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Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

In dieser Arbeit soll die in vivoe Anwendung fluoreszierender Nanoteilchen als
Markierung fiir den postprandialen Lipoproteinstoffwechsel anhand eines Mausmodells
untersucht werden. Diese neuartige Methode, bei der der hydrophobe Kern von
Lipoproteinen mit fluoreszierenden Nanoteilchen markiert wird, hat ihre Anwendung
bisher primdir in ir vitro Studien gefunden. Die Prozessierung und folgende Speicherung

der Lipoproteine im lebenden Organismus wurde jedoch nur wenig untersucht.

Ziel ist es eine histologische Technik unter Beriicksichtigung des maximalen Erhalts der
Nanosomenfluoreszenz zu etablieren. Weiterhin sollen Aussagen hinsichtlich der
Organverteilung der Nanosomen getroffen werden. Unterschiede in  der
Nanosomenverteilung zu verschiedenen Perfusionszeitpunkten nach der Injektion und
die genaue Lokalisation der Nanosomen innerhalb der Gewebe sollen untersucht
werden. Auberdem wurde neben den Wildtypméausen eine Mauslinie, bei der das
Apolipoprotein E ausgeschaltet ist, untersucht, um den Lipoproteinmetabolismus ohne

den Einfluss des Apolipoprotein E ndher zu verstehen.

Um die aufgenommene Menge an Nanoteilchen in die unterschiedlichen Organe
quantitativ zu bestimmen, soll mittels Atom Absorptions-Spektroskopie (AAS) der

Cadmiumgehalt der Nanoteilchen gemessen werden.
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2 FEinleitung

Seit Beginn dieses Jahrtausends gewinnt die Nanotechnologie zunehmend an Bedeutung
(Eychmiiller, 2000; Wang et al., 2005). Studien iiber die Produktion von Strukturen im
Bereich von unter 100 Milliardstel Metern (1 Nanometer entsprechen 10°m) und deren
Anwendung werden als Nanotechnologie bezeichnet. Von besonderem Interesse auf
diesem Gebiet sind die Nanoteilchen, die als Quantenpunkte (quantum dots / Qdots /
QD) bezeichnet und aus verschiedensten Materialien hergestellt werden. Dazu zdhlen
sowohl organische als auch anorganische Verbindungen wie Edelmetalle, Halbleiter und
ferrimagnetische Oxide. In der Biomedizin werden Nanoteilchen als stabile
fluoreszierende Markierungen und in der Bildgebung mit superparamagnetischen
Eisenoxid-Nanoteilchen, bei in vitro und neuerdings auch bei in vivo Studien

angewendet.

Zum weiteren Verstéindnis physiologischer und pathophysiologischer Zustinde dieses
Stoffwechselweges, sollten im Rahmen dieser Arbeit der Kern von Lipoproteinen
mittels Nanoteilchen markiert werden. Die Visualisierung der Lipoproteine sollte in vivo
an einem Mausmodell erfolgen. Die Arbeit fokussierte sich auf die Markierung
triglyzerid-reicher Lipoproteine, da die erhohte Triglyzeridkonzentration im
menschlichen Blut neben erhohtem LLDL und erniedrigtem HDL einen Risikofaktor fiir

die Entstehung von Atherosklerose darstellen.

2.1 Lipoproteine und Lipoproteinstoffwechsel

Lipide erfiillen im Korper wichtige biologische Funktionen: Zum einen leisten
Nahrungslipide einen Beitrag zum Energiehaushalt, zum anderen sind sie Vorstufen von
Hormonen, Hauptbestandteil biologischer Membranen, thermische Isolatoren fiir
Organe und Organismen und dienen dem Korper als Signalmolekiile. Zu den Lipiden
zdhlen die Glyco- und Phospholipide, Triglyceride und das Cholesterol, sowie als
eigene Klasse die lipidloslichen Vitamine A, D, E und K (Kostner et al., 2007).
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Da Lipide wasserunlislich sind, miissen sie im wadssrigen Blut entweder an
Einzelmolekiile gebunden werden (z.B. Steroidhormone an das sexualhormonbindende
Protein, SHBP) oder in Lipoproteinen transportiert werden. Lipoproteine sind mizellare
Komplexe, die aus amphiphilen und hydrophoben Lipiden und Proteinen bestehen. Die
hydrophoben Bestandteile, wie Cholesterinester (CE) und Triglyceride (TG), befinden
sich im Kern des kugelformigen Lipoproteins. Die Hiille des Lipoproteins, bestehend
aus Apolipoproteinen und amphiphilen Lipiden wie Phospholipiden, ist nach auflen hin
polar und gewdhrleistet so die Wasserldslichkeit. Die in die Hiille eingelagerten
Apolipoproteine stabilisieren zum einen die Lipoproteine, zum anderen vermitteln sie
durch verschiedene Enzym- bzw. Rezeptorinteraktionen die Verstoffwechselung des

jeweiligen Lipoproteins.

Cholesterin

Abbildung 1: Klassischer Aufbau eines Lipoproteins mit Cholesterin, Phospholipiden und
Apolipolipoproteinen als Teile der amphiphatischen Oberfliche sowie TriglyZeride und
Cholesterinester als hydrophobe Kernbestandteile. Abbildung modifiziert nach (Kostner et al, 2007)

Lipoproteine werden in fiinf Klassen unterteilt, die in ihrer GréBe und Dichte variieren:
Chylomikronen, Very Low Density Lipoproteine (VLDL), Intermediate Density
Lipoproteine (IDL), Low Density Lipoproteine (I.DL) und die High Density
Lipoproteine (HDL). Mithilfe eines Dichtegradienten lassen sich die Lipoproteinklassen
mittels Ultrazentrifugation auftrennen (s. Material und Methodenteil). Tabelle 1 zeigt

die physikalischen und chemischen Eigenschaften der einzelnen Lipoproteinklassen.
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Lipoproteinklasse Dichte Durchmesser Chol PL TG CE
(g/em’) (nm) (%) (%) (%) (%)
Chylomikronen 0,93 75-1200 2 7 86 3
VLDL 0,93-1,006 30-80 7 18 55 12
IDL 1,006-1,019 25-35 9 19 23 29
LDL 1,019-1,063 18-25 8 22 6 42
HDL 1,063-1,21 5-12 5 5-33 05 0-17

Tabelle 1: Chemische Zusammensetzung der Lipoproteinklassen nach (Havel und Kane, 2001).

Die hiillstindigen amphiphilen Apolipoproteine der ApoA-Familie, und der ApoC-
Familie sowie das ApoE sind als amphiphatische a-Helixstruktur strukturiert (Segrest et
al., 1974) und konnen intravaskuldr zwischen verschiedenen Lipoproteinklassen
ausgetauscht werden. ApoB100 und ApoB48 sind hingegen mit ihrer 3-Faltblattstruktur
fest mit den Lipidkomponenten verbunden und kénnen somit nicht zwischen den
Lipoproteinen ausgetauscht werden. ApoB48 entsteht durch RNA-Editing aus
demselben Gen wie ApoB100 (Anant und Davidson, 2001). Beim Menschen wird das
ApoB48 nur im Diinndarm synthetisiert; wihrend in der Leber das ApoB100

vorkommt.

Der Stoffwechsel der Lipoproteine ldsst sich in den exogenen und den endogenen

Lipidstoffwechsel sowie den reversen Cholesteroltransport gliedern.

Der exogene, postprandiale Weg transportiert die Nahrungslipide vom Darm zu den
Geweben, wihrend die korpereigenen Lipide aus der Leber im endogenen Weg zu

extrahepatischen Geweben fiir die weitere Verwertung gelangen.

Postprandial werden Nahrungslipide nach der Resorption in der Diinndarmmukosa
zusammen mit ApoB48 und Phospholipiden in TG-reiche Chylomikronen verpackt und
in die Lymphe sezerniert. Uber den Ductus thoracicus gelangen die Chylomikronen in

den Angulus venosus und werden somit in den Blutkreislauf iiberfiihrt.

Die ebenfalls TG-reichen VLLDL werden zusammen mit ApoB100 von der Leber fiir
den endogenen Weg in die Blutbahn sezerniert. Die VLDIL und die Chylomikronen

6



Einleitung

haben nun Kontakt zur endothelstindigen Lipoproteinlipase (LpL), die u.a. in
Skelettmuskel, Herzmuskel- und Fettgewebe exprimiert wird. Unter Anwesenheit des
Kofaktors ApoCIl werden die Triglyzeride der VLDL und der Chylomikronen
hydrolysiert. Die dabei entstehenden freien Fettsduren dienen dem Energiegewinn oder
sie werden gespeichert. Durch diesen Vorgang werden die Chylomikronen zu den TG-
armen Chylomikronenremnants (CR), die VLDL iiber IDL letztlich zu den TG- armen
Low Density Lipoproteins (LDL). Erst durch die Lipolyse sind die so entstehenden CR
klein genug, um durch das fenestrierte Endothel der Leber in den Disse-Raum zu

gelangen und dort initial an Heparansulfatproteoglykane (HSPG) zu binden.

Weil der Carboxy-Terminus des ApoB48 am CR fehlt, kénnen diese nicht an den LDL-
Rezeptor (LDLR) binden. Erst nach Anreicherung von ApoE aus den HDL und der
nach der Hydrolyse auf den Remnants verbleibenden LpL. konnen sie tiber das LDL-
Rezeptor-related Protein (LRP1) und den LDL-Rezeptor in die Leber aufgenommen
werden (Martins et al., 2000; Heeren et al., 2002). The ApoB100-haltigen
cholesterolreichen LDL binden hingegen an den LDLR, dessen Defekt zur familidren

Hypercholesterindmie fiihrt (Kostner et al., 2007).

Der LDLR wurde von Goldstein und Brown charakterisiert, die fiir die Aufkldarung
seiner Regulation und Funktion 1985 mit dem Nobelpreis fiir Medizin ausgezeichnet
wurden. Der LDLR ist gleichzeitig Namensgeber fiir die Lipoproteinrezeptorfamilie, die
in vielen Geweben des menschlichen Korpers exprimiert werden. Neben dem LDLR,
dem Megalin, dem VLDL-Rezeptor, dem ApoE-Rezeptor 2 und dem Multiple
Epidermal Growth Factor repeat containing protein 7 gilt das LDL-Rezeptor-related-
Protein (LRP1) (siche Abbildung 2) als eines der wichtigsten Vertreter dieser Familie.
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Abbildung 2: Das Low Density Lipoprotein -Rezeptor-related Protein (LRP1) ist mit 600kDa
eines der groBten Membranproteine. Abbildung nach (May and Herz, 2003).

Das LRP1 iibernimmt diverse Funktionen im Kd&rper. Zum einen ist es zusammen mit
dem LDL-Rezeptor verantwortlich fiir die rezeptorvermittelte, insulininduzierbare
Endozytose von CR (Beisiegel et al., 1989; Beisiegel et al., 1991; Martins et al., 2000;
Laatsch, 2008). Zum anderen greift es so in die embryonale Entwicklung ein, dass
[LRP1 defiziente Miuse bereits sehr friih wihrend der Embryogenese versterben (Herz
et al., 2001). Weiterhin hat LRP1 mehr als 30 identifizierte Liiganden und ist so unter
anderem an der Alzheimer-Demenz, der Hirnentwicklung und mafBigeblich bei
atherosklerotischen Prozessen beteiligt. Da der homozygote Knockout in Méusen friih
zur Letalitit fiihrt, ist nur ein gewebespezifischer Knockout im adulten Organismus zu

erforschen.

Essentiell fiir den reversen Cholesterintransport, also dem Transport von Cholesterin
aus den peripheren Geweben zur Leber hin, ist das High Density Lipoprotein (HDL).
Die Leber ist das einzige Organ, das Cholesterol und Gallensduren, die aus Cholesterol
synthetisiert werden, iiber die Galle ausscheiden kann. AuBerdem besitzt die Leber die
Fahigkeit zur Synthese von Steroidhormonen, Lipoproteinen, Gallensduren und Vitamin

D, bei denen Cholesterin den Ausgangspunkt der Synthese darstellt (von Eckardstein et
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al., 2001). Somit muss das iiberschiissige Cholesterin aus den peripheren Zellen zur
Leber gelangen. Der Stoffwechsel der fiir diesen Prozess notwendigen HDL ist sehr
komplex. Zunidchst entstehen Vorldufer-HDL, welche lipidarm oder —frei sind, die
jedoch im weiteren Prozess mit Phospholipiden und Cholesterol beladen werden. Eine
Schliisselrolle nimmt hierbei der ATP-Binding Cassette Transporter A1 (ABCA1) ein
(Bodzioch et al., 1999; Rust et al., 1999; Oram et al., 2000). Im weiteren Transport
erfolgt die Veresterung des Cholesterols durch die Lecithin:Cholesterin-Acyl-
Transferase (LCAT) (Glomset et al., 1968). Das veresterte Cholesterol der HDL wird
mithilfe des Cholesterol Ester Transfer Protein (CETP) auf die ApoB100 haltigen
Lipoproteine (VLLDL, LLDL, IDL) iibertragen. Die CE werden dann von der Leber aus

der Zirkulation entfernt.

Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit Apolipoprotein E defiziente Miuse in einigen
Experimenten verwendet wurden, soll die Rolle des ApoE im Fettstoffwechsel im
Folgenden weiter erldutert werden. Das ApoE ist in den CR, den VLLDL und IDL., sowie
den HDL zu finden. Dem hauptsichlich hepatisch exprimierten ApoE schreibt man
auch Funktionen zu, die unabhingig vom Lipoproteinstoffwechsel sind, bspw. findet
sich ein Unterschied in der Adipozytendifferenzierung in ApoE-Knockout Miusen
gegeniiber den Wildtypen. Wie bereits erwihnt vermittelt Apo E die CR Aufnahme in
die Leber durch Bindung an den LLDILR und LLRP. Im humanen Plasma findet man
mehrere Isoformen des Apolipoprotein E, von denen E2, E3 und E4 die Hauptformen
darstellen. Das ApoE2 bindet den LDLR im Vergleich zum ApoE3 kaum. Im lebenden
Organismus bedeutet dies eine verlangsamte Aufnahme von CR und VLDIL-Remnants
in die Leber. Durch die so verursachte Verminderung der Cholesterolaufnahme in die
Leber wird der LDLR hoch reguliert und dies fiihrt zusammen mit einer verminderten
LDL-Produktion zu einem Absenken der L.LDI.-Konzentration. ApoE2 gilt somit eher als
kardioprotektiv. Bei einem kleinen Teil der ApoE 2/2-Triger kommt es aber zu einer
Typ III Hyperlipoproteinimie (Hypercholesterinimie, Hypertriglyzeridimie). Die
ApoE4 Homozygotie korreliert mit dem Risiko eine Alzheimer-Demenz zu entwickeln

und ist mit einem hohen L.DL-Cholesterin assoziiert (Corder et al., 1993).

Storungen des Lipoproteinstoffwechsels haben diverse pathophysiologische Folgen fiir

den Organismus. Die bedeutsamste Stérung fithrt zur Entstehung der Atherosklerose,
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deren Folgen fiir das Herz-Kreislauf-System in den Industrielindern die hdufigste

Todesursache darstellt.

Um den Lipoproteinstoffwechsel zu untersuchen werden Fluoreszenzmarkierungen
eingesetzt, die aus organischen Farbstoffen bestehen und somit durch schnelles
Ausbleichen und breite Emissionsspektren in der biologischen Anwendung stark
limitiert sind. Die neuartige Methodik der Verwendung von fluoreszierenden
Nanoteilchen als Marker fiir Lipoproteine ist vielversprechend. Durch die hohe
Photostabilitit erméglicht sie ein langes und durch das schmale Emissionsspektrum
gezieltes Visualisieren des Lipoproteinstoffwechsels, da es nicht durch Autofluoreszenz
gestort wird. In Zukunft wire eine Ubertragung dieser Methode auf Teilchen denkbar,
deren diagnostische Anwendung eine Fritherkennung von atherosklerotischen Plaques

ermoglichen wiirde (Frias et al., 2007).

2.2 Nanoteilchen

Um physiologische und pathophysiologische Prozesse in einem Organismus
nachzuverfolgen, finden diverse Markierungssubstanzen, wie radioaktive Isotope,
magnetische Substanzen und chemische Elemente mit einer hohen Elektronendichte,
ihre Anwendung. RoutinemifBigen Einsatz haben diese Markierungen in bildgebenden
Verfahren wie der Szintigraphie, der Positronenemissionstomographie (PET), der
Magnetresonanztomographie (MRT), der Computertomographie (CT) und dem
Rontgen, die im Folgenden zusammenfassend als ,,Bioimaging® bezeichnet werden.
Ohne sie wire das Verstindnis physiologischer Stoffwechselzusammenhiéinge und die

Diagnostik pathophysiologischer Zustinde wesentlich schwieriger.

Zur Visualisierung einzelner Molekiilgruppen ist der Einsatz von organischen
Farbstoffen, wie Rhodamin oder Fluorescein, weit verbreitet. Diese werden kovalent an

Proteine gekoppelt und dienen der mikroskopischen Detektion der Proteine.

Diese ,konventionellen® organischen Markierungen sind gut erforscht und ihre
Interaktionen mit dem Organismus weitestgehend bekannt. Sie finden ihre
routinemiBige  Anwendung  bspw.  bei  Bildgebungsverfahren  wie  der

Fluoreszenzangiographie am Auge. Im Gegensatz zu den im Folgenden néher
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beschriebenen Nanoteilchen umfassen sie zumeist keine potentiell toxischen
Substanzklassen und sind zumeist von der Leber eliminierbar. In ihrer routineméBigen
Anwendung besitzen sie die Eigenschaft, unter Belichtung schnell auszubleichen und
somit nicht dauerhaft detektierbar zu sein. Der Kopplungsprozess der Markierungen an
einzelne Proteine muss aufgrund dieser Photosensitivitit moglichst ohne
Lichtexposition erfolgen und ist somit erschwert. Die organischen Markierungen
absorbieren ein relativ schmales Spektrum an Wellenldngen, emittieren jedoch ein
breiteres Spektrum. Dies verkompliziert die Detektion im Mikroskop der markierten
Substanzen, bspw. lassen sich Hintergrundfluoreszenzen nicht klar von der Fluoreszenz

der organischen Farbstoffe abgrenzen.

Physiologische Prozesse konnen auch mit Nanoteilchen in vivo dargestellt werden. Im
Rahmen des Bioimaging wird die biologische Spezifitit und Funktion einer
biologischen Substanz mit den optischen Charakteristika eines Nanoteilchens
verbunden (Michalet et al., 2005). Nanoteilchen besitzen fluoreszierende Eigenschaften,
die groBle Vorteile gegeniiber den konventionellen organischen Markierungen besitzen.
Insbesondere ihre Photostabilitiit, ihr breites Anregungsspektrum und ihre schmales

Emissionspektrum machen sie fiir das Bioimaging interessant.

Ein Nanoteilchen emittiert stets unabhidngig von der Wellenldnge, mit der es angeregt
wurde, in einem schmalen Emissionsspektrum. Die anregende Wellenldnge ist beliebig,
sofern sie eine hohere Energie als die Emissionswellenldnge hat (s. Abbildung 3). Die
Tatsache nur eine definierte Wellenldnge zum Anregen mehrerer Teilchen zu bendétigen,
die dann verschiedenartig fluoreszieren, erleichtert die Handhabung und spart Kosten.
Es konnen somit mehrere, in verschieden Farben emittierende Teilchen in einem
Experiment verwendet und sogar simultan detektiert werden (Bruchez et al., 1998). Ein
weiterer Vorteil der optischen Eigenschaften von Nanoteilchen ist, dass sie mittels

Filtern von Autofluoreszenzen unterschieden werden konnen.
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Abbildung 3: Vergleich zwischen den Absorptions- (gestrichelt) und Emissionsspektren
(durchgezogene Linie) von Fluorescein als organischer Farbstoff (oben) und einem typisch
wasserloslichem Nanokristall (unten}. Die Nanocteilchen kénnen in einem breiten Spektrum
angeregt werden. Die Absorptionsenergie ist stets hoher oder gleich der Emissionswellenldnge.
Die organischen Farbstoffe sind nur durch ein schmales Spektrum anregbar und emittieren iiber
ein breiteres Spektrum, nach (Bruchez et al., 1998).

Die Teilchen weisen eine hohe Photostabilitit auf. Dies erlaubt im Gegensatz zu
organischen Farbstoffen ein Verfolgen der markierten Substanz {iber einen ldngeren
Zeitraum hinweg. Mit andauernder Belichtung unter dem Mikroskop bleicht die

Hintergrundfluoreszenz aus, die Fluoreszenz der Nanoteilchen bleibt aufgrund ihrer
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Photostabilitidt aber erhalten und eine Abbildung der markierten Substanzen ohne

storende Hintergrund-Eigenfluoreszenz wird somit erméglicht.

Nanoteilchen, die aus verschiedenen Materialien hergestellt werden konnen, sind
kugelformig mit einem Durchmesser von ca. 1-10 nm. QuantumDots sind aus
Halbleitermaterialien bestehende Nanokristalle, die aus verschiedenen Elementen
zusammengesetzt sind (Bertram und Weller, 2002). Das am besten untersuchte Material
ist hierbei Cadmiumselenid (CdSe). Die GroBenvariation der Teilchen spielt bei der
Einstellung ihrer optischen Eigenschaften eine wichtige Rolle und wird unten ndher
erliutert. Die ersten Herstellungsversuche lieferten Teilchen mit nachteiligen
Eigenschaften, wie z.B. eine unspezifische Bindung der Nanoteilchen. Dubertret et al.
gelang es 2002 die ersten bioaktiven Nanopartikel ohne nachteilige Eigenschaften
herzustellen, indem die Teilchen in Phospholipidmizellen verkapselt wurden. Eine
oberflichliche Modifikation des Nanoteilchens macht es wasserléslich und verhindert

eine Aggregation.

Abbildung 4 zeigt das Energiespektrum eines Nanoteilchens, das zwischen dem eines

Molekiils und dem eines Festkorpers liegt (Bertram und Weller, 2002).

Quanten- Volumen-
Molekiil punkt halbleiter
= LUMO Leitungs-
= band
= Valenz-
HOMO band
GroRe

Abbildung 4: Das Energiespektrum eines Nanoteilchens (Mitte) liegt zwischen den Spektren
von Molekiil (links) und Festkorper (rechts). (Abkirzungen: HOMO- Highest Occupied
Molecular Orbital- das hochste besetzie Orbital eines Molekiils; LUMO- Lowest Unoccupied
Molecular Orbital- das niedrigst besetzte Orbital eines Maolekiils) (Bertram und Weller, 2002).
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Die Fluoreszenzeigenschaften der Nanoteilchen befihigen sie zur Markierung von
Proteinen. Bei Anregung der Nanoteilchen durch Absorption eines Lichtquants werden
Elektron-Loch-Paare, sogenannte Exitonen, erzeugt indem Elektronen aus dem
Valenzband in das Leitungsband iibergehen. Durch die Rekombination eines Elektron-
Loch-Paars wird Licht emittiert. So lassen sich die Teilchen unter einem
Lasermikroskop als fluoreszierende Partikel detektieren. Die elektrischen Eigenschaften
der Teilchen und die Emissionswellenlinge sind von der Bandliickengrofie abhdngig.
Zudem ist die BandliickengroRe direkt von der Grole des Nanoteilchens abhingig
(GroBenquantifizierungseffekt). Die Bandlicke zwischen Valenz- und Leitungsband
nimmt mit kleiner werdender PartikelgroBe zu. Teilchen, die griin emittieren, sind also

kleiner als rot emittierende Teilchen.

Somit sind die optischen Eigenschaften der Teilchen, wie z.B. die
Fluoreszenzeigenschaft, durch die Teilchengroe einstellbar (s. Abbildung

5).

/

31 — CdS —=CdTe/CdSe
= CdSe =—|nP

21 CdTe —InAs

1 — CngTeiEns—PbSe

QD Durchmesser (nm)
(4]

400 600 800 1000 1200 1400

Emissionswellenldnge (nm)

Abbildung 5: Emissionsmaxima und —groBen in Nanoteilchen verschiedener Materialien.
Abkurzungen: (CdS: Cadmiumsulfid, CdSe-Cadmiumselenid;, CdTe-Cadmiumtellurid,
CdTe/CdSe- Cadmiumtellurid/Cadmiumselenid; CdHgTe/ZnS-
Cadmiumsilbertellurid/Zinksulfid; InP-Indiumphophid; InAs-Indiumarsenid; PbSe-Bleiselenid,
QD-Quantumdot. Nach (Michalet et al., 2005).
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Beispielhafte Anwendung findet die Nanotechnologie in der Markierung von
Zellstrukturen wie dem Zytoskelett und verschiedenen Organellen. Diese Markierung
kann simultan durch den Einsatz verschieden farbiger Nanoteilchen erfolgen. Im Jahr
2004 beschrieben Kim et al. den Einsatz von Nanoteilchen zur Identifizierung des
Wichter-Lymphknotens (Ballou et al., 2003; Kim et al., 2004). Ballou et al. (2003)
untersuchten ein nicht-invasives Bildgebungsverfahren im Mausmodell und diskutieren
dies als potentiell wertvoll im Rahmen einer Tumordetektion und des Tumorimaging
wiahrend eines operativen Eingriffs. Trotz der groBen Fortschritte, die innerhalb der
letzten Jahre im Bereich der Nanotechnologie erzielt wurden, stellt der Einsatz von

Nanoteilchen noch keine Routine dar.

Neben der Anwendung von Nanoteilchen als Markierungssubstanz in Biologie und
Medizin, riickt ihre toxische Komponente zunehmend in den Fokus der Forschung und
der Offentlichkeit (Schmundt und Verbeet, 2008 / Focus in Nature Nanotechnology).
Die klinische Applikation der Partikel wird durch deren Toxizitit limitiert. Entweder
sind die Schwermetall enthaltenden Teilchen aufgrund ihrer chemischen Komposition
als potentiell toxisch zu betrachten, oder ihre Eigenschaften als Teilchen in der nano-
Grofe bewirken die Toxizitit. Z.B. beschreiben Derfus et al. (2003) die akute

Hepatotoxizitit und die langerfristige Hepato- und Nephrotoxizitit von Cadmium.
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2.3 Markierung von Lipoproteinen mit Nanoteilchen

Die in dieser Arbeit angewendete Visualisierung des  postprandialen
Lipoproteinstoffwechsels greift auf Lipidmarkierungen zuriick, die fluoreszierende
Eigenschaften besitzen. Im Allgemeinen lassen sich Lipoproteine an ihrem Proteinanteil
oder an ihrer Lipidphase markieren. Der Proteinanteil der Lipoproteine wird durch
kovalente Kopplung des Aminosdure-Rests an die funktionelle Gruppe des
Nanoteilchens markiert. Auch organische Markierungen werden iiber Ester und
Amidbindungen an Proteine gekoppelt, kénnen somit jedoch enzymatisch abgebaut und
in der Folge renal ausgeschieden werden. Physiologische Prozesse konnen so nur
eingeschriankt verfolgt werden. Die Lipidmarkierung von Lipoproteinen ist mit

Nanoteilchen nicht méglich (Bruns et al., 2009)

Die in dieser Arbeit angewendete Markierungsmdglichkeit greift auf die Priparation
proteinfreier Lipidemulsionen aus einer physiologischen Lipidmischung zuriick, die
anschlieffend mit den fehlenden Apolipoproteine (ApoA, ApoC und ApoE) assoziiert
wird (Rensen et al., 2001). In die priparierten rekombinanten Lipoproteine lassen sich
hydrophobe wasserunlosliche Molekiile einbringen. Redgrave et al. (1985, 1993)
konnten zeigen, dass bei in vivo Studien eine Assoziation der Apolipoproteine an die
Lipidemulsion nicht notwendig ist, da sich diese nach intravenéser Injektion in den
lebenden Organismus initial selbststindig assoziieren. Daher wurden in dieser Arbeit

die markierten Lipidemulsionen vor der Injektion in die Maus nicht funktionalisiert.
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3 Material und Methoden

Dieses Kapitel gliedert sich in einen Material- und einen Methodenteil. Im Methodenteil
werden die einzelnen  Schritte der experimentellen Arbeit, dh. die
Lipoproteinextraktion, die Lipidextraktion aus Lipoproteinen und die anschlieBende
Nanosomenpriparation und deren weitere Verwendung im Mausmodell, ndher erlautert.
Darauffolgend wird auf die Konservierung der Mausorgane, die verschiedenen
Schnitttechniken, die daran anschlieBenden Schnittfixierungen und

Eindeckelungsverfahren, sowie die Inmunfluoreszenzanwendungen eingegangen.

3.1 Material

Mit folgenden Nanoteilchen wurde gearbeitet:

CdSe/CdS/ ZnS-Kern-Schale-Schale mit Trioctylphosphin/Trioctylphosphoinoxid als

Stabilisator von Marija Nikolic.

Chemikalien

Bovine Serum Albumin (BSA) Standard, 2 mg/ml PierceBiotechn.,
23209

CD 31 Purified Rat anti-mouse Antikérper (PECAM 1) BD-Pharming,
550274

Chloroform Merck, 1.02445.2500
Cy 2 Antikorper Goat anti Rat Jackson, 112226003
F4/80 Antikorper Rat anti Mouse Serotec, MCA497R
Fluoromount-G SouthernBiotech,
0100-01

Glycin Carl Roth, 3908.2
Ketaminhydrochlorid (Ketanest) aniMedica, 6680307
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Methanol Merck, 1.06009.2500
Mowiol Calbiochem, 475904
Natriumchloridlosung 0,9% (fiir Narkoseldsung) Braun, 6433A191
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich,
P6148-500

Rompun 2% Bayer, 79164440
Sucrose Merck, G198854702
Tissue-Tek 0.C. T, 6444A191
Losungen

Fiir die Blockierungslosung (2% BSA in PBS/Glycin) zur Immunfluoreszenz wurden 1
¢ BSA zu 0,25 g Glycin ad 50 ml PBS gegeben.

Formalinpuffer (3,7%) erhielt man durch Beimengung von Formalin zu 0,2 M

Phosphatpuffer und Aqua deminerale im Verhiltnis 1:5:4.

Mowiol/PPD Eindeckelungslosung erhielt man durch Mischung von 1% PPD und

Mowiol im Verhiltnis 1:9.

Die Narkoselosung 1 bestand aus Ketaminhydrochlorid: 2% Rompun Injektionslésung:
Natriumchlorid im Verhéltnis 23:10:67.

Die Narkoselosung 2 bestand aus 8 Teilen 2% Rompun Injektionslosung, 12 Teilen

Ketanest und 80 Teilen Natriumchlorid.

Phosphate buffered Saline (PBS) bestand aus 400 g Natriumchlorid, 10 g
Kaliumchlorid, 10 g Kaliumdihydrogenphosphat und 10 g Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat ad 51 Aqua dest.
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0,2 M Phosphatpuffer mit einem pH von 7,2-7.4 erhielt man durch Zugabe von 2840
Teilen Na;HPO4 x 2H,0 mit 276 Teilen NaH,PO4 x H,O.

Spritzenfilter

Millex-HV 0,45 ym PVDF 4 mm, Millipore, SLHV004SL

Histologisches Zubehor

Tissue-Tek Cryomold, Sakura Finetek, 62534-25
DakoPen, Dako Deutschland S2002

HistoBond Adhisionsobjekttriger 8037/1

Geriite

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop — LSM 510 Meta, Zeiss
Inverses-Fluoreszenz-Mikroskop — Axiovert 100, Zeiss

Microm HM 560

Miiuse

Wildtypméiuse (VB Hintergrund)

ApoE -/- Miuse (FVB Hintergrund)
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3.2 Methoden

Zur in vivo Darstellung des postprandialen Lipoproteinstoffwechsels wurden
Lipoproteine aus von einem humanen Spender isolierten Lipiden und
Halbleiternanoteilchen hergestellt. Iliese sogenannten Nanosomen stellen ein
funktionelles Modell fiir postprandiale Lipoproteine dar. Die Nanosomen wurden
intravends iiber die Schwanzvene in eine Maus injiziert, die Maus nach einer gewissen
Zirkulationszeit narkotisiert und vor der Organentnahme perfundiert. Die Organe
(Leber, Milz, braunes Fettgewebe, Muskel, Niere und Herz) wurden unverziiglich
gefroren und mittels Cryotom Gefrierschnitte angefertigt. So gewonnene Schnitte

wurden anschlieffend mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie mikroskopiert.

3.2.1 Extraktion von Lipoproteinen aus humanem Plasma

Gefrorenes Plasma wurde iiber Nacht im Kiihlraum aufgetaut und mit Zugabe von
Kaliumbromid (KBr) auf eine Dichte von 1,006 g/ml gebracht. Nach dem
Homogenisieren der Plasma- KBr Mischung wurde die Losung in bei 38 000 RPM und
4°C iiber Nacht zentrifugiert.

Am folgenden Tag wurden die flotierten Lipoproteine mithilfe eines Spatels und einer
Kaniile vom Rand des Zentrifugengefiales geldst und im Kiihlraum homogenisiert.
Nachfolgend wurde ein Dichtegradient fiir die Abtrennung der weiteren
Lipoproteinsubklassen angesetzt, wobei auf ein vorsichtiges Hinzugeben der
Dichtegradienten (1,006; 1,019; 1,063 g/ml) von unten zu achten war. Erneut wurde bei
38 000 RPM und 4°C iiber Nacht zentrifugiert. Am Folgetag konnten die Lipoproteine

mithilfe einer Kaniile abgenommen werden.
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LD
{1,006 g/ml)

LD
(1,063 g/ml)

— HDL
(1,21 g/ml}

Abbildung 6: Darstellung des Dichtegradienten zur Lipoproteinaufreinigung. Die VLDL mit
einer Dichte von maximal 1,006 g/ml befindet sich als oberste festere Phase zwischen 1,006 und
1,019 g/ml, die LDL (maximal 1,063 g/ml) zwischen 1,019 und 1,065 g/ml und die HDL
(maximal 1,31 g/ml) als hellgelbe Phase zwischen 1,065 g/ml und einer weiBlichen Phase.

3.2.2 Lipidextraktion aus Lipoproteinen

Die erstmals 1957 von Folch et al. beschriebene Methode zur Extraktion von Lipiden
wurde im Rahmen dieser Arbeit modifiziert angewendet. Um 40 mg Lipide aus
humanen Triglycerid-reichen-Lipoproteinen zu extrahieren, wurden 100 pul Triglycerid-
reiche Lipoproteine (50 mg/ml Triglycerid-Konzentration) mit 1 ml Chloroform-
Methanol-Losung (8:5 Chloroform: Methanol Gewichtsanteile) gemischt. Diese
Mischungen wurden 10 Minuten lang bei Raumtemperatur geschiittelt und anschlieBend
5 Minuten bei Raumtemperatur und 18 000g zentrifugiert, um die Proteine auszufillen.
Die Uberstinde wurden in ein Glasgef#B abgenommen, bei -20°C gelagert und standen

dann zur Nanosomenpriparation zur Verfiigung.
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3.2.3 Herstellung von fluoreszierenden Nanosomen

Gegeben waren 40 mg Lipide in Chloroform/Methanol geldst. Diese wurden unter
einem Stickstoffstrom vom Losungsmittel befreit, um anschliefend in ca. einem ml
Chloroform aufgenommen zu werden. 90 pl S18-CdSe/CdS/ZnS-Nanoteilchen
(Emission bei ca. 595 nm) wurden zum Chloroform und dem Lipid hinzu gegeben.
Erneut wurde die Mischung im Stickstoffstrom von Chloroform befreit. Nach Zugabe
von 4 ml 65°C heifem PBS mit Ca** und Mg2+ wurde dreimal fir 3 min und 20 sek
sonifiziert, wobei wihrend der Pausen bei eventuell vorhandenen Riickstinden am Glas
gevortext wurde. Wihrend des Sonifizierens musste eine das anschlieende Filtrieren
beeintrichtigende  Schaumbildung  vermieden werden. So  entstand eine
Liposomensuspension mit ca. 10 mg Liposomen pro ml. Um Aggregatbildungen zu
vermeiden, die in der Maus zur Thrombenbildung fiihren kénnen, wurde die noch
warme Suspension sofort im Anschluss durch einen 0,45 pl Filter filtriert. Die
Nanosomen wurden fiir die in vive Versuche stets am selben Tag der Experimente

prapariert und direkt vor der Injektion erneut filtriert.

3.2.4 Mauspriparation

200 pl Nanosomen wurden in die Schwanzvene injiziert. Je nach Protokoll wurde 20,
60 oder 180 Minuten gewartet, um dann den Médusen eine Narkoselosung (1) oder (2)
sie intraperitoneal zu injizieren. Sobald die Mause keine Reflexe mehr zeigten, wurden
sie perfundiert. Hierbei wurde nach Eroffnung des Brustkorbes die linke Herzkammer
mit einer Nadel punktiert und iiber ein Schlauchsystem die Perfusionsldsung aus ca.
einem m Hohe eingeleitet. Dabei musste die untere Hohlvene aufgrund des Druckes
durchtrennt werden. Als Perfusionslésungen wurden PBS mit einer 30%igen
Sucroseldsung verglichen. Nach Abschluss der Perfusion folgte die Entnahme von:
Leber, Milz, Pankreas, Herz, Niere, Knochen (Femur), Muskel (M.quadriceps femoris),

Nebenniere, Nebenhoden und braunes Fettgewebe.

3.2.5 Varianten der Organkonservierung

Es wurden verschiedene Arten der Organkonservierungen erprobt.
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Gefriertechniken

Nach der Organentnahme wurde ein Teil der Organe in bleistiftdicke Réhrchen aus
Aluminiumfolie, die zur Hilfte Tissue-Tek enthielten, platziert. Die gefiillten Réhrchen
wurden zunichst in fliissigem Isopropanol (in Stickstoff gekiihlt) eingefroren, dann mit
Tissue-Tek aufgefiillt und verschlossen. SchlieBlich wurde alles in Stickstoff

tiefgefroren.

Mit einem anderen Teil der Organe wurde wie folgt vorgegangen:

Alle groBeren Organe (Niere, Pankreas, Herz, Leber, Milz, Muskel (M.quadriceps
femoris), Knochen (Femur), und braunes Fettgewebe) wurden in kleinen
verschlieBbaren Plastikbehéltern in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die kleineren
Organe (Nebenhoden und Nebenniere) wurden in 30%iger Sucroseldsung in
Glasfldschen zum Absinken iiber Nacht bei 4°C gegeben. Am folgenden Tag wurden
die kleineren Organe mit 1:1 Tissue-Tek zu 30% Sucrose in Glasflischen fiir 1 Stunde
im Kiihlraum geschiittelt. Nach Entnahme der kleineren Organe aus der Tissue-Tek-
Sucroselosung wurden diese in einer mit Tissue-Tek gefiillten Plastikblockform
(Tissue-Tek® Cryomold®; Sakura Finetek) eingebettet und auf Trockeneis gefroren.
Das Absinken der kleineren Organe in Sucrose ermdéglichte eine festere Bindung dieser
an das Tissue-Tek, was einem ungewollten Herauslosen der Organe aus der Tissue-Tek

Hiille entgegenwirkte.

Grofle und kleine Organe wurden bei -80°C zusammen mit etwas Eis gelagert.

Fixiermethoden der Organe

Zur Stabilisierung des Gewebes wurden unterschiedliche Fixiermethoden erprobt.
Paraffineinbettung, Formalinfixierung und Formalinfixierung mit vorheriger
Sucroseinkubation standen im Vergleich zueinander. Mit einem Teil der Organe wurde
unfixiert weiter verfahren. Bei der Beurteilung der Methoden wurde auf Erhalt der

Nanosomenfluoreszenz geachtet.

Ein zweiter Teil der Organe wurde fiir 4 Tage in Formalin-Puffer fixiert.
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Davon wurde ein Teil in 20%iger Sucroseltsung iiber Nacht bei 4°C inkubiert, ein

zweiter Teil der Organe wurde ohne Inkubation in Formalin fixiert.

Die Formalin-fixierten Organe wurden ohne Tissue-Tek in Alufolie eingewickelt und in

Flussigstickstoff schockgefroren.

Ein dritter Teil Formalin-fixierter Organe wurde in Paraffin eingeblockt. Hierzu wurde

ein vollautomatisiertes Programm zur Paraffin-Einbettung (A) verwendet:

1. 3h Formalin-Puffer

2. 2h 50 % Isopropanol
3. 2h 70 % lIsopropanol
4. 2h 90 % Isopropanol
5. 2h 90 % Isopropanol
6 2h 90 % Isopropanol

7. 3h 30 Min 100 % Isopropanol

8. 3h 30 Min 100 % Isopropanol

0. 3h 30 Min 100 % Isopropanol

10.  4h45Min  Paraplast / [sopropanol 1:1
11.  3h30Min  Paraplast

12. 3h30Min  Paraplast

3.2.6 Varianten der Schnitttechnik

Cryoschnitte

Das Gewebe wurde anfinglich 3-4 Minuten in einer speziellen Halterung in Tissue-Tek
auf Schneidetemperatur aufgefroren. Abhingig vom Fettgehalt einzelner Organe wurde
jedes Organ mit verschiedenen Messertemperaturen aufgefroren und geschnitten. Leber,

Niere und Hoden wurden zwischen O und -15°C, Muskel, Pankreas und Nebenniere
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zwischen -15 und -30°C, Fettgewebe ab -30°C geschnitten. Je mehr Fett ein Organ
enthilt, desto niedriger wurde die Messertemperatur gewihlt. Die Kammertemperatur
wurde konstant auf -21°C gehalten. Die Schnittdicke lag zwischen 7 und 14 pum. Der
Winkel des Messers zum Objekt betrug
3-4°. Der Schnitt wurde mithilfe eines beschichteten Glasobjekttrigers aufgenommen
und vor der weiteren Bearbeitung fiir mindestens drei Stunden an der Luft getrocknet.
Die Schnitte auf dem Glasobjekttriger wurden fiir kurze Zeitrdume bei -20°C, fiir
langere Zeitriume bei

-80°C, gelagert.

Paraffinschnitte

Die Paraffinbliicke wurden in den Schnellspannrahmen eines Paraffinschneidegerites
eingespannt und nachfolgend geschnitten. Die Schnitte wurden in destilliertem Wasser
geglattet und dann auf einen beschichteten Glasobjekttriger aufgenommen. Der
Glasobjekttriger wurde mit dem Schnitt auf einer Wirmebank getrocknet, bevor er
gefdrbt oder mikroskopiert werden konnte. Die Paraffinschnitte wurden bei

Raumtemperatur gelagert.

3,2.7 Variation von Firbungen, Fixierungen und Eindeckelungsverfahren

der Schnitte

Zur morphologisch histologischen Darstellung der Gewebe wurden verschiedene

Farbungen an den Schnitten erprobt:

Fiir die Himalaunfirbung wurden die Schnitte zunéchst in einem Objekttrigergestell fiir
5 Minuten unter destilliertes Wasser gehalten. Danach wurde das Objekttragergestell
5-10 Sekunden in Hidmalaun inkubiert und nochmals in destilliertes Wasser getaucht.
AbschlieBend wurden die Objekttrager fiir 10 Minuten vorsichtig unter flieBendes

Leitungswasser gehalten.

Die mit Himalaun gefarbten Schnitte wurden mit PBS/Glycin (4:1) eingedeckelt.
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Bei einigen Schnitten wurde eine DNA-Firbung mit ca. 5 uM DAPI in PBS
durchgefiihrt., Das DAPI wirkte ca. 3 min ein und wurde dann mit gefiltertem PBS

zweimal fiir 5 min ausgewaschen.

Die Fixiermedien wurden variiert:

Ein Teil der Schnitte wurde nicht fixiert und nur mit gefilterten PBS feucht gehalten.

Ein anderer Teil der Schnitte wurde mit Methanol fixiert. Hierzu wurden die
Objekttriger auf Fis gelegt und mit gekiihltem Methanol ca. 2-3 Minuten bedeckd;

anschliefend wurde mindestens 3-mal mit gefilterten PBS gespiilt.

Ein weiterer Teil der Schnitte wurde mit PFA fixiert. Hierzu wurden die Schnitte in
49%igem PFA/PBS fiir 30 Minuten inkubiert und anschliefend S-mal mit gefilterten
PBS gewaschen.

Ein letzter Teil der Schnitte wurde mit PFA und Methanol fixiert, wobei die Verfahren

der PFA-Fixierung und der Methanolfixierung kombiniert wurden.

Diverse Eindeckelungsmedien wurden ausprobiert:

Hierzu wurden wenige Tropfen des Eindeckelungsmediums auf den Objektirdger
platziert und das Deckglédschen langsam vom Rand des Schnittes entlang des Mediums
auf den Schnitt gleiten gelassen. Die Schnitte wurden mit Fluoromount, Mowiol,

Mowiol/PPD und PBS/Glycin (4:1) eingedeckelt.

3.2.8 Immunfluoreszenz

Indirekte Immunfluoreszenz, eine Methode, die Proteine mit bestimmten Antikérpern
anférbt, sollte Aufschluss iiber die genaue Lokalisation der Nanosomen innerhalb eines
Gewebes geben. Durch  Antikdrperanwendung (Zwei-Schritt-Methode)  sollten
Zellkomponenten angefirbt werden und so eventuelle Uberlappungen mit Nanosomen

unter dem Mikroskop festgestellt werden. Insbesondere wurde Augenmerk auf die
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Nanosomenlokalisation in der Leber gelegt. Die Immunfluoreszenz wurde

ausschlieBlich an Cryoschnitten angewendet.

Vor Anwendung der Antikérper wurden die Schnitte mit einem DakoPen umrandet.
Dieser bildete eine Barriere um den Schnitt und half somit Antikérper einzusparen und
gewihrleistete eine uniforme immunhistochemische Firbung. Mit je ca. 1000 ul 2%
BSA pro Objekttrager wurde der Schnitt fiir 30 Minuten bei 37°C durch unspezifische
Bindung des BSA in PBS/Glycin blockiert. Danach wurde fiir eine Stunde bei 37°C mit
je 50 ul des ersten Antikérpers in Blockierlgsung inkubiert, zweimal mit Blockierl$sung
gewaschen und analog fiir 45 Minuten mit fluoreszenzmarkierten zweiten Antikdrpern

inkubiert. Anschliefend wurde 5-mal fiir 5 Minuten mit gefilterten PBS gewaschen.

Als primirer Antikérper zur Darstellung des Endothels diente der Endothelmarker
CD31. Als zweiter Antikorper diente der organische Cy2 Farbstoff, der sich spezifisch

an den ersten Antikérper bindet und griin fluoresziert.

3.2.9 Mikroskopie

Mikroskopiert wurde an einem konfokalen ILaser-Scanning-Mikroskop (LLSM510,

Zeiss), sowie an einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop (Axiovert100, Zeiss).

Als Software wurde MacBiophotonics Imagel, sowie AxioVision Rel. 4.7 verwendet.
Bilder wurden mittels einer Digitalkamera aufgenommen. AuBerdem wurden am
konfokalen Mikroskop mithilfe von LSM Software Z-Stacks erstellt, durch die

dreidimmensionale Bilder entstanden.

3.2.10 Messung des Cadmiums mittels Atom Absorptions-Spektroskopie

Um die aufgenommene Menge an Nanoteilchen in die unterschiedlichen Organe
quantitativ zu bestimmen, wurde mittels Atom Absorptions-Spektroskopie (AAS) deren
Gehalt an Cadmium gemessen. Dazu wurden die Nanoteilchen zunichst chemisch
aufgeschlossen. Der natiirliche Hintergrund an Cadmium (aufgenommen z.B. iiber die
Nahrung) konnte fiir jedes Organ separat durch die Vermessung einer nicht injizierten
Kontrollmaus bestimmt werden. Um Verunreinigungen durch verwendete Losungen
oder Materialien ausschliefen zu konnen, wurde stets eine Kontrolle ohne Organ

ebenfalls séimtlichen Arbeitsschritten unterzogen und in der AAS vermessen.
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Zunichst wurden bis zu 200mg des jeweiligen Organs eingewogen, mit
500 uLL HNO; (65 %) versetzt und in ein Reagenzglas iiberfilhrt. Nach Spiilen der
GefaBwinde mit weiteren 500 pL HNO; wurden die Ansitze im Wasserbad auf 60 °C
erhitzt. Dann wurden 100 pl. H,O, (30 %) zugegeben und es musste die anfiangliche
Schaumbildung abgewartet werden. Im Anschluss wurde die Temperatur fiir weitere
30 Minuten auf 80 °C erhoht. Zu diesem Zeitpunkt waren samtliche Organe vollstandig
aufgelost. Die Ansitze wurden zum Auskiihlen aus dem Wasserbad entnommen und in
verschlieBbare Gefalle iiberfiihrt. Nach zweimaligen Spiilen des Reagenzglases mit je
800 uL H,O wurden Ansitze und Spilldsungen vereinigt und mit H;O auf 3 mL
aufgefilllt. Diese Losungen dienten als Proben fiir die anschlieBende

Cadmiumbestimmung.

Samtliche Arbeiten, mit Ausnahme des Einwiegens, erfolgten unter einem Abzug.

Die Cadmiummessung erfolgte mit einem Atom Absorptions-Spektrometer des Typs
2100 Atomic Absorption Spectrophotometer von Perkin Elmer nach dem Verfahren der
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectroscopy (GFAA). Es kam hierbei eine Cd-
Hohlkathoden-Lampe (Photron Lamps, P908) zum Einsatz. Die Messung wurde mit den
in der zugehorigen Gerite-Software AA Winlab (Perkin Elmer, Version 3.52) fiir

Cadmium empfohlenen Einstellungen des Herstellers durchgefiihrt.

Samtliche Proben wurden, mit Ausnahme von Milz- und Leberproben, mit Matrix-
Lésung (0.02 M HNO; und 1 % Triton-X 100) 1:5 verdiinnt. Milzproben wurden 1:10,
Leberproben 1:20 verdiinnt vermessen. Je 20 ul. dieser Verdiinnungen wurden vom
Pipettierarm des Gerits in die Graphit-Rohre {iiberfiihrt. Nach der Zugabe der
Modifikatoren (5 pL Mg(NOs):-Losung [1000 mg/L] und 5 pL Pd(NOs)-Losung
[1000 mg/L]), die u.a. die Fliichtigkeit von Cadmium verringern, unterzog das
Spektrometer die Probe dem in Tabelle 2 dargestellten Temperaturprogramm. Zur
Untergrundkompensation wurde eine Deuterium-Bogenentladungslampe eingesetzt und
die so simultan erhaltene Untergrundmessung von der Software mit dem Messwert der
Probe verrechnet. Weiterhin fithrte die Software eine automatische Baseline Offset
Correction (BOC) durch. Die Quantifizierung erfolgte anhand von Standardproben
bekannter Konzentration. Zur Kontrolle der Sauberkeit von Geridt und Reagenzien

wurden vor und wihrend der Probenvermessung Kontrollmessungen reiner
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Matrixlosung, lediglich versetzt mit den beiden Modifikatoren, durchgefiihrt. So

konnten auch Verschleppungen von Probe zu Probe ausgeschlossen werden.

Dauer | Temperatur | Argongasstrom | Anmerkung

30s 110°C an Trocknung der Probe

30s 130 °C an Weitere Trocknung der Probe (Entfernung
von Kristallwasser)

45 s 850 °C an Pyrolyse

5s 1650 °C aus Atomisierung und Messung der Absorption

5s 2600 °C an Ausbrennen der Graphitrohre

Tabelle 2: Temperaturprogramm des Atom Absorptions-Spektrometers

Die Atmoabsorptionspektrometrie wurde an den Organen von vier Miusen angewendet.
Zwei Miuse stammten aus einer Wildtyplinie, die zwei anderen hatten einen
Apolipoprotein E- knockout (ApoE-ko)-Hintergrund. Eine weitere Variabel waren die
Zeitpunkte der Perfusion nach Nanosomeninjektion: Eine Maus mit Wildtyphintergrund
und eine Maus aus dem
ApoE-ko-Hintergrund wurden 20 Minuten (20’) nach Nanosomeninjektion perfundiert,
das andere genetisch differente Paar wurde 180 Minuten (180°) nach

Nanosomeninjektion perfundiert.
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4 Ergebnisse

Dieses Kapitel ist in vier Abschnitte aufgeteilt. Der erste Teil befasst sich mit der
Entwicklung einer geeigneten histologischen Technik fiir fluoreszierende Nanoteilchen.
Der zweite Teil schildert die Vor- und Nachteile der konventionellen und konfokalen
Mikroskopie, sowie die durch die Mikroskopie bestdtigten Nanosomeneigenschaften.
Im dritten Teil werden die Ergebnisse der Nanosomenaufnahme in die Organe und die
zytohistologische Betrachtung mittels Immunfluoreszenz aufgefiihrt. Der letzte Teil
beschreibt die durch die Atom Absorptions-Spektroskopie gemessene quantitative

Organverteilung der Nanosomen.

4.1 Entwicklung einer histologischen Methode zur Anwendung von

fTuoreszierenden Nanoteilchen als Marker fiir Lipoproteine

Die histologische Technik zur in vivo Anwendung der Nanoteilchen als Marker fiir
Lipoproteine sollte zu Anfang der Arbeit optimiert werden. Es wurde insbesondere auf
den Erhalt der Nanosomenfluoreszenz geachtet. Dem Gewebeerhalt wurde auBerdem
besondere Wichtigkeit beigemessen. Schnitte von in Paraffin eingebetteten Organen
wurden als histologisch besonders gut erhalten erachtet und als Vergleich
hinzugezogen. Die folgende Ubersicht zeigt die Variation einzelner histologischen
Techniken, die zu Anfang dieser Arbeit vorgenommen wurde. Die einzelnen Techniken,
die auf Mausebene begannen und iiber die Organebene zu den Organschnitten fiihrten,

werden in den Unterkapiteln niher erldutert.
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4.1.1 Perfusion der Maus

Abbildung 7: 7um dicker Cryoschnitt einer mit PBS (links) und mit Zucker (rechts)
perfundierten Leber. Das Bild wurde im Transmissionslicht in 200facher VergroBerung an
einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop (Axiovert100, Zeiss) erstellt.

Der erste Schritt zur Etablierung einer geeigneten Histologischen Technik war die
Variation des Perfusionsmittels. Die Perfusion, also das Durchstromen einer Fliissigkeit
durch die Organe der Maus, sollte zu einer verbesserten Organhistologie fiihren. Als
Perfusionsmittel wurden eine 30%ige Sucroseldsung, die als Cryoprotektion dienen
sollte, und PBS miteinander verglichen. In den Organschnitten der Sucrose verschieden
perfundierte Mause zeigten sich nur minimale Unterschiede. Beide Medien verbesserten
den histologischen Erhalt der GefdBstrukturen sowie der Lebersinusoide. Die mit
Sucrose perfundierten Organe lieBen sich schwerer schneiden und die Organschitte
waren mikroskopisch betrachtet kontraststirker als die mit PBS perfundierten
Organschnitte. PBS hatte jedoch den Vorteil, die Perfusionsanlage nicht zu verkleben

und wurde somit bevorzugt.

4.1.2 Organprozessierung

Hinsichtlich der Fixierung der Cryoschnitte wurden verschiedene Abldaufe miteinander
verglichen. Zum einen wurden die Organe mit verschiedenen Fixiermedien behandelt,
zum anderen wurden die Fixiermedien der Schnitte der zunichst unfixierten Organe
variiert. Je nachdem ob die Organe im Ganzen direkt nach der Entnahme aus der Maus
fixiert wurden, oder erst die Schnitte der unfixierten Organe fixiert wurden, ergaben

sich Unterschiede hinsichtlich der Nanosomenfluoreszenz, und der Gewebequalitit.
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Variation der Organfixierung

Als Fixiermedien fiir die Organe wurden Cryoschnitte von in Formalin inkubierten

Organen, von iiber Nacht in Sucrose abgesunkene und dann in Formalin fixierten

Organe und von in Paraffin eingebetteten Organe miteinander verglichen.

Abbildung 8: Drei Lebern, die direkt nach der Entnahme unterschiedlich fixiert und in 7um
Cryo (links und Mitte), bzw. Paraffin (rechts) geschnitten wurden. Links: Ausschlieflich in
Formalin fixierte Leber. Mitte: Uber Nacht in Sucrose abgesunkene und dann in Formalin
fixierte Ieber. Rechts: In Paraffin eingebettete Ieber. Die Bilder wurden mit UV Filter in
200facher VergroBerung an einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop (Axiovert100, Zeiss)
erstellt. e Belichtungszeit war bei allen drei Bildern gleich. Frgebnisse zu den Bildern s.
Flieftext.

Bei den Cryoschnitten der in Formalin fixierten Organe, die nicht in Sucrose inkubiert
wurden, zeigte sich die Nanosomenfluoreszenz sehr schwach und erst nach lingerer
UV-Belichtung. Der autofluoreszierende Gewebehintergrund erschien wie ,,verbrannt®.
Die Gewebequalitit war nur wenig schlechter verglichen mit den Schnitten der in

Formalin fixierten Organe, die zusitzlich in Sucrose abgesunken waren.

Die Cryoschnitte der Formalin fixierten, sucroseinkubierten Organe zeigten praktisch
keine Nanosomenfluoreszenz, jedoch war das Gewebe gut erhalten und GefiBe sowie

Lebersinusuide gut erkennbar.

Bei den in Paraffin eingebetteten Organen war praktisch keine Nanosomenfluoreszenz
mehr erkennbar. Erkldrbar war dies durch das Auswaschen von Lipiden bei Anwendung
der Paraffineinbettung mit der aufsteigenden Alkoholreihe. Die Gewebequalitit blieb

wie erwartet sehr gut erhalten.
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Der eindriickliche Effekt des ausbleichenden UV-Lichtes auf den Gewebehintergrund

und die damit verbundene erhohte Sichtbarkeit der Nanosomenfluoreszenz ist in

Abbildung 9 dargestellt.

Abbildung 9: 7um dicker Cryoschnitt einer in Formalin fixierten unperfundierten Leber vor
(links) und nach léngerer Belichtung (rechts). Die Pfeile zeigen auf die rétlich fluoreszierenden
Nanosomen. Die Bilder wurden mit UV Filter in 200facher Vergréferung an einem Licht- und
Fluoreszenzmikroskop (Axiovert100, Zeiss) erstellt.

Variation der Schnittfixierung

Die unterschiedlichen Fixierungen der Cryoschnitte hatten ebenso wie die
unterschiedliche Fixierung der Organe verschiedene Auswirkungen auf die
Nanosomenfluoreszenz und den Gewebeerhalt. Als Schnittfixierung wurden Methanol,

PFA und ein unfixierter Schnitt miteinander verglichen.

Abbildung 10: 7um dicke Cryoschnitte der Leber einer mit PBS perfundierten Maus. Links:
mit Methanol fixiert. Mitte: mit PFA fixiert. Rechts: mit PBS feucht gehalten und nicht fixiert.
Injiziert wurden 200ul einer Nanosomensuspension aus 150ul S18-Teilchen und 40mg VLDL
Lipid. Die Bilder wurden mit UV Filter in 200facher Vergroferung an einem Licht- und
Fluoreszenzmikroskop (Axiovert100, Zeiss) erstellt. Die Belichtungszeit war bei allen Bildern
gleich.
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Die mit Methanol fixierten Organschnitte zeigten sowohl sofort als auch nach einigen

Tagen einen guten Nanosomenfluoreszenzerhalt.

Bei den mit PFA fixierten Organschnitten fluoreszierten die Nanosomen unmittelbar
nach der Fixierung gut, jedoch verschlechterte sich die Fluoreszenz nach einigen Tagen,

bis sie nur noch durch starkes Belichten erkennbar war.

Die Schnitte ohne Fixierung wiesen einen sehr guten Erhalt der Nanosomenfluoreszenz

auf.

PFA Methanol PBS
Gewebequalitit gut malig malig
Nanofluoreszenz schlecht gut gut

Tabelle 3: Vergleich zwischen verschiedenen Fixiermedien der Organschnitte

4.1.3 Schnitttechniken

Die Cryoschnitttechnik wurde, da durch sie die Nanosomenfluoreszenz nicht

beeintrichtigt wurde, der Paraffinschnitttechnik vorgezogen.

4.1.4 Fiarbungen der Schnitte

Da Himalaun alle sauren bzw. basophilen Strukturen blau anfdrbt- insbesondere
Zellkerne mit der darin enthaltenen Desoxyribonukleinsidure (DNA) und das raue
endoplasmatische Retikulum (rER)- waren die gefidrbten Schnitte hinsichtlich der
Organspezifitit und histologischen Besonderheiten besser beurteilbar. Jedoch

verschlechterte sich die Nanosomenfluoreszenz durch die Farbung.
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4.1.5 FEindeckelungslosungen

Abbildung 11: 7um dicke Cryoschnitte von Lebern nach Nanosomeninjektion. Die
Eindeckelungsmedien der Schnitte wurden variiert. Oben links: Fluoromount, oben rechts:
Mowiol, unten links: Mowiol/PPD, unten rechts: PBS/Glycin. Die Nanosomenfluoreszenz
wurde, wie im Fliefftext beschrieben, je nach verwendetem Eindeckelungsmedium
unterschiedlich beeinflusst. Die Bilder wurden mit UV Filter in 200facher VergréBerung an
einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop (Axiovert100, Zeiss) erstellt.

Die mit Fluoromount und Mowiol eingedeckelten Schnitte beeinflussten anfangs die
Nanosomenfluoreszenz hinsichtlich der Intensitit und Quantitit nicht. Die mit
Mowiol/PPD eingedeckelten Schnitte zeigten schon zu Anfang keinen guten Erhalt der
Nanosomenfluoreszenz, im Gegenzug wiesen die mit PBS/Glycin (4:1) eingedeckelten
Schnitte zu Anfang noch guten Nanosomenfluoreszenzerhalt auf. Nach einigen Tagen
fiel jedoch eine Struktur auf den Objekttrigern aus, ohne, dass die Fluoreszenz
beeintrachtigt war. Fluoromount und PBS/Glycin (4:1) wiesen eine sehr gute, Mowiol

sowie Mowiol/PPD eine gute Deckglasfestigkeit auf.
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Fluoromount Mowiol Mowiol/PPD | PBS/Glycin
Gewebequalitiit zunichst gut zunichst zZunichst gut immer gut
gcut
Nanosomen- gut gut schlecht sehr gut
fluoreszenz
Deckglasfestigkeit sehr fest fest fest sehr fest

Tabelle 4: Vergleich verschiedener Findeckelungsmedien

Die nachfolgende Ubersicht zeigt die Techniken, die in der Erprobung der
histologischen Verfahrensweisen iiberzeugten und im Laufe der Experimente weiter
angewendet wurden. Je mehr der histologische Erhalt der Schnitte der Histologie eines
Paraffinschnittes glich und die Nanosomenfluoreszenz maximal erhalten blieb, desto

eher wurden die histologischen Techniken als iiberzeugend anerkannt.
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4.2 Mikroskopie

Durch die Mikroskopie an dem Licht- und Fluoreszenzmikroskop sowie am konfokalen
Mikroskop konnten die Nanosomeneigenschaften dargestellt werden. Die Markierung
der Lipoproteine erfolgte mithilfe der Nanoteilchen im hydrophoben Kern und nicht,
wie bei organischen Farbstoffen iiblich, an der amphiphilen Hiille des Lipoproteins.
Demnach wurde die Markierung mit Nanoteilchen nicht verstoffwechselt und blieb

stabil im Lipoprotein erhalten.

Die Fluoreszenz der mit fluoreszierenden Nanoteilchen markierten Lipoproteine
verschlechterte sich selbst nach langer Belichtung nicht. Stattdessen trat die Fluoreszenz
der Nanosomen nach ldngerer Belichtung unter dem Mikroskop sogar noch deutlicher
hervor. Durch Bilderserien, die bei Dauerbelichtung aufgenommen wurden, konnte

festgestellt werden, dass die Fluoreszenz der Nanosomen im Laufe der Zeit zunimmt.

Die fluoreszierenden Nanosomen konnten mit jeglichen Wellenldngen angeregt werden
und emittierten stets in dem gleichen engen Wellenldngenspektrum, das abhingig vom
verwendeten Teilchen variierte. Also erschienen die Nanosomen, je nach eingesetztem
Nanoteilchen und unabhiingig vom Farbfilter, der vor das Lichtmikroskop geschoben
wurde, stets in derselben Farbe. Bei Verwendung des UV-Filters schien die

Nanosomenfluoreszenz am besten sichtbar zu sein, da sie sich farblich am deutlichsten

vom Hintergrund unterscheiden liel3.

Abbildung 12: 7um dicke Cryoschnitte einer perfundierten Maus. Links: UV Anregung. Mitte:
blaue Anregung. Rechts: griine Anregung. Die Bilder wurden in 200facher Vergroferung an
einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop (Axiovert100, Zeiss) erstellt.
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Abbildung 13: Konfokale Bilder (Laser-Scanning-Mikroskop — LLSM 510 Meta, Zeiss) von
12um dicken Cryoschnitten einer Leber. Links: griiner Kanal, Mitte: Roter Kanal, rechts:
Mischbild aus dem linken und mittleren Bild.

Mithilfe des konfokalen Mikroskops gelingt es, das Licht, das auBerhalb der Brennweite
des Objekts liegt, auszublenden. Es werden schirfere Bilder erzeugt als bei einem
Licht- und Fluoreszenzmikroskop, das auch das auflerhalb der Brennebene des Objekts
liegende unfokussierte Licht abbildet. Das konfokale Mikroskopieren ermdglichte in
dieser Versuchsreihe das Erstellen von Kanalbildern, die spiter ilibereinander gelegt
werden konnten. Wie in Abbildung 13 dargestellt, konnte so genau zwischen Auto- und
Hintergrundfluoreszenz ~ (rechtes Bild) und Nanosomenfluoreszenz  (Mitte)

unterschieden werden.

4.3 Nanosomenlokalisation innerhalb verschiedener Organe

Nach Abschluss der Experimente konnten mithilfe der Mikroskopie Aussagen iiber die
Stiarke der Nanosomenfluoreszenz in verschiedenen Organen gemacht werden.
Weiterhin konnten mithilfe von Immunfluoreszenz auf die genauere Lokalisation der

Nanosomen innerhalb von organspezifischen Geweben geschlossen werden.

4.3.1 Organdistribution

Unabhiingig von den verschiedenen genetischen Hintergriinde der Miuse (Wildtypen,
ApoE-ko) und den verschiedenen Perfusionszeitpunkte lieBlen sich jeweils Organe mit
eindeutiger, schwacher und keiner Nanosomenfluoreszenz unterscheiden. Um zwischen
der recht starken Autofluoreszenz in den Organen einer uninjizierten Maus und der
Nanosomenfluoreszenz injizierter Miuse zu unterscheiden, wurden Organe einer

uninjizierten Kontrollmaus entnommen, geschnitten und mikroskopiert.
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Abbildung 14: Eindeutig und reproduzierbare Nanosomenfluoreszenz wurde oben links: in der
Leber und oben rechts: in der Milz einer Wildtypmaus gefunden. In der Méuseleber herrschte
ein diffuses Verteilungsmuster, in dem die Nanosomen zwischen den Hepatozyten lagen. Die in
der Miusemilz gefundene, feinere Nanosomenfluoreszenz liefl sich parafollikulir lokalisieren.
Die dargestellten geschnittenen Organe stammen aus einer 20 Minuten nach
Nanosomeninjektion perfundierten Maus. Unten rechts: Leber der Kontrellmaus, unten links:
Milz der Kontrollmaus. Die Bilder wurden mit UV Filter in 200facher VergriBerung an einem
Licht- und Fluoreszenzmikroskop (Axiovert100, Zeiss) erstellt.

Zu den Organen mit mikroskopisch eindeutig nachzuweisenden Nanosomenfluoreszenz
zdhlten Leber und Milz. Im braunen Fettgewebe und im Herz fluoreszierten die
Nanosomen schwach, wihrend in den restlichen Organen, also in Nebenhoden,
Nebenniere, Niere, Skelettmuskel und  Pankreas, mikroskopisch  keine
Nanosomenfluoreszenz erkennbar war. Die durch die Mikroskopie gewonnenen
qualitativen Aussagen iber die Nanosomen wurden durch Messung des
Cadmiumgehalts der Organe in der AAS unter quantitativen Aspekten betrachtet.
(Auswertung der AAS: s.u.).
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Abbildung 15: Schwache Nanosomenfluoreszenz stellte sich mikroskopisch im braunen
Fettgewebe (links) und im Herzen (rechts) dar. Die Maus wurde 20 Minuten nach
Nanosomeninjektion perfundiert. Die Bilder wurden mit UV Filter in 200facher Vergroferung
an einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop (Axiovert100, Zeiss) erstellt.

Abbildung 16: In den Organen Pankreas (oben links), Niere (oben Mitte), Skelettmuskel
(oben rechts), Nebenhoden (unten links) und Nebenniere (unten rechts) konnte keine
Nanosomenfluoreszenz nachgewiesen werden. Die Maus wurde 20 Minuten nach
Nanosomeninjektion perfundiert. Die Bilder wurden mit UV Filter in 200facher Vergrofierung
an einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop (Axiovert100, Zeiss) erstellt.
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4.3.2 Genauere Gewebelokalisation mithilfe von Immunfluoreszenz

Erste Vermutungen hinsichtlich der Nanosomenlokalisation innerhalb der Gewebe
wurden nach den ersten konfokalen sowie licht- und fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen angestellt. Als interessantestes Organ fiir das weitere Untersuchen der
genauen Gewebelokalisation der Nanosomen erschien die Leber, da hier stets die meiste
Nanosomenfluoreszenz reproduzierbar war. Da die Nanosomeninjektion in die
Schwanzvene der Maus erfolgte, erreichten die Nanosomen die Gewebe liber den

Blutweg und passierten beim Eintritt in das Organ die GefiBwand. Demnach

konzentrierten sich die Antik&rperfarbungen zunichst auf das Endothel.

Abbildung 17: Immunfluoreszenz von 7um dicken Cryoschnitten von mit PBS perfundierten
Maiusen. Erster Antikorper: CD31 gegen das Endothel gerichtet, zweiter Antikorper: Cy2. Leber
einer Wildtyp-Maus, die 60 Minuten nach Nanosomeninjektion perfundiert wurde. Die Bilder
wurden an einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop Axiovert100, Zeiss) bei 200facher
Vergréfierung erstellt und es wurden mithilfe von Imagel die Kanile extrahiert. Das linke Bild
zeigt einen Ausschnitt des Leberschnittes mit blauem Filter. Die hellgriinen Areale markieren
die Antikorperféarbung. Das Bild in der Mitte zeigt denselben Ausschnitt, wobei die Nanosomen
rot dargestellt sind. Das rechte Bild zeigt denselben Ausschnitt, wenn man beide Bilder (links
und Mitte) iibereinander legt. Die orangefarbenen Areale entsprechen einer Kolokalisation von
Endothelmarker gegen Antigen CD 31 und den Nanosomen. Die Antikorperfidrbung ist nicht
sichtbar, jedoch sieht man deutlich die gelb-rétlich fluoreszierenden Nanosomen.

In Abbildung 17 ist eine Kolokalisation zwischen dem griin fluoreszierenden Cy2
Farbstoff und dem gelb-r6tlich fluoreszierenden Nanosomen zu sehen. Die Ergebnisse

der Immunfluoreszenz zeigen, dass die Nanosomen sinusoidal assoziiert sind.
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4.4 Quantitative und qualitative Auswertung der
Nanosomenaufnahme in verschiedene Organe bei Wildtyp-,
ApoEko- und Kontrollméiusen  zu unterschiedlichen

Perfusionszeitpunkten

Die Atom Absorptions-Spektroskopie ermoglichte eine Quantifizierung des
Cadmiumanteils in den Gewebeschnitten. Diese Methode wurde auf ein Experiment
angewendet, welches mit dem Einsatz von 40mg TRL Lipid und 150ul S18-Teilchen
unter mikroskopischer Betrachtung der Organschnitte eindeutig einen Hinweis auf
vorhandene Nanosomenfluoreszenz lieferte. AuBlerdem wurden die Organe der zuvor

erwihnten Kontrollmaus vermessen.

25

Milz 20,45

20 +

15 1

Niere 12,29

Cadmiumkozentration (ng)/1g
Organ

10
Herz 5,17
5 | etz Nebenhoden Pankreas Skelett-
Leber 1,81 BAT n.b. Nebenniere n.b. muskel
n.h. n.b. nb.

Kontrollorgane

Abbildung 18: Von den Organen der Kontrollmaus enthielt die Milz mit 20,45ng pro 1g Organ
die meiste Konzentration an Cadmium. Gefolgt von Niere (12,29ng/g), Herz {5,17ng/g) und
Leber (1,81ng/g). Die Organe BAT, Nebenhoden, Nebenniere, Pankreas und Skelettmuskel
enthielten eine nicht bestimmbar geringe Konzentration an Cadmium. Abkiirzung: n.b.= Nicht
bestimmbar; BAT= Brown Adipose Tissue, engl. fiir braunes Fettgewebe.
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Abbildung 19: zeigt die zugehorigen Cryoschnitte der Organe der Kontrollmaus. Oben links:
Milz, oben rechts: Niere, unten links: Herz, unten rechts:; Leber. Die Bilder wurden mit UV
Filter in 200facher VergroBerung an einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop (Axiovert100,
Zeiss) erstellt. Dem Mafstabbalken entsprechen 100um.

Die Cadmiumkonzentration der Organe der injizierten Miuse ist in nachfolgenden
Graphen in Bezug auf ein Gramm Organgewicht dargestellt. Der Versuch wurde an vier
Mausen durchgefithrt. Variiert wurde der genetische Hintergrund der Mauslinien (Wt
vs. ApoE- ko), sowie die Zeitpunkte der Perfusion nach Nanosomeninjektion (20" vs.
180%). Die Reihenfolge der Darstellungen orientiert sich an der qualitativ durch
Mikroskopie erlangten Stirke der Nanosomenfluoreszenz. Wie oben beschrieben wurde
starke Nanosomenfluoreszenz in Leber und Milz, schwache Fluoreszenz in Herz und

BAT, sowie keine Fluoreszenz in den restlichen Organen gefunden.
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Cadmiumkonzentration der Leber
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Abbildung 20: Darstellung der quantitativen und qualitativen Cadmiumkonzentration in der
Leber. Das obere Diagramm zeigt die Cd-Konzentration der injizierten, genetisch differenten
Miuse in  Abhingigkeit vom Perfusionszeitpunkt (Perfusion 20 Minuten nach
Nanosomeninjektion (20°) sowie Perfusion 180 Minuten nach Nanosomeninjektion (180%)), die
nach AAS- Messung festgestellt wurde. Die obere Bildreihe zeigt von links nach rechts die
Cryoschnitte der Lebern der Wt 20°, Wt 180°, ApoEko 20’ und ApoEko 180" Maus. Sie wurden
mit UV Filter in 200facher VergroBerung an einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop
(Axiovert100, Zeiss) erstellt. Die untere Bildreihe zeigt die Nanosomenfluoreszenz der obigen
Bilder nach Extraktion des roten Kanals. Dem MaBstabbalken entsprechen 100um.
Abkirzungen: Wt= Wildtypmaus; ApoEko= Maus mit Apolipoprotein Knock-out Hintergrund.
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Cadmiumkonzentration der Milz
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Abbildung 21: Darstellung der quantitativen und qualitativen Cadmiumkonzentration in der
Milz. Das obere Diagramm zeigt die Cd-Konzentration der injizierten, genetisch differenten
Miuse in  Abhingigkeit vom Perfusionszeitpunkt (Perfusion 20 Minuten nach
Nanosomeninjektion (20%), sowie Perfusion 180 Minuten nach Nanosomeninjektion (180°)), die
nach AAS- Messung festgestellt wurde. Die obere Bildreihe zeigt von links nach rechts die
Cryoschnitte der Milzen der Wt 20°, Wt 180°, ApoEko 20’ und ApoEko 180’ Maus. Sie wurden
mit UV Filter in 200facher VergroBerung an einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop
(Axiovert100, Zeiss) erstellt. Die untere Bildreihe zeigt die Nanosomenfluoreszenz der obigen
Bilder nach Extraktion des roten Kanals. Dem MaBstabbalken entsprechen 100um.
Abkiirzungen: Wi= Wildtypmaus; ApoEko= Maus mit Apolipoprotein Knock-out Hintergrund.
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Cadmiumkonzentration des BAT
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Abbildung 22: Darstellung der quantitativen und qualitativen Cadmiumkonzentration des BAT.
Das obere Diagramm zeigt die Cd-Konzentration der injizierten, genetisch differenten Miuse
in Abhingigkeit vom Perfusionszeitpunkt (Perfusion 20 Minuten nach Nanosomeninjektion
(20), sowie Perfusion 180 Minuten nach Nanosomeninjektion (180°)), die nach AAS- Messung
festgestellt wurde. e obere Bildreihe zeigt von links nach rechts die Cryoschnitte des
braunen Fettgewebes der Wt 20°, Wt 180°, ApoEko 20" und ApoEko 180" Maus. Sie wurden
mit UV Filter in 200facher VergroBerung an einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop
(Axiovert100, Zeiss) erstellt. Die untere Bildreihe zeigt die Nanosomenfluoreszenz der obigen
Bilder nach Extraktion des roten Kanals. Dem Mafstabbalken entsprechen 100um.
Abkirzungen: Wt= Wildtypmaus; ApoEko= Maus mit Apolipoprotein Knock-out Hintergrund.
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Cadmiumkonzentration des Herzens
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Abbildung 23: Darstellung der quantitativen und qualitativen Cadmiumkonzentration des
Herzens. Das obere Diagramm zeigt die Cd-Konzentration der injizierten, genetisch
differenten Miuse in Abhingigkeit vom Perfusionszeitpunkt (Die Cadmiumkonzentration der
Wt 20’ Maus war nicht bestimmbar, Perfusion 180 Minuten nach Nanosomeninjektion (180°)),
die nach AAS- Messung festgestellt wurde. Die obere Bildreihe zeigt von links nach rechts
die Cryoschnitte der Herzen der Wt 20°, Wt 180", ApoEko 20’ und ApoEko 180" Maus. Sie
wurden mit UV Filter in 200facher VergroBerung an einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop
(Axiovert100, Zeiss) erstellt. Die untere Bildreihe zeigt die Nanosomenfluoreszenz der obigen
Bilder nach Extraktion des roten Kanals. Dem MafBstabbalken entsprechen 100um.
Abkiirzungen: Wt= Wildtypmaus; ApoEko= Maus mit Apolipoprotein Knock-out Hintergrund,
n.b.= nicht bestimmbar.

49



Ergebnisse

Cadmiumkonzentration der Niere
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Abbildung 24: Darstellung der quantitativen und qualitativen Cadmiumkonzentration in der
Niere. Das obere Diagramm zeigt die Cd-Konzentration der injizierten, genetisch differenten
Miuse in  Abhingigkeit vom Perfusionszeitpunkt (Perfusion 20 Minuten nach
Nanosomeninjektion (20°), sowie Perfusion 180 Minuten nach Nanosomeninjektion (180°)), die
nach AAS- Messung festgestellt wurde. Die obere Bildreihe zeigt von links nach rechts die
Cryoschnitte der Nieren der Wt 20°, Wt 180°, ApoEke 20’ und ApoEko 180" Maus. Sie wurden
mit UV Filter in 200facher VergroBerung an einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop
(Axiovert100, Zeiss) erstellt. Die untere Bildreihe zeigt die Nanosomenfluoreszenz der obigen
Bilder nach Extraktion des roten Kanals. Dem MaBstabbalken entsprechen 100um.
Abkiirzungen: Wi= Wildtypmaus; ApoEko= Maus mit Apolipeprotein Knock-out Hintergrund.
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Cadmiumkonzentration des Muskels
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Abbildung 25: Darstellung der quantitativen und qualitativen Cadmiumkonzentration des
Muskels. Das obere Diagramm zeigt die Cd-Konzentration der injizierten, genetisch
differenten Maiuse in Abhingigkeit vom Perfusionszeitpunkt (Perfusion 20 Minuten nach
Nanosomeninjektion (20), sowie Perfusion 180 Minuten nach Nanosomeninjektion (180°)), die
nach AAS- Messung festgestellt wurde. Die obere Bildreihe zeigt von links nach rechts die
Cryoschnitte der Skelettmuskeln der Wt 207, Wt 180°, ApoEko 20" und ApoEko 180" Maus. Sie
wurden mit UV Filter in 200facher Vergrofierung an einem Licht- und Fluoreszenzmikroskop
(Axiovert100, Zeiss) erstellt. Dic untere Bildreihe zeigt die Nanosomenfluoreszenz der obigen
Bilder nach Extraktion des roten Kanals. Dem Mafstabbalken entsprechen 100um.
Abkiirzungen: Wi= Wildtypmaus; ApoEko= Maus mit Apolipoprotein Knock-out Hintergrund.
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Abhingig vom genetischen Hintergrund der untersuchten Organe lieBen sich bestimmte
Trends festmachen: In allen untersuchten Organen war die absolute
Cadmiumkonzentration zum Zeitpunkt 20" in den Wildtyporganen niedriger als in den
ApoE- ko Organen. Auch zum Zeitpunkt 180 lief sich in den Wildtyporganen Milz
und Muskel weniger Cadmium nachweisen als in den gleichen Organen mit ApoE- ko
Hintergrund zum selben Zeitpunkt, wihrend in Leber, Milz, Herz und Muskel der
Wildtypmaus zu diesem Zeitpunkt (180’) eine 1im  Vergleich hohere

Cadmiumkonzentration nachweisbar war.

Die vermessenen Organe lassen sich bezogen auf die Perfusionszeitpunkte auswerten.
In den Wildtypmiusen lieB sich in allen Organen mehr Cadmium bei einer Perfusion
180 Minuten nach Nanosomeninjektion, als bei einer Perfusion 20 Minuten nach
Injektion nachweisen. Bei Miusen mit einem ApoE-ko Hintergrund wurde eine
Steigerung der Cadmiumkonzentration zwischen diesen Zeitpunkten lediglich im BAT
eindeutig nachgewiesen, wihrend bei Milz und Herz ein umgekehrter Trend zu sehen
war, d.h., diese Organe enthielten 180 Minuten nach Injektion eindeutig weniger

Cadmium als 20 Minuten nach Injektion.

Durch Vermessung einer nicht injizierten Kontrollmaus konnte ecine erhohte
Hintergrund-Cadmiumkonzentration ausgeschlossen werden. Die Leber der injizierten
Wt 20° Maus enthielt 1097mal mehr ng Cadmium pro g Organgewicht als die nicht
injizierte Kontrollmaus. Die Milz der injizierten Wt 20° Maus enthielt 263mal mehr ng

Cadmium pro Gramm Organgewicht als die nicht injizierte Kontrollmaus.

Die quantitative Untersuchung der Cadmiumkonzentration korrelierte weitgehend mit

den mikroskopischen Bildern.

Durch Auswertung der quantitativen Cadmiumvermessungen konnte festgestellt
werden, dass sich in der Milz der injizierten Wildtypméause im Mittel (mit 9711 (Wt
20%) bzw. 5386 ng/g (Wt 180") Organgewicht) am meisten Cadmium nachweisen lief3.
Es folgten Leber (6938 (Wt 20°), bzw. 1987 ng/g (Wt 180’) Organgewicht), braunes
Fettgewebe (790 (Wt 20°), bzw. 433 (Wt 180°) ng/g Organgewicht), Herz (1042 (Wt
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20”) ng/g Organgewicht), Skelettmuskulatur (65 (Wt 20°), bzw. 54 (Wt 180°) ng/g
Organgewicht), Nebenniere (65 (Wt 207), bzw. 27 (Wt 180") ng/g Organgewicht) und
Nebenhoden (16 (Wt 207), bzw. 60 (Wt 1807) ng/g Organgewicht) (s. Abbildung 26).
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Abbildung 26: Durchschnittliche Absolutmenge an Cadmium in ng pro 1 g Organ. Blauer
Balken: Wt 20° Maus. Zu beachten ist, dass das Wt 20° Herz (*) nicht bestimmbar war. Roter
Balken: Organ der Wt 180 Maus, Erklarung: siehe Text. Abkiirzung: BAT= braunes
Fettgewebe; NN= Nebenniere; NH= Nebenhoden.
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5 Diskussion und Ausblick

Diskussion der histologischen Technik

Im Verlauf der Arbeit ist es gelungen, eine geeignete histologische Technik fiir die in
vivo Anwendung von fluoreszierenden Nanosomen zu etablieren. Letztlich liberzeugte
bei der Mauspriparation die Perfusion mit PBS, da hier im Vergleich zur Perfusion mit
30%iger Sucrose ein einfacheres Schneiden erméglicht und die Perfusionsanlage nicht
verklebt wurde. Die entnommenen Organe sollten in Stickstoft schockgefroren werden.
Die kleineren Organe sollten nach dem oben beschriebenen Protokoll behandelt werden.
Demnach sollten die kleineren Organe in 30%iger Sucroselosung liber Nacht absinken.
Am folgenden Tag wurden sie mit 1:1 Tissue-Tek zu 30% Sucrose in Glasflaschen fiir
eine Stunde im Kiihlraum geschiittelt. Nach Entnahme der kleineren Organe aus der
Tissue-Tek-Sucroselosung wurden diese in Tissue-Tek eingebettet und auf Trockeneis
gefroren. Das Absinken der kleineren Organe in Sucrose ermdglichte deren festere
Bindung an das Tissue-Tek. Somit wurde einem ungewollten Herauslésen der Organe
aus der Tissue-Tek Hiille entgegengewirkt. Alle Organe sollten mittels
Cryoschnitttechnik geschnitten und die Schnitte dann mit PFA fixiert werden, unter der
Voraussetzung, schnell nach dem Fixieren zu mikroskopieren, da im weiteren Verlauf
die Nanosomenfluoreszenz mikroskopisch deutlich schlechter zu detektieren war. Wenn
keine Fixierung notwendig war, war der unfixierte Schnitt aufgrund der
unbeeintrichtigten Nanosomenfluoreszenz zu bevorzugen. Da bei Gebrauch des
konfokalen Mikroskops das Eindeckeln bei groBen Olobjektiven obligat war, war
Fluoromount aufgrund seiner bevorzugten Deckglasfestigkeit und

Nichtbeeintrachtigung der Nanosomenfluoreszenz das Medium der Wahl.

Diskussion des Experimentenvorgangs

Es gelang triglyzeridreiche Mizellen aus humanem Serum zu isolieren. Deren
hydrophober Kern wurde erfolgreich mit Nanoteilchen versetzt und so wurden in vivo
anwendbare Nanosomen synthetisiert. Die Markierung mit Nanoteilchen wurde nicht,
wie es bei instabilen organischen Farbstoffen der Fall ist (Gesprich mit Dr. Niemeier,

Hamburg), durch enzymatischen Abbau vorzeitig gelést und iiber die Niere
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ausgeschieden. Die Hydrophobie der Nanoteilchen gewihrleistete eine stabile
Lokalisation im Kern des Lipoproteins. Nachfolgend konnten durch geeignete
Immunhistologie sowie konfokale Mikroskopie der Gewebeschnitte, Riickschliisse in
Bezug auf die Verstoffwechselung der Lipoproteine gezogen werden. Die Organe Leber
und Milz enthielten mikroskopisch betrachtet stets fluoreszierende Teilchen. Eine
Autofluoreszenz in diesen Organen konnte durch Vergleich mit einer nicht-injizierten
Kontrollmaus mikroskopisch ausgeschlossen werden. Da die Leber zuvor schon als
zentrales Stoffwechselorgan im Lipoproteinstoffwechsel beschrieben wurde, entspricht
die Nanosomenaufnahme in die Leber den Erwartungen. Das diffuse Verteilungsmuster
der Leber lieB sich durch Antikérperfarbungen ndher untersuchen. Zu frithen
Perfusionszeitpunkten (Perfusion 20 Minuten nach Nanosomeninjektion) konnte
teilweise eine Kolokalisation zwischen dem Endothel anfirbenden Antikérper CD31
und den Nanosomen ausgemacht werden, sodass eine sinusoidale oder perisinusoidale
Lokalisation der Nanosomen angenommen wurde. Im Rahmen der Immunhistologie
konnte nicht ausreichend geklidrt werden, welche nicht-parenchymalen hepatischen
Komponenten die Nanosomen nach fortgeschrittener Verstoffwechselung aufnehmen.
Hierbei kann eine Beteiligung der Kupffer-Zellen der Leber, welche als hepatische
Makrophagen zur Phagozytose befihigt und dem mononukledren, phagozytierenden
System zuzuordnen sind (Kiihnel, 2002), in Erwdgung gezogen werden. Die Kupffer-
Zellen sind Bestandteile der Lebersinuswinde bzw. liegen den Endothelzellen auf und
lokalisieren sich, dhnlich wie die Nanosomen, aufierhalb der Hepatozyten. Geeignet im
Rahmen der Immunfluoreszenz wire hierbei ein primérer Antikorper gegen Antigen
F4/80, ein Marker fiir reife Makrophagen, der in hohem Mafe von Kupffer-Zellen
exprimiert wird (DDambach et al., 2002).

Eine weitere hepatische Komponente, welche potentiell als aufhehmende Zelle fiir die
Nanosomen in Frage kidme, stellen die im Disse-Raum gelegenen Ito-Zellen dar. Sie
gelten als Speicherzellen fiir das fettlosliche Vitamin A in der Leber und gewinnen an
Bedeutung aufgrund ihrer antigenprésentierenden Aktivitit, die sich insbesonders gegen
lipidhaltige Antigene richtet. Pathophysiologisch spielen die Ito-Zellen bei der
Entstehung der Leberzirrhose eine Rolle, indem sie den fibrotischen Umbau des

hepatischen Gewebes verursachen.

Eine immunhistologische Untersuchung dieser beiden Zelltypen kénnte sich aufgrund

ihrer engen morphologischen Verwandtschaft als schwierig erweisen. Zu diskutieren
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wire die Anwendung von Elektronenmikroskopie zur Verifizierung der

immunhistologischen Ergebnisse.

In der Milz lieB sich ein perifollikulires Verteilungsmuster der Nanosomen
mikroskopisch ausmachen. Der Follikel stellt als Teil der roten Pulpa das B-Zell- Areal
der Milz dar. Um den Follikel liegen die antigenprisentierenden Zellen, z.B.
Makrophagen. Eine weitere immunhistologische Untersuchung dieser Geweberegion
wire denkbar und liefie sich gut mit der Vermutung, dass antigenprésentierende Zellen

die zweite Station der Nanosomenpassage bilden, kombinieren.

Diskussion der Atom Absorptions-Spektroskopie Ergebnisse

Neben der qualitativen Beurteilung der Nanosomenlokalisation im Gewebe mithilfe der
Mikroskopie, gelang es im Rahmen der AAS-Untersuchungen quantitative Aussagen
iiber die Organverteilung zu treffen. Die AAS ermdoglichte es Unterschiede der
Nanosomenkonzentration zwischen den vermessenen Wildtyp- und den ApoE-ko
Mausorganen zu verschiedenen Perfusionszeitpunkten nach Nanosomeninjektion fest zu

stellen.

So st die mittels AAS-Messung erhaltene Cadmiumquantitit hinsichtlich der
unterschiedlichen Perfusionszeitpunkte nach Nanosomeninjektion (20 und 180 Minuten
nach Injektion) und Unterschieden in den genetischen Hintergriinden der vermessenen

Mausorgane zu beurteilen.

Bei den Miusen, die injiziert wurden, lieB sich bei allen Organen der Wildtypmaus eine
starke Abhingigkeit der Cadmiumkonzentration vom Zeitpunkt der Perfusion
ausmachen. So lieB sich in alle Wildtyporganen zum Perfusionszeitpunkt 20° weniger
Cadmium als zum Zeitpunkt 180" nachweisen. Somit enthielt der Skelettmuskel als das
Organ mit dem schwichsten Trend die Wt 180" Maus 1,66mal mehr Cadmium als der
Skelettmuskel der
Wt 20" Maus. In der Leber wurde dahingehend der stirkste Trend beobachtet. So
enthielt die Leber der Wt 180° Maus 3,5mal mehr Cadmium als die Leber der Wt 20°
Maus. Anzunehmen ist, dass zu spiteren Perfusionszeitpunkten die Nanosomen aus den

Blutgefidflen in die jeweiligen Organzellen aufgenommen wurden und aufgrund der
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fortgeschrittenen Nanosomenverstoffwechselung ein Ausschwemmen der Nanosomen

aus den GefidBen nicht mehr stattfinden konnte.

Dass die ApoE- ko Miuse diesem Trend nicht vollstindig folgen, konnte durch die
Rolle des ApoE im Stoffwechsel der Lipoproteine erklart werden. Demnach lief} sich in
allen untersuchten Organen zum Zeitpunkt 20’ in den Wildtypmiusen weniger
Cadmium als in den ApoE ko Organen nachweisen. Zum Zeitpunkt 180 lief sich in den
Widtyporganen Milz und Muskel weniger Cadmium nachweisen als in denselben
Organen mit ApoE- ko Hintergrund zum gleichen Zeitpunkt, wéhrend sich in Leber,
Milz, Herz und Muskel der Wildtypmaus zu diesem Zeitpunkt 180" eine im Vergleich
hohere Cadmiumkonzentration feststellen lie. Fiir die Chylomikronenremnants
Aufnahme werden die lipolysierten Remnants im Disse-Raum schnell an die HSPG
gebunden, wobei ApoE und LpL als Liganden wirken (Heeren et al., 2002). An ApoE-
defizienten Miusen konnte gezeigt werden, dass sich die Plasma-Halbwertszeit der
Chylomikronenremnants von wenigen Minuten deutlich verldngert (Ishibashi et al.,
1994). In einem zweiten, langsameren Schritt werden die CR zelluldr in den
Hepatozyten aufgenommen, wobei ApoE, LpL und HL als Liganden agieren (Mulder et
al., 1993). AuBerdem ist der zweite, langsamere Schritt von LRP1 und LLDI- Rezeptor
abhéangig. Dies kann zu der Vermutung fiihren, dass ApoLE erst im spéteren Verlauf der
Chylomikronenremnantaufnahme eine Rolle spielt und kénnte die oben beschriebenen
diffusen Trends der AAS-Messung bei ApoE defizienten Miusen in den Organen Milz

und Herz verstandlich machen.

Neben den oben erwidhnten Griinden kénnten weitere mogliche Erkldrungen dieser
Trends auch Fehler sein, die im Ablauf an bestimmten Stufen des Experiments
entstanden sind. Eine mdgliche Quelle wire eine fehlerhafte Einwaage der Organe.
Eine potentielle Fehlerquelle konnte eine falschlicherweise starke Abweichung der
Injektionsmenge von 2001 Nanosomen sein. Da es jedoch nicht mdglich war, mehr als
10u! der Nanosomeninjektion paravasal zu injizieren, kann davon ausgegangen werden,
dass bei der 200u] umfassenden Nanosomeninjektion eine Abweichung von mehr als
10% ausgeschlossen wird. Bei den oben beschriebenen Trends der Wildtyporgane
enthielt die Wt 180" Maus jedoch mindestens 70% mehr Cadmium als die Wt 20" Maus
(70% mehr in der Skelettmuskulatur und maximal 250% mehr Cadmium in der Wt 180’

Leber als in der Wt 20’ Leber), was mit einer Abweichung der Injektionsmenge von
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10% nicht zu erklédren ist. Weiterhin kénnten die injizierten Méduse bereits vor Injektion
tiber eine gewisse Konzentration an Cadmium verfigt haben. Diese
Hintergrundcadmiumkonzentration konnte durch Vermessung einer nicht injizierten
Kontrollmaus ausgeschlossen werden. Die Leber der injizierten Wt 20° Maus enthielt
1097mal mehr ng Cadmium pro Gramm Organgewicht als die nicht injizierte
Kontrollmaus. Die Milz der injizierten Wt 20° Maus wies 263mal mehr ng Cadmium

pro Gramm Organgewicht as die nicht injizierte Kontrollmaus (s. Ergebnisteil) auf.

AuBerdem fillt bei der geringen Individuenzahl, die im AAS- Experiment verwendet

wurde, eine hohe individuelle Schwankungsbreite stark ins Gewicht.

Die AAS-Ergebnisse der Kontrollmaus, welche das Cadmium hauptséchlich durch die
Nahrung aufgenommen haben muss, korrelierten mit der potentiellen Hepato- und
Nephrotoxizitit des Cadmiums. So enthielt die Milz am meisten Cadmium. Die Nieren,
in denen die zweithdchste Menge an Cadmium gemessen wurde, gelten bei chronischer
Cadmiumexposition als Akkumulationsorgane. Das klinische Bild aus Nierenschaden
und Osteoporose infolge von Cadmiumakkumulation wird als Itai-Itai Krankheit

bezeichnet.

Die teilweise fehlende Korrelation zwischen mikroskopisch detektierbarer
Nanosomenfluoreszenz und vermessener Cadmiumkonzentration, wie sie bspw. bei der
Wt 180" Leber fehlte, konnte am mikrosopischen Ausschnitt des Leberschnitts liegen.
Es kann jedoch auch angenommen werden, dass zu einem spiteren Perfusionszeitpunkt
die Fluoreszenz bereits abgenommen hat, da die Nanoteilchen bereits verstoffwechselt

wurden und so eine Degradation stattfand.

Unter Beriicksichtigung der mikroskopischen Nanosomendetektierbarkeit und der
quantitativen Cadmiumbestimmung kann davon ausgegangen werden, dass ab einer
Konzentration von 3500ng Cadmium pro 1lg Organ Nanosomen im Cryotom-

Gewebeschnitt unter einem Fluoreszenzmikroksop detektierbar sind.
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Ausblick

Der Einsatz von weiteren genetisch variierenden Mauslinien, wie z.B. der hepatischen
LRP1-ko Linie, wire in der AAS-Messung denkbar. So lieBen sich mittels der
Cadmiumkonzentration einzelner Organe weitere quantitative Aussagen zu der Rolle
einzelner Proteine bei der Lipoproteinaufnahme ftreffen. Bei den beschriebenen
Experimenten wurden neben den oben erwihnten Organen ebenso die Knochen (Femur)
herausgenommen. Da diese eine groBe Rolle im Lipidstoffwechsel (Hussain et al.,
1989) spielen, wire eine mikroskopische Untersuchung, die bisher an der Anfertigung

der benotigten Cryoschnitte scheiterte, denkbar.

Ein Einsatz verschieden farbiger Nanosomen wiirde weitere Aufschliisse iiber die
Verstoffwechselung der Lipoproteine zulassen. Dies wére bspw. in  der
Stoffwechseldynamik von Bedeutung. Durch das Legen eines Katheters in die
Schwanzvene einer Maus konnten zu verschiedenen Zeitpunkten jeweils
verschiedenfarbige ~ Nanosomen  injiziert und so  die  Kinetik  des

Lipoproteinstoffwechsels untersucht werden.

Eine weitere Entwicklung der in dieser Arbeit geschilderten Methodik ist fiir zukiinftige
diagnostische Anwendung im Hinblick auf die bisher noch unbeschriebene
Fritherkennung von atherosklerotischen Plaques denkbar und hitte weitreichende
medizinische und pharmazeutische Konsequenzen. Fiir die Pathogenese der
Atherosklerose ist der HDL-Stoffwechsel von besonderem Interesse, da HDL eine
vasoprotektive Rolle zukommt, weil es bei dem Riicktransport von Cholesterin aus der
Peripherie- insbesondere aus Monozyten/Makrophagen der GefdBwand zur Leber-
antiinflammatorische, zytoprotektive und antikoagulante Eigenschaften besitzt und die
Fahigkeit hat, Lipidperoxide aus LDL zu inaktivieren (Kostner et al., 2004). Der
Gruppe von Mulder gelang es bereits, HDL mit Nanoteilchen zu markieren und fiir
verschiedene biomedizinische Bildgebungsverfahren einzusetzen (Irias et al., 2007;
Mulder et al., 2008). Die Anwendung der mit Nanoteilchen markierten HDL auf ein wie
in dieser Arbeit beschriebenes in vivo Modell, das sich auf die Entstehung der
Atherosklerose bezieht, ist bei dem momentanen Stand der Forschung durchaus

mdoglich.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit gelang es, Nanoteilchen in vivo als Markierung fiir den postprandialen
Lipoproteinstoffwechsel anzuwenden. Die aus Lipiden und Halbleiternanoteilchen
hergestellten Nanosomen wurden dazu in die Mausvene injiziert und die Maus nach
einer gewissen Zirkulationszeit getdtet und perfundiert. Die entnommenen Organe
(Leber, Milz, braunes Fettgewebe, Muskel, Niere und Herz) wurden direkt gefroren und
mittels Cryotom Gefrierschnitte angefertigt. Die Schnitte- insbesondere diejenigen der
Leber- enthielten Nanoteilchen, die unter Epifluoreszenz- und konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie fluoreszierten. Desweiteren konnte eine histologische Technik
etabliert werden, die bei gutem Gewebeerhalt die Nanosomenfluoreszenz maximal
erhalt, Insbesondere wurde hier Riicksicht auf das Perfusionsmedium, die
Organkonservierung, die Schnitttechniken, die Schnittfarbungen, die Organ- und

Schnittfixierungen, sowie die Eindeckelungsverfahren der Schnitte genommen.

Es gelang, Aussagen hinsichtlich der Organverteilung der Nanosomen in
Wildtypmiusen und ApoE-defizienten Miusen zu treffen. In Leber und Milz waren
demnach  stets  fluoreszierende  Nanosomen zu  detektieren.  Schwache
Nanosomenfluoreszenz war im braunen Fettgewebe und im Herzen feststellbar. Die
innergewebliche  hepatische  Lokalisation der Nansomen konnte  durch
Antikorperfarbungen auf nicht-parenchymale Zellen eingeschriankt werden. Mithilfe der
Cadmium  vermessenden Atom  Absorptions-Spektroskopie  (AAS)  konnten
Unterschiede hinsichtlich der quantitativen Nanosomenverteilung zu verschiedenen
Perfusionszeitpunkten nach Nanosomeninjektion in Wildtypmiusen ausgemacht
werden. So lief sich in allen Wildtyporganen zum Perfusionszeitpunkt 20" weniger
Cadmium als zum Zeitpunkt 180" nachweisen. Die qualitativen Aussagen aus der

Mikroskopie wurden quantitativ ergénzt.

Die Untersuchungen dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass die in vivo Anwendung
von  fluoreszierenden  Nanoteilchen als  Markierungen ein  praktikables

zukunftstrichtiges Modell darstellt.
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