil in Leber und Knochenmark statt. Makrophagen des Retikuloendothelialen Systems 
(RES) der Milz, des Knochenmarks und teilweise der Leber phagozytieren und degradieren gealterte 
Erythrozyten (Abb. 1.15 – Rezyklierung, Punkt 1) (Knutson et al., 2003, Knutson et al., 2005). Beim 
Abbau der Erythrozyten wird das Hämoglobin mit Hilfe der Hämoxygenase 1 zu Kohlenmonoxid und 
Bilirubin abgebaut. Das dabei freigesetzte Eisen geht zunächst in den LIP über (Abb. 1.15 –
Rezyklierung, Punkt 2). Entweder wird es anschließend über Ferroportin 1 (Fpn1) exportiert und so 
der Blutzirkulation, z.B. für die Erythropoese, zugeführt, oder das Eisen wird im Ferritin 
zwischengespeichert (Abb. 1.15 –Rezyklierung, Punkt 3). Auf diese Weise werden täglich etwa 20 mg 
Eisen pro Tag umgesetzt (Knutson et al., 2003).

1.4.5.1 Ferroportin 1

Ferroportin 1 (Fpn1; Genname Slc40a1), auch MTP1, IREG1 oder SLC11A3 genannt, ist ein 62 kDa 
großes Transmembranprotein, das wahrscheinlich aus zwölf Transmembran-Domänen besteht (Abb. 
1.16) (Liu et al., 2005b; Wallace et al., 2010). Andere Autoren gehen von 9-10 Domänen aus (Devalia
et al., 2002; Donovan et al., 2000; McKie et al., 2000). Er wurde im Jahre 2000 entdeckt und ist der 
einzige bekannte Eisenexporter, der eine wichtige Rolle bei der Eisenhomöostase spielt (McKie et al., 
2000; Donovan et al., 2000; Abboud & Haile, 2000). Es wurden zwei verschiedene Iso-formen 
beschrieben, die durch alternatives Spleißen entstehen und deren Transkripte sich durch das 
Vorhandensein von IREs auf der mRNA und die Regulierbarkeit durch Eisen voneinander 
unterscheiden (Cianetti et al., 2005; Zhang et al., 2009). Darüber hinaus wird Fpn1 auf vielen Ebenen 
reguliert, transkriptional, post-transkriptional durch das IRP/IRE System (siehe Kap. 1.4.7.1) sowie 
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post-translational durch Hepcidin (siehe Kap. 1.4.7.2.1).
Im Duodenum ist Fpn1 auf der basolateralen Seite von Enterozyten lokalisiert, wo es den Eisen-Export 
in den Blutkreislauf übernimmt (Abb. 1.15 – Absorption). Dort und vor allem in erythroiden 
Vorläuferzellen wurde bevorzugt Fpn1B mRNA (ohne IREs) gefunden, die transkriptional reguliert 
wurde (Zhang et al., 2009). Das ermöglicht die Versorgung des Organismus mit Eisen während eines 
Eisenmangels.
Besonders stark wird Fpn1 in Makrophagen des RES, vor allem von Leber, Milz und Knochenmark, 
exprimiert (Zhang et al., 2004), wo es das aus phagozytierten Erythrozyten freigesetzte Eisen 
exportiert (Knutson et al., 2003; Knutson et al., 2005; Delaby et al., 2008). Da durch den Abbau von 
Erythrozyten die Eisenkonzentration ständig erhöht ist, was eine Inaktivierung der IRPs nach sich 
ziehen würde, findet dort neben der Regulierung durch das IRP/IRE System vor allem eine 
transkriptionale Regulierung des für eine Translation verfügbaren mRNA-Pools statt (Aydemir et al., 
2009; Delaby et al., 2008; Knutson et al., 2003). Darüber hinaus wurde in Makrophagen Fpn1 in 
intrazellulären Vesikeln lokalisiert (Abboud & Haile, 2000), und nach Erythrophagozytose an der 
Zellmembran (Delaby et al., 2005), was für eine Rolle von Fpn1 an der intrazelluläre Umverteilung von 
Eisen sprechen könnte (Knutson et al., 2003).
In Hepatozyten findet man hauptsächlich eine IRP/IRE-abhängige Regulierung (Lymboussaki et al., 
2003).

Abb. 1.16: Theoretisches Model von humanem Ferroportin nach Liu et al. (2005). Die Gelben Punkte geben die 
Positionen der beim Menschen gefundenen AS-Mutationen an, die mit für den Eisentransport defekten Fpn-
Proteinen einhergehen. Fpn-Moleküle mit Mutationen an roten Punkten sind Hepcidin-insensitiv, grüne Punkte 
stellen funktionell wichtige AS dar, wie z.B. die beiden Tyrosin-Phosphorylierungs-Stellen (Y302, Y303). HBD: 
Hepcidin-bindende Domäne (Abbildung aus Wallace et al., 2010).

Die systemisch wohl wichtigste Regulierung findet auf Proteinebenen statt: Hepcidin (siehe Kap. 
1.4.7.2.1) bindet Fpn1 an der Zelloberfläche, was in der zytoplasmatischen Domäne des Proteins zur 
Phosphorylierung eines Tyrosinrestes (vermutlich durch eine Src Kinase) führt. Dies führt zur Inter-
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nalisierung von Fpn1 über eine Clathrin-vermittelte Endozytose und anschließend zur Ubiquitinierung 
eines Lysinrestes und zur lysosomalen Degradation (De Domenico et al., 2007a; De Domenico et al., 
2007b; Mena et al., 2008; Nemeth et al., 2004). Es kann aber in gewissem Maße auch die 
Ferroportin-Expression beeinflussen (Theurl et al., 2005).
Fpn1 wird durch inflammatorische Stimuli inhibiert. So führte die Gabe von LPS in vivo und in vitro
auf mRNA und auf Proteinebene zu einer Abnahme der Ferroportinkonzentration (Liu et al., 2005a; 
Ludwiczek et al., 2003; Yang et al., 2002). Der Sinn dahinter ist, durch Schließen der systemischen 
Eisen-Aufnahmewege (im Duodenum) und –Speicher (RES) Eindringlingen das für deren Wachstum 
notwendige Eisen zu entziehen (Weinberg & Miklossy, 2008). In Makrophagen kann auf der anderen 
Seite die Phagozytose von Bakterien der Stimulus für eine erhöhte Fpn1-Expression sein, um die 
intrazelluläre Eisenkonzentration abzusenken. In diesem Zusammenhang hat Fpn1 auch einen Einfluss 
auf die Modulation der Immunantwort, in dem es die Expression der Stickstoffoxid-Synthase (iNOS) 
kontrolliert (Chlosta et al., 2006).

Die Bedeutung von Fpn1 für die Eisenhomöostase zeigt sich bei in vivo Experimenten, in denen Fpn1 
bei Mäusen ausgeschaltet wurde. Die betroffenen Mäuse starben bereits während der embryonalen 
Entwicklung (Donovan et al., 2005). Bei Fpn1-Inativierung erst nach der Geburt litten die Mäuse an 
schweren Eisenmangel-Anämien trotz Eisenüberladung in Enterozyten, Hepatozyten und Makro-
phagen. Beim Menschen führen Mutationen des Fpn1-Gens zur autosomal dominant vererbten Typ-
4-Hämochromatose, die auch als „Ferroportin-Krankheit“ bezeichnet wird (De Domenico et al., 2005;
Pietrangelo, 2004; Pietrangelo, 2006). Diese kann durch viele unterschiedliche Mutationen entstehen.
Mechanistisch lassen sich zwei verschiedene Formen unterscheiden. Bei den meisten gefundenen 
Mutationen (gelbe Punkte in Abb. 1.16) können die mutierten Fpn-Moleküle nicht die Plasma-
membran erreichen (De Domenico et al., 2005; Schimanski et al., 2005). Die betroffenen Zellen haben 
einen eingeschränkten Eisenexport, was sich durch hohe Eisenkonzentrationen hauptsächlich in 
Zellen des RES von Nieren und Leber, stetig steigenden Serum-Ferritinspiegeln, und im Vergleich dazu 
geringen Transferrinsättigung bemerkbar macht. Dies führt häufig zu einer marginalen Anämie und zu 
milden Organschädigungen (Pietrangelo, 2004). Die andere Form resultiert aus Mutationen (rote 
Punkte in Abb. 1.16), durch die Fpn1 zwar in der Plasmamembran lokalisiert ist, aber Hepcidin 
entweder nicht binden kann, oder aber bindet, jedoch keine Internalisierung stattfindet (De 
Domenico et al., 2005; Drakesmith et al., 2005). Dies führt bei einer weitestgehend unbeeinflussten 
duodenalen Eisenaufnahme zur Entleerung der Eisenspeicher von Enterozyten und Makrophagen, 
höherer Transferrin-Sättigung und Eisenüberladung in Hepatozyten.

1.4.6 Speicherung

Die Leber spielt eine zentrale Rolle im Eisenmetabolismus und ist der wichtigste Speicherort für Eisen.
Das Eisen (ca. 1 g) wird dabei im Ferritin (1.4.6.1) der Hepatozyten und der retikuloendethelialen 
Makrophagen (Kupffersche Sternzellen) gespeichert (Abb. 1.15 – Speicherung, Punkt 1). Der Speicher 
dient als Puffer gegen Eisenmangel und Eisenüberladung. Bei Eisenüberladung oder Hämorrhagien 
wird Eisen vermehrt in Hämosiderin abgelagert (Abb. 1.15 – Speicherung, Punkt 2).
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1.4.6.1 Ferritin

Ferritin ist das einzige, gut untersuchte, Eisenspeicherprotein. Es kommt in nahezu allen lebenden 
Organismen vor, von den Archaeen, über die Bakterien bis hin zu den Pflanzen- und Säugetierzellen. 
Die Quartär-Struktur von Säugetier-Ferritin besteht aus 24 α-helikalen Protein-Untereinheiten, die 
jeweils aus 170 - 180 Aminosäuren bestehen (Abb. 1.17). Es werden H- („Heavy“; 22 kDa) und L-
(„Light“; 20 kDa) Untereinheiten unterschieden, die zu 54 % identisch sind (Crichton & Declercq, 
2010). Die H-Ferritine besitzen eine Ferroxidase-Funktion, die L-Ferritine nicht. Letztere sind wichtig 
für die Bildung des Eisenkerns (Harrison & Arosio, 1996). Je nach Vorkommen kann die Zusammen-
setzung des Ferritin-Moleküls aus diesen Untereinheiten sehr verschieden sein. H-Ferritin-
Untereinheiten kommen hauptsächlich in Geweben mit hohem Sauerstoff-Gehalt vor, wie z.B. im 
Herzen. L-Ferritin-Untereinheiten, findet man in Eisen-speichernden Geweben, wo der Eisenumsatz 
langsamer ist, wie z.B. in der Leber, aber auch in der Milz und im Knochenmark (Pereira et al., 1998). 
Die Untereinheiten bilden eine ca. 8 nm (450 - 500 kDa) große, nach außen hin abgeschlossene 
„Nanokäfig“-Struktur aus (Harrison & Arosio, 1996), die theoretisch bis zu 4500 Fe3+-Ionen (Mann et 
al., 1986) in Form von unlöslichen, kristallisierten Eisen(III)-oxo-Hydroxyl-Komplexen (Ferrihydrit) 
beinhalten kann (Liu & Theil, 2005).

Bei Eintritt in den Proteinkäfig passieren die Fe2+-Ionen eine der acht Poren, die durch jeweils drei 
Untereinheiten an jeder der dreifach symmetrischen Achsen des Käfigs gebildet werden. Innen 
werden die Fe2+-Ionen durch die Ferroxidase-Funktion der H-Untereinheit zu Fe3+ oxidiert (Formel 1.1) 
(Yang et al., 1998):

Ferritin  +  2 Fe2+ +  O2  +  3 H2O   →   Ferritin–[Fe2O(OH)2]  +  H2O2  +  2H+

                                     Ferroxidasekomplex
(1.1)

Anschließend findet ein Elektronentransfer zu molekularen Sauerstoff, die Translokation ins Molekül-
innere über die L-Untereinheit, und die Nukleation statt, die über die Formel 1.2 beschrieben werden 
kann (Yang et al., 1998; Harrison & Arosio, 1996; Takahashi & Kuyucak, 2003; Turano et al., 2010).

Ferritin–[Fe2O(OH)2]  +  H2O   →   Ferritin  +  2 FeOOHcore  +  2 H+ (1.2)

Ein potenzieller Kandidat für den Fe(III)-Transport ist PCBP1 (engl. poly (rC)- binding protein 1) (Shi et 
al., 2008). Hat sich einmal ein Ferrihydrit-Kern gebildet, setzt sich an dessen Oberfläche die Oxidation 
von Fe(II) und die Hydrolyse fort, so dass der Eisenkristall wächst (Formel 1.3) (Yang et al., 1998).

4 Fe2+  + O2  +  6 H2O   →   4 FeOOHcore  +  8 H+      (1.3)
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Abb. 1.17: Struktur und Funktion von Ferritin. a: Räumliches Model eines Ferritin-Moleküls. Der Ferritinkäfig 
besteht aus 24 Untereinheiten (L- und H-Ferritin). Jede Untereinheit (hier jeweils in einer anderen Farbe 
dargestellt) besteht aus einem Bündel von vier α-Helices (Abbildung aus Khara et al., 2011); b: eine Ferritin-
Untereinheit. Die α-Helices der H-Ferritin-Untereinheit, die parallel zur Moleküloberfläche ausgerichtet ist, 
bilden einen Kanal, in dessen hydrophilem Zentrum das katalytische Zentrum mit Ferroxidase-Funktion sitzt (rot 
dargestellt). Dort findet die Oxidation von Fe(II) zu Fe(III) statt. Fe2+-Ionen treten in den Kanal ein (im Bild von 
der rechten Seite) und binden an verschiedenen Aminosäure-Resten mit geringerer Affinität für Fe(II) als das 
katalytische Zentrum. Nach Passieren des aktiven Zentrums wandern die katalytischen Fe(III)-Produkte in 
Richtung der Mineralisierungs-Kavität ins Innere des Ferritin-Moleküls. Aminosäure-Reste mit höheren 
Affinitäten zu Fe(III) als das aktive Zentrum bedingen wahrscheinlich die Weiterleitung. Je höher die Beladung 
des Ferritinmoleküls mit Fe2+-Ionen, desto näher zum Kanalausgang (im Bild links) sind die Bindungsstellen 
besetzt, was durch die Blautöne dargestellt wird. Im Kanal können sich Fe(III)-Produkte (Dimere) von bis zu vier 
katalytischen Umsätzen befinden, so dass die Bildung von Fe(III)-Komplexen (Multimere) bereits dort 
stattfinden kann (Dauer von mehreren Stunden); c: Durch die räumliche Nähe der Kanalausgänge benachbarter 
Untereinheiten (dargestellt durch rote und blaue Markierungen) können Fe(III)-Produkte aus verschiedenen 
katalytischen Zentren auf dem Weg in die innere Kavität miteinander fusionieren und erste Nuklei für den 
Prozess der Biomineralisierung bilden (Abbildungen aus Turano et al., 2010)

Ferritin spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der zellulären Eisen-Verfügbarkeit und es sorgt 
dafür, dass das Eisen in einer nicht-toxischen Form gespeichert, und bei Bedarf wieder verfügbar 
gemacht wird (Epsztejn et al., 1999)). Die Kinetik der Bildung des Eisen(III)-oxo-Hydroxyl-Komplexen 
wurde in vitro mit 1200 mol Fe mol-1 Ferritin s-1 bestimmt (Liu & Theil, 2004), die Eisenfreisetzung aus 
dem Komplex mit 0,52 mol Fe mol-1 Ferritin s-1 (Liu et al., 2007). Unter der Annahme, dass die Ferritin 
Speicherkapazität nicht überschritten wurde, bedeuten diese Werte, dass freigesetzte Eisenionen 
schnell wieder in das Protein aufgenommen werden.
Reguliert wird Ferritin in erster Linie post-transkriptional durch das IRP/IRE mRNA System (siehe Kap. 
1.4.7.1), wobei hohe Konzentrationen die Ferritin-Synthese stimulieren (Abb. 1.19) (Wallander et al., 
2006). Mutationen im 5ʹ IRE von L-Ferritin führt zum dominanten Hyperferritinemia-Katarakt 
Syndrom, das durch erhöhte Serum-Ferritinspiegel gekennzeichnet ist (Roetto et al., 2002).
Aber auch eine transkriptionale Regulierung durch pro-oxidative Substanzen über „antioxidative 
response elements“ (AREs), die im 5‘-untranslatierten Bereich von L- und H-Ferritin-Genen zu finden 
sind, ist bekannt (Hintze & Theil, 2005). Ein Enzym, das die Ferritin-Synthese stimuliert, ist die 
Hämoxygenase 1, die durch oxidativen Stress induziert wird und Eisen aus Häm freisetzt (Vile & 
Tyrrell, 1993). Somit hat Ferritin auch anti-oxidative Funktionen, zumal es als Puffer für hohe Eisen-
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konzentrationen wirkt (Arosio & Levi, 2010; Balla et al., 1992; Cermak et al., 1993; Harrison & Arosio, 
1996; Hentze & Kühn, 1996). 

Ferritin dient nicht nur als Eisenspeicher, sondern auch als Eisen-Transporter. So ist z.B. der Ferritin-
Gehalt im Serum von Patienten ein guter Indikator für das Auftreten von Eisenstoffwechsel-
Störungen, besonders bei Eisenmangelerkrankungen (Wang & Pantopoulos, 2011). Darüber hinaus ist 
bekannt, dass durch Kupfferzellen (Makrophagen) sezerniertes Ferritin von Hepatozyten aufge-
nommen wird (Sibille et al., 1988), und als Eisenquelle für erythroide Vorläuferzellen dient (Leimberg 
et al., 2008). Potenzielle Rezeptoren für die Aufnahme von Ferritin in eine Vielzahl von Zellen und 
Geweben könnten Scara5 (engl. scavenger receptor, member 5) (Li et al., 2009) oder, von H-Ferritin, 
TIM-2 (engl. T cell immunoglobulin and mucin domain containing protein-2) sein (Todorich et al., 
2008; Han et al., 2011). Speziell in Leberzellen wurden auch andere potenzielle Rezeptoren 
beschrieben (Osterloh & Aisen, 1989; Moss et al., 1994).
Außerdem besitzt exogenes Ferritin immun-suppressive Eigenschaften, in dem es Lymphozyten-
Funktionen inhibiert (Gray et al., 2001) und Chemokin-Rezeptor-vermittelte Signaltransduktions-
Prozesse beeinflusst (Li et al., 2006). Darüber hinaus fungiert Ferritin als pro-inflammatorisches 
Signalmolekül in hepatischen Ito-Zellen (Ruddell et al., 2009). Auf der anderen Seite wird es selbst 
durch inflammatorische Stimuli reguliert (Fahmy & Young, 1993; Miller et al., 1991; Pantopoulos et 
al., 1994; Schiaffonati et al., 1988).

C-terminale Mutationen im L-Ferritin führen zur hereditären Ferritinopathie, einer autosomal domi-
nanten neurodegenerativen Erkrankung, die durch das Auftreten von Ferritin-Einschlusskörperchen 
und Eisenablagerungen im Gehirn charakterisiert ist (Hentze et al., 2010). Die Inaktivierung von H-
Ferritin führt bereits während der embryonalen Entwicklung zum Tod (Arosio & Levi, 2010).

1.4.6.2 Hämosiderin

Wenn die Eisenspeicherkapazität des Ferritins erreicht wird, was bei einem Massenanteil (w/w) von 
ca. 25 % der Fall ist, führt eine weitere Eiseneinlagerung bis zu 35 % zur Ausbildung von Hämosiderin. 
Hämosiderin entsteht vermutlich durch die intralysosomale Aggregation und Degradation von Ferritin 
und Ansammlung von Lipiden und Nucleotiden (Iancu, 1989). Es ist in membranähnlichen Strukturen, 
den so genannten Siderosomen, eingelagert, die wahrscheinlich von Lysosomen abstammen und sich 
histologisch mit der Berliner Blau-Färbung mit Kalium-hexacyano-ferrat(II) anfärben lassen (Richter, 
1986; Shoden et al., 1953). Die Mobilisierung von Eisen aus Hämosiderin, welche vor allem nach 
Blutverlusten stattfindet, erfolgt aber viel langsamer als die aus Ferritin. Ferritinmoleküle werden 
sowohl in Lysosomen als auch im Zytosol (Proteasom) abgebaut (De Domenico et al., 2006).
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1.4.7 Regulierung

Da es keinen aktiven Eisenausscheidungsmechanismus gibt, und wegen der potenziell toxischen 
Wirkungen von Eisen, muss die Aufnahme sorgfältig reguliert werden. Dies geschieht auf zellulärer 
Ebene post-transkriptional über das IRP/IRE System, und systemisch über Hepcidin, wobei noch 
weitere Proteine beteiligt sind.

1.4.7.1 Intrazelluläre Regulierung

Die wichtigsten Prozesse zur Regulierung der Eisenhomöostase in Säugetieren sind die intestinale 
Eisenabsorption, der Transport von Eisen zwischen den Organen durch Transferrin, die zelluläre 
Aufnahme durch Transferrinrezeptoren, die Verwendung von Eisen durch die Erythropoese, und 
dessen Speicherung als Ferritin und Hämosiderin. Die verschiedenen eisenbindenden Proteine 
bewirken durch ihre jeweilige Expression die physiologische Regulation des Eisenstoffwechsels. Die 
Expression dieser Proteine wird in erster Linie auf post-transkriptionaler Ebenen reguliert (Hentze & 
Kühn, 1996; Klausner et al., 1993). Die mRNAs von Transferrin-Rezeptor 1 und DMT1 tragen im 3`-
untranslatierten Bereich „Iron Responsive Elements“ (IREs). Diese bestehen aus jeweils fünf 
hintereinander geschalteten, ca. 30 Nukleotide große Haarnadelstrukturen auf der mRNA (Goforth et 
al., 2010; Muckenthaler et al., 2008; Owen & Kühn, 1987). Bei einem Eisenmangel binden „Iron 
Regulatory Proteins“ (IRPs) mit hoher Affinität (Kd = 10-12 M) an diese Strukturen und erhöhen die 
Stabilität der mRNA durch Schutz vor RNAsen, so dass die entsprechenden Proteine weiterhin 
translatiert werden. (Abb. 1.18 links).

Abb. 1.18: Zelluläre Regulierung von Transferrin-Rezeptor 1 (TfR1) und Divalent Metal Transporter 1 (DMT1) 
durch das IRP/IRE System. links: Bei Eisenmangel binden IRP1 und IRP2 mit hoher Affinität an die 5 IRE des 3‘ 
untranslatierten Bereichs der TfR1 oder DMT1 mRNA. Dadurch wird die mRNA stabilisiert und das 
entsprechende Gen translatiert. rechts: Bei Eisenüberschuss wird das [4Fe-4S] Zentrum von IRP1 komplettiert, 
wodurch es seine Bindungsaffinität zu der IRE Bindungsstelle verliert. IRP2 wird durch das Proteasom 
degradiert. Dadurch kann die mRNA abgebaut werden, so dass keine Translation stattfindet (Abbildung aus 
Wallander et al., 2006)
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IRPs sind homologe Proteine mit 889 bzw. 964 Aminosäuren und gehören zur Klasse der Eisen-
Schwefel-Isomerasen und zur Familie der Aconitase-Proteine. Menschliches IRP1 ist ein zytoplas-
matisches Protein mit einer molekularen Masse von 98 kDa (Rouault et al., 1988) und ist identisch 
mit der lange bekannten zytoplasmatischen Aconitase (Beinert et al., 1996). Diese Aktivität besitzt 
IRP1 bei Eisenüberschuss und damit mit intaktem [4Fe-4S] Cluster. Bei Eisenmangel verliert es diese 
Aktivität und erlangt stattdessen eine höhere Affinität zu den IREs (Haile et al., 1992).
Das humane IRP2 besitzt mit einer molekularen Masse von 105 kDa und 64 % Homologie zu IRP1 
(Gruer et al., 1997) keine Aconitase-Aktivität (Guo et al., 1994) und kommt im Unterschied zur ubi-
quitären Expression von IRP1 vor allem im Darm und Gehirn vor (Henderson et al., 1993; Samaniego
et al., 1994). Seine Funktion als Sensor für zelluläres Eisen verdankt es einer 73 Aminosäure langen, 
zusätzlichen Domäne, die in Abhängigkeit von der Eisenkonzentration oxidiert wird, was den 
proteasomalen Abbau des Moleküls verursacht (Guo et al., 1995).
An der Degradierung von IRP2 (und auch IRP1) ist das „F-Box and leucine-rich repeat protein 5“ 
(FBXL5) beteiligt. Dieses Adapter-Proteine rekrutiert über dessen F-Box-Domäne den SCF (SKP1-CUL1-
F-box) E3 Ligase-Komplex und bindet mit der C-terminalen Leucin-reichen Domäne an IRP, was zu 
dessen Ubiquitinierung und anschließender Degradierung durch das Proteasom führt (Vashisht et al., 
2009). Dabei dient eine Hämerythrin-ähnliche Domäne von FBXL5 als Eisensensor. Bei Bindung von 
Eisen (oder bei hohen Sauerstoffkonzentrationen) (Meyron-Holtz et al., 2004) wird das Protein durch 
Bildung eines Fe-O-Fe Zentrums stabilisiert, andernfalls degradiert. Somit wird bei Eisenüberschuss
die mRNA der Eisenhomöostase-Proteine von den IRPs befreit und zugänglich für die Degradation 
durch RNAsen. Dies bewirkt eine Herunterregulierung der für die Eisenaufnahme zuständigen 
Proteine, TfR1 und DMT1, und schützt die Zelle bzw. den Organismus vor einer potenziell toxischen 
Eisen-Überdosis.
Die mRNAs von Ferritin, Fpn1, eALAS (engl. erythroid 5-amino levulinic acid synthase, das erste Enzym 
bei der erythropoetische Hämsynthese), der mitochondriellen Aconitase und Hif2α besitzen jeweils 
ein IRE im 5´-untranslatierten Bereich (Abboud & Haile, 2000; Aziz & Munro, 1987; Bhasker et al., 
1993; Cianetti et al., 2005; Ke & Theil, 2002; Melefors et al., 1993), so dass die Eisenwirkung 
entgegengesetzt ist: Bei einem Eisenmangel wird die Translation der mRNA durch Bindung der IRPs an 
das IRE gehemmt (Abb. 1.19 links). Bei einem Eisenüberschuss fällt die Hemmung weg und die 
Proteine können exprimiert werden (Abb. 1.19 rechts). Dadurch wird überschüssiges Eisen in Form 
von Ferritin unschädlich gespeichert, und die Zelle schützt sich durch eine hochregulierte 
Ausschleusung über Fpn1.

Die Bindungsaffinität zwischen IRP und IRE wird in erster Linie durch den intrazellulären Eisenbedarf, 
aber auch durch oxidativen Stress und Hypoxie beeinflusst (Hanson & Leibold, 1998; Wallander et al., 
2006). Dabei können reaktive Sauerstoffspezies (ROS) je nach Spezies und Konzentration entweder 
die mRNA-Bindeaffinität durch Störung des Eisen-Schwefel-Clusters erhöhen (Pantopoulos & Hentze, 
1995; Pantopoulos et al., 1997), die IRPs durch oxidative Schädigung inaktivieren (Minotti et al., 2001)
oder beides gleichzeitig (Starzynski et al., 2005). NO kann z.B. direkt mit dem [4Fe-4S] -Cluster von 
IRP1 reagieren, die Aconitase-Funktion deaktivieren (Drapier et al., 1993; Drapier & Hibbs, 1988;
Lancaster & Hibbs, 1990) und die Affinität für das IRE erhöhen (Domachowske, 1997; Hentze & Kühn, 
1996; Pantopoulos et al., 1994). Somit imitiert es einen Eisenmangel mit den oben beschriebenen 
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Auswirkungen auf die die Eisenhomöostase regulierenden Proteine, vor allem auf Ferritin (Weiss et 
al., 1997) und TfR1 (Pantopoulos & Hentze, 1995). Auf der anderen Seite ist aus vielen Arbeiten mit 
Makrophagen bekannt, dass Entzündungsreaktionen die Ferritinsynthese stimulieren, um eingedrun-
genen Organismen das für ihr Wachstum benötigte Eisen zu entziehen (Weinberg & Miklossy, 2008).

Sauerstoffmangel inaktiviert IRP1 durch Stabilisierung des Holo-Zustandes, und stabilisiert IRP2 durch 
Inaktivierung von FBXL5 (Meyron-Holtz et al., 2004).

Abb. 1.19: Zelluläre Regulierung von Ferritin und Fpn1 durch das IRP/IRE System. links: Bei Eisenmangel binden 
IRP1 und IRP2 mit hoher Affinität an das 5‘ IRE von untranslatierten Bereichen der Ferritin, Fpn1, eALAS oder 
mitochondriellen Aconitase mRNA und blockiert die Ribosomen-Bindungsstelle. Dadurch wird die Translation 
gehemmt. rechts: Bei Eisenüberschuss wird das [4Fe-4S] Zentrum von IRP1 komplettiert, wodurch es seine 
Bindungsaffinität zu der IRE Bindungsstelle verliert. IRP2 wird durch das Proteasom degradiert. Dadurch kann 
die Bindungsstelle frei, so dass die entsprechenden Gene translatiert werden können (Abbildung aus Wallander 
et al., 2006)

Ein knock out beider IRPs führte bei Mäusen bereits im embryonalen Stadium zum Tod (Galy et al., 
2008; Smith et al., 2006). Bei Fehlen nur einer Form leben die Tiere und sind fruchtbar. Allerdings 
zeigten IRP2 knock out Mäuse eine milde Form der mikrozytären Anämie, die mit einer Eisenüber-
ladung im Duodenum und in der Leber, aber verminderten Eisenlevel in Milz-Makrophagen, 
einherging, sowie eine erhöhte Neurodegenerationswahrscheinlichkeit (Cooperman et al., 2005; 
Ferring-Appel et al., 2009; Galy et al., 2005; LaVaute et al., 2001). IRP1 knock out Mäuse zeigten unter 
Laborbedingungen keine äußerlichen Symptome (Meyron-Holtz et al., 2004), jedoch misregulierte 
TfR1 und Ferritin Expressionen in den Nieren und im braunen Fettgewebe (Meyron-Holtz et al., 
2005). Die Inaktivierung beider IRPs nur im Darm geht mit Wachstums-Defekten, intestinale 
Malabsorption, Dehydrierung und Gewichtsverlust einher (Galy et al., 2008). Eine Inaktivierung in 
Hepatozyten führt aufgrund von mitochondrialen Funktionsstörungen, fehlerhaften Häm- und Eisen-
Schwefel-Cluster- Biosynthese und Leberschäden zu einem frühzeitigen Tod (Galy et al., 2010).
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1.4.7.2 Systemische Regulierung

Die systemische Regulation des Eisenstoffwechsels kontrolliert die Nahrungseisenabsorption über 
DMT1 im Darm und die Mobilisierung von Eisen aus den Eisenspeichern über Fpn1. Die Transporter 
werden im Fall eines Eisenmangels verstärkt exprimiert und im Falle einer genügenden Versorgung
herunterreguliert. Der bis dato wichtigste systemische Regulator ist Hepcidin.

1.4.7.2.1 Hepcidin

Das kationische Peptid Hepcidin wurde im Jahr 2000 entdeckt. Zunächst wurde es wegen seiner 
Expression in der Leber und seiner antimikrobiellen Wirkung als LEAP-1 (engl. liver-expressed 
antimicrobial peptide 1) bezeichnet (Krause et al., 2000). Unabhängig davon fand die Arbeitsgruppe 
um Tomas Ganz das in der Leber vorkommende und mit Entzündungsreaktionen assoziierte Peptid, 
und nannte es Hepcidin, („hep-„ für „Leber“; „-cide“ für „töten“ für seine antimikrobielle Eigenschaft) 
(Park et al., 2001). Erst danach wurde entdeckt, dass Hepcidin eine zentrale Rolle im 
Eisenstoffwechsel einnimmt (Pigeon et al., 2001).
Die primären Hepcidin-Produzenten sind Hepatozyten. Darüber hinaus können aber auch die Niere 
sowie Gewebe wie der rechte Vorhof des Herzens oder das Rückenmark Hepcidin synthetisieren (Park 
et al., 2001; Kulaksiz et al., 2005). Auch in Makrophagen aus Milz, Lunge und Knochenmark wurde 
eine Hepcidin-Produktion festgestellt (Liu et al., 2005a; Nguyen et al., 2006).
Die Hauptform von Hepcidin besteht aus 25 AS und beinhaltet acht Cysteine, zwischen denen 
Disulfidbrücken ausgebildet werden. Daneben existieren auch 22 und 20 AS lange Formen (Park et al., 
2001).

Die Hepcidin-Konzentration im Blut ist bei hohen Plasma-Eisenkonzentrationen und unter 
inflammatorischen Bedingungen erhöht (Pigeon et al., 2001; Nicolas et al., 2002a). Seine Wirkung übt 
Hepcidin (Hep25, nicht Hep20) durch die Bindung an Fpn1 und der daraus resultierenden
Phosphorylierung (unter Mitwirkung der Janus Kinase 2) (De Domenico et al., 2009), Internalisierung, 
Ubiquitinierung und lysosomale Degradierung durch das Proteasom aus (Nemeth et al., 2004; De 
Domenico et al., 2007a). Dadurch wird die Eisenzufuhr aus den Enterozyten und vor allem aus den 
Eisen-speichernden Zellen (Makrophagen und Hepatozyten) gehemmt (Abb. 1.20). In neueren 
Arbeiten wurde in Experimenten mit Enterozyten keine negative Regulierung von Fpn1 durch 
Hepcidin, stattdessen eine Degradierung von DMT1, beobachtet (Mena et al., 2008; Brasse-Lagnel et 
al., 2011). Für einige Autoren ist im Duodenum die Hemmung der Eisen-Aufnahme die entscheidende 
regulatorische Wirkung von Hepcidin, und nicht die Hemmung des Exports durch die Degradation von
Ferroportin (Mena et al., 2008; Laftah et al., 2004). Darüber hinaus existieren Anhaltspunkte, wonach 
Hepcidin direkt die Expression von TfR1 und DMT1 herunterregulieren kann (Du et al., 2012).

Auf jeden Fall führt eine Überexpression von Hepcidin in Mäusen zu einem schweren Eisenmangel, 
die zu einer mikrozytischen hypochromen Anämie (Nicolas et al., 2002b) oder sogar zum Tod führte.
Durch das Schließen der Eisen-Aufnahmewege steht nicht mehr ausreichend Eisen für die 
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Erythropoese zur Verfügung. Beim Menschen sind viele schwere Eisenüberladungs-Krankheiten auf 
eine Fehlfunktion von Hepcidin zurückzuführen (Pietrangelo, 2006).
Die Hepcidin-Expression wird transkriptional durch „CCAAT/enhancer-binding protein alpha“ 
(C/EBPalpha) reguliert (Courselaud et al., 2002). Darüber hinaus könnte die Transkription der 
Hepcidin-mRNA durch den Transkriptionsfaktor USF2, der normalerweise beim Glukose-
Metabolismus eine Rolle spielt, kontrolliert werden. Bei Knock out von USF2 wurde in Mäusen eine 
Eisenüberladung beobachtet, die der humanen Hämochromatose entspricht – mit Eisenakkumulation 
in Hepatozyten und wenig Eisen in Enterozyten und Makrophagen. In diesen Mäusen wurde keine 
Hepcidin-mRNA mehr produziert. Da das USF2-Gen upstream, in unmittelbarer Nähe des Hepcidin-
Gens, liegt, wird eine Beeinflussung des USF2 Gens auf die Transkription des Hepcidin-Gens 
angenommen (Nicolas et al., 2001).

Abb. 1.20: Aktivierung von und Regulierung der Eisenhomöostase durch Hepcidin. Stimuliert durch Eisen bindet 
BMP6 unter Beteiligung von HJV an die Rezeptoren BMPR-I und BMPR-II von Hepatozyten (Babitt et al., 2006). 
In diesem Signal-Komplex phosphoryliert BMPR-II BMPR-I, der wiederum die Rezeptor-aktivierten Proteine 
(R-SMAD) SMAD1, SMAD5 und SMAD8 phosphoryliert (Steinbicker et al., 2011). Diese formen einen Komplex 
mit SMAD4 (co-SMAD), der als Transkriptionsfaktor in den Nukleus wandert und dort die Expression von 
Hepcidin (Hamp Gen) aktiviert (Mleczko-Sanecka et al., 2010; Wang et al., 2005b). Eine Aktivierung der 
Hepcidin-Expression wurde auch durch BMP2, BMP4, und BMP9 beobachtet (nicht gezeigt; Truksa et al., 2006). 
s-HJV, Matriptase-2 und SMAD7 wirken inhibierend auf diesen Signaltransduktionsweg ein (siehe Text und 
Mleczko-Sanecka et al., 2010). Darüber hinaus ist eine Beteiligung des Hämochromatose-Proteins (HFE) im 
Zusammenspiel mit TfR2 und TfR1 wahrscheinlich: Eisenbeladenes Transferrin (Tf) bindet an die Transferrin-
Rezeptoren TfR1 und TfR2, was zur Dissoziation von HFE von TfR1 und bevorzugten Bindung mit TfR2 führt. Dies 
aktiviert den ERK/MAPK Signaltransduktionsweg, was zur Transkription des Hamp-Gens führt. Hepcidin wird 
sezerniert und bindet an Ferroportin von Enterozyten und Makrophagen und sorgt für seine Internalisierung 
und Degradierung. Dadurch wird die Eisenfreisetzung in die Blutzirkulation herabgesetzt. Auch 
inflammatorische Stimuli wie IL-6 können über den STAT3 Signaltransduktionsweg die Hepcidin-Expression 
aktivieren (Abbildung modifiziert aus Bacon et al., 2011)

Der wahrscheinlich wichtigste Aktivator der Hepcidin-Produktion in Hepatozyten ist Hämojuvelin 
(HJV). Das macht sich dadurch bemerkbar, dass eine Mutation in diesem Gen eine seltene, aber sehr 
schwere Form der erblichen Eisenspeicherkrankheit (Hämojuveline Hämochromatose) verursacht 
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(Huang et al., 2005; Niederkofler et al., 2005; Papanikolaou et al., 2004). Generell sind die meisten 
Hämochromatose-Typen auf eine Hepcidin-Defizienz zurückzuführen (Pietrangelo, 2004; Roetto et al.,
2002).
Die membran-assoziierte Form von HJV ist ein Ko-Rezeptor für „Bone-Morphogenetic Proteins“
(BMPs), Zytokinen, die die Hepcidin-Expression stimulieren (Andriopoulos Jr et al., 2009; Babitt et al., 
2006; Meynard et al., 2009; Truksa et al., 2006). HJV verstärkt das Signal, dass durch Bindung von 
BMP an den zugehörigen Rezeptor (BMPR) generiert wird (Abb. 1.20) (Lin et al., 2005; Steinbicker et 
al., 2011). Bei diesem Signaltransduktionsweg ist wahrscheinlich ein weiteres interessantes 
Membranprotein beteiligt: Die Hepatozyten-spezifische Typ II Plasmamembran-Serin-Protease, 
Matriptase-2, ist ein negativer Hepcidin-Regulator (Abb. 1.20) (Truksa et al., 2009; Silvestri et al., 
2008). Eine Mutation im entsprechenden Tmprss6-Gen führte in einem Mausmodel zu einer 
Eisenmangelanämie und Körperhaarausfall, weil die intestinale Eisenabsorption aufgrund einer hohen 
Hepcidin-Konzentration nicht hochregulieren werden kann (Du et al., 2008). Auch einige Fälle von 
Eisenmangelanämie beim Menschen wurden mit Mutationen im Tmprss6-Gen in Verbindung 
gebracht (Finberg et al., 2008; Melis et al., 2008; Sato et al., 1992). Momentan wird TMPRSS6 als 
Eisensensor bei Eisenmangel angesehen, der das Signal der basalen Hepcidinaktivierung über 
BMP/BMP-R und SMAD abschaltet (Krijt et al., 2011; Nai et al., 2012).
Neben der Membran-assoziierten HJV-Form existiert noch eine lösliche Form (s-HJV). Diese ist eine 
inhibitorische Komponente des Hepcidinweges (Abb. 1.20) (Babitt et al., 2007; Lin et al., 2005). s-HJV 
wird bei Eisenmangel oder bei Hypoxie wahrscheinlich von Muskelzellen freigesetzt.

Eine weitere Regulierung der Hepcidin-Expression findet durch inflammatorische Stimuli wie 
Interleukine oder LPS statt (Nicolas et al., 2002a; Lee et al., 2005; Sow et al., 2007). Diese führen 
generell zu einer erhöhten Expression und somit zu einem Eisenentzug, der bei chronischen 
Entzündungen zu einer chronischen Anämie führen kann (Nicolas et al., 2002b). Besonders in Zellen 
des RES ist dieser Einfluss auf die Hepcidinexpression größer als die Änderung der verfügbaren Eisen-
menge. So stimulierte LPS in vivo (Pigeon et al., 2001) und in Experimenten mit Monozyten die 
Hepcidin-Produktion. Bei letzterem und in anderen Arbeiten mit Hepatozyten wurde eine Aktivierung 
durch Interleukin-6 (IL-6) über den STAT3-Weg festgestellt (Abb. 1.20) (Pietrangelo et al., 2007; Verga 
Falzacappa et al., 2007; Wrighting & Andrews, 2006). In Makrophagen wurde keine Erhöhung der 
Hepcidin mRNA durch IL-6 (Nguyen et al., 2006; Liu et al., 2005; Sow et al., 2007), aber stattdessen 
durch LPS über den TLR-4-abhängigen Signaltransduktionsweg, beobachtet (Peyssonnaux et al., 
2006). Ein Transkriptionsfaktor, der über solche Stress- und Entzündungsstimuli direkt auf die 
Hepcidin-Expression einwirkt, ist der Leber-spezifische, mit ER-Stress assoziierte Transkriptionsfaktor 
CREBH, der gewöhnlich Akute-Phase-Stressantworten auslöst.
Eine weitere Regulierung der Hepcidin-Expression findet durch Hypoxie statt. Bei Sauerstoffmangel 
wird sie durch den Hippel-Lindau/Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktor (VHL/HIF) gehemmt, 
und somit für eine ausreichende Eisenversorgung für die Erythropoese gesorgt (Nicolas et al., 2002a; 
Peyssonnaux et al., 2007).
In diesem Zusammenhang spielt HIF2α bei der Abstimmung der intrazellulären mit der systemischen 
Regulierung der Eisenhomöostase eine bedeutende Rolle, da die HIF2α-mRNA ein Zielmolekül der 
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IRPs ist (Anderson et al., 2013; Sanchez et al., 2007), und IRPs wiederum die DMT1-Expression im 
Dudenum steuern.

Die Bedeutung einer gut regulierten Eisenhomöostase macht sich durch eine Störung derselben 
bemerkbar. Unabhängig von den beschriebenen Eisenstoffwechsel-Krankheiten führt eine Unterver-
sorgung an Eisen beim Menschen zu einer generell verminderten körperlichen und geistigen 
Leistungsfähigkeit, vermindertem Wachstum, Veränderungen in der Knochen-Mineralisierung, und 
einer verminderten Immunantwort (Arredondo & Núnez, 2005). Auf der anderen Seite kann die 
erhöhte Zufuhr von Eisen beim Menschen zu Leberzirrhosen, kolorectalen und hepatozellulären 
Tumoren führen (Huang, 2003; Kew, 2009; Messner & Kowdley, 2008). Deshalb erfordert die Eisen-
Homöostase eine enge Regulierung, die durch das Zusammenspiel vieler verschiedener Proteine 
bewerkstelligt wird.

1.5 Toxizität von Nanopartikeln

Nanopartikel können auf verschiedenen Wegen in den Organismus gelangen (Abb. 1.21). Eine 
potenziell schädigende Wirkung hängt u.a. von der Konzentration ab, die die Blutzirkulation erreicht. 
Diese hängt maßgeblich von dem eingeschlagenen Pfad ab. Bei einer Aufnahme über die Haut oder 
über die Nase sind die Barrieren, die die Partikel überwinden müssen, sehr groß, so dass nur ein 
geringer Anteil die Blutzirkulation erreicht (kleine Transferfaktoren), und die Verteilung im gesamten 
Organismus eine andere sein kann als z.B. bei einer intravenösen Bolusinjektion. Hierbei steht der 
gesamte Anteil im Blut für die systemische Verteilung zur Verfügung, der potenziell gewünschte (z.B. 
therapeutische), aber auch starke toxische Wirkungen erzielen kann.

Abb. 1.21: Potenzielle Aufnahmewege von Nanopartikeln, deren Verteilung im sowie die Ausscheidung aus dem 
Organismus. In Bezug auf die Applikationsarten nimmt der Anteil der die Blutzirkulation erreichenden Nano-
partikel von links nach rechts zu (Abbildung modifiziert aus Hagens et al., 2007).
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Auf zellulärer Ebene beeinflussen der Zelltyp, die verabreichte Dosis, die Inkubationsdauer sowie die 
chemischen und physikalischen Eigenschaften, die auch die Aufnahme bedingen (z.B. Größe, Form, 
Material, Oberflächenkomposition und –Ladung, Oxidationsstufe, Löslichkeit, Agglomerations-
Verhalten), die Toxizität. Die Nanopartikel-Größe spielt deswegen eine wichtige Rolle, weil mit 
abnehmender Größe die Anzahl der Partikel pro Masseneinheit und somit die Beladung der Zelle mit 
unphysiologischem Material zunimmt. Darüber hinaus können kleine Partikel leichter Barrieren 
überwinden und somit in einem größeren Radius und tiefer im Gewebe wirken (Baggs et al., 1997; 
Geiser et al., 2005; Oberdörster et al., 1994). Interaktionen mit Zellen, Körperflüssigkeiten oder 
Proteinen können dies zusätzlich begünstigen.
Mahmoudi et al. (2010) beschrieben sogar eine Beeinflussung des Zellkulturmediums durch Nano-
partikeln in der Art, dass durch Bindung von Mediumkomponenten an die Partikel diese für die Zellen 
nicht mehr zur Verfügung stehen, was sich negativ auf die Zellvitalität auswirkt.

Abb. 1.22: Potenziell toxische Wirkungen von SPIOs auf Zellen.

Bei der Verwendung von Metalloxid-Nanopartikeln, vor allem bei SPIOs, kann nach deren Aufnahme 
und Degradation durch Makrophagen freigesetztes Eisen oxidativen Stress verursachen (siehe unten), 
und so zu unerwünschten toxischen Reaktionen wie z.B. zur Apoptose führen (einen detaillierten 
Überblick über durch hohe Eisendosen und oxidativen Stress verursachte Krankheiten und Dys-
funktionen sind in Valko et al., 2007 beschrieben). Des Weiteren wurden Veränderungen der Zell-
Morphologie, Beeinträchtigungen von Mitochondrien-Funktionen, Schädigungen von Zellmembranen 
und damit eine Beeinträchtigung der zellulären Integrität, Proliferationshemmung durch Beein-
flussung des Aktin-Zytoskeletts, und Apoptose festgestellt (Abb. 1.22) (Hussain et al., 2005). 
Außerdem können Nanopartikel mit Biomolekülen wie Proteinen interagieren und dadurch ihre 
Struktur und Funktion verändern (Abb. 1.23). Darüber hinaus können sie (unabhängig von ROS) durch 
Interaktion mit der DNA im Nukleus oder während der Mitose genotoxisch wirken. Aufgrund der 
negativen Ladung der DNA ist das Potenzial einer Interaktion mit Nanopartikeln mit positiv geladener 
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Oberfläche größer. Auch die durch Nanopartikel freigesetzten Entzündungs-Mediatoren (Zytokine) 
können die DNA durch chromosomale Fragmentationen, Punktmutationen oder der Bildung von 
DNA-Addukten schädigen, und im schlimmsten Fall zu epigenetischen Ereignissen, Apoptose oder 
Krebs führen (Singh et al., 2009).

Abb. 1.23: Potenzielle Wirkungen von Nanopartikel auf die Struktur und Funktion von Proteinen. Durch 
Interaktion der Nanopartikeloberfläche mit Proteinen können diese in ihrer Struktur verändert werden und 
dadurch ihre Funktion verlieren oder pathogene Prozesse einleiten (Abbildung aus Nel et al., 2009)

Generierung von oxidativen Stress:

In Atomen können zwei Elektronen ein Orbital besetzen. Ein Radikal ist eine Spezies (Atom oder 
Molekül), die mindestens ein ungepaartes Elektron, d.h. ein Orbital mit nur einem Elektron besitzt. 
Viele Elemente (C, N, S) können Radikale bilden. In biologischen Systemen sind die Sauerstoff-
basierten Radikale jedoch am bedeutendsten. Molekularer Sauerstoff (O2) ist als Radikal prä-
destiniert, weil er zwei ungepaarte Elektronen mit gleichem Spin in verschiedenen Oribtalen besitzt, 
so dass er als effektiver Elektronenakzeptor dient. Zur Gruppe der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) 
zählen aber nicht nur Sauerstoff-basierte Radikale, sondern auch reaktive Moleküle wie Wasserstoff-
peroxid (H2O2), das hauptsächlich in Peroxisomen produziert wird und als Oxidationsmittel für 
verschiedene Moleküle fungiert, oder Peroxynitrit (ONOO-). Diese Moleküle können mit Radikalen 
reagieren und/oder selbst weitere Radikale bilden, die evtl. noch toxischer sind. Zu den 
gefährlichsten, weil reaktivsten Vertretern, gehört das Hydroxylradikal (•OH), das über die Fenton-
Reaktion im Beisein von Eisen aus Wasserstoffperoxid gebildet werden kann (Formel 1.4).
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H2O2  +  Fe2+   →   Fe3+  +  OH–  +  •OH (1.4)

ROS können einerseits durch Strahlung generiert werden (UV, Radioaktivität, Mikrowellen) (Sies, 
1997; Stark, 1991). In biologischen Systemen entstehen Sauerstoffradikale als Nebenprodukt von 
metabolischen Prozessen, bei denen molekularer Sauerstoff zu Wasser reduziert wird (Abb. 1.24). 
Durch Elektronen „leakage“ (1-3 %) vor allem in Mitochondrien und ER wird ein Elektron direkt auf 
ein O2-Molekül übertragen und es entsteht das Superoxidanionradikal (•O2

-) (Valko et al., 2007). Diese 
Reaktion kann auch im Zytoplasma durch die NADPH-Oxidase durchgeführt werden. So stimulieren 
z.B. hohe Glucosespiegel die ROS-Produktion durch Mitochondrien sowie durch die NADPH Oxydase, 
was bei der Diabetes zu weiteren Komplikationen führen kann (Nishikawa et al., 2000). •O2

- kann 
unter Stressbedingungen Fe2+ aus [4Fe-4S] Cluster enthaltenden Enzymen freisetzen (Liochev & 
Fridovich, 1994). Dies stimuliert einerseits die •OH Bildung über die Fenton-Reaktion, darüber hinaus 
kann es über die Haber-Weiss-Reaktion (Formel 1.5) selbst Hydroxyl-Radikale generieren. 

•O2
–  +  H2O2  +  Fe2+   →   Fe3+  +  O2  +  OH–  +  •OH (1.5)

Weitere Zufuhr an Fe2+ erfahren beide Reaktionen durch folgende Reaktion:

•O2
–   +  Fe3+   →   Fe2+  +  O2 (1.6)

Das Stickstoffoxid-Radikal (NO•) ist ein weiteres Beispiel für ROS. Es wird durch spezifische Stickstoff-
oxid Synthasen gebildet und ist an verschieden physiologischen Prozessen beteiligt, wie bei der 
Neurotransmission, der Blutdruckregulierung, bei Abwehrmechanismen (Abb. 1.26), der Relaxation 
der glatten Muskulatur, sowie bei der Immunregulation (Bergendi et al., 1999). Diese vielseitigen 
Eigenschaften verliehen ihm 1992 im Science Magazin den Titel „Molecule of the year“. Die potenziell 
toxische Wirkung von NO• beruht auf die Bildung von Peroxynitrit Anionen (ONOO-) (Formel 1.7), 
einem potenten Oxidationsmittel, das DNA Fragmentation und Lipid-Oxidation hervorrufen kann 
(Carr et al., 2000).

NO•   +  •O2
–   →   ONOO

- (1.7)

Durch Reaktion der Sauerstoff-Radikale mit organischen Molekülen können auch „Nicht-Sauerstoff-
Radikale“ entstehen, wie z.B. Thiyl- (RS•) oder Trichlormethylradikale (•CCl3; entsteht durch CCl4-
Metabolisierung in der Leber) (Halliwell & Chirico, 1993).
Da Radikale sehr reaktionsfreudig sind, reagieren sie mit verschiedenen zellulären Molekülen, wie 
Lipiden (in Membranen), Proteinen, DNA und Ionenkanälen, beeinträchtigen oder schädigen sie (Abb. 
1.25). Bei der Peroxidation von ungesättigten Fettsäuren von Membranlipiden entstehen 
Nebenprodukte, z.B. das Malondialdehyd (Fink et al., 1997; Mao et al., 1999) und das ungesättigte 
Aldehyd 4-Hydroxy-2´-Nonenal, die die Proteinsynthese stören und zu DNA-Schäden führen können 
(Abb. 1.24). Diese können durch Hydroxylierung von Deoxyguanosin-Resten und G:C zu T:A 
Transversionen, Entwindung und Strangbrüchen verursacht werden (Halliwell & Aruoma, 1991).
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Abb. 1.24: ROS-Produktion, Lipid Peroxidation und die Rolle von Glutathion (GSH) und anderen Antioxidations-
mitteln (Vitamin E, Vitamin C, Liponsäure) bei der Abwehr von oxidativen Stress. 1: Das Superoxidanionradikal 
(•O2

-) wird durch Reduktion von molekularem Sauerstoff durch NAD(P)H-Oxidasen und Xanthin-Oxidasen, oder 
nicht-enzymatisch durch redox-sensitive Moleküle wie das Semiubiquinon der mitochondrialen Elektronen-
transportkette, gebildet. 2: •O2

- wird durch die Superoxid Dismutase (SOD) zu Wasserstoffperoxid (H2O2) 
reduziert. 3: H2O2 wird durch die Glutathion-Peroxidase (GPX) mit Hilfe von Glutathion effektiv zu Wasser und 
Sauerstoff reduziert. 4: Das dadurch oxidierte Glutathion (GSSG) wird durch die Glutathion-Reduktase (GRed) 
unter Oxidation von NADPH zu NADP+ regeneriert. 5: Übergangsmetalle wie Fe2+ oder Cu2+ können über die 
Fenton-Reaktion H2O2 in Hydroxyl-Radikale (•OH) umwandeln. 6: Diese können (mehrfach) ungesättigten 
Fettsäuren (LH) Elektronen entziehen und sie dadurch in Lipid-Radikale (L•) umwandeln. 7: Die Lipid-Radikale 
können mit molekularem Sauerstoff reagieren und dadurch Lipid Peroxyl-Radikale (LOO•) bilden. Wenn diese 
nicht reduziert werden, kann der Lipidperoxidations-Prozess weitergeführt werden (Reaktionen 18-23 und 15-
17). 8: LOO• wird innerhalb der Membran durch die reduzierte Form von Vitamin E (T-OH) reduziert, so dass ein 
Lipid Hydroperoxid und ein Vitamin E Radikal (T-O•)entsteht. 9: Die Regenerierung von Vitamin E geschieht 
entweder durch Vitamin C (AscH-, Ascorbat Monoanion), wobei ein Ascorbyl-Radikal (Asc•

-) entsteht. 10: Oder 
durch Glutathion (GSH). 11: Das dabei entstehende GSSG und Asc•

- werden durch die Dihydroliponsäure (DHLA) 
zurück reduziert, welches selbst zur α-Liponsäure (ALA) oxidiert wird. 12: Die Umwandlung von ALA in DHLA 
erfolgt durch NADPH. 13: Die Lipid Hydroperoxide werden durch die Glutathion-Peroxidase (GPx) zu Alkoholen 
und Sauerstoff reduziert, wobei GSH als Elektronendonor fungiert. Lipidperoxidations-Prozess: 14: Lipid 
Hydroperoxide könne schnell durch Fe2+ in Lipid Alkoxyl-Radikale (LO•), oder langsamer durch Fe3+ in Lipid 
Peroxyl-Radikale (LOO•) umgewandelt werden. 15: LO• von z.B. Arachidonsäure können Zyklisierungs-
Reaktionen zu sechsgliedrigen Ring-Hydroperoxiden durchführen. 16: Diese können weiter prozessiert werden, 
so dass 4-Hydroxy-Nonenal entsteht.
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17: Dieses wird mit Hilfe der Glutathion-S-Transferase (GST) in ein unschädliches Glutathionyl-Addukt abgebaut. 
18: Eine Radikal-Bildung innerhalb der Fettsäurekette kann durch Zyklisierung an dem betreffenden Kohlenstoff-
atom zu der Ausbildung eines zyklischen Peroxids führen. 19: Dieses Radikal kann entweder zu einem 
Hydroperoxid reduziert werden (nicht gezeigt), oder es geht eine weitere Zyklisierungs-Reaktion ein, wobei ein 
bizyklisches Peroxid entsteht, das durch Verbindung mit Sauerstoff und anschließender Reduktion zu einem 
strukturell mit Endoperoxiden verwandten Molekül führt. 20: Dieses ist ein Zwischenprodukt bei der 
Malondialdehyd-Produktion. 21-23: Das toxische Malondialdehyd kann mit Cytosine, Adenine und Guanine der 
DNA reagieren, wobei M1C, M1A und M1G Addukte entstehen (Abbildung aus Valko et al., 2007)

Dadurch werden die zellulären Funktionen und die Integrität der Zelle gestört, was sogar zur 
Apoptose und Nekrose führen kann (Abb. 1.25) (Thannickal & Fanburg, 2000).
Der Ort und die Intensität der ROS-Schädigungen hängen von deren Halbwertszeiten (HWZen) ab. 
Eines der höchsten Geschwindigkeitskonstanten besitzt das Hydroxid-Radikal (HWZ ca. 10-9 s in vivo)
(Pastor et al., 2000), das praktisch direkt am Ort der Entstehung wirkt (Sies, 1997). Dem gegenüber 
sind einige Peroxyl-Radikale relativ stabil (mit HWZen im Sekundenbereich), so dass sie von dem Ort 
ihrer Entstehung zu anderen Zielbereichen diffundieren können. Im wässrigen Milieu hat NO• eine 
HWZ von wenigen Sekunden, bei niedrigen Sauerstoffkonzentrationen ist es mit einer HWZ von > 15 s 
relativ stabil (Valko et al., 2007), so dass es, zumal es in wässrigen und hydrophoben Medien löslich 
ist, durch Plasmamembran und Zytoplasma diffundieren kann. Das ubiquitär vorkommende Wasser-
stoffperoxid (H2O2) hat auch eine relativ lange Halbwertszeit. Darüber hinaus ist es sowohl in 
hydrophober als auch in hydrophiler Umgebung löslich, und kann dadurch auch bei extrazellulärere 
Gabe ins Zytoplasma gelangen (Ye et al., 2009).

Abb. 1.25: Durch freie Radikale verursachte Zellschädigungen. Superoxid (O2
-) und Hydroxyl Radikale (OH•) 

lösen die Lipidperoxidation in der Zellmembran, in Mitochondrienmembranen, im Nukleus und in ER-
Membranen aus. Die dadurch erhöhte Permeabilität führt zu einem Ca2+-Einstrom, der zu weiteren 
Schädigungen in Mitochondrien führt. Die Cystein-Sulfhydryl-Gruppen und andere Aminosäurereste von 
Proteinen werden oxidiert und degradiert. Nukleäre und mitochondriale DNA kann oxidiert werden, was zu 
Strangbrüchen und anderen Schäden führt. RNOS (NO, NO2 und Peroxynitrite) wirken ähnlich (Abbildung aus 
“Marks’ Basic Medical Biochemistry A Clinical Approach”, 2nd Ed.)



1.Einleitung

46

Auswirkungen von oxidativem Stress können Entzündungen und Tumorentstehung sein. Darüber 
hinaus ist er ist an vielen Krankheitsbildern wie kardiovaskulären Krankheiten, Bluthochdruck, 
Arteriosklerose, Diabetes, rheumatoide Artritis, Alzheimer und Morbus Parkinson (Dasuri et al., 2013;
Valko et al., 2007). Auch mit dem Prozess der Alterung wird er in Verbindung gebracht. 

ROS hat in der Zelle aber nicht nur schädliche Wirkungen. In moderaten Konzentrationen sind ROS bei 
der Bekämpfung von Bakterien (Abb. 1.26) oder als „Second Messenger“ an der Signaltransduktion 
beteiligt (Valko et al., 2007). So können sie die cGMP-Produktion stimulieren, den intrazellulären Ca2+-
Spiegel erhöhen (Orrenius et al., 1989), und wichtige „downstream“ Signalmoleküle wie MAPK (z.B. 
JNK, ERK, p38) (Baas & Berk, 1995; Kyriakis & Avruch, 2001; Minamino et al., 1999), Protein Tyrosin 
Phosphatasen (Stoker, 2005), oder Transkriptionsfaktoren wie NF-κB (Paravicini & Touyz, 2006) und 
p53 aktivieren (Thannickal & Fanburg, 2000). Sie sind an der Expression von Zelladhäsionsmolekülen, 
an Immunreaktionen sowie an der Zellzyklus-Regulierung beteiligt (Valko et al., 2007; Joneson & Bar-
Sagi, 1998), und sie tragen in Endothelzellen zur Angiogenese bei (Ushio-Fukai et al., 2002), können 
dort aber auch zur Apoptose führen (Sudoh et al., 2001). Generell nehmen sie bei der „Redox 
Homöostase“ wichtige regulierende Funktionen ein (Valko et al., 2007).

Abb. 1.26: Bekämpfung von Bakterien durch ROS („Respiratory Burst“). Aktivierte Neutrophile produzieren 
durch die NADPH Oxidase vermehrt Superoxid (1). Während der Phagozytose stülpt sich die Plasmamembran 
um das Bakterium und das Superoxid wird in den Vakuolenraum freigesetzt. Dieses bildet entweder spontan 
oder durch die SOD H2O2 (2). Myeloperoxidasen werden in das Phagosom sezerniert, wo sie Hypochlorige Säure 
(HOCl) und andere Halogenide bilden (3). H2O2 kann auch über die Fenton-Reaktion Hydroxylradikale bilden (4). 
iNOS kann aktiviert werden und bildet NO (5), das mit Superoxid zu Peroxynitriten reagiert (6). Dadurch werden 
die Membranen und andere Bestandteile der phagozytierten Zellen angegriffen und zerstört (Abbildung aus 
“Marks’ Basic Medical Biochemistry A Clinical Approach”, 2nd Ed.).

Besonders bei der Verwendung von Nanopartikeln ist die Störung der „Redox-Homöostase“ und eine 
daraus resultierende verstärkte ROS-Produktion eine zu beachtende potenzielle Gefährdung. Im 
Zusammenhang mit Eisenoxid-Nanopartikeln ist die Freisetzung von Eisen nach Abbau von SPIOs 
durch die oben beschriebene Fenton-Reaktion (Formel 1.4) eine potenzielle Ursache. Darüber hinaus 



1.Einleitung

47

besteht durch die generell bei Nanopartikeln geringe Größe und eine im Verhältnis zur Gesamtmasse 
große Oberfläche auch ein enormes Potenzial, Redox-Reaktionen mit anderen Molekülen einzu-
gehen. Je kleiner der Nanopartikel ist, desto größer ist der Anteil der Atome, die sich an der Ober-
fläche befinden und zur ROS-Generierung beitragen können. Verstärkt wird dieses Potenzial dadurch, 
dass ausreichend kleine Partikel direkt in Mitochondrien gelangen und dort die Elektronentransport-
kette stören können, was zur Bildung von •O2

- und zu Apoptose führen kann (Li et al., 2003).

1.6 Ziel der Arbeit

In dem vom BMBF-geförderten Verbundprojekt „TOMCAT“ geht es um die Entwicklung und 
Verbesserung von spezifischen magnetischen Nanopartikeln zur Detektion maligner Tumoren. Der 
Part unserer Arbeitsgruppe war, radioaktiv-markierte SPIOs zu synthetisieren und damit die 
Verteilung und den Verbleib von Nanopartikeln in vitro und in vivo im Detail zu untersuchen. 

Das Ziel dieser Arbeit ist, die Aufnahme, Metabolisierung und Toxizität eines Model-Nanopartikels 
(polymer-gecoatetes PMAcOD-SPIO) an verschiedene Zelltypen in vitro, und in Mäusen in vivo zu 
untersuchen, und mit anderen SPIOs und geeigneten Eisenpräparaten zu vergleichen. In parallel 
gelaufenen in vivo Experimente zeigte sich nach kurzer Zeit, dass nach i.v.-Injektion die Hauptmenge 
der Nanopartikel sofort in die Leber aufgenommen werden (Doktorarbeit B. Freund, 2012). Deshalb 
wurden Zellkulturmodelle speziell für die Leberfunktion (Makrophagen, Endothelzellen, Hepatozyten) 
ausgewählt.
Nach der Aufnahme von SPIOs durch den Organismus müsste sich ein Abbau des Nanopartikelkerns 
zuerst durch Freisetzung von Eisen in der Zelle und dessen Wirkung auf den physiologischen 
Eisenstoffwechsel und der daran beteiligten Proteine und Gene (Ferritin, Transferrin-Rezeptor 1 und 
2, DMT1, Ferroportin, Hepcidin) bemerkbar machen. Bei einer Überforderung des Organismus mit 
der anfallenden Eisenmenge, aber auch bedingt durch eisenunabhängige Partikeleigenschaften, 
könnten in der nächsten Stufe oxidativer Stress generiert und anti-oxidativ wirkende Prozesse in Gang 
gesetzt werden. Darüber hinaus können Entzündungsreaktionen oder akut zytotoxische Reaktionen 
hervorgerufen werden, die sich auf die Lebensfähigkeit der Zelle drastisch auswirken. Ziel dieser 
Arbeit ist es, möglichst ein Gesamtbild über die Wirkungen von SPIOs zu erstellen.

In einer weiteren in vivo Fragestellung wurde untersucht, ob und in welchem Ausmaß radiomarkierte 
PMAcOD SPIOs nach oraler Gabe über den Gastrointestinaltrakt aufgenommen werden können.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Nanopartikel und Eisenpräparate

2.1.1 PMAcOD SPIOs

Diese SPIOs enthalten einen 10 nm bis 12 nm großen Kern aus Eisenoxid, der von der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Weller (Institut für Physikalische Chemie der Universität Hamburg) nach der Methode 
von Hyeon et al. (2011) synthetisiert und zur Verfügung gestellt wurde. Hierbei handelt es sich um 
eine organometallische Hochtemperatursynthese. Dabei wird Fe(CO)5 in einem hochsiedenden 
unpolaren Lösungsmitteln (in diesem Fall Ölsäure) bei 100°C unter Stickstoffzufuhr erhitzt. Dies führt 
zu einer Nukleation zu Eisenoxid-Kristallen und im nächsten Schritt, durch Erhöhung der Temperatur 
auf 300°C, zu einem Wachstum der Kristalle. Die so entstehenden Eisenoxid Nanopartikel werden 
durch Ölsäure stabilisiert (Abb. 2.1). Da diese Nanopartikel in wässriger Lösung nicht löslich sind, 
müssen diese mit einer hydrophilen Hülle versehen werden (siehe Kap. 2.2.2). Für in vivo Experi-
mente wurden alternativ die SPIOs in rekombinante triglyceridreiche Lipoproteine (TRL) eingebettet 
(siehe Kap. 2.2.3).

Abb. 2.1: Modell eines Ölsäure-stabilisierten PMAcOD SPIOs

2.1.2 PI-b-PEOs

PI-b-PEO (Polyisoprene-block-poly(ethylene oxide)) SPIOs sind ölsäure-stabilisierte Eisenoxid-Kerne 
(10 nm Durchmesser) in einer Hülle aus amphiphilen Block-Copolymeren, die aus einem wasser-
unlöslichen Polyisopren (PI) Block und einer wasserlöslichen Poly(ethylene oxide) (PEO) Korona 
bestehen (Abb. 2.2). Der PI Block wurde durch eine anionische Polymerisation, die PEO-Struktur 
durch eine anionische „Ring-Öffnungs“-Polymerisation gewonnen. PEO ist ein bekanntes bio-
kompatibles Polymer (Allen et al., 1999; Kabanov & Kabanov, 1998; Kwon et al., 1995), das eine starke 
Adsorption, Adhäsion, und die daraus resultierende Phagozytose von damit beschichteten 
Nanopartikeln verhindert und dadurch die Bluthalbwertszeit erhöht.
Ein Vorteil des PI-b-PEO-OH Liganden ist die mögliche Funktionalisierung. In dieser Arbeit wurden 
neben dem nicht modifizierten PI-b-PEO-OH Liganden SPIOs mit NH2- und COOH- Funktionalisierung 
verwendet (Abb. 2.3).
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Abb. 2.2: Struktur von PI-b-PEO-OH.(Abbildung aus der Doktorarbeit von Elmar Pöselt, 2009)

Die SPIOs wurden von Elmar Pöselt aus der Arbeitsgruppe von Prof. Weller (Physikalische Chemie der 
Universität Hamburg) synthetisiert und zur Verfügung gestellt. Genauere Informationen zur Synthese 
sind der Doktorarbeit von Elmar Pöselt (2009) zu entnehmen. Die SPIOs besaßen je nach 
Messmethode eine Größe von 50 – 70 nm. Die PI-b-PEO-NH2 SPIOs waren geringfügig größer als die 
mit -NH2 oder –COOH-Funktionalisierung. Mittels SAXS-Messung wurde von der Physikalischen 
Chemie eine Beladung der Nanopartikel-Oberfläche mit 90-100 Liganden bestimmt. Die verwendeten 
Nanopartikelsuspensionen hatten eine Eisenkonzentration von 2,46 g/L (44,1 mmol/L, PI-b-PEO-OH), 
2,22 g/L (39,8 mmol/L, PI-b-PEO-NH2) und 2,18 g/L (39,0 mmol/L, PI-b-PEO-COOH).

Abb. 2.3: Funktionalisierung des PI-b-PEO Polymers mit Amino- oder Carboxyl-Gruppen (Abbildung aus der 
Doktorarbeit von Elmar Pöselt, 2009).

2.1.3 nanomag®-D-spios

nanomag®-D-spios sind Dextran-Eisenoxid-Kompositpartikel der Firma micromod mit einem Eisen-
oxidgehalt von 55 – 80 % (w/w). Sie wurden durch Präzipitation von Eisenoxid im Beisein von Dextran 
(40000 Da) hergestellt. Vom Hersteller werden sie in ihrer Struktur als „clusterförmig“ angegeben und 
besitzen eine Größe von 20 nm, wobei der hydrodynamische Durchmesser (Z-Average) im Bereich 
zwischen 20 – 100 nm variieren kann. Die Partikelkonzentration betrug 8*1014 Partikel/ml und die 
Eisenkonzentration der Suspension 2,4 g/L. micromod bietet die Partikel mit unterschiedlichen 
Funktionalisierungen an. Für diese Arbeit wurden nanomag®-D-spio Partikel mit und ohne 
PEGylierung und mit unterschiedlichen Ladungen gekauft (-plain, -NH2, -COOH, -PEG300, -PEG-NH2,    
-PEG-COOH). Bei den Partikeln mit COOH- und NH2-Liganden ist eine Oberflächenladungsdichte von 
3 µmol/g Eisen angegeben. Der nanomag®-D-spio-COOH besitzt eine Proteinbindungskapazität von 
1,5 µg BSA/ mg Partikel (1 Albuminmolekül pro Partikel).
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2.1.4 Venofer®

Venofer® ist ein Eisenpräparat der Firma Vifor Pharma (München), das Eisenmangelanämie-Patienten 
intravenös verabreicht wird. Es handelt sich um einen polynukleären Eisen(III)-hydroxid-Sucrose 
Komplex ([Na2Fe5O8(OH) · 3(H2O)]n · m(C12H22O11)) mit einem Molekulargewicht von 34-60 kDa, der 
durch das retikuloendotheliale System aufgenommen und relativ schnell abgebaut wird, wodurch das 
Eisen freigesetzt wird. Aufgrund dieser Beschaffenheit wurde es in dieser Arbeit als Nanopartikel-
ähnliche Vergleichssubstanz eingesetzt. Die Eisenkonzentration der Originalsuspension betrug 20 g/L.

2.1.5 Ferinject®

Ferinject® ist ebenfalls ein intravenöses Eisenpräparat der Firma Vifor International AG (St. Gallen, 
Schweiz) und wird auch zur Behandlung von Eisenmangelanämien eingesetzt. Hierbei handelt es sich 
jedoch um einen Eisencarboxymaltose-Komplex mit einem Molekulargewicht von 150 kDa. Eisen-
carboxymaltose wird hauptsächlich im retikuloendothelialen System der Leber, des Knochenmarks 
und in geringem Maße auch in der Milz aufgenommen und zu den Komponenten Eisenhydroxid, 
Maltotetraose, Maltotriose, Maltose und Glucose aufgespalten. Es wurde in dieser Arbeit als 
Vergleichspräparat verwendet. Die Eisenkonzentration der Originalsuspension betrug 50 g/L.

2.1.6 Sinerem®

Bei Sinerem® (Ferumoxtran) handelt es sich um ein Negativ-Kontrastmittel der Firma AMAG 
Pharmaceuticals Inc (vertrieben durch Guerbet Gruppe, Aulnay-sous-Bois, Frankreich), das vor allem 
Krebspatienten vor einer MRT- (Magnetresonanztomographie) Untersuchung intravenös appliziert 
wird. Es besteht aus mit Dextran und Natriumcitrat stabilisierten superparamagnetischen Eisenoxid-
Nanopartikel. Es verkürzt die T1 und T2 Relaxationszeiten. Nach Aufnahme durch Makrophagen in 
den Lymphknoten erscheinen diese Bereiche im MRT dunkel, während von Tumor befallene 
Lymphknoten weniger Makrophagen enthalten und deshalb heller erscheinen. Die Plasma-
Halbwertszeit von Sinerem® wird bei Menschen mit mehr als 24 Stunden angegeben.
Obwohl Sinerem® nach der Zulassung aufgrund von Bedenken zur Wirksamkeit zurückgenommen 
wurde, wurde es in dieser Arbeit als Vergleichspräparat verwendet, da der PMAcOD SPIO auch als 
Kontrastmittel fungieren soll. Der Partikeldurchmesser beträgt 20-50 nm (etwa 35 nm). Das braune 
Pulver wurde mit isotonischer Kochsalzlösung mit einer Eisenkonzentration von 20 g/L angesetzt.
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2.2 Chemische Methoden

2.2.1 Radioaktive Markierung der SPIOs

Zur besseren Quantifizierung wurden in einigen Experimenten radioaktiv markierte SPIOs verwendet.
Dabei wurden ölsäurestabilisierte, monodisperse SPIOs in Chloroform mit wasserfreiem 59FeCl3 (Firma 
Perkin-Elmer Radiochemicals, Rodgau, Deutschland; 50-100 µCi/ 2-10 µg Fe) für mindestens 24 h 
rührend inkubiert (Freund et al., 2012). Dabei kommt es zu einem raschen und effizienten Einbau des 
radioaktiven Eisens. Der Anteil von 59Fe am Gesamteisen betrug 0,01 – 0,5 %.

Bei der 51Cr-Markierung wurde genauso verfahren. Dafür wurde eine 51CrCl3- Lösung der Firma 
Perkin-Elmer Radiochemicals verwendet.

2.2.2 Herstellung der PMAcOD SPIOs

Für in vitro und in vivo Experimente müssen die Eisenoxid- Nanopartikel wasserlöslich sein. Aus
diesem Grund wurden sie in eine hydrophile Polymerhülle nach der Methode von (Shtykova et al., 
2008) verpackt. Dazu wurden zu 2 mg Nanopartikel-Trockenmasse 2 ml Chloroform und 2 ml der 
amphiphilen Polymerlösung, Poly-Maleinsäureanhydrid-alt-1-octadecen (10 mg/ml PMAcOD; Sigma-
Aldrich, München, Deutschland) gegeben und über Nacht gerührt. Am nächsten Tag wurde das 
Lösungsmittel durch einen Stickstoffstrom abgedampft und durch 3 ml eines Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan (TRIS)-Borat- Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)- Puffers ersetzt. Anschließend 
wurde die Suspension dreimal für 10 min sonifiziert und für 10 min bei 60°C auf einem Schüttler 
erwärmt. Um entstandene Agglomerate abzutrennen, wurde dreimal 10 min. bei 2400 g zentrifugiert, 
wobei nach jedem Schritt der Überstand in neue Reaktionsgefäße überführt wurde. Das Abtrennen 
von überschüssigem Polymer erfolgte durch Ultrazentrifugation (50.000 g, 4°C, 1h). Der Überstand 
nach der Zentrifugation wurde verworfen und das Pellet in DPBS (mit Calcium und Magnesium;
Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt) gelöst. Im letzten Schritt wurde die Probe durch 
PTFE-Spritzenfilter gefiltert. Die Qualität der Nanopartikeln wurde durch Größenausschluss-
chromatographie überprüft. Nach der Verpackung waren diese PMAcOD SPIOs etwa 20 nm groß
(Abb. 2.4).
Die Eisenkonzentration wurde mit dem Bathophenanthrolin-Assay bestimmt (siehe Kap. 2.2.4).
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Abb. 2.4: Modell eines Ölsäure-stabilisierten, verpackten PMAcOD SPIOs.

Bei Zellkulturexperimenten wurden die PMAcOD SPIOs vor Benutzung in Medium für mindestens 
30 min mit FCS in einem Verhältnis von 1:7 bis 1:10 (Volumenverhältnis PMAcOD SPIO:FCS) bei 37°C 
vorinkubiert, um ein Ausfallen zu verhindern. Hintergrund ist, dass die Kationen aus dem Medium die 
negativ geladenen Oberflächenliganden neutralisieren können, was Abstoßungsreaktionen verhindert 
und letztlich zur Aneinanderlagerung und Ausfallen der Partikel führen kann. Die Vorinkubation mit 
FCS versieht den Nanopartikel mit einer negativ geladenen Proteinkorona und hält ihn in Medium 
löslich.

2.2.3 Herstellung der Nanosomen

Eine weitere hier eingesetzte Methode, um die SPIOs wasserlöslich zu machen, ist die Verpackung in 
sogenannte Nanosomen (Abb. 2.5). Dies sind PMAcOD SPIOs, die in rekombinante, triglyceridreiche 
Lipoproteine (TRL) eingebettet sind und damit insgesamt eine Micellen-Struktur aufweisen. Die dafür 
verwendeten Lipide wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Heeren zur Verfügung gestellt. 
Ursprünglich wurden diese aus den Triglyceridreichen Lipoproteinen humaner Blutproben isoliert 
(Bruns et al., 2009).
Für die Einbettung wurden 10 mg des Lipidextrakts (bestehend aus 80 % Triglyceride, 10 % 
Cholesterin, 10 % Phospholipide) im Stickstoffstrom abgedampft und 0,5 mg (Eisen) der SPIOs und 
1 ml Chloroform dazugegeben. Nach erneutem Abdampfen des Lösungsmittels wurde 1 ml von 60 °C 
warmen DPBS (mit Calcium und Magnesium, Invitrogen) hinzugegeben und dreimal 3,5 min 
sonifiziert. Die Bildung der Micellen-Struktur wurde durch anschließende Filtrierung der Probe durch 
0,45 µm PTFE Spritzenfilter forciert. Im letzten Schritt wurden die Nanosomen über eine PD-10-Säule 
von überschüssigem Eisen getrennt. Die Eisenkonzentration wurde mittels Atomabsorptions-
spektroskopie (AAS) bestimmt (siehe Kap. 2.3.3).
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Abb. 2.5: Modell eines Nanosoms

2.2.4 Eisenbestimmung der PMAcOD SPIOs mittels 

Bathophenanthrolin Assays 

Zur Eisenbestimmung der SPIO-Suspensionen wurde ein Bathophenanthrolin Assay nach der 
Methode von Huberman & Pérez (2002) angewendet. Dazu wurden 0,2 ml einer verdünnten Probe 
mit 0,05 ml einer 5 mol/L Salzsäure versetzt (Endkonzentration 1 mol/L) und 30 min bei 70 °C 
inkubiert. Nach Abkühlen der Probe wurden 0,05 ml mit 0,15 ml eines Reduzierende Essigsäure/ 
Acetat-Puffers (66 g/L wasserfreies Natriumacetat, 4,6 % Essigsäure p.a., 0,8 % Ascorbinsäure) 
versetzt, gefolgt von 0,1 ml einer Bathophenanthrolinlösung (1 g/L Bathophenanthrolindisulfon-
säue(3,8)-dinatriumsalz). Nach 15 min wurde die Absorption bei 540 nm gemessen. Die 
Konzentrationsberechnung erfolgte mittels einer Standardgeraden mit definierten Eisenlösungen.
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2.3 Biophysikalische Methoden

2.3.1 Größenausschluss-Chromatographie

Die Größenausschlußchromatographie (SEC) der PMAcOD SPIOs wurde auf einer Superose-6 10/300 
GL-Säule der Firma GE Healthcare (Freiburg, Deutschland) bei einer Flussgeschwindigkeit von 
0,5 ml/min durchgeführt.

2.3.2 Dynamische Lichtstreuungsmessung (DLS)

Für die DLS-Messungen wurde der Zetasizer Nano-S90 (Malvern Instruments, Herrenberg) mit einer 
Laserlichtwellenlänge von 633 nm verwendet.

2.3.3 Atomabsorptionsspektroskopie (AAS)

Zur Bestimmung des Eisengehalts wurden die Proben (hauptsächlich Zellen) in Matrixlösung 
(0,02 mol/L Salpetersäure, 1 % Triton X-100) resuspendiert. Anschließend wurden 5 mol/L HCl-Lösung 
hinzugegeben (Endkonzentration 1 mol/L) und bei 70° C für mindestens 30 min. auf dem Schüttler 
erwärmt.
Bei der Eisenbestimmung in Lebern wurde ein Stück des Organs in einer Lösung aus 43 % eisenfreier 
Salpetersäure und 10 % Wasserstoffperoxid unter Hitze in der Mikrowelle aufgelöst, und 
anschließend mit eisenfreiem Wasser auf exakt 25 ml (Messkolben) aufgefüllt, bevor die Messung 
durchgeführt wurde.
Für die Messung wurde ein Perkin-Elmer 2100 Atomabsorptions-Spektrophotometer mit Graphitrohr-
technik verwendet

2.3.4 Transmissionselektronen-Mikroskopie

Für die Aufklärung der Ultrastruktur der Partikel im Elektronenmikroskop wurden die 
Nanopartikelsuspension auf ein Formvar/Kohle befilmtes Grid gebracht und luftgetrocknet. Die Grids 
wurden mit einem FEI Tecnai G20 bei 200kV mit einer FEI Eagle 4k Kamera, sowie Veleta Kamera 
untersucht.

Zur Darstellung der Nanopartikel-Aufnahme in Makrophagen wurden J774-Zellen in Kulturschalen mit 
Kunstofffolienboden (ibidi GmbH, Planegg/Martinsried) gezüchtet. Die Zellen wurden mit 2,5 % 
Glutaraldehyd in PBS für 30min bei RT fixiert. Anschließend wurden sie mit PBS gewaschen und mit 
1 % Osmiumtetroxid in PBS kontrastiert, erneut mit PBS gewaschen, und danach 30 min mit 1 % 
Gallussäure inkubiert. Anschließend wurden die Proben graduell mit Alkohol dehydriert und in EPON 
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eingebettet. Diese Flacheinbettung wurde quer angetrimmt und 60 nm dicke Schnitte mit einem 
Leica Ultracut Mikrotom hergestellt. Die Schnitte wurden mit 1 % Uranylacetat nachkontrastiert und 
mit einem FEI Tecnai G20 bei 200 kV mit einer FEI Eagle 4k Kamera, sowie einer Veleta Kamera 
untersucht.

2.3.5 Radioaktivitätsmessungen

Für die Messungen von radioaktiven Proben und Mäusen wurde der Hamburger Ganzkörperzähler 
(HAMCO) verwendet (Braunsfurth et al., 1977). Hierbei handelt es sich um einen Gesamtkörper-
Radioaktivitätsdetektor mit flüssigem organischem Szintillator und quasi 4π-Messgeometrie (Abb. 
2.6). Der Vorteil dieses großen Detektors ist, dass auch größere Proben (inkl. lebender Mäuse) 
gemessen werden können.

Abb. 2.6: Hamburger Ganzkörper-Radioaktivitätszähler (HAMCO) oben: Schematischer Aufbau des HAMCO.     
a: 15 cm Stahlplatten (Voratomzeitalterstahl); b: 5 cm Halterrahmen (Voratomzeitalterstahl); c: Szintillator-
flüssigkeit in Modultanks (je 170 l); d: Vorverstärker auf Photomultiplier-Basis; e: Lichtquellen; A,B,C,D: 50 cm 
(2x2π) Modultanks; 1,2,3,4: Du Mont-K 1328-Photomultiplier; HP-Ge: zwei GP-Ge-Detektoren (aktuell nicht 
mehr vorhanden) (Abbildung aus Braunsfurth et al., 1977); unten: Foto des HAMCO mit ausgefahrener 
Liegefläche und einer darauf aufgebauten Styropor-Brücke mit Mess- Box für Mäuse.
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2.4 Zellkultur

2.4.1 Verwendete Zellen und Kultivierung

Für die in dieser Arbeit durchgeführten in vitro Experimente wurden drei unterschiedliche Zelllinien 
verwendet: Als Zellmodell für das Retikuloendotheliale System wurden Maus Makrophagen (J774-
Zellen) sowie humane Endothel-Zellen (HUVEC) verwendet. Darüber hinaus wurde die Hepatozyten-
Zelllinie αML12 verwendet.

2.4.1.1.1 J774-Zellen

Bei den J774 Zellen handelt es sich um eine murine Makrophagen-Zelllinie, die aus Tumor tragenden 
BALB/c Mäusen gewonnen wurde. Sie produzieren große Mengen an Lysozym und zeigen 
überwiegend eine Antikörper-abhängige Phagozytose. Sie sind bekannt dafür, nach Aktivierung durch
IFNγ hohe Mengen des Enzyms Stickstoffoxid Synthase zu synthetisieren und somit große Mengen an 
NO zu produzieren.
Die J774-Zellen wurden aus dem Laborbestand entnommen. Die Kultivierung erfolgte in DMEM (High 
Glucose, mit L-Glutamin, ohne Pyruvat; GIBCO, Life Technologies GmbH, Darmstadt) mit 25 mM 
Hepes, 10 % FCS und 1 % Penicillin/ Streptomycin (= Vollmedium) bei 37°C und 5 % CO2 in Zellkultur-
flaschen. Die Passagierung erfolgte in Abstand von 2 bis 3 Tagen durch Abschaben und Aussaat in 
neue Zellkulturflaschen.

2.4.1.1.2 HUVECs

Bei den HUVECs (engl.: Human Umbilical Vein Endothelial Cells) handelt es sich um humane 
Endothelzellen, die aus der Nabelschnurvene gewonnen wurden. Diese wurden von der Firma 
PomoCell bezogen.
Die Kultivierung erfolgte in Endothelial Cell Growth Medium (PromoCell, Heidelberg), das nur 2 % 
Serum enthält, und unter Zugabe von 1 % Penicillin und Streptomycin (= Vollmedium), bei 37°C und 
5 % CO2 in Zellkulturflaschen. Die Passagierung erfolgte in Abstand von 3 bis 4 Tagen durch 
Trypsinierung und Aussaat in neue Zellkulturflaschen.

2.4.1.1.3 HuH7-Zellen

HuH7st eine gut differenzierte, Epithel-ähnliche, hepatozelluläre Tumorzelllinie, die 1982 aus dem 
Lebertumor eines 57jährigen Japaners isoliert wurde. Die Zelllinie wurde durch Nakabayshi und Sato 
generiert.
Die HuH7-Zellen wurden aus dem Laborbestand entnommen. Die Kultivierung erfolgte in DMEM-
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GlutaMAX™ (High Glucose, mit Pyruvat; Firma GIBCO, Life Technologies GmbH, Darmstadt) mit 10 % 
FCS und 1 % Penicillin/ Streptomycin (= Vollmedium) bei 37 °C und 5 % CO2 in Zellkulturflaschen. Die 
Passagierung erfolgte in Abstand von 2 bis 4 Tagen durch Trypsinierung und Aussaat in neue 
Zellkulturflaschen. 

2.4.1.1.4 αML12-Zellen

Die Hepatozyten-Zelllinie αML12 wurde ursprünglich aus der Leber transgener, TGF-über-
exprimierender Mäuse isoliert. Die Zellen besitzen typische Hepatozyten-Eigenschaften wie das 
Vorhandensein von Peroxisomen, hohe mRNA-Level von Serumproteinen (Albumin, α1-Antitrypsin, 
Transferrin) sowie Gap Junction Proteinen (Connexin 26 und 32). Die αML12-Zellen sezernieren 
Albumin und besitzen nur das Isozym 5 der Lactatdehydrogenase. Trotz ihrer physiologischen 
Eigenschaften lassen sie sich in hohen Passagierzahlen kultivieren, ohne dass sie kanzerogen wirken 
(wenn sie in Mäusen transplantiert werden).
Die αML12-Zellen wurden zur Verfügung gestellt. Die Kultivierung erfolgte in DMEM-GlutaMAX™
(High Glucose, mit Pyruvat; Firma GIBCO, Life Technologies GmbH, Darmstadt) mit 25 mM Hepes, 
10 % FCS und 1 % Penicillin/ Streptomycin (= Vollmedium) bei 37 °C und 5 % CO2 in Zellkulturflaschen. 
Die Passagierung erfolgte in Abstand von 2 bis 4 Tagen durch Trypsinierung und Aussaat in neue 
Zellkulturflaschen.

2.4.2 Inkubation der Zellen mit Nanopartikel und Zellernte

Die Zellkultur-Experimente zur Aufnahme (Kap. 3.2.2.1, Kap. 3.2.2.3) und Metabolisierung (Kap. 3.3.2, 
Kap. 3.3.3, Kap. 3.3.4, Kap. 3.3.5, Kap. 3.3.6) sowie zur Toxizität (Kap. 3.4.1.2, Kap. 3.4.2, Kap. 3.4.3.2, 
Kap. 3.4.3.3) wurden in Zellkulturplatten mit 6 (6-Well) oder 12 (12-Well) Vertiefungen (NUNC GmbH 
& Co. KG, Langenselbold) angesetzt. Dazu wurden 3-4*105 J774-Zellen, 1*105 HUVECs oder 4*105

αML-12 Zellen pro Vertiefung (6-Well Multidish) in dem jeweiligen Vollmedium ausgesät und für zwei 
Tage bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Bei den Platten mit 12 Vertiefungen wurde die Zellzahl an die 
kleinere Fläche entsprechend angepasst. Die Stimulanzien wurden im Medium (bei den Experimenten 
zur Aufnahme und zur Metabolisierung ohne FCS) auf die gewünschten Konzentrationen verdünnt 
und für die gewünschte Zeitdauer auf die Zellen gegeben. 
Vor der Ernte wurden die Zellen einmal mit kaltem Medium, einmal für 5 min mit HBSS-Puffer mit 
50 µM DTPA (einem chelierenden Komplexbildner) inkubiert und anschließend mit HBSS-Puffer 
gewaschen. War für das Experiment ein Mediumwechsel vorgesehen, wurden die Zellen nach der
Inkubation mit den Stimulanzien einmal mit warmen Medium mit 50 µM DTPA (5 min), danach mit
Medium gewaschen, und anschließend weiter inkubiert.
Die Zellernte erfolgte bei den J774-Zellen durch Abschaben in HBSS, bei den HUVECs und den αML-12 
Zellen durch Trypsinierung (0.05 % Trypsin-EDTA, GIBCO, Life Technologies GmbH, Darmstadt). Nach 
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Zentrifugation (5 min, 950 g, 4 °C) wurde das Pellet je nach Anwendung in der entsprechenden 
Lösung resuspendiert (siehe Tab. 2.1)

Tab. 2.1: Resuspensionslösungen. In der Tabelle sind die Lösungen aufgelistet, die für die Resuspensierung der 
Zellpellets nach der Ernte verwendet wurden

Zweck der Probe Resuspensionslösungen Bestandteile

Eisenbestimmung mittels AAS

(Kap. 2.3.3)

Matrix-Lösung 0,02 mol/L Salpetersäure

1 % Triton X-100

Proteinbestimmung nach LOWRY

(Kap. 2.5.1)

Zelllysepuffer, pH 8,0 50 mmol/L Tris

2 mmol/L CaCl2

80 mmol/L NaCl

1 % Triton X-100

Ferritin ELISA und Western Blot

(Kap. 2.5.3, Kap. 2.5.2)

RIPA-Puffer, pH 7,4

+ complete Mini Protease Inhibitor 

Cocktail (1 Tablette pro 10ml)

(Roche Diagnostics Deutschland 

GmbH, Mannheim)

20 mmol/L Tris-HCl

5 mmol/L EDTA

50 mmol/L NaCl

10 mmol/L Na-Pyrophosphat

50 mmol/L NaF

1 % Nonidet P40

Ferroportin und DMT1 Western Blots,

(Kap. 2.5.2)

vorher Membranprotein Präparation

(Kap. 2.4.4)

Homogenisierungspuffer, pH 7,4

+ Protease Inhibitor Cocktail 

(PIC, 1:1000) 

(aus dem Laborbestand)

20 mmol/L Tris-HCl

2 mmol/L MgCl2
0,25 mol/L Saccharose

Protease Inhibitor Cocktail:

1 mmol/L Pepstatin A

10 mmol/L Chymostatin

10 mmol/L Leupeptin

10 mmol/L Antipain

in DMSO

Glutathion-Assay (Kap. 2.5.4) MES Puffer, pH 6,0

aus dem Glutathion Assay Kit,

1:2 verdünnt

0,4 mol/L 2-(N-morpholino)-

              ethansulphonsäure

0,1 mol/L M Phosphorsäure

2 mmol/L EDTA

2.4.3 Proteinisolierung

Zur Isolierung von Zellproteinen wurden das in Zelllysepuffer oder RIPA-Puffer (siehe Tab. 2.1) 
resuspendierte Zellpellet für 30 min auf Eis inkubiert und anschließend zentrifugiert (20 min, 17900 g, 
4 °C). Der Überstand, der die Proteine enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei 
-20 °C gelagert.



2.Material und Methoden

59

2.4.4 Membranprotein Präparation

Zur Isolierung der Ferroportin 1 und DMT1 Proteine wurde eine Membranprotein Präparation 
durchgeführt. Dazu wurde das in Homogenisierungspuffer (siehe Tab. 2.1) resuspendierte Pellet aus 
mindestens drei Vertiefungen einer 6-Well Platte mit einem Ultraschallfinger sonifiziert (4x 5 sec., 
Amplitude: 20 %). Dabei wurde zwischen den einzelnen Durchgängen die Probe auf Eis gestellt. 
Anschließend wurde das Reaktionsgefäß zum Entfernen von Zelltrümmern zentrifugiert (15 min, 800 
g, 4 °C) und der Überstand ultrazentrifugiert (1 h, 100.000 g, 4 °C). Der Überstand davon enthielt die 
zytosolischen Proteine, und das Pellet die Membranen. Zum Pellet wurden 0,2 ml 
Resuspensionspuffer (50 mM Tris-HCl pH 8,8, 2 mM CaCl2, 80 mM NaCl, 1 % Triton X100) mit 
Proteinase Inhibitor Cocktail (1:1000, siehe Tab. 2.1) gegeben und die Suspension wiederholt mit 
einer 1 ml Spritze durch eine 27“ G Kanüle gezogen. Durch die Scherkräfte wurden die Membranen 
zerrissen und die Proteine freigesetzt. Nach erneuter Ultrazentrifugation (30 min, 100.000 g, 4 °C) 
wurde der Überstand, der Plasmamembranen, Golgi- und ER-Membranen sowie Lysosomen und 
Mikrosomen enthielt, in eine neues Reaktionsgefäß überführt und bei -20 °C gelagert.

2.4.5 Aufnahme-Experimente mit Inhibitoren

Zur Untersuchung des Aufnahmemechanismus von Nanopartikeln durch Makrophagen wurden Zellen 
mit Inhibitoren inkubiert, die gezielt ein Molekül oder ein Prozess des betreffenden Aufnahmewegs 
inhibieren (die verwendeten Inhibitoren sind in Tab. 3.4 dargestellt). Zuvor wurde mittels LDH-Assay 
(Lactat Dehydrogenase, siehe Kap. 2.4.13) sichergestellt, dass die Inhibitoren in den verwendeten 
Konzentrationen keine zytotoxischen Membranschädigungen hervorriefen. 
Für das Experiment wurden 4*105 J774-Zellen pro Vertiefung in 6-Well Platten in Vollmedium 
ausgesät und für 2 Tage bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Vor dem Experiment wurde das 
Vollmedium abgesaugt und durch 1,9 ml Medium (ohne FCS) mit dem Inhibitor ersetzt. Nach einer 
Inkubation von 30 min wurden 0,1 ml von PMAcOD SPIOs, die zur Stabilisierung in FCS vorinkubiert 
wurden, in Medium ohne FCS, dazugegeben (Endkonzentration 0,3 mmol/L), und für 1 h weiter 
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen im Medium-Überstand abgeschabt und gewaschen. Dies 
geschah in 15 ml Falcon Röhrchen durch wiederholte Zentrifugation (5 min, 300 g, 4 °C), Abnahme 
des Überstandes und Resuspendierung des Zellpellets in kaltem Medium mit 50 µM DTPA (5 min) und 
anschließend in Medium. Zum Schluss wurde das Pellet in 2,1 ml HBSS Puffer resuspendiert und je 
1 ml auf zwei 1,5 ml Reaktionsgefäße aufgeteilt. Diese wurden zentrifugiert (5 min, 960 g, 4 °C). 
Danach wurde in ein Reaktionsgefäß für eine Eisenbestimmung mittels AAS (siehe Kap. 2.3.3) 0,4 ml
Matrixlösung gegeben, das andere Pellet wurde in 0,5 ml Zelllysepuffer mit einem Proteaseinhibitor 
Cocktail (1:1000) für eine Proteinbestimmung nach LOWRY (siehe Kap. 2.5.1) resuspendiert. 
Anschließend wurde weiter, wie in Kap. 2.4.3 beschrieben, verfahren. 

Neben der Verwendung von Inhibitoren wurde auch eine Inkubation bei 4 °C durchgeführt. Dazu 
wurden die Zellen 1 h vor Experimentbeginn sowie während der Inkubationszeiten im Kühlschrank 
gehalten und mit gekühlten Medien inkubiert.
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Darüber hinaus wurde eine „Kalium depletion“ nach der Methode von Rejman et al. (2004)
durchgeführt. Dazu wurden die Zellen einmal mit K+-Ionen-freiem Puffer (20 mM Hepes, 1 mM CaCl2, 
1 mM MgCl2, 1 g/L D-Glucose in isotoner Kochsalzlösung, pH 7,4) gewaschen. Danach wurden die 
Zellen durch Waschen mit einem 1:2 verdünnten Puffer einem hypotonen Schock unterzogen. 
Anschließend wurde erneut dreimal mit dem unverdünnten kaliumfreien Puffer gewaschen. Die 
entsprechenden Kontrollzellen erhielten denselben, mit 10 mM KCl zugesetzten, Puffer. Anschließend 
wurde genauso verfahren wie oben beschrieben.

Nach der Zellernte wurde die Nanopartikel-Aufnahme durch eine Eisenbestimmung mittels AAS 
gemessen, und die Eisenkonzentrationen auf eine Kontrolle, die SPIOs, aber keine Inhibitoren 
erhalten hat, normiert. 

2.4.6 Bestimmung des intrazellulären labilen Eisenpools (LIP)

Zur Bestimmung des intrazellulären labilen Eisenpools wurde der Fluoreszenzfarbstoff Calcein-AM der 
Firma Invitrogen (Catalog-Nr. C3100MP; Life Technologies GmbH, Darmstadt) verwendet. Calcein ist 
ein Fluorescein-Derivat mit einem Anregungsmaximum bei 495 nm und einem Emissionsmaximum 
bei 515 nm (Abb. 2.7 b). Die zur Beladung von Zellen eingesetzte mehrfach veresterte Form, der 
nicht-fluoreszierende Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM), ist stark membranpermeabel und 
diffundiert deshalb in die Zelle. Dort spalten zelleigene Esterasen das Acetoxymethylester und 
aktivieren das polyanionische Fluoreszein-Derivat, das bei physiologischem pH-Wert sechsfach 
negativ und zweifach positiv geladen ist (Abb. 2.7 a) (Chiu & Haynes, 1977). Aufgrund dessen 
Hydrophilie ist das nun fluoreszierende Calcein nahezu impermeabel für Zellmembranen und 
akkumuliert in der Zelle. Das Fluophor besitzt darüber hinaus eine EDTA-ähnliche Chelatoreinheit 
(Breuer et al., 1995), d.h. es kann Eisenionen komplexieren, was zur Quenchung der Fluoreszenz führt
(Abb. 2.7 d). Nach der Beladung der Zellen mit Calcein wird der starke, membrangängige 
Eisenchelator, Salicylaldehydisonicotinoylhydrazon (SIH; wurde von Prof. Prem Ponka, Lady Davis 
Institut, Montreal, Canada zur Verfügung gestellt.) (Abb. 2.7 c), in großem Überschuss dazugegeben. 
Nach dessen Diffusion in die Zelle komplexiert er die durch das Calcein gebundenen Eisenionen, so 
dass die Fluoreszenz-Quenchung aufgehoben wird. Die wiederkehrende Fluoreszenz wird gemessen 
und spiegelt den intrazellulären, labilen Eisenpool wieder (Abb. 2.7 e).

Zur Durchführung wurden in schwarzen Mikrotiterplatten mit 96 durchsichtigen Vertiefungen mit 
Poly-D-Lysin-Beschichtung 2*104 Zellen pro Vertiefung (0,25 ml) ausgesät und für 2 Tage bei 37 °C im 
Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde das Vollmedium durch 0,2 ml Inkubationsmedium 
(DMEM, High Glucose, mit L-Glutamin, ohne Pyruvat; GIBCO, Life Technologies GmbH, Darmstadt; mit 
25 mmol/L Hepes und 1 % Penicillin/Streptomycin, ohne FCS) mit den Eisenpräparaten bzw. SPIOs 
ersetzt und für 1 h, 3 h oder 6 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Bei der 24 h Variante wurden die 
Zellen nach 6 h mit 0,24 ml Waschmedium (Inkubationsmedium ohne Penicillin/Streptomycin) mit 
0,05 mmol/L DTPA und anschließend mit Inkubationsmedium gewaschen. Nach erneutem 
Mediumwechsel wurden die Zellen in Inkubationsmedium für weitere 18 h bei 37 °C inkubiert.
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Abb. 2.7: Methode zur Bestimmung des LIP. a: Calcein-Aktivierung durch Hydrolyse des Acetoxymethylesters 
von Calcein-AM durch zelluläre Esterasen; nach Anregung bei 485 nm wurde die Fluoreszenz bei 520 nm 
gemessen; b: Absoroptions- und Emissionsspektrum des aktivierten Calceins; c: Der starke Eisenchelator 
Salicylaldehyd-isonicotinoylhydrazon (SIH); d: Calcein-Aktivierung durch Zellen und Fluoreszenz-Quenchung 
durch Eisen in einem Zellkulturexperiment; e: Fluoreszenz-Anstieg nach Zugabe von SIH zu Calcein-behandelten 
Zellen spiegelt den LIP wieder.

2.4.7 Immunofluoreszenz

Auf runden Glasplättchen wurden in 24-Well Platten 1,3*104 J774-Zellen pro Well (1 ml) ausgesät und 
für 2 Tage bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit dem Stimulanz 
(FAS) für 24 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach zwei Waschungen mit jeweils 1 ml DPBS (Life 
Technologies GmbH, Darmstadt) wurden die Zellen für 30 min in 4 % Paraformaldehyd fixiert. Es 
folgten drei Waschungen mit 1 ml DPBS für jeweils 5 min, und anschließend wurden die Zellen für 

d e
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15 min mit 0,2 ml Permeabilisierungslösung (0,6 % Glycin, 0,3 % Saponin in DPBS) inkubiert.
Anschließend wurden die Zellen erneut dreimal für je 5 min 1 ml DPBS gewaschen, bevor sie mit 
0,2 ml Blocklösung (1 % BSA, 7,5 % donkey Normalserum in DPBS) für 15 min inkubiert wurden. Die 
Blocklösung wurde abgekippt und die Zellen bei 4 °C über Nacht mit 50 µl goat anti-FPN1 Antikörper 
(Cat. No. sc-49668, Sant Cruz Biotechnology, Heidelberg; 1:50 in DPBS mit 1 % BSA) in einer feuchten 
Kammer inkubiert. Hiernach folgten erneut drei Waschschritte für je 5 min und anschließend die 
Inkubation mit 50 µl des 2. Antikörpers donkey anti-goat Cy3 (1:250 + DAPI 1:1000 in 1 % BSA in 
DPBS) für 45 min bei Raumtemperatur. Dann wurden die Zellen 4 x 1 min mit DPBS gewaschen, und 
schließlich die Plättchen mit Antifade über Nacht im Kühlschrank eingedeckt.

2.4.8 Knock down Experimente mittels esiRNA

Für den knock down von DMT1 wurde eine transiente Transfektion mit esiRNA (MISSION®, Cat. No.
EMU049891-20UG, Sigma-Aldrich, München) durchgeführt. esiRNAs oder Endoribonuklease-
geschnittene siRNAs bestehen aus einem Pool von unterschiedlich langen siRNAs (durchschnittliche 
Länge 21 bp), die alle die gleiche mRNA-Sequenz binden. Sie wurden durch das Schneiden von langen 
doppelsträngigen RNA-Molekülen (dsRNA) durch die Escherichia coli RNase III generiert. Der Vorteil 
von esiRNAs ist die hohe Spezifität und dadurch hohe Effizienz des Gen-Knock downs.

Die Durchführung der Knock down Experimente verlief in zwei unterschiedlichen Ansätzen: Zur 
Bestimmung der knock down Effizienz mittels RT-PCR wurden in 24-Well Platten 8*104 J774-Zellen
(für 24 h Transfektion + 6 h Inkubation mit SPIOs) bzw. 6 * 104 Zellen (für 24 h Transfektion + 6 h 
Inkubation mit SPIOs + 18 h Inkubation ohne SPIOs) pro Well (1 ml) in Vollmedium ausgesät, und für 
einen Tag bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Für die Bestimmungen der SPIO-Aufnahme mittels AAS, 
für die Proteinbestimmung mittels Lowry, den Ferritin-ELISA und den DMT1- Western Blot wurden in 
6-Well Platten 4*105 Zellen bzw. 3*105 Zellen pro Well (3 ml) ausgesät. Am nächsten Tag erfolgte die 
Transfektion. Dazu wurden pro Vertiefung der 24-Well Platte 1 µl der esiRNA (0,2 µg/µl) zu 0,05 ml 
Opti-MEM I Medium (ohne L-Glutamin, Cat. No. 31985-062, Invitrogen) gegeben, für eine Vertiefung 
der 6-Well Platte 5 µl esiRNA zu 0,25 ml Opit-MEM I Medium. In einem separaten Ansatz wurden 2 µl 
des Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000 (Cat. No. 11668-019, Invitrogen) zu 0,05 ml Opti-MEM I 
Medium (24-Well Platte) bzw. 10 µl Lipofectamine 2000 zu 0,25 ml Opti-MEM I Medium (6-Well 
Platte) gegeben und nach vorsichtigem Mischen 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
wurde der Lipofectamin-Ansatz zu dem esiRNA-Ansatz gegeben (0,1 ml Gesamtvolumen pro kleine 
und 0,5 ml pro große Vertiefung) und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der 
Mix auf die Zellen gegeben und für 24 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Zellen der 24-Well Platten für die RT-PCR wie in Kap. 2.6 beschrieben 
behandelt. Die Zellen der 6-Well Platten wurden wie in Kap. 2.4.2 beschrieben gewaschen und in 2 ml 
HBSS Puffer geerntet. Für die Eisenbestimmung mittels AAS wurden 0,6 ml der Zellsuspension
abgenommen und separat behandelt (siehe Kap. 2.3.3). Der Rest (1,4 ml) wurde zentrifugiert (5 min, 
950 g, 4 °C) und das Zellpellet in 0,2 ml Homogenisierungspuffer mit Protease Inhibitor Cocktail (siehe 
Tab. 2.1) resuspendiert und anschließend in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Nach dem Auftauen 
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wurden 0,12 ml abgenommen, jeweils drei Replikate vereinigt, und eine Membranprotein 
Präparation (Kap. 2.4.4) durchgeführt, wobei das Pellet nach dem ersten Ultrazentrifugationsschritt in 
0,1 ml anstatt 0,2 ml resuspendiert wurde. Der Rest (0,08 ml) wurde zentrifugiert (20 min, 17900 g, 
4 °C), und der Überstand für eine Protein- (Kap. 2.5.1) und Ferritinbestimmung (Kap. 2.5.3) sowie für 
einen Western Blot (Kap. 2.5.2) bei -20°C eingefroren.

2.4.9 ROS-Nachweis mittels DCF-DA

Zur Untersuchung der Generierung von oxidativem Stress durch Nanopartikel in Zellen wurde das 
Fluorophor 6-carboxy-2´,7´-dichlorodihydrofluorescein diacetate, di(acetoxymethylester) (DCFH-DA) 
der Firma Invitrogen (Catalog-Nr. C2938; Life Technologies GmbH, Darmstadt), und eine für 
Mikrotiterplatten modifizierte Methode nach Wang & Joseph (1999) verwendet.

Bei der „kinetischen Methode“ wurden in schwarzen Mikrotiterplatten mit 96 durchsichtigen 
Vertiefungen 10000 Zellen pro Vertiefung ausgesät und in Vollmedium für zwei Tage bei 37°C und 5 % 
CO2 im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit DMEM ohne Phenolrot (GIBCO, 
Life Technologies GmbH, Darmstadt) und ohne FCS (= Waschmedium) gewaschen und anschließend 
mit 0,1 ml DCFH-DA in DMEM ohne Phenolrot und mit FCS für 1 h bei 37 °C inkubiert (End-
konzentration 20 µmol/L). Nach drei Waschungen wurden 0,1 ml der Stimulanzien in Vollmedium auf 
die Zellen gegeben und anschließend die Fluoreszenz bei 535 nm (Anregung bei 492 nm) mit dem 
Ultra Evolution Fluoreszenz-Photometer der Firma Tecan (Männedorf, Schweiz) mit Magellan™ Data 
Analysis Software gemessen. Weitere Messungen fanden nach 0,5 h, 1 h, und dann jede weitere 
Stunde statt.

Bei der „Endpunkt-Methode“ wurde die Zellen nach der Aussaat und der zweitägigen Inkubation für 
1 h, 3 h oder 6 h mit den Stimulanzien inkubiert. Nach Waschungen mit Waschmedium, Wasch-
medium mit 50 µmol/L DTPA und anschließend erneut mit Waschmedium wurden die Zellen für 1 h 
bei 37 °C mit DCFH-DA inkubiert (Endkonzentration 20 µmol/L). Anschließend wurden die Zellen 
zweimal mit Waschmedium gewaschen und die Fluoreszenz gemessen.

2.4.10 Trypanblau Färbung von Zellen

Trypanblau ist ein saurer Farbstoff mit einer molaren Masse von 961 g/mol. Als Anion mit vier 
Sulfonatgruppen bindet es leicht an Proteine. Dies geschieht jedoch nur bei geschädigten Zellen, in 
vitalen und intakten Zellen wird der Farbstoff nicht aufgenommen.
Zur Durchführung der Trypanblau Färbung wurden die Zellen in HBSS wie in Kap. 2.4.2 beschrieben 
geerntet, zentrifugiert (5 min, 950 g, 4 °C), und nach Absaugen des Überstandes in 1 ml HBSS 
resuspendiert. 20 µl der Zellsuspension wurden zu 80 µl Trypanblau-Lösung (5 g/L in physiologischer 
Kochsalzlösung) gegeben, vorsichtig gemischt, und anschließend für 2-3 min bei RT inkubiert. 
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Anschließend erfolgte die Zählung von lebenden (hell, ungefärbt) und toten Zellen (blau) mit Hilfe der 
Neubauer Zählkammer. Die Lebendzellzahl wurde nach Formel 1.8 berechnet:

(%) lebende Zellen = 
ungefärbte Zellen

  * 100 (1.8)
blaue Zellen + ungefärbte Zellen

2.4.11 MTT-Test

Der Nachweis der Zellvitalität mittels MTT-Test beruht auf der Reduktion des gelben, wasserlöslichen 
Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein blau-violettes, 
wasserunlösliches Formazan überwiegend durch NADH und NADPH der Zelle. Die Menge des 
umgesetzten und letztendlich gemessenen Farbstoffs entspricht damit der Glykolyserate der Zelle 
und somit der Zellviabilität.
Zur Durchführung des Tests wurden in 96-Well Platten 2*104 Zellen in 0,2 ml Vollmedium pro 
Vertiefung ausgesät und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurden die 
Zellen mit den Stimulanzien in 0,25 ml Vollmedium bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, die 
Lebendkontrollen erhielten in den letzten 3 h der Inkubationszeit die jeweilige Prüfsubstanz 
verabreicht, um potenzielle Wechselwirkungen zwischen dem Eisen und dem MTT-Reagenz oder 
Quencheffekte zu berücksichtigen. Anschließend wurde das Medium durch 90 µl frisches Medium 
(ohne Zusätze) ersetzt, 10 µl einer 5 g/L MTT-Lösung hinzugegeben, und die Platte für 3,5 h bei 37 °C 
im Brutschrank inkubiert. Die Hintergrundkontrolle erhielt kein MTT-Reagenz, aber in den letzten 3 h 
der Inkubationszeit 1 mmol/L der PMAcOD SPIOs. Danach wurden die Überstände vorsichtig durch 
0,2 ml DMSO ersetzt und für 10 min bei 37 °C schüttelnd inkubiert, um die gebildeten Formazan-
Kristalle aufzulösen. Zuletzt wurde die Absorption bei 540 nm/620 nm gemessen (Photometer Biotrak 
II Plate Reader, Amersham Biosciences), und die Zellviabilität nach Formel 1.9 berechnet: 

(%) Viabilität = 
Abs(Probe) – Abs(Hintergrundkontrolle)

  * 100 (1.9)
Abs(Lebendkontrolle)

2.4.12 CellTiter-Blue® Cell Viability Assay

Der Nachweis der Zellvitalität mittels „CellTiter-Blue® Cell Viability Assay“ der Firma Promega
(Mannheim) beruht auf der Reduktion des dunkelblauen Resazurins in das rosafarbene, 
fluoreszierende Resarufin durch das metabolische Reduktionspotenzial der Zellen. Die Menge der 
gemessenen Fluoreszenz entspricht dem Stoffwechselumsatz der Zellen und somit der Zellviabilität.

Die Durchführung des Tests erfolgte nach den Herstellerangaben. Dazu wurden in schwarzen 96-Well 
Platten mit durschichtigem Boden 4*103 Zellen in 0,2 ml Vollmedium pro Vertiefung ausgesät und 
über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag (bei Inkubation mit der Prüfsubstanz 
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für 36 h und 48 h) bzw. nach zwei Tagen (bei 24stündiger Inkubation) wurden die Zellen mit den 
Stimulanzien in 0,25 ml Vollmedium bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, die Lebendkontrollen 
erhielten in den letzten 3 h der Inkubationszeit die jeweilige Prüfsubstanz verabreicht, um potenzielle 
Wechselwirkungen zwischen dem Eisen und dem Farbreagenz oder Quencheffekte zu 
berücksichtigen. Anschließend wurden die Überstände abgenommen und durch 60 µl der
Farbreagenzlösung (50 µl Medium ohne Zusätze + 10 µl Farbreagenz) ersetzt, die Platte vorsichtig 
geschüttelt und für 3 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Hintergrundkontrolle erhielt nur 
Medium ohne Farbreagenz, aber in den letzten 3 h der Inkubationszeit 1 mmol/L der PMAcOD SPIOs. 
Die Fluoreszenz wurde bei einer Anregungswellenlänge von 560 nm und einer Emissionswellenlänge 
von 590 nm gemessen (FluoStar Galaxy der Firma BMG Labtech GmbH, Ortenberg), und die 
Zellviabilität nach Formel 1.10 berechnet:

(%) Viabilität = 
Abs(Probe) – Abs(Hintergrundkontrolle)

  * 100 (1.10)
Abs(Lebendkontrolle)

2.4.13 LDH Assays

Für Zytotoxizitäts-Untersuchungen ist die Bestimmung des Enzyms Lactat Dehydrogenase (LDH) ein 
oft eingesetztes Mittel. Dabei wird die LDH-Freisetzung nach einer Zellmembran-Beschädigung 
gemessen. Hier wurde es für Toxizitäts-Untersuchungen der für Zellaufnahme-Experimente genutzten 
Inhibitoren und der Nanopartikeln verwendet.
Für die Unbedenklichkeits-Untersuchung der in den Zellaufnahme-Experimenten verwendeten 
Inhibitoren (Kap. 3.2.2.3) wurde der „LDH-Cytotoxic Test“ Kit der Firma Wako Pure Chemical
Industries (Neuss) eingesetzt. Die Messung von LDH erfolgt über die Umsetzung von Lactat zu Pyruvat 
in Gegenwart von NAD+. Das Enzym Diaphorase nutzt NADH zur Reduzierung von Nitrotetrazolium 
Blau zu einem violetten Diformazan, das bei einer Wellenlänge von 560 nm photometrisch gemessen 
werden kann.
Der Test wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. Dazu wurden die Zellen in 96-Well Platten zu 
5*103 Zellen pro Vertiefung in 0,25 ml Vollmedium ausgesät und für zwei Tage bei 37 °C inkubiert. Das 
Medium wurde abgenommen und die Zellen zweimal mit HBSS (GIBCO, Life Technologies GmbH, 
Darmstadt) gewaschen. Anschließend wurden sie für 1,5 h mit 0,1 ml der Inhibitoren in HBSS bei 
37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Positivkontrolle erhielt 0,2 % Tween-20 in HBSS, die 
Negativkontrolle nur HBSS. Nach der Inkubation wurden die Platten zentrifugiert (3 min, 300 g) und 
50 µl des LDH enthaltenden Überstandes in eine neue Mikrotiterplatte überführt. Es wurden 50 µl 
Farbreagenz aus dem Kit dazu gegeben und bei Raumtemperatur für 45 min inkubiert. Die Umsetzung 
des Farbreagenzes wurde durch die Zugabe von 0,1 ml eines „Reaction Terminators“ gestoppt, und 
die Absorption bei einer Wellenlänge von 560 nm photometrisch gemessen. Die Zellschädigungsrate 
wurde durch Formel 1.11 berechnet:
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(%) Zellschädigung = 
Abs(Probe) – Abs(Negativkontrolle)

  * 100 (1.11)
Abs(Positivkontrolle) – Abs(Negativkontrolle)

Für die Toxizitäts-Untersuchungen der verwendeten Nanopartikel (Kap. 3.4.4.4) wurde der „CytoTox 
96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay“ von Promega (Mannheim) eingesetzt, dessen Testprinzip 
dem oben beschriebenen von Wako ähnlich ist. Als Farbreagenz wird jedoch ein Tetrazolium Salz zu 
einem roten Foramzan umgesetzt.
Zur Durchführung des Assays wurden 3*104 Zellen in 0,25 ml Vollmedium pro Vertiefung ausgesät 
und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag (bei Inkubation mit der 
Prüfsubstanz für 48 h) bzw. nach zwei Tagen (bei 24stündiger Inkubation) wurden die Zellen mit den 
Stimulanzien in 0,25 ml Vollmedium bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Positivkontrolle erhielt 
45 min vor dem Ende der Inkubationszeit 27 µl einer 10x „Lysis Solution“ aus dem Kit. Nach der 
Inkubation wurde die Platte zentrifugiert (4 min, 250 g), 50 µl der LDH-enthaltenden Überstände 
abgenommen und in eine neue Platte transferiert (LDHÜS). Der Rest wurde vorsichtig abgesaugt und 
durch 0,1 ml Medium (ohne Zusätze) ersetzt. Diese Platte wurde für 30 min bei -70 °C eingefroren 
und nach dem Auftauen zentrifugiert (4 min, 250 g). 50 µl der Überstände wurden abgenommen und 
in die neue Platte überführt (LDHZellen). Zur Bestimmung der LDH-Konzentrationen wurden 50 µl 
Substrat Mix aus dem Kit zu den Überständen gegeben, die Platte vorsichtig geschüttelt und für 
30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Hintergrundkontrolle (HK) erhielt nur den 
Puffer ohne Farbreagenz. Zuletzt wurde die Reaktion durch die Zugabe von 50 µl „Stop Solution“ aus 
dem Kit gestoppt und die Absorption bei 492 nm (Photometer Biotrak II Plate Reader, Amersham 
Biosciences) gemessen. Die LDH-Freisetzung wurde nach Formel 1.12 berechnet: 

LDH – Freisetzung = 
Abs(LDHÜS) – Abs(HK)

  * 100 (1.12)
[Abs(LDHÜS) – Abs(HK)] + [Abs(LDHZellen) – Abs(HK)]

Diese wurde im Verhältnis zur Positivkontrolle (= 100 %) angegeben.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Proteinbestimmung nach LOWRY

Für die Proteinbestimmung nach LOWRY wurden 20 µl einer Probe zu 80 µl einer 0,1 N NaOH-Lösung
pipettiert. Anschließend wurde 1 ml der Lösung C, die aus 50 Teilen Lösung A (Tab. 2.2) und einem 
Teil Lösung B (Tab. 2.3) besteht, dazugegeben, gemischt, und der Ansatz für 10 min bei 
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Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 0,1 ml einer 1:2 verdünnten Folin-Ciocalteau-
Phenollösung (Cat. No. 1.09001.0500; Merck Darmstadt) dazugegeben, gevortext, und der Ansatz für 
30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Zuletzt wurden 0,3 ml jeder Probe in eine 96-Well 
Platte überführt und die Absorption bei einer Wellenlänge von 750 nm gemessen. Die Konzen-
trationsberechnung erfolgte mittels einer Standardgeraden mit definierten BSA-Standardlösungen 
(Cat. No. 61105; Pierce USA).

Tab. 2.2: Zusammensetzung Lösung A

Substanz Konzentration

Na2CO3 2 %

NaK-Tartrat 0,02 %

NaOH 0,1 N

Tab. 2.3: Zusammensetzung Lösung B

Substanz Konzentration

CuSO4 0,5 %

SDS 5 %

in aqua dest.

2.5.2 Gelelektrophorese und Western Blot

Gelelektrophorese:
Die auf ein Gel aufgetragene Proteinmenge betrug 10–20 μg pro Spur. Gegebenenfalls wurden die 
Proben in einer Vakuumzentrifuge aufkonzentriert. Vor dem Gelauftrag wurden die Probe 6,5 : 2,5 :1 
(Probe : Probenpuffer : Reducing Agent; Tab. 2.4) verdünnt und für 5 min bei 90 °C denaturiert. Die 
Proben wurden auf Eis abgekühlt und kurz herunter zentrifugiert. Anschließend wurden bis zu 30 µl 
des Probengemisches pro Spur eines 4–12% NuPAGE Bis-Tris-Gradientengels mit 10 Spuren 
(Invitrogen) aufgetragen. Zusätzlich wurden 10 µl eines Markergemisches (2 µl Marker RPN800 + 
2,5 µl Probenpuffer + 1 µl Reducing Agent + 4,5 µl H2O), das ebenfalls denaturiert wurde, 
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt in „NOVEX (Invitrogen) XCell II Surelock Mini-cell vertical 
electrophoresis“ Kammern für 5 min bei 50 V und anschließend für ca. 90 min bei 180 V in 1x MES-
Laufpuffer (1:20 mit aqua dest. verdünnt; Tab. 2.4).

Tab. 2.4: Für die Gelelektrophorese verwendete Substanzen

Substanz Original-Bezeichnung Herkunft

Probenpuffer LDS Sample Buffer 4x Cat. No. NP0007; Invitrogen 

Reducing Agent Sample Reducing Agent 10x Cat. No. NP0009; Invitrogen

Marker RPN800 Rainbow Molecular Weight Marker Cat. No. RPN800E; Amersham

1x MES-Laufpuffer NuPAGE MES SDS Running Buffer 20x Cat. No. NP0002; Invitrogen
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Blotten:
Der Aufbau des Blots erfolgte nach Abb. 2.8, wobei die einzelnen Bestandteile zuvor in Blotting Puffer
(Tab. 2.5) getränkt wurden. Als Transfer-Membran wurde eine Nitrozellulose-Membran (0,45 μm, 
Protran, Whatman/GE Healthcare), als Filterpapier Whatman Papier verwendet. Das Blotten erfolgte 
in Invitrogen XCell II Blot Modulen. In der Mitte der Blottingkammer befand sich Blotting Puffer, in 
den äußeren Kammern Wasser. Der Transfer erfolgte bei 400 mA für 2 h – 2,5 h.

Abb. 2.8: Aufbau des Blots

Tab. 2.5: Zusammensetzung des Blotting Puffers

Substanz Konzentration

Glycin 11,2 g/L

Tris 2,4 g/L

Methanol 20 %

in aqua dest.

Antikörper-Inkubation: 
Nach dem Transfer wurde der Blot beschriftet und für 1 h bei Raumtemperatur mit Blockierungs-
puffer (100 g/L Milchpulver in TBS-T; Tab. 2.6) inkubiert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 
dem 1. Antikörper bei 4 °C über Nacht (Kühlraum), gefolgt von drei Waschschritten mit TBS-T für 
jeweils 10 min. Die Inkubation mit dem 2. Antikörper erfolgte für 1,5 h bei Raumtemperatur, gefolgt 
von drei Waschschritten mit TBS-T für jeweils 10 min.

Tab. 2.6: Zusammensetzung von TBS-T (Tris-Puffer mit Tween-20)

Substanz Konzentration

NaCl 150 mmol/L

Tris-HCl 25 mmol/L

Tween-20 0,1 %

in aqua dest.
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Tab. 2.7: Für die Western Blots verwendete Antikörper

Ziel/ Bezeichnung AK Verdünnung Herkunft

Ferroportin 1 1. AK 1:500 Gabe von Günther Weiss

DMT1 1. AK 1:500 Cat. No. NBP1-59869; Novus Biological

Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) 1. AK 1:1000 #9251L; Cell Signaling Technology

SAPK/JNK 1. AK 1:500 #9252; Cell Signaling Technology

Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) 1. AK 1:500 #9211; Cell Signaling Technology

Goat anti-rabbit Meerrettichperoxidase 2. AK 1:5000 allgemeiner Laborbestand

Mouse β-Aktin 1. AK 1:20.000 allgemeiner Laborbestand

Goat anti-mouse Meerrettichperoxidase 2. AK 1:5000 allgemeiner Laborbestand

der angezeigte 2. AK wurde immer mit den in der Tabelle darüber gelisteten 1.AK verwendet;

die Primärantikörper (1.AK) wurden in TBS-T mit 5 % BSA/ Albumin Fraktion V angesetzt;

die Sekunkärantikörper (2.AK) wurden in Blockierungspuffer (100 g/L Milchpulver in TBS-T) angsetzt

ECL-Detektion („Enhanced Chemiluminescence“):
Für die Detektion der Banden wurde die Membran für 3 min mit 2 ml Detektionslösung (RPN2132, 
Amersham/GE Healthcare) inkubiert und die Banden mittels Chemilumineszenz auf eine Filmfolie 
übertragen. Es wurden unterschiedliche Belichtungszeiten ausprobiert.
Für die Quantifizierung der Bandenstärken wurde das Programm Image J 1.46r verwendet.

Strippen der Membran:
Zum Strippen wurde die Membran für 10 min in 20 mmol/L Glycinlösung pH 2,5 schüttelnd inkubiert.
Danach folgten zwei Waschschritte mit 50 mmol/L Tris-HCl für je 10 min, und ein Waschschritt mit 
TBS-T für 5 min. Nach dem Trocknen konnte die Membran erneut für eine Antikörperinkubation (nach 
dem Blockieren mit Blockierungspuffer) verwendet werden.

2.5.3 ELISA

Es wurde ein Mouse Ferritin ELISA (Cat. No. E-90F) der Firma Immunology Consultants Laboratory 
(Lieferung durch Dunn Labortechnik GmbH, Asbach) verwendet. Die Durchführung erfolgte nach den 
Herstellerangaben.

2.5.4 TBARS

Bei dem Nachweis von Thiobarbitursäure-reaktiven Substanzen (engl. thiobarbituric acid-reactive 
substances, TBARS) (Ohkawa et al., 1979) werden die durch oxidativen Stress gebildeten zyklischen 
Lipidperoxide in einem sauren Milieu und durch Hitze in Malondialdehyd umgewandelt. Dieses 
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reagiert mit Thiobarbitursäure (TBA) zu einem TBA-MDA-Produkt, dass fluoreszenzphotometrisch 
quantifiziert werden kann. Die MDA-Konzentration ist ein Maß für die stattgefundene Lipid-
peroxidation.
Dazu wurden nach Ernte der Zellen die Proben zum Schutz vor einer weiteren Oxidation mit 0,05 % 
des Antioxidationsmittels BTH (engl. butylated hydroxy toluene) versetzt, 5 mal 5 sec. sonifiziert 
(Branson Digital Sonifier; 20 % Amplitude) und anschließend bei -20 °C eingefroren.
Für den Nachweis wurden 60 µl der Probe (Zelllysat) mit 0,6 ml einer 1 %igen Ortho-Phosphorsäure 
gemischt und anschließend 0,2 ml einer 0,6 %igen Thiobarbitursäure (Cat. T5500) der Firma Sigma-
Aldrich (München, Deutschland) dazugegeben. Die Proben wurden für 1 h bei 95 °C schüttelnd 
inkubiert. Nach dem Abkühlen auf Eis wurden 0,7 ml n-Butanol hinzugegeben, die Proben gründlich 
gevortext, und anschließend bei 1000 g für 10 min zentrifugiert. 0,15 ml der Überstände wurden in 
eine schwarze Mikrotiterplatte mit 96 undurchsichtigen Rundboden-Vertiefungen überführt und die 
Fluoreszenz bei 560 nm gemessen (Anregung bei 520 nm). Zur Quantifizierung wurde eine Standard-
gerade mit Malondialdehyd bis(diethyl acetal) (1,1,3,3-Tetraethoxyproan, TEP der Firma Sigma-
Aldrich; Cat. T9889) in 40 %igem Ethanol und durch Verdünnen mit HBSS hergestellt. Die Proben der 
Standardgerade umfassten den Konzentrationsbereich zwischen 0,1 und 10 µmol/L und wurden wie 
die zu untersuchenden Proben behandelt.

2.5.5 Glutathion-Assay

Zum Nachweis der intrazellulären Glutathion-Konzentration wurde ein Glutathion Assay Kit der Firma 
Cayman Chemical Company (Ann Arbor, USA) verwendet. Zuvor wurden die Zellen nach der 
Behandlung mit Nanopartikeln und der Zellernte (siehe Kap. 2.4.2) in MES-Puffer aus dem Kit 
resuspendiert und anschließend sonifiziert (4 mal 5 sec.; Amplitude: 20 %; Branson Digital 
Sonifizierer). Nach einer Zentrifugation (20 min, 18000 g, 4 °C) wurden die Überstände in neue 
Reaktionsgefäße überführt und bei -20 °C gelagert. 
Das Funktionsprinzip des Assay ist das Folgende: Das Glutathion (GSH) aus der Probe reagiert mit 
DTNB (5,5´-dithio-bis-2-(nitrobencoic acid), Ellman´s Reagenz) des Kits zu einem gelben TNB (5-thio-2-
nitrobencoic acid). Das dabei entstehende Disulfid (GSTNB, aus GSH und TNB) wird durch die 
Glutathion Reduktase reduziert, so dass mehr TNB produziert wird. Die Geschwindigkeit der TNB-
Umsetzung ist proportional zu dieser Recycle-Reaktion, und dieses ist direkt proportional zur 
vorhandenen GSH-Konzentration. Die Absorption bei einer Wellenlänge von 405 nm wurde photo-
metrisch gemessen.
Für die Konzentrations-Bestimmung von oxidiertem Glutathion (GSSG) wurde das in der Probe 
vorhandene GSH mit 2-Vinylpyridin (Sigma-Aldrich; Cat. 13229) derivatisiert. 10 µmol/L davon 
wurden dazu nach Auftauen der Proben hinzugegeben und für eine Stunde bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch das Ansetzen von Standardgeraden. Bei der 
GSSG-Bestimmung wurden die Standards auch mit 2- Vinylpyridin behandelt.
Die weitere Durchführung des Assays erfolgte wie im Kithandbuch beschrieben.
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2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 mRNA Präparation

Vor der mRNA-Isolierung wurden Zellen für mindestens 5 min mit 0,5 ml Trizol® Reagenz (Invitrogen)
pro Vertiefung einer 12-Well Platte inkubiert und anschließend darin durch wiederholtes Auf-und 
Abpipettieren resuspendiert. Die Lagerung der Proben bis zur mRNA-Isolierung erfolgte bei -20 °C.

Bei der Präparation aus der Leber wurde ein Reiskorn-großes Stück des Organs in 1 ml Trizol® Reagenz 
gelegt. Anschließend wurden autoklavierte Stahlkügelchen hinzugegeben und die Probe durch 
hochfrequentes Schütteln (2x 3 min, 20 Hertz) im Tissue-Lyzer homogenisiert. Die Lagerung bis zur 
mRNA-Isolierung erfolgte bei -20 °C.

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem NucleoSpin RNA II Kit von Macherey & Nagel (Düren) nach der 
Anleitung des Herstellers. Die Elution der mRNA von der Säule erfolgte mit RNAse-freiem Wasser. Es 
folgte eine Konzentrationsbestimmung des Eluats mit dem Nanodrop ND-1000 (peQLab 
Biotechnologie GmbH, Erlangen).

2.6.2 Umschreibung in cDNA

Die RNA aus Kap. 2.6.1 wurde durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben, wobei ein „High-
Capacity cDNA Reverse TranscriptionKit“ von Applied Biosystems verwendet wurde. Dazu wurde pro 
Probe folgender Ansatz erstellt:

Tab. 2.8: Ansatz für die Reverse Transkription. Angaben gelten für eine Probe. Es wurde jedoch ein Mastermix 
für mehrere Proben angesetzt (ohne RNA).

Komponente Volumen in µl Cat. No. Hersteller

10x Reverse Transcription Buffer 5,0 4368813 Applied Biosystems

25x dNTP Mix 2,0 4368813 Applied Biosystems

10x Random primers 5,0 4368813 Applied Biosystems

MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/µL) 2,5 4319983 Applied Biosystems

RNAse Inhibitor (20 U/µl) 2,5 N8080119 Applied Biosystems

Nuclease-free (DEPC-treated) H2O 8,0

Gesamtansatz 25 µl

RNA (1 µg / 25 µl), DNAse I behandelt ad 50 µl H2O

Die Reverse Transkription erfolgte im Eppendorf Mastercycler Gradient mit folgendem Programm:

Tab. 2.9: Programm für die Reverse Transkription

Dauer Temperatur

10 min 25°C

120 min 37°C

5 sec 85°C

4°C
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Bei der Verwendung des „RT² Profiler™ PCR Array Mouse Stress & Toxicity PathwayFinder“ wurde der 
RT² First Strand Kit (Cat. No. C-03/330401) der Firma SABiosciences (Qiagen, Hilden) nach den 
Herstellerangaben verwendet.

2.6.3 RT-PCR

Die cDNA aus Kap. 2.6.2 wurde durch eine quantitative PCR (qPCR) amplifiziert. Dazu wurde pro 
Probe folgender Ansatz erstellt:

Tab. 2.10: Ansatz für die qPCR. Angaben gelten für eine Probe. Es wurde jedoch ein Mastermix für mehrere 
Proben angesetzt (ohne cDNA).

Komponente Volumen in µl Cat. No. Hersteller

2x Reaction Buffer (enthält dNTPs, HotGoldStar DNA 

Polymerase, 10 mM MgCl2, Stabilisierer, passive Referenz)

15 RT-QP2X-03-WOU+ Eurogentec

AoD (20x) (enthält Forward & Reverse Primers, FAM™

TaqMan® MGB Sonden)

1,5 siehe Tab. 2.12 Applied Biosystems

cDNA Template (1:5 verdünnt) 5 - -

Nuclease-free (DEPC-treated) H2O 8,5

Gesamtansatz 30 µl

Die in dieser Arbeit verwendeten qPCR-Assays (AoDs) sind in Tab. 2.12 angegeben.

Die qPCR erfolgte in 386-Well Platten mit dem TaqMan HT 7900 unter folgenden Bedingungen:

Tab. 2.11: Programm für die qPCR

Dauer Temperatur

15 sec 95°C

40 Zyklen1 min 60°C

4°C

Neben den Einzelassays wurde für einzelne Leberproben aus einem in vivo Experiment der 
„RT² Profiler™ PCR Array Mouse Stress & Toxicity PathwayFinder“ (Cat. No. PAMM-003A) der Firma 
SABiosciences (Qiagen, Hilden) nach den Herstellerangaben verwendet.
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Tab. 2.12: Verwendete qPCR-Assays (AoDs von Applied Biosystems)

Genname (Spezies) Gensymbol Assay ID

L-Ferritin (Maus) mFtl1 Mm03030144_g1

L-Ferritin (Mensch) hFtl Hs00830226_gH

Transferrin-Rezeptor 1 (Maus) mTrfc Mm00441941_m1

Transferrin-Rezeptor 1 (Mensch) hTrfc Hs00951083_m1

Transferrin-Rezeptor 2 (Maus) mTrfr Mm00443703_m1

Transferrin-Rezeptor 2 (Mensch) hTrfr Hs01056398_m1

DMT1 (Maus) mSlc11a2 Mm00435363_m1

DMT1 (Mensch) hSlc11a2 Hs00167206_m1

Ferroportin (Maus) mSlc40a1 Mm00489837_m1

Ferroportin (Mensch) hSlc40a1 Hs00205888_m1

Hepcidin 1 (Maus) mHamp Mm00435363_m1

Hepcidin (Mensch) hHamp Hs00221783_m1

FBXL5 (Maus) mFbxl5 Mm00618788_m1

Glutathione S-transferase, mu 3 (Maus) mGstm3 Mm00833923_m1

Cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 10 (Maus) mCyp2b10 Mm01972453_s1

Cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 10 (Maus) mCyp4a10 Mm02601690

Cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 14 (Maus) mCyp4a14 Mm00484132_m1

Cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1 (Maus) mCyp7a1 Mm00484152_m1

Flavin containing monooxygenase 4 (Maus) mFmo4 Mm00467393_m1

Superoxide dismutase 1, soluble (Maus) mSod1 Mm01700393_g1

Heme oxygenase (decycling) 1 (Maus) mHmox1 Mm00516004_m1

Nrf2; nuclear factor erythroid derived 2, like 2 (Maus) mNfe2l2 Mm00477786_m1

Nrf2; nuclear factor erythroid derived 2, like 2 (Mensch) hNfe2l2 Hs00975960_m1

Chemokine (C-C motif) ligand 2 (Maus) mMcp1 = mCcl2 Mm00441242_m1

Chemokine (C-C motif) ligand 3 (Maus) mCcl3 Mm00441259_g1

Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 (Maus) mCxcl10 Mm00445235_m1

Nos2, nitric oxide synthase 2, inducible, macrophage (Maus) mNos2 Mm00440485_m1

TNFα (Maus) mTnf Mm00443258_m1

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1a (Maus) mTnfrsf1a Mm00441875_m1

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 (Maus) mTnfsf10 Mm01283606_m1

Interleukin 1 beta (Maus) mIl1b Mm00434228_m1

Interleukin 6 (Maus) mIl6 Mm00446190_m1

Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) (Maus) mCsf2 Mm01290062_m1

Cyclin D1 (Maus) mCcnd1 Mm00432359_m1

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) (Maus) mCdkn1a Mm00432448_m1

Early growth response 1 (Maus) mEgr1 Mm00656724_m1

Metallothionein 2 (Maus) mMt2 Mm00809556_s1

Caspase 3, apoptosis related cysteine protease (Maus) mCasp3 Mm00438045_m1

Insulin-like growth factor binding protein 6 (Maus) mIgfbp6 Mm00599696_m1

Heat shock protein 1 (Maus) mHspb1 Mm00834384_g1

Heat shock protein 1b (Maus) mHspa1b Mm03038954_s1

Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade E, member 1 (Maus) mSerpine1 Mm00435860_m1

Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Cox-2) (Maus) mPtgs2 Mm00478374_m1

Alkaline phosphatase, liver/bone/kidney (Maus) mAkp2 = mAlpl Mm00492097_m1

DNA-damage inducible transcript 3 (Maus) mDdit3 Mm00492097_m1
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2.7 In vivo Experimente

Alle Tierversuche wurden mit Genehmigung des Tierschutzkomitees des Universitätsklinikums 
Hamburg-Eppendorf und der Behörde für Wissenschaft und Gesundheit, Stadt Hamburg durch-
geführt (Tierversuchsnummer 34/10). Es wurden Wildtyp-Mäuse der Linien BALB/c verwendet, die 
zwischen 8 und 12 Wochen alt waren und unter einem 12 h-Tag/Nacht-Zyklus gehalten wurden. Vor 
dem Experimente wurden die Mäuse 4 h gefastet.

Bei der intravenösen Applikation von Ferinject®, der PMAcOD SPIOs und der Nanosomen wurden 
0,2 ml der (verdünnten) Probe in die Schwanzvene injiziert. Nach 2 Tagen wurden die Tiere mit 
Ketamin/Rompun narkotisiert und durch Herzpunktion Blut in mit Heparin beschichteten Röhrchen 
entnommen. Nach dem Tod wurden die Tiere mit PBS perfundiert und die Lebern entnommen. 
Davon wurde für die Untersuchung der Genexpression ein Reiskorn-großes Stück in 1 ml Trizol® 
Reagenz gelegt (siehe Kap. 2.6). Für die Untersuchung der Ferroportin-Expression mittels Western 
Blot wurde ein ca. 0,3 g schweres Stück in dem 6-fachen Volumen (1,8 ml) Homogenisierungspuffer 
mit PIC 1:1000 (Tab. 2.1) gegeben. Damit wurde eine Membranprotein Präparation (siehe Kap. 2.4.4), 
eine Proteinbestimmung (siehe Kap. 2.5.1), und ein Western Blot (siehe Kap. 2.5.2) durchgeführt. Des 
Weiteren wurde ein Leberlappen für histologischen Untersuchungen (Berliner Blau und CD45-
Färbungen) durch das Institut für Anatomie entnommen. Außerdem wurde ein Stück in Matrixlösung 
für die Eisenbestimmung mittels AAS gegeben (siehe Kap. 2.3.3).

Bei der oralen Applikation von 59CrCl3 und der 51Cr-PMAcOD SPIOs wurden 0,2 ml (35 µg Fe) pro Maus 
mit einer Schlundsonde in den Magen injiziert. Bei den 51Cr-Nanosomen waren es 0,44 ml (45 µg Fe). 
Dabei wurden für die drei Behandlungen in Abstand von 14 Tagen dieselben Mäuse verwendet
(intraindividuller Vergleich). Die Ganzkörperretention wurde mit dem HAMCO sofort und im Zeitraum 
von bis zu 8 Tagen nach Formel 1.13 gemessen.

A(t)  =  A0  *  e

-ln*t

(1.13)T1/2

2.8 Statistik

Aufgrund der relativ geringen Stichprobenzahl wurden die zu analysierenden Werte logarithmiert, 
bevor eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgeführt wurde. Bei dem Vergleich zweier Mittelwerte kam 
der T-Test (unabhängige Stichproben) zur Anwendung. Bei dem Vergleich mehrerer Gruppen wurde 
die univariate Varianzanalyse mit einfachen Kontrasten verwendet.
Die Analyse wurde mit SPSS Statistics 20 (IBM) durchgeführt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Physikalische Charakterisierung der verwendeten 
Eisenoxid-Nanopartikel

Für die Aufnahme, Verteilung und Persistenz im Organismus spielen vor allem Struktur, Größe und 
Oberflächenbeschaffenheit von Nanopartikel wichtige Rollen (Abb. 1.12). Vor einer Anwendung in 
vitro, und vor allem in vivo, sollten deren physiko-chemischen Eigenschaften genau untersucht 
werden. Das Erlangen von aussagekräftigen und reproduzierbaren Resultaten gelingt nur bei klar 
definierten Nanopartikel-Eigenschaften. So ist eine monodisperse Größenverteilung im Vorteil und 
daher zu bevorzugen.

3.1.1 Untersuchung der Größenverteilung der Eisenoxid-

Nanopartikel mittels Dynamischer Lichtstreuungsmessung 

(DLS)

Es wurden eine Reihe von selbst bzw. von Kooperationspartnern hergestellten und von kommerziell 
erhältlichen Nanopartikeln bzw. pharmazeutischen Eisenpräparaten mit Nanopartikel-Charakteristik 
untersucht. Ein wichtiges Kriterium zur Beurteilung der Nanopartikel-Qualität stellt die einheitliche 
Größe der Partikel in Suspension dar. In Tab. 3.1 sind die mittels DLS gemessenen Größenverteilungen 
der Nanopartikel und Eisenpräparate dargestellt. Für jedes Präparat wurden drei Messungen 
durchgeführt. In der Tabelle stellen Pk1, Pk2 und Pk3 die Peaks eines Histogramms dar, bei dem jeder 
Peak eine potenzielle Partikelpopulation darstellt. Angegeben sind der auf jeden Peak fallende 
prozentuale Anteil der Streuungsintensität (Area Int (%)) und die daraus berechneten Partikel-
durchmesser (Mean Int (d.nm)). 
Zu erkennen ist, dass die nanomag®-D-spios, Sinerem® und Venofer® eine monomodale Verteilung 
aufweisen, d.h. nur ein Peak konnte durch die Messung aufgelöst werden, was für eine 
Partikelpopulation spricht. Noch genauer beschreiben lässt sich die Qualität der Probe durch den 
Polydispersitätsindex (PdI). Ein Wert unter 0,1 stellt eine monodisperse, ein Wert über 0,5 eine eher 
polydisperse Probe dar. Das Kontrastmittel Sinerem® zeigte mit einem durchschnittlichen PdI von 
0,109 die geringste Polydispersität und kann somit als monodispers bezeichnet werden. Der Z-
Average in Tab. 3.1 stellt den Partikeldurchmesser unter Berücksichtigung des PdI dar. Je geringer die 
Polydispersität ist, desto genauer stimmt der Wert mit dem Durchmesser (Mean Int) des jeweiligen 
Peaks überein, wie das Beispiel Sinerem® zeigt (PdI[Mittelwert] = 0,109, Z-Average[Mittelwert] = 28,6 
nm; Mean Int[Mittelwert] = 32,3 nm). Auch Venofer® zeigte mit einem PdI[Mittelwert] von 0,145 eine 
sehr enge Größenverteilung an (Z-Average[Mittelwert] = 12,7 nm).
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Tab. 3.1: DLS-Messungen der verwendeten SPIOs und Eisenpräparate 

Probe Z-Average PdI Pk 1 Pk 2 Pk 3

(d.nm)
Mean Int 
(d.nm)

Area Int 
(%)

Mean Int 
(d.nm)

Area Int 
(%)

Mean Int 
(d.nm)

Area Int 
(%)

nanomag®-D-spio plain 78,4 0,185 90,3 98,4 4500 1,6 0,0 0,0

nanomag®-D-spio plain 78,9 0,172 91,0 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio plain 78,9 0,162 94,7 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-NH2 71,8 0,195 91,9 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-NH2 69,6 0,197 85,7 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-NH2 69,5 0,199 89,6 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-COOH 50,5 0,195 63,6 98,7 10,2 1,3 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-COOH 50,9 0,193 63,7 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-COOH 50,4 0,190 61,9 100 0,0 0,0 0,0 0,0

0,0 0,0

nanomag®-D-spio-PEG300 72,3 0,154 86,8 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-PEG300 71,7 0,159 78,7 98,6 4885 1,4 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-PEG300 71,6 0,136 83,2 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-PEG-NH2 69,5 0,164 84,1 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-PEG-NH2 68,2 0,184 82,4 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-PEG-NH2 68,9 0,177 84,9 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-PEG-COOH 65,6 0,167 78,7 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-PEG-COOH 64,9 0,166 75,2 100 0,0 0,0 0,0 0,0

nanomag®-D-spio-PEG-COOH 65,0 0,180 80,5 100 0,0 0,0 0,0 0,0

PI-b-PEO-OH 122,4 0,670 296,2 60,1 57,1 34,3 4949 5,6

PI-b-PEO-OH 128,0 0,528 93,6 56,4 577,6 39,9 4918 3,7

PI-b-PEO-OH 128,1 0,528 389,7 57,2 60,0 38,5 4596 4,2

PI-b-PEO-NH2 296,4 0,538 398,9 94,6 4984 5,4 0,0 0,0

PI-b-PEO-NH2 306,1 0,511 353,9 94,6 5200 5,4 0,0 0,0

PI-b-PEO-NH2 306,3 0,483 787,2 98,1 47,1 1,9 0,0 0,0

PI-b-PEO-COOH 149,2 0,409 255,4 83,0 53,4 17,0 0,0 0,0

PI-b-PEO-COOH 145,9 0,403 244,8 100 0,0 0,0 0,0 0,0

PI-b-PEO-COOH 146,2 0,396 220,5 98,2 4689 1,8 0,0 0,0

Sinerem® 28,7 0,101 32,3 100 0,0 0,0 0,0 0,0

Sinerem® 28,6 0,111 32,4 100 0,0 0,0 0,0 0,0

Sinerem® 28,4 0,115 32,3 100 0,0 0,0 0,0 0,0

Venofer® 12,9 0,140 15,2 100 0,0 0,0 0,0 0,0

Venofer® 12,6 0,147 14,7 100 0,0 0,0 0,0 0,0

Venofer® 12,6 0,149 15,0 100 0,0 0,0 0,0 0,0
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Z-Average: Partikeldurchmesser in nm; abgeleitet von den Intensitäts-Fluktuationen der gestreuten Strahlung

PdI: Polydispersity Index: gibt den Grad der Polydispersität an: < 0,1 eher monodispers; > 0,5 eher polydispers; 

die Verwendung des Z-Average ist dann nicht sinnvoll

Pk: Peak: Im Histogramm stellt ein Peak eine weitere Partikelpopulation dar

Im Gegensatz dazu ist die Aussagekraft des Z-Average bei stark polydispersen Proben (PdI > 0,5) 
gering. Bei PI-b-PEO-OH und PI-b-PEO-NH2 wurden mittlere PdI von 0,575 und 0,511 gemessen, was 
für eher polydisperse Proben sprechen würde. Auch die polymodale Verteilung, also das Vorhanden-
sein von mehreren Peaks, würde das unterstreichen. Ein anderer Grund für die hohen PdI-Werte 
könnte folgender sein: Bei den PEG/PEO-basierenden Polymeren könnten die schnellen und 
dynamischen Wechselwirkungen zwischen den Etherbrücken mit Wasser (je 3 Wassermoleküle pro 
Ethergruppe) die Messungen stören und dadurch sehr viel größer hydrodynamische Durchmesser als 
real vorhanden anzeigen. Besonders große hydrodynamische Durchmesser wurden bei PI-b-PEO-NH2

gemessen. Hier könnte folgendes Phänomen eine mögliche Erklärung sein: Bei Zirkulationen 
(Schütteln, Strömung) gehen die Partikel auseinander und im Ruhezustand wechselwirken die 
Liganden aufgrund ihrer positiven Ladung (Amin) mit den Etherbrücken, die eine hohe Elektronen-
dichte besitzen. Somit weicht der DLS-Wert von dem tatsächlichen Wert besonders drastisch ab. 
Darüber hinaus konnte nicht ausgeschlossen werden, dass auch Nanopartikel-Agglomerate oder 
Rückstände nach der Verpackung in der Probe vorhanden waren, die für die gemessene Poly-
dispersität verantwortlich gemacht werden könnten. 
Dass die durchgeführten Messungen korrekt waren, zeigte das interne Qualitätskriterium (Intercept 
zwischen 0,85 und 0,95), das bei allen Messungen erfüllt wurde.
Aufgrund der Polydispersität hat der Z-Average eine geringe Aussagekraft und ein hydrodynamischer 
Durchmesser für die PI-b-PEO SPIOs ließ sich nicht ermitteln. Nach Angaben des Herstellers sollten sie 
je nach Messmethode eine Größe von 50 – 70 nm besitzen, wobei die PI-b-PEO-NH2 SPIOs geringfügig 
größer sind als die anderen beiden.
Die nanomag®-D-spios waren mit PdI-Werten zwischen 0,15 und 0,20 relativ monodispers. Betrachtet 
man den hydrodynamischen Durchmesser auf Basis des Z-Average, so sticht der nanomag®-D-spio-
COOH mit einem Wert von im Mittel 51 nm hervor, während die anderen nanomag®-D-spios einen 
Durchmesser von 65 – 79 nm aufwiesen.

3.1.2 Begutachtung der Eisenoxid-Nanopartikel mittels 

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Zur Untersuchung der Struktur der verwendeten SPIOs und Eisenpräparate wurden von der 
Arbeitsgruppe Dr. Hohenberg (Heinrich-Pette-Institut, Hamburg) TEM-Bilder angefertigt (Abb. 3.1).
Wie auf dem Bild zu erkennen ist, sind die PMAcOD SPIOs rund, monodispers, d.h. von einheitlicher 
Größe, und einzeln in der Hülle verpackt.
Die PI-b-PEO SPIOs (Arbeitsgruppe Prof. Weller der Physikalischen Chemie, Universität Hamburg)
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besitzen auch eine runde Form. Jedoch waren in der Suspension auch größere Partikel vorzufinden 
(siehe Pfeil in Abb. 3.1). Auch konnte nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass mehrere 
Eisenoxid-Kerne in einer Hülle verpackt waren (Kreis in Abb. 3.1). Die besonders bei PI-b-PEO-OH und 
PI-b-PEO-NH2 in den DLS-Messungen gefundenen Polydispersitäten, untermauern das (siehe Kap. 
3.1.1). Auf den TEM-Bildern waren mikroskopisch zwischen den drei verschiedenen PI-b-PEO SPIOs 
keine Unterschiede festzustellen.
Die nanomag®-D-spios werden vom Hersteller (Micromod) als „clusterförmig“ angegeben. In Abb. 3.1
ist diese Struktur gut zu erkennen. Auf der TEM-Aufnahme erscheinen die Cluster unterschiedlich 
groß, obwohl mittels DLS-Messung (siehe Kap. 3.1.1) eine relative gute Monodispersität festgestellt 
wurde. Vermutlich sind diese Diskrepanzen methodisch bedingt. Durch die Präparation für die 
Elektronenmikroskopie haben sich die Nanopartikel vermutlich zum Teil zusammengelagert.

Abb. 3.1: TEM-Aufnahmen der verwendeten SPIOs. Da zwischen den einzelnen PI-b-PEO SPIOs (plain, -NH2, -
COOH) mikroskopisch keine Unterschiede festzustellen waren, wurde exemplarisch ein repräsentatives Bild
gewählt.

Bei Venofer® ist keine klar definierbare Struktur zu erkennen (Abb. 3.1). Die elektronendichten 
Punkte scheinen aber eine gleiche Größe zu besitzen, was zu den DLS-Messungen passt.
Das Eisenpräparat Ferinject® wird im TEM-Bild als feine, aber relativ stark kontrastreiche, 
Nadelstrukturen dargestellt. 

PMAcOD PI-b-PEO nanomag®-D-spio

Venofer® Ferinject® Sinerem®
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Das Kontrastmittel Sinerem® erscheint auf dem TEM-Bild sehr kontrastreich, jedoch ohne klar 
definierte einheitliche Struktur (Abb. 3.1). Trotzdem zeigten die DLS-Messungen monodisperse 
Eigenschaften (siehe Kap. 3.1.1).

3.2 Aufnahme von Eisenoxid-Nanopartikel

In den folgenden Experimenten wurde die Aufnahme der PMAcOD SPIOs in die Leber nach intra-
venöser Injektion in die Schwanzvene von Mäusen untersucht und mit der Aufnahme von Nano-
somen und dem Eisenpräparat Ferinject® verglichen. Des Weiteren wurde die Aufnahme der 
PMAcOD SPIOs in vitro qualitativ und quantitativ untersucht. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei 
auf Makrophagen gerichtet. Hier dienten verschiedene SPIOs und Eisenpräparate als Vergleichs-
substanzen.

3.2.1 Aufnahme von Eisenoxid-Nanopartikel durch die Leber

Die Leber ist das wichtigste Organ bei dem Abbau und der Ausscheidung von Stoffwechselprodukten, 
Medikamenten und Giftstoffen. In vergangenen Experimenten aus unserer Arbeitsgruppe wurde 
festgestellt, dass über 80 % der Dosis von radioaktiv markierten 59Fe-PMAcOD SPIOs und Nanosomen 
nach i.v. Injektion in die Schwanzvene von Mäusen innerhalb von einer Stunde in der Leber 
wiederzufinden waren (siehe Doktorarbeit Barbara Freund, 2012). In den Lebersinusoiden sind vor 
allem Makrophagen (Kupfferzellen) für die Aufnahme zuständig. Dies konnte in Experimenten damit 
gezeigt werden, dass nach Depletion der Kupfferzellen durch Clodronat, einem Bisphosphonat, 
deutlich weniger Nanopartikel von der Leber aufgenommen wurden (siehe Doktorarbeit Barbara 
Freund, 2012).
Durch Verwendung von fluoreszierenden Quantum-Dots, die mit der gleichen Polymerhülle wie die 
PMAcOD SPIOs verpackt waren, konnte auch eine Aufnahme durch Endothelzellen, die die Leber-
sinusoide oder die Blutgefäße des Darms auskleiden, nachgewiesen werden. Eine Aufnahme von 
Eisenoxid-Nanopartikeln wurde auch von Hanini et al. (2011) gezeigt.

Um zu untersuchen, ob sich die Verteilung von PMAcOD SPIOs und Nanosomen innerhalb der Leber
qualitativ voneinander unterscheiden, wurden Balb/c Mäusen 0,1 mg (Eisen) der PMAcOD SPIOs 
sowie 0,052 mg (Eisen) an Nanosomen in die Schwanzvene injiziert. Die Dosis der PMAcOD SPIOs 
wurde etwa doppelt so hoch gewählt, wie für typische MRT-Experimente in vivo ausreichen würde. 
Da in vergangenen Experimenten die Nanosomen doppelt so gut durch die Leber aufgenommen 
wurden, wurde ca. die halbe Konzentration gewählt. Als Positivkontrolle wurde das Eisenpräparat
Ferinject® (siehe Kap. 2.1.5) in einer Dosis gegeben, die der maximalen Dosis in der Therapie von 
Eisenmangel beim Menschen entspricht. Nach 2 Tagen wurden die Lebern entnommen und vom 
Institut für Anatomie (Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf) nach einer Hämotoxylin/Eosin-
Färbung eine Berliner Blau Färbung von Leberschnitten durchgeführt. Mit dieser Färbung lassen sich 
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Regionen mit hohen Eisenkonzentrationen sichtbar machen. In Abb. 3.2 b ist die massive Eisen-
beladung der Leber durch Ferinject® zu sehen. Die Vergrößerung zeigt, dass die Lebersinusoide 
angereichert an Eisen sind (Pfeile in Abb. 3.2 c). Darüber hinaus könnten auch die Hepatozyten mit 
Eisen beladen sein (Pfeilköpfe in Abb. 3.2 c). Denkbar wäre eine sekundäre Aufnahme von Eisen nach 
Abbau des Eisenpräparates durch Makrophagen und Freisetzung des Eisens, Aufnahme durch 
Hepatozyten und Speicherung in Form von Ferritin oder Hämosiderin.

Abb. 3.2: Aufnahme von Nanopartikeln in die Leber. Balb/c Mäusen wurden PBS (Negativkontrolle, a), 4,6 mg 
Ferinject® (Positivkontrolle, b und c), 0,1 mg PMAcOD SPIOs (d) oder 0,052 mg Nanosomen (e) in die Schwanz-
vene injiziert. Die Nanosomen-Konzentration wurde halb so hoch gewählt wie die PMAcOD-Konzentration, weil 
aus vergangenen Experimenten eine doppelt so hohe Aufnahme durch die Leber beobachtet wurde. Als 
Positivkontrolle diente eine laut Herstellerangaben maximal empfohlene Bolusinjektion an Ferinject®. Nach 2 
Tagen wurden die Lebern entnommen und nach einer Hämotoxylin/Eosin-Färbung eine Berliner Blau Färbung 
von Leberschnitten durchgeführt. Die Pfeile zeigen auf Eisen (hellblau) in Sinusoiden, die Pfeilköpfe auf Eisen 
potenziell in Hepatozyten (möglicherweise in Form von Hämosiderin).

a

b c

d e



3.Ergebnisse und Diskussion

81

Im Vergleich zu Ferinject® fiel die Aufnahme der PMAcOD SPIOs (Abb. 3.2 d) und der Nanosomen 
(Abb. 3.2 e) deutlich geringer aus. Wie die hellblaue Färbung von Eisen durch Berliner Blau und die 
rote Färbung von CD45-positiven Zellen (alle Leukozyten-Typen werden gefärbt) zeigen, sind die 
Nanopartikel bzw. deren Eisen in den Lebersinusoiden, und dort oft in Makrophagen, zu finden 
(Colokalisierung von roter und blauer Färbung, Pfeilköpfe in Abb. 3.3). Eine Auszählung von 10 gleich-
großen Sichtfeldern pro Behandlung ergab, dass nach Gabe der PMAcOD SPIOs 61 % der Blaufärbung 
mit CD45-positiven Zellen colokalisierte (Abb. 3.3 c). Bei den Nanosomen waren es 90 % (Abb. 3.3 d). 
Dies würde eine bessere Aufnahme von Nanosomen durch Makrophagen bedeuten. Jedoch darf 
nicht außer Acht gelassen werden, dass Makrophagen häufig auf den Endothelzellen sitzen, die die 
Sinusoide auskleiden, was durch die Rotfärbung nicht aufgelöst werden kann. Dadurch kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass eine falsch positive Colokalisierung von Eisen, das in Wirklichkeit von 
Endothelzellen aufgenommen wurde, als Aufnahme durch Makrophagen gezählt wurde.

a
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c

b
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Abb. 3.3: Aufnahme von Nanopartikeln durch die Leber. Balb/c Mäusen wurden PBS (Negativkontrolle, a), 
4,6 mg Ferinject® (Positivkontrolle, b), 0,1 mg PMAcOD SPIOs (c) oder 0,052 mg Nanosomen (d) in die Schwanz-
vene injiziert. Die Nanosomen-Konzentration wurde halb so hoch gewählt wie die PMAcOD-Konzentration, weil 
aus vergangenen Experimenten eine doppelt so hohe Aufnahme durch die Leber beobachtet wurde. Als 
Positivkontrolle diente eine laut Herstellerangaben maximal empfohlene Bolusinjektion an Ferinject®. Nach 2 
Tagen wurden die Lebern entnommen und eine Berliner Blau Färbung (Eisen, hellblau Färbung, Pfeile) und eine 
CD45-Färbung (Leukozyten, rot) desselben Leberschnittes durchgeführt; die Pfeilköpfe zeigen auf 
Colokalisierungen von Leukozyten (Makrophagen) und Eisen; runde Zellkerne der Hepatozyten: dunkellila

3.2.2 Aufnahme von Eisenoxid-Nanopartikel durch Zellen

In den hier durchgeführten Experimenten wurde die Aufnahme von verschiedenen SPIOs in 
verschiedenen Zelltypen (Makrophagen, Hepatozyten, Endothelzellen) quantitativ untersucht. 
Darüber hinaus wurden Versuche zur Klärung des Aufnahmemechanismus der PMAcOD SPIOs
durchgeführt.

3.2.2.1 Quantitative Bestimmung der Nanopartikel-Aufnahme

Makrophagen als Zellen des Retikuloendothelialen Systems sind maßgeblich an der Aufnahme von 
Nanopartikeln beteiligt. Das Aufnahmeverhalten von Maus Makrophagen wurde zunächst mit einem 
nanopartikelähnlichen Eisenpräparat (Venofer®, siehe Kap. 2.1.4) getestet. Dazu wurden J774-Zellen 
mit verschiedenen Konzentrationen an Venofer® oder eines Eisen(III)-Salzes (FAC) inkubiert und die 
Eisenaufnahme nach ausführlichen Waschungen der Zellen mittels Atomabsorptionsspektroskopie 

d
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(AAS) gemessen. Betrachtet man die aufgenommene Eisenmenge der Zellen nach 1 h, erkennt man 
eine konzentrationsabhängige Zunahme (Abb. 3.4 a). Bei Inkubation mit höheren Konzentrationen 
(> 1 mmol/L Eisen) nahm die Aufnahmerate etwas ab, ein Indiz für einen möglichen Sättigungseffekt. 
Dieser tritt möglicherweise dann auf, wenn die Aufnahmekapazität und/oder die zelluläre Speicher-
kapazität (in Form von Ferritin) erschöpft sind. Ein ähnlicher Effekt wurde für die Aufnahme von 
Transferrin, der über den Transferrin-Rezeptor durch Clathrin-vermittelte Endozytose aufgenommen 
wird, beschrieben (Warren et al., 1997).
Da bei 0,3 mmol/L Eisen noch kein Sättigungseffekt vorhanden war, wurde als nächstes der zeitliche 
Verlauf mit Konzentration von 0,05 mmol/L und 0,3 mmol/L getestet. Hier wurden die J774-Zellen für 
1 h, 3 h und 5 h mit einem Eisen(II)-Salz (FAS), Venofer® oder dem PMAcOD SPIO inkubiert. Die AAS-
Messungen zeigten eine zeitabhängige Zunahme der Eisenaufnahme, wobei die PMAcOD SPIOs 
weniger schnell und weniger stark aufgenommen wurden als das Eisensalz und das Eisenpräparat 
Venofer® (Abb. 3.4 b). Darüber hinaus zeigte sich bei PMAcOD nach 5 h ein möglicher 
Sättigungseffekt, der bei 0,05 mmol/L und 0,3 mmol/L Venofer® nicht zu beobachten war. 
In Abb. 3.4 c wurde die Aufnahme des PMAcOD SPIOs in drei verschiedenen Konzentrationen 
(0,05 mmol/L, 0,3 mmol/L, 0,9 mmol/L) eingesetzt. Dabei wurden SPIOs verwendet, die durch 
Austauschmarkierung mit einer Tracerdosis an 59Fe markiert wurden. Die Messung erfolgte mit dem
Hamburger Ganzkörpercounter (HAMCO). Zwar ist die Aussagekraft bei drei Konzentrationen limitiert, 
aber auch hier war eine angehende Sättigung bei Inkubation der Makrophagen mit 0,9 mmol/L 
(Eisen) der PMAcOD SPIOs festzustellen.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde für die weiteren Zellkultur-Experimente eine Partikelkonzentration, 
bezogen auf Eisen, von 0,3 mmol/L favorisiert. In Abb. 3.4 c wäre dies ungefähr die Konzentration bei 
einer halb-maximalen Aufnahme der PMAcOD SPIOs. Die Wahl dieser Konzentration wurde auch 
durch folgende Überlegung unterstützt: Das Eisenpräparat Venofer® kann Mangelanämie-Patienten in 
einer Bolus-Injektion von 0,2 g/ 80 kg gegeben werden. Bezogen auf eine 20 g schwere Maus wären 
dies 50 µg. In in vivo Experimenten wurden die PMAcOD SPIOs auch in dieser Konzentration 
verwendet. Aus diesen Experimenten ist bekannt, dass ca. 80 % der applizierten Dosis in der Leber 
landet. Nach Jamal et al. (2000) besteht die Leber aus 108 Zellen, wovon 2 % Makrophagen sind, also 
2*106 Zellen. Bei einem Lebergewicht von 1 g (1 ml) und unter der theoretischen Annahme einer 
gleichmäßigen Beflutung aller Makrophagen der Leber bedeutet dies eine Inkubation von 2*106

Zellen mit einer Eisenkonzentration von 40 µg/ml (0,72 mmol/L). Bei ca. 1*106 Zellen, die pro Well 
eingesetzt wurden, ist die Inkubation mit 0,3 mmol/L Eisen im Einklang mit dieser Überlegung.

In den nächsten Experimenten wurde der Einfluss unterschiedlicher Nanopartikel-Eigenschaften auf 
die Aufnahme untersucht. Die PMAcOD SPIOs unserer Arbeitsgruppe (siehe Kap. 2.1.1) wurden mit 
weiteren verschiedenen SPIOs verglichen. Da der PMAcOD SPIO als Kontrastmittel eingesetzt werden 
soll, bietet es sich an, ein solches als Vergleichspartikel zu verwenden. Hier wurde Sinerem® genutzt 
(siehe Kap. 2.1.6), das zuvor durch eine Filtereinheit mit CutOff 5 kDa bei 6800 g zentrifugiert und in 
Wasser aufgenommen wurde. Diese Prozedur sollte potenziell vorhandene freie Eisenionen 
entfernen, um die reine Nanopartikelaufnahme, und nicht die Aufnahme von Eisenionen, zu messen. 
Mittels AAS würde beides gemessen werden. Als Positivkontrolle dienten das Eisenpräparat Venofer® 
(siehe Kap. 2.1.4), mit dem genauso verfahren wurde, sowie das Eisen(II)-Salz FAS. Letzteres wurde 
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aufgrund der besseren Löslichkeit bei physiologischem pH-Wert und der gezielten Adressierung der 
Fe2+-Aufnahme über DMT1 (siehe Kap. 1.4.1.1) gegenüber dem Eisen(III)-Salz bevorzugt. Dabei 
wurden eine mögliche Oxidierung zu Fe3+ und ein Verlust durch Bildung von unlöslichen Eisen-
hydroxiden in Kauf genommen. Zusätzlich wurden kommerziell erhältliche biodegradierbare Dextran-
Eisenoxid-Kompositpartikel der Firma micromod (Rostock) eingesetzt, die unterschiedliche 
Oberflächen-Liganden trugen (-plain, -NH2, -COOH, -PEG300, -PEG-NH2, -PEG-COOH) (siehe Kap. 
2.1.3). Von der Physikalischen Chemie der Universität Hamburg wurden zusätzlich PI-b-PEOs zur 
Verfügung gestellt. Dies sind Ölsäure-stabilisierte Eisenoxid-Kerne in einer Hülle aus amphiphilen 
Block-Copolymeren, die aus einem wasserunlöslichen Polyisopren (PI) Block und einer wasser-
löslichen Poly(ethylene oxide) (PEO) Korona bestehen (siehe Kap. 2.1.2).
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Abb. 3.4: Nanopartikel-Aufnahme durch Makrophagen. a: konzentrationsabhängig; b: zeitabhängig; J774-Zellen 
wurden für die angegebenen Zeiten mit den angegebenen Konzentrationen an Venofer®, Eisensalzen (FAC bzw. 
FAS) oder PMAcOD SPIOs inkubiert. Anschließend wurden die Zellen ausführlich gewaschen und die aufge-
nommene Eisenmenge mittels AAS gemessen. Die intrazelluläre Eisenkonzentration ist auf die zelluläre Protein-
konzentration normiert. c: J774-Zellen wurden für 6h mit 59Fe-markierten PMAcOD SPIOs der angegebenen 
Konzentrationen inkubiert und anschließend gewaschen. Nach insgesamt 24h wurde nach Ernten der Zellen und 
Waschen die Aktivität des Zellpellets gemessen (n = 3)

Für diese Experimente wurden die Zellen für 1 h und 3 h mit den Präparaten inkubiert und die Eisen-
aufnahme mittels AAS gemessen. Die Aufnahmerate wurde über die Zunahme der Eisenkonzentration 
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von 1 h zu 3 h berechnet (Tab. 3.2). Die J774-Zellen zeigten mit FAS als Testverbindung mit 
37 µg Fe/mg Protein h-1 die mit Abstand stärkste Aufnahmerate. Dies ist nicht verwunderlich, da die 
Fe2+-Ionen schnell über den Eisenimporter DMT1 aufgenommen werden.
Aber auch das Eisenpräparat Venofer® zeigte mit 4,8 µg Fe/mg Protein h-1 eine relativ hohe 
Aufnahmerate. Vermutlich liegt das an der Größe der Partikel. Bei derselben eingesetzten Eisen-
konzentration sind die Venofer® Partikel den DLS-Messungen zu urteilen (siehe Tab. 3.1) mit ca. 
13 nm vergleichsweise klein und könnten schneller aufgenommen werden als größere.
Da sich die verwendeten Nanopartikeltypen (PMAcOD, nanomag®-D-spios, PI-b-PEOs) in ihren 
Eigenschaften stark unterscheiden, ist es nur bedingt sinnvoll, sie direkt miteinander zu vergleichen. 
Jedoch ist ein Vergleich der nanomag®-D-spios untereinander aufgrund ihrer identischen Komposition 
durchführbar. Wie Tab. 3.2 zeigt, wurde bei den nanomag®-D-spios mit –COOH Liganden mit 
3,9 µg/mg Protein h-1 die stärkste Aufnahmerate festgestellt. Da die Zellmembran negativ geladen ist, 
würde man stärkere Wechselwirkung mit und dadurch eine favorisierte Aufnahme von positiv 
geladenen Partikeln erwarten. Wie in Tab. 3.2 jedoch zu sehen ist, zeigten die nanomag®-D-spios mit 
–NH2-Liganden deutlich geringere Aufnahmeraten als die SPIOs mit –COOH-Liganden. Die dort 
dargestellten, negativen Werte implizieren, dass keine Aufnahme stattgefunden hätte. Ein Vergleich 
der Eisenkonzentration zeigte jedoch signifikante Unterschiede zur Kontrolle und höhere Werte im 
Vergleich zu den ungeladen Nanopartikeln (nanomag®-D-spio plain, nanomag®-D-spio-PEG300). Die 
Unterschiede in den Eisenkonzentrationen zwischen 1 h und 3 h Inkubation sind zu gering, so dass 
sich Messfehler stärker auswirken und negative Aufnahmeraten berechnet wurden. 
Die Bevorzugung von negativ geladenen Partikeln speziell durch J774-Zellen wurde bereits in Arbeiten 
von Lemarchand et al. (2006) gezeigt. Auch in Arbeiten von Mailänder et al. (2008) wurden bei mit 
Aminogruppen funktionalisierten (Polystyren-)Nanopartikeln eine um 40-fach höhere Aufnahme (in 
HeLa-Epithelzellen) gezeigt als ohne Funktionalisierung. Andere Arbeiten mit Makrophagen zeigten 
eine verminderte Aufnahme von SPIOs mit Aminogruppen-Funktionalisierung im Vergleich zu 
Dextran-umhüllten SPIOs (Fang et al., 2009). Auch Lunov et al. (2011a) beobachtete eine verminderte 
Aufnahme von Polystyren-Nanopartikeln mit NH2-Funktionalisierung im Vergleich zu den mit COOH-
Gruppen funktionalisierten Nanopartikeln, sowohl bei Inkubation in Serum-haltigem Medium als 
auch in HBSS-Puffer. Dabei hatten die untersuchten Makrophagen beide Nanopartikel-Typen in dem 
Puffer besser aufgenommen als im Medium. Interessanterweise zeigte auch der nanomag®-D-spio-
NH2 bei einem vorherigen Experiment, in dem die SPIOs in Puffer (HBSS der Firma GIBCO) anstatt in 
Medium mit den Makrophagen inkubiert wurden, eine deutlich stärkere Aufnahme, während die 
nanomag®-D-spio-COOH SPIOs zwar stärker als die Partikel mit –NH2-Liganden, aber geringer als bei 
einer Inkubation in Medium aufgenommen wurden (Daten nicht gezeigt). Dies ließ sich auch in 
abgeschwächter Form bei dem PI-b-PEOs mit -NH2-Liganden feststellen. 
Prinzipielle verändert sich bei einem Wechsel des Mediums, in dem sich der Nanopartikel befindet, 
auch dessen Oberflächen-Eigenschaften. Bei der Inkubation des Nanopartikels in einem serum-
haltigen Medium adsorbieren die darin enthaltenen Proteine an die Nanopartikel-Oberfläche (Nel et 
al., 2009; Jiang et al., 2010b). Dabei ist die Zusammensetzung dieser Proteinkorona von den 
Eigenschaften der Partikeloberfläche abhängig, häufig werden aber Albumine, IgGs, Proteine des 
Komplementsystems und Apolipoproteine gefunden (Tenzer et al., 2011). Die Proteinkorona kann das 
Aufnahmeverhalten des Nanopartikels drastisch ändern.



3.Ergebnisse und Diskussion

87

In den hier durchgeführten Experimenten wurden die Nanopartikel (bis auf PMAcOD) serumfrei 
inkubiert, so dass die Bildung einer typischen Proteinkorona keine Rolle spielt. Jedoch ist es denkbar, 
dass die Ursache für die geringere Aufnahme der SPIOs mit –NH2 Liganden im Medium in der 
Neutralisierung oder Abschwächung der positiven Ladung durch Bindung von Medium-Komponenten 
(Aminosäuren, Vitamine) zu finden sein könnte.
Interessanterweise sind die am stärksten aufgenommenen nanomag®-D-spios (nanomag®-D-spio-
COOH, nanomag®-D-spio-PEG-COOH) den DLS-Messungen zu urteilen auch die kleinsten (vergl. Tab. 
3.1). Obwohl vom Hersteller als einheitliche Größe angegeben (hydrodynamische Durchmesser (Z-
Average) im Bereich zwischen 20 – 100 nm), kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch aufgrund 
der geringeren Größe mehr Partikel aufgenommen wurden. Gegen die Größe als für das 
Aufnahmeverhalten ausschlaggebendes Kriterium spricht jedoch das Beispiel Sinerem®: Das Kontrast-
mittel wurde vergleichsweise schwach aufgenommen (Tab. 3.2), obwohl der hydrodynamische 
Durchmesser von rund 29 nm der kleinste von allen gemessenen SPIOs war. Vielmehr scheint hier die 
Zusammensetzung des Nanopartikels eine Rolle zu spielen. Denn Sinerem® ist, wie die nanoamg-D-
spio SPIOs auch, ein Eisen-Dextran-Kompositpartikel. Wie bereits beschrieben vermindern Dextran-
Hüllen die Aufnahmeraten von Nanopartikeln (Bonnemain, 1998; Lemarchand et al., 2005). Passend 
dazu wurden vor allem bei den ungeladenen nanomag®-D-spios relativ geringe Aufnahmeraten 
gemessen (Tab. 3.2). 

Wie aus der Literatur bekannt ist, erschwert tendenziell auch die PEGylierung eines Nanopartikels 
dessen Aufnahme (Owens III & Peppas, 2006; Hillaireau & Couvreur, 2009; Li & Huang, 2008; Sun et 
al., 2005). Dies konnte auch in den hier durchgeführten Experimenten mit den nanomag®-D-spios 
gezeigt werden: Die Nanopartikel mit PEG-COOH-Funktionalisierung wurden deutlich schwächer auf-
genommen als die mit –COOH-Funktionalisierung ohne PEG (Tab. 3.2), jedoch stärker als die 
Nanopartikel mit ungeladener (nanomag®-D-spio-plain und nanomag®-D-spio-PEG300) oder positiv 
geladener (nanomag®-D-spio-NH2 und nanomag®-D-spio-PEG-NH2) Oberfläche. Dies zeigt, dass die 
negative Ladung (-COOH) vor der Komposition (Dextran, PEG) der maßgeblich bestimmende Faktor 
bei der Aufnahme von Nanopartikeln in J774-Zellen ist. 
Bei Vergleich der Aufnahmeraten der Dextran-haltigen nanomag®-D-spios mit den PEGylierten PI-b-
PEOs zeigten letztere höhere Werte (abgesehen von nanomag®-D-spio-COOH und nanomag®-D-spio-
PEG-COOH). Da das Polyisopren im Nanopartikel hydrophob ist, könnte dieser Umstand hydrophobe 
Wechselwirkungen des SPIOs mit der Zellmembran und somit die Aufnahme erleichtern. Im 
Gegensatz zu den nanomag®-D-spios zeigte der Partikel mit –NH2-Liganden mit 0,28 µg Fe/mg 
Protein h-1 eine stärkere Aufnahmerate als der mit –COOH-Liganden (0,18 µg Fe/mg Protein h-1). 
Allerdings zeigte der ungeladene (-OH) mit 2,3 µg Fe/mg Protein*h-1 die stärkste Aufnahme der drei 
Nanopartikel. Auffälligerweise korrelieren die Aufnahmeraten positiv mit den PdI-Werten aus den 
DLS-Messungen, d.h. die polydispersen Nanopartikel zeigten auch hohe Aufnahmeraten (vergl. Tab. 
3.1). Deshalb ist die Beurteilung der Aufnahme in Abhängigkeit von den Oberflächenliganden hier 
schwierig. 

Die PMAcOD SPIOs zeigten mit 2,6 µg Fe/mg Protein h-1 eine Aufnahmerate, die kleiner als, aber in 
der Größenordnung von Venofer® und nanomag®-D-spio-COOH liegt (Tab. 3.2). Mit letzterem hat er 
eine negative Oberflächenfunktionalisierung gemeinsam. Die PMAcOD SPIOs wurden vor der 
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Inkubation mit den Zellen aus Stabilitätsgründen mit FCS inkubiert. Die Ausbildung einer Protein-
korona ist hier also sehr wahrscheinlich. In einem Vorexperiment, in dem die SPIOs ohne Vor-
inkubation mit FCS und in HBSS Puffer (darin sind sie stabil) anstatt in Medium mit den Zellen 
inkubiert wurden, wurde eine ähnliche Aufnahmerate festgestellt. Im Gegensatz dazu war die 
Aufnahme von mit FCS vorinkubierten Partikeln in Puffer deutlich geringer als dieselben Partikel ohne 
Proteinkorona (Abb. 3.22 d). Dies deutet darauf hin, dass die Umhüllung des Nanopartikels mit einer 
Proteinkorona die Aufnahme eher behindert. Eine plausible Erklärung dafür könnte die Ab-
schwächung der negativen Ladung, die bereits bei den nanomag®-D-spios für eine starke Aufnahme 
verantwortlich war, durch die Proteine sein. Unterstützung findet diese Aussage durch eine Arbeit 
von van Furth et al. (1985), der feststellte, dass opsonisierte Partikel durch J774-Zellen schlechter auf-
genommen wurden als nicht opsonisierte Partikel.

Tab. 3.2: Nanopartikel-Aufnahme durch Makrophagen. J774-Zellen wurden im Medium für 1h oder 3h mit 
0,3 mmol/L der angegebenen SPIOs bzw. Eisenpräparate inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen, 
die aufgenommene Eisenmenge mittels AAS gemessen und die intrazelluläre Eisenkonzentration auf die 
Proteinkonzentration normiert. Die Aufnahmerate R = (β(3h)-β(1h)) / 2 wurde für jedes Präparat berechnet. Die 
Tabelle ist absteigend nach der nach 3 h aufgenommenen Eisenmenge sortiert.
FCS: da die PMAcOD SPIOs in Medium nach einiger Zeit ausfielen, wurden sie zur Stabilisierung bei 37 °C mit 
FCS vorinkubiert. Um einen positiven Effekt von FCS auszuschließen, wurden Kontrollzellen mit einer 
entsprechenden Menge FCS inkubiert. Signifikante Unterschied zur Kontrolle sind dargestellt (***, p ≤ 0,001; 
**, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).

Eisenkonzentration
[µg Fe/mg Protein]

Signifikanz 
zur Kontrolle

Aufnahmerate
[µg Fe/mg Protein*h-1]

1h 3h 1h 3h

FAS 52 125 *** *** 37
Venofer® 3,6 13 *** *** 4,8
nanomag®-D-spio-COOH 3,4 11 *** *** 3,9
PMAcOD 2,7 7,9 *** *** 2,6
PI-b-PEO-OH 0,84 2,3 *** *** 0,73
PI-b-PEO-NH2 1,11 1,64 *** *** 0,28
nanomag®-D-spio-PEG-COOH 0,26 1,47 *** *** 0,61
PI-b-PEO-COOH 0,61 0,97 *** *** 0,18
nanomag®-D-spio-NH2 0,35 0,33 *** *** -0,01
nanomag®-D-spio-PEG-NH2 0,26 0,23 *** *** -0,02
nanomag®-D-spio-plain 0,16 0,16 * *** 0,00
nanomag®-D-spio-PEG300 0,10 0,15 - *** 0,03
FCS 0,12 0,15 0,01
Sinerem® 0,17 0,10 * - -0,04

Vergleicht man das Aufnahmeverhalten von Makrophagen mit dem von Endothelzellen, lässt sich bei 
letzteren eine geringere Eisenaufnahme für die meisten untersuchten Verbindungen feststellen (Tab. 
3.3). Das Eisen(II)-Salz (FAS) wurde von dem HUVECs sehr begrenzt aufgenommen (0,52 µg/mg 
Protein h-1; Tab. 3.3). Anscheinend besitzen Endothelzellen DMT1 in geringerem Maße. Auch 
Venofer® (2,4 µg/mg Protein h-1) und die nanomag®-D-spio-COOH SPIOs (1,01 µg/mg Protein h-1) 
wurden im Vergleich zu den J774-Zellen weniger stark aufgenommen. Physiologisch ist das damit zu 
begründen, dass Endothelzellen zwar auch zur Aufnahme von Stoffen befähigt sein müssen, deren
primäre Funktion jedoch das Ausbilden von Barrieren ist. Im Gegensatz dazu ist die Aufgabe von 
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Makrophagen neben der Beteiligung an Immun- und Entzündungsreaktionen die Phagozytierung und 
Beseitigung von Fremdkörpern. 
Interessanterweise zeigte sich in den Experimenten mit den HUVECs eine relativ hohe Aufnahme der 
PMAcOD SPIOs im Vergleich zu Venofer® und der nanomag®-D-spio-COOH SPIOs. Dieser stark negativ 
geladene Nanopartikel wird hier offenbar gut aufgenommen, was auch zu den in vivo Experimenten 
aus unserer Arbeitsgruppe passen würde, bei denen Mäusen die PMAcOD SPIOs intravenös gegeben 
wurden (siehe Doktorarbeit von Barbara Freund, 2012).

Tab. 3.3: Nanopartikel-Aufnahme durch Endothelzellen. HUVEC wurden im Medium für 1h oder 3h mit 
0,3 mmol/L der angegebenen SPIOs bzw. Eisenpräparate inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen, 
die aufgenommene Eisenmenge mittels AAS gemessen und die intrazelluläre Eisenkonzentration auf die 
Proteinkonzentration normiert. Die Aufnahmerate R = (β(3h)-β(1h)) / 2 wurde für jedes Präparat berechnet. Die 
Tabelle ist absteigend nach der nach 3 h aufgenommenen Eisenmenge sortiert.
FCS: da die PMAcOD SPIOs in Medium nach einiger Zeit ausfielen, wurden sie zur Stabilisierung bei 37°C mit FCS 
vorinkubiert. Um einen positiven Effekt von FCS auszuschließen, wurden Kontrollzellen mit einer 
entsprechenden Menge FCS inkubiert. Signifikante Unterschied zur Kontrolle sind dargestellt (***, p ≤ 0,001; 
**, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3)

Eisenkonzentration
[µg Fe/ mg Protein]

Signifikanz
zur Kontrolle

Aufnahmerate
[µg Fe/ mg Protein*h-1]

1h 3h 1h 3h

PMAcOD 6,8 24 *** *** 8,6
Venofer® 1,45 6,2 *** *** 2,4
nanomag®-D-spio-COOH 0,39 2,4 * *** 1,01
FAS 0,49 1,52 ** *** 0,52
FCS 0,33

Zur Untersuchung der Nanopartikel-Aufnahme in Hepatozyten wurden HuH7-Zellen und αML-12-
Zellen verwendet. Zunächst wurden HuH7-Zellen für 3 h mit unterschiedlichen Konzentrationen der 
PMAcOD SPIOs inkubiert. Im Gegensatz zu den Makrophagen (Abb. 3.4) zeigte sich bei den 
Hepatozyten eine geringere Aufnahme, die mit steigender Konzentration (exponentiell) zunahm (Abb. 
3.5). Während bei der Inkubation der J774-Zellen mit 0,3 mmol/L (Eisen) der PMAcOD SPIOs nach 3 h 
eine intrazelluläre Eisenkonzentration von 7,9 µg/mg Protein erreicht wurden (Tab. 3.2), waren es bei 
den HuH7-Zellen nur 3,1 µg/mg Protein. 
Die verwendeten Hepatozyten (αML-12) zeigten in einem Experiment, in dem sie mit 59Fe-markierten 
PMAcOD SPIOs inkubiert wurden, eine sehr geringe Aufnahme. Zwar konnte eine zeit- und 
konzentrationsabhängige Aufnahme gemessen werden, aber die aufgenommene Menge entsprach 
nur etwa 0,2 - 0,4 % der gesamten applizierten Aktivität (Abb. 3.5). In ähnlichen Experimenten mit 
J774-Zellen wurden bis zu 23 % gemessen (Abb. 3.29 b).
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Abb. 3.5: Nanopartikel-Aufnahme durch Hepatozyten. links: HuH7-Zellen wurden für 3h mit PMAcOD SPIOs der 
angegebenen Konzentrationen inkubiert. Nach ausgiebigen Waschungen und Zellernte wurde die intrazelluläre 
Eisenkonzentration mittels AAS gemessen und auf die zelluläre Proteinkonzentration normiert; rechts: αML-12 
Zellen wurden in Medium für 3h oder 6h mit 300 µM oder 900 µM (Eisen) von 59Fe-markierten PMAcOD SPIOs 
inkubiert. Nach ausgiebigen Waschungen und Zellernte wurde die Radioaktivität der Zellpellets gemessen. Die 
aufgenommenen Mengen entsprachen 0,19 % (300 µM, 3h), 0,35 % (300 µM, 6h) und 0,23 % (900 µM, 6h) der 
applizierten Aktivität (n = 3).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass von den verwendeten Zelltypen die Makrophagen die 
stärkste Nanopartikelaufnahme zeigten. Neben Venofer® wurden die negativ geladenen nanomag®-
D-spio-COOH SPIOs und die PMAcOD SPIOs besonders gut aufgenommen. Bei den Endothelzellen 
wurde eine ähnliche Präferenz festgestellt, wobei die PMAcOD SPIOs am besten aufgenommen 
wurden. Die Hepatozyten zeigten eine eher geringe Nanopartikelaufnahme.

3.2.2.2 Darstellung der Nanopartikel-Aufnahme mittels 

Transmissionselelektronenmikroskopie (TEM)

Zur Darstellung der Nanopartikel-Aufnahme mittels TEM wurden Maus Makrophagen (J774-Zellen) 
mit 0,3 mmol/L (Eisen) der PMAcOD SPIOs für 1 min, 10 min und 6 h inkubiert und anschließend 
gewaschen und fixiert.
In Abb. 3.6 a sind kurz nach Gabe der SPIOs diese in der Nähe von Membranausstülpungen zu finden. 
Solche Filopodien treten üblicherweise bei einer Fcγ-Rezeptor-vermittelten Phagozytose auf, bei der 
der Partikel umschlossen und anschließend internalisiert wird.
Aber auch Invaginationen der Zellmembranen, wie sie bei einer Clathrin-vermittelten Endozytose 
üblich sind, waren zu sehen. Abb. 3.6 b zeigt deutlich drei SPIOs, die in so genannten „coated pits“ 
liegen. Innerhalb kürzester Zeit nach Nanopartikel-Gabe wurden einige SPIOs in Vesikeln nahe der 
Zellmembran, die „coated vesicles“ darstellen könnten, gefunden. (Abb. 3.6 c und d).
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Abb. 3.6: Nanopartikel-Aufnahme durch Makrophagen (1 min). J774-Zellen wurden mit 300 µM PMAcOD SPIOs 
(Eisen) inkubiert. Nach 1 min. wurden die Zellen gewaschen, fixiert und TEM-Bilder angefertigt. Die Anlagerung 
von Nanopartikel (Pfeile) an der Zellmembran führt zur Ausbildung von Filopodien (a) oder „coated pits“ (b), die 
sich zu „coated vesicles“ abschnüren (c, d). Ersteres spricht für eine phagozytotische Aufnahme, letzteres für 
Endozytose.
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Abb. 3.7: Nanopartikel-Aufnahme durch Makrophagen (10 min). J774-Zellen wurden mit 300 µM PMAcOD 
SPIOs (Eisen) inkubiert. Nach 10 min. wurden die Zellen gewaschen, fixiert und TEM-Bilder angefertigt. Die 
Nanopartikel (Pfeile) befinden sich in kleinen endozytotischen Vesikeln (frühe Endosomen) in der Nähe der 
Zellmembran.

Nach 10 min sind die Nanopartikel in Vesikeln (frühe Endosomen) nahe der Plasmamembran zu 
finden (Abb. 3.7). Größere Vesikel (späte Endosomen, Lysosomen) beinhalten noch keine Partikel.
Nach 6 h befinden sich die PMAcOD SPIOs unter anderem in Vesikeln, die zum Teil größer und weiter 
im Zellinneren lokalisiert sind (späte Endosomen, Lysosomen) (rote Pfeilköpfe in Abb. 3.8). Besonders 
deutlich wird dies nach Inkubation mit nanomag®-D-spio-COOH (Abb. 3.8 c). Es scheint eine 
Verschmelzung von kleinen Vesikeln zu größeren stattgefunden zu haben.
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Abb. 3.8: Nanopartikel-Aufnahme durch Makrophagen (6 h). J774-Zellen wurden mit 300 µM PMAcOD SPIOs 
(Eisen) (oben) oder nanomag®-D-spio-COOH (unten) inkubiert. Nach 6 h wurden die Zellen gewaschen, fixiert 
und TEM-Bilder angefertigt. Die Nanopartikel (rote Pfeile) befinden sich auch in größeren endozytotischen 
Vesikeln (späte Endosomen) (oben) oder Lysosomen (unten, rote Pfeilköpfe)

3.2.2.3 Untersuchung des Aufnahmemechanismus

In den hier durchgeführten Experimenten wurde versucht, den Aufnahmemechanismus bei der 
Aufnahme von PMAcOD SPIOs durch Makrophagen aufzuklären.
Dazu wurden J774-Zellen vor der Gabe der SPIOs für 30 min mit unterschiedlichen Inhibitoren 
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behandelt, die gezielt bestimmte Moleküle oder Schlüsselprozesse des betreffenden Aufnahme-
mechanismus inhibieren. In Tab. 3.4 sind die verwendeten Inhibitoren, ihre Wirkmechanismen sowie 
die in den Experimenten verwendeten Konzentrationen dargestellt. Im Gegensatz zu den vorherigen 
Experimenten wurde eine relativ kurze Aufnahmezeit von 1 h gewählt, um eine Kompensierung des 
unterdrückten Aufnahmewegs durch einen anderen, und potentiell toxische Wirkungen durch die 
Inhibitoren, zu minimieren.

Tab. 3.4: Zur Untersuchung der PMAcOD-Aufnahme durch Makrophagen verwendete Inhibitoren, deren 
Angriffsziele, beeinflusste Aufnahmemechanismen und in den Experimenten verwendete Konzentrationen. Die 
Inkubation mit den Inhibitoren erfolgte bei 37 °C (siehe auch Abb. 3.12)

Inhibitor Ziel Beeinflusster Aufnahmemechanismus
Inhibitor 

Konz. [mg/L]

4°C Inkubation Energie-abhängige Aufnahme

Wortmannin
Phosphoinositid-3-
Kinase (PI3K)

(Fcγ-Rezeptor vermittelte) Phagozytose, 
Makropinozytose

0,1

U-73122 Phospholipase C (PLC)
(Fcγ- Rezeptor vermittelte) Phagozytose, 
Makropinozytose

10

EIPA Na+-Austausch Phagozytose, Makropinozytose 30

Cytochalasin D Aktin Phagozytose, Makropinozytose 10

Nocodazol Microtubuli Makropinozytose 10

Dynasor Dynamin Endozytose 25

Staurosporin Proteinkinase C (PKC) (Caveolae-vermittelte) Endozytose 1,0

Filipin Cholesterin Caveolae- vermittelte Endozytose 10

Lovastatin HMG-CoA Reduktase
Caveolae-/Clathrin-vermittelte Endozytose, 
Phagozytose

10

Genistein Tyrosin Kinase Caveolae-/Clathrin- vermittelte Endozytose 20

Chlorpromazin
Rho GTPase, 
Phospholipase C

Clathrin- vermittelte Endozytose, Phagozytose, 
(Makropinozytose)

25

Monodansylcadaverin Clathrin
Clathrin- vermittelte Endozytose (möglicherweise 
auch Makropinozytose oder Phagozytose)

100

Kalium depletion Clathrin
Clathrin- vermittelte Endozytose (Eliminierung 
des Membran-assoziierten Clathrin-Gitters)

-

Fucoidan Scavenger Rezeptor Scavenger Rezeptor-vermittelte Endozytose 10

Pertussis Toxin Gi α Untereinheit GPCR- vermittelte Endozytose 0,1

Um prinzipiell zu klären, ob es sich um einen Energie-abhängigen Aufnahme-Mechanismus handelt, 
wurden die J774-Zellen zunächst bei 4 °C anstatt bei 37 °C mit den PMAcOD SPIOs inkubiert. Im 
Vergleich zur Kontrolle (Inkubation bei 37 °C) führte dies zu einer Reduzierung der Aufnahme um 
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67 % (Abb. 3.11), was zeigt, dass es sich bei der Nanopartikel-Aufnahme um einen Energie-
abhängigen Mechanismus handelt. 

Inhibierung der Phagozytose/ Makropinozytose

Wortmannin ist ein anti-mykotisches Antibiotikum, das ursprünglich aus Penicillium funiculosum 
isoliert wurde. Es ist bekannt dafür, die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) zu inhibieren, ein wichtiges 
Enzym, das bei vielen unterschiedliche Signaltransduktionsprozessen eine Schlüsselfunktion ein-
nimmt. PI3K katalysiert die Phosphorylierung der 3’-OH Position am Inositolring von Phospholipiden 
in der Zellmembran, sogenannten Phosphatidylinositolen (Abb. 3.9) (Takenawa & Itoh, 2001). Diese 
Phosphoinositide, vor allem Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3), dienen als Andockstellen 
für weitere Proteine, wie Proteinkinase B und PDK1. Die Inhibierung der PI3K blockiert die Makro-
pinozytose und die Phagozytose (Amyere et al., 2000; Araki et al., 1996; Lemarchand et al., 2005; 
Montaner et al., 1999). Auf Grund der weitreichenden Einflüsse der PI3K kann ihre Inhibierung auch 
andere Vesikel-bildende Prozesse wie die Clathrin-vermittelte Endozytose stören.
In den hier durchgeführten Experimenten wurde eine sehr starke Inhibierung der PMAcOD SPIO-
Aufnahme von 77 % erreicht (Abb. 3.11).

Abb. 3.9: Generierung von Phosphoinositol 3,4-Bisphosphat aus Phosphosinositol-4-Phosphat durch PI-3 
Kinase. PI-3 Kinase wird von verschiedenen aktivierten Rezeptor-Tyrosinkinasen und Zytokin-Rezeptoren an die 
Zellmembran rekrutiert. Das hinzugefügte 3-Phosphat ist eine Bindestelle für eine Vielzahl von Signal-
transduktions-Proteinen (Abbildung aus Lodish et al., „Molecular Cell Biology 5th ed“)

Ein anderes Enzym, das auch bei dem Phosphoinositid-Metabolismus eine Rolle spielt, ist die 
Phospholipase C (PLC), die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Inositoltrisphosphat (IP3) 
und Diacylglycerin (DAG) hydrolysiert (Abb. 3.10) (Wells et al., 1999). Diese wird durch die Substanz 
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U-73122 inhibiert (Mettlen et al., 2006; Panicker et al., 2006). Eine Beteiligung von PI3K und PLC an 
der Fc-Rezeptor-vermittelten Phagozytose wurde bereits beschrieben (Swanson et al., 2004). Zhang 
et al. (2009) unterschied in seiner Arbeit speziell die G-Protein-gekoppelter-Rezeptor-vermittelte 
Aufnahme von anderen Aufnahme-Mechanismen, bei dem die PLC mitwirkt (Abb. 3.12.). Die 
Funktionen von PI3K und PLC im Zusammenhang mit Makropinozytose und Phagozytose lassen sich 
vermutlich damit erklären, dass die Bildung und Fusion von Vesikeln auf das Anlagern von unter-
schiedlichen Gerüst- und Signalproteinen zu einem Multiprotein-Komplex an der Plasmamembran 
angewiesen sind (Roth, 2004). Dies wird durch die Bindung von Phosphatidylinositiden an diesen 
Proteinen gewährleistet. Darüber hinaus spielen die Enzyme bei der Aktin-Polymerisation eine 
wichtige Rolle (Takenawa et al., 2001).
In Abb. 3.11 wurde die Nanopartikel-Aufnahme durch U-73122 um 40 % reduziert.

Abb. 3.10: Wirkung von Phospholipase C. Nach Phosphorylierung von Phosphatitylinositol der Zellmembran 
durch verschiedene Phosphoinositol Kinasen spaltet Phospholipase C Phosphinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) zu 
1,2-Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3). Diese sind wichtige Second-Messenger 
(Abbildung aus Lodish et al., „Molecular Cell Biology 5th ed“).

EIPA (5-(N-ethyl-N-isopropyl)amilorid) inhibiert spezifisch Na+/H+-Pumpen in Membranen (Gekle et 
al., 1999; Gekle et al., 2001) und somit Makropinozytose und Phagozytose (Nakase et al., 2004; Fretz
et al., 2006). In vergangenen Aufnahme-Experimenten durch andere Gruppen wurde eine 
inhibierende Wirkung durch EIPA bei positiv geladenen Partikeln festgestellt, die über Makropino-
zytose aufgenommen wurden (Dausend et al., 2008). Da in dem hier durchgeführten Experiment 
keine Aufnahme-Inhibierung festgestellt werden konnte, kann davon ausgegangen werden, dass 
Makropinozytose bei den negativ geladenen PMAcOD SPIOs keine Rolle spielt.
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Einige Inhibitoren sind weniger spezifisch, da ihre Angriffsziele bei verschiedenen Aufnahmewegen 
eine Rolle spielen. Cytochalasine sind Mykotoxine und wurden erstmals 1964 entdeckt (Carter, 1967). 
Ein Vertreter aus dieser Gruppe ist Cytochalasin D aus Metarrhizium anisopliae (Aldridge & Turner, 
1969). Das Alkaloid stört die Polymerisierung von Aktin (Peterson & Mitchison, 2002) und beeinflusst 
damit das Aktin-Zytoskelett (Abb. 3.12), das bei vielen Prozessen eine wichtige Rolle spielt, unter 
anderem bei der Phagozytose und Makropinozytose (Dharmawardhane et al., 2000; Macia et al., 
2006; Mettlen et al., 2006). In dem in Abb. 3.11 gezeigten Experiment hat Cytochalasin D eine 
Inhibierung um 41 % erzielt.

Nocodazol hemmt die Mikrotubuli-Bildung (Abb. 3.12) und wirkt aufgrund dessen anti-karzinogen. Es 
verhindert darüber hinaus den intrazellulären Übergang von frühen zu späten Endosomen. Rejman et 
al. (2004) fanden auf diese Weise heraus, dass eher kleinere Nanopartikel in einer Größenordnung 
von 50 – 100 nm eine Mikrotubili-abhängige Aufnahme zeigten. Hier verhinderte Nocodazol die
Nanopartikel-Aufnahme um 41 %.

Inhibierung der Caveolae-vermittelten Endozytose

Ein weiteres Beispiel für ein ubiquitäres Molekül ist Dynamin. Dynasor ist ein Dynamin-Inhibitor 
(Macia et al., 2006). Es stört die GTPase-Aktivität des Enzyms und blockiert damit die Prozessierung 
und Abschnürung von umhüllten Vesikeln von der Zellmembran. Es beeinflusst somit die Clathrin- als 
auch die Caveolae-vermittelte Endozytose. Aber auch ein Einfluss auf „lipid raft“ abhängige Prozesse 
wurden berichtet (Kirkham et al., 2005). In diesem Experiment wurde eine Aufnahme-Inhibierung um 
44 % erreicht (Abb. 3.11).

Das Alkaloid Staurosporin wurde erstmals 1977 aus dem Bakterium Streptomyces staurosporeus
isoliert (Omura et al., 1977). Es blockiert die ATP-bindende Domäne von vielen Protein Kinasen, unter 
anderem von Protein Kinase C (PKC) (Swannie et al., 2002; Parton et al., 1994). Da PKC bei der die 
Internalisierung von Caveolae eine Rolle spielt (Parton et al., 1994; Smart et al., 1995), inhibiert
Staurosporin in erster Linie die Caveolae-vermittelte Endozytose (Abb. 3.12). Aber auch eine PKC-
Funktion bei der Phagozytose wurde beobachtet (Parton et al., 1994; Sulahian et al., 2008). In den 
hier durchgeführten Experimenten inhibierte das Staurosporin die Nanopartikel-Aufnahme um 44 % 
(Abb. 3.11).

Einige Endozytose-Mechanismen sind auf das Vorhandensein von Cholesterin in der Plasmamembran 
angewiesen (Grimmer et al., 2002). Dies betrifft sowohl die Caveolae- (Smart & Anderson, 2002; 
Parton & Richards, 2003) als auch die Clathrin-vermittelten Endozytose (Zuhorn et al., 2002; Rodal et 
al., 1999; Subtil et al., 1999). Das antimykotisch wirkende Filipin wurde erstmals 1955 aus dem Pilz 
Streptomyces filipinensis, der in Erdproben von den Philippinischen Inseln entdeckt wurde, isoliert. Es 
ist ein Sterol-bindendes Agens, das mit Cholesterin in biologischen Membranen interagiert und deren 
Eigenschaften verändert. Es kommt zur Aggregat-Bildung und Eliminierung von Cholesterin aus 
Membranstrukturen (Kitajima et al., 1976). Dies verursacht Störungen in der Formierung von 
Caveolae (Ros-Baro et al., 2001), Zerstreuung von GPI-assoziierten Proteinen (Rothberg et al., 1990)
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sowie die Inhibierung der Internalisierung von „lipid rafts“ Liganden (Orlandi & Fishman, 1998). Somit 
inhibiert Filipin relativ spezifisch die Caveolae-vermittelte Endozytose (Schnitzer et al., 1994).
In dem hier durchgeführten Experiment konnte mit 1 µg/ml keine signifikante Aufnahme-Inhibierung 
erreicht werden. Eine höhere Konzentration von 10 µg/ml wirkte toxisch (LDH-Assay).

Ein für die Aufklärung der Partikelaufnahme häufig verwendeter Inhibitor ist Lovastatin. Dieser 
Arzneistoff aus der Gruppe der Statine war das erste von der FDA zugelassene Statin (August 1987). 
Statine werden vor allem zur Behandlung der Hypercholesterinämie eingesetzt (Bilheimer et al., 
1983; Grundy & Bilheimer, 1984; Vega, 1987; Igel et al., 2003). Sie beeinflussen die de novo Synthese 
von Cholesterin durch Inhibierung des Enzyms 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzym A (HMG-CoA) 
Reduktase (Liao & Laufs, 2005; Tobert, 2003). 
In den hier durchgeführten Experimenten wurde die stärkste Inhibierung (83 %) erreicht (Abb. 3.11). 
Allerdings zeigte der durchgeführte LDH-Assay eine Zellschädigung von 7 % an. Außerdem haben sich 
relative viele Zellen bei dem Experiment abgelöst. Aus der Literatur sind Nebenwirkungen bekannt, 
die massive Störungen generell des Vesikel-„trafficking“ und des Aktin-Zytoskelett verursachen 
können (Cordle et al., 2005). Da die Zellen im Überstand abgeschabt wurden, könnten die hier 
festgestellten geringen Aufnahmewerte auf eine potenziell toxische Reaktion zurückzuführen sein.

Abb. 3.11: Aufnahmemechanismus bei Inkubation von Makrophagen mit PMAcOD SPIOs. J774-Zellen wurden 
für 30 min bei 4 °C oder mit den angegebenen Inhibitoren in HBSS Puffer vorinkubiert und anschließend 1 h mit 
0,3 mM (Eisen) der PMAcOD SPIOs im Beisein der Inhibitoren; nach Zellernte wurde eine Eisenbestimmung 
mittels AAS durchgeführt; die einzelnen Messwerte wurden auf die zellulären Proteinkonzentration und auf die 
Kontrolle (= 100 %) normiert (***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 3).

4°
C In

ku
ba

tio
n

W
or

tm
an

nin
 (0

,1
 µ

g/
m

l)

U-7
31

22
 (1

 µ
g/

m
l)

EIP
A (3

0 
µg

/m
l)

Cyto
ch

ala
sin

 D
 (1

0 
µg

/m
l)

Noc
od

az
ol 

(1
0 

µg
/m

l)

Dyn
as

or
 (2

5 
µg

/m
l)

Sta
ur

os
po

rin
 (1

 µ
g/

m
l)

Filip
in 

(1
 µ

g/
m

l)

Lo
va

st
at

in 
(1

0 
µg

/m
l)

Gen
ist

ein
 (1

0 
µg

/m
l)

Chlo
rp

ro
m

az
in
 (1

0 
µg

/m
l)

Chlo
rp

ro
m

az
in

 (2
5 

µg
/m

l)

M
on

od
an

sy
lca

da
ve

rin
 (5

0 
µg

/m
l)

Kali
um

 d
ep

let
ion

Fuc
oi

da
n 

(2
5 

µg
/m

l)

Per
tu

ss
is 

Tox
in 

(0
,1

 µ
g/

m
l)

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110
120

***
***

* ***
**

***

**

***

*

***
***

***

A
u

fn
ah

m
e 

[i
n

 %
 z

u
r 

K
o

n
tr

o
lle

]



3.Ergebnisse und Diskussion

99

Genistein ist ein Phytoöstrogen aus der Gruppe der Isoflavonoide, das unter anderem in der 
Sojabohne, dem Rotklee, der Ackerbohne und in der Kaffee-Pflanze vorkommt. Es wurde erstmals 
1899 aus dem Färbeginster (Genista tinctoria) isoliert und besitzt antihelmintische Eigenschaften. Die 
Hauptwirkung von Genistein auf zellulärer Ebene ist die Hemmung von Rezeptor-assoziierten Tyrosin 
Kinasen (Abb. 3.12), Enzymen, die an einer Vielzahl von unterschiedlichen Signaltransduktions-
kaskaden beteiligt sind. Da sie in den „lipid rafts“ lokalisiert sind, spielen sie bei der Caveolae-
vermittelten Endozytose eine wichtige Rolle (Tuma & Hubbard, 2003). In einer anderen Arbeit wurde 
gezeigt, dass Genistein z.B. die Aufnahme des SV40 Virus inhibierte (Dangoria et al., 1996). Hier 
allerdings zeigte Genistein bei einer Konzentration von 10 µg/ml keine signifikante Inhibierung der 
Nanopartikel-Aufnahme (Abb. 3.11).

Inhibierung der Clathrin-vermittelten Endozytose

Chlorpromazin ist ein kationisches, amphiphiles Phenothiazin-Derivat und war der erste Arzneistoff 
aus der Gruppe der Neuroleptika und gilt als Grundstein der modernen Psychopharmaka-Therapie. 
Auf zellulärer Ebene stört Chlorpromazin die Clathrin-Prozessierung durch Verlust des AP2 Adapter 
Komplexes von der Zelloberfläche (Wang et al., 1993; Yao et al., 2002) und somit hauptsächlich die 
Clathrin-vermittelte Endozytose (Inal et al., 2005; Stuart & Brown, 2006). Durch dessen amphiphilen 
Charakter kann es in Lipid-Doppelschichten inkorporieren und ihre „Fluidität“ erhöhen. Somit kann es 
auch mit der Biogenese von Phagosomen und Makropinosomen interferieren. Ein weiterer beschrie-
bener Wirkmechanismus von Chlorpromazin ist die Inhibierung der Phospholipase C (Walenga et al., 
1981), die ein wichtiger Regulator von Aktin-Polymerisation/Depolymerisation (Wells et al., 1999) 
und der Makropinozytose ist (Amyere et al., 2000).
Wie Abb. 3.11 zeigt, konnte eine konzentrations-abhängige Aufnahmehemmung erzielt werden. 
Während 10 µg/ml Chlorpromazin eine leichte, aber nicht signifikante Inhibierung erreichen konnte, 
war sie mit 25 µg/ml stark und signifikant (60 % Inhibierung).

Seit 1980 wird Monodansylcadaverin häufig zur Blockierung von Clathrin-vermittelten Endozytose-
Mechanismen verwendet (Bradley et al., 1993; Davies et al., 1980; Panicker et al., 2006). In den hier 
durchgeführten Experimenten wurde eine Aufnahme-Inhibierung um 57 % erreicht. (Abb. 3.11)

Das als „Kalium depletion“ bezeichnete Verfahren ist ein klassisches (Larkin et al., 1983) und heute 
noch wirkungsvolles Mittel zur Inhibierung der Clathrin-vermittelten Endozytose (Idkowiak-Baldys et 
al., 2006; Liu et al., 2004). Die Behandlung der Zellen besteht aus einem initialen hypotonen Schock, 
gefolgt von einer Inkubation in Kalium-freien Puffer. Dies resultiert in einer rapiden Verarmung an K+-
Ionen und bewirkt die Entfernung des Membran-assoziierten Clathrin-Gitters (Hansen et al., 1993). In 
den hier durchgeführten Experimenten wurde eine Inhibierung von 40 % erreicht (Abb. 3.11).
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Inhibierung der Scavenger und GPCR-vermittelten Endozytose

Das Polysaccharid Fucoidan ist als Scavenger Rezeptor Antagonist bekannt (Platt & Gordon, 1998; 
Schulze et al., 1995). Der Scavenger Rezeptor ist häufig das Zielmolekül bei der Rezeptor-vermittelten 
Endozytose, aber auch bei der Rezeptor-vermittelten Phagozytose. In den hier durchgeführten 
Experimenten wurde durch Fucoidan eine Aufnahme-Hemmung um 76 % erreicht (Abb. 3.11).

Pertussis Toxin ist ein bakterielles Exotoxin aus Bordetella pertussis. Es gilt als spezifischer Inhibitor 
von heterotrimeren GTP-bindenen Proteinen der Gi-Proteinfamilie (Abb. 1.8) (Whitman et al., 2000)
und inhibiert somit die G-Protein gekoppelte Endozytose (Zhang & Monteiro-Riviere, 2009). Pertussis 
Toxin hat in dem hier durchgeführten Experimenten in einer Konzentration von 0,1 µg/ml keine 
inhibierende Wirkung gezeigt (Abb. 3.11).

Zusammenfassung der Aufnahmeversuche

Zusammenfassend kann zunächst gesagt werden, dass die meisten Inhibitoren keine absolute 
Spezifität gewährleisten können. Durch die Komplexität der zellulären Mechanismen und der 
Redundanz einzelner Ziel-Proteine können neben den anvisierten auch andere Aufnahmewege mit 
beeinflusst werden, die simultan stattfinden können. Dieser Unzulänglichkeit wurde durch die 
Verwendung von vielen unterschiedlichen Inhibitoren versucht zu kompensieren. Dabei wurden mit 
Bedacht Inhibitor-Konzentrationen gewählt, die in einer Vielzahl von Arbeiten Effekte hervorgerufen 
hatten. 
Da Makrophagen so effizient wie kein anderer Zelltyp zur Phagozytose befähigt sind, ist es nicht 
verwunderlich, dass die Ergebnisse aus den Inhibierungsexperimenten auf eine Nanopartikel-
Aufnahme via Phagozytose hindeuten (Inhibierung durch Wortmannin, U-73122 und Cytochalasin D). 
Dabei ist es aber schwierig, die Phagozytose von den anderen Aufnahme-Mechanismen zu unter-
scheiden, weil vor allem die Makropinozytose, aber auch Endozytose-Mechanismen auf ein intaktes 
Zytoskelett angewiesen sind. Die verwendeten Inhibitoren, Cytochalasin D und Nocodazol, greifen 
durch Störung der Aktin- bzw. Microtubuli-Dynamiken in wesentliche Zellprozesse ein. Aber auch 
Wortmannin und U-73122 können, wie oben beschrieben, durch Störung des Phosphoinositid-
Metabolismus nicht nur die Fcγ-vermittelte Phagozytose, sondern auch andere Vesikel-bildende 
Prozesse (Makropinozytose, Endozytose) beeinflussen. Dem gegenüber wurde EIPA als ein relativ 
spezifischer Inhibitor für Phagozytose/Makropinozytose beschrieben (Ivanov, 2008). In den hier 
durchgeführten Experimenten zeigte es jedoch keinen Einfluss auf die Nanopartikel-Aufnahme. 
Aus der Literatur ist bekannt, dass Phagozytose eher bei größeren (> 250 nm) als den hier 
verwendeten Partikeln favorisiert wird. Lunov et al. (2011a) beobachteten aber auch bei Inkubation 
von Makrophagen mit ca. 100 nm großen Nanopartikeln in Serum-enthaltenden Medium Phago-
zytose. Dieser Aufnahme-Mechanismus tritt besonders effizient nach Opsonierung der Partikel, wie 
sie bei der Inkubation in Serum geschieht (Nel et al., 2009; Röcker et al., 2009), und durch Mitwirken 
des Fcγ-Rezeptors (z.B. CD64), in Kraft (Hillaireau et al., 2009; Lunov et al., 2011a). Bei J774-Zellen 
hindert eine Opsonierung eher die Aufnahme (van Furth et al., 1984). Die Inhibierung durch 
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Wortmannin und U-73122 kann auf eine Scavenger Rezeptor-vermittelte Phagozytose hindeuten. Die 
Beteiligung des Scavenger-Rezeptors an der Aufnahme von Nanopartikeln wurde bereits beschrieben 
(Sulahian et al., 2008).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Caveolae-vermittelte Endozytose bei der Aufnahme der 
PMAcOD SPIOs keine Rolle spielt. Der für diesen Aufnahmeweg relativ spezifische Inhibitor, Filipin, 
zeigte keine Beeinflussung der Nanopartikelaufnahme, und auch Genistein nicht. Zwar wurde durch 
Staurosporin ein Effekt erzielt, jedoch kann die Inhibierung der PKC-Funktion auch die Phagozytose 
beeinflussen (Sulahian et al., 2008). Lovastatin schließlich zeigte toxische Nebenwirkungen, wie durch 
einen LDH-Assay ermittelt wurde. Die Beobachtungen finden auch Unterstützung aus der Literatur, 
wo in Arbeiten beobachtet wurde, dass Caveolae-vermittelte Endozytose-Mechanismen eher bei der 
Aufnahme von größeren als den verwendeten, und positiv geladenen, Nanopartikeln eine Rolle 
spielen (Mailänder & Landfester, 2009).

Abb. 3.12: Inhibierung der Nanopartikel-Aufnahme. Dargestellt sind die potenziellen Aufnahmewege (rote 
Kästen) sowie beteiligte Schlüsselmoleküle und ihre Inhibitoren. Der wahrscheinliche Aufnahmeweg der 
PMAcOD SPIOs ist angezeigt. LDLR/SR-BI: LDL Rezeptor/ Scavenger Rezeptor; GPCR: G-Protein gekoppelter 
Rezeptor; Moleküle: DAG: Diacylglycerin, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, PKA: Phosphokinase A, PKC: 
Phosphokinase C, PLC: Phospholipase C; Inhibitoren: CPM: Chlorpromazin, Cyt D: Cytochalasin D, DYN: Dynasor, 
MDC: Monodansylcadaverin, PTX: Pertussis Toxin, SRP: Staurosporin, WMN: Wortmannin (Abbildung modifiziert 
aus Zhang et al., 2009)
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Die Daten deuten letztendlich auf einen Clathrin-vermittelten Endozytose-Mechanismus hin (starke 
Inhibierung durch Chlorpromazin, Monodansylcadaverin und „Kalium depletion“). Besonders 
zuverlässig wird die Aussage durch die Tatsache, dass Monodansylcadaverin und der „Kalium-Entzug“ 
direkt und spezifisch Clathrin ansteuern und dadurch die Endozytose inhibieren. Die starke 
Aufnahme-Inhibierung durch Fucoidan deutet auf eine Beteiligung des Scavenger Rezeptors hin.
Die Ergebnisse sind in guter Übereinstimmung mit zwei Arbeite von Lunov et al. (2011), in denen er
eine Clathrin- und Dynamin- abhängige Aufnahme von negativ-geladenen Polystyren-Nanopartikeln, 
sowie eine Clathrin- und Scavenger-Rezeptor- vermittelte Aufnahme bei 20 nm und 60 nm großen 
Carboxydextran-SPIOs durch Makrophagen zeigen konnte. Zhang et al. (2009) beobachteten eine 
Beteiligung des Scavenger Rezeptors bei der Aufnahme von Quantum Dots mit carboxylierter 
Oberfläche durch Epithelzellen (HEK). Schließlich untermauern auch die „coated pit“ Strukturen auf 
den elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 3.6 b-d) die Vermutung, dass es sich wahr-
scheinlich um eine Clathrin-vermittelte Aufnahme handelt.

3.3 Degradation und Metabolisierung 
von Eisenoxid-Nanopartikel

Eine wichtige Frage bei dem Einsatz von Nanopartikeln in biologischen Systemen ist die in vivo
Stabilität. Metabolisch labile Partikel können in Zellen rasch abgebaut und deren Kern- und Hüll-
substanzen freigesetzt werden, was ggf. zu zelltoxischen Reaktionen führen kann. Stabile, inerte 
Partikel können im Organismus über einen langen Zeitraum persistieren und bei häufiger Anwendung 
akkumulieren, und dadurch evtl. chronisch toxische Reaktionen hervorrufen. SPIOs enthalten im 
wesentlichen Eisen, also ein essentiellen Spurenelement, das nach Freisetzung aus Partikeln in den 
physiologischen Eisenstoffwechsel von Zellen eingeschleust werden kann.
Bei der Metabolisierung von SPIOs kann auf zellulärer Ebene das nach einer Degradation frei 
werdende Eisen direkt gemessen werden. Es kann aber auch sekundär die Reaktion von Genen und 
Proteinen untersuch werden, die unter physiologischen Bedingungen für die Regulierung der Eisen-
homoöstase zuständig sind.

3.3.1 Untersuchung des intrazellulären labilen Eisenpools (LIP)

In der Mitte der Neunziger Jahre fanden Breuer et al. (1995) heraus, dass das über Transferrin durch 
Endozytose aufgenommene Eisen rasch intrazellulär in einen transienten, chelatierbaren, labilen 
Eisenpool (engl. labile iron pool, LIP) aufgenommen wird. Dieser besteht aus Eisen mit niedrigem 
Molekulargewicht, überwiegend in Form von Fe2+, aber auch gebunden an Molekülen wie Phosphate, 
Nukleotide und Aminogruppen (Konijn et al., 1999; Kakhlon et al., 2001; Kakhlon et al., 2002). Die 
Konzentration liegt bei ca. 1 % (0,5 µmol/L – 1 µmol/l; Hershko et al., 1988) der gesamten Eisen-
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menge der Säugetierzelle. Da der LIP aus redox-aktivem, und somit potenziell schädigendem Eisen 
besteht, sollte die Konzentration in engen Grenzen gehalten werden (Kakhlon & Cabantchik, 2002; 
Kruszewski, 2003). Dies geschieht durch Transport des Eisens zum Ort der Verwendung (z.B. in 
Mitochondrien für die Hämsynthese, Generierung von Eisen-Schwefel-Cluster, Einbau in Proteine und 
Enzyme), Speicherung in Form von Ferritin, oder Export über Ferroportin.
Nach der Aufnahme von SPIOs in Makrophagen sollte sich deren Abbau durch eine Eisen-Freisetzung, 
den Transport von Eisenionen (über DMT1) ins Zytoplasma, und einen LIP-Anstieg bemerkbar 
machen.

Zur Messung des labilen Zelleisens wurde das Fluophor Calcein nach einer Methode von Cabantchik 
und Mitarbeitern verwendet (Cabantchik et al., 1996; Epsztejn et al., 1997). Bei Inkubation von Zellen 
mit Calcein bindet es intrazellulär Eisenionen mit einer EDTA-ähnlichen Bindungskonstante von 
1014 M-1 für Fe(II) und 1024 M-1 für Fe(III) (Breuer et al., 1995), was zur Quenchung der Fluoreszenz 
führt. Durch anschließende Inkubation mit einem stärkeren Chelator (SIH) verliert Calcein das Eisen, 
was zu einem Fluoreszenzanstieg führt. Dies kann Fluoreszenz-photometrisch gemessen werden. Die 
Differenz vor und nach der Gabe von SIH spiegelt den LIP wieder.
In Anlehnung an die vorherigen Aufnahme-Experimente wurden J774-Zellen mit 0,3 mmol/L (Eisen) 
verschiedener SPIOs (nanomag®-D-spios, PI-b-PEO, PMAcOD), und als Vergleichssubstanzen mit 
einem Eisen(II)-Salz (FAS), sowie mit dem Eisenpräparat Venofer®, und dem Kontrastmittel Sinerem®, 
für unterschiedliche Zeitdauern inkubiert. Anschließend wurde der LIP-Nachweis durchgeführt.
Wie erwartete führte die Inkubation mit FAS bereits nach einer Stunde zu einem signifikanten LIP-
Anstieg (Abb. 3.13). Über DMT1 werden die Fe2+-Ionen rasch aufgenommen und in den 
intrazellulären Eisenpool eingeschleust. Nach 3 h wurde eine maximale LIP-Konzentration gemessen, 
die 453 % der unbehandelten Kontrolle erreichte. Anschließend fiel der Wert wieder auf 222 % nach 
24 h ab. Das Eisen aus dem LIP geht in den Ferritinpool über und entgeht dadurch der Detektion. In 
Abb. 3.14 ist zu erkennen, dass die Ferritinproduktion nach der Inkubation mit FAS erst nach 3 h 
signifikant erhöht ist und mit steigenden Inkubationszeiten weiter zunimmt.
Auch Venofer®, das als Eisenpräparat eine schnelle Eisenfreisetzung ermöglichen soll, zeigte einen 
ähnlichen LIP-Anstieg und hohe Ferritin-Werte, die jedoch geringer waren als bei FAS.
Bei allen anderen eingesetzten SPIOs war nach 1 h noch kein LIP-Anstieg zu verzeichnen, nach 3 h bei 
den meisten, und nach 6 h bei allen (Abb. 3.13). Nach 3 h sticht bei den SPIOs besonders der 
nanomag®-D-spio-COOH heraus, der mit 193 % den höchsten Anstieg erreichte. Wie in Kap.3.2.2
gezeigt wurde, wurde dieser auch am stärksten aufgenommen. Dieser zeigte auch als einziger der 
SPIOs nach 3 h eine signifikante Erhöhung der Ferritinproduktion (Abb. 3.14). Allgemein ist bekannt, 
dass Nanopartikel, die mit Dextran oder ähnlichen Polysacchariden umhüllt sind, relativ schnell 
abgebaut werden können, während dies bei Polymer-umhüllten schwieriger ist.
Der nanomag®-D-spio-PEG-COOH, der von den nanomag®-D-spios die zweitstärkste Aufnahme in 
Makrophagen aufwies (vergl. Tab. 3.2), zeigte auch hier einen moderaten LIP-Anstieg, der nach 3 h 
signifikant ausfiel, und nach 24 h mit 139 % am stärksten war. Die Freisetzung von Eisen durch den 
Abbau bestätigte sich auch durch eine signifikante Erhöhung der Ferritin-Konzentration, die 
verzögert, nach 24 h, eintrat. 
Auch die Inkubation mit den NH2-funktionalisierten nanomag®-D-spios führte zu einer 
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vergleichsweise hohen LIP-Konzentration, obwohl sie in den Aufnahme-Experimenten eher schwach 
aufgenommen wurden (Tab. 3.2). Mit steigender Inkubationszeit nahm sie weiter zu, wobei der 
nanomag®-D-spio-PEG-NH2 einen schwächeren Anstieg zeigte als das nicht PEGylierte Gegenstück 
(Abb. 3.13). Beide zählten nach 3 h und 6 h mit dem nanomag®-D-spio-COOH zu den nanomag®-D-
spios mit den größten LIP-Anstiegen. Offensichtlich werden die NH2-funktionalisierten SPIOs im Ver-
hältnis zu ihren Aufnahmen und im Vergleich mit den anderen nanomag®-D-spios relativ gut abge-
baut. Auch die Untersuchung der Ferritinsynthese zeigte bei den nanomag®-D-spio-NH2 SPIOs nach 
24 h eine signifikant erhöhte Ferritinkonzentration (Abb. 3.14).
Die übrigen, ungeladen nanomag®-D-spios (-plain, -PEG300), sowie Sinerem®, wurden schwach auf-
genommen, und offenbar nur in geringem Maße abgebaut (Abb. 3.13). Ein nennenswerter LIP-
Anstieg wurde erst nach 6 h bzw. 24 h gemessen. Das freigesetzte Eisen reichte aber nicht aus, um 
nach 24 h eine messbar erhöhte Ferritinproduktion auszulösen (Abb. 3.14).
Die drei PI-b-PEO SPIOs verhielten sich zueinander ähnlich. Sie wurden im Vergleich zu den positiv 
geladenen und neutralen nanomag®-D-spios stärker aufgenommen (besonders der PI-b-PEO-OH, Tab. 
3.2), aber nach 3 h und 6 h nicht effektiver abgebaut. Erst nach 24 h waren relativ deutliche LIP-
Anstiege zu verzeichnen, wobei die Intensität bei den einzelnen SPIOs der Höhe der Aufnahmeraten 
entsprach (Abb. 3.13). Bestätigt wird das durch die entsprechenden Ferritin-Konzentrationen nach 
24 h, wobei der negativ geladene PI-b-PEO-COOH keinen signifikanten Anstieg zeigte. 
Die PMAcOD SPIOs wurden durch Makrophagen sehr stark aufgenommen (Tab. 3.2). Im Verhältnis 
dazu war der LIP-Anstieg moderat, und erst nach 24 h relativ deutlich, was durch die Ferritin-
Konzentration bestätigt wurde. Dies deutet darauf hin, dass der PMAcOD SPIO in Zellen relativ stabil 
ist und vergleichsweise langsam abgebaut wird.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass ein Abbau von SPIOs durch die Makro-
phagen nach 3 h messbar ist. Das frei werdende Eisen gelangt ins Zytoplasma und erhöht die LIP-
Konzentration. Dabei ist der Abbau bei den meisten SPIOs so langsam, dass die LIP-Erhöhung mit 
Ausnahme der nanomag®-D-spio-COOH SPIOs erst spät, nach 24 h zu einem Anstieg der Ferritin-
konzentration führte. Anscheinend reichen zunächst die Eisenspeicherkapazitäten der vorhandenen 
Ferritinmoleküle aus. Dabei gehen Salgado et al. (2010) von einem durchschnittlichen Eisen/Ferritin 
Verhältnis von 1000:1 in der Zelle aus, das optimal für die Eisenpufferungs-Kapazität des Ferritins sei. 
Bei steigenden Eisenkonzentrationen kann sich das Verhältnis erhöhen, bis die maximale Kapazität 
erschöpft ist und weitere Ferritinmoleküle benötigt werden. Nach deren Model bleibt der LIP bis zu 
einem Eisen/Ferritin Verhältnis von 2500:1 konstant (Salgado et al., 2010), was die Eigenschaft von 
Ferritin als Eisenpuffer unterstreicht.
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Abb. 3.13: Das labile Zelleisen (LIP) nach Inkubation von Makrophagen mit SPIOs. J774-Zellen wurden für 1h, 3h, oder 6h mit 0,3 mM (Eisen) der angegebenen SPIOs bzw. Eisen-
präparate inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und ein LIP-Nachweis durchgeführt. Bei der 24h Variante wurde die Zellen nach 6h gewaschen und ohne 
Stimulanzien für weitere 18h inkubiert, bevor die LIP-Bestimmung durchgeführt wurde. Der LIP ist in Prozent zur entsprechenden Kontrolle angegeben. (Signifikanzen zur 
Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 3-4)

Abb. 3.14: Ferritin-Produktion nach Inkubation von Makrophagen mit SPIOs. J774-Zellen wurden für 1h oder 3h mit 0,3 mM (Eisen) der angegebenen SPIOs bzw. Eisen-
präparaten inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und ein Ferritin-ELISA durchgeführt. Bei den 6h und 24h Varianten wurden die Zellen nach 3h gewaschen und 
ohne Stimulanzien für weitere 3h oder 21h inkubiert, bevor der ELISA durchgeführt wurde. Die Ferritin-Konzentrationen sind auf die Proteinkonzentrationen normiert und in 
Prozent zur Kontrolle angegeben. (Signifikanzen zur Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3)
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3.3.2 Untersuchung der Expression spezifischer 

„Eisen-Homöostase-Gene“

Die Regulierung der an der Eisenhomöostase beteiligten Proteine findet auf transkriptionaler, post-
transkriptionaler und post-translationaler Ebene statt (siehe Kap. 1.4). Eine durch Degradation von 
SPIOs verursachte Freisetzung von Eisen sollte sich auf die Transkription von Eisen-Homöostase-
Genen auswirken, ohne zwangsläufig die Protein-Expression zu beeinflussen. Dies kann durch die 
Verwendung desselben Systems (qRT-PCR) sensitiv und bei verschiedenen Genen gleichzeitig 
untersucht werden, und gibt einen ersten Blick auf die Reaktion der Zelle auf die SPIOs.

3.3.2.1 In vitro

Makrophagen:
Im Körper sind in erster Linie Makrophagen der Leber, die an den Innenwänden von Sinusoiden sitzen 
(Kupffer-Zellen) für die Aufnahme und Beseitigung von Fremdstoffen (Xenobiotika) verantwortlich. 
Die physiologische Funktion von Milz- und Leber-Makrophagen im Eisenstoffwechsel ist die Auf-
nahme und Abbau von gealterten Erythrozyten. Das Eisen aus Häm wird über die Hämoxygenase 1
freigesetzt, dann in den Eisenstoffwechsel der Zelle eingespeist und als Ferritin gespeichert, oder als 
Transferrin und auch Ferritin exportiert.
Es wurde bereits oben gezeigt, dass Makrophagen SPIOs aufnehmen. Um zu untersuchen, ob sie 
diese auch abbauen können, wurden J774-Zellen für 6 h und 24 h mit verschiedenen SPIOs oder 
Eisenpräparaten (0,3 mmol/L Eisen) inkubiert, und anschließend die Genexpression von Ferritin, 
Transferrin-Rezeptoren 1, DMT1, Ferroportin und dem Eisensensor und IRP-Regulator, FBXL5, mittels 
RT-PCR untersucht (Abb. 3.15).

Die Stimulierung der Ferritin-Transkription durch Eisen in Monozyten und Makrophagen ist lange 
bekannt (Testa et al., 1989). In den hier durchgeführten Experimenten zeigte die mRNA des von L-
Ferritin nach 6 h nur bei der Inkubation mit dem Eisen(II)-Salz (FAS) eine signifikante Erhöhung. Nach 
24 h war auch bei dem Eisenpräparat Venofer® ein signifikanter Anstieg festzustellen (Abb. 3.15). 
Während das Eisen aus dem Salz direkt zur Verfügung steht, müssen das Eisenpräparat und die 
Nanopartikel in der Zelle prozessiert werden. Insgesamt fiel die Erhöhung aber relativ niedrig aus, da 
eine Regulierung in erster Linie auf post-transkriptionaler Ebene stattfindet (siehe Kap. 1.4.6.1).
Eine erhöhte Transkription wurde auch durch die Behandlung der Zellen mit LPS festgestellt (Abb. 
3.16). Es ist bekannt, dass inflammatorische Stimuli, z.B. Il-1, IL-6 oder TNFα, im Organismus zu einem 
systemischen Eisenentzug führen (Torti et al., 1988). Dies geschieht durch eine erhöhte Expression 
von Transferrin-Rezeptor 1 und Ferritin in Hepatozyten und Makrophagen und somit zu einer 
erhöhten Eisen-Aufnahme und Speicherung (Rogers et al., 1994; Birgegård & Caro, 1984; Alvarez-
Hernández et al., 1989; Gordeuk et al., 1988; Tsuji et al., 1991). Speziell in J774-Zellen führte die 
Behandlung mit IFNγ/LPS über die Synthese von NO zu einer Hemmung von IRP2 und damit zu einer 
erhöhten Ferritin-Expression (Recalcati et al., 1998).
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Abb. 3.15: Expression von „Eisengenen“ in Makrophagen nach Inkubation mit SPIOs. J774-Zellen wurden für 6h 
oder 24h mit 0,3 mM (Eisen) der angegebenen SPIOs bzw. Eisenpräparate in Vollmedium inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen gewaschen und die Expression der angegebenen Gene mittels RT-PCR 
untersucht. Die Kopienzahlen wurden auf die des „housekeeping genes“ (Tbp) normiert (Signifikanzen zur 
Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).

Bei einem Überschuss an Eisen reduziert die Zelle den Transferrin-Rezeptor 1 herunter, um sich vor 
einer potenziellen Eisen-Toxizität durch Aufnahme von Transferrin aus dem Plasma zu schützen. Nach 
6 h bewirkten FAS und Venofer®, die beide stark von Makrophagen aufgenommen wurden (Kap. 
3.2.2.1), eine extrem starke Herunterregulierung des Rezeptors. Aber auch der nanomag®-D-spio-
COOH zeigte eine starke Reaktion, was für einen raschen Abbau des Nanopartikels spricht. Im 
Vergleich dazu ist der Abbau von PMAcOD SPIOs offenbar verzögert. Hier zeigte sich nach 6 h eine nur 
geringe, aber nach 24 h eine deutliche Abnahme der Transferrin-Rezeptor 1 mRNA.
Eine inflammatorische Stimulierung durch die Inkubation der Makrophagen mit LPS führt zu einem 
signifikanten Anstieg der TfR1-Transkiption (Abb. 3.16). Dies könnte durch eine Aktivierung der IRPs 
und Stabilisierung der TfR1 mRNA geschehen (Müllner et al., 1989). Neben dem oben zum Ferritin 
beschriebenen systemischen Eisenentzug bei Entzündungen als Ursache könnte dieser Effekt auch als 
sekundäre Reaktion auf die verminderte intrazelluläre Eisenkonzentration, bedingt durch ein erhöhte 
Eiseneinlagerung in Ferritin (Tsuji et al., 1991) und einen erhöhten Eisenausstrom (Taetle et al., 1988), 
gewertet werden. In der Literatur lassen sich je nach verwendetem Zelltyp und gewählten
Experimentbedingungen unterschiedliche Wirkungen von Zytokinen herauslesen. In Experimenten 
mit aus dem Blut isolierten Monozyten zeigten IL-1, IFNα und GM-CSF keine Wirkungen auf die TfR1-
Expression, jedoch wurde sie durch IFNγ erhöht (Taetle et al., 1988). Im Gegensatz dazu zeigten 
Experimente von Hamilton et al. (1984) in aktivierten und mit IFNγ behandelte Makrophagen eine 
verminderte TfR1-Expression. Ähnliche Ergebnisse erzielten Fahmy & Young (1993), die eine 
verminderte Tf-Aufnahme nach Inkubation einer Monozyten-Zelllinie mit IL-1β, TNFα oder IFNγ, eine 
verminderte TfR1-Expression aber nur durch IL-1β und TNFα, sahen. Ludwiczek et al. (2003) 
beobachteten nach einer Behandlung von zwei Monozyten-Zelllinien mit IFNγ oder LPS eine leicht 
erhöhte TfR1-Expression, bei gleichzeitiger Gabe jedoch eine verminderte Expression, begleitet von 
einer erhöhten DMT1- und verminderten Ferroportin-Expression.
Diese Beispiele zeigen, dass die TfR1-Expresssion sehr komplex und sensitiv in Bezug auf unter-
schiedliche Experimentbedingungen sowie auf den Aktivierungs- und Differenzierungs-Status der 
Zellen ist.

Der Eisen-Importer DMT1 wird aus demselben Grund wie der Transferrin-Rezeptor 1 durch hohe 
Eisenkonzentrationen herunterreguliert. In den durchgeführten Experimenten konnte dies nicht 
festgestellt werden. Wie Abb. 3.15 zeigt, gab es nach 6 h bei keiner Behandlung einen Unterschied im 
Vergleich zu unbehandelten Kontrolle. Auch nach 24 h war nur bei der Inkubation mit dem 
nanomag®-D-spio-COOH eine vernachlässigbare Reduktion festzustellen. Auch in Arbeiten von
Wardrop & Richardson (2000) und Knutson et al. (2003) wurde in J774-Zellen nach Inkubation mit 
FAC bzw. nach Erythrophagozytose keine Eisen-abhängige Regulation der DMT1-mRNA festgestellt. 
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Auffallend in den hier durchgeführten Experimenten war der wiederholt starke Anstieg der DMT1 
mRNA nach Inkubation mit den PMAcOD SPIOs. Dies ist vermutlich nicht auf eine selektive Induktion 
von DMT1 in Lysosomen, die auf einen stetigen Anfall von endozytotisch aufgenommenen SPIOs 
reagieren, zurückzuführen, da die nanomag®-D-spio-COOH SPIOs dies nicht bestätigten. Im Gegenteil, 
hier wurde eine leichte, aber signifikante Reduktion beobachtet. Eher handelt es sich um eine 
toxische Reaktion, denn die Inkubation der Zellen mit 0,5 mg/L LPS, das bekanntermaßen inflamma-
torisch wirkt, führte zu einem signifikanten Anstieg der DMT1 mRNA, aber auch der anderen 
„Eisengene“ (Abb. 3.16). Bestätigt wird diese Aussage noch durch Beobachtungen aus anderen 
Experimenten, in denen hohe Konzentrationen von FAS (1 mmol/L) nach 24 h auch zu einer leichten 
Hochregulierung der DMT1-Expression in J774-Zellen führte (nicht gezeigt). Auch in der Literatur 
wurde eine Stimulierung der DMT1-Expression durch Zytokine (TNFα, IFNγ) und inflammatorische 
Stimuli (LPS) in Monozyten und Makrophagen (RAW2264.7, J774-Zellen) beobachtet (Ludwiczek et 
al., 2003; Wardrop et al., 2000).

Nach den Erkenntnissen einiger Autoren wird die Ferroportin-Expression in Makrophagen vor allem 
transkriptional reguliert. Bei hohen Eisenkonzentrationen wird die Fpn1-mRNA hochreguliert, um 
überschüssiges Eisen zu exportieren (Knutson et al., 2003; Aydemir et al., 2009). Eine Hochregulation 
wurde hier durch die Inkubation von J774-Zellen mit 0,3 mmol/L FAS bereits nach 6 h erreicht (Abb. 
3.15). Auch Venofer® und die nanomag®-D-spio-COOH SPIOs verursachten eine geringere, aber 
signifikante Erhöhung. Die PMAcOD SPIOs wurden nach 6 h noch nicht abgebaut, aber nach 24 h 
konnten auch diese den Fpn1 mRNA Level signifikant erhöhen. Während die mRNA Level bei 
Venofer® und den nanomag®-D-spio-COOH SPIOs nach 24 h (bezogen auf die Zunahme zur Kontrolle) 
noch anstiegen, blieb er nach der Inkubation mit FAS genauso hoch wie nach 6 h. Anscheinend war 
die maximale Antwort erreicht worden.
Aus verschiedenen Arbeiten ist bekannt, dass LPS die Fpn1-Transkription hemmt (Liu et al., 2005; 
Ludwiczek et al., 2003; Yang et al., 2002). In den hier durchgeführten Experimenten führte die 
Inkubation der Makrophagen mit LPS jedoch zu einer Hochregulation (Abb. 3.16). Ein Stimulator der 
Fpn1-Expression ist NRF2 (Harada et al., 2011), ein Transkriptionsfaktor, der in Kap. 3.4.1 genauer 
beschrieben wird. Dieser wird durch NO, das durch die Stickstoffoxid-Synthase produziert wird, 
aktiviert (Ashino et al., 2008). Das zuletzt genannte Enzym wurde in den in Kap. 3.4.1.2
beschriebenen Experimenten durch LPS hochreguliert (Abb. 3.43), so dass eine durch NRF2-aktivierte 
Fpn1-Transkription möglich erscheint.

FBXL5 steuert als Eisensensor die Eisenhomöostase durch Ubiquitinierung von IRP2 (und IRP1) bei 
hohen Eisenkonzentrationen. Die IRPs wiederum steuern die Translation der oben besprochenen 
mRNAs (siehe Kap. 1.4.7.1). In dem hier durchgeführten Experiment war nach 24stündiger Inkubation 
mit dem Eisenpräparat Ferinject® und mit dem PMAcOD SPIO eine leichte, aber signifikante Erhöhung 
der FBXL5 mRNA festzustellen (Abb. 3.15). Da der Entzündungs-Initiator, LPS, die Expression 
induzieren kann, ist nicht auszuschließen, dass die Reaktion, vor allem bei dem PMAcOD SPIO, in 
Anlehnung an die Beobachtung bei DMT1, auf eine leichte toxische Reaktion zurückzuführen war.
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Abb. 3.16: Wirkung von LPS auf die „Eisengene“ in Makrophagen. J774-Zellen wurden für 24h mit 0,5 mg/L LPS 
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und die Expression der angegebenen Gene mittels RT-
PCR untersucht. Die Kopienzahlen wurden auf die des „housekeeping genes“ (Tbp) normiert (Signifikanzen zur 
Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n =3).

Endothelzellen:
Die physiologische Rolle von Leber-Endothelzellen im Eisenstoffwechsel ist unklar. Anders als Hepato-
zyten und Kupfferzellen wird den sinusständigen Endothelzellen (LSEC) keine wesentliche Rolle zuge-
schrieben. Anderslautende ältere Befunde von Mehdi Tavalssoli, die LSECs als primäre Zellen für die 
Aufnahme von Transferrin aus dem Plasma ansahen, haben sich nicht durchgesetzt (Tavassoli et al., 
1986; Tavassoli, 1988; Soda et al., 1989).
Bei den im Folgenden beschriebenen Versuchen wurde HUVECs als Model für Endothelzellen ver-
wendet. Die Expression der Ferritin mRNAs wurde durch Inkubationen mit 0,3 mmol/L FAS, Venofer®, 
aber auch mit den PMAcOD SPIOs hochreguliert, wobei das Eisen(II)-Salz die größte Wirkung zeigte
(Abb. 3.17). Nach 24 h zeigte auch der nanomag®-D-spio-COOH SPIO einen kleinen, aber signifikanten 
Unterschied zur Kontrolle, der nach 48 h jedoch wieder verschwand. Bei Inkubation mit Venofer® 
erhöhte sich die Expression der Ferritin mRNA nach 48 h noch ein wenig.

Die für die Makrophagen bezüglich der Transferrin-Rezeptor 1 Expression getroffenen Aussagen 
lassen sich auch auf die Endothelzellen übertragen. Jedoch war bei den HUVECs nach 6 h Inkubation 
bei allen Präparaten eine stärkere Abnahme zu beobachten (Abb. 3.17). Stattdessen nahm die Stärke 
der Herunterregulation nach 24 h leicht ab, während sie bei den Makrophagen weiter zunahm. 
Vermutlich ist dies durch ein „Überschießen“ der Expression zu erklären, das nach 24 h und 48 h 
korrigiert wurde. Während FAS, Venofer® und der nanomag®-D-spio-COOH SPIO insgesamt eine 
deutliche Reaktionen zeigten, war bei dem PMAcOD SPIO nur nach 6 h eine leicht signifikante 
Herunterregulierung der Transferrin-Rezeptor 1 mRNA zu beobachten, was für einen mäßigen Abbau 
des Nanopartikels spricht.
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Abb. 3.17: Expression von „Eisengenen“ in Endothelzellen nach Inkubation mit SPIOs. HUVECs wurden für 6h, 
24h oder 48h mit 0,3 mM (Eisen) der angegebenen SPIOs bzw. Eisenpräparate in Vollmedium inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen gewaschen und die Expression der angegebenen Gene mittels RT-PCR 
untersucht. Die Kopienzahlen wurden auf die des „housekeeping genes“ (Taf) normiert (Signifikanzen zur 
Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3). Die 48 h Zeitvarianten sind aus demselben 
Zellkulturexperiment wie die 6 h und 24 h Varianten, jedoch aus einem anderen RT-PCR Durchlauf. Deshalb sind 
die absoluten Kopienzahlen nicht direkt miteinander vergleichbar. 

Der Transferrin-Rezeptors 2 dient weniger der Versorgung der Zelle mit Eisen, sondern als 
Eisensensor für eine Regulation der Eisenhomöostase über Hepcidin. In J774-Zellen war die mRNA 
nicht ausreichend detektierbar. In HUVECs waren die Kopienzahlen sehr gering (Abb. 3.17). Trotzdem 
ließen sich nach Inkubation mit FAS und Venofer® für 6 h zunächst eine signifikante Steigerungen der 
mRNA-Expression feststellen. Nach 24 h jedoch waren die Konzentrationen signifikant niedriger als 
die der Kontrolle, was auch nach 48 h der Fall war. Offensichtlich führte die rapide Zuführung an Eisen 
in Form von FAS und Venofer® zu einer „akuten“ Hochregulierung der Transferrin-Rezeptor 2 mRNA, 
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woraufhin Prozesse in Gang gesetzt wurden, die einer Eisenüberladung entgegensteuern (z.B. 
Ferritin-Expression, Herunterregulation von Transferrin-Rezeptor 1). Bei gleich bleibendem Stimulus 
wurde in diesem Zusammenhang die Transferrin-Rezeptor 2 mRNA nach 24 h herunter reguliert. Der 
PMAcOD SPIO bewirkte keine Veränderung, was für die Stabilität des Nanopartikels spricht.

Während DMT1 bei J774-Zellen nicht eisenabhängig reguliert wurde, ergab die Inkubation mit allen 
Eisenpräparaten bei den HUVECs bereits nach 6 h eine Reduktion der mRNA-Konzentration (Abb. 
3.17). Ähnlich wie bei Transferrin-Rezeptor 1 nahm die Stärke der Reduktion bei Inkubation mit 
Venofer®, dem nanomag®-D-spio-COOH SPIO und dem PMAcOD SPIO nach 24 h und 48 h weiter ab. 
Ein Grund für die stärkste Reaktion zum frühsten Zeitpunkt könnte freies Eisen sein, das in den 
Nanopartikel-Proben vorhanden ist. Nachdem die „akute“ Reaktion auf das zusätzliche Eisen 
abgelaufen ist, ist der Stimulus zur weiteren Reduktion der mRNA vermutlich gesunken. Im Falle des 
PMAcOD SPIOs waren dadurch nach 24 h und 48 h keine Unterschiede in den DMT1 mRNA-Level im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle festzustellen. Im Vergleich zu den J774-Zellen scheinen die 
HUVECs sensitiver auf anfallendes Eisen zu reagieren.

Wie erwartet stiegen die Ferroportin mRNA-Konzentrationen nach Inkubation der Zellen mit FAS, 
Venofer® und den nanomag®-D-spio-COOH SPIOs nach 6 h an. Die PMAcOD SPIOs erzielten keinen 
signifikanten Anstieg. Nach 24 h wurden die mRNA-Level im Vergleich zur Kontrolle leicht, nach 48 h 
stärker herunterreguliert (Abb. 3.17). Das Phänomen ist überraschend und lässt sich nicht genau 
klären. Vielleicht sahen wir nach 6 h eine bereits diskutierte „Überschuss“-Reaktion. Die 
anschließende, überschießende Reaktion in die Gegenrichtung verringerte die mRNA-Expression. 
Dabei ist jedoch auffällig, dass gerade die PMAcOD SPIOs, die nach 6 h die schwächste positive 
Reaktion, nach 24 h und 48 h die stärksten negativen Reaktionen zeigten. Dies ließe sich mit einer 
leichten toxischen Reaktion erklären, da aus unterschiedlichen Arbeiten bekannt ist, dass Stress- und 
Entzündungsstimuli (z.B. IL-6, TNFα, IFNγ LPS) Fpn1 herunterregulieren können (Ludwiczek et al., 
2003; Yang et al., 2002; Naz et al., 2012).

Hepatozyten:
Hepatozyten wird die Hauptrolle in der Regulation des Eisenstoffwechsel zugeschrieben. Sie nehmen
Transferrin aus dem Plasma auf und speichern überschüssiges Eisen in Form von Ferritin und 
Hämosiderin. Bei Eisenbedarf kann Transferrin gebundenes Eisen exportiert werden. 
In Experimenten mit Hepatozyten konnte nach Inkubation von αML-12 Zellen mit 0,9 mmol/L der 
PMAcOD SPIOs für 6 h und Messung nach 24 h keine Beeinflussung der mRNAs von Ferritin, 
Transferrin-Rezeptor 1, Transferrin-Rezeptor 2, DMT1, Ferroportin oder Hepcidin festgestellt werden
(Abb. 3.18). Dies deutet darauf hin, dass die SPIOs zwar aufgenommen werden (Abb. 3.30 b), eine 
Degradation jedoch nicht in dem Maße stattfindet, als dass die Eisen-Homöostase-Gene davon 
beeinflusst werden. Durch die Inkubation mit LPS wurde außerdem die Expression der „Eisengene“ 
Transferrin-Rezeptor 1 und DMT1 erhöht, zwar viel schwächer als bei J774-Zellen, jedoch signifikant. 
Die Hepcidin mRNA wurde durch LPS um das 7,7-fache hoch reguliert (Abb. 3.18), was die Induktion 
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des Eisenhomöostase-Regulators durch Stress-Stimuli zeigt und im Einklang mit Erkenntnissen aus der 
Literatur ist (Nemeth et al., 2003; Nicolas et al., 2002a; Lee et al., 2005; Sow et al., 2007). Passend 
dazu wurde die Ferroportin mRNA leicht, aber signifikant herunter reguliert. Der physiologische Sinn 
dahinter besteht in der Bekämpfung von in den Körper eingedrungenen Krankheitserregern
(Bakterien) durch Entzug von Eisen, das sie für die Metabolisierung und Proliferation benötigen.
Die Ferritin-Expression wurde auf mRNA Ebene durch LPS nicht beeinflusst.

         

                                      

Abb. 3.18: Expression von „Eisengenen“ in Hepatozyten nach Inkubation mit PMAcOD SPIOs oder LPS. αML-12-
Zellen wurden für 6h mit 0,9 mM (Eisen) der PMAcOD SPIOs oder 0,5 mg/L LPS inkubiert. Anschließend wurden 
die Zellen gewaschen und für 18 weitere Stunden ohne die Substanzen inkubiert. Danach wurde die Expression 
der angegebenen Gene mittels RT-PCR untersucht. Die Kopienzahlen wurden auf die des „housekeeping genes“ 
(Tbp) normiert (Signifikanzen zur Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Stärke der Effekte der Eisenpräparate auf die Expression 
der untersuchten „Eisengene“ gut mit der Verfügbarkeit an Eisen korrelierte. FAS und Venofer®
werden schnell und in großen Mengen aufgenommen (siehe Kap.3.2.2.1 ). Hier verursachten sie die 
stärksten Reaktionen, sowohl bei den Makrophagen als auch bei den Endothelzellen. Auch die bio-
degradierbaren nanomag®-D-spio-COOH SPIOs bewirkten Änderungen der mRNA-Konzentrationen. 
Die PMAcOD SPIOs erwiesen sich als die stabilsten der verwendeten Präparate. Dennoch wurden sie 
mit fortschreitender Zeit durch die Makrophagen abgebaut, wie die Beeinflussung aller untersuchten 
Gene zeigte. Auch die Endothelzellen waren zum Abbau von Nanopartikeln befähigt. Die Antworten 
auf die Aufnahme der Eisenpräparate und SPIOs fielen schnell und in den ersten 6 h am deutlichsten 
aus (vor allem bei Transferrin-Rezeptor 1, DMT1, Ferroportin), und nahmen mit der Zeit ab.

3.3.2.2 In vivo

Die Wirkung von intravenös applizierten Eisenverbindungen auf Gene des Eisenstoffwechsels wurde 
auch in vivo untersucht. Dazu wurde die mRNA aus den Lebern von Mäusen isoliert, denen zwei
Tagen zuvor 4,6 mg Eisen in Form von Ferinject®, 0,1 mg (Eisen) der PMAcOD SPIOs oder 0,052 mg
(Eisen) der Nanosomen injiziert wurden (siehe Kap. 3.2.1). Untersucht wurde die Expression von
Transferrin-Rezeptoren 1 und 2, DMT1, Ferroportin, Hepcidin und FBXL5. 
Trotz der hohen Eisendosis konnte Ferinject® nur die Expression der Hepcidin mRNA signifikant 
erhöhen. Die höchste Sensitivität aller untersuchten „Eisengene“ verdeutlicht dessen wichtige Rolle 
als Regulator der Eisenhomoöstase. Obwohl nicht signifikant, konnten die auf einen Überschuss an 
Eisen erwarteten Reaktionen der Transferrin-Rezeptor 1 mRNA (Senkung) und der Ferroportin mRNA 
(Erhöhung) tendenzielle beobachtet werden (Abb. 3.19). Die fehlenden Signifikanzen sind einerseits 
den hohen Schwankungen zwischen den wenigen Tieren geschuldet. Auf der anderen Seite deuten 
die Ergebnisse darauf hin, dass die Regulierung der Eisenhomöostase auf Transkriptionsebene eher 
gering ausfällt und die mRNA Expression nach der Ferinject®-Behandlung bereits in der Sättigung ist.
Trotz der deutlich geringeren Eisenkonzentration erzielten die Nanosomen bezogen auf die beiden 
zuletzt erwähnten Gene fast identische Reaktionen, was für eine effiziente Aufnahme durch die Leber 
spricht. Auch hier waren die Auswirkungen jedoch nicht signifikant (Abb. 3.19).
Die PMAcOD SPIOs bewirkten nur bei der DMT1-mRNA eine im Vergleich zu allen anderen 
Behandlungen signifikante Hochregulierung (Abb. 3.19). Interessanterweise wurde dies auch in vitro
in den J774-Zellen beobachtet (Abb. 3.15). Da der Eisenimporter bei hohen Eisenkonzentrationen 
herunter reguliert wird, dies aber bei den hohen Eisengaben durch Ferinject® nicht beobachtet 
wurde, könnte der Anstieg der DMT1-mRNA eine von Eisen unabhängige sein. Alle anderen Gene 
wurden durch die Injektion der PMAcOD SPIOs nicht beeinflusst. Trotz der halb so hohen Eisen-
konzentration konnten die Nanosomen die Transferrin Rezeptor 1 mRNA im Vergleich zu den PMAcOD 
SPIOs signifikant herunter regulieren, was für eine größere Stabilität des PMAcOD SPIOs spricht. Dies 
zeigte sich auch in in vivo Versuchen (siehe Dissertation Barbara Freund, Universität Hamburg 2012).
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Abb. 3.19: Expression von „Eisengenen“ in der Mäuseleber nach intravenöser Applikation von SPIOs. Balb/c 
Mäusen wurden die angegebenen SPIOs bzw. das Eisenpräparat Ferinject® in die Schwanzvene injiziert. Die 
Nanosomen-Konzentration wurde halb so hoch gewählt wie die PMAcOD-Konzentration, weil aus vergangenen 
Experimenten eine doppelt so hohe Aufnahme durch die Leber beobachtet wurde. Als Positivkontrolle diente 
eine laut Herstellerangaben maximal empfohlene Bolusinjektion an Ferinject®. Nach 2 Tagen wurden die Lebern 
entnommen und die Expression der angegebenen Gene mittels RT-PCR untersucht. Die Kopienzahlen wurden 
auf die des „housekeeping genes“ (Tbp) normiert (Signifikanzen: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; 
n = 2-3)

3.3.3 Untersuchung der Ferritin-Produktion

In Kap. 3.3.1 wurde bereits erwähnt, dass durch den Abbau von SPIOs in Makrophagen das frei
werdende Eisen zunächst in den intrazellulären labilen Eisenpool eingeht, und von da aus in Ferritin-
moleküle gespeichert wird. In diesem Kapitel wurde das Verhalten der Ferritinsynthese in vitro und in 
vivo näher untersucht.
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3.3.3.1 In vitro

Zur Untersuchung der Ferritinsynthese in Makrophagen wurde J774-Zellen zunächst für 3 h mit 
1 mmol/L (Eisen) eines Eisen(II)-Salzes (FAS), Venofer®, dem nanomag®-D-spio-COOH SPIO, oder mit 
dem PMAcOD SPIO inkubiert und nach 24 h ein Western Blot auf Ferritin durchgeführt, wobei die 
Bandenstärken densitometrisch gemessen wurden. Die Behandlungen mit den nanomag®-D-
spio-COOH SPIOs, FAS und Venofer® führten zu einer sichtbaren Ferritin-Expression, wobei sie bei FAS 
am stärksten war, gefolgt von Venofer® und den nanomag®-D-spios (Abb. 3.20). Nach der Inkubation 
mit den PMAcOD SPIOs war hier keine Ferritinsynthese festzustellen. Offenbar war die Methode bzw. 
der verwendete Antikörper nicht sensitiv genug. 

Abb. 3.20: Ferritin-Produktion nach Inkubation von Makrophagen mit SPIOs. J774-Zellen wurden für 3h mit 
1 mM (Eisen) der angegebenen SPIOs bzw. Eisenpräparate inkubiert. Nach Waschungen wurde ohne 
Stimulanzien für weitere 21h inkubiert und anschließend ein Western-Blot auf Ferritin durchgeführt. Die 
Bandenstärken wurden densitometrisch quantifiziert (die Zahlen geben das Intensitäts-Verhältnis zwischen der 
Ferritin- und der β-Aktin-Bande an).

In verschiedenen Arbeiten wurde bei einer Eisenüberladung in vitro (Gutiérrez et al., 2009) und in 
vivo (Iancu et al., 2011; Levy et al., 2011) in elektronen-mikroskopischen Aufnahmen elektronen-
dichte Strukturen entdeckt, die in Verbindung mit Hämosiderin gebracht wurden.
Bei Beladung von J774-Zellen mit 0,3 mmol/L (Eisen) der PMAcOD SPIOs traten nach 48 h in 
Lysosomen, in der Nähe der SPIOs, ähnliche Strukturen auf, die auf Ferritin oder Hämosiderin 
hindeuten könnten (Abb. 3.21 links). Der Anstieg der intrazellulären Ferritinkonzentration zeigte, dass 
ein Teil der Partikel nach 24 h und 48 h abgebaut wurde (Abb. 3.21 rechts). Auf der anderen Seite ist 
in der TEM-Aufnahme zu sehen, dass noch viele Partikel intakt sind.
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Abb. 3.21: Abbau von PMAcOD SPIOs durch Makrophagen. J774-Zellen wurden für 6h mit 0,3 mM (Eisen) der 
PMAcOD SPIOs inkubiert und nach Waschungen für weitere 18h bzw. 42h. links: transmissionselektronen-
mikroskopische Aufnahme nach 48h; dargestellt ist das Lysosom einer Zelle mit darin aufgenommenen Nano-
partikeln (roter Pfeil). In der Nähe befinden sich elektronendichte Strukturen, die Ferritin (gelber Pfeilkopf) oder 
Hämosiderin, Ferritin-Abbauprodukte, darstellen könnten (roter Pfeilkopf); rechts: Die intrazelluläre Ferritin-
konzentration wurde mittels ELISA bestimmt (n=3).

Zur genaueren Quantifizierung der Ferritin-Konzentrationen wurden ELISAs nach Inkubation von 
J774-Zellen mit 0,3 mmol/L (Eisen) verschiedener SPIOs und Eisensubstanzen (FAS, Venofer®, 
Sinerem®, nanomag®-D-spios, PI-b-PEO, PMAcOD) durchgeführt. In Abb. 3.14 wurde bereits der 
zeitliche Verlauf der Ferritinsynthese gezeigt. Abb. 3.22 (linke Diagramme) zeigt für jedes einzelne 
Präparat die während der verschiedenen Inkubationszeiten höchste gemessene absolute Ferritin-
konzentration und stellt sie der jeweils aufgenommenen Eisenmenge gegenüber. Es ist deutlich zu er-
kennen, dass erhöhte Ferritinwerte (Abb. 3.22 a) mit erhöhten Eisenwerten (Abb. 3.22 b) korrelieren. 
So zeigten z.B. FAS (25 µg/mg Protein), Venofer® (7,4 µg/mg Protein) und der nanomag®-D-spio-
COOH SPIO (9,8 µg/mg Protein) die höchsten Ferritinkonzentration, und zusammen mit den PMAcOD 
SPIOs auch die höchsten Eisenkonzentrationen. Offenbar war hier in erster Linie die aufgenommene 
Eisen-(SPIO)-Menge für das Ausmaß der Ferritinproduktion verantwortlich, und nicht die 
(Oberflächen-) Beschaffenheit der Nanopartikel. Die PMAcOD SPIOs bilden insofern eine Ausnahme, 
als dass sie sehr stark aufgenommen wurden (23 µg/mg Protein), die Ferritinproduktion jedoch nur 
moderat stimuliert wurde (2,0 µg/mg Protein).

Wie bereits beschrieben wurde, beeinflusst die Beladung eines Nanopartikels mit einer Protein-
korona die Aufnahme. Um zu untersuchen, ob sie darüber hinaus auch einen Einfluss auf den Abbau 
hat, wurden J774-Zellen mit 0,3 mmol/L(Eisen) der PMAcOD SPIOs für 3 h in HBSS inkubiert, und 
anschließend für 21 weitere Stunden in Medium (ohne FCS). Zur Ausbildung einer Proteinkorona 
wurden die PMAcOD SPIOs für 30 min bei 37 °C mit FCS inkubiert, bevor sie zu den Zellen gegeben 
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wurden. Die SPIOs mit Proteinkorona wurden mit 5,3 µg/mg Protein deutlich schwächer aufge-
nommen als die „nativen“ SPIOs mit 13 µg/mg Protein (Abb. 3.22 d). Eine zur Kontrolle signifikant 
erhöhte Ferritinsynthese war nicht festzustellen, bei den „nativen“ SPIOs jedoch schon (1,7 µg/mg 
Protein; Abb. 3.22 c). Leider lässt sich nicht klären, ob aufgrund der verminderten Aufnahme der 
SPIOs mit Proteinkorona eine zu geringe Nanopartikel-Konzentration als „Grundlage“ für die Eisen-
lieferung für die Ferritin-Synthese vorhanden war, oder ob die Proteinkorona tatsächlich auch den 
Abbau inhibierte. Gegen einen effektiveren Abbau der SPIOs mit Proteinkorona spricht, dass dieser 
und somit die Ferritinproduktion die verminderte Aufnahme nicht „kompensieren“ konnte.

Abb. 3.22: Ferritin-Produktion nach Inkubation von Makrophagen mit SPIOs. Dargestellt sind die höchsten 
gemessenen, absoluten Ferritin-Konzentrationen aus Abb. 3.14 (a) sowie die höchsten gemessenen Eisen-
konzentrationen (b) (jeweils normiert auf die Proteinkonzentrationen). Die rechten Diagramme zeigen die 
Ferritin-Konzentrationen (c) und die intrazellulären Eisenkonzentrationen (d) nach Inkubation von J774-Zellen 
mit PMAcOD SPIOs ohne oder mit einer Proteinkorona (durch Vorinkubation der Nanopartikel in FCS). Dazu 
wurden die Zellen für 3h in HBSS inkubiert und nach Waschungen weitere 21h in Medium. (Signifikanzen zur 
Kontrolle (a, b) oder wie angezeigt (c, d): ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).
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Als nächstes wurde überprüft, ob die Inkubationsbedingungen, insbesondere die eingesetzte Konzen-
tration, zu einer Sättigung der Ferritinsynthese in Makrophagen führte. Dazu wurden J774-Zellen mit
den zwei nanomag®-D-spios inkubiert, die zuvor die stärksten Aufnahme- und Ferritin-Effekte gezeigt 
hatten (nanomag®-D-spio-COOH und nanomag®-D-spio-PEG-COOH). In Abb. 3.23 b ist zu sehen, dass 
die Ferritinproduktion bei der Inkubation mit 300 µmol/L (Eisen) der SPIOs nach 3 h kontinuierlich 
zunahm. Bei Verwendung von unterschiedlichen Konzentrationen zeigte sich bei der Inkubation der 
Zellen mit den nanomag®-D-spio-COOH SPIOs für 3 h eine kontinuierliche, konzentrationsabhängige 
Aufnahme (intrazelluläre Eisenkonzentration, rote Kurve in Abb. 3.23 a). Bei dem PEGylierten 
Gegenstück war eine Zunahme erst ab einer applizierten Eisenkonzentration von 100 µmol/L zu 
beobachten. Nach 1 h Inkubation war bei diesem bei keiner der eingesetzten Konzentrationen eine 
messbar erhöhte intrazelluläre Eisenkonzentration festzustellen (grüne gestrichelte Kurve in Abb. 
3.23 a). Die nanomag®-D-spio-COOH SPIOs dagegen zeigten bei der Inkubation mit 300 µmol/L nach 1 
h eine deutliche Aufnahme. Eine Sättigung der Aufnahme war nicht festzustellen (grüne Linie in Abb. 
3.23 a).
Bei Betrachtung der Ferritinproduktion ist bei der Inkubation mit steigenden nanomag®-D-spio-PEG-
COOH SPIO Konzentrationen ein klarer Anstieg erst bei einer Konzentration von 300 µmol/L erkenn-
bar (orangene gestrichelte Kurve in Abb. 3.23 c). Der nanomag®-D-spio-COOH SPIO dagegen 
stimulierte die Ferritinsynthese bereits bei der Inkubation mit 50 µmol/L (Eisen) der SPIOs (orangene 
Kurve in Abb. 3.23 c). Mit steigender SPIO-Konzentration stieg auch die Ferritinproduktion an und 
begann bei 300 µmol/L in eine leichte Sättigung überzugehen. 
Deutlicher wird dies, wenn man die Ferritinkonzentration in Abhängigkeit von der aufgenommenen 
SPIO-Menge (intrazelluläre Eisenkonzentration) betrachtet. Während bei den nanomag®-D-spio-PEG-
COOH SPIOs die Ferritinkonzentration mit zunehmender intrazellulärer Eisenkonzentration linear 
zunahm (orangene gestrichelte Kurve in Abb. 3.23 d), schwächte sich bei den nanomag®-D-spio-
COOH SPIOs ab einer intrazellulären Eisenkonzentration von ca. 0,3 µg Fe/mg Protein der Anstieg der 
Ferritinsyntheserate ab (orangene Kurve in Abb. 3.23 d). Anscheinend war ab dieser Konzentration 
bei diesem SPIO die maximale Syntheserate erreicht. Oder anders ausgedrückt: Mit steigenden 
applizierten SPIO-Konzentrationen nahm die Ferritinproduktion pro aufgenommene Eiseneinheit ab, 
und zwar mit steigenden Inkubationszeiten (Abb. 3.23 e).

Experimente mit 59Fe-markierten PMAcOD SPIOs zeigten ein anderes Bild. Nach Inkubation der 
Makrophagen mit steigenden SPIO-Konzentrationen für 6 h und Messungen nach 24 h war eine 
leichte Sättigung in der Aufnahme festzustellen (braune Kurve in Abb. 3.23 f), während die Ferritin-
produktion linear zunahm (rote Kurve in Abb. 3.23 f). Das deutet darauf hin, dass das Aufnahme-
potenzial beginnt zu erschöpfen, während die Ferritinproduktion ihre Maximalrate offenbar noch 
nicht erreicht hat, was für die Stabilität des PMAcOD SPIOs spricht.



3.Ergebnisse und Diskussion

121

  

   

Abb. 3.23: Untersuchung einer potenziellen Sättigung der Ferritin-Produktion bei Makrophagen. a-e: J774-
Zellen wurden für 1h oder 3h mit 0,3 mM (Eisen) oder den angegebenen Konzentrationen der nanomag®-D-
spios mit –COOH (durchgehende Linien) oder –PEG-COOH-Funktionalisierung (gestrichelte Linien) inkubiert. 
Nach Waschungen wurde für bis zu 24h ohne die SPIOs weiter inkubiert. Anschließend wurden die intra-
zellulären Eisen- sowie die Ferritin-Konzentrationen mittels AAS bzw. ELISA bestimmt und auf die Protein-
konzentrationen normiert. Alle Abbildungen zeigen Daten aus demselben Experiment in unterschiedlichen 
Darstellungsweisen. a: Intrazelluläre Eisenkonzentration in Abhängigkeit von der applizierten Eisen-
konzentration; b: Ferritin zeitabhängig nach Inkubation mit 0,3 mM (Eisen) der SPIOs; c: Ferritin nach 24h in 
Abhängigkeit von der applizierten Nanopartikel- (Eisen-) Konzentration; d: Ferritin nach 24h in Abhängigkeit von 
der intrazellulären Eisenkonzentration; e: Ferritin pro intrazelluläre Eisenkonzentration in Abhängigkeit von der 
applizierten Eisenkonzentration nach Inkubation mit nanomag®-D-spio-COOH oder nanomag®-D-spio-PEG-
COOH; f: Inkubation von J774-Zellen mit radioaktiv markierten 59Fe-PMAcOD SPIOs der angegebenen Konzen-
trationen für 6h. Nach Waschungen Inkubation für weitere 18h und anschließend Messung der zellulären 
Aufnahme mittels Radioaktivitätsbestimmung (HAMCO) und Ferritin-Produktion mittels ELISA.

Bei Experimenten mit Endothelzellen zeigte sich ein ähnliches Bild. Tendenziell wurden die ange-
botenen SPIOs und Eisenpräparate von den HUVECs schwächer aufgenommen als von den Makro-
phagen. Besonders stark jedoch und vergleichbar mit der Aufnahme in J774-Zellen wurden die 
PMAcOD SPIOs aufgenommen (Abb. 3.24 a).
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Abb. 3.24: Ferritin-Produktion nach Inkubation von Endothelzellen mit SPIOs. HUVECs wurden für 1h oder 3h 
mit 0,3 mM (Eisen) der angegebenen SPIOs bzw. Eisenpräparate inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 
gewaschen und ein Ferritin-ELISA durchgeführt. Bei den 6h und 24h Varianten wurden die Zellen nach 3h 
gewaschen und ohne Stimulanzien für weitere 3h oder21h inkubiert, bevor der ELISA durchgeführt wurde. 
Neben den Ferritin-Konzentrationen (b) sind auch die entsprechenden intrazellulären Eisenkonzentrationen (a) 
sowie die auf die aufgenommene Eisenmenge normierte Ferritin-Konzentrationen (Ferritin/Fe) (c) dargestellt. 
Die Ferritin- und Eisen-Konzentrationen sind auf die Proteinkonzentrationen normiert.
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Aber auch in den HUVECs war die Degradation relativ gering, was sich in der Ferritinproduktion 
bemerkbar machte (Abb. 3.24 b). Das Verhältnis der Ferritinkonzentration zur aufgenommenen Eisen-
menge (Ferritin/Fe) war von den untersuchten Substanzen am geringsten (Abb. 3.24 c).
Dagegen zeigte FAS eine relativ schwache Aufnahme. Bei Betrachtung der Ferritinproduktion wurden, 
wie bei den Makrophagen, durch FAS, und vor allem durch Venofer®, starke Effekte erzielt (Abb. 
3.24 b). Durch das Eisen(II)-Salz wurde die Ferritinsynthese am schnellsten initiiert, weil die 
Eisenionen in der Zelle rasch verfügbar sind. Das macht sich durch das höchste gemessene Ferritin/Fe 
Verhältnis bemerkbar (Abb. 3.24 c). Durch die relativ geringe Aufnahme wurde jedoch nach 24 h eine 
geringere Ferritinkonzentration als bei Venofer® gemessen. Dieses wurde stärker aufgenommen und 
führte entsprechend zu einer stärkeren Ferritinsynthese (Abb. 3.24 b). Das Ferritin/Fe Verhältnis war 
hier deshalb relativ niedrig, weil die SPIO-Aufnahme im Vergleich zum Abbau verhältnismäßig hoch 
war. Die Aussagekraft des Quotienten ist daher bei hohen Eisenkonzentrationen nur bedingt 
aussagekräftig. 
Während die nanomag®-D-spio-COOH SPIOs in J774-Zellen eine höhere Aufnahme und eine stärkere 
Ferritinproduktion als Venofer® zeigten, waren die Effekte in den Endothelzellen deutlich schwächer 
(Abb. 3.24). Die Präferenz zum Abbau von bestimmten Nanopartikeltypen hängt anscheinend von 
dem Zelltyp ab. Darüber hinaus war bei der Inkubation von Makrophagen mit diesen SPIOs über den 
gesamten Inkubationszeitraum ein kontinuierlicher Anstieg der Ferritinkonzentration festzustellen 
(Abb. 3.23 b). In den Endothelzellen hingegen war die Zunahme der Ferritinkonzentration nach 24 h 
geringer (Abb. 3.24 b). Dies deutet darauf hin, dass entweder die aufgenommenen Nanopartikel zu 
diesem Zeitpunkt zum größten Teil abgebaut waren, oder dass die maximale Ferritinsynthese-
Kapazität der Zelle ausgeschöpft war.

3.3.3.2 In vivo

Zur Untersuchung des Nanopartikel-Abbaus in der Leber wurden Balb/c Mäusen 0,1 mg (Eisen) der 
PMAcOD SPIOs, 0,052 mg (Eisen) an Nanosomen, sowie als Positivkontrolle 4,6 mg Ferinject®, in die 
Schwanzvene injiziert. Es handelte sich hier um dasselbe Experiment wie in Kap. 3.2.1 beschrieben. 
Nach zwei Tagen wurden die Lebern entnommen, die Eisenkonzentrationen der Leber und die 
Ferritinkonzentrationen der Lebern und der Plasmen bestimmt.
Nur die hohe Dosis Ferinject® konnte signifikante Erhöhungen aller drei Parameter erzielen, und zwar 
im Vergleich zu allen Behandlungen (Abb. 3.25). Das zeigt, dass SPIOs potenziell durch die Leber 
abgebaut werden können. Die ausgebliebenen Effekte durch die PMAcOD SPIOs und die Nanosomen 
sind auf die im Vergleich zur Gesamteisenmenge der Leber relativ niedrigen applizierten Eisen-
mengen zurückzuführen. Somit ist ein Abbau über den Ferritin-Nachweis nicht sensitiv genug. Trotz 
fehlender Signifikanz ist erwähnenswert, dass nach der Verabreichung der PMAcOD SPIOs eine im 
Vergleich zur Kontrolle 30 µg höhere, bei den Nanosomen eine 50 µg höhere Eisenkonzentration 
gemessen wurde. 
Auf der anderen Seite war das Serum-Ferritin nach Gabe der PMAcOD SPIOs zwar nicht signifikant zur 
Kontrolle, aber zu den Nanosomen, erhöht (Abb. 3.34 c). Dies könnte einen Hinweis auf eine 
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potenziell toxische Reaktion zurückzuführen sein, das Serum-Ferritin auch sekundär erhöht vorliegen 
kann, z.B. durch Freisetzung aus Leberzellen im Rahmen von auch nur dezenten Zellschäden (Firkin & 
Rusch, 1997).

                              

Abb. 3.25: Degradation von SPIOs durch die Leber. Balb/c Mäusen wurden die angegebenen SPIOs bzw. das 
Eisenpräparat Ferinject® i.v. appliziert. Die Nanosomen-Konzentration wurde halb so hoch gewählt wie die 
PMAcOD-Konzentration, weil aus vergangenen Experimenten eine doppelt so hohe Aufnahme durch die Leber 
beobachtet wurde. Als Positivkontrolle diente eine laut Herstellerangaben maximal empfohlene Bolusinjektion. 
Nach 2 Tagen wurden Blut und Lebern entnommen und eine Eisenbestimmung der Leber mittels AAS (a) sowie 
Ferritin-Bestimmungen von Leber- (b) und Plasmaproben (c) mittels ELISA durchgeführt.
(Signifikanzen: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).

3.3.4 Untersuchung der Ferroportin 1 Expression

Ein weiteres wichtiges Protein, das an der Regulierung der Eisenhomöostase beteiligt ist, ist 
Ferroportin 1 (Fpn1), der einzige bekannte Eisenexporter (siehe Kap. 1.4.5.1). Bei einem intra-
zellulären Eisenüberschuss wird dessen Expression hochreguliert, um die Zelle vor einer zu hohen 
Eisenkonzentration zu schützen (Delaby et al., 2005; Knutson et al., 2003).

3.3.4.1 In vitro

Um zu untersuchen, ob sich eine Degradation von durch Makrophagen aufgenommenen SPIOs in 
einer Erhöhung der Ferroportinkonzentration bemerkbar macht, wurden J774-Zellen für 24 h mit 
0,3 mmol/L (Eisen) der PMAcOD SPIOs, und als Vergleichssubstanzen mit einem Eisen(II)-Salz (FAS) 
oder mit dem Eisenpräparat Venofer®, inkubiert. Zur Untersuchung einer negativen Reaktion wurden 
die Zellen mit zwei Eisenchelatoren, Salicylaldehydisonicotinoylhydrazon (SIH) und Deferoxamin 
(DFO), behandelt. Schließlich wurde auch die Wirkung von Hepcidin (Firma Peptides International, 
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Louisville, USA) auf den Ferroportingehalt der Zellmembranen untersucht. Hepcidin bindet an Fpn1, 
was zu dessen Internalisierung und Degradation führt.
Anschließend wurden eine Membranprotein-Präparation und ein Western Blot durchgeführt.

Abb. 3.26: Ferroportin 1-Expression in Makrophagen nach Stimulierung mit Eisen. J774-Zellen wurden für 24 h 
mit 0,3 mM FAS inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und eine Immunofluoreszenz-Detektion 
von Fpn1 (rot) durchgeführt. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau gefärbt. a: unbehandelte Kontrolle; b: 0,3 mM 
FAS; c: Vergrößerte Darstellung von mit FAS inkubierten Zellen.

Die Inkubation mit FAS führte in Makrophagen zu einem Anstieg der Fpn1-Konzentration, wie der 
Western Blot (Abb. 3.27) und die Detektion mittels Immunofluoreszenz (Abb. 3.26) zeigten. Auch 
Venofer® stimulierte die Fpn1-Expression. Ein besonders deutlicher Unterschied wurde zwischen den 
beiden unterschiedlichen Konzentrationen (0,3 und 1 mmol/L Eisen) sichtbar (Abb. 3.27 oben). Die 
relativ hohe Aufnahme (Tab. 3.2) und ein relativ hoher Umsatz, der zuvor zu einem relativ hohen 
Anstieg des LIPs (Abb. 3.13) und der Ferritinproduktion (Abb. 3.14 und Abb. 3.22) geführt hatte, 
machte sich auch hier bemerkbar. In ähnlichen Experimenten konnten auch Delaby et al. (2005) nach 
Inkubation von J774-Zellen mit Eisen eine sichtbare Ferroportin-Expression zeigen. Während dort die 
unbehandelten Kontroll-Zellen eine relativ schwache Expression zeigten, war hier die Bande relativ 
stark, so dass positive Fpn1-Effekte bei den mit Eisenpräparaten bzw. SPIOs behandelten Zellen im 
Vergleich dazu relativ schwach ausfielen. Anscheinend war die Fpn1-Konzentration in den 
Membranen bei den J774-Zellen bereits relativ hoch, obwohl die Zellen ohne FCS inkubiert wurden, 
so dass ein weiterer Anstieg der Eisenkonzentration nur noch einen geringen Anstieg der Expression 
bewirkte. Dazu ist weiterhin aus der Literatur bekannt, dass J774-Zellen prinzipiell eine schwächere 
Fpn1-Expression aufweisen als z.B. Knochenmarks-Makrophagen (BMDM) (Canonne-Hergaux et al., 
2006).
Auf der anderen Seite ließen sich die Fpn1-Konzentration mit den Chelatoren SIH und DFO deutlich 
sichtbar reduzieren, was auch im Einklang mit den Experimenten von anderen Autoren ist (Knutson et 
al., 2003; Delaby et al. ,2005), und die oben beschriebene Überlegung unterstützt.

a b c
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Abb. 3.27: Fpn1 Expression in Makrophagen und Endothelzellen bei verschiedenen Eisen-Bedingungen. J774-
Zellen (oben) oder HUVECs (unten) wurden für 24h mit den PMAcOD SPIOs, Eisen(II)-Salz (FAS), oder einem 
Eisenpräparat (Venofer®) bei 37 °C inkubiert. Negative Reaktionen wurden durch die Inkubation mit den 
Eisenchelatoren SIH (0,1 mM) oder DFO (0,2 mM) untersucht, sowie die Wirkung von Hepcidin (1 µM) auf den 
Ferroportin-Gehalt von Zellmembranen. „FCS-Kontrolle“ ist die Kontrolle für die Behandlung mit PMAcOD 
SPIOs. Nach Waschungen und Zellernte wurden Membranprotein-Präparationen und anschließend ein 
Western-Blot auf Ferroportin durchgeführt, wobei 15 µg des Proteins pro Tasche geladen wurden. Die Zahlen 
geben die densitometrisch quantifizierten Bandenstärken im Verhältnis zu ß-Aktin an.

Die Inkubation mit den PMAcOD SPIOs bewirkte eine Herunterregulierung des Fpn1-Proteins (Abb. 
3.27 oben), obwohl die Transkription nach einer 24-stündigen Inkubation stimuliert wurde (vergl. 
Abb. 3.15). Aus der Literatur ist bekannt, dass Stress- und Entzündungsstimuli (z.B. IL-6, TNFα, IFNγ 
LPS) Fpn1 sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene herunterregulieren können (Ludwiczek et al., 
2003; Yang et al., 2002; Naz et al., 2012). Dies kann durch die Aktivierung von Hepcidin geschehen 
(vergl. Kap. 1.4.7.2.1) (Vecchi et al., 2009). So haben Theurl et al. (2008) in Monozyten eine 
Herunterregulierung der Ferroportin mRNA durch LPS und IL-6 über Hepcidin gefunden. Die 
Hepcidin-Stimulierung durch IL-6 und anderen inflammatorischen Stimuli wurde auch von anderen 
beobachtet (Naz et al., 2012; Nemeth et al., 2004; Nemeth et al., 2003; Lee et al., 2005; Nicolas et al., 
2002a). Dieser Weg spielt in den hier durchgeführten Experimenten jedoch keine Rolle, da die J774-
Zellen selbst kein Hepcidin produzieren (nicht gezeigt). Extern ins Medium hinzugefügtes Hepcidin 
hatte auf der anderen Seite keinen negativen Effekt auf die Ferroportinkonzentration. Im Gegenteil, 
anscheinend wurde die Expression stimuliert (Abb. 3.27 oben). Eine Erklärung dafür könnte die 
Stabilität von Hepcidin sein. In primären Makrophagen (BMDMs) erzielten Delaby et al. (2005) bereits 
3 h nach der Hepcidin-Gabe die maximale Reaktion und Du et al. (2012) in J774-Zellen nach 6 h den 
größten Rückgang der Fpn1-Konzentration. Bei letzterem nahm die Intensität der Hemmung mit 
längerer Inkubationsdauer ab. In den hier durchgeführten Experimenten könnte dies ähnlich der Fall 
gewesen sein. Es ist nicht auszuschließen, dass nach 24 h das Hepcidin abgebaut wurde, was 
anschließend zu einer „überschießenden“ Ferroportin-Expression geführt haben könnte.

0,34    0,47     0,22     0,81  0,48   0,07 0,05    0,14   0,83
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Bei Experimenten mit Endothelzellen war die Wirkung der verschiedenen Eisenverbindungen auf die 
Ferroportin-Expression verhaltener. Keine der applizierten Substanzen bewirkte eine deutliche 
Stimulierung der Expression (Abb. 3.28 unten). Wie in den Makrophagen konnte auch hier eine 
Inhibierung der Fpn1-Expression durch PMAcOD beobachtet werden. Dies passt zu den RT-PCR-
Daten, wo nach 24-stündiger Inkubation mit den PMAcOD SPIOs eine starke und signifikante 
Herunterregulation der Ferroportin-Transkription nachgewiesen wurde (vergl. Abb. 3.17). Die 
fehlenden Effekte der anderen Behandlungen passen insofern zum Gesamtbild, als dass die HUVECs 
im Vergleich zu den J774-Zellen eine (abgesehen von den PMAcOD SPIOs) schwächere Aufnahme 
(Tab. 3.3), sowie eine schwächere Ferritinproduktion (Abb. 3.24) zeigten, die Metabolisierung der 
Nanopartikel also insgesamt schwächer ausfiel.

3.3.4.2 In vivo

Um zu untersuchen, ob sich ein Nanopartikel-Abbau in der Leber in eine Erhöhung der Ferroportin-
Konzentration bemerkbar macht, wurden Balb/c Mäusen 0,1 mg (Eisen) der PMAcOD SPIOs, 
0,052 mg (Eisen) an Nanosomen, sowie als Positivkontrolle 4,6 mg Ferinject®, in die Schwanzvene 
injiziert. Es handelte sich hier um dasselbe Experiment wie in Kap. 3.2.1 beschrieben. Nach zwei 
Tagen wurde die Leber entnommen, eine Membranprotein-Präparation mit den Leberhomogenaten, 
und anschließend ein Western Blot durchgeführt. Keine der Behandlungen führte zu einer sichtbaren 
Ferroportin-Stimulierung (Abb. 3.28)

Abb. 3.28: Ferroportin-Expression in der Leber nach der Gabe von SPIOs oder Nanosomen. Balb/c Mäusen 
wurden 100 µg (Eisen) der PMAcOD SPIOs oder 52 µg der Nanosomen i.v. appliziert. Die Nanosomen-
Konzentration wurde halb so hoch gewählt wie die PMAcOD-Konzentration, weil aus vergangenen 
Experimenten eine doppelt so hohe Aufnahme durch die Leber beobachtet wurde. Nach 2 Tagen wurden die 
Lebern entnommen und eine Membranprotein-Präparation der Leberhomogenate und anschließend ein 
Western-Blot auf Ferroportin durchgeführt, wobei 20 µg des Proteins pro Tasche geladen wurden. Die Zahlen 
geben die densitometrisch quantifizierten Bandenstärken im Verhältnis zu ß-Aktin an.

0,89     0,85    0,87
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3.3.5 Messung des Eisen-Exports nach Nanopartikel-Aufnahme

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass die PMAcOD SPIOs durch Makrophagen degradiert 
werden, und dass das frei werdende Eisen die Eisenhomöostase der Zelle beeinflusst (Anstieg von LIP 
und Ferritin, Beeinflussung der „Eisengene“). Hier wurde untersucht, ob Eisen nach der Degradation 
aus der Zelle exportiert wird. Dazu wurden die PMAcOD SPIOs mit 59Fe markiert. In Untersuchungen 
aus unserer Arbeitsgruppe wurde zuvor gezeigt, dass es sich dabei um eine stabile Markierung des 
Nanopartikelkerns handelt (Freund et al., 2012). Zur Untersuchung des Eisenexports wurden J774-
Zellen mit unterschiedlichen Nanopartikel-Konzentrationen (0,05 mmol/L, 0,3 mmol/L und 
0,9 mmol/L Eisen) für 6 h inkubiert, die Zellen anschließend gewaschen und nach insgesamt 24 h die 
Radioaktivität in den Zellen und im Medium gemessen. Eine Gruppe wurde nach Inkubation mit 
0,3 mmol/L (Eisen) der Nanopartikel für die restliche Zeit mit Hepcidin inkubiert.

Mit steigender Nanopartikel-Konzentration wurden nach 24 h steigende Aktivitäten im Medium 
gefunden, was für einen Export spricht (Abb. 3.29 a und d). Die Behandlung mit 1 µmol/L Hepcidin 
führte zu einer signifikanten Reduktion der extrazellulären Aktivität, was auf einen Export von 
Eisenionen über Ferroportin hindeutet (Abb. 3.29 a). Zwar wurden mit steigender Nanopartikel-
Konzentration auch steigende intrazelluläre Aktivitäten gemessen, wobei eine leichte Sättigung der 
Aufnahme beobachtet werden konnte (Abb. 3.29 b und d), jedoch führte die Hepcidin-Behandlung zu 
keinem messbaren Unterschied im Vergleich zu den ohne Hepcidin behandelten Zellen (Abb. 3.29 b).
Dies liegt vermutlich daran, dass das durch Degradation frei werdende 59Fe im Vergleich zur gesamten 
aufgenommenen Aktivität nur ein geringer Bruchteil darstellt, der durch die Methode nicht messbar 
war. In ähnlichen Experimenten mit radioaktiv markiertem Eisen(II)-Salz (FAS) konnte nach sechs-
stündiger Aufnahme und anschließender vierundzwanzigstündiger Inkubation mit Hepcidin eine 
signifikant höhere intrazelluläre Aktivität festgestellt werden als ohne (Daten nicht gezeigt).

Die Konzentrations-abhängige Aufnahme und Degradation der PMAcOD SPIOs wurde darüber hinaus 
durch eine linear steigende Ferritin-Produktion bestätigt (Abb. 3.29 c und d). Interessant ist auch, 
dass Hepcidin die intrazelluläre Ferritin-Konzentration signifikant erhöhen konnte (Abb. 3.29 c). Dies 
ist wahrscheinlich auf einen sekundären Effekt zurückzuführen, bei dem der eingeschränkte Eisen-
export die intrazelluläre Eisenkonzentration erhöht, und dies die Ferritinsynthese stimuliert.
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Abb. 3.29: Eisenexport nach Nanopartikelaufnahme durch Makrophagen. J774-Zellen wurden für 6h mit 50 µM, 
300 µM oder 900 µM von 59Fe-markierten PMAcOD SPIOs inkubiert. Nach Waschungen wurde eine Gruppe, die 
300 µM der SPIOs erhalten hat, mit 1 µM Hepcidin (Hep) für weitere 18h inkubiert, während alle anderen in 
Medium ohne die SPIOs und ohne Hepcidin weiter inkubiert wurden. Nach 24h wurde die Radioaktivität im 
Überstand (a) und nach Zellernte im Zellpellet gemessen (b), sowie ein Ferritin-ELISA durchgeführt (c).In dem 
Graph (d) sind die Nanopartikel-Aufnahme und 59Fe-Export anhand der gemessenen Aktivitäten, sowie die 
Ferritin-Konzentrationen in Abhängigkeit von der applizierten Nanopartikel-Konzentration (Eisen) dargestellt. 
Die Zahlen in a geben die von der gesamten Radioaktivität prozentual aufgenommenen Anteile, die Zahlen in b 
die von der aufgenommenen Radioaktivität prozentual exportieren Anteile an.
(Signifikanzen: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 3).

Bei ähnlichen Experimenten mit Hepatozyten (αML-12-Zellen) ergab sich ein anderes Bild. Nur ein 
Bruchteil (< 0,4 %) der angebotenen PMAcOD SPIOs wurde von den Zellen aufgenommen, wobei sich 
eine Zeit- und Konzentrations-abhängige Aufnahme zeigte (Abb. 3.30 b). Die Inkubation mit Hepcidin 
bewirkte weder einen signifikant niedrigeren Export (Abb. 3.30 a) noch eine höhere intrazelluläre 
Radioaktivität (Abb. 3.30 b). Entweder wurde kein Eisen über Ferroportin exportiert, und/oder 
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Unterschiede fielen zu schwach und somit nicht messbar aus. Unterstützt werden diese Aussagen 
durch den in Kap. 3.3.2.1 beschriebenen fehlenden Einfluss der PMAcOD SPIOs auf die Eisen-
homöostase-Gene, die sich durch eine schwache Aufnahme und nicht messbare Degradation erklären 
ließ. Obwohl jedoch bei der Messung der Zellüberstände die gemessenen Werte sehr niedrig und 
gerade noch messbar waren, konnte eine Zeit- und Konzentrations-abhängige Zunahme der extra-
zellulären Aktivität beobachtet werden (Abb. 3.30 a). Eine Erklärung könnte sein, dass es sich hierbei 
nicht um 59Fe-Ionen, sondern um markierte PMAcOD SPIOs handelt. Ein Export von intakten 
Nanopartikeln wurde in der Literatur zwar noch nicht beschrieben, ist aber theoretisch denkbar. 
Darüber hinaus könnten sich abgeschwemmte Zellen oder Zelltrümmer, die sich trotz Zentrifugation 
noch im Überstand befunden haben könnten, aufgrund der niedrigen Werte stark ausgewirkt und zu 
falsch positiven Ergebnissen geführt haben, so dass die in Abb. 3.30 a angegebenen prozentualen 
Werte von über 20 % Eisenexport unter Vorbehalt betrachtet werden müssen.

                                          

Abb. 3.30: Eisenexport nach Nanopartikelaufnahme durch Hepatozyten. αML-12-Zellen wurden für 3h oder 6h 
mit 300 µM oder 900 µM von 59Fe-markierten PMAcOD SPIOs inkubiert. Nach Waschungen wurden die 
Gruppen, die 300 µM der SPIOs erhalten haben, mit 1 µM Hepcidin (Hep) für weitere 3h oder 18 h inkubiert, 
während die mit 900 µM PMAcOD SPIOs inkubierten Zellen in Medium ohne die SPIOs und ohne Hepcidin 
weiter inkubiert wurden. Anschließend wurde die Radioaktivität im Überstand (a) und nach Zellernte im 
Zellpellet gemessen (b). Die Zahlen in a geben die von der gesamten Radioaktivität prozentual aufgenommenen 
Anteile, die Zahlen in b die von der aufgenommenen Radioaktivität prozentual exportieren Anteile an.
(Signifikanzen: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 3).

Bei Experimenten mit HUVECs konnte durch Hepcidin eine signifikant erhöhte Ferritin-Konzentration 
nach Inkubation mit PMAcOD SPIOs erzielt werden, ein Indiz dafür, dass auch Endothelzellen das 
durch den Abbau der Nanopartikel frei werdende Eisen über Ferroportin exportieren können (nicht 
gezeigt).
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3.3.6 Untersuchung des endosomalen/ lysosomalen Abbauweges 

durch DMT1 knock down

In der Zellmembran sorgt DMT1 für die Aufnahme von zweiwertigen Ionen. Von besonderer Interesse
ist hier die Aufnahme von Fe2+-Ionen. Darüber hinaus ist es in der Membran von Endosomen und 
Lysosomen lokalisiert, wo es das Eisen nach der Endozytose von Holo-Transferrin-TfR-Komplexen ins 
Zytoplasma freisetzt (Kap. 1.4.1.1). Um zu überprüfen, ob in Makrophagen SPIOs denselben Weg 
beschreiten, wurde in J774-Zellen ein knock down der DMT1-mRNA durch eine transiente Trans-
fektion mit esiRNA (MISSION®, Sigma-Aldrich, München) durchgeführt. Diese richtete sich gegen alle 
vier DMT1 Splice-Varianten, d.h. sowohl die Plasmamembran-ständige als auch die endosomale/
lysosomale Variante werden gehemmt. Eine sich auf Proteinebene auswirkende Hemmung von DMT1 
der Plasmamembran sollte sich bei Inkubation mit einem Eisen(II)-Salz in eine geringere Eisen-
Aufnahme und eine schwächere Ferritin-Produktion bemerkbar machen. Darüber hinaus wären 
durch die geringere Eisen-Aufnahme als sekundäre Reaktionen eine höhere TfR1 und eine niedrigere 
Fpn1-Transkription als bei untransfizierten Zellen zu erwarten. Eine Hemmung von DMT1 in 
Endosomen/Lysosomen sollte sich unter der Annahme einer endozytotischen Internalisierung und 
lysosomalen Degradierung von SPIOs in einer im Vergleich zu untransfizierten Zellen unveränderten 
Aufnahme, aber - durch einen inhibierten Eisentransport aus endozytotischen Vesikeln ins 
Zytoplasma - in einer geringeren Ferritinsynthese bemerkbar machen. Auch in diesem Fall würde man 
die oben für TfR1 und Fpn1 beschriebenen Reaktionen erwarten.

Wie Abb. 3.31 a zeigt, führte die Transfektion von J774-Zellen mit DMT1 esiRNA zu einer starken 
Transkriptionshemmung. Die anschließende Inkubation mit 0,1 mmol/L FAS oder den nanomag®-D-
spio-COOH SPIOs für 6 h führte zu keiner Änderung der Transkription im Vergleich zur transfizierten, 
aber Eisen-unbehandelten Kontrolle. Nach weiteren 18 h Inkubation ohne FAS und SPIOs nahm die
transkriptionale Hemmung ein wenig ab. Eine Auswirkung des DMT1 knock downs auf die TfR1-
Transkription war nicht zu beobachten (nicht gezeigt), eine leicht geringere Transkription der Fpn1-
mRNA nach 6 h nur bei der Eisen-unbehandelten Kontrolle (Abb. 3.31 b).
Auf Proteinebene zeigte sich durch die Transfektion nur bei den Eisen-unbehandelten Kontrollen nach 
6 h eine deutliche Herunterregulation von DMT1 (Abb. 3.31 c). Nach weiteren 18 h war, wenn 
überhaupt, insgesamt nur eine schwache Herunterregulation festzustellen (Abb. 3.31 d).
Darüber hinaus zeigten die transfizierten, Eisen-unbehandelten Makrophagen im Vergleich zu den 
untransfizierten Zellen nach 6 h eine verminderte Ferritin-Synthese (Abb. 3.31 f), aber keine 
verminderte Eisenaufnahme (Abb. 3.31 e). Diese Reaktionen, die zwar gering, aber signifikant waren, 
würde man bei der Aufnahme von Holo-Transferrin-TfR-Komplexen erwarten. Eine verminderte 
DMT1-Beladung der Zellmembran würde keinen Einfluss auf die Aufnahme haben, verminderte 
DMT1-Konzentrationen in Endosomen/Lysosomen würden sich in einer geringeren Freisetzung von 
Eisen aus den Vesikeln ins Zytosol, und folglich in einer verminderten Fpn1-mRNA-Transkription, und 
vor allem in verminderte Ferritin-Konzentrationen widerspiegeln. Da die Zellen in serumhaltigem 
(Transferrin-haltigem) Medium inkubiert wurden, könnte dies die Erklärung für die beobachteten 
Reaktionen der Eisen-unbehandelten Zellen sein.
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Abb. 3.31: DMT1 knock down in Makrophagen. J774-Zellen wurden für 24h mit esiRNA gegen alle DMT1-mRNA 
Isoformen transient transfiziert („+“) oder nur mit dem Transfektions-Reagenz Lipofectamin inkubiert („-“). 
Anschließend erfolgte eine Inkubation mit 0,1 mM (Eisen) der nanomag®-D-spio-COOH SPIOs oder FAS für 6h,
oder nach Waschungen für 18 weitere Stunden ohne Eisen. a, b: RT-PCR zum Nachweis von DMT1 (a) und 
Ferroportin mRNA (b); c, d: Western Blot zum Nachweis von DMT1 Protein mit einem AK gegen alle Isoformen
nach Membranprotein-Präparation, nach 6h (c) und nach 6h + 18h (d); die Zahlen geben die densitometrisch 
quantifizierten Bandenstärken im Verhältnis zu ß-Aktin an; e: intrazelluläre Eisenkonzentrationen mittels AAS
gemessen; f: Ferritin-Produktion mittels ELISA gemessen (Signifikanzen: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; 
n = 3)

Falls SPIOs denselben Weg einschlagen, sollten die eben beschriebenen Reaktionen auch bei der 
Inkubation mit den nanomag®-D-spio-COOH SPIOs zu beobachten sein. Das war jedoch nicht der Fall. 
Der Grund dafür bleibt unklar, zumal die Aufnahme-Experimente aus Kap. 3.2.2.3 auf eine Vesikel-
abhängige Aufnahme von SPIOs (entweder durch Phagozytose oder durch Endozytose) hindeuteten, 
so dass bei einem knock down von vesikulärem DMT1 eine Beeinflussung der Fpn1-mRNA und der 
Ferritinsynthese zu erwarten wäre. Im Westernblot konnte auf Proteinebene nach der Transfektion 
keine deutlich verminderte Gesamt-DMT1-Konzentration festgestellt werden. Nach 6 h Inkubation 
mit den SPIOs wurde mit einem DMT1/β-Aktin-Verhältnis von 0,75 sogar eine leicht höhere 
Expression als bei den untransfizierten Zellen (0,62) gemessen (Abb. 3.31 c). Nach weiteren 18 h 
Inkubation ohne SPIOs wurde jedoch mit 0,58 gegenüber 0,67 ein geringerer Quotient gemessen 
(Abb. 3.31 d). Die geringen Unterschiede lassen keinen eindeutigen Schluss zu. Falls es doch einen 
Effekt auf Proteinebene gab, worauf die beschriebenen Reaktionen der transfizierten, Eisen-
unbehandelten Kontroll-Zellen hindeuten, dann war die Auswirkung auf die vesikuläre DMT1-
Population anscheinend so gering, dass durch die relativ hohe Eisenbeladung (durch die aufge-
nommenen und abgebauten SPIOs) mittels Messung der Ferritinsynthese nicht unterscheidbare Fe2+-
Konzentrationen ins Zytoplasma gelangt sind. 
Potenziell könnte auf der anderen Seite ein Verwandter von DMT1 (Nramp2), nämlich Nramp1, der 
für seine Eisen-Transport-Funktion in Phagosomen bekannt ist (Gruenheid et al., 1997; Gunshin et al., 
1997), die beeinträchtigte DMT1- Funktion kompensieren. Nach Vidal et al. (1996) besitzen J774-
Zellen jedoch kein funktionsfähiges Nramp1. Mittlerweile wurde auch ein andere Eisentransporter, 
das Typ IV-Mukolipidose-assoziierte Protein 1 (TRPML1, auch Mucolipin 1), gefunden, der Fe2+-Ionen 
aus späten Endosomen/ Lysosomen ins Zytoplasma transferieren kann (Dong et al., 2008; Kiselyov et 
al., 2011). Ein weiterer potenzieller Eisentransporter, der Eisen über Zellmembranen, aber auch über 
endosomale Membranen transportieren kann, ist „Stimulator of Fe transport“ (SFT; Aisen et al., 1999; 
Gutierrez et al., 1998; Yu & Wessling-Resnick, 1998). In wie fern diese Transport-Proteine bei J774-
Zellen eine Rolle spielen, ist jedoch unklar.

Bei der Inkubation der transfizierten J774-Zellen mit FAS konnte nach 6 h eine im Vergleich zu den 
untransfizierten Zellen signifikant verminderte intrazelluläre Eisenkonzentration festgestellt werden
(Abb. 3.31 e). Passend dazu wurde auch eine verminderte Ferritinkonzentration gemessen (Abb. 3.31
f). Dies würde für eine verminderte Eisenaufnahme und somit für eine Hemmung der Membran-
ständigen DMT1-Proteine sprechen, was im Western Blot allerdings nicht sichtbar war.
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Zur eindeutigen Klärung ist es für zukünftige Experimente sinnvoll, gezielt die einzelnen DMT1 
Isoformen durch die Wahl von spezifischen esiRNAs und Antikörpern anzusteuern.

3.4 Toxizität von Eisenoxid-Nanopartikeln

Vor der medizinischen Anwendung von Nanopartikeln ist die Sicherstellung deren Unbedenklichkeit 
für den Organismus unabdingbar. Da die toxischen Auswirkungen von Nanopartikeln in vitro und in 
vivo vielfältig sein können, sind dies auch die Untersuchungsmethoden. In den folgenden Kapiteln 
wurde zunächst die Auswirkungen von verschiedenen SPIOs auf spezifische Stress- und Toxizitätsgene 
sowie –Signaltransduktionswege untersucht. Anschließend wurde ein besonderes Augenmerk auf die 
Auslösung von oxidativen Stress gelegt, und zuletzt die Auswirkungen von SPIOs auf den Gesamt-
zustand von Makrophagen untersucht.

3.4.1 Untersuchung der Genexpression spezifischer Stress-und 

Toxizitätsgene

3.4.1.1 Expressionsmuster in der Mäuseleber

Tab. 3.5: Stimulierung der Transkription von Genen der Leber durch Nanopartikel, gemessen mit dem „RT² 
Profiler™ PCR Array Mouse Stress & Toxicity PathwayFinder“ (PAMM-003A der Firma SABiosciences). Dargestellt 
sind die Gene, die bei mindestens einer Behandlung eine im Vergleich zur Kontrolle 2-fach höhere Expression 
aufwiesen. Die Zahlen geben die Faktoren der veränderten Expression an. Die fett gedruckten Gene wurden 
anschließend in Einzelassays untersucht.

Symbol Gen
4,6 mg 

Ferinject®
100 µg 

PMAcOD
52 µg 

Nanosomen

Ccl21b Chemokine (C-C motif) ligand 21b -1,3 1,2 2,5
Ccl3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 8,6 1,1 2,5

Ccl4 Chemokine (C-C motif) ligand 4 6,3 1,4 1,7
Ccnd1 Cyclin D1 6,8 -2,2 2,0
Cdkn1a Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) 2,3 3,9 -1,6

Cyp1a1 Cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 1 1,0 1,0 2,5
Cyp1b1 Cytochrome P450, family 1, subfamily b, polypeptide 1 1,4 1,9 2,2
Cyp4a14 Cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 14 -1,6 15,8 2,8

E2f1 E2F transcription factor 1 7,7 1,7 2,8
Egr1 Early growth response 1 1,1 -2,1 4,1
Gstm1 Glutathione S-transferase, mu 1 2,1 -1,2 -1,0
Gstm3 Glutathione S-transferase, mu 3 6,0 -5,3 1,5
Hmox1 Heme oxygenase (decycling) 1 2,4 2,8 1,3
Hspa1b Heat shock protein 1B -1,1 3,8 1,1

Lta Lymphotoxin A 2,1 3,6 1,5
Mt2 Metallothionein 2 1,2 28,4 8,1
Nos2 Nitric oxide synthase 2, inducible 6,5 3,6 7,6
Serpine1 Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade E, member 1 1,8 3,6 2,3

Ung Uracil DNA glycosylase 1,3 2,6 1,2
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Tab. 3.6: Inhibierung der Transkription von Genen der Leber durch Nanopartikel, gemessen mit dem „RT² 
Profiler™ PCR Array Mouse Stress & Toxicity PathwayFinder“ (PAMM-003A der Firma SABiosciences). Dargestellt 
sind die Gene, die bei mindestens einer Behandlung eine im Vergleich zur Kontrolle 2-fach geringere Expression 
aufwiesen. Die Zahlen geben die Faktoren der veränderten Expression an. Die fett gedruckten Gene wurden 
anschließend in Einzelassays untersucht.

Symbol Gen
4,6 mg 

Ferinject®
100 µg 

PMAcOD
52 µg 

Nanosomen

Ccnc Cyclin C -2,6 -2,2 -2,3
Ccnd1 Cyclin D1 6,8 -2,2 2,0

Ccng1 Cyclin G1 -2,2 -1,8 -1,8
Cxcl10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 1,2 -2,5 -1,5

Cyp2a5 Cytochrome P450, family 2, subfamily a, polypeptide 5 -2,0 -2,6 1,1
Cyp2b10 Cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 10 -6,1 -3,4 -6,1

Cyp2b9 Cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 9 -2,5 -1,5 -2,0
Cyp2c29 Cytochrome P450, family 2, subfamily c, polypeptide 29 -2,8 -4,2 -2,1
Cyp4a10 Cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 10 -3,8 1,7 1,3
Cyp7a1 Cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1 -4,5 -2,7 1,2

Dnaja1 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 -2,6 -1,2 -2,3
Egr1 Early growth response 1 1,1 -2,1 4,1

Ephx2 Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic -2,2 -1,1 -1,2
Fasl Fas ligand (TNF superfamily, member 6) -1,5 -2,2 -2,3
Fmo4 Flavin containing monooxygenase 4 -1,8 -2,0 -9,7
Gstm3 Glutathione S-transferase, mu 3 6,0 -5,3 1,5

Hspa1l Heat shock protein 1-like -1,8 -2,1 1,4
Hspa4 Heat shock protein 4 -3,1 -1,7 -2,3
Hspa5 Heat shock protein 5 -2,2 1,3 -2,3
Hspa8 Heat shock protein 8 -2,4 1,1 -3,8
Hspb1 Heat shock protein 1 -3,1 -2,0 -4,9

Hspd1 Heat shock protein 1 (chaperonin) -2,1 -1,5 -1,4
Hspe1 Heat shock protein 1 (chaperonin 10) -2,5 -1,8 -2,2
Igfbp6 Insulin-like growth factor binding protein 6 -12,7 -7,4 -7,3

IL-1a Interleukin 1 alpha 1,1 -1,1 -2,1
IL-1b Interleukin 1 beta -2,3 1,0 -2,1

Por P450 (cytochrome) oxidoreductase -2,0 1,9 1,1
Sod1 Superoxide dismutase 1, soluble -5,6 1,1 -1,4

Sod2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial -2,4 -1,7 -1,7
Tnfsf10 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 -5,5 -3,0 -1,5

Xrcc2
X-ray repair complementing defective repair in 

Chinese hamster cells 2 1,2 -3,4 1,4
Hsp90ab1 Heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B member 1 -2,5 -1,3 -1,8

Um die potenziell toxischen Wirkungen der PMAcOD SPIOs in vivo zu untersuchen, wurde die mRNA 
aus den Lebern der mit 4,6 mg Ferinject®, 0,1 mg PMAcOD SPIOs oder 0,052 mg Nanosomen 
behandelten Mäuse (siehe Kap. 3.2.1) isoliert, in cDNA umgeschrieben und schließlich einer RT-PCR 
unterzogen. Dabei kam der „RT² Profiler™ PCR Array Mouse Stress & Toxicity PathwayFinder“ (PAMM-
003A der Firma SABiosciences) zur Anwendung, der 88 verschiedene Stress- und Toxizitäts-Gene 
enthielt (siehe Tab. 4.1 im Anhang). Aus der Vielzahl an Markern wurden besonders stark hoch (Tab. 
3.5) oder herunter (Tab. 3.6) regulierte Gene ausgewählt, und deren Expression mit RT-PCR Einzel-
Assays untersucht. 
Zuallererst fällt auf, dass die Unterschied der Expressionsmuster im Vergleich zur Kontrolle bei dem 
„RT² Profiler™ PCR Array Mouse Stress & Toxicity PathwayFinder“, sowohl bei den hoch als auch bei 
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den herunter regulierten Genen, deutlich größer sind als bei den Einzelassays. Besonders eine im 
Array gefundene leichte Herunterregulierung von Genen zeigte im Einzelassay oftmals ein im 
Vergleich zur Kontrolle gleiches Expressionslevel. Trotzdem stimmen die Ergebnisse insgesamt relativ 
gut überein.
Aufgrund des Expressionsmusters lassen sich die Gene nach den physiologischen Funktionen ihrer 
Proteine in vier Klassen unterteilen.

1. Oxidoreduktasen:
Die erste Gruppe der durch die SPIOs im Array beeinflussten Gene beinhaltet vor allem Mitglieder der 
P450 Cytochrom Familie (CYP). CYPs sind Hämproteine mit enzymatischer Oxidoreduktase-Aktivität, 
die in nahezu allen Organismen und in allen Organen, besonders in der Leber vorkommen. Die 
Hauptaufgabe dieser Enzyme ist die Oxidation zahlreicher körpereigener (z.B. Steroidhormone wie 
Östrogen und Testosteron, Fettsäuren, Sterole, Gallensäure) und körperfremder (Medikamente, 
Umweltschadstoffe, Nahrungsmittelzusätze), organischer Substanzen (Guengerich et al., 2008; 
Nebert & Dieter, 2000). Die Oxidation von hydrophoben Substanzen verbessert deren Löslichkeit und 
ermöglicht eine effektive Biotransformation und Eliminierung aus dem Körper. Daneben sind CYPs an 
wichtigen Schritten der Synthese von Cholesterin, Steroidhormonen, Prostaglandinen, Retinoiden 
und von Vitamin D3 beteiligt (Zanger et al., 2008; Hlavica & Lehnerer, 2010). 
Beim Menschen sind 60, bei der Maus 101 CYPs bekannt, die in der inneren Mitochondrien-Membran 
und im Endoplasmatischen Retikulum zu finden sind, und die überwiegend als Monooxygenasen 
fungieren. Der wichtigste Reaktionstyp ist die Hydroxylierung nicht-aktivierter C-H-Bindungen
(Formel 3.1):

R-H + O2 + NADPH + H+   →   R-OH + H2O + NADP+ (3.1)

(Eine gute Animation dazu ist auf http://elearn.pharmacy.ac.uk/flash/view/Cytochrome_P450.html
zu finden). Statt NADPH können auch Flavine oder Flavoproteine sowie Eisen-Schwefel-Proteine wie 
Ferredoxin als Reduktionsäquivalente dienen.
Im Array wurden 10 unterschiedliche P450 Cytochrome aus 5 verschiedenen Familien (CYP1, CYP2, 
CYP3, CYP4 und CYP7) untersucht. Während die Vertreter aus der Familie CYP1, CYP2 und CYP3 für 
die Phase I Biotransformation der meisten Medikamente und Xenobiotika verantwortlich sind, sind 
die übrigen Familien eher für den endogenen Metabolismus zuständig (Tab. 3.7).

Die Injektion von Ferinject® änderte die mRNA-Konzentration der untersuchten P450 Cytochrome 
entweder nicht (Cyp1a1, Cyp1b1), oder führte zu einer Reduktion, die bei Cyp2b10 am stärksten 
ausfiel (-6,1-fach) (Tab. 3.6). Im Einzelassays bestätigte sich letzteres jedoch nicht, und auch die 
anderen untersuchten Genen (Cyp4a10, Cyp4a14, Cyp7a1) zeigten hier keine signifikante 
Veränderung (Abb. 3.32).
Auch nach der Behandlung mit den PMAcOD SPIOs war im Array bei fast allen P450 Cytochromen 
entweder keine Veränderung oder eine Herunterregulation festzustellen (Tab. 3.6). Lediglich die 
Expression der Cyp4a14 mRNA-Konzentration wurde um den Faktor 15,8 hoch reguliert (Tab. 3.5), 
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was sich auch im Einzelassay bestätigte (Abb. 3.32). Hier muss jedoch erwähnt werden, dass mit dem 
Array die mRNA jeweils nur einer Maus untersucht werden konnte. Im Falle der mit den PMAcOD 
SPIOs behandelten Mäuse wurde zufällig die eine gewählt (Maus 3), die bei vielen Genen eine 
außergewöhnlich starke Reaktion zeigte. Offensichtlich sprach Maus 3 generell stärker auf die 
PMAcOD-Gabe an. Ein weiteres Beispiel dafür ist Cyp2b10, das im Array um den Faktor 3,4 
herunterreguliert wurde (Tab. 3.6), im Einzelassay bei Betrachtung des Mittelwerts jedoch keine 
signifikante Änderung angezeigt wurde (Abb. 3.32). Allerdings wurde das Gen bei Maus 3 um mehr 
als 50 %, herunter reguliert. Auch Cyp4a10, wurde im Einzelassay, bei der Maus 3, um mehr als das 
doppelte hochreguliert. Im Mittel ergab dies aber keine signifikante Veränderung im Vergleich zur 
Kontrolle (Abb. 3.32).

Tab. 3.7: Funktionen der untersuchten P450 Cytochrome. 

Familie Funktion Gen Funktion Literatur

CYP1 Phase I 
Biotransformation 
von Medikamenten 
und Xenobiotika;

Steroidmetabolismus

CYP1a1

CYP1b1

Hydroxylierung von aromatischen 
Kohlenwasserstoffen z.B. Benzo(a)pyrene;
Generierung von oxidativen Stress;
Synthese von Cholesterol, Steroide u.a. 
Lipiden; Metabolisierung von 
polyzyklischen aromatischen 
Kohlenwasserstoffverbindungen und 
17beta-Östradiol; 
an der zellulären Differenzierung beteiligt

Nebert et al., 2000

Sasaki et al., 2003 

Tang et al., 1996

Zanger et al., 2008 

Mohan & Heyman, 2003
CYP2 Phase I 

Biotransformation 
von Medikamenten 
und Xenobiotika;
Steroidmetabolismus

Cyp2a5

Cyp2b9
Cyp2b10
Cyp2c29

Metabolisierung von Nikotin, Aflatoxine 
und Cumarin-Alkaloide; 
Metabolisierung von Parathion, 
Malathion, Diazion, Bupropion, Efavirenz 
und Cyclophosphamid

Hodgson & Rose, 2007
Wang & Tomkins, 2008
Lang et al., 2004
Zanger et al., 2008
Wada et al., 2009 

CYP4 endogener 
Metabolismus; 
Arachidon- und 
Fettsäure-
Metabolismus

CYP4a10
CYP4a14

Generierung von oxidativen Stress;
beteiligt an Obesitas und Diabetes

Sobocanec et al., 2010

Cheng et al., 2008 

CYP7 endogener 
Metabolismus;
limitierendes Enzym 
bei der Gallensäure-
Synthese aus 
Cholesterin

CYP7a1 katalysiert die Bildung von 7-alpha-
Hydroxycholesterol durch Oxidation von 
Cholesterin

Russell & Setchell, 1992 

Chawla et al., 2000

Auch die Nanosomen bewirkten im Array eine Erhöhung der Cyp4a14 mRNA (Faktor 2,8, Tab. 3.5), die 
sich im Einzelassay als signifikante Erhöhung bestätigte (Abb. 3.32). Die Cyp4a10 mRNA wurde zwar 
nicht signifikant, aber am stärksten der applizierten Nanopartikel erhöht. Darüber hinaus bewirkten 
die Nanosomen eine relativ starke Expression der Cyp7a1 mRNA, die im Vergleich zu allen anderen 
Behandlungen signifikant war (Abb. 3.32). CYP7a1 wird vor allem durch den nukleären Rezeptor LXR 
(engl. liver X receptor-like) reguliert, der an der Cholesterin, Fettsäure und Glucose Homöostase 
beteiligt ist. Da CYP7a1 bei hohen Serum-Cholesterin-Level exprimiert wird, könnte dessen hohe 
Expression ein Indiz für den Abbau der Nanosomen und Aktivierung von LXR sein.
Cyp1a1 und Cyp1b1 wurden nur im Array untersucht. Im Gegensatz zu Ferinject® und den PMAcOD 
SPIOs wurden sie durch die Behandlung mit den Nanosomen und den Faktor 2,5 bzw. 2,2
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hochreguliert (Tab. 3.5).

              

                    

Abb. 3.32: In vivo Einfluss von SPIOs auf die Expression von Genen, die mit dem Fettsäure Stoffwechsel und der 
Metabolisierung von Xenobiotika durch die Cytochrom P450 Familie assoziiert sind. RT-PCR aus Leber-
homogenaten 2 Tage nach i.v. Injektion der angegebenen SPIOs.
(Signifikanzen: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).

Eine weitere Monooxygenase, die nicht zur P450 Familie gehört, ist die Flavin-abhängige Mono-
oxygenase (engl. flavin containing monooxygenase, FMO). Wie die P450 Cytochrome oxidieren sie 
NADPH-abhängig eine Reihe von Substanzen durch Oxygenierung von Stickstoff-, Schwefel-, 
Phosphor-und Selen-Atomen. Sie besitzen Flavin als Cofaktor. Drei Mitglieder dieser Protein-Familie, 
Fmo1, Fmo4 und Fmo5 wurden im Array untersucht. Alle Nanopartikel bewirkten keine bis eine 
leichte Herunterregulation der mRNAs (Tab. 3.6). Die Fmo4 mRNA zeigte nach der Gabe von Nano-
somen die stärkste Reduzierung (-9,7-fach), gefolgt von den PMAcOD SPIOs (-2,0-fach) und Ferinject®
(-1,8-fach). Im Einzelassay wurde das Ergebnis durch signifikante Abnahmen der Fmo4 mRNAs nach 
Inkubation mit den PMAcOD SPIOs und den Nanosomen bestätigt (Abb. 3.32).
Eines der wichtigsten Enzyme für die Phase II Biotransformation ist die UDP-Glucuronosyltransferase 
(UGT). Sie führt die Glucoronidierung durch, die Übertragung von Glucoronsäure auf verschiedene 
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hydrophobe Xenobiotika, um sie besser wasserlöslich zu machen, so dass sie effektiver ausge-
schieden werden können (King et al., 2000; Bock & Köhle, 2005). In dem Array war in der Expression 
der Ugt1a2 mRNA keine Veränderung im Vergleich zur Kontrolle festzustellen (nicht gezeigt).

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die untersuchten Monooxigenase-Gene recht unter-
schiedlich auf die verschiedenen Präparate reagierten: Die hohe Eisendosis in Form von Ferinject®
hatte eine geringe oder eher negative Wirkung (Herunterregulation). Die Nanopartikeln erzielten zum 
Teil ähnliche Reaktionen (Hochregulation von Cyp4a10 und Cyp4a14, Herunterregulation von Fmo4). 
Unterschiede zwischen den PMAcOD SPIOs und den Nanosomen in der Expression von einzelnen 
Genen (Cyp1a1, Cyp1b1, Cyp7a1) lassen sich vermutlich durch die unterschiedliche Komposition der 
Hüllen erkären.

2. Anti-oxidative/ anti-xenobiotische Gene:
Eisen ist für sein Potential bekannt, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu generieren (siehe Kap. 1.5). 
Durch Interaktion mit Membranen, Proteinen und der DNA können diese Radikale massive Zell-
schädigungen (oxidativen Stress) hervorrufen. Die Zelle ist dem jedoch nicht schutzlos ausgeliefert, 
sondern ist mit verschiedenen Abwehrmechanismen ausgestattet. Zu den Nicht-enzymatischen 
Mechanismen gehören z.B. Karotine, Flavonoide, Glutathion, Thioredoxin-Puffersysteme, Ubiquinole 
und Vitamine (C und E), aber auch Metallothioneine und Ferritin (Sies, 1997). Neben der Katalase 
sind darüber hinaus weitere Enzyme beteiligt, die Phase II (Konjugations-) Reaktionen, die bei der 
Biotransformation von Xenobiotika und Medikamenten eine Rolle spielen, durchführen (z.B. 
NAD(P)H:Quinon Reduktasen, Glutathion S-Transferasen, Glutathion Peroxidasen Glutathion Reduk-
tasen, γ-Glutamat-Cystein Synthetase). Einige wurden im Rahmen dieser Arbeit genauer untersucht:

Die Glutathion-S-Transferase (GST) katalysiert die Konjugation von reduziertem Glutathion mit 
verschiedenen elektrophilen Substraten, wie Karzinogenen, Medikamenten, Toxinen, und ROS-
Produkten (Douglas, 1987). Diese sogenannte Phase II Reaktionen der Biotransformation fördern den
Abbau dieser Substanzen. Darüber hinaus ermöglicht/verbessert die Glutathionbindung die 
Löslichkeit speziell von lipophilen Stoffen, so dass GSTs zur Detoxifikation der Zelle beitragen 
(Sheehan et al., 2001). Die Säugetier GSTs werden in die Klassen Alpha, Kappa, Mu, Omega, Pi, Sigma, 
Theta und Zeta eingeteilt (Wilce & Parker, 1994). Zwei Vertreter aus der Mu Klasse, Gstm1 und 
Gstm3, wurden im Array getestet.
Ein weiteres Enzym, das die Zelle vor oxidativem Stress schützt, ist die Superoxid Dismutase (SOD). Es 
wandelt Superoxidanionradikale, Nebenprodukte der mitochondrialen Elektronentransportkette, in 
Wasserstoffperoxid um (Formel 3.1) (Liochev & Fridovich, 2005).

2 •O2
-  +  2H+   →   H2O2  +  O2 (3.1)

Das Unschädlichmachen von Superoxidanionen ist deshalb so wichtig, weil sie ansonsten z.B. mit 
Stickstoffoxid (NO) zu toxischen Peroxynitriten oder mit anderen zellulären Bestandteilen reagieren 
könnten. SOD besitzt die höchste katalytische Aktivität kcat/KM aller bekannten Enzyme (7*109 M−1s−1). 
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In Säugetieren werden drei Superoxid Dismutasen unterschieden: SOD1 kommt im Zytoplasma vor, 
SOD2 in den Mitochondrien, und SOD3 ist extrazelluläre lokalisiert. SOD1 und SOD3 besitzen Kupfer 
und Zink als Cofaktoren in ihren aktiven Zentren, SOD2 Mangan.
Hämoxygenase 1 ist ein essentielles Enzym, das Häm zu Eisen, Biliverdin (welches schnell zu Bilirubin 
umgewandelt wird), Kohlenmonoxid und freies Eisen abbaut (Tenhunen et al., 1968). Beim Säugetier 
existieren drei Isoformen (McCoubrey et al., 1997), beim Menschen zwei, HMOX1 und HMOX2, das 
konstitutiv exprimiert wird (Maines et al., 1986). HMOX1 wird stimuliert durch TGF-β, verschiedenen 
Wachstumsfaktoren (PDGF, VEGF), durch das Chemokin SDF-1 und anderen Zytokinen, durch Schwer-
metalle, Endotoxine, NO, Sauerstoffmangel, Peroxynitrit, Lipidperoxide und generell durch oxidativen 
Stress (Durante et al., 1997; Yet et al., 1997). Der Abbau von Häm durch das Hämoxygenase-System 
ist die hauptsächliche Quelle für die Bildung von Kohlenstoffmonoxid im Körper. In geringen Konzen-
trationen wirkt es durch Inhibierung der Expression von TNFα, IL-1β und IL-6 anti-inflammatorisch
(Otterbein et al., 2000; Morse et al., 2003). Weitere Funktionen sind die Förderung der Gefäßneu-
bildung, antioxidative (Datla et al., 2007), anti-fibrotische sowie anti-proliferative (Morita et al., 1997; 
Duckers et al., 2001) und anti-apoptotische Wirkungen (Otterbein et al., 2003; Song et al., 2003). 

Die Expression von GST, SOD, HMOX, sowie vielen weiteren Genen, wird von dem Transkriptions-
faktor NRF2 (engl. nuclear factor erythroid derived 2, like 2; Nfe2l2) kontrolliert. Im inaktiven Zustand 
ist NRF2 im Zytoplasma an das Aktin-bindende Protein KEAP1 gebunden (Abb. 3.33). Durch oxidativen 
Stress wird NRF2 über PKC-Stimulierung, durch PI3K und MAPKinase Signalwege phosphoryliert. Dies 
bewirkt die Loslösung von KEAP1 und Translokation in den Zellkern. Dabei kann es verschiedene Pro-
teine wie Maf, Jun oder p21 binden. Im Zellkern bindet es an „Antioxidant Response Elements“ (ARE) 
der DNA und aktiviert die Expression von Proteinen, die für die Reparatur und Entfernung von ge-
schädigten Proteinen (Ubiquitinierung, Degradation durch das Proteasom, Chaperone), den Trans-
port, die Metabolisierung und Detoxifikation von Xenobiotika, zuständig sind, sowie von antioxidativ 
wirkenden Proteinen (Abb. 3.33) (Jaiswal, 2004; Kaspar et al., 2009). Die Bedeutung von NRF2 zeigt 
sich in Nrf2 knock out Mäusen, die sehr sensitiv auf oxidativen Stress und sonstigen Umweltein-
flüssen reagieren (Kensler et al., 2007; Jiang et al., 2009; Sussan et al., 2008; Rangasamy et al., 2005).

Die Injektion der hohen Ferinject®-Dosis führte im Array zu einer Hochregulation von Gstm1 und 
Gstm3 (Tab. 3.5). Das zuletzt genannte Gen zeigte auch im Einzelassay eine starke positive Reaktion 
(Abb. 3.34). Die SOD1 und SOD2 mRNAs wurden im Array herunterreguliert (Tab. 3.6), zeigten im 
Einzelassay jedoch keine Veränderung im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 3.34). Stattdessen wurde die 
Transkription von Hmox1, nicht aber von Hmox2, durch Ferinject® 2,4-fach hochreguliert (Tab. 3.5), 
was sich im Einzelassay bestätigte (Abb. 3.34). Die Expression der Nrf2 mRNA wurde im Array nicht 
untersucht. Im Einzelassay bewirkte Ferinject® eine Erhöhung der mRNA-Konzentration, die jedoch 
nicht signifikant war (Abb. 3.34).

Die Injektion der PMAcOD SPIOs führte im Array zu einer starken Herunterregulation von Gstm3, 
während die Gstm1 mRNA unbeeinflusst blieb (Tab. 3.5). Im Einzelassay bestätigte sich dies jedoch 
nicht. Lediglich die mRNA der Maus 3 wurde, wie im Array, stark herunterreguliert. SOD1, SOD2 und 
Nrf2 blieben durch die PMAcOD SPIOs unbeeinflusst, Hmox1 wurde im Array hochreguliert (2,8-fach, 
Tab. 3.5), und im Einzelassay nur bei der Maus 3.
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Abb. 3.33: NRF2-vermittelte Antwort auf oxidativen Stress 
(für detaillierte Erläuterungen siehe Text; Abbildung von www.SABiosciences.com)



3.Ergebnisse und Diskussion

142

Abb. 3.34: In vivo Einfluss von SPIOs auf die Expression von Genen, die mit „Oxidativer Stress Antwort“, „Phase 
II Reaktionen“ und „Metabolisierung von Xenobiotika“ assoziiert sind. RT-PCR aus Leberhomogenaten 2 Tage 
nach i.v. Injektion der angegebenen SPIOs (Signifikanzen: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).

Die Nanosomen bewirkten keine Veränderung der untersuchten Gene.

Ein weiteres Enzym, das durch NRF2 reguliert wird, ist die Glutathion Peroxidase (GPX) (Abb. 3.33). 
Das Selen-enthaltende Enzym reduziert Lipid-Hydroperoxide (R-O-O-R) mit Hilfe von Glutathion zu 
ihren entsprechenden Alkoholen (R-O-O-H), und freies Wasserstoffperoxid (H2O2) zu Wasser (H2O). 
Zwei Isoenzyme dieser Gruppe, Gpx1, das zytoplasmatische vorkommt, und Gpx2, das intestinal und 
extrazelluär zu finden ist, wurden im Array untersucht, wurden durch die Nanopartikel jedoch nicht 
beeinflusst (nicht gezeigt).
Auch die Glutathion Reduktase (GSR), ein weiteres, durch NRF2 reguliertes Enzym, das oxidiertes 
Glutathion reduziert, zeigte im Array keine Veränderung nach Behandlung der Mäuse mit den Nano-
partikeln (nicht gezeigt).

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Ferinject® die untersuchten anti-oxidativen Gene am 
stärksten stimulierte, die PMAcOD SPIOs und die Nanosomen beeinflussten sie kaum. Offensichtlich 
ist die hohe Eisenzkonzentration die Ursache für die erhöhte Expression. Dies wurde auch bei Eisen-
überladenen Ratten festgestellt (Brown et al., 2007).

3. Zytokine:
Eine weitere, sehr bedeutende Gruppe sind die Zytokine. Zu der großen Familie der Zytokine gehören 
Proteine, Peptide oder Glykoproteine, die bei einer Vielzahl von physiologischen Reaktionen wie der
Proliferation und Differenzierung von Zellen sowie bei immunologischen Reaktionen eine Rolle 
spielen. Man unterscheidet im Wesentlichen fünf Hauptgruppen, von denen vier im Rahmen dieser 
Arbeit näher untersucht wurden (Tab. 3.8). Die Hauptgruppe der Interferone wurde außer Acht 
gelassen.
Chemokine sind kleine (8-14 kDa) chemotaktische Zytokine, die ihre biologischen Wirkungen, die 
Chemotaxis, durch Bindung an Chemokin-Rezeptoren (G-Protein-gekoppelte Rezeptoren) von 
Immunzellen entfalten. Charakteristisch für diese Zytokine sind Cysteinreste am Amino-Terminus. 
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Anhand der Anzahl und der Positionen der Cysteine leitet sich die systematische Nomenklatur ab, 
nach der vier Klassen zu unterscheiden sind: CC, CXC, CX3C und XC Chemokine (Abb. 3.35). Das 
Anhängen eines „L“ oder „R“ benennt den Liganden (CCL) oder den Rezeptor (CCR). CC-Chemokine 
induzieren die Migration von Monozyten, Natürlichen Killerzellen und Dendritischen Zellen, aber 
auch Reaktionen wie Degranulierung, die Freisetzung von Superoxid-Anionen sowie die Veränderung 
der Avidität von Integrinen.

Abb. 3.35: Struktur von Chemokinen. „C“ gibt die Cystein-Reste an, zwischen denen Disulfidbrücken ausgebildet 
werden, „X“ die dazwischen liegenden Aminosäuren. Je nach Position werden vier Klassen unterschieden 
(Abbildung von Kohidai, 2008).

Tumornekrosefaktoren (TNF) sind Zytokine des Immunsystems, die an lokalen und systemischen 
Entzündungen beteiligt sind. Sie aktivieren die Aktivität von Immunzellen, aber auch Apoptose, Zell-
proliferation, Zelldifferenzierung und die Ausschüttung anderer Zytokine.

Interleukine sind Zytokine, die zur Kommunikation der Leukozyten untereinander dienen, um so 
koordiniert Krankheitserreger oder auch Tumorzellen zu bekämpfen. Weiterhin vermitteln bestimme 
Interleukine wie IL-1β und IL-6 gemeinsam mit TNFα auch systemische Wirkungen, wie die Auslösung 
von Fieber sowie generalisierte Durchblutungs- und Permeabilitätsteigerungen, sodass diese Zytokine 
im Falle einer Sepsis zu Kreislaufversagen führen können (Tab. 3.8).

Koloniestimulierende Faktoren (engl. colony stimulating factor, CSF) bewirken die Vermehrung und 
Reifung von Knochenmarkstammzellen. Einige erhöhen die Aktivität von ausdifferenzierten hämato-
poetischen Zellen. Sie zählen damit zu den wichtigsten Regulatorsubstanzen des Immunsystems.

Neben den angegebenen Zytokinen wurde noch die induzierbare Stickstoffoxid Synthase 2 (NOS2) 
untersucht. Vor allem Makrophagen synthetisieren es nach Induktion durch LPS und bestimmten 
Zytokinen (z.B. IFNγ, IL-1β, IL-6, TNFα). Das durch sie produzierte Stickstoffoxid (NO) ist ein reaktives 
Radikal, das in verschiedenen biologischen Prozessen wie der Neurotransmission und bei anti-
tumorigenen und anti-bakteriellen Prozessen eine wichtige Rolle spielt (Nathan, 1992; Snyder, 1992; 
Moncada & Higgs, 1996). NO wirkt zytotoxisch auf Bakterien und Zellen, indem es in die Zielzelle 
diffundiert und dort zum Eisenverlust führt (siehe auch Kap. 1.4.7.1) (Hibbs et al., 1984; Wharton et 
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al., 1988), die DNA-Synthese abschaltet (Krahenbuhl & Remington, 1974), die Atmungskette in Mito-
chondrien (Granger & Lehninger, 1982) und den Zitronensäurezyklus beeinflusst (Drapier & Hibbs, 
1986). Dies geschieht durch Interaktion von NO mit den Eisen-Schwefel-Clustern der beeinflussten 
Proteine (Pantopoulos et al., 1994). Die Aktivität der Stickstoffoxid-Synthase ist kaum reguliert, 
sodass es nach Exprimierung zu einer schnellen, starken und langanhaltenden NO Synthese kommt.

      

                       

                                                         

Abb. 3.36: Einfluss von SPIOs auf die Expression von Zytokinen in vivo. RT-PCR aus Leberhomogenaten 2 Tage 
nach i.v. Injektion der angegebenen SPIOs (Signifikanzen: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).
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Chemokine (C-X-C motif) ligand 10
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superfamily, member 1a
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Tab. 3.8: Hauptgruppen von Zytokinen und die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Gene

Gruppe Gen sezerniert von Wirkung/Funktion Literatur

C
h

em
ok

in
e

Ccl2
Monozyten
Makrophagen
Dendritische Zellen

Rekrutierung von Monozyten, T-Zellen, basophile Granulozyten und Dendritische Zellen zum Entzündungsort;
an neuroinflammatorischen Prozessen beteiligt sowie an der Pathogenese von(Psoriasis (Schuppenflechte), 
Rheumatoide Arthritis, Arteriosklerose, Epilepsie, Gehirn Ischämie, Alzheimer,
Experimentellen Autoimmun-Encephalomyelitis (EAE), Hirntraumata

Carr et al., 1994 
Xia & Sui, 2009
Foresti et al., 2009
Hickman & El Khoury, 2010
Ransohoff et al., 1993 

Ccl3

Ccl4

Makrophagen z.B. 
nach Stimulierung 
durch bakterielle 
Endotoxine

Aktivierung von Granulozyten → Entzündungsreaktionen;
Stimulierung der Synthese und Freisetzung von IL-1, IL-6, TNFα u.a. von Fibroblasten und Makrophagen

Wolpe et al., 1988

Ccl21b Chemotaxis von B-und T-Zellen sowie Dendritischen Zellen in sekundären lymphatischen Organen

Cxcl10 Monozyten
Endothelzellen
Fibroblasten nach 
Stimulierung durch 
IFNγ

Chemotaxis von Monozyten, Makrophagen, T-Zellen, Natürlichen Killerzellen und Dendritischen Zellen;
Beeinflussung der T-Zell-Adhäsion an Endothelzellen;
Antitumor-Eigenschaften

Luster et al, 1985

Angiolillo et al., 1995

Dufour et al, 2002

T
u

m
or

-
n

ek
ro

se
-

fa
k

to
re

n TNFα

TNFβ

aktivierten 
Makrophagen

an systemischen Entzündungs-prozessen und an „Akute-Phase-Reaktionen“* beteiligt;
Auslösung von Fieber, Sepsis, Kachexie, Entzündungen und auf zellulärer Ebene Apoptose;
Inhibierung der Tumorbildung und der viralen Replikation;
an „priming“** beteiligt

Dufour et al, 2002
Olszewski et al., 2007

In
te

rl
eu

k
in

e

IL-1α

IL-1β

Monozyten

Makrophagen

Fibroblasten

Dendritische Zellen

zentrale Rollen bei der Immunantwort gegen Infektionen;
Erhöhung der Expression von Adhäsionsfaktoren auf Endothelzellen → Migration von Leukozyten zum 
Infektionsort;
Auslösung von Fieber;
Regulation der Hämatopoese;
IL-1β reguliert „Akute-Phase-Reaktion“*, IL-6 Freisetzung, den Anstieg von neutrophilen Granulozyten und 
Thrombozyten, die Bildung von Prostaglandin E2 in Endothelzellen und die Kortison-Ausschüttung durch die 
Nebenniere

Bankers-Fulbright et al., 1996 
Dinarello, 1997
Deak et al., 2005
Olivadoti & Opp, 2008 
Fabricio et al., 2006 
Ramadori et al., 1988
Ballmer et al., 1991

IL-6 T-Zellen

Makrophagen

Stimulierung von B-Lympozyten zur IgG-Sekretion;
Stimulierung von „Akute-Phase-Reaktionen“*;
Schlüsselrolle bei dem Übergang von der angeborenen zur erlernten Immunantwort;
Regulation der Differenzierung (z.B. von Monozyten zu Makrophagen), Proliferation, Polarisierung und 
Apoptose von Leukozyten;
anti-inflammatorische Wirkung durch Inhibition von TNFα und IL-1; an „priming“** beteiligt

Ponce et al., 2012

Clahsen & Schaper, 2008

K
ol

on
ie

-
st

im
u

li
er

en
d

e 
F

ak
to

re
n

Csf2 Makrophagen
T-Zellen
Mastzellen
Endothelzellen
Fibroblasten

immunologische Abwer;
Leukozyten Wachstumsfaktor → stimuliert Stammzellen zur Differenzierung zu Granulozyten und Monozyten;
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*Akute-Phase-Reaktionen: unspezifische Immunreaktion nach Gewebsschädigungen (Verletzung, Operation, 
Infektion), bei der Endothelzellen, Fibroblasten und Makrophagen im geschädigten Gewebe neben TNFα
weitere Mediatoren wie IL-1, IL-6, TGFβ, IFNγ, EGF, LIF und andere freisetzen. Über die Blutbahn erreichen sie 
die Leber, wo sie in Anwesenheit von Kortisol die Leber zur vermehrten Synthese von weiteren Akute-Phase-
Proteinen stimulieren (Bode et al., 2012).
**„priming“: In Kombination mit IL-6 hat TNFα in der Leber die Funktion, Hepatozyten nach Leberschädigungen 
auf Wachstum und Zellteilung vorzubereiten, so dass dafür notwendige Transkriptionsfaktoren bereits gebildet 
werden, ohne dass sich die Zelle teilt. Erst im nächsten Schritt wird durch Wachstumsfaktoren (HGF, EGF, TGFα) 
die Produktion von Cyclin D stimuliert und die Mitose eingeleitet (Jia, 2011)

Abb. 3.36 zeigt die Wirkung der Nanopartikel auf die Expression von Zytokinen in der Leber. Bei 
Betrachtung der Chemokine induzierte Ferinject® nach zwei Tagen massiv die Expression von Ccl3 
(8,6-fach) und Ccl4 (6,3-fach) im Array (Tab. 3.5), und Ccl2 und Ccl3 in den Einzelassays (Abb. 3.36). 
Aufgrund der hohen Standardabweichungen ware die Expression der Cxcl10 mRNA im Vergleich zur 
Kontrolle nicht, aber zu den mit den PMAcOD SPIOs behandelten Tieren, signifikant erhöht. (Abb. 
3.36).
Auch die NOS2 und TNFα Transkriptionen wurden durch die Ferinject-Behandlung stimuliert Abb. 
3.36). TNFβ (Genname Lta, Lymphotoxin α), ein weiterer Vertreter der TNF-Familie, zeigte im Array 
eine 2,1-fach erhöhte Expression (Tab. 3.5), der TNF-Rezeptor 1a (Tnfrsf1a) im Einzelassay jedoch 
nicht (Abb. 3.36). TNFα bindet sowohl an TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) als auch an TNF-Rezeptor-2 
(TNFR2). TNFR1 wird in den meisten Geweben exprimiert, während TNFR2 nur in Zellen des Immun-
systems zu finden sind. Nach Bindung von TNFα können Signalkaskaden in Gang gesetzt werden, die 
zu inflammatorischen oder anti-apoptotischen, aber auch apoptotischen Prozessen führen, was hier 
anscheinend nicht der Fall war (Abb. 3.39).
Bei Betrachtung der Wirkung von Ferinject® auf die Interleukine kann festgehalten werden, dass im 
Array IL-1α nicht beeinflusst wurde, und IL-1β herunterreguliert wurde (-2,1-fach; Tab. 3.6). Im Einzel-
assay wurde von beiden Genen nur IL-1β untersucht, es zeigte jedoch keine signifikante Änderung im 
Vergleich zur Kontrolle. Stattdessen wurde jedoch IL-6 signifikant herunterreguliert (Abb. 3.36).

Die Gabe der PMAcOD SPIOs führt im Array nur bei NOS2 und bei TNFβ (Lta,) zu einer um 3,6-fach 
erhöhten Expression (Tab. 3.6). Darüber hinaus war dort die IL-6 mRNA nur bei der Behandlung mit 
den PMAcOD SPIOs detektierbar (also höher als bei den anderen Behandlungen, nicht gezeigt). In 
dem Einzelassay waren die Kopienzahlen insgesamt sehr niedrig, die Expression aber signifikant 
höher als bei den anderen Behandlungen, jedoch nicht im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 3.36). Alle 
anderen Zytokine wurden durch die PMAcOD SPIOs nicht beeinflusst.

Die Injektion der Nanosomen stimulierte die Expression der Ccl3 und Ccl21b mRNAs im Array um den 
Faktor 2,5 (Tab. 3.5), und von Ccl3 signifikant im Einzelassay (Abb. 3.36). Gleichzeitig war dies die 
höchste Expression aller Behandlungen, aufgrund der hohen Standardabweichung war sie im 
Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant, jedoch zu den mit den PMAcOD SPIOs behandelten Tieren 
(Abb. 3.36). Dasselbe war bei der TNFα mRNA der Fall. 
Die NOS2 mRNA-Konzentration war nach der Behandlung mit den Nanosomen nur im Array erhöht 
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(7,6-fach, Tab. 3.5). Die Transkriptionen von Tnfrsf1a wurde im Einzelassay leicht, aber nicht 
signifikant hochreguliert (Abb. 3.36). 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die intravenöse Applikation von 4,6 mg Ferinject® nach 
zwei Tagen in der Leber zur Expression von Chemokinen (Ccl2, Ccl3) und TNFα führte. Eine potenziell 
folgende Stimulierung von weiteren proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1β und IL-6 wurde nicht 
festgestellt. Die Stimulierung von TNFα und iNOS durch Ferinject® kann auf hepatozelluläres 
„priming“ zurückzuführen sein.
Nach der Injektion der Nansomen war die Expression der Chmokine Ccl3 und Cxcl10 signifikant 
erhöht. Die Reaktionen fielen aber tendenziell geringer als bei Ferinject® aus. Weitere proinflamma-
torische Zytokine wurden jedoch eher nicht stimuliert.
Die PMAcOD SPIOs erzielten in Bezug auf die Entzündungsmediatoren im Vergleich zu Ferinject® und 
den Nanosomen abweichende Ergebnisse. Wie bei Ferinject® und den Nanosomen war zwar die 
Expression von iNOS im Array erhöht, die Expression aller untersuchten Chemokine sowie von TNFα 
jedoch nicht. Im Unterschied zu diesen war jedoch zusätzlich die IL-6 Expression im Array als einzige 
messbar, und im Einzelassay (bei geringen Kopienzahlen) zumindest signifikant höher als nach der 
Behandlung mit Ferinject® oder den Nanosomen. Auch die IL-1β Expression war zwar nicht 
signifikant, jedoch sowohl im Array als auch im Einzelassay höher als bei allen anderen 
Behandlungen.

4. Gene für Zellproliferation und Zelltod:
Die letzte Gruppe von Genen, die durch die Injektion von Nanopartikeln beeinflusst wurden, sind 
solche, die mit „Zellwachstum, Proliferation, Leber Regeneration“ & „Zelltod, Nekrosen, Leber-
schädigung“ assoziiert sind. 
Die Abfolge der Zellzyklusphasen (Mitose, G1, S, G2) wird von Steuerungsmechanismen, sogenannten 
Kontrollpunkten (Checkpoints) überwacht, die dafür sorgen, dass erst dann der nächste Schritt des 
Zellzyklus erfolgt, wenn der vorhergehende abgeschlossen ist (Zhou et al., 2000; Clarke et al., 2000). 
Die Fortführung einer Phase und der Übergang zur nächsten werden von unterschiedlichen Cyclinen 
und als Komplex mit ihren Kinasen gesteuert. Die Konzentrationen der Cycline schwanken innerhalb 
des Zyklus (Abb. 3.37) (Koepp et al., 1999). Das wichtigste Cyclin ist das Cyclin D1 (CCND1). Dessen 
Konzentration schwankt während des gesamten Zyklus am geringsten. Die Synthese wird während 
der G1-Phase durch bestimmte Wachstumsfaktoren initiiert (Sewing et al., 1993; Surmacz et al., 
1992) und bewirkt den Übergang von der G1- zur S-Phase durch Bindung und Aktivierung der Kinasen 
CDK4 oder CDK6 und der daraus resultierenden Phosphorylierung von weiteren Effektor-Proteinen. 
Dazu gehört das Tumor Supressor Protein Rb (engl. retinoblastoma susceptibility protein), das nach 
Phosphorylierung dessen Bindung zu dem Transkriptionsfaktor E2F1 löst (Harbour et al., 2000; Hinds 
et al., 1992). Daraufhin gelangt dieser in den Zellkern und kann dort die Transkription von Genen, die 
unter anderem für den Nukleotid-Metabolismus und der DNA-Synthese zuständig sind, aktivieren 
(Abb. 3.38) (Nevins et al., 1998).
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Abb. 3.37: Cycline während des Zellzyklus

Die Produktion von Cyclinen wird durch Wachstumsfaktoren, die über den Ras/Raf/Mek/ERK Signal-
transduktionsweg wirken, stimuliert (Abb. 3.38) (Winston et al., 1996; Filmus et al., 1994; Aktas et al., 
1997). Eine direkte negative Regulation findet durch Inhibitor-Proteine statt, die die Cyclin/Kinase-
Komplexe binden und damit inhibieren (Sherr et al., 1999). Einen potenten Cyclin-abhängigen Kinase 
Inhibitor stellt CDKN1a (p21) dar, das Cyclin/CDK2 oder Cyclin/CDK1 Komplexe inhibiert und so das 
Verbleiben der Zelle in der G1-Phase bewirkt (Abb. 3.38) (Gartel et al., 2005; Sherr et al., 1999). 
Dieser Mechanismus tritt besonders bei DNA-Schädigungen auf (Dolezalova et al., 2012). Auf der 
anderen Seite co-aktiviert es, zumindest in geringen Konzentrationen, Cyclin D/CDK Komplexe. Die 
Expression von p21 kann nach Stimulierung durch TGFβ über den MAPK Signalweg induziert werden 
(Hu et al., 1999).
Alternativ wird die Expression von p21 in Abhängigkeit von bestimmten Stress-Stimuli streng von dem 
Tumor-Suppressor Protein p53 kontrolliert (Abb. 3.38). Neben der Zellzykluskontrolle reguliert p53 
unter anderem auch die Reparatur von DNA-Schäden und kann bei irreparablen Schäden die 
Apoptose einleiten. Die Regulation von p53 findet entweder über Kinasen der MAPK Familie statt 
(JNK1-3, ERK1-2, p38 MAPK). Auslöser dafür sind z.B. Membranschädigungen, oxidativer Stress (Han 
et al., 2008), osmotischer Schock oder Hitzeschock. Alternativ wird p53 durch eine Gruppe von 
Kinasen reguliert, die durch genotoxischen Stress, der zu DNA-Schädigungen führt, stimuliert wird, 
und deren Vertreter für die Checkpoint-Kontrolle zuständig sind (ATR, ATM, CHK1, CHK2, DNA-PK, 
CAK, TP53RK) (Abb. 3.38).
In nicht gestressten Zellen wird der p53-Level durch kontinuierliche Degradation niedrig gehalten. Ein 
Protein, das durch dessen Bindung p53 hemmt und es aus dem Nukleus ins Zytoplasma transportiert, 
ist MDM2 (Abb. 3.38). Darüber hinaus besitzt MDM2 eine Ubiquitin-Ligase-Aktivität und markiert p53 
somit für die Degradation.

EGR1 (engl. early growth response protein 1) ist ein C2H2 Zinkfingerprotein, also ein Transkriptions-
faktor, der die Transkription von Genen aktiviert, die für die Differenzierung und die Proliferation 
verantwortlich sind. Es gibt aber auch Studien, die eine Beteiligung von EGR1 an inflammatorischen 
Prozessen zusprechen (Florkowska et al., 2012; Dyson et al., 2012; Yu et al., 2012). EGR1 kann durch 



3.Ergebnisse und Diskussion

149

eine Vielzahl an extrazellulären Stimuli aktiviert werden. Dazu zählen Wachstumsfaktoren, Zytokine, 
Hypoxie und Verletzungen (McCaffrey et al., 2000).

Abb. 3.38: Die Rollen von p53 und p21 mit Fokus auf die Zellzyklus-Regulierung (zur Erklärung siehe Text)

Metallothioneine (MT) gehören zu einer Familie cysteinreicher (Anteil 30 %), zytoplasmatischer 
Proteine (0,5 bis 14 kDa), die die Fähigkeit besitzen, eine Vielzahl von Metallen zu binden (vor allem 
Cadmium, aber auch Quecksilber, Silber, Kupfer, Arsen) und somit einer potenziellen Schwermetall-
Toxizität entgegenwirken (Masters et al., 1994; Schwarz et al., 1994). In hohen Konzentrationen 
bilden sich MT-Kristalle oder Einschlusskörperchen („inclusion bodies“), die in Geweben akkumulieren 
können. Darüber hinaus wird ihnen eine regulatorische Funktion für physiologische Metalle wie 
Kupfer und Zink zugesprochen (Krezel et al., 2007). Metallothionein könnte an der Lieferung und 
Versorgung der Zellen mit Zink, das wichtiger Bestandteil z.B. von Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren 
ist, beteiligt sein. Aufgrund der Beteiligung an der Regulation von Transkriptionsfaktoren (z.B. p53; 
Ostrakhovitch et al., 2006) wird ihnen auch eine Rolle bei der Proliferation, Differenzierung, der 
Tumorentstehung, aber auch bei der Apoptose zugesprochen (Cardoso et al., 2009; Huang & Yang, 
2002). Es ist darüber hinaus bekannt, dass Metallothioneine bei der Regeneration der Leber nach 
Gewebeschädigungen eine Rolle spielen (Mehendale, 2005). Da Cystein-Reste reaktive Sauerstoff-
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spezies (ROS) wie das Hydroxylradikal (OH•) und das Superoxidanionradikal (O2
-•) binden und so 

unschädlich machen können, wird auch eine Rolle von Metallothioneinen als Teil eines Schutz-
mechanismus gegen oxidativen Stress diskutiert (Kumari et al., 1998; Viarengo et al., 1999). Darüber 
hinaus wurde eine Stimulation der Metallothionein-Expression durch Substanzen, die an inflamma-
torischen Prozessen beteiligt sind, wie z.B. Glucocorticoid Hormone, LPS, IL-1, IL-6 oder TNFα, 
beobachtet (Sato et al., 1992), so dass Metallothioneine eine Rolle bei der Stressantwort spielen 
könnten (Ebadi et al., 1995; Inoue et al., 2009).

IGFBP-6 (engl insulin-like growth factor-binding protein 6) dient einerseits als „Carrier-Protein“ für die 
Wachstumsfaktoren IGF-1 und IGF-2 (engl. insulin-like growth factor) (Hwa et al., 1999). Es bindet IGF 
in der Leber, verlängert dadurch seine Halbwertszeit, reguliert aber auf der anderen Seite seine 
Verfügbarkeit. IGFs stimulieren die Proliferation und Differenzierung von Zellen, und sie sind vor allem 
am Knochen- und Muskelwachstum beteiligt. Auf der anderen Seite kann IGFBP-6 aber auch unab-
hängig von IGFs wirken. So inhibiert IGFBP-6 die Differenzierung von Myoblasten und Osteoblasten 
(Strohbach et al., 2008). Dessen Überexpression kann die Proliferation, Invasion und Metastasen-
bildung von Tumoren supprimieren und dessen Apoptoserate erhöhen (Kuo et al., 2010). Der knock 
down von Igfbp-6 durch antisense-RNA führte auf der anderen Seite zu schnellerem Zellwachstum 
(Kim et al., 2002). In anderen Arbeiten wurde herausgefunden, dass IGFBP-6 nukleäre Proteine 
bindet, die für die DNA-Stabilität verantwortlich sind (Ku80, Ku70; Histone) (Iosef et al., 2010).

Hitzeschockproteine (engl. heat shock proteins, HSP) sind Proteine (Chaperone), die bei der Faltung 
und bei der Erhaltung der Sekundärstruktur anderer Proteine, nicht nur unter Stressbedingungen 
(Hitze, xenobiotischer Stress, UV-Strahlung, Entzündungen, Sauerstoffmangel), eine wichtige Rolle 
einnehmen (De Maio, 1999; Santoro; 2000). In diesen Situationen zellulären Stresses stabilisieren sie 
zelluläre Proteine und schützen sie vor Denaturierung oder beschleunigen den Abbau nicht mehr 
funktionsfähiger Proteine über das Proteasom (Parcellier et al., 2003). Hitzeschockproteine werden 
nach ihrer Molekülmasse in kDa in Familien eingeteilt (z.B. Hsp27, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90), die 
strukturell und funktionell sehr unterschiedlich sein können.
Auf dem Array war eine Vielzahl von Hitzeschockproteinen vertreten. Aus der Familie der sHSP (engl. 
small heat heat shock protein) ist das Hitzeschockprotein 1 (Hspb1 = Hsp27) an verschiedenen 
Funktionen wie Thermotoleranz, Apoptose-Inhibierung (Sarto et al., 2000; Charette et al., 2000), Zell-
Differenzierung und –Entwicklung (Arrigo, 2005) sowie bei der Signaltransduktion beteiligt. In einigen 
Arbeiten werden HSP27 auch Funktionen beim Schutz vor oxidativem Stress zugeschrieben. Dies wird 
erreicht durch Erhöhung und Beibehaltung eines reduzierten Glutathion-Levels (Arrigo et al., 2005), 
oder unter Beteiligung von alpha B-Crystallin (Cryab) (Schultz et al., 2001).
Eine schnelle (innerhalb von Minuten) Aktivierung von Hsp27 erfolgt über dessen Phosphorylierung 
durch p38 MAPKinase und den MAPKinase-Weg. Dies führt zur Oligomerisierung des Proteins und zu 
dessen Chaperon-Aktivität (Gusev et al., 2002). Stimulanzien dafür können Differenzierungs- oder 
Mitose-stimulierende Agenzien, inflammatorische Zytokine wie TNFα und IL-1β, sowie Wasserstoff-
peroxid und andere Oxidationsmittel sein (Garrido, 2002). Nach Stunden erfolgt auch eine 
Aktivierung über die Stimulierung der Expression.
Die Mitglieder aus der HSP70 Familie sind die wohl am meisten untersuchten Hitzeschockproteine. 
Sie dienen in erster Linie als Chaperone bei der Proteinfaltung, und als Schutzmechanismus gegen 
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zellulären Stress (Morano, 2007; Tavaria et al., 1999). Sie helfen dabei, geschädigte Proteine dem 
Proteolyse-Weg zuzuführen (Lüders et al., 2000), und inhibieren die Apoptose (Beere et al., 2000). 
Im Array wurden verschiedene Vertreter dieser Familie untersucht (Hspa1b, Hspa1l, Hspa4, Hspa5, 
Hspa8).
Darüber hinaus existieren noch Cochaperone wie Dnaja1 (Hsp40), das die ATPase-Aktivität von HSP70 
nach dessen Peptidbindung erhöht, und Hitzeschock-Transkriptionsfaktoren wie Hsf1, der nach 
Aktivierung durch die genannten Stressstimuli in den Zellkern gelangt, an „heat shock elements“ der 
DNA bindet, und die Transkription von HSPs aktiviert (Shamovsky & Nudler, 2008).

Apoptose kann durch externe Stimuli wie z.B. durch die Bindung von TNFα an den TNF-Rezeptor 
stimuliert werden (Abb. 3.39). Daraufhin werden Phophorylierungskaskaden in Gang gesetzt, die zu 
einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB führt, der neben TNFα auch durch IL-1β aktiviert 
werden kann. Nach Translokation in den Zellkern induziert NFκB die Expression von Genen, die bei 
der Regulation der Immunantwort, der Zellproliferation und des Zelltodes wichtig sind, unter 
anderem auch von TNFα und IL-1β (Abb. 3.39).
Alternativ werden neben dem Adapterprotein TRADD und RIP noch weitere Signalproteine an den 
„death receptor“ rekrutiert, wie z.b. der FAS Ligand (FASL), ein Mitglied der TNF Superfamilie, 
wodurch der Caspase-Weg aktiviert wird. Caspasen spalten Peptidbindungen C-Terminal von 
Aspartat. Sie sind die wichtigsten Enzyme der Apoptose und sind damit essentiell für die korrekte 
Entwicklung eines Lebewesens, aber auch für die Antwort einer Zelle auf schwere Beschädigung (z. B. 
durch Strahlung) oder Infektion durch Viren (Abb. 3.39).
Ein Protein, das bei der Aktivierung des Caspase Signaltransduktionskaskade beteiligt ist, ist TNFSF10
(Kuribayashi et al., 2008; Wei et al., 2012).
Ein weiterer, intrinsischer Weg erfolgt über die Cytochrom C Freisetung aus Mitochondrien, die durch 
die pro-apoptotischen Proteine BID, BAK und BAX (engl. BCL2-associated X proteins) iniziiert, und 
durch BCL2L1 (engl. BCL2-like 1) inhibiert wird (Abb. 3.39).

Die Injektion von Ferinject® führte im Array zu einer Hochregulation der an der Regulierung des 
Zellzyklus beteiligten Gene E2f1 (7,7-fach) und Cyclin D1 (Ccnd1) (6,8-fach), aber auch von Cdkn1a 
(p21; 2,3-fach) (Tab. 3.5), was sich bei den beiden zuletzt genannten Genen in den Einzelassays 
bestätigte (Abb. 3.40). Aus der Literatur ist bekannt, dass die entgegengesetzt wirkenden Proteine, 
CCND1 und p21, simultan exprimiert werden können (Blagosklonny, 1999). Die Reaktion der Zelle 
hängt von ihrem Proliferationsstatus und von weiteren, vorhandenen Stimuli ab.
Zwei weitere Cycline, Cyclin C (phosphoryliert RNA Polymerase II, mRNA Peak in G1-Phase) und Cyclin 
G wurden nur im Array untersucht. Sie zeigten keine erhöhte Expression (nicht gezeigt).
Auch die upstream Regulatoren Atm, Chck2, p53 und Mdm2 (Abb. 3.38) wurden durch Ferinject® im
Array nicht beeinflusst (nicht gezeigt). Darüber hinaus zeigte der Array bei dem Transkriptionsfaktor 
Egr1 keine Erhöhung, eine leichte, aber zur Kontrolle nicht signifikante Stimulierung konnte jedoch im 
Einzelassay beobachtet werden (Abb. 3.40). Mt2 wurde durch Ferinject® nicht beeinflusst.
Stattdessen wurde die Igfbp-6 mRNA im Array am stärksten aller untersuchten Gene herunter-
reguliert (-12,7-fach) (Tab. 3.6), was für eine Apoptose-Inhibierung und Proliferations-Stimulierung 
spricht. Im Einzelassay konnte aufgrund der wenigen Tiere und zum Teil hohen Schwankungen kein 
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signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abb. 3.40).

Abb. 3.39: TNF-induzierte Apoptose und Anti-Apoptose Signaltransduktionsweg. Nach der Interaktion von TNF 
mit dem TNF Rezeptor (TNF-R) wird das Adapter-Proteine TRADD zur zytosolischen Domäne rekrutiert. Die 
Anlagerung von weiteren assoziierten Proteinen (TRAFs und RIP) führt entweder über die Aktivierung der 
Protein Kinasen MEKK1 und NIK zur Aktivierung der NFκB-Inhibitor Kinase (IKK). Dieser phophoryliert den NFκB-
Inhibitor (IκB), der dadurch degradiert wird, was zur Aktivierung und Translokation von NFκB in den Zellkern 
führt, wo es die Expression von inflammatorischen und anti-apoptotischen Genen induziert. Über einen 
anderen MAPKinase-Signalweg (über MEKK7) können auch „Stressproteine“ aus der JNK Familie (z.B. JNK1) 
aktiviert werden. Diese gelangen in den Zellkern und aktivieren Transkriptionsfaktoren wie c-Jun und ATF2, die 
die Expression von pro-apoptotischen Proteinen, die Zelldifferenzierung und Proliferation regulieren, 
einschalten. Alternativ kann durch Bindung des Adapter-Proteins FADD an TRADD die Aktivierung des Caspase-
Signalwegs ausgelöst werden. Mit der Aktivierung von proapoptotischen Proteinen aus der Bcl-2 Familie führen 
Bid, Bak, und Bax zur Cytochrom C Freisetzung aus Mitochondrien, zur Aktivierung von Caspasen 9 und 3, und 
damit einhergehend zum programmierten Zelltod (Abbildung modifiziert aus Rahman & McFadden, 2006).

Bei Betrachtung der Gene der Hitzeschockproteine und der assoziierten Proteine auf dem Array kann 
festgestellt werden, dass Ferinject® die Expression dieser Gene (Hspa1l, Hspa4, Hspa5, Hspa8, Hspb1, 

Hspd1, Hspe1, Dnaja1, Hsf1, Cryab) entweder nicht beeinflusste oder herunterregulierte (Tab. 3.6). Im 
Einzelassay war eine tendzenzielle, aber aufgrund der gringen Anzahl der Tiere und der hohen 
Schwankung keine signifikante, Herunterregulation der Hitzeschockproteine 1 und 1b festzustellen 
(Abb. 3.40).
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Auch die mit Apoptose assoziierten Gene (FasL, BCL2L1, BAX, Caspase 1, Caspase 3, Caspase 8, 
TNFSF10, TRADD, NFκB, IKB) sowie der typische Apoptose-Marker Annexin V (Anxa5) (Koopman et al., 
1994; Vermes et al., 1995), wurden durch die Injektion von Ferinject® entweder nicht beeinflusst 
oder herunterreguliert (Tab. 3.6 und Abb. 3.40).

Im Gengensatz zu Ferinject® bewirkten die PMAcOD SPIOs im Array eine um den Faktor 2,2 vermin-
derte Transkription der Cyclin D1 (Ccnd1) mRNA (Tab. 3.6). Dies würde eine Proliferations-Hemmung 
bedeuten. Im Einzelassay war die Expression der Ccnd1 mRNA im Mittel jedoch von der Kontrolle 
nicht signifikant verschieden (Abb. 3.40), allerdings zeigte (die auch im Array untersuchte) Maus 3 mit 
3612 Kopien eine deutlich geringere Expression als die anderen beiden Mäuse (8278 und 12611 
Kopien) und als die Kontrolltiere (Mittelwert: 7321 Kopien). Die Cycline C und G wurden nicht 
stimuliert (nicht gezeigt). Stattdessen stimulierten die PMAcOD SPIOs die Cdkn1a Transkription im 
Array (3,9-fach; Tab. 3.5), aber nicht im Einzelassay. Aber auch hier wies Maus 3 die stärkste 
Expression auf (3610 Kopien), während die Transkriptionsmuster der anderen beiden Mäuse ähnlich 
(700 und 626 Kopien) und von der Kontrolle nicht zu unterscheiden waren. Die erhöhte Cdkn1a 
mRNA Transkription speziell der Maus 3 passt gut mit dem Expressionsmuster der Cyclin D1 mRNA 
zusammen, wonach die PMAcOD SPIOs die durch Cyclin D1 vermittelte G1/S Transition durch 
Aktivierung von p21 hemmen würden.
Wie bei Ferinject® wurden die upstream Regulatoren des Zellzyklus, Atm, Chck2, p53 und Mdm2 
(Abb. 3.38), durch die PMAcOD SPIOs im Array nicht beeinflusst (nicht gezeigt).
Während Ferinject® keine Wirkung auf die Egr1 mRNA-Konzentration hatte, wurde sie durch die 
PMAcOD SPIOs um 2,1-fach herunterreguliert (Tab. 3.5), was sich im Einzelassay jedoch nicht 
bestätigte (Abb. 3.40). Dass eine im Array gefundene leichte Herunterregulation sich im Einzelassay 
nicht immer wiederfindet, wurde bereits erwähnt.
In dem hier durchgeführten Experiment zeigte Mt2 im Array nach der Injektion der PMAcOD SPIOs 
die stärkste Transkriptions-Stimulierung aller untersuchten Gene (28,4-fach; Tab. 3.5), die sich im 
Einzelassay jedoch als nicht signifikan erwies (Abb. 3.40). Allerdings zeigte erneut Maus 3 mit über 
276.000 Kopien gegenüber 16.247 und 14.592 Kopien bei den anderen Mäusen derselben Gruppe 
eine extrem starke Stimulierung der Mt2 mRNA Expression. Aus der Literatur ist bekannt, dass Eisen-
verbindungen die MT Expression aufgrund der ROS-Generierung erhöhen können (Min et al., 2005; 
Brown et al., 2007). Da die hohe Eisengabe durch Ferinject® jedoch keine Reaktion hervorrief, ist ein 
durch Eisen ausgelöster oxidativer Stress für die hier festgestellte hohe Expression durch die PMAcOD 
SPIOs eher zu vernachlässigen.
Jedoch fanden Bauman et al. 1991 heraus, dass Dimethylmaleat als Auslöser von oxidativem Stress 
eine starke Metallothionein Expression in der Leber hervorrief. Da die Hülle der PMAcOD SPIOs aus 
einem Polymaleinsäure-Derivat besteht, könnte das möglicherweise die im Array gefundene hohe 
Expression erklären.
Eine andere Erklärung ist die inflammatorische Komponente, zumal im Array IL-6 zusammen mit Mt2 
nach der Gabe der PMAcOD SPIOs von den Nanopartikeln die höchsten Expressionen zeigten. (Abb. 
3.36). Denkbar wäre also eine durch Interleukine und/oder TNFα stimulierte Expression von Mt2, wie 
sie in der Literatur bereits beschrieben wurde (Min et al., 2005; Ebadi et al., 1995).
Im Array wurde durch die PMAcOD SPIOs, ähnlich wie bei Ferinject®, die Igfbp-6 mRNA am stärksten 



3.Ergebnisse und Diskussion

154

aller untersuchten Gene herunterreguliert (-7,4-fach; Tab. 3.6), was für eine Apoptose-Inhibierung 
spricht. Auch im Einzelassay konnte eine Reduktion festgestellt werden, die aufgrund der wenigen 
Tiere und zum Teil hohen Schwankungen nicht signifikant war (Abb. 3.40).
Bei Betrachtung der Gene der Hitzeschockproteine und der assoziierten Proteine können die bei 
Ferinject® gemachten Aussagen übernomme werden (keine Beeinflussung oder Herunterregulation), 
wobei die Negativreaktionen durch die PMAcOD SPIOs prinzipiell geringer ausfielen, was darauf 
hindeutet, dass dies durch hohe Eisenkonzentrationen verursacht wurde (Tab. 3.6). Von den unter-
suchten Hitzeschockproteinen wurde jedoch ein einziger Vertreter, nämlich das Hitzeschockprotein 
1b durch die PMAcOD-Gabe stimuliert (3,8-fach; Tab. 3.5). Im Einzelassay war bei Maus 3 eine deut-
liche Erhöhung festzustellen, bei Betrachtung aller Tiere war sie jedoch nicht signifikant (Abb. 3.40).
Die mit Apoptose assoziierten Gene (FasL, BCL2L1, BAX, Caspase 1, Caspase 3, Caspase 8, TNFSF10, 
TRADD, NFκB, IKB, Anxa5) wurden durch die PMAcOD SPIOs nicht beeinflusst (Tab. 3.6 und Abb. 
3.40).

Das Expressionsprofil nach der Injektion der Nanosomen war dem nach der Applikation der PMAcOD 
SPIOs insgesamt ähnlich. Bei einzelnen Genen gab es jedoch relativ große Unterschiede. So wurde 
z.B. das Cyclin D1 durch die Nanosomen im Array (2,0-fach) induziert (Tab. 3.5). In dem Einzelassay 
war die Expression der mRNA leicht, aber nicht signifikant erhöht (Abb. 3.40).
Einen deutlichen Unterschied zeigte auch die Egr1-Expression, die im Array durch die Nanosomen um 
4,2-fach hoch reguliert wurde (Tab. 3.5), was sich in dem Einzelassay bestätigte (Abb. 3.40). Die starke 
Reaktion lässt sich vielleicht mit einer Nanopartikel-Aufnahme durch andere Zellen erklären. Timothy 
et al. beschrieben 2000 eine besonders hohe Expression unter anderem in Endothelzellen. Bisher 
wurde eine Aufnahme von Nanosomen durch diese Zellen jedoch nicht beobachtet.

Wie bei den PMAcOD SPIOs zeigte Mt2 im Array die stärkste Transkriptions-Stimulierung aller 
untersuchten Gene (8,1-fach; Tab. 3.5). Im Gengensatz zu den PMAcOD SPIOs (die nur in Maus 3 
diese starke Reaktion hervorriefen), war dies bei den Nanosomen bei allen Mäusen der Fall (Abb. 
3.40). Neben der bereits bei den PMAcOD SPIOs diskutierten inflammatorischen Komponente als 
Auslöser für diese starke Reaktion könnte die Zusammensetzung der Nanosomen eine weitere 
Erklärung liefern. Dessen Hülle besteht aus triglyceridreichen Lipoproteinen, die Cholesterine 
enthalten. Diese sind Ausgangs-Substanzen für die Synthese von Glucocorticoiden, potenziellen MT 
Stimulatoren. Eine vermehrte Glucocorticoid-Synthese nach Abbau der Nanosomen und Cholesterin-
Freisetzung als Auslöser für die hohe Mt2 Expression ist zwar spekulativ, aber nicht ganz abwegig. 
Auffällig und interessant ist darüber hinaus die bereits oben beschriebene, durch die Nanosomen 
ausgelöste, starke Expression von Egr1, einem Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, das ein Zielmolekül von 
Metallothioneinen ist (Abb. 3.40).
Im Zusammenhang mit den „Apoptose-Genen“ ist noch die starke Herunterregulation der Igfbp-6 im 
im Array (-7,3-fach; Tab. 3.6), sowie die signifikante Herunterregulation von Caspase 3 im Einzelassay 
(Abb. 3.40) erwähnenswert.
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Abb. 3.40: In vivo Einfluss von SPIOs auf die Expression von Genen, die mit „Zellwachstum, Proliferation, Leber 
Regeneration“ & „Zelltod, Nekrosen, Leberschädigung“ assoziiert sind. RT-PCR aus Leberhomogenaten 2 Tage 
nach i.v. Injektion der angegebenen SPIOs (Signifikanzen: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).

Zusamenfassend lässt sich feststellen, dass das Expressionsmuster nach der Injektion der hohen 
Ferinject®-Konzentration auf eine Proliferations-Stimulierung hindeutet. Offensichtlicht bewirkt eine 
Überladung mit Eisen die Zellproliferation, wobei die downstream Effektoren (z.B E2f1) stärker 
beeinflusst werden. Die leichte Expressions-Stimulierung des Hitzeschockproteins 1b durch die 
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PMAcOD SPIOs könnte auf die Generierung von leichtem oxidativen Stress und auf die Einleitung von 
anti-apoptotischen Prozessen hindeuten. Insgesamt fielen die durch die PMAcOD SPIOs verursachten 
Effekte gering aus. Auch das Expressionsmuster nach der Nanosomen-Gabe deutet auf eine 
Proliferations-Stimulierung hin und auf ein „Erkennen“ des Vorhandenseins der Nanopartikel in der 
Leber. Insgesamt deuten die Ergebnisse weder auf einen massiven Zellstress noch auf eine Apoptose-
Stimulierung hin.

Zusammenfassung:

Die intravenöse Applikation von 4,6 mg Ferinject® führte nach zwei Tagen in der Leber zur Expression 
von Chemokinen (Ccl2, Ccl3, TNFα). Eine potenziell folgende Stimulierung von weiteren proinflamma-
torischen Zytokinen wie IL-1β und IL-6 wurde nicht gemessen. Hämoxygenase 1 ist ein Enzym, das 
eine Inhibierung er zuletzt genannten Zytokine verursacht haben könnte (Otterbein et al., 2000; 
Morse et al., 2003). Die Ergebnisse deuten auf eine leichte Entzündungsreaktion der Leber hin, aber 
nicht auf eine Aktivierung von „Akute-Phase-Reaktionen“. Stattdessen deutet die Stimulierung von 
TNFα und NOS2 durch Ferinject® eher auf hepatozelluläres „priming“, die erhöhte Expression von 
Cyclin D1 auf Proliferations-Stimulierung hin, die auch in anderen Arbeiten bei dem Einsatz von SPIOs 
beobachtet wurde (Huang et al., 2009). Insgesamt scheint die Leber auf die hohe Eisengabe durch 
Ferinject® mit der Aktivierung von Regenerationsprozessen zu reagieren. Die Aktivierung der 
Expression weiterer Proliferations-stimulierender Gene, wie Egr1 und E2f1, unterstützen diese 
Aussage. Um sicher zu gehen, müsste die Aktivität von weiteren Genen und Proteinen, die bei diesem 
Prozess typischerweise beteiligt sind, untersucht werden. Dazu zählen z.B. Wachstumsfaktoren wie 
TGFβ, EGF, und HGF, sowie Transkriptionsfaktoren wie c-Jun, c-Fos, Stat3 oder NF-κB (Fausto et al., 
1995; Diehl et al., 1996). Zumindest im Array wurde die mRNA-Konzentration von NF-κB nicht 
beeinflusst. 

Das Potenzial von Eisen, oxidativen Stress auslösen zu können, ist hinreichend bekannt. Die signifikant 
erhöhte Expression von Glutathion-S-Transferase und Hämoxygenase 1 durch Ferinject® deutet auch 
darauf hin. Auch der upstream-Regulator Nrf2 wurde erhöht exprimiert, jedoch nicht die durch ihn 
regulierten Gene der Superoxid-Dismutase, der Glutathion Peroxidase oder der Glutathion 
Reduktase. In diesem Zusammenhang besitzt interessanterweise TNFα durch Aktivierung der zyto-
solischen Phospholipase A (cPLA) das Potenzial zur Generierung von ROS (Woo et al., 2000). Da die 
TNFα-Expression durch Ferinject® signifikant erhöht wurde, ist eine downstream Stimulierung der 
beschriebenen antioxidativen Gene durch über TNFα generierte ROS denkbar (Lunov et al., 2010).
In den Einzelassays hatte Ferinject® keinen signifikanten Einfluss auf die untersuchten Mono-
oxygenasen aus den Gruppen der P450 Cytochrome und der Flavin-abhängigen Monooxygenasen. In 
dem Array wurden jedoch fast alle Gene herunterreguliert. Aus der Literatur ist bekannt, dass die 
nukleären Rezeptoren CAR, PXR und RXRalph, die die P450 Cytochrome regulieren, durch 
Entzündungsmediatoren herunter reguliert werden können (Pascussi & Vilarem, 2008), z.B. durch 
IL-1β (Assenat et al., 2004).
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Die Behandlung der Mäuse mit 0,052 mg (Eisen) der Nanosomen zeigte ein ähnliches Muster. Die 
Expression von Zytokinen wie Ccl3 und Cxcl10 waren signifikant erhöht. Die Reaktionen fielen aber 
tendenziell geringer aus als bei Ferinject®. Die applizierte Eisenmenge war auch um den Faktor 88 
geringer, die durch die Leber aufgenommene Menge um den Faktor 22 (Abb. 3.25 a). So wurde die 
Expression von IL-1β und IL-6 nicht, von NOS2 und TNFα entweder nur im Array, oder aber nicht 
signifikant im Vergleich zur Kontrolle erhöht. Genauso verhielt es sich mit dem Zellzyklus-aktivierende 
Gen für das Cyclin D1. Starke Expressionsstimulierungen wurden darüber hinaus bei den Genen E2f1, 
und sogar signifikant bei Egr1 und Mt2, festgestellt. Die letzten beiden können auch inflammatorisch 
wirken. Insgesamt deuten die Daten auf die Generierung von leichten Entzündungreaktionen und auf 
eine Stimulierung von Proliferationsprozessen hin. Die Bildung von oxidativem Stress durch die 
Nanosomen konnte nicht nachgewiesen werden: Keine der potenziellen Gene wurde hochreguliert. 
Der Grund dafür liegt wahrscheinlich in der relativ geringen, applizierten Eisenkonzentration. 
Stattdessen wurden die Expressionen der P450 Cytochrome CYP4a10, CYP4a14 und CYP7a1 
stimuliert. Auch die mRNA-Konzentrationen der anderen untersuchten Cytochrome waren, wenn 
auch geringer als die Kontrolle, meistens höher, als durch Ferinject® und den PMAcOD SPIOs erzielt 
wurde. Zu erklären ist dies vermutlich mit deren Funktionen im Arachidon- und Fettsäurestoffwechsel 
sowie mit dem Abbau der Nanosomen und Freisetzung der Triglyceride.

Die Behandlung der Mäuse mit 0,1 mg (Eisen) der PMAcOD SPIOs führte insgesamt zu geringen und 
meistens nicht signifikanten Effekten. Bezogen auf die Entzündungsmediatoren waren die 
Expressionen von NOS2, IL-6 und IL-1β erhöht, bei den beiden zuletzt genannten war die Stimu-
lierung höher als nach der Injektion von Ferinjet oder der Nanosomen, so dass den PMacOD SPIOs 
ein geringes inflammatorisches Potenzial zugeschrieben werden kann.
Besonders eine der mit den PMAcOD SPIOs untersuchten Mäuse reagierte stärker als die anderen 
derselben Gruppe (die mRNA dieser Maus wurde auch im Array untersucht). Die Ursache dafür bleibt 
unklar. Vielleicht hat sie eine versehentlich höhere Dosis bekommen, oder es handelt sich um einen 
statistischen Ausreißer. Berücksichtig man das Expressionsmuster speziell dieser Maus, kann man die 
potenziellen Wirkungen einer evtl. höheren Nanopartikel-Konzentration herauslesen, die sonst bei 
Betrachtung des Mittelwertes verborgen bliebe. Zusätzlich zu den oben genannten Genen wurden 
Mt2 und Hspb1 der Maus 3 hoch reguliert, weitere Indizien, die auf ein stressinduzierendes Potential 
der PMAcOD SPIOs hindeuten. Auch die untersuchten Hitzeschockproteine wurden im Array zwar 
nicht hoch reguliert, deren Expressionen waren aber fast immer stärker als bei den mit Ferinject® und 
den Nanosomen behandelten Mäusen. Aufgrund fehlender Signifikanzen wegen eine zu geringen
Anzahl an Mäusen erlauben die Daten jedoch keine sichere Aussage in diese Richtung.
Im Gegensatz zu Ferinject® (und im geringeren Maße zu den Nanosomen) wurden die Zellzyklus-
stimulierenden Gene Cyclin D1 und Egr1 der Maus 3 durch die PMAcOD SPIOs herunterreguliert, und 
E2f1 nicht hochreguliert. Stattdessen wurden der Cyclin-Inhibitor Cdkn1a (p21) sowie dessen 
Regulator, TGFβ (Lta) hochreguliert, was eher für eine Hemmung des Übergangs von der G1- zur S-
Phase bedeuten würde, was z.B. bei DNA-Schädigungen auftreten kann. In dieser Hinsicht zeigte 
jedoch keine der Behandlungen eine positive Beeinflussung von DNA-Reparatur-Genen wie Atm 
(engl. ataxia telangiectasia mutated homolog), Ercc1, Ercc4. (engl. excision repair cross-
complementing rodent repair deficiency), Rad23a, Rad50, Xrcc1, Xrcc2 und Xrcc4 (engl. X-ray repair 
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complementing defective repair in Chinese hamster cells), die im Array untersucht wurden (nicht 
gezeigt). Lediglich die mRNA der Uracil-DNA Glycosylase, die in die DNA falsch eingebaute Uracil 
Basen entfernt und so vor Mutationen schützt (Peterssen et al., 2011), wurde im Array durch die 
PMAcOD SPIOs (Maus 3) um den Faktor 2,6 hoch reguliert (Tab. 3.5). Uracil-Basen treten durch 
Desaminierung von Cytosinen oder durch Fehleinbau von dUTPs auf.
Oxidativer Stress kann prinzipiell auch unabhängig von Eisen, durch Nanopartikel verursacht werden. 
Die PMAcOD SPIOs haben, betrachtet man den Mittelwert, keine signifikante Veränderung irgend-
eines der auf oxidativen Stress reagierenden Gene bewirkt. Jedoch zeigte die Maus 3 eine im 
Vergleich zur Kontrolle erhöhte Hämoxygenase 1 Expression. Bei Vergleich aller im Array unter-
suchten anti-oxidativ wirkenden Gene bewirkten die PMAcOD SPIOs (in Maus 3) im Vergleich zu den 
Behandlungen mit Ferinject® und den Nanosomen (unter Außerachtlassung der Kontrolle) die 
höchste Expression oder die geringste Herunterregulation fast all dieser Gene (Gpx1, Gsr, Hmox1, 
Hmox2, Sod1, Sod2, Ephx2). Nur Gpx2, Gstm1 und Gstm3 wurden durch Ferinject® stärker 
hochreguliert. Dies verdeutlicht die potenzielle Eigenschaft der PMAcOD SPIOs zur Auslösung von 
oxidativem Stress unabhängig von Eisen.
Ähnlich wie bei den Nanosomen bewirkten die PMAcOD SPIOs eine Stimulierung der mRNA-
Expressionen von CYP4a10 und CYP4a14, vor allem durch die Reaktion der Maus 3. Zumindest 
erkennt die Leber das Vorhandensein der SPIOs als Fremdstoff und reagiert darauf. Aber auch hier 
wurden die meisten P450 Cytochrome eher herunterreguliert, jedoch nicht so stark wie bei 
Ferinject®. Auch hier könnten Entzündungsmediatoren dafür verantwortlich sein.

Insgesamt war die Wirkung der Nanopartikel, sogar der hohen Eisengabe durch Ferinject® so 
moderat, dass die wichtigen Schlüsselgene wie NF-κB, TRADD, p21 oder p53 nicht beeinflusst 
wurden, sondern, wenn überhaupt, dann „downstream“ Effektoren. Dabei muss allerdings berück-
sichtig werden, dass die Aktivierung solcher Regulatoren oft posttranslational, also auf Proteinebene 
erfolgt (z.B. durch Phosphorylierung). Falls die Nanopartikel in der Leber Zellstress auslösten, dann 
war er nicht so groß, dass er Zellproliferation hemmende und (pro-) apoptotisch wirkende Gene wie
Gadd45a (engl. growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha; auch Ddit1 genannt), aktivierte. 
Auch verursachten sie keine durch ER-Stress vermittelte Apoptose, wie die fehlende Reaktion des 
pro-apoptotischen Transkriptionsfaktors, Ddit3 (engl. DNA-damage inducible transcript 3; auch 
„CHOP“ oder „Gadd153“ genannt) zeigte. Weitere Hinweise, dass Apoptoseprozesse durch keine der 
Behandlungen aktiviert wurden, sind die zu erwartenden, jedoch ausgebliebenen Expressions-
Stimulierungen von Tnfsf10, FasL, Bcl2l1, Bax, Caspasen 1, 3 und 8 sowie Anxa 5.

Letztendlich muss beachtet werden, dass die hier erzielten Ergebnisse nur eine Momentaufnahme 
darstellen. Sicherlich können in den ersten Stunden nach Gabe der Nanopartikel Reaktionen 
stattgefunden haben, die nach 2 Tagen wieder abgeklungen sind. Auf der anderen Seite ist es sinnvoll 
zu untersuchen, ob nach länger Zeitdauer entweder durch den Abbau der relativ stabilen PMAcOD 
SPIOs oder durch die Persistenz im Körper chronische Reaktionen oder Schäden auftreten.
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3.4.1.2 Expressionsmuster in vitro

Zur Untersuchung der toxischen Wirkungen von SPIOs in vitro wurden J774-Zellen (Makrophagen-
Zelllinie) für 24 h mit 0,3 mmol/L (Eisen) der PMAcOD SPIOs inkubiert und anschließend die mRNA 
auf die Expression verschiedener Stress- und Toxizitätsgene untersucht. Dazu wurden, basierend auf 
den Erkenntnissen aus den in vivo Versuchen (Kap. 3.4.1.1), die dort stark reagierenden Gene 
ausgewählt. Da die PMAcOD SPIOs aus Stabilitätsgründen zuvor in FCS vorinkubiert wurden, hat die 
Negativkontrolle die entsprechende Menge an FCS bekommen. Als Vergleichs-Nanopartikel dienten 
das Eisenpräparat Ferinject® sowie der unter den nanomag® SPIOs am stärksten aufgenommene, 
biodegradierbare nanomag®-D-spio-COOH. Als Stress-auslösende Positivkontrolle wurden 0,5 mg/L 
LPS eingesetzt.

1. Oxidoreduktasen:
In der Gruppe der Gene, die mit dem Fettsäure Stoffwechsel und der Metabolisierung von 
Xenobiotika durch die Cytochrom P450 Familie assoziiert sind, wurden Cyp4a10, Cyp4a14, Cyp7a1 
und Fmo4 in J774-Zellen nicht nachweisbar exprimiert. In relativ geringer Kopienzahl wurde Cyp2b10 
exprimiert, das jedoch bei keinen der Behandlungen signifikant von der Kontrolle verschieden war 
(Abb. 3.41).

Abb. 3.41: In vitro Einfluss von SPIOs auf die Expression von Genen, die mit dem Fettsäure Stoffwechsel und der 
Metabolisierung von Xenobiotika durch die Cytochrom P450 Familie assoziiert sind. J774-Zellen wurden für 24h 
mit 0,3 mM (Eisen) der angegebenen SPIOs bzw. Eisenpräparate in Vollmedium inkubiert. Da die PMAcOD SPIOs 
zur Stabilisierung zuvor mit FCS inkubiert wurden, erhielt die Negativkontrolle (FCS Kontrolle) die ent-
sprechende Menge an FCS. „Kontrolle“ bezeichnet die Negativkontrolle für alle anderen Behandlungen. Als 
Positivkontrolle wurde eine Gruppe von Zellen mit 0,5 mg/L des inflammatorisch wirkenden LPS inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen gewaschen und die Expression der angegebenen Gene mittels RT-PCR 
untersucht. Die Kopienzahlen wurden auf die des „housekeeping genes“ (Tbp) normiert.
(Signifikanzen zur Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).
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2. Anti-oxidative/ anti-xenobiotische Gene:
Aus der Gruppe der Gene, die mit „Oxidativer Stress Antwort“, „Phase II Reaktionen“ und „Metaboli-
sierung von Xenobiotika“ assoziiert sind, wurden Sod1, Hmox1 und Nrf2 untersucht. Gstm3 wurde in 
J774-Zellen nicht nachweisbar exprimiert. Die PMAcOD SPIOs bewirkten eine signifikante 
Stimulierung der Hämoxygenase 1 Expression, jedoch nicht der Superoxid Dismutase 1 Expression 
(Abb. 3.42). Die starke Hochregulation der Hmox1 durch LPS deutet darauf hin, dass es sich um eine 
inflammatorische Reaktion handeln könnte, und nicht eine durch Eisen hervorgerufene. Denn 
Ferinject® und die nanomag®-D-spio-COOH SPIOs riefen diese Reaktion nicht hervor, konnten aber 
die Sod1 Expression leicht, aber signifikant stimulieren. Nrf2, der Regulator dieser Gene, wurde durch 
Ferinject® signifikant, durch PMAcOD nur leicht erhöht. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass das 
durch den Abbau der Nanopartikel frei werdende Eisen, wenn überhaupt, dann nur im geringen 
Maße, oxidativen Stress auslösen und die benannten Gene stimulieren.

                          

Abb. 3.42: In vitro Einfluss von SPIOs auf die Expression von Genen, die mit „Oxidativer Stress Antwort“, „Phase 
II Reaktionen“ und „Metabolisierung von Xenobiotika“ assoziiert sind. J774-Zellen wurden für 24h mit 0,3 mM 
(Eisen) der angegebenen SPIOs bzw. Eisenpräparate in Vollmedium inkubiert. Da die PMAcOD SPIOs zur Stabili-
sierung zuvor mit FCS inkubiert wurden, erhielt die Negativkontrolle (FCS Kontrolle) die entsprechende Menge 
an FCS. „Kontrolle“ bezeichnet die Negativkontrolle für alle anderen Behandlungen. Als Positivkontrolle wurde 
eine Gruppe von Zellen mit 0,5 mg/L des inflammatorisch wirkenden LPS inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen gewaschen und die Expression der angegebenen Gene mittels RT-PCR untersucht. Die Kopienzahlen 
wurden auf die des „housekeeping genes“ (Tbp) normiert.
(Signifikanzen zur Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).

3. Zytokine:
Bei Betrachtung der Gruppe der Zytokine fällt die relativ starken und signifikanten Expressionen von 
Ccl2, Ccl3, TNFα, und NOS2 nach Applikation der PMAcOD SPIOs auf (Abb. 3.43). Auch Csf2 (engl. 
colony stimulatin factor 2), ein Zytokin ,das von Makrophagen, T-Zellen, Mastzellen, Endothelzellen 
und Fibroblasten sezerniert wird, als Wachstumsfaktor für Leukozyten fungiert, und die Bildung von 
Granulozyten und Monozyten stimuliert, wurde stark exprimiert. Die mRNAs von Tnfsf10 und IL-6 
konnten in den Einzelassay nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigen, vor alle im Vergleich 
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mit der Behandlung mit LPS, eine relativ starke inflammatorische Wirkung der PMAcOD SPIOs. 
Obwohl Ferinject® und die nanomag® SPIOs stärker abgebaut wurden (Kap. 3.3), lösten sie keine 
starken Reaktionen aus. Im Gegenteil, sämtliche untersuchten Zytokine wurden herunterreguliert 
(Abb. 3.43). Dies zeigt, dass die hervorgerufene Zytotoxizität in erster Linie nicht durch das Eisen 
hervorgerufen wurde.

                     

                     

Abb. 3.43: Einfluss von SPIOs auf die Expression von Zytokinen in vitro. J774-Zellen wurden für 24h mit 0,3 mM 
(Eisen) der angegebenen SPIOs bzw. Eisenpräparate in Vollmedium inkubiert. Da die PMAcOD SPIOs zur 
Stabilisierung zuvor mit FCS inkubiert wurden, erhielt die Negativkontrolle (FCS Kontrolle) die entsprechende 
Menge an FCS. „Kontrolle“ bezeichnet die Negativkontrolle für alle anderen Behandlungen. Als Positivkontrolle 
wurde eine Gruppe von Zellen mit 0,5 mg/L des inflammatorisch wirkenden LPS inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen gewaschen und die Expression der angegebenen Gene mittels RT-PCR untersucht. Die 
Kopienzahlen wurden auf die des „housekeeping genes“ (Tbp) normiert.
(Signifikanzen zur Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).

4. Gene für Zellproliferation und Zelltod:
Auch die Genen, die mit „Zelltod, Nekrosen, Leberschädigung“ & „Zellwachstum, Proliferation, Leber 
Regeneration“ assoziiert sind, sprachen auf die PMAcOD SPIOs an. So wurden den Zellzyklus 
regulierende Gene wie Ccnd1 und Cdkn1a sowie das Proliferations-fördernde Egfr1, das auch durch 
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Entzündungsmediatoren stimuliert werden kann, hochreguliert (Abb. 3.44). Interessanterweise 
wurde Ccnd1 durch LPS herunterreguliert. Die Stimulierung der Expression der Hitzeschockproteine 1 
und 1b in geringerem Umfang zeigen, dass Zellstress ausgelöst wurde. Im Gegensatz dazu haben 
Ferinject® und die nanomag®-D-spio-COOH SPIOs so gut wie keine Veränderungen ausgelöst.

      

Abb. 3.44: In vitro Einfluss von SPIOs auf die Expression von Genen, die mit „Zelltod, Nekrosen, Leber-
schädigung“ & „Zellwachstum, Proliferation, Leber Regeneration“ assoziiert sind. J774-Zellen wurden für 24h 
mit 0,3 mM (Eisen) der angegebenen SPIOs bzw. Eisenpräparate in Vollmedium inkubiert. Da die PMAcOD SPIOs 
zur Stabilisierung zuvor mit FCS inkubiert wurden, erhielt die Negativkontrolle (FCS Kontrolle) die 
entsprechende Menge an FCS. „Kontrolle“ bezeichnet die Negativkontrolle für alle anderen Behandlungen. Als 
Positivkontrolle wurde eine Gruppe von Zellen mit 0,5 mg/L des inflammatorisch wirkenden LPS inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen gewaschen und die Expression der angegebenen Gene mittels RT-PCR 
untersucht. Die Kopienzahlen wurden auf die des „housekeeping genes“ (Tbp) normiert.
(Signifikanzen zur Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3)

Bei Vergleich der in vitro mit den in vivo Ergebnissen gibt es überwiegend Übereinstimmungen, aber 
auch einige Unterschiede. Die inflammatorische und Proliferations-stimulierende Wirkung von 
Ferinject® im Tierversuch wurde nur durch die sehr hohe eingesetzte Konzentration verursacht. In 
vitro hatte Ferinject® in der gleichen Konzentration wie die PMAcOD SPIOs (0,3 mmol/L) insgesamt 
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keinen negativen Einfluss auf die Zellen. Lediglich die Superoxid Dismutase und das Nrf2 wurden 
leicht, aber signifikant hochreguliert, während in den Mäusen neben Nrf2 auch die mRNA von 
Hämoxygenase 1 und Glutathion-S-Transferase 3 hochreguliert wurde. In beiden Systemen wurde die 
Generierung von (leichtem) oxidativem Stress angezeigt. Die Hochregulation von Hmox1 zeigt, dass 
versucht wird, gegen entstehenden zellulären Stress entgegenzuwirken. Dagegen wirkten die 
PMAcOD SPIOs bei Inkubation mit den Makrophagen stark und signifikant inflammatorisch und 
(leichten) Zellstress induzierend. Da die nanomag®-D-spio-COOH Nanopartikel in der gleichen 
Konzentration eingesetzt wurden wie die PMAcOD SPIOs, jedoch schneller und effektiver abgebaut 
wurden (stärkere Stimulierung der „Eisengene“, LIP, Ferritin-Produktion), dabei aber keine zyto-
toxischen Effekte hervorriefen, ist davon auszugehen, dass die Ursache nicht in dem Eisen zu finden 
ist, sondern in den speziellen Eigenschaften des PMAcOD SPIOs, wie z.B. der Polymer-Hülle.

In den HUVECs wurden die mRNAs von Cyp3a4, IL-1β, TNFα und Cxcl10 nicht detektierbar exprimiert. 
Deshalb lässt sich im Rahmen dieser Arbeit keine fundierte Aussage über potenziell zytotoxische 
Effekte durch Nanopartikel in Endothelzellen sagen. Als zentraler Regulator von einer Vielzahl von 
anti-oxidativen und für die Metabolisierung und Detoxifikation von Xenobiotika sowie für das Über-
leben der Zelle wichtigen Genen wurde die Expression der Nrf2 mRNA untersucht. Dazu wurden die 
HUVECs mit 0,3 mmol/L FAS (Eisen(II)-Salz), mit dem Eisenpräparat Venofer®, den nanomag®-D-spio-
COOH Nanopartikeln oder den PMAcOD SPIOs für 6 h, 24 h und 48 h inkubiert. Abb. 3.45 zeigt eine 
leichte Hochregulation der Nrf2 mRNA durch die PMAcOD SPIOs, die bereits nach 6 h signifikant war 
und sich nach 48 h nicht weiter erhöhte. Das Eisensalz, das Eisenpräparat und der nanomag®-D-spio-
COOH Nanopartikel erreichten keine signifikante Erhöhung, nach 48 h eine Herunterregulierung. Dies 
deutet auf ein Eisen-unabhängiges, zytotoxisches Potenzial hin. Ohne weitere Indizien bleibt diese 
Aussage jedoch spekulativ.

              

Abb. 3.45: Einfluss von SPIOs auf die Expression von „Nuklear factor erythroid derived 2, like 2“ in Endothel-
zellen. HUVECs wurden für 6h oder 24h mit 0,3 mM (Eisen) der angegebenen SPIOs bzw. Eisenpräparate in Voll-
medium inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und die Expression der Nrf2 mRNA mittels RT-
PCR untersucht. Die Kopienzahlen wurden auf die des „housekeeping genes“ (Taf) normiert.
(Signifikanzen zur Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 3).
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Bei der Inkubation von αML-12 Zellen (Hepatozyten) mit einer höheren Eisenkonzentration
(0,9 mmol/L) der PMAcOD SPIOs konnten keine nennenswerten Veränderungen des Expressions-
musters der untersuchten Gene (Nrf2, TNFα, Prostaglandin-Endoperoxid Synthase 2, Alkalische 
Phosphatase, Hmox1, Ccl2, Cxcl10, NOS2, Ddit3 festgestellt werden, jedoch durch Inkubation mit 
0,5 mg/L LPS (nicht gezeigt). Dies bestätigt die zuvor getroffene Aussage, dass die Aufnahme und die 
damit einhergehende Degradation der PMAcOD SPIOs zu gering sind, als dass toxische Reaktionen 
hervorgerufen werden.

Wie in Kap. 3.2.2.2 ausgeführt wurde, wurde für die in vitro Experimente eine Zellzahl gewählt, die 
der Anzahl der Makrophagen in der Leber entsprechen könnte. Bedingt durch den komplexen, drei-
dimensionalen Aufbau der Leber, ist anzunehmen, dass die Makrophagen großräumiger verteilt sind, 
während in der Zellkulturschale die Zellen als Monolayer dicht nebeneinander sitzen und gleichmäßig 
mit den Nanopartikeln aus dem Überstand „geflutet“ werden können. Darüber hinaus besteht die 
Leber aus verschiedenen Zelltypen (Hepatozyten, Makrophagen, Endothelzellen), die sich durch 
Ausschüttung von Hormonen und Zytokinen gegenseitig beeinflussen, und die außerdem unter-
schiedlich auf Stimuli reagieren können. Wahrscheinlich ist, dass toxische Effekte dadurch kompen-
siert werden können bzw. sich weniger stark auswirken.

3.4.2 Untersuchung der JNK- und der p38- Phosphorylierung

MAPKinasen (engl.: mitogen-activated protein kinase) sind evolutionär konservierte Enzyme, die 
Signale von Zelloberflächenrezeptoren zu ihren intrazellulären Zielmolekülen weiterleiten, und diese 
in unterschiedliche Outputsignale konvertieren. Sie spielen unter anderem bei der Signaltransduktion 
und der Antwort auf zellulären Stress bedeutende Rollen. Zwei wichtige downstream Effektorkinasen 
von unterschiedlichen MAPK Wegen sind JNK und p38 (Abb. 3.46).

JNK Proteine (c-Jun N-terminale Kinasen), oder auch SAPK (Stress-aktivierte Phosphokinasen) 
genannt, gehören zu den Proteinkinasen der MAP-Kinase-Familie. Ihr Name leitet sich von der 
Fähigkeit ab, N-terminale Aminosäurereste von c-Jun zu phosphorylieren. Es existiert aber eine 
Vielzahl von Zielproteinen (andere Protein-Kinasen oder Transkriptionsfaktoren). Insgesamt gibt es 10 
Isoformen aus drei Gruppen: JNK1 (4 Isoformen) und JNK2 (4 Isoformen) kommen in nahezu allen 
Körperzellen und Geweben vor, JNK3 (2 Isoformen) hauptsächlich im Gehirn, aber auch im Herzen 
und in den Testes (Bode & Dong, 2007) Die Enzyme sind für die zelluläre Signaltransduktion, insbe-
sondere von Stresssignalen (z.B. UV-Strahlung, Hitzeschock, Osmotischer Schock, Toxine, Sauerstoff-
mangel, Zytokine), aber auch bei der Proliferation und Differenzierung, der Gewebe-Entwicklung, bei 
Entzündungsprozessen und bei der Aktivierung von Apoptose, von großer Bedeutung (Abb. 3.39; Ip & 
Davis, 1998; Liu et al., 2011; Lei & Davis, 2003; Park et al., 2007). Die Aktivierung von JNK erfolgt 
durch Phosphorylierung von Threonin 183 und Tyrosin 185 durch die MAP Kinasen MKK4 und MKK7 
(Yang et al., 1997; Holland et al., 1997). 
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Abb. 3.46: Drei bedeutende MAPK Signaltransduktionswege in Säugetieren. Neben dem Ras/Raf/MEK/ERK 
Signalweg, der durch Rezeptor-Tyrosinkinasen aktiviert wird, sind die SAPK/JNK und p38 Signalwege vor allem 
bei der Zellantwort auf verschiedene Stress-Stimuli wichtig. Die Signalkaskade besteht aus MAP Kinasen (z.B. 
MEKK1, MEKK2), die weitere downstream Proteinkinasen phosphorylieren (z.B. MEK4, MEK3). Zwischen den 
Signaltransduktionswegen finden Interaktionen statt. TNFR: Tumornekrosefaktor-Rezeptor; GCK: Germinal 
Center Kinase; PAK: p21 aktivierte Kinase; MLK: Mixed Lineage Kinase; TAO: Thousand and one-amino acid 
protein kinase (Abbildung aus: “Biochemistry of Signal Transduction and Regulation” 3rd Ed.)

Um zu untersuchen, ob durch die Gabe von Nanopartikeln zellulärer Stress ausgelöst wird, der zu 
einer Phosphorylierung von JNK führt, wurden J774-Zellen (Makrophagen Zelllinie) für 3 h oder 6 h 
mit jeweils 0,3 mmol/L (Eisen) des Eisen(II)-Salzes FAS, des Eisenpräparats Venofer® und der PMAcOD 
SPIOs inkubiert. Anschließend wurden die Proteine isoliert und ein Western Blot durchgeführt (Abb. 
3.47). Nach drei- und sechsstündiger Inkubation verursachten die PMAcOD SPIOs eine deutliche JNK-
Phosphorylierung (Abb. 3.47 oben). Im Blot sind zwei Banden zu sehen. Das liegt daran, dass durch 
alternatives Spleißen jeweils eine 46-kDa und eine 54-kDa-Variante entstehen. Die Inkubation des 
Blots mit Antikörper gegen das unphosphorylierte JNK zeigte bei der Behandlung der Zellen mit FAS 
zwar starke Banden, jedoch ist dies vermutlich auf die stärkere Beladung zurückzuführen, wie die 
Ladekontrolle (β-Aktin) zeigt (Abb. 3.47 unten). 
Die JNK-Phosphorylierung nach Inkubation der Makrophagen mit den PMAcOD SPIOs deutet auf das 
Vorhandensein von zellulärem Stress hin. Die JNK-Aktivierung könnte potenziell durch Zytokine, wie 
z.B. TNFα, ausgelöst worden sein (Barbin et al., 2001), was zur Phosphorylierung und Hemmung von 
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E2F1 (Proliferations-stimulierender Transkriptionsfaktor) führt (Kishore et al., 2003). In vitro wurde 
die TNFα mRNA durch die PMAcOD SPIO auch hochreguliert (Abb. 3.43), und die Expression der E2f1 
mRNA war in vivo deutlich schwächer als nach Behandlung der Mäuse mit Ferinject® oder den Nano-
somen (Tab. 3.5).
Generell kann Endzündungsstress (z.B. durch LPS; Morse et al., 2003), aber auch oxidativer Stress die 
JNK-Phosphorylierung auslösen (Filosto et al., 2003; Hojo et al., 2002; Murakami et al., 2005). In den 
Makrophagen wurde die Hämoxygenase 1 auf mRNA-Ebene durch die PMAcOD SPIOs stimuliert (Abb. 
3.42). Das durch dieses Enzym produzierte Kohlenmonoxid (CO) wirkt durch Inhibierung der Zytokine 
TNFα, IL-1β und IL-6 entzündungshemmend. Dies geschieht unter anderem durch Aktivierung von
JNK (Morse et al., 2003). In den hier durchgeführten Experimenten mit Makrophagen wurde 
zumindest die IL-1β mRNA im Gegensatz zu nahezu allen anderen Zytokinen herunter reguliert (Abb. 
3.43).

Abb. 3.47: JNK-Phosphorylierung nach Nanopartikel-Inkubation in Makrophagen. J774-Zellen wurden für 3h 
oder 6h mit 0,3 mM der angegebenen Eisenpräparate inkubiert. Nach Proteinisolierung wurden Western Blots
mit Antikörpern gegen P-JNK (oben) oder JNK (unten) durchgeführt, wobei 20 µg bzw. 10 µg des Proteins pro 
Tasche geladen wurden. Als Ladekontrolle wurde nach Strippen derselbe Blot mit Antikörpern gegen β-Aktin 
inkubiert; FAS: Eisen(II)sulfat, Venofer®: Eisenpräparat, PMAcOD: SPIOs, FCS: Kontrolle der PMAcOD SPIOs.

Die MAPKinase p38 hat ähnliche Funktionen wie JNK. Es ist vor allem an verschiedenen Zellantworten 
auf unterschiedliche Stress-Stimuli beteiligt (Cohen, 1997; Ono & Han, 2000). Beide Kinase besitzen 
viele gemeinsame Zielmoleküle (z.B. den Transkriptionsfaktor Elk-1). Ein Zielmolekül von p38 ist Bcl-2, 
das durch Phosphorylierung an der Bindung mit BAD und BAX gehindert wird, so dass diese die 
Apoptose durch die Cytochrom C Freisetzung aus Mitochondrien einleiten können (Abb. 3.39). Somit 
ist p38 direkt an Apoptose-Prozessen beteiligt.
Weitere Zielmoleküle, die im Rahmen dieser Arbeit besprochen wurden, sind die Transkriptions-
faktoren p53 (Abb. 3.38; Huang et al., 1999) und Ddit3 (Gadd153), die bei der Tumorentstehung und 
Apoptose bzw. beim Zellwachstum und der Zelldifferenzierung beteiligt sind, sowie Cyclin D1 (Lavoie 
et al., 1996) und Rb, zwei wichtige Proteine, die den Zellzyklus regulieren. Darüber hinaus ist p38 an 
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der Produktion der proinflammatorischen Zytokine TNFα, IL-1β und IL-6 beteiligt (Perregaux et al., 
1995), und es reguliert die Bildung von NO (Badger et al., 1998). Viele weitere Zielproteine von p38 
und seinen Einfluss auf die unterschiedlichsten zellulären Prozesse sind bei Shi & Gaestel (2002) und 
Ono & Han (2000) reviewed.
Es existieren vier p38 Isoformen, α, β, γ und δ (Shi & Gaestel, 2002). Die Aktivierung von p38 erfolgt 
durch Phosphorylierung von Threonin 180 und Tyrosin 182 (Doza et al., 1995) hauptsächlich durch die 
MAP Kinasen MKK3, MKK4 und MKK6 (Dérijard et al., 1995; Reingeaud et al., 1995).

Abb. 3.48: p38-Phosphorylierung nach Nanopartikel-Inkubation in Makrophagen. J774-Zellen wurden für die 
angegebenen Zeitdauern mit 0,3 mM der angegebenen Präparate inkubiert. Nach Proteinisolierung wurden 
Western Blots mit Antikörpern gegen P-p38 durchgeführt, wobei 10 µg des Proteins pro Tasche geladen 
wurden. Als Ladekontrolle wurde nach Strippen derselbe Blot mit Antikörpern gegen β-Aktin inkubiert. FAS: 
Eisen(II)sulfat; Venofer®, Ferinject®: Eisenpräparate; nanomag®-D-spio-COOH: biodegradierbare Dextran-SPIOs;
PMAcOD: SPIOs: FCS: Kontrolle der PMAcOD SPIOs; SIN-1: 3-Morpholinosydonimin Hydrochlorid, ein Peroxy-
nitrit (ONOO-) Generator.

Um zu untersuchen, ob Nanopartikel bzw. Eisen in Makrophagen zu einer Phosphorylierung und 
damit Aktivierung von p38 führen, wurden J774-Zellen für verschiedene Zeitdauern mit 0,3 mmol/L 
(Eisen) FAS, Venofer®, Ferinject®, den nanomag®-D-spio-COOH SPIOs oder den PMAcOD SPIOs 
inkubiert. Als Positivkontrolle dienten 25 µmol/L SIN-1, einem Peroxynitrit (ONOO-) Generator sowie 
0,3 mmol/L H2O2. Wie Abb. 3.48 zeigt, bewirkte die Inkubation der Makrophagen mit H2O2, nicht aber 
mit SIN-1, nach allen Inkubationszeiten eine p38-Phosphorylierung. Die positive Reaktion von FAS 
deutet darauf hin, dass es sich um eine Antwort auf die relativ hohe, da direkt verfügbare, Eisen-
konzentration handeln könnte. In der Literatur wurde durch verschiedene Wissenschaftler die 
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Aktivierung von p38 durch Eisen nachgewiesen (Salvador & Oteiza, 2011; Dai et al., 2004). Die p38-
Phosphorylierung durch die nanomag®-D-spio-COOH könnte somit auch durch die Eisenfreisetzung 
bedingt sein, da der Nanopartikel relativ schnell abgebaut wird. Die nur verhaltene Reaktion von 
Venofer®, das in den zuvor beschriebenen Experimenten eine hohe Aufnahme und Eisenfreisetzung
zeigte, unterstützt diese Aussage jedoch nicht. Andererseits ist aus der Literatur bekannt, dass 
prinzipiell Glucose (Moruno-Manchón et al., 2012; Larsen et al, 2002; Cao et al., 2012), und im 
Speziellen auch Dextran, über die Generierung von ROS die p38-Aktivierung bewirken können (Kwon 
et al, 2007). Jedoch wurden bei der Untersuchung des Expressionsmusters keine Anzeichen für 
oxidativen Stress durch die nanomag®-D-spio-COOH beobachtet (Kap. 3.4.1.2).
Die PMAcOD SPIOs bewirkten (im Vergleich zu allen anderen Behandlungen) erst nach 6 h bzw. 24 h 
eine deutliche p38-Phosphorylierung (Abb. 3.48). Dies wäre im Einklang mit der Beobachtung, dass 
dieser Nanopartikel relativ stabil ist und eine Eisenfreisetzung deshalb langsamer und später die p38-
Aktivierung verursachen könnte. Der Vergleich mit der Kontrolle („FCS“) zeigt, dass FCS allein p38
nach 6 h aktivierte. Dieser Effekt ließ aber nach 24 h nach. Zu diesem Zeitpunkt könnten auch andere 
Effekte (z.B. Polymerhülle, Ausfallen des Partikels, Agglomeration) als die Eisenkonzentration zu zyto-
toxischen Erscheinungen führen, die eine p38-Aktivierung verursachen könnten. 

Da die Aktivierung von JNK und p38 mit einer Vielzahl von Prozessen und Signaltransduktionswegen 
einhergeht, konnte der genaue Mechanismus der Kinasen bei der Beteiligung an dem durch die 
PMAcOD SPIOs hervorgerufenen Zellstress nicht endgültig geklärt werden. Potenzielle Wirk-
mechanismen der Kinasen in diesem Prozess wurden diskutiert. Zur genauen Klärung bedarf es 
weiterer Experimente.
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3.4.3 Generierung von oxidativem Stress in vitro

Die Auslösung von oxidativen Stress und dessen Wirkung auf Zellen wurde ausführlich in Kap. 1.5
beschrieben. In den folgenden Experimenten wurde untersucht, in wieweit oxidativer Stress durch 
die Inkubation mit SPIOs augelöst wurde.

3.4.3.1.1 Untersuchung der Generierung von oxidativem Stress

          mittels eines Fluoreszein-Derivats

Zur Untersuchung von oxidativem Stress in Zellen ist die Verwendung eines Fluoreszein-Derivats eine 
bekannte und häufig angewandte Methode (LeBel et al., 1992). Um zu untersuchen, ob SPIOs 
oxidativen Stress in Makrophagen auslösen können, wurde das Fluophor 6-carboxy-2´,7´-dichloro-
dihydrofluorescein diacetate, di(acetoxymethylester) (DCFH-DA) der Firma Invitrogen verwendet, und 
eine für Mikrotiterplatte modifizierte Methode nach Wang et al. (1999). Die reduzierte, acetylierte
Form diffundiert in die Zelle, wo es durch Abspaltung des Acetoxymethylesters durch intrazelluläre 
Esterasen zu DCFH aktiviert wird (nicht fluoreszierend). Nach Oxidation, vornehmlich durch Wasser-
stoffperoxid, entsteht das grün fluoreszierende Carboxydichlorofluorescein (DCF). In der Literatur sind 
zwei unterschiedliche Einsatzmöglichkeiten beschrieben. Bei der ersten erfolgt die Inkubation der 
Zellen mit DCFH-DA vor der ROS-Stimulierung (Long et al., 2007; Sharma et al., 2007; Sarkar et al., 
2007; Sohn et al., 2010). Da die Generierung von oxidativem Stress bei dieser Methode durch 
Messung zu jedem beliebigen Zeitpunkt „live“ mitverfolgt werden kann, wird sie in dieser Arbeit als 
„kinetische Methode“ bezeichnet. Bei der „Endpunkt-Methode“ wurde zunächst die ROS-Produktion 
stimuliert und nach Waschungen der Zellen mit DCFH-DA inkubiert (Wang & Joseph, 1999; Hanley et 
al., 2008; Lin et al., 2006).

Die Untersuchung der ROS-Produktion nach der kinetischen Methode zeigte bei der Inkubation von 
Makrophagen (J774-Zellen) mit Venofer® die stärkste Fluoreszenz-Zunahme (Abb. 3.49 oben). Unter 
Berücksichtigung der massiven Aufnahme und Metabolisierung dieses Eisenpräparates (vergl. Abb. 
3.4, Tab. 3.2 und Abb. 3.22) ist davon auszugehen, dass die Reaktion in erster Linie auf die Frei-
setzung von Eisen zurückzuführen ist. Auch die nanomag®-D-spio-COOH SPIOs bewirkten eine zum 
Teil exponentielle Zunahme der ROS-Produktion. Die Inkubation mit dem Eisen(II)-Salz (FAS) führte 
zwar auch zu einer Zunahme der Fluoreszenz, diese fiel jedoch deutlich geringer aus als bei Venofer®. 
Wie oben bereits beschrieben wurde, kann Glucose die ROS-Produktion ankurbeln. Eine zusätzliche 
Stimulierung durch die Saccharose im Venoferkomplex oder durch die Dextrane im nanomag®-D-spio-
COOH SPIO wäre somit denkbar und könnte die stärkeren Reaktionen im Vergleich zu FAS erklären. 
Das Eisenpräparat Ferinject® initiierte einen Fluoreszenz-Anstieg, der geringer als der der Kontrolle 
war (Abb. 3.49 oben). Auch die PMAcOD SPIOs liefen unter ihren Kontrollen. Somit ließ sich bei den 
zuletzt genannten keine ROS-Produktion feststellen. Allerdings müssen potenziell mögliche Quench-
effekte der Fluoreszenz durch Eisen bei allen Präparaten berücksichtigt werden. Auf der anderen 
Seite ist nicht auszuschließen, dass trotz Waschungen aktiviertes DCFH extrazellulär im Medium 
vorliegt, das durch das Eisen der SPIOs oxidiert wird und fluoresziert. Dies kann durch die Endpunkt-
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Methode minimiert werden.

 

Abb. 3.49: ROS-Generierung in Makrophagen nach Inkubation mit SPIOs. oben: kinetische Methode: J774-
Zellen wurden für 1h mit 20 µM DCFH-DA und nach Waschungen mit 0,3 mM (Eisen, gestrichelte Linien) oder 
1 mM (Eisen, durchgehende Linien) der angegebenen Substanzen bei 37 °C inkubiert. Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurde die Fluoreszenz bei  535 nm nach Anregung bei 492 nm gemessen; „FCS-Kontrolle (hoch)“ ist die 
Kontrolle für die mit 1 mM, „FCS-Kontrolle (niedrig)“ für die mit 0,3 mM der PMAcOD SPIOs inkubierten Zellen; 
unten: Endpunkt-Methode: J774-Zellen wurden für die angegebenen Zeiten mit 0,3 mM (Eisen) der ange-
gebenen Substanzen inkubiert. Nach Waschungen wurden die Zellen für 1h mit 20 µM DCFH-DA inkubiert und 
anschließend erneut gewaschen. Nach einer weiteren Stunde wurde die Fluoreszenz gemessen; FCS-Kontrolle 
ist die Kontrolle für die mit PMAcOD SPIOs inkubierten Zellen.
(Signifikanzen zur entsprechenden Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 8).

Bei dieser fielen die Fluoreszenz-Anstiege aufgrund der zeitlich begrenzten Anwesenheit von 
DCFH-DA und der Abwesenheit von überschüssigen SPIOs im Medium deutlich geringer aus. 
Trotzdem ließen sich damit die bei der kinetischen Methode gewonnenen Erkenntnisse tendenziell 
bestätigen. So erreichte nach einer Stunde nur Venofer® eine signifikante Erhöhung der ROS-
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Produktion, gefolgt von FAS nach 3 h (Abb. 3.49 unten). Nach 6 h erzielten auch die nanomag®-D-
spio-COOH SPIOs sowie Ferinject® signifikante Fluoreszenz-Zunahmen. Die PMAcOD SPIOs hingegen 
waren zu keinem Zeitpunkt zur Kontrolle verschieden und lösten in diesen Experimenten keinen 
messbaren oxidativen Stress aus.

3.4.3.2 Untersuchung der Lipid-Peroxidation mittels TBARS

Eisenüberladung kann zu Lipidperoxidation führen (Abb. 1.24) (Khan et al., 1995; Dabbagh et al., 
1994). Dabei ist nach Halliwell & Chiroco (1993) die Lipidperoxidation eine eher späte Begleit-
erscheinung während der ROS-Einwirkung. Der Anstieg des intrazellulären Ca2+-Levels, Protein- und 
DNA-Schädigungen sind für die Zelle schwerwiegender und führen eher zum Zelltod. Nichtsdestotrotz 
ist die Lipidperoxidation z.B. bei der Ausbildung von Arteriosklerose (Shao & Heinecke, 2009; Ekuni et 
al., 2009), oder an den Folgeerscheinungen nach traumatischen oder ischämischen Hirn- und Rücken-
marksschäden, wesentlich beteiligt (Hall, 1989), und deshalb untersuchenswert.
Je mehr Doppelbindungen eine Fettsäure besitzt, desto höher ist die Wahrscheinlichkeit für die 
Abspaltung eines H-Atoms. Deshalb sind mehrfach ungesättigte Fettsäuren anfälliger für eine 
Peroxidation (Halliwell & Chirico, 1993). Die entstehenden Lipid-Radikale können mit molekularem 
Sauerstoff zu Peroxyl-Radikalen reagieren, die entweder mit anderen Peroxyl-Radikalen interagieren, 
Membranproteine angreifen, oder die Reaktionskette der Radikalbildung durch Reaktionen mit 
weiteren Fettsäuren fortsetzen können (Abb. 1.24). Diese Kaskade wird durch Eisen, analog zur 
Fenton-Reaktion (Formel 3.1), stimuliert, was zur weiteren Degradation der Lipid Hydroperoxide führt
(Formel 3.6 und 3.7). Dabei können schädliche Endprodukte wie Kohlenwasserstoffgase (Ethan, 
Pentan) oder das zuvor erwähnte Aldehyd 4-Hydroxy-2´-trans-Nonenal entstehen (Esterbauer, 1993).

LOOH  +  Fe2+   →   Fe3+  +  OH–  +  LO• (3.6)

LOOH  +  Fe3+   →   Fe2+  +  H+  +  LOO• (3.7)

LOOH ist das Lipid Hydroperoxid, LO• das Alkoxyl-Radikal, und LOO• das Peroxyl-Radikal.

Alternativ können durch Reaktionen von Peroxyl-Radikalen mit derselben Kohlenstoffkette zyklische 
Lipidperoxide entstehen (Abb. 1.24), Vorstufen bei der Bildung von Malondialdehyd (MDA), dem
Nachweisprodukt bei der TBARS-Methode ist.
Diese wurde angewandt, um zu untersuchen, ob SPIOs bzw. Eisen in Makrophagen Lipidperoxidation 
hervorrufen. Dazu wurden J774-Zellen für 1 h, 3 h, 6 h oder 24 h mit 0,3 mmol/L (Eisen) FAS, 
Venofer®, Ferinject®, nanomag®-D-spio-COOH SPIOs oder PMAcOD SPIOs inkubiert.
Nach drei Stunden verursachten FAS sowie die Eisenpräparate Venofer® und Ferinject® in Makro-
phagen einen signifikanten Anstieg der MDA-Konzentration, wobei dieser bei den Eisenpräparaten 
bereits nach einer Stunde festzustellen war (Abb. 3.50). Wie in dieser Arbeit bereits gezeigt wurde, 
sind Venofer® und FAS Substanzen, die durch Makrophagen stark aufgenommen und umgesetzt 
wurden (z.B. Ferritinanstieg, siehe Kap. 3.3.3.1). Das freigesetzte Eisen kann über die Formeln 3.6 und 
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3.7 Lipidradikale generieren und somit eine Lipidperoxidation auslösen. 
Während das Ausmaß der Lipidperoxidation bei den Eisenpräparaten mit der Zeit abnahm, stieg sie 
bei der Inkubation mit den PMAcOD SPIOs an, erreichte aber keine im Vergleich zur FCS-Kontrolle 
signifikant höheren Niveaus. Nach 24 h waren bei den mit Eisensalz, Eisenpräparaten oder SPIOs 
behandelten Zellen keine signifikant höheren MDA-Konzentrationen mehr festzustellen (Abb. 3.50). 
Vermutlich wurden in den Zellen Prozesse in Gang gesetzt, die der Auswirkungen von oxidativen 
Stress entgegenwirken.

                              

                              

Abb. 3.50: Lipidperoxidation in Makrophagen nach Inkubation mit SPIOs. J774-Zellen wurden für 1h, 3h, 6h 
oder 24h mit 0,3 mM (Eisen) der angegebenen Substanzen bei 37 °C inkubiert. Nach Waschungen, Zellernte und 
-aufschluss wurde ein Nachweis auf Thiobarbitursäure-reaktive Substanzen (TBARS) durchgeführt. Angegeben 
sind die Malondialdehyd-Konzentrationen (MDA, Lipidperoxidationsprodukte), normiert auf die zelluläre 
Proteinkonzentration. FAS: Eisen(II)sulfat; Venofer®, Ferinject®: Eisenpräparate; nanomag®-D-spio-COOH: 
biodegradierbare Dextran-SPIOs; PMAcOD: SPIOs; FCS-Kontrolle: Kontrolle der PMAcOD SPIOs; SIN-1: 
3-Morpholinosydonimin Hydrochlorid (25 µM), ein Peroxynitrit (ONOO-) Generator; H2O2: Wasserstoffperoxid 
(0,3 mM). (Signifikanzen zur entsprechenden Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3).
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Interessanterweise kann man bei Vergleich der hier dargestellten Ergebnisse mit denen aus den 
Experimenten zur Untersuchung der p38-Phosphorylierung (Kap. 3.4.2, Abb. 3.48) relativ gute 
Übereinstimmungen in den erzielten Effekten erkennen. So spiegelt sich die hohe MDA-Konzentration 
von Venofer® nach 1 h in der relativ starken p38-Phosphorylierung wieder. Bei der Inkubation mit FAS 
wurden die signifikanten Lipidperoxidations-Effekte nach 3 h und 6 h durch starke p38-Phosphory-
lierungen (starke Banden im Western Blot) begleitet. Auch die höchsten erzielten MDA-Konzentra-
tionen bei der Inkubation mit den nanomag®-D-spio-COOH SPIOs nach 3 h, sowie mit den PMAcOD 
SPIOs nach 6 h, gingen zeitlich mit dem Auftreten der höchsten Konzentrationen an phosphoryliertem 
p38 einher (vergl. Abb. 3.48). Denkbar wäre eine durch den oxidativen Stress ausgelöste Aktivierung 
von p38, das zelluläre Prozesse in Gang setzt, die weitere zytotoxische Auswirkungen des oxidativen 
Stresses eindämmen.

3.4.3.3 Untersuchung der Glutathion-Produktion

Glutathion ist ein Tripeptid (Glu-Cys-Gly), das in fast allen Zellen in hoher Konzentration (im Zytosol 
und in den Mitochondrien bis zu 11 mmol/L, im Nukleus bis zu 15 mmol/L; Valko et al., 2007) 
enthalten ist. Es wird durch die Glutamat-Cystein-Ligase und durch die Glutathion Synthetase 
produziert. Glutathion ist an dem Transport von Aminosäuren durch die Plasmamembran, an Phase II 
Reaktionen und somit am Abbau und an der Detoxifikation von Xenobiotika beteiligt, und dient als 
eine Reserve für Cystein. Als Elektronendonor ist es in der Lage, verschiedene Moleküle zu 
reduzieren. Dazu zählen Antioxidantien wie Vitamin C und E, die dadurch regeneriert werden können, 
aber auch Hydroxylradikale, die dadurch unschädlich gemacht werden. Durch die Glutathion-
Peroxidase, einem Selen-haltigen Enzym, wird mit Glutathion als Cofaktor Wasserstoffperoxid zu 
Wasser reduziert, wobei sich zwei reduzierte Glutathion-Moleküle (GSH) über eine Disulfidbrücke zu 
Glutathiondisulfid (GSSG) verbinden (Formel 3.8) (Pastore et al., 2003; Brigelius-Flohe et al., 1999).

H2O2  +  2GSH   →   GSSG  +  2H2O (3.8)

Oxidiertes Glutathion kann durch die Glutathion-Reduktase wieder in die reduzierte Form umge-
wandelt werden, wobei NADPH als Elektronendonor dient. In gesunden Zellen sind mehr als 90 % in 
der reduzierten Form (GSH) und unter 10 % in der oxidierten Form (GSSG) vorzufinden. Ein erhöhtes 
GSSG/GSH Verhältnis deutet auf oxidativen Stress hin. Mit Thioredoxin ist Glutathion in der Zelle das 
für die Regulierung des Redoxgleichgewichts wichtigste Molekül (Dröge, 2002).

Zur Untersuchung des Glutathion-Status wurden J774 Zellen für 3 h oder 6 h mit 0,3 mmol/L (Eisen) 
des Eisen(II)-Salzes, Venofer® oder der PMAcOD SPIOs inkubiert. Anschließend wurde das Zelllysat 
nach der Zellernte mit einem Glutathion-Assay der Firma Cayman Chemical Company (Ann Arbor, 
USA) auf Gesamt-Glutathion (GSH) sowie auf die oxidieret Form (GSSG) hin untersucht. Wie Abb. 3.51
zeigt, konnte bei keinem der Präparate eine erhöhte Gesamt-Glutathion-Konzentration oder eine 
erhöhte GSSG-Konzentration festgestellt werden. Eine signifikante Veränderung des Redox-Status der 
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Zelle durch die Aufnahme der Eisenoxid-Nanopartikel oder durch die eingesetzte Eisenkonzentration 
konnte nicht nachgewiesen werden. In ähnlichen Experimenten konnten Clift et al. (2010) bei
Inkubation von J774-Zellen mit Quantumdots eine leichte Abnahme der Glutathion-Konzentration 
feststellen. Sie deuteten die Verarmung als einen Auslöser für die Entstehung von oxidativen Stress, 
und nicht als die Reaktion der Zelle auf diesen.

      

Abb. 3.51: Glutathion-Nachweis in Makrophagen nach Inkubation mit SPIOs. J774-Zellen wurden für 3h oder 6h 
mit 0,3 mM (Eisen) der angegebenen Substanzen inkubiert. Nach Waschungen, Zellernte und -aufschluss wurde 
ein Glutathion-Assay zur Untersuchung der Konzentrationen von Gesamt-Glutathion (GSH) (links, normiert auf 
die zelluläre Proteinkonzentration) und oxidiertes Glutathion (GSSG) durchgeführt. Der rechte Graph stellt das 
prozentuale Verhältnis von GSSG zum Gesamt-Glutathion der Zellen dar. FCS-Kontrolle ist die Kontrolle für die 
mit PMAcOD SPIOs inkubierten Zellen.
(Signifikanzen zur entsprechenden Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 2-3)

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die hohe Eisenverfügbarkeit in Form des Eisen(II)-Salzes 
(FAS) oder Venofer in vitro rasch zu einer (leichten) Generierung von ROS geführt hat, die eine 
Lipidperoxidation verursachte. Dieser wurde offensichtlich nach 24 h entgegengewirkt, so dass 
insgesamt die „Redox-Homöostase“ der Zelle nicht negativ beeinflusst wurde, wie der unveränderte 
Glutathionstatus zeigte. Die Nanoparitkeln zeigten diesbezüglich keine negativen Wirkungen.
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3.4.4 Untersuchung von Zellvitalität, Stoffwechselumsatz und 

Membranintegrität

In dem folgenden Kapitel wurde untersucht, ob die bisher durch die Nanopartikel ausgelösten 
Reaktionen Auswirkung auf den Gesamtzustand der Zelle hatten. Dazu kamen etablierte Methoden 
zum Einsatz, die die Vitalität, den metabolischen Umsatz oder die Integrität der Zellen messen.

3.4.4.1 Untersuchung der Zellvitalität mittels Trypanblau Färbung

Eine schnell und einfach durchführbare Methode zur Messung von potenziell toxischen Reaktionen 
ist die Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Trypanblau Färbung. Während geschädigte Zellen den 
Farbstoff aufnehmen, bleibt er in vitalen Zellen außen vor. Dazu wurden J774-Zellen für einen kurzen 
(3 h), mittleren (24 h) und langen (48 h) Zeitraum mit 0,3 mmol/L (Eisen) oder 1 mmol/L Venofer®
oder den PMAcOD SPIOs inkubiert. Um bei einem positiven Ergebnis zu überprüfen, ob dieses durch 
die Polymerhülle des PMAcOD SPIOs verursacht wurde, wurde die Zellen auch mit 0,1 g/L Poly-
Maleinsäureanhydrid-alt-1-octadecen inkubiert.

Abb. 3.52: Auswirkung von SPIOs auf die Lebendzellzahl von Makrophagen. J774-Zellen wurden für die 
angegebenen Inkubationszeiten mit 0,3 mM (Eisen) oder 1 mM Venofer® oder den PMAcOD SPIOs inkubiert 
und nach Waschungen und Zellernte eine Trypanblau Färbung durchgeführt, und damit die relative Anzahl der 
lebenden Zellen ermittelt. Zusätzlich wurden 0,1 mg/ml des Hüllpolymers der PMAcOD SPIOs eingesetzt.
(Signifikanzen im Vergleich zur Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 3).

Die Ergebnisse zeigen, dass erst die Inkubation für 48 h mit den PMAcOD SPIOs zu einer deutlichen 
und signifikanten Reduktion der Lebendzellzahl führte, sowohl bei der geringen (68 % lebend) als 
auch bei der hohen Konzentration (66 % lebend) (Abb. 3.52). Noch stärker inhibierend wirkte das 
Polymer, das die Lebendzellzahl nach 48 h auf 50 % reduzierte, und sogar schon nach 24 h und 3 h zu 
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einer signifikanten Reduktion führte. Allerdings muss beachtet werden, dass es unmöglich war, die 
jeweils ein Nanopartikel umhüllende Polymermenge zu quantifizieren. Bei der Verpackung der SPIOs 
wurden 10 mg Polymer zu 1 mg (Eisen) gegeben. 1 mmol/L der PMAcOD SPIOs entsprechen 
0,056 mg/ml, so dass die zehnfache Menge 0,56 mg/ml Polymer ergeben würde, falls das gesamte 
Polymer verbraucht würde. Da das mit Sicherheit nicht der Fall war, ist davon auszugehen, dass die im 
Experiment verwendete Polymer-Konzentration von 0,1 mg/ml immer noch höher ist als die durch 
die Inkubation mit den PMAcOD SPIOs tatsächlich gegebene Menge.

3.4.4.2 Untersuchung der Zellviabilität mittels MTT-Test

Eine etablierte und häufig verwendete Methode zur Bestimmung der Zellviabilität ist der MTT-Test. 
Dieser misst den Gesamt-Stoffwechselumsatz einer Zellpopulation und gibt somit einen Eindruck 
über die Vitalität der Zellen.
Zur Untersuchung potenziell toxischer Auswirkungen von Eisenoxid-Nanopartikeln auf Makrophagen 
wurden J774-Zellen für 48 h mit 0,3 mmol/L (Eisen) verschiedener SPIOs (nanomag®-D-spio, PI-b-PEO, 
Sinerem®), mit einem Eisen(II)-Salz, oder mit dem Eisenpräparat Venofer® inkubiert, und 
anschließend ein MTT-Test durchgeführt. 

        

Abb. 3.53: Auswirkung von SPIOs auf die Viabilität von Makrophagen. links: J774-Zellen wurden für 48 h mit 
0,3 mM (Eisen) der angegebenen SPIOs bzw. Eisenverbindungen inkubiert und anschließend ein MTT-Test 
durchgeführt; rechts: J774-Zellen wurden für die angegebenen Inkubationszeiten mit 0,3 mM (Eisen) oder 
1 mM der PMAcOD SPIOs, oder mit 0,1 mg/ml des Hüllpolymers der PMAcOD SPIOs, inkubiert und anschlie-
ßend ein MTT-Test durchgeführt. Die Viabilität wurde in Prozent zur Kontrolle angegeben. Zur Vermeidung von 
falschen Ergebnissen aufgrund von möglichen Interaktionen zwischen dem Eisen und dem MTT-Reagenz oder
aufgrund von Quencheffekten wurden die Kontrollen für die letzten 3 h mit dem jeweiligen Prüfpräparat 
inkubiert. (Signifikanzen im Vergleich zur Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 4-8).
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Die Ergebnisse zeigen, dass fast alle eingesetzten Eisenverbindungen die Zellviabilität nicht nennens-
wert negativ beeinflussten. Lediglich die PI-b-PEO-OH und PI-b-PEO-NH2 SPIOs senkten sie auf 76 % 
bzw. 74 %. Bei allen anderen Verbindungen blieb sie bei > 85 %. Interessanterweise zeigten die 
genannten PI-b-PEO SPIOs in der DLS-Messung die mit Abstand größte Polydispersität (Tab. 3.1), und 
wurden von Makrophagen relativ gut aufgenommen, jedenfalls besser als der PI-b-PEO-COOH und die 
meisten nanomag®-D-spio SPIOs (Tab. 3.2). Offensichtlich kann eine inhomogene Größenverteilung 
von Partikeln schädigend wirken.

Da die PMAcOD SPIOs im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen, wurden im Rahmen dieser Experimente 
zwei unterschiedliche Konzentrationen (0,3 mmol/L und 1 mmol/L Eisen) sowie das Polymer bei drei 
unterschiedlichen Inkubationszeiten (24 h, 36 h, 48 h) untersucht. Während die geringere Konzen-
tration an PMAcOD SPIOs auch nach 48 h keine messbare Änderung der Viabilität mit sich brachte, 
verursachten sowohl die höhere Konzentration als auch das Polymer bereits nach 24 h signifikante 
Minderungen (Abb. 3.53).

Bei der mikroskopischen Begutachtung der Zellen konnte man nach der 24stündigen Inkubation mit 
1 mmol/L der PMAcOD SPIOs viele Zellen sehen, die sich bereits abgerundet und ihre Pseudopodien 
eingestülpt hatten. Mit steigender Inkubationszeit nahm dieser Effekt zu, so dass nach 36 h alle Zellen 
abgerundet waren und zum Teil Zellagglomerate bildeten. Außerdem war das Zellinnere dunkel 
strukturiert. Nach 48 h war mikroskopisch keine Verschlechterung sichtbar.
Nach der Inkubation mit dem Polymer waren nach 24 h viele abgerundete Zellen und einige Zell-
trümmer zu beobachten. Nach 36 h konnten Zellhaufen mit großen abgerundeten Zellen, viele Zell-
trümmer, sowie großflächig abgelöste Zellen festgestellt werden. Nach 48 h waren die Effekte noch 
stärker. Insgesamt passten diese Beobachtungen gut mit den im MTT-Test gewonnenen Erkenntnissen 
überein.

3.4.4.3 Untersuchung der Zellviabilität mittels 

    CellTiter-Blue® Cell Viabilty Assay

Ähnlich wie der MTT-Test wird mit dem „CellTiter-Blue® Cell Viability Assay“ der Stoffwechselumsatz 
einer Zellpopulation bestimmt, genauer genommen das Potenzial der Zellen, den Fluoreszenz-
Farbstoff Resazurin zu Resarufin zu reduzieren. Dazu wurden in Anlehnung an den MTT-Test J774-
Zellen für verschiedenen Inkubationszeiten mit 0,3 mmol/L oder 1 mmol/L (Eisen) der PMAcOD SPIOs 
oder mit 0,1 g/L des Polymers inkubiert.
Die Ergebnisse sind mit den im MTT-Test gewonnenen Erkenntnissen vergleichbar. Die Inkubation mit 
der hohen PMAcOD-Konzentration führte bereits nach 24 h zu einer signifikanten Abnahme der Zell-
viabilität auf 84 %, nicht aber die geringere Konzentration (Abb. 3.54). Bei letzterer war nach 48 h ein 
signifikanter Anstieg zu verzeichnen, was als Indiz für die „Anstrengungen“ der Zellen gewertet 
werden könnte, die Vitalität durch einen erhöhten Stoffwechselumsatz beizubehalten. Das gleiche 
könnte bei dem leichten Anstieg durch das Polymer der Fall gewesen sein.
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Abb. 3.54: Auswirkung von SPIOs auf die Viabilität von Makrophagen. J774-Zellen wurden für die angegebenen 
Inkubationszeiten mit 0,3 mM (Eisen) oder 1 mM der PMAcOD SPIOs, oder mit 0,1 mg/ml des Hüllpolymers der 
PMAcOD SPIOs inkubiert und anschließend der CellTiter-Blue® Cell Viability Assay durchgeführt. Die Viabilität 
wurde in Prozent zur Kontrolle angegeben. Zur Vermeidung von falschen Ergebnissen aufgrund von möglichen 
Interaktionen zwischen dem Eisen und dem Farbreagenz oder aufgrund von Quencheffekten wurden die 
Kontrollen für die letzten 3 h mit dem jeweiligen Prüfpräparat inkubiert (Signifikanzen im Vergleich zur 
Kontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 6).

3.4.4.4 Untersuchung der Membranintegrität mittels LDH-Assay

Eine weitere populäre Methode bei zytotoxischen Untersuchung ist die Bestimmung der Lactat-
dehydrogenase- (LDH) Konzentration im zellulären Überstand. Erhöhte Werte deuten auf 
Schädigungen der Zellmembran hin, die auch bei Nekrosen charakteristisch sind, und zu einer LDH-
Freisetzung führen.
In Anlehnung an die zuvor durchgeführten zytotoxischen Nachweismethoden wurden J774-Zellen für 
24 h oder 48 h mit 0,3 mmol/L oder 1 mmol/L (Eisen) der PMAcOD SPIOs, oder 0,1 g/L des Polymers,
inkubiert. Zusätzlich kam als „Eisenkontrolle“ das Eisen(II)-Salz FAS hinzu.
Sowohl die geringe als auch die hohe FAS-Konzentration führten auch nach 48 h nicht zu einer im 
Vergleich zur unbehandelten Lebendkontrolle erhöhten LDH-Freisetzung (Abb. 3.55). Auch 
0,3 mmol/L (Eisen) der PMAcOD SPIOs verursachten keine schwerwiegenden Zellmembran-
Schädigungen, jedoch 1 mmol/L der PMAcOD SPIOs sowie das Polymer bereits nach 24 h, wobei der 
Effekt nach 48 h stärker war. 
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Abb. 3.55: Auswirkung von SPIOs auf die LDH-Freisetzung von Makrophagen. J774-Zellen wurden für die ange-
gebenen Inkubationszeiten mit 0,3 mM (Eisen) oder 1 mM FAS, der PMAcOD SPIOs, oder mit 0,1 mg/ml des 
Hüllpolymers der PMAcOD SPIOs inkubiert. Anschließend wurden ein LDH-Assay durchgeführt und der Quotient 
aus LDH im Überstand und zellulärem LDH bestimmt. Dieser wurde in Prozent zu einer Positivkontrolle (=100 %) 
angegeben, die mit einem Lyse-Reagenz behandelt wurde (maximale LDH-Freisetzung).
(Signifikanzen im Vergleich zur Lebendkontrolle: ***, p ≤ 0,001; **, p ≤ 0,01; *, p ≤ 0,05; n = 6).

Die Ergebnisse zeigen, dass in den in vitro Versuchen nicht (nur) eine hohe Eisenkonzentration,
sondern der Nanopartikel als Ganzes bzw. seine Polymerhülle toxisch wirken kann.

Leb
en

dko
nt

ro
lle

0,
3 

m
M

 F
AS

1 
m

M
 F

AS

0,
3 

m
M

 P
M

AcO
D

1 
m

M
 P

M
AcO

D

0,
1 

m
g/m

l P
oly

m
er

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

48 h
24 h

***

***

***

***

%
 L

D
H



3.Ergebnisse und Diskussion

180

3.5 Orale Applikation von Eisenoxid-Nanopartikel

Die hier im Vordergrund stehenden PMAcOD SPIOs sind als Plattform für ein intelligentes MRI-
Kontrastmittel für die intravenöse Anwendung gedacht. Da diese Partikel im Eisenoxidkern radioaktiv 
markiert werden können, bieten sie sich auch als Model an, um die gastrointestinale Absorption eines 
eisenbasierten Nanopartikel in vivo zu untersuchen. Wenn Nanopartikel heute bereits im Umfeld von 
Körperhygiene, Kleidung etc. verwendet werden (siehe Kap. 1.1), ist der Transferfaktor Gastro-
intestinaltrakt-Blut grundsätzlich interessant und wichtig für eine Risikoabschätzung. Darüber gibt es 
bisher so gut wie keine Literatur. 
In einem ersten Versuch wurden 59Fe-markierte Ölsäure-stabiliserte Eisenoxid-kerne (11 nm) in HDL-
Nanosomen inkorporiert und Balb/c-Mäusen per Schlundsonde oral verabreicht. Die Ganzkörper-
retention wurde sofort und im Zeitraum von bis zu 8 Tagen gemessen (Abb. 3.59 links). Bei Mäusen ist 
die Magendarmpassage nach ca. 1-2 Tagen vollständig abgeschlossen, d.h. die nach 8 Tagen retinierte 
59Fe-Aktivität muss in den Körper aufgenommen worden sein. Dies zeigte auch die 59Fe-Organ-
verteilung nach 9 Tagen, bei dem der Großteil der 59Fe-Aktivität im Blut wiederzufinden war 
(Abb. 3.59 rechts), und zwar eingebaut im Hämoglobin neu gebildeter Erythrozyten. Ein ähnliches Bild 
ergab die Applikation von mit 59Fe markierten PMAcOD SPIOs (nicht gezeigt). Ob die Nanopartikel
über den Darm intakt aufgenommen und anschließend durch Makrophagen der Leber abgebaut 
wurden, oder ob sie während der intestinalen Passage durch die Magen- und Darmsäfte zerstört, und 
die frei werdenden Fe2+-Ionen über DMT1 aufgenommen wurden, kann aus diesem Versuch nicht 
geklärt werden, da die Eisenabsorption stark dosisabhängig ist und kleine Mengen freien Eisens sehr 
effizient im Duodenum aufgenommen werden können.

           

Abb. 3.56: Orale Applikation von 59Fe-Nanosomen an Mäusen. links: zeitabhängige Ganzkörperretention nach 
bis zu 8 Tagen; rechts: Verteilung der Radioaktivität im Körper nach 9 Tagen. Die Radioaktivität wurde mit dem 
HAMCO gemessen (n = 3); MDT: Magen-Darm-Trakt.
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Deshalb wurden in einem weiteren Experiment mit 51Cr markierte PMAcOD SPIOs und Nanosomen 
verwendet. Der Vorteil von Chrom in diesem Zusammenhang ist die bei Nagern sehr geringe intesti-
nale Aufnahme von < 0,5 % der zugeführten Dosis (Laschinsky et al. 2012). Wenn die oben darge-
stellten Ergebnisse für 59Fe für eine intake Nanopartikelaufnahme sprechen sollten, dann müsste hier 
ebenfalls eine deutlich messbare 51Cr-Aktivität im Körper retiniert werden.
Im intraindividuellen Vergleich erhielt eine Gruppe von acht Mäusen mittels einer Schlundsonde 
zunächst 51Cr-PMAcOD SPIOs. Nach einem Tag waren davon nur noch 0,7 ± 0,45 % übrig, und nach 
zwei Tagen war die Aktivität vom Hintergrund nicht mehr zu unterscheiden (Abb. 3.57).
Anschließend erhielten die gleichen Tiere 51Cr-Nanosomen. Dabei ergab sich ein ähnliches Bild, wobei 
die Ganzkörperretention nach einem Tag auf 1,3 ± 1,5 % sank.
Beide Partikel wurden geringer aufgenommen als 51CrCl3, das nach einem Tag noch eine Ganzkörper-
retention von 1,6 ± 0,5 % aufwies, die nach 7 Tagen jedoch auf 0,26 ± 0,01 % abfiel (Abb. 3.57).

   

Abb. 3.57: Orale Applikation von SPIOs. Mäuse bekamen über eine Schlundsonde zunächst mit 51Cr markierte 
PMAcOD SPIOs verabreicht. An den angegebenen Tagen wurde die noch im Körper verbliebene bzw. aufge-
nommene 51Cr-Aktivität mittels HAMCO gemessen. Nachdem keine Restaktivität mehr vorhanden war, folgte 
die Applikation von mit 51Cr markierten Nanosomen und anschließend von 51CrCl3 (n = 8).

Die Daten deuten daraufhin, dass die substantielle Aufnahme von 59Fe aus markierten SPIOs offenbar 
durch den Verdau von den Eisenoxidkernen im sauren pH des Magens, gefolgt von einer Absorption 
von freigesetzem Fe2+ im Duodenum, erfolgt.
Ein wichtiges Ergebnis ist, dass die gastrointestinale Aufnahme von intakten wasserlöslichen oder 
fettlöslichen SPIOs nach oraler Gabe nur sehr gering sein kann (< 0.1 %). Hierbei kann es sich 
natürlich auch ganz oder teilweise um die säurekatalysierte Freisetzung von 51Cr(III) durch den 
Magensaft und einer anschließenden intestinalen Aufnahme handeln. Experimente mit 59Fe oder 
51Cr-markierten Partikeln zeigten eine langsame Freisetzung dieser Ionen in saurer Lösung 
(Doktorarbeit B. Freund, 2012). Dies schließt aber natürlich den Transfer von einzelnen Nanopartikeln 
aus dem Magendarmtrakt ins Blut nicht aus, was experimentell wohl mit keiner Methode direkt 
nachweisbar oder ausschließbar sein dürfte.
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3.6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die Aufnahme, Metabolisierung und Toxizität von superparamagnetischen 
Eisenoxid-basierten Nanopartikeln (SPIOs) in vitro und teilweise in vivo untersucht. Dabei wurde ein 
besonderer Fokus auf ein Polymer-gekoppeltes Model-SPIO (PMAcOD SPIO) gelegt, das die Arbeits-
gruppe in Zusammenarbeit mit der physikalischen Chemie (Universität Hamburg) in radiomakierter 
Form synthetisiert hat. Andere ebenfalls monodisperse (PI-b-PEO SPIOs), und käuflich erworbene 
SPIOs (nanomag®-D-Spio), sowie nanobasierte Eisenpräparate (Venofer®, Ferinject®, Sinerem®) 
dienten als Vergleichspräparate.
Die Beurteilung der Auswirkungen erfolgte in Anlehnung an ein Model von Meng et al. (2008), das die 
zelluläre Antwort auf Nanopartikeln in inkrementellen Stufen beschreibt (Abb. 3.58).

Abb. 3.58: Potentielle Wirkungen von Eisenoxid-Nanopartikel auf einen Organismus. SPIOs können mit unter-
schiedlicher Intensität auf einen Organismus einwirken und Reaktionen, die hierarchisch auf unterschiedlichen 
Stufen stehen, hervorrufen. Die Stärke der Reaktionen hängt von Parametern wie Beschaffenheit, Dosis, 
Inkubationszeit und Applikationsart der Nanopartikel ab. Bei der Beurteilung der Auswirkungen auf den 
Organismus ist es wichtig, möglichst alle Stufen zu untersuchen, was im Rahmen dieser Arbeit getan wurde. Zur 
Erklärung der Abkürzungen siehe Abkürzungsverzeichnis (Abbildung adaptiert aus Meng et al., 2009).

in vitro Befunde:
Zellen des perisinusoidalen Raumes der Leber sind maßgeblich an der Aufnahme von Nanopartikeln 
beteiligt. Aus diesem Grund wurden für die in vitro Experimente hauptsächlich Zellkulturmodelle für 
Makrophagen (J774-Zellen), aber auch eine Hepatozyten (αML-12)- und eine Endothelzelllinie 
(HUVEC) verwendet.
Die Makrophagen zeigten eine Zeit- und Konzentrations-abhängige Nanopartikel-Aufnahme, die 
sättigbar war. Als maßgeblicher Faktor für die Quantität der Aufnahme stellte sich die Oberflächen-
ladung heraus, wobei Nanopartikeln mit negativ geladenen Liganden (-COOH) bevorzugt aufge-
nommen wurden, gefolgt von Nanopartikeln mit positiv geladenen Liganden (-NH2). SPIOs mit 
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neutraler Oberfläche wurden im Vergleich dazu schlechter aufgenommen. Relativ inerte Hüll-
materialien (PEGylierung, Dextran) hemmten die Aufnahme, auch die Opsonierung durch 
Serumproteine beeinflusste die Aufnahme negativ.
Bereits wenige Minuten nach der Nanopartikelgabe waren die PMAcOD SPIOs in intrazellulären 
Vesikeln zu finden. Sowohl die elektronenmikroskopischen Aufnahmen als auch die Inhibitions-
versuche deuten auf eine Clathrin-vermittelte endozytotische Aufnahme hin, wobei auch die Phago-
zytose beteiligt sein kann.
Die PMAcOD SPIOs sind im Vergleich zu den anderen verwendeten SPIOs und Eisenpräparaten nach 
Aufnahme in Zellen relativ stabil und werden erst zeitlich verzögert (> 24 h) abgebaut. Dies zeigte sich 
an den Reaktionen von relevanten Eisenhomöostase-Genen (Ferritin, Transferrin-Rezeptor 1, 
Ferroportin 1), die wie bei einer erhöhten Eisenzufuhr reagierten. Das durch die Degradation frei 
werdende Eisen führte bei allen SPIOs nach spätestens 6 h zu einem signifikanten Anstieg des labilen 
Zelleisens (LIP), und nach 24 h war bei den meisten ein Anstieg des Ferritinspiegels zu verzeichnen, 
was für einen Transfer von Eisen aus dem LIP in den Speicher Ferritin spricht (Abb. 3.59). Dabei 
korrelierte der Anstieg der Ferritinkonzentration bei den meisten SPIOs mit der aufgenommenen 
Eisenmenge, was für einen weitgehenden Abbau des Eisenkerns spricht. Eine Ausnahme bildeten die 
PMAcOD SPIOs, die bei hoher Aufnahmerate eine geringe Ferritinsysnthese zeigten, was für eine 
höhere intrazelluläre Stabilität spricht.

Abb. 3.59: Vorgeschlagener Weg der Prozessierung von SPIOs durch Zellen. Die Nanopartikel werden, ähnlich 
wie Transferrin, über clathrin-vermittelte Endozytosemechanismen aufgenommen. Nach Verschmelzung von 
endozytotischen Vesikeln zu späten Endosomen und Lysosomen werden die SPIOs (teilweise) degradiert. Das 
dadurch freigesetzte Eisen (grüne Punkte) gelangt über DMT1 ins Zytosol, wo es in den transienten labilen 
Eisenpool übergeht. In Abhängigkeit von der intrazellulären Eisenkonzentration und dem Eisenbedarf der Zelle 
wird das Eisen von dort aus für zelluläre metabolische Prozesse verwendet, in Ferritin gespeichert, oder über 
Ferroportin exportiert.

Eine Stimulierung der Ferroportin 1 Protein-Expression war bei den verwendeten Makrophagen 
durch die Inkubation mit hohen Eisengaben (in Form von 0,3 mmol/L FAS oder 1 mmol/L Venofer®) 
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möglich, bei der Gabe von PMAcOD SPIOs jedoch nicht, obwohl ein Export von Eisen zu beobachten 
war. Hier wurde eine Herunterregulierung festgestellt, die auf eine toxische Reaktion hindeuten 
könnte.
Denn in Zusammenhang mit Eisenoxid-Nanopartikeln sind generell Zellschädigungen durch die 
Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies und den dadurch ausgelösten oxidativen Stress denkbar. 
Bis auf eine deutlich erhöhte Expression des Hämoxygenase-Gens durch die PMAcOD SPIOs gab es 
bei den verwendeten Methoden jedoch keine weiteren Anzeichen dafür, was vermutlich auf dessen 
Stabilität und die daraus resultierende geringe Eisenfreisetzung zurückzuführen ist. Stattdessen war 
eine Aktivierung von JNK und p38 zu beobachten, die durch die Auslösung von antioxidativen, 
zellulären Prozessen oxidativen Schädigungen entgegengewirkt haben könnten. Darüber hinaus 
wurden durch die Inkubation mit den PMAcOD SPIOs in den Makrophagen Zellzyklus-assoziierte und 
vor allem proinflammatorische Gene exprimiert. Dies war bei dem Eisenpräparat Ferinject® und den 
nanomag®-D-spio-COOH SPIOs trotz einer höheren Aufnahme und Degradation nicht der Fall, was 
darauf hindeutet, dass der induzierte Zellstress in erster Linie nicht auf eine erhöhte intrazelluläre 
Eisenkonzentration zurückzuführen ist, sondern auf die speziellen Eigenschaften des PMAcOD SPIOs. 
In Betracht kommt dabei vor allem seine Polymerhülle, die in den verwendeten Toxizitätstests 
(Trypanblau Färbung, MTT-Test, CellTiter-Blue® Cell Viabilty Assay, LDH-Assay) die stärksten negativen 
Reaktionen hervorrief. Eine toxische Wirkung der PMAcOD SPIOs zeigte sich in vitro aber erst bei 
einer relativ hohen (Eisen-)Konzentration von 1 mmol/L oder bei einer langen Inkubationsdauer von 
> 24 h.

Endothelzellen (HUVECs) zeigten für die Vergleichspräparate eine geringere Nanopartikel- und Eisen-
Aufnahme, aber eine sehr starke Aufnahme der PMAcOD SPIOs, was gut zu den in vivo Experimenten 
aus unserer Arbeitsgruppe passt.
Aufgenommene SPIOs wurden durch die Endothelzellen abgebaut, was sich anhand der Reaktionen 
der Eisenhomöostase-Gene veranschaulichen ließ, die mit denen in den Makrophagen vergleichbar 
waren. Auch hier riefen die PMAcOD SPIOs die geringsten Veränderungen hervor, was für ihre relative 
Stabilität spricht. Aber auch hier zeigten Versuche mit 59Fe-markierten PMAcOD SPIOs einen Eisen-
export aus HUVECs.
Als Indikator für das toxische Potenzial der PMAcOD SPIOs in Endothelzellen zeigte Nrf2, ein zentraler 
Regulator von einer Vielzahl von anti-oxidativen, und für die Metabolisierung und Detoxifikation von 
Xenobiotika sowie für das Überleben der Zelle wichtigen Genen, eine leicht erhöhte Expression.

Die verwendeten Maus-Hepatozyten (αML-12 Zellen) hingegen zeigten eine relativ geringe Aufnahme 
der PMAcOD SPIOs. Passend dazu wurden die meisten Eisenhomöostase-Gene und die untersuchten 
„Toxizitäts- und Stress-Gene“ nicht signifikant beeinflusst. Nach der Inkubation von radioaktiv 
markierten PMAcOD SPIOs konnte zwar eine extrazelluläre Radioaktivität gemessen werden, 
aufgrund der geringen Werte und einer fehlenden Hepcidinwirkung kann ein potenzieller Eisenexport 
nach der Degradation der SPIOs jedoch nicht klar bestätigt werden.

in vivo Befunde:
Nach einer intravenösen Bolusinjektion wurde die Wirkung von PMAcOD SPIOs (0,1 mg Fe/Maus) und 
Nanosomen (0,05 mg Fe/Maus) in vivo untersucht. Aus Versuchen mit den jeweils radiomarkierten 
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Verbindungen war bereits bekannt, dass in beiden Fällen der Großteil (80-90 %) der Partikel von 
Makrophagen und, im Falle der PMAcOD SPIOs, teilweise auch in Sinusendothelzellen der Leber,
aufgenommen werden. Nach 48 h war in den Mäusen die Lebereisenkonzentration nicht erhöht, und 
es resultierte kein Ferritinanstieg im Serum, was bei der Eisendosis auch nicht zu erwarten war. Als 
Positivkontrolle wurde das i.v. Eisenpräparat Ferinject® (Eisencarboxymaltose) in hochdosierter Form 
(4,6 mg Fe/Maus) injiziert. Hiernach konnte histologisch mit der Berliner Blau Färbung eine Eisen-
aufnahme auch in Hepatozyten nachgewiesen weren, und es wurden erhöhte Lebereisenwerte und 
Plasma-Ferritinspiegel gemessen, als Zeichen, dass das Präparat aufgenommen und metabolisiert 
wurde.
Auf mRNA-Ebene ließen sich aber Reaktionen in der Leber auch nach PMAcOD SPIOs und 
Nanosomen-Injektionen beobachten. So reagierten Vertreter aus zwei P450 Cytochrom-Familien 
(Cyp4a10, Cyp4a14, Cyp7a2), die bei Arachidon-, Fettsäure- und Cholesterin-Metabolismen eine Rolle 
spielen, positiv auf die Gabe von PMAcOD SPIOs und Nanosomen, was für den Abbau der 
Nanopartikel spricht. Die Herunterregulierung der meisten anderen untersuchten P450 Cytochrome, 
die generell Oxidationsprozesse und dadurch potenziell eine ROS–Generierung initiieren, könnte als 
antioxidativer Mechanismus zur Vermeidung von oxidativen Stress gedeutet werden. Die Leber 
erkennt bereits, dass Nanopartikel vorhanden sind, was sich durch die sehr starke Reaktion von 
Metallothionein 2 zeigte, das an vielen physiologischen Prozessen beteiligt ist (Schutz vor 
Schwermetall-Toxizität und oxidativen Stress; regulatorische Funktion für physiologische Metalle; 
Regulation von Transkriptionsfaktoren für Proliferation, Differenzierung, Tumorentstehung und 
Apoptose; Regeneration von Leberschäden). Insgesamt waren die Auswirkungen sowohl der PMAcOD 
SPIOs als auch der Nanosomen in der hier getesteten Dosis ähnlich und sehr moderat.

Nach Gabe der hohen Ferinject-Konzentration war die Expression der antioxidativ wirkenden Gene 
stark erhöht, was zeigt, dass eiseninduzierter oxidativer Stress in der Leber offenbar nur durch höhere 
Eisenkonzentrationen ausgelöst wird. Genauso wurden Zytokine oder an Endzündungsprozessen 
beteiligte Gene durch Ferinject® stark hochreguliert. Starke Positivreaktionen einzelner Gene durch 
die Nanosomen (z.B. Egr1) könnten auf eine erhöhte Nanopartikel-Aufnahme auch durch andere 
Zellen als Makrophagen hindeuten oder durch Wirkung des Fettanteils (humane Fette) bedingt sein. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass bei den verwendeten Konzentrationen von 0,1 mg 
(Eisen) der PMAcOD SPIOs oder 0,05 mg der Nanosomen nicht von akut toxischen Reaktionen der 
Leber auszugehen ist. Eine Dosis unterhalb von 0,1 mg ist bei der Anwendung der PMAcOD SPIOs zu 
empfehlen, was bei der Verwendung der SPIOs für bildgebende Verfahren (MRI) auch ausreichend ist. 

Nach oraler Applikation von 59Fe- bzw. 51Cr-markierten PMAcOD SPIO oder Nanosomen wurde eine 
signifikante 59Fe-, aber eine sehr geringe 7-Tage-51Cr-Ganzkörperretention als Maß für die gastro-
intestinale Absorption gefunden. Die 59Fe-Daten deuten auf eine Freisetzung von ionischem Eisen aus 
dem Kern im sauren Milieu des Magens hin, gefolgt von einer Aufnahme des 59Fe(II) über DMT1 im 
Duodenum. Da ionisches 51Cr(III) hingegen von Nagern extrem schlecht absorbiert wird, schließt die 
nach Nanopartikelgabe gemessene sehr geringe 51Cr-Absorption eine messbare Partikelabsorption 
direkt aus. Ähnlich genaue Daten zum Transfer von intakten Nanopartikeln aus dem Magendarmtrakt 
in den Körper sind bisher in der Literatur nicht bekannt.
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3.7 Summary

In this doctoral thesis, the uptake, metabolism and toxicity of superparamagnetic iron oxide-based 
nanoparticles (SPIOs) were investigated in vitro and to some extent in vivo. A particular focus was 
placed on a polymer-coated model SPIO (PMAcOD SPIO) that was synthesised and radiolabeled in 
cooperation with the department of physical chemistry of the University of Hamburg. Other mono-
disperse (PI-b-PEO SPIOs) and also commercially available SPIOs (nanomag-D-Spio), as well as nano-
based iron-compounds (Venofer®, Ferinject®, Sinerem®) were used as comparative preparations.
The assessment of the effects was based on a model of Meng et al. (2008), which describes 
incremental cellular responses to nanoparticles (Abb. 3.58).

in vitro results:
Cells of the liver perisinusoidal space are significantly involved in the uptake of nanoparticles. 
Therefore, a macrophage (J774), a hepatocyte (αML-12) and an endothelial cell line (HUVEC) were 
used for in vitro experiments.
The macrophages showed a concentration and time dependent, saturable nanoparticle uptake. The 
surface charge strongly affected the uptake, negatively charged (-COOH) nanoparticles were prefered, 
followed by particles with positive ligands (-NH2). SPIOs with a neutral surface charge were taken up
to a lesser extent. Relatively inert coating materials (PEGylation, dextrane) as well as the opsonization 
by serum proteins inhibited the uptake.
Just a few minutes after the administration, the PMAcOD SPIOs were found in intracellular vesicles. 
Both the electron micrographs and the inhibition experiments point to a clathrin-mediated 
endocytosis, phagocytotic mechanisms may also be involved.
Compared to the other used SPIOs and iron compounds the PMAcOD SPIOs are relatively stable 
within the cells showing a delayed degradation (> 24 h). This was evident in the reaction of iron 
homeostasis-related genes (ferritin, transferrin-receptor 1, ferroportin 1), which reacted as after an 
increased iron load. At the latest after 6 h of incubation the iron release after the degradation of all 
SPIOs resulted in a significant increase of the labile cell iron pool (LIP), and after 24 h in an increase of
ferritin levels provided by the most of the SPIOs, indicating a transfer of iron from the LIP into the
ferritin storage. For the most SPIOs the increase of ferritin levels correlated with the absorbed
amount of iron indicating a degradation of the iron core. One exception was the PMAcOD SPIOs that
showed a low ferritin synthesis at high absorption rates, reflecting a higher intracellular stability.
A stimulation of the ferroportin 1 protein expression was achieved in macrophages after the 
incubation with a high iron dose (in the form of 0.3 mmol/L FAS or 1 mmol/L Venofer ®), but not after 
PMAcOD SPIO application, even though an export of iron was observed. The observed down-
regulation could point to a toxic reaction. 
Upon the application of iron oxide nanoparticles cell damages through the generation of reactive
oxygen species resulting in oxidative stress are possible. Except from a significantly increased 
expression of the heme oxygenase gene stimulated by the PMAcOD SPIOs there was no evidence for 
oxidative stress in the methods used. This is probably due to their stability and a resulting low iron
release. However, the activation of JNK and p38 was observed, which could have counteracted 
oxidative damages by activating anti-oxidative cellular processes. In addition, cell cycle-associated 
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genes and in particular pro-inflammatory genes were induced in macrophages after incubation with
the PMAcOD SPIOs. This was not the case with the iron compound Ferinject® and the nanomag ®-D 
spio-COOH SPIOs, despite a higher uptake and degradation, suggesting that the induced cell stress is
not primarily due to an increased intracellular iron concentration, but to the special properties of the 
PMAcOD SPIOs. Especially its polymer coating, that showed the strongest negative effects in the
toxicity tests (trypan blue staining, MTT assay, CellTiter-Blue ® Cell Viabilty assay, LDH assay), comes 
into consideration. A toxic effect of the PMAcOD SPIOs in vitro was only observed upon incubation 
with a relatively high (iron) concentration of 1 mmol/L or after a long incubation period of > 24 h.

Endothelial cells (HUVECs) showed a lower nanoparticle and iron uptake in the case of the 
comparative preparations, but a very high uptake of the PMAcOD SPIOs, corresponding well with the
in vivo experiments done previously by our working group.
The absorbed SPIOs were degraded by the endothelial cells, illustrated by the reactions of the iron 
homeostasis genes that were comparable with those observe in macrophages. Here, also the
PMAcOD SPIOs caused the slightest changes, demonstrating their relative high stability. However 
experiments with 59Fe-labeled PMAcOD SPIOs showed an iron export from HUVECs.
As an indicator for the toxic potential of the PMAcOD SPIOs on endothelial cells Nrf2, a central 
regulator of a variety of anti-oxidative genes and genes important for the metabolism and detoxi-
fication of xenobiotics as well as for cell survival, showed a slightly increased expression. 

The mouse hepatocytes (αML-12 cells) used, however, showed a relatively low uptake of the
PMAcOD SPIOs. Corresponding to that most iron homeostasis genes and the examined "toxicity and 
stress genes" were not significantly affected. After the incubation with radiolabeled PMAcOD SPIOs
extracellular radioactivity was measured. However, due to the small values and a missing Hepcidin 
effect, a prospective export of iron after the degradation of the SPIOs cannot be confirmed.

in vivo results:
After an intravenously administered bolus injection the effect of PMAcOD SPIOs (0.1 mg Fe/mouse)
and nanosomes (0.05 mg Fe/mouse) was studied in vivo. Previous experiments with the respective
radiolabelled compounds have shown that, in both cases, the majority (80-90 %) of the particles are 
cleared by macrophages, and in the case of the PMAcOD SPIOs, partially by sinusoidal endothelial 
cells of the liver. After 48 hours, liver iron and ferritin concentrations and serum ferritin levels were 
not elevated. As positive control the i.v. iron compound Ferinject® (ferric carboxymaltose) was 
injected with a high dose (4.6 mg Fe/mouse). Hereafter a histological Prussian blue staining showed 
an uptake of iron also by hepatocytes, and increased hepatic iron and plasma ferritin levels showed 
the degradation of the nanoparticles.

After the injection of the PMAcOD SPIOs and nanosomes several responses were observed in the 
liver at the mRNA level. Genes of two P450 cytochrome families (Cyp4a10, Cyp4a14, Cyp7a2), which 
play important roles in arachidonic acid, fatty acid and cholesterol metabolism, showed increased 
expression after treatment with PMAcOD SPIOs and nanosomes, indicating a degradation of the 
nanoparticles. The down-regulation of most the other investigated P450 cytochromes, which initiate
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oxidation processes and thus potentially ROS generation could be interpreted as an antioxidant
mechanism of the cell to prevent from oxidative stress. The liver recognizes the presence of the 
nanoparticles, as was evidenced by the very strong reaction of metallothionein 2, which is involved in
many physiological processes (protection against heavy metal toxicity and oxidative stress; regulatory 
function for physiological metals; regulation of transcription factors for proliferation, differentiation,
tumor genesis and apoptosis; regeneration of liver damage). Overall, the effects of PMAcOD SPIOs
and the nanosomes at the dose tested were similar and very moderate.

After application of the high Ferinject®concentration the expression of anti-oxidative genes were 
strongly increased, showing that iron-induced oxidative stress in the liver is apparently triggered only 
by high iron concentrations. Furthermore cytokines and genes involved in inflammatory processes
were upregulated, too, by Ferinject®. Strong positive reactions of individual genes initialized by
nanosomes (e.g. Egr1) may indicate an increased nanoparticle uptake by other cells than
macrophages or may be caused by the lipid content/composition of the nanosomes (human lipids).

In summary it can be stated that acute toxic responses in the liver are not to be expected after the
application of the PMAcOD SPIOs with an iron concentrations lower than 0.1 mg or 0.05 mg in the 
case of the nanosomes. Therefore a dose of less than 0.1 mg is recommended when applying the 
PMAcOD SPIOs, being a sufficient dose for imaging purposes (MRI).

After the oral application of 59Fe or 51Cr-labeled PMAcOD SPIOs or nanosomes, a significant 59Fe-, but 
a very low 7-day-51Cr-whole-body-retention was found as a measure of gastrointestinal absorption. 
The 59Fe data indicate a release of ionic iron from the core due to the acidic environment of the 
stomach, followed by an absorption of the 59Fe(II) via DMT1 in the duodenum. Since rodents poorly 
absorb ionic 51Cr(III), a measurable particle absorption is excluded by the very low 51Cr-absorption
after application of the nanoparticles. Likewise accurate results for the transfer of intact nano-
particles from the gastrointestinal tract into the body are not published yet.
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4 Anhang

Tab. 4.1: Plattenbelegung der Gen-Assays des RT² Profiler™ PCR Array Mouse Stress & Toxicity PathwayFinder 
(PAMM-003A der Firma SABiosciences)

Position Unigene GeneBank Symbol Description
A01 Mm.1620 NM_009673 Anxa5 Annexin A5
A02 Mm.5088 NM_007499 Atm Ataxia telangiectasia mutated homolog (human)
A03 Mm.19904 NM_007527 Bax Bcl2-associated X protein
A04 Mm.238213 NM_009743 Bcl2l1 Bcl2-like 1
A05 Mm.1051 NM_009807 Casp1 Caspase 1
A06 Mm.336851 NM_009812 Casp8 Caspase 8
A07 Mm.458815 NM_011335 Ccl21b Chemokine (C-C motif) ligand 21b
A08 Mm.1282 NM_011337 Ccl3 Chemokine (C-C motif) ligand 3
A09 Mm.244263 NM_013652 Ccl4 Chemokine (C-C motif) ligand 4
A10 Mm.278584 NM_016746 Ccnc Cyclin C
A11 Mm.273049 NM_007631 Ccnd1 Cyclin D1
A12 Mm.2103 NM_009831 Ccng1 Cyclin G1
B01 Mm.195663 NM_007669 Cdkn1a Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21)
B02 Mm.279308 NM_016681 Chek2 CHK2 checkpoint homolog (S. pombe)
B03 Mm.178 NM_009964 Cryab Crystallin, alpha B
B04 Mm.4922 NM_009969 Csf2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)
B05 Mm.877 NM_021274 Cxcl10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10
B06 Mm.14089 NM_009992 Cyp1a1 Cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 1
B07 Mm.214016 NM_009994 Cyp1b1 Cytochrome P450, family 1, subfamily b, polypeptide 1
B08 Mm.389848 NM_007812 Cyp2a5 Cytochrome P450, family 2, subfamily a, polypeptide 5
B09 Mm.218749 NM_009998 Cyp2b10 Cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 10
B10 Mm.14413 NM_010000 Cyp2b9 Cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 9
B11 Mm.20764 NM_007815 Cyp2c29 Cytochrome P450, family 2, subfamily c, polypeptide 29
B12 Mm.332844 NM_007818 Cyp3a11 Cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 11
C01 Mm.10742 NM_010011 Cyp4a10 Cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 10
C02 Mm.250901 NM_007822 Cyp4a14 Cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 14
C03 Mm.57029 NM_007824 Cyp7a1 Cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1
C04 Mm.110220 NM_007837 Ddit3 DNA-damage inducible transcript 3
C05 Mm.27897 NM_008298 Dnaja1 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1
C06 Mm.18036 NM_007891 E2f1 E2F transcription factor 1
C07 Mm.181959 NM_007913 Egr1 Early growth response 1
C08 Mm.15295 NM_007940 Ephx2 Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic
C09 Mm.280913 NM_007948 Ercc1 Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 

complementation group 1
C10 Mm.287837 NM_015769 Ercc4 Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 

complementation group 4
C11 Mm.3355 NM_010177 Fasl Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
C12 Mm.976 NM_010231 Fmo1 Flavin containing monooxygenase 1
D01 Mm.155164 NM_144878 Fmo4 Flavin containing monooxygenase 4
D02 Mm.385180 NM_010232 Fmo5 Flavin containing monooxygenase 5
D03 Mm.389750 NM_007836 Gadd45a Growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha
D04 Mm.1090 NM_008160 Gpx1 Glutathione peroxidase 1
D05 Mm.441856 NM_030677 Gpx2 Glutathione peroxidase 2
D06 Mm.283573 NM_010344 Gsr Glutathione reductase
D07 Mm.37199 NM_010358 Gstm1 Glutathione S-transferase, mu 1
D08 Mm.440885 NM_010359 Gstm3 Glutathione S-transferase, mu 3
D09 Mm.276389 NM_010442 Hmox1 Heme oxygenase (decycling) 1
D10 Mm.272866 NM_010443 Hmox2 Heme oxygenase (decycling) 2
D11 Mm.347444 NM_008296 Hsf1 Heat shock factor 1
D12 Mm.372314 NM_010478 Hspa1b Heat shock protein 1B
E01 Mm.14287 NM_013558 Hspa1l Heat shock protein 1-like
E02 Mm.239865 NM_008300 Hspa4 Heat shock protein 4
E03 Mm.330160 NM_022310 Hspa5 Heat shock protein 5
E04 Mm.336743 NM_031165 Hspa8 Heat shock protein 8
E05 Mm.13849 NM_013560 Hspb1 Heat shock protein 1
E06 Mm.1777 NM_010477 Hspd1 Heat shock protein 1 (chaperonin)
E07 Mm.215667 NM_008303 Hspe1 Heat shock protein 1 (chaperonin 10)
E08 Mm.358609 NM_008344 Igfbp6 Insulin-like growth factor binding protein 6
E09 Mm.1410 NM_008360 IL-18 Interleukin 18
E10 Mm.15534 NM_010554 IL-1a Interleukin 1 alpha
E11 Mm.222830 NM_008361 IL-1b Interleukin 1 beta
E12 Mm.1019 NM_031168 IL-6 Interleukin 6
F01 Mm.87787 NM_010735 Lta Lymphotoxin A
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F02 Mm.22670 NM_010786 Mdm2 Transformed mouse 3T3 cell double minute 2
F03 Mm.2326 NM_010798 Mif Macrophage migration inhibitory factor
F04 Mm.147226 NM_008630 Mt2 Metallothionein 2
F05 Mm.256765 NM_008689 Nfkb1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1, p105
F06 Mm.170515 NM_010907 Nfkbia Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
F07 Mm.2893 NM_010927 Nos2 Nitric oxide synthase 2, inducible
F08 Mm.7141 NM_011045 Pcna Proliferating cell nuclear antigen
F09 Mm.27375 NM_023127 Polr2k Polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide K
F10 Mm.3863 NM_008898 Por P450 (cytochrome) oxidoreductase
F11 Mm.477498 NM_009010 Rad23a RAD23a homolog (S. cerevisiae)
F12 Mm.4888 NM_009012 Rad50 RAD50 homolog (S. cerevisiae)
G01 Mm.250422 NM_008871 Serpine1 Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade E, member 1
G02 Mm.276325 NM_011434 Sod1 Superoxide dismutase 1, soluble
G03 Mm.290876 NM_013671 Sod2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial
G04 Mm.1258 NM_011609 Tnfrsf1a Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1a
G05 Mm.1062 NM_009425 Tnfsf10 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
G06 Mm.264255 NM_001033161 Tradd TNFRSF1A-associated via death domain
G07 Mm.222 NM_011640 Trp53 Transformation related protein 53
G08 Mm.300095 NM_013701 Ugt1a2 UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A2
G09 Mm.1393 NM_011677 Ung Uracil DNA glycosylase
G10 Mm.4347 NM_009532 Xrcc1 X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1
G11 Mm.143767 NM_020570 Xrcc2 X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 2
G12 Mm.37531 NM_028012 Xrcc4 X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 4
H01 Mm.3317 NM_010368 Gusb Glucuronidase, beta
H02 Mm.299381 NM_013556 Hprt1 Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1
H03 Mm.2180 NM_008302 Hsp90ab1 Heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B member 1
H04 Mm.343110 NM_008084 Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
H05 Mm.328431 NM_007393 Actb Actin, beta
H06 N/A SA_00106 MGDC Mouse Genomic DNA Contamination
H07 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription Control
H08 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription Control
H09 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription Control
H10 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control
H11 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control
H12 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control
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