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Abkürzungsverzeichnis 

C3 bot  C3 Transferase von Clostridium botulinum  

CA3   Cornu Ammonis) 

BHS  Blut-Hirn-Schranke 

DMDP Dichlormethylendiphosphonische Salz 

(Dichloromethylenediphosphonic acid disodium salt) 

ECM  extrazellulärer Matrix (extracellular matrix) 

FDA  Food and Drug Administration  

GFP  grün fluoreszierendes Protein 

GM-CSF  Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktor) 

IL  Interleukin 

MCP  Monozyten Chemoattraktionsprotein 

mM  Millimol 

MPS   magnetische Partikelspektroskopie 

mRNA  Boten-Ribonukleinsäure 

MRT  Magnetresonanztomographie 

nm  Nanometer 

NT-3  Neurotrophin-3


OHSC organotypische hippocampale Schnittkulturen 

(organotypic hippocampal slice cultures) 

Pvalb-GFP Parvalbumin Promotor-GFP 

PFA  Paraformaldehyd 

RM  Rückenmark 

SPIO  superparamagnetische eisenoxidhaltige Nanopartikel 
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TNF  Tumor Nekrose Faktor 

VSOP  very small superparamagnetic iron oxide nanoparticles 

ZNS   zentrales Nervensystem 
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Der Einfluss superparamagnetischer Nanopartikel auf die neuronale Regeneration

1. Einführung in die Thematik 

Das zentrale Nervensystem (ZNS) ist ein stark spezialisiertes Organ mit hochgradig 

differenziertem neuronalem Gewebe aus schlecht regenerationsfähigen, postmitoti-

schen Zellen. Die Anzahl vorhandener Stammzellen ist gering und auf den Gyrus 

dentatus sowie die subventrikuläre Zone zur Regeneration von olfaktorischen Neuro-

nen beschränkt (Bjorklund & Lindvall, 2000). Die traumatische Rückenmarkläsion ist, 

wie andere Läsionen im ZNS, gekennzeichnet durch einen primären, sofortigen, irre-

versiblen Verlust von Zellen und Nervenfasern im Bereich der Läsionszone. Stunden 

später kommt es zu einem sekundär auftretenden Zelltod umliegender Areale, wel-

cher den primären Zelltod bei weitem übertrifft und für den zu erwartenden Funkti-

onsverlust viel schwerwiegender ist (Bechmann et al., 2005). Wir wissen, dass neu-

ronales Wachstum und Regeneration ein komplexes Zusammenspiel von intra- und 

extrazellulären Molekülen wie Wachstumsfaktoren, Neurotransmittern und extrazellu-

lärer Matrix (ECM) Proteine benötigt (O´Donnell et al., 2009). Obwohl unser Wissen 

bezüglich der zugrunde liegenden Mechanismen ständig zunimmt, gibt es immer 

noch keine effektive Therapie nach einer Querschnittslähmung (Filli & Schwab, 

2012), weder um durchtrennte Bahnen wieder herzustellen, die entstehende Narbe 

zu hemmen oder den sekundär auftretenden Schaden zu minimieren, welcher prinzi-

piell reversibel sein sollte (Peng et al., 2009). Ein durchtrennter kortikospinaler Trakt 

im Rückenmark (RM) resultiert in der Querschnittlähmung des Patienten mit all sei-

nen psychologischen, ökonomischen und lebensverändernden Folgen. 
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1.1. spinale Läsionsmodelle 

Es existieren zurzeit unterschiedliche spinale Läsionsmodelle in vivo, die aufgrund 

Ihrer Komplexität die Vergleichbarkeit und Anwendung ihrer Forschungsergebnisse 

erschweren (Steward et al., 2003). In vitro Untersuchungen einzelner Zelllinien sind 

allenfalls begrenzt anwendbar, da das entscheidende Mikroumfeld nicht mehr vor-

handen ist (Bonnici & Kapfhammer 2009). Erst mit der Entwicklung von organotypi-

schen Schnittkulturen, beginnend mit der organotypischen Monolayer Kultur (Gahwi-

ler 1981), wurde es möglich die unmittelbare Umgebung der lädierten Fasern zu un-

tersuchen. Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode ist, dass die Zytoarchitektur des 

Gewebes erhalten bleibt und somit Moleküle und Komponenten der extrazellulären 

Matrix weiterhin ihre Wirkung entfalten können (Bonnici & Kapfhammer 2008). Im 

Allgemeinen werden heutzutage sowohl spinale als auch hippocampale Läsionsmo-

delle verwendet, um neuronale Regeneration in vitro zu untersuchen (Bonnici & 

Kapfhammer 2008, del Rio & Soriano 2010, Oishi et al., 2004, Stavridis et al., 2009). 

Bei allen bisher existierenden Modellen zur Untersuchung spinaler Regeneration in 

vitro ist die Verfolgung der einwachsenden Neurone des Motorkortex erschwert, da 

diese nicht von den Rückenmarksneuronen unterschieden werden können. Vielfach 

wird deshalb die Methode des Tracings zur Darstellung einwachsender Fasern an-

gewandt, wie zum Beispiel im Kokulturmodell des sensomotorischen Kortex mit Rü-

ckenmarkschnitten in der Ratte (Stavridis et al., 2009). Die Aufnahme des Tracers ist 

jedoch nur unregelmäßig, so dass hierdurch keinesfalls sämtliche auswachsende 

axonale Fasern darstellbar sind und somit die Interpretation des Behandlungserfol-

ges zur Erhöhung des Aussprossens erschweren sowie die Bildung aller spezifischen 

synaptischen Kontakte schwieriger nach zu verfolgen sind. Mit einem Modell was 

diese Möglichkeiten verbessert befasst sich die erste Arbeit (P1). 
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1.2. Interneurone 

Die Regeneration nach spinaler Läsion ist nur möglich, wenn drei wesentliche Schrit-

te erfüllt sind: die Reduktion behindernder intrinsischer Faktoren (wie zum Beispiel 

die Zusammensetzung der ECM), der Aufbau neuer spinaler Netzwerke und die Un-

terstützung dieser sich entwickelnden Netzwerke (Dru & Hoh 2015). Hierbei spielen 

Interneurone eine entscheidende Rolle (Chédotal 2014), deren Einfluss auf die Erho-

lung nach inkompletter Querschnittlähmung lange bekannt ist (Flynn et al., 2011) und 

bereits klinisch erfolgreich Anwendung findet (Angeli et al., 2014). Interneurone un-

terhalb der Läsion sind weiterhin mit den "#Motoneuronen zur Ansteuerung der Mus-

kulatur verbunden; wenn es gelingt wiederaussprossende Neurone zu Konnektionen 

mit diesen Interneuronen zu veranlassen, könnten diese im Sinne eines Nerveninter-

ponates motorischen Funktionen ermöglichen. Mit unserem Modell lassen sich Inter-

neurone sehr gut untersuchen (P2). 

1.3. Nanopartikel$

Mit dem Beginn der Herstellung von Nanopartikeln in den 80iger Jahren begann ihre 

zunehmende Verbreitung. Nanopartikel werden seit Jahren eingesetzt um die Quali-

tät im Essen, in pharmazeutischen Produkten und in Kosmetika zu erhöhen, wie zum 

Beispiel in Zahnpasta (Carrouel et al., 2020). Selbstverständlich haben Nanopartikel 

auch Eingang in medizinische Bereiche gefunden. Insbesondere die heutzutage na-

hezu jedem bekannten mRNA (Boten-Ribonukleinsäure) Impfstoffe gegen COVID-19 

basieren auf einer Technik Lipid-ummantelter Nanopartikel als Träger der mRNA (Thi 

et al., 2021). Insbesondere das hohe Potential kleiner superparamagnetischer eisen-

oxidhaltiger Nanopartikel (SPIO, superparamagnetic ironoxide nanoparticles) in den 

Grundlagenwissenschaften als auch für diagnostische und therapeutische medizini-
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sche Zwecke konnte zu Beginn niemand erahnen. Aktuell werden SPIO für die Mar-

kierung und Verfolgung von Zellen in vivo verwendet (Li et al.,2013), als Transporter 

für Medikamente oder Gensequenzen (Wahajuddin & Arora, 2012), in der Tumorbe-

kämpfung mittels magnetischer Hyperthermie (Mahmoud & Hadjipanayis, 2014) und 

in der neuronalen Regeneration (Riggio et al., 2014). Aufgrund ihrer magnetischen 

Eigenschaften wurden SPIO auch bald als Kontrastmittel in der Bildgebung erprobt. 

SPIO haben eine Größe bis 150 nm. SPIO über 100 nm werden nach intravenöser 

Injektion von Makrophagen erkannt und hauptsächlich in der Leber eliminiert(Ittrich, 

Peldschus, Raabe, Kaul, & Adam, 2013). Im Gegensatz dazu können SPIO kleiner 

als 50 nm den Makrophagen entkommen und weisen ein deutlich höhere Halbwert-

zeit im Blut auf (Roohi et al., 2012). SPIO bestehen aus einem kristallinen eisenhalti-

gen Kern aus Magnetite (Fe3O4) und Maghemite (γ-Fe2O3). Aufgrund ihrer geringen 

Größe entwickeln SPIO supraparamagnetische Eigenschaften. Dies bedeutet, dass 

sie nur unter dem Einfluss eines externen magnetischen Feldes magnetische Eigen-

schaften haben und diese nach Beendigung des magnetischen Feldes wieder verlie-

ren (Hendrick & Haacke 1993, Di Marco et al., 2007). Um SPIO als Kontrastmittel in 

der MRT (Magnetresonanztomographie) verwenden zu können, jedoch gleichzeitig 

Interaktionen des bioaktiven Eisenkerns mit dem Blutplasma zu verhindern, müssen 

sie in ein biokompatibles Oberflächenmaterial gehüllt werden. Dies sind zum einen 

die sterische Stabilisierung mittels einer Hülle aus Polymeren wie z.B. Dextran, Al-

bumin oder Polyethylenglykol sowie zum anderen elektrostatisch stabilisierte Nano-

partikel, welche monomer mit einer Citrat- oder Dimercaptosuccinathülle beschichtet 

werden (Wang et al., 2001, Taupitz et al., 2003, Gupta & Gupta 2005). Neben der 

Größe bestimmt ebenfalls das Hüllmaterial sowie integrierte Liganden, wie zum Bei-

spiel Antikörper, die pharmakokinetischen Eigenschaften. Es gibt aktuell nur wenige 
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durch die Food and Drug Administration (FDA) der Vereinigten Staaten von Amerika 

für den Einsatz am Menschen zugelassene SPIO. Beispielhaft genannt seien hier 

Ferucarbotran, welches als leberspezifische Kontrastmittel zugelassen ist, sowie 

Ferumoxytol, welches für die Behandlung von Eisenmangelanämien bei chronischer 

Niereninsuffizienz eingesetzt wird (Anselmo & Mitragotri 2019). Letzteres wird aller-

dings auch im off-label use z.B. in der MRT zur Darstellung von Hirntumoren einge-

setzt (Thomson et al., 2012). 

Selbstverständlich haben sich die medizinischen Einsatzmöglichkeiten der SPIO 

ebenfalls mit der Verbesserung der Regeneration nach spinalem Trauma befasst. 

Hier konnte gezeigt werden, dass die auswachsenden Fasern auf molekularer Ebene 

beeinflusst werden können (Polak & Shefi, 2015). Die Beeinflussungsmöglichkeiten 

sind vielfältig und erstrecken sich von der neuronalen Differenzierung, auf das Über-

leben der Neurone, über die Förderung des Wachstums bis zur Regulation elektri-

scher Aktivität (Polak & Shefi, 2015). Insbesondere die Möglichkeit, sich die magneti-

schen Eigenschaften der Nanopartikel zu Nutze zu machen steht hierbei im Vorder-

grund. Das axonale Wachstum wird durch die Filopodien, fühlerartigen Ausstülpun-

gen des Wachstumskegels, bestimmt. Diese reagieren unter anderem auf mechani-

sche Zugkraft und molekulare Wachstumsfaktoren. Eine Akkumulation von SPIO in 

den Filopodien von primären, retinalen Ganglienzellen konnte nach Anlage eines ex-

ternen magnetischen Feldes ein gezieltes, paralleles Wachstum der Filopodien in 

Richtung des Magneten auslösen, während nach Ausschalten desselbigen das 

Wachstum stoppte bzw. ungerichtet war (Pita-Thomas et al., 2015). Zusätzlich ließ 

sich auch durch Erhöhung der Zugkraft im Sinne eines stärkeren magnetischen Fel-

des die Wachstumsrate erhöhen bzw. durch Verringerung des magnetischen Feldes 

reduzieren (Pita-Thomas et al., 2015). Dieses gezielte Wachstum birgt ein ungeheu-
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res Potential um die wiederaussprossenden Axone nach einer Querschnittlähmung 

gezielt um die entstandene Narbe zu dirigieren. 

Dennoch muss man sich frühzeitig mit der Frage befassen, was mit den SPIO pas-

siert, welche Abbauprozesse sie durchlaufen und welche potenziellen zytotoxischen 

Effekte diese auslösen können. In der Literatur wird der Einfluss der SPIO kontrovers 

diskutiert. Zum einen gibt es eine nicht unerhebliche Anzahl von Publikationen die 

keine zytotoxischen Effekte von SPIO zum Beispiel auf mesenchymale (Hsiao et al., 

2007), neuronale (Guzman et al., 2007) oder embryonale Mäusestammzellen (Arai et 

al., 2006) gefunden haben. Zum anderen gibt es jedoch vor allem in aktuellen Publi-

kationen Hinweise darauf, dass die SPIO doch negative Einflüsse haben. So kann 

zum Beispiel auch das von uns weiter untersuchte Ferucarbotran die Proliferation 

von neuronalen Progenitorzellen verringern, das Zytoskelett als auch die Ausdiffe-

renzierung beeinflussen (Soenen et al., 2010). 

Zusätzlich entscheidet ebenfalls die Größe der SPIO und deren Hüllmaterial die Blut-

kinetik (Roohi et al., 2012). Die Integrität und Durchlässigkeit der Blut-Hirn-Schranke 

wird durch die Oberflächenladung verändert und herabgesetzt (Lockman et al., 

2004). Auch wenn bei den SPIO der eisenhaltige Kern gewählt wurde, da Eisen im 

menschlichen Körper vorkommt, ist dennoch bekannt, dass zu hohe Eisenablage-

rungen die Neurodegeneration erhöhen (Andersen et al., 2014) und die mitochon-

drialen Funktionen negativ beeinflussen können (Urrutia et al., 2014). 

Insgesamt jedoch sind die Auswirkungen von Nanopartikeln, insbesondere bei ihrer 

breiten Verwendung auf neuronale Strukturen, nicht ausreichend untersucht. Zusätz-

lich fehlen weitere Hintergrundinformationen, um ihr volles Potential, zur gezielten 

Steuerung des neuronalen Auswachsens, einsetzen zu können. Deshalb haben wir 

in unseren nächsten Studien diese Auswirkungen näher untersucht (P3, P4 und P5).!
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2. Zusammenfassung der eigenen Arbeiten 

2.1. Ein neues Modell neuronaler Regeneration im ZNS 

Durch die Verwendung von heterozygoten Bl6.GFP-Mäusen, die GFP (grün fluores-

zierendes Protein) unter der Kontrolle des β-Actin Promoters in allen Zellen exprimie-

ren, war es uns erstmals möglich, sämtliche einwachsende Nervenfasern in das 

Wildtyp-RM zu erkennen. Hierzu wurden aus postnatalen, ein bis drei Tage alten Ba-

bymäusen der Motorcortex extrahiert und in 300 µm dicken Schnitten im Zellkultur-

medium mit einer semipermeablen Membran kultiviert. Anschließend wurde ebenfalls 

ein bis drei Tage alten C57BL/6 Babymäusen das zervikale RM entnommen und 

ebenfalls 300 µm dicken longitudinale Schnitte präpariert und auf die semipermeable 

Membran transferiert. Wir konnten zeigen, dass der grünfluoreszierende kortikospi-

nale Trakt in das zervikale RM bereits nach einem Tag spezifisch einwuchs. Durch 

Aufnahmen alle 20 Minuten für zwölf Stunden konnten wir das Wachstum gut mitver-

folgen. Diese Fasern bilden funktionierende synaptische Kontakte. Dies konnten wir 

zum einen mittels Immunfluoreszenz durch die Kolokalisation von prä- und post-syn-

aptischen Kontakten darstellen und zum anderen elektrophysiologisch, durch Nach-

weis eines Calciumflusses in postsynaptischen Wildtyp-Neuronen des zervikalen RM 

nach Stimulation im GFP Motorcortex. Außerdem lassen sich durch dieses neu ent-

wickelte Modell auch erstmals alle einwandernden Zellen detektieren, da diese eben-

falls das GFP exprimieren. Diese Zellen haben wir begonnen zu untersuchen und 

konnten zeigen, dass es sich hierbei teilweise um neuronale Vorläuferzellen handelt, 

welche einige Zeit nach dem Eindringen in das RM weiter ausreiften. Zusätzlich vali-

dierten wir unser Model mit Neurotrophin-3 (NT-3) und C3 Transferase von Clostridi-

um botulinum (C3 bot). Sowohl NT-3 (Oishi et al., 2004) als auch C3 bot (Schnell et 

al., 1994) sind etablierte Substanzen für die Erhöhung der neuronalen Regeneration. 
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Auch mit unserem Modell zeigte sich ein vermehrtes Auswachsen von Fasern des 

kortikospinalen Traktes in das Wildtyp-RM und entspricht somit den Erwartungen. 

Folglich hat unser neu entwickeltes Modell außerordentliches Potential zahlreiche 

Modulatoren der Beeinflussung des neuronalen Wachstums besser zu beurteilen. 

Aufgrund der Einfachheit unseres Modells können selbstverständlich auch neue, po-

tenziell wirksame Substanzen, schnell und effizient getestet werden. Insbesondere 

da sich in dem von uns entwickelten Kokulturmodell neue, funktionsfähige Synapsen 

nachweisen lassen, ist es geeignet, den Einfluss von Nanopartikeln zu untersuchen, 

da diese in den Synapsen akkumulieren. 

Eigene Publikation: 

P1 Pohland M, Glumm R, Stoenica L, Höltje M, Kiwit J, Ahnert-Hilger G, Strauss U, Bräuer 

AU, Paul F, Glumm J. Studying Axonal Outgrowth and Regeneration of the Corticospinal 

Tract in Organotypic Slice Cultures. J Neurotrauma. 2015 Oct 1;32(19):1465-77  

DOI: 10.1089/neu.2014.3467$
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2.2.$Interneurone in unserem Modell 

Anschließend wollten wir die einwachsenden Zellen in unserem Modell näher charak-

terisieren und insbesondere herauszufinden, ob auch Interneurone einwandern. Hier-

für haben wir zwei Herangehensweisen gewählt. Als erstes konnten wir mit transge-

nen GFP unter dem Parvalbumin Promotor (Pvalb-GFP) exprimierenden Mäusen 

zeigen, dass Pvalb-EGFP positive Interneurone bis zu 300µm in das Wildtyprücken-

mark einwachsen. Die so delektierten Zellen zeigten einen typischen Zellkörper und 

viele Dendriten. Des Weiteren identifizierten wir die Interneurone mittels zusätzlicher 

immunhistologischen Färbungen. Mittels einer Dreifachfärbung konnten wir die Inter-

neurone eindeutig identifizieren. Somit konnten wir mit Hilfe unseres neuen Modells 

zeigen, dass auch GFP positive Interneurone in das Wildtyp RM einwachsen. Zu-

sammenfassend ist die gezielte Erforschung der spinalen Interneurone und deren 

gezielte Beeinflussung mit unserem Modell exemplarisch durchführbar. 

Eigene Publikation: 

P2 Pohland M, Glumm J. Propriospinal interneurons in the spotlight for anatomical and func-

tional recovery after spinal cord injury. Neural Regen Res. 2015 Nov;10(11):1737-8. 

DOI: 10.4103/1673-5374.170295$
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2.3.$Einfluss von SPIO in Mono- und Kokulturen 

Um den Einfluss von SPIO genauer zu untersuchen, haben wir die klinisch relevan-

ten Ferumoxytol und Ferucarbotran mit den VSOP (very small superparamagnetic 

iron oxide nanoparticles, sehr kleinen superparamagnetischen Eisenoxidnanoparti-

keln) verglichen.  

Für unsere Zellkulturen wurden null bis zwei Tage alten C57BL/6 Babymäuse ver-

wendet und die Präparationen nach Standardprotokollen durchgeführt (Velmans et 

al., 2013). Wir konnten anhand immunzytochemischer Färbungen und anschließen-

der fluoreszenzmikroskopischer Auswertung nachweisen, dass es in Abhängigkeit 

von der Komposition, d.h. Größe, Beschichtung und Oberflächenladung sowie der 

Konzentration zu morphologischen Veränderungen von Mikroglia und Neuronen aus 

Monokulturen kommt. Mikroglia transformierten nach Nanopartikelaufnahme zu einer 

amöboiden Form und wurden demnach aktiviert. Nach Berliner Blau Färbung zur Vi-

sualisierung der Eisenoxid-Nanopartikel wurde deutlich, dass Mikroglia bestimmte 

Partikel bevorzugt aufnehmen bzw. extrazellulär binden. Dies korrelierte mit der An-

zahl der mittels Propidiumiodid-Färbung quantifizierter toter Zellen. Hierbei gab es 

Unterschiede bei den verwendeten Nanopartikeln, so wurde zum Beispiel Ferumoxy-

tol kaum von den Mikroglia aufgenommen und hatte folglich kaum Auswirkung auf 

deren Vitalität. Wir konnten dennoch gravierende Auswirkungen auf die Morphologie 

dieser Mikroglia nachweisen.  

Neurone aus Monokulturen zeigten, in einer aufwendigen Sholl-Analyse von insge-

samt 750 Neuronen, infolge der Nanopartikel-Exposition eine reduzierte Zahl an neu-

ronalen Fortsätzen sowie deutliche Degenerationserscheinungen. Letztere insbe-

sondere bei hohen Partikelkonzentrationen von 3.0 mM und zwar bei allen verwen-

deten Nanopartikeltypen. Dies entspricht erwarteten negativen Auswirkungen der al-
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leinigen Exposition von Neuronen mit SPIO ohne schützende phagozytierende Zel-

len. Interessanterweise konnten wir bei Neuronen von Neuron-Glia Co-Kulturen fest-

stellen, dass es in Abhängigkeit von der Konzentration und des Partikeltyps teilweise 

gegenteilige Effekte gab. So verhinderte die anwesenden Mikrogliazellen nicht nur 

das Absterben der Neurone aufgrund der SPIO Exposition, sondern die Nanopartikel 

schienen die neuronale Regeneration zu unterstützen. Unter bestimmten Inkubati-

onsbedingungen kam es bei Anwesenheit von Nanopartikeln zu einem verstärkten 

Auswachsen neuronaler Fortsätze sowie einer deutlich verminderten Degeneration. 

So kam es bei hohen Konzentrationen von VSOP-R2 zu einem deutlich gesteigerten 

Auswachsen der Neuriten im Vergleich zu Kontrollen ohne Nanopartikelexposition. 

Mit weiterführenden Zytokin- und Chemokinanalysen zum besseren Verständnis der 

zugrunde liegenden Mechanismen haben wir begonnen; die vorläufigen Ergebnisse 

lassen auf eine starke Abhängigkeit vom physiologischen System schließen.  

Eigene Publikation: 

P3 Neubert J, Wagner S, Kiwit J, Bräuer AU*, Glumm J*. New findings about iron oxide na-

noparticles and their different effects on murine primary brain cells. Int J Nanomedicine. 2015 

Mar 13;10:2033-49. 

DOI: 10.2147/IJN.S74404$
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2.4.$Einfluss von SPIO in organotypischen Schnittkulturen  

Wir haben die OHSC nach etablierten Protokollen (Stoppini et al., 1991) mit null bis 

drei Tage alten C57 B6/J Babymäusen hergestellt. Nach Präparation der OHSC wur-

den diese zunächst eine Woche in Kultur ohne weitere Behandlung gehalten. Durch 

diese Äquilibrierungszeit wurden die apoptotischen Zellen auf ein Minimum reduziert. 

Wir haben die Viabilität, Zytokinsekretion und die Eisenaufnahme von VSOP-R1 und 

VSOP-R2 mit unterschiedlichen Konzentrationen für verschiedene Zeiträume unter-

sucht. Wir konnten hierbei feststellen, dass VSOP auch in die tiefen hippocampalen 

Schichten eindringen können. Während kurzer Expositionsdauern von zwei Tagen 

beeinflussten beide VSOP die OHSC ähnlich, bei längeren Inkubationszeiten von bis 

zu zwölf Tagen zeigte VSOP-R2 eine deutlich vermehrte Sterberate von Zellen im 

Gyrus dentatus als VSOP-R1. Eine Depletion der Mikroglia mit DMDP (Dichlorome-

thylenediphosphonic acid disodium salt) führte zu einem deutlich erhöhten Zelltod 

hippocampaler Neurone und einer verminderten Aufnahme von Eisen in die Zellen. 

Dies deckte sich mit unseren früheren Ergebnissen aus Kokulturen, dass die Mikro-

glia Population bis zu einem gewissen Grad in der Lage ist, die Neurone vor dem to-

xischen Eisengehalt der Nanopartikel zu schützen (P3). In einer ersten Analyse der 

Zytokinausschüttung in den Überständen der Kulturen, zeigte sich zunächst kein sta-

tistisch signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten SPIO. Wir haben CX-

CL1/KC, GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktor), In-

terleukin (IL)-1a, IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17, IL-18, Interferon 

g, Monozyten Chemoattraktionsprotein (MCP)-1 und den Tumor Nekrose Faktor a 

(TNF-a) mittels Immunoassay (FlowCytomix) untersucht. Im Vergleich zu unseren 

positiv-Kontrollen mit Lipopolysaccharid (LPS), bei denen sich eine signifikante Im-

munantwort unserer OHSC zeigte, ist somit die Inkubation mit den verwendeten 

SPIO sicher. 
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P4 Pohland M, Glumm R, Wiekhorst F, Kiwit J, Glumm J. Biocompatibility of very small su-

perparamagnetic iron oxide nanoparticles in murine organotypic hippocampal slice cultures 

and the role of microglia. Int J Nanomedicine. 2017 Feb 27;12:1577-1591 
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2.5.Aus dem Blut abstammende Monozyten in der neuronalen Regenerati-
on 

Wir wollten somit mit unserer nächsten Studie untersuchen, inwieweit sich Vitalität, 

Zytokin- und Chemokinsekretion und der Gehalt der Eisenaufnahme von Monozyten 

bei Carboxydextran umhüllten SPIO von den Citrat umhüllten VSOP voneinander un-

terscheiden.  

Wir haben weiblichen adulten sechs bis acht Wochen alten C57 Bl/6 Mäusen das 

Blut entnommen und nach bei uns etablierten Protokollen die peripheren Monozyten 

aus dem Blut isoliert, mit CD11b Microbeats inkubiert und mittels magnetischer Zell-

separation gewonnen (Kaminski et al., 2012). Anschließend wurden die Zellen für 

eine, drei, sechs, zwölf oder 24 Stunden mit einer Konzentration von jeweils 0,75 nM 

der Nanopartikel inkubiert. Somit wurden die Monozyten jeweils mit demselben Ei-

sengehalt über die gleiche Zeit inkubiert. Dennoch konnten wir Unterschiede in der 

Vitalität der intubierten Monozyten beobachten. Nach einem Tag Inkubationszeit stell-

ten wir bei VSOP-R1 die geringste Zelltodrate mit knapp 29 Prozent fest, während 

VSOP-R2 zu einer fast 50prozentigen Sterberate führte. Resovist lag mit 35 Prozent 

näher an VSOP-R1. Diese Unterschiede in der Vitalität der Monozyten müssen somit 

auf die unterschiedliche Größe und Oberflächenkomposition zurückzuführen sein. 

Unsere Positivkontrolle mit durch vierprozentigem Paraformaldehyd (PFA) induzier-

tem Zelltod führte im Vergleich zu einem Absterben von fast 92 Prozent der Monozy-

ten. Die Eisenaufnahme aller Nanopartikel in die Monozyten konnten wir eindrucks-

voll mittels Berliner Blau Färbung nachweisen. Wir bestimmten diesen Eisengehalt 

mittels magnetischer Partikel Spektroskopie (MPS). MPS ist eine schnelle, sensitive 

und zellerhaltende Quantifizierungsmethode, welche Informationen über die Aufnah-

memenge, Bindungscharakteristiken und Abbau aufgrund ihrer magnetischen Eigen-

schaften bestimmt (Ludwig et al., 2013, Poller et al., 2020). Diese zeigte jedoch bei 
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den beiden VSOP eine schnellere Eisenaufnahme mit einem höheren Eisengehalt 

pro Monozyt als bei Resovist, welches maximal einen Eisengehalt von 0,001 pg/Zelle 

erreichte. Im Gegensatz dazu nahm die Eisenaufnahme bei VSOP-R1 kontinuierlich 

über die untersuchten Zeitpunkte zu und erreicht nach 24 Stunden einen Gehalt von 

über 0,008 pg/Zelle. Die Eisenaufnahme von VSOP-2 erreichte nach sechs Stunden 

den Höhepunkt und schien anschließend eine Sättigung erreicht zu haben. Anhand 

unserer Berliner Blau Aufnahmen ist sowohl eine intra- als auch extrazelluläre Eisen-

ablagerung wahrscheinlich. 

Bemerkenswert ist, dass unsere primären murinen Monozyten sensitiver auf SPIO 

Exposition reagieren als beispielsweise humane Zelllinien. So zeigten bei ähnlichen 

Inkubationsbedingungen VSOP und Resovist auf THP-1 abstammende Monozyten 

keinen Effekt (Ludwig et al., 2013). Auf der anderen Seite zeigten murine Mikroglia 

nach einer sechsstündigen Exposition die oben dargestellten Effekte (P3). 

In unserem Zytokin Assay fanden wir eine zeitabhängige Zunahme der Zytokinpro-

duktion, welche die Immunkompetenz unserer Monozyten nachweist. Keine Unter-

schiede zeigten sich jedoch bei verschiedenartigen Nanopartikeln. Somit hatte die 

oben dargelegte Eisenaufnahme der Nanopartikel in die Zelle keinen statistisch signi-

fikanten Einfluss auf die von uns untersuchten Zytokine CXCL1/KC, IL-6,PI-10, MIP-

1", MIP-1β sowie TNF-". Auch dies passt zu unseren früheren Ergebnissen (P4).


P5 Pohland M, Pohland C, Kiwit J, Glumm J. Magnetic Labeling of Primary Murine 

Monocytes using Very Small Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles. Neural 

Regen Res. 2022 Oct;17(10):2311-2315. 

DOI: 10.4103/1673-5374.336873 
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3. Diskussion 
In den letzten Jahren wurden einige in vitro Modelle etabliert um das axonale Wachs-

tum, die Regeneration und Wegfindung von Axonen als auch die Bildung synapti-

scher Verbindungen zu untersuchen (Stoppini et al., 1991, Stavridis et al., 2009). Bei 

einer eleganten Methode aus dem Jahr 2004 wird der sensomotorische Kortex mit 

longitudinalen Schnitten des thorakalen Rückenmarkes kokultiviert (Oishi et al., 

2004). Wie in ähnlichen Modellen, musste auch hier, um das Auswachsen der Fasern 

zu quantifizieren, ein Tracer appliziert werden, das Gewebe fixiert und dann erst ei-

ner biochemischen Behandlung unterzogen werden, um es auszuwerten. Somit 

konnten lediglich Momentaufnahmen erhoben werden. Wir hatten uns zum Ziel ge-

setzt, ein Modell zu erstellen, welches es uns ermöglicht alle einwachsenden Axone 

sowie emigrierende Zellen ohne zusätzliche Manipulation kontinuierlich zu beobach-

ten. Genau diese Vorgaben erfüllt unser neu etabliertes Modell, bei welchem der Mo-

torkortex von neugeborenen GFP Mäusen mit dem RM aus neugeborenen Wildtyp 

Mäusen ko-kultiviert wird (P1). Gerade die Möglichkeit, die einwachsenden, GFP-ex-

primierenden Fasern über eine gewisse Zeit innerhalb eines Schnittes nachzuverfol-

gen, ermöglichte es uns, das Aussprossen und die Bildung von Synapsen mittels 

Live-Imaging zu beobachten.  

Wie viele andere Forscher haben auch wir neugeborene Mäuse verwendet, da die 

altersbedingte Verringerung der Regenerationsfähigkeit lange bekannt ist (Stavridis 

et al., 2009), insbesondere bei neugeborenen Mäusen älter als sechs Tage (Bonnici 

& Kapfhammer, 2008 May). Dies ist eine der wichtigsten Einschränkungen, denen 

man sich bewusst sein sollte. Dennoch stellt unser Modell in einigen Aspekten sehr 

gut die in vivo Situation dar. Die von uns verwendeten Babymäuse sind drei Tage alt, 

zu diesem Zeitpunkt hat der kortikospinale Trakt bereits das zervikale RM erreicht. 
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Somit stellt die Präparation des Motorkortex eine Durchtrennung des kortikospinalen 

Traktes im Sinne einer kompletten Querschnittlähmung dar und ermöglicht es, die 

Wegfindung und Bildung neuer Konnektionen direkt nachzuverfolgen und auch Inter-

neutone sind detektierbar. Modulatoren der Immunantwort können in unserem Modell 

untersucht werden, wie das Validieren mit bereits bekannten Modulatoren zeigte. An-

dererseits sind systemische immunologische Antworten in der „Petrischale“ per se 

ausgeschlossen. Dadurch kann man sich zunächst auf die Untersuchung der Weg-

findung ohne die äußeren Einflüsse des Immunsystems konzentrieren. Durch an-

schließende Experimente, in welchen aus dem Blut abstammende Monozyten hinzu-

gegeben werden, welche sich zu ortsständigen Mikroglia umwandeln können (Bech-

mann et al., 2005), kann letztendlich auch, zumindest teilweise, dieser Aspekt be-

trachtet werden.  

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass ebenfalls Nanopartikel aufgrund ihrer Ei-

genschaften die Regeneration beeinflussen können. Diese hatten ursprünglich ihren 

Forschungsschwerpunkt als Kontrastmittel in der MRT zum Zweck der nicht-invasi-

ven Diagnostik und Therapie verschiedener Erkrankungen des ZNS. Das ferroma-

gnetische und pharmakokinetische Verhalten sowie die Komposition bestimmter Na-

nopartikel, sogenannter SPIOs, ermöglichen durch gezielte Akkumulation im ZNS 

eine spezifische Darstellung von Gewebeveränderungen mit Hilfe der MRT (Rümen-

app et al., 2012, Weinstein et al., 2010). Obwohl die pharmazeutische Industrie ihre 

Forschung zum Einsatz von Nanopartikeln für diagnostische und therapeutische 

Zwecke weitestgehend eingestellt hat, gibt es eine große Vielfalt akademischer An-

sätze im Sinne der Pharmaentwicklung in sehr frühen Stadien. Es werden kontinuier-

liche neue SPIOs synthetisiert und entsprechend modifiziert, um z.B. unter patholo-

gischen Bedingungen von bestimmten Zellen, wie Tumorzellen oder Immunzellen 
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aufgenommen und im MRT visualisiert zu werden (Chen et al., 2014, Li et al., 2013, 

Oude Engberink et al., 2007, Rausch et al., 2002, Wuerfel et al., 2011). Die Bildge-

bung mittels SPIOs ist insbesondere dann von Vorteil, wenn die Blut-Hirn-Schranke 

(BHS) im Zuge von neuropathologischen Erkrankungen, wie bei Multiple Sklerose, 

Morbus Alzheimer oder infolge von Hirntraumata, funktionell beeinträchtigt ist und es 

zu einem erleichterten Übertritt von SPIOs in das ZNS kommt. Dies könnte für die 

frühzeitige Diagnostik von neurodegenerativen Erkrankungen oder auch für thera-

peutische Ansätze genutzt werden, wie im Fall der magnetischen Hyperthermie zur 

Zerstörung inoperabler Hirntumore (Chatterjee et al., 2011, Maier-Hauff et al., 2011). 

Darüber hinaus sind SPIOs als Träger von Wirkstoffen von großem Interesse, da 

durch interstitielle Injektionen eine zielgerichtete Verabreichung ermöglicht werden 

kann (Bhaskar et al., 2010, Yang 2010). Generell sind die potenziellen Einsatzberei-

che von Nanopartikeln sehr vielfältig und vor allem aufgrund ihrer geringen Größe 

sehr vielversprechend.  

Trotz vieler Fortschritte im Bereich der Forschung birgt der Einsatz von Nanopartikeln 

bisher noch nicht abschätzbare Risiken für die Gesundheit, vor allem dann, wenn 

unerwünschte Partikelanreicherungen die Physiologie von gesunden Zellen des ZNS 

beeinflussen und potenzielle Schädigungen erst im Rahmen von Spätfolgen auftre-

ten. Wie MRT-Pilotstudien an Patienten zur Visualisierung von Gefäßveränderungen 

im Gehirn zeigten, fanden sich unerwartet noch mehrere Tage nach einmaliger Gabe 

Anreicherungen des Partikels Ferumoxytol im Hirngewebe (Hasan et al., 2012). Dar-

über hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass es durch die entsprechende Ober-

flächenkomposition der Nanopartikel selbst bei intakter BHS zu Wechselwirkungen 

mit Partikeln kommen und damit die Integrität der BHS beeinflusst werden kann 

(Lockman et al., 2004). 
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Fundamental für zytotoxische Effekte ausgelöst durch Nanopartikel sind deren Kom-

position und Größe sowie deren Abbauprozess (Karlsson et al., 2009, Magdolenova 

et al., 2015). Nanometer-große Partikel werden leicht über endozytotische Mecha-

nismen von Zellen des ZNS aufgenommen, können aber auch außerhalb der Zelle 

mit der extrazellulären Matrix und dem neuronalen Netzwerk interagieren und damit 

die Zellphysiologie beeinträchtigen (Rausch et al., 2002, Venneti et al., 2013, Zhang 

et al., 2009). Die Freisetzung freier Eisen-Ionen aus den Partikelkernen wirkt sich in-

sofern höchstwahrscheinlich schädigend aus, da die Bildung freier Sauerstoffradikale 

zu mitochondrialen Funktionsstörungen führt (Urratia et al., 2014). Außerdem könn-

ten infolge des Abbaus von Eisenoxid-Nanopartikel Eisenablagerungen auftreten, 

welche stoffwechselbedingt bestimmte degenerativer Erkrankungen des Gehirns, wie 

Parkinson oder Alzheimer, verursachen können. 

Dennoch nimmt die potenzielle Nutzbarkeit von Eisenoxid-Nanopartikel aufgrund ih-

rer besonderen magnetischen Eigenschaften in zahlreichen technischen und medizi-

nischen Anwendungen stetig zu (Rümenapp et al., 2012).  

Das Gehirn als Zielorgan magnetischer Eisenpartikel zum Zweck der Therapie und 

Diagnostik stellt eine große Herausforderung dar. Aufgrund der möglichen Beeinflus-

sung der geistigen und eventuell physischen Fähigkeiten durch partikelinduzierte 

Veränderungen des Gewebes und Hirnstoffwechsels, müssen die absolute Verträg-

lichkeit gewährleistet und Spätfolgen ausgeschlossen sein. Da zur Erfassung der To-

xikologie klinisch relevanter Partikel im Rahmen von in vivo Studien lediglich grob der 

Einfluss auf das klinische Erscheinungsbild gefordert wird, wurden mögliche funktio-

nelle Auswirkungen auf physiologische Vorgänge im ZNS bisher unzureichend be-

rücksichtigt. 
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In unseren Experimenten zeigt sich, dass sowohl VSOP, als kleinste und elektrosta-

tisch stabilisierte Nanopartikel sowie Resovist, als größter und sterisch stabilisierter 

Nanopartikel, schnell in Mikroglia akkumulieren. Letzteres erfolgt über eine Clathrin 

Rezeptor vermittelte Endozytose (Yang et al., 2011). Die Aufnahme von VSOP ist im 

Gegensatz dazu viel schneller aufgrund der geringeren Größe von 7 nm, der größe-

ren Oberflächen-zu-Volumen Relation und der Bindung an extrazelluläre Glycosami-

noglykane vor der Aufnahme (Ludwig et al., 2013). Die von uns verwendeten VSOP 

wurden und werden vom Institut der Radiologie der Charité-Universitätmedizin Berlin 

hergestellt; hierbei wurde der monokristalline Eisenkern mittels einer Zitrathülle ste-

risch stabilisiert. Diese VSOP werden zum Beispiel in Studien zur Visualisierung von 

artherosklerotischen Plaques (Poller et al., 2016) oder zur Darstellung von Entzün-

dungsherden bei der experimentellen Autoimmunenzephalitis (Millward, et al., 2013), 

dem Mausmodell der Multiple Sklerose, eingesetzt. Das von uns verwendete VSOP-

R1 hat einen Durchmesser von 6,5-7,5 nm mit einem Eisengehalt von 26.4 g/L. Wäh-

renddessen ist das VSOP-R2 etwas größer mit einem Durchmesser von 7,5-8,7 nm 

und hat einen Eisengehalt von 27.2 g/L. Ein weiterer Unterschied ist unter anderem 

die Relaxytionszeit R2. 

Die schnelle Aufnahme der Nanopartikel führt zur Aktivierung der Mikroglia, erkenn-

bar an der morphologischen Formänderung von stark verzweigten, viele Ausläufer 

besitzenden hinzu kleinen geballten Mikroglia (P3). Wir nehmen an, dass die Nano-

partikel intrazellulär gespeichert werden. Durch lysosomale Zersetzung kommt es zu 

freien Eisenionen innerhalb der Mikroglia. Dies führt zu mitochondrialer Funktionsstö-

rung (Urrutia et al., 2014) und somit zu dem von uns beobachteten erhöhtem mikro-

glialen Zelltod.  
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Der direkte Effekt von SPIO auf Neurone, insbesondere der VSOP, ist ebenfalls noch 

nicht ausreichend bekannt. Neurone degenerieren bei direktem Kontakt mit SPIO. 

Dies konnte in unseren Neuron-Glia-Kokulturen nicht nur aufgehalten werden, son-

dern führte in unseren Studien zu einer vermehrten, partikel- und dosisabhängigen 

Verzweigung der Neuriten wie unsere Auswertung durch die Scholl-Analyse erkenn-

bar war. Zum Beispiel zeigten niedrige Dosen von Resovist und hohe Dosen von 

VSOP-R2 ein erhöhtes neuronales Wachstum. Dies könnte durch die zuvor be-

schriebenen verschiedenen Aufnahmewege der SPIO durch die aktivierten Mikroglia 

bedingt sein. Die dadurch verschieden beeinflusste mikrogliale Physiologie kann 

wiederum unterschiedlich auf die Vitalität der Neurone wirken. Aktivierte Mikroglia 

können zum einen neuronalen Schaden verursachen, in dem sie zytotoxische Fakto-

ren wie TNFα, nitric oxides und reaktive Sauerstoffspezies bilden (Ye et al., 2013). 

Zum anderen können aktivierte Mikroglia das neuronale Überleben über topische 

und antiinflammatorische Faktoren positiv beeinflussen (Smith et al., 2012). Zusätz-

lich führt die Eisenablagerung in Neuronen und Mikroglia zur vermehrten Produktion 

von inflammatorischen Zytokinen wie TNFα und IL-6, welche zur mitochondrialen 

Dysfunktion führen und die phagozytotische Aktivität der Mikroglia verringern (Urrutia 

et al., 2014). Dennoch haben bereits andere Forscher genau wie wir festgestellt, 

dass bestimmte Nanopartikel die neuronale Differenzierung, das Überleben und das 

Wachstum dosisabhängig positiv beeinflussen können (Kim et al., 2011). 

Untersuchungen in der Einzelzellkultur oder auch in Neuron-Glia Kokulturen lassen 

nur bedingt Rückschlüsse auf die Vorgänge in einem vielschichtigen Organismus zu. 

Insbesondere die dreidimensionale Wirklichkeit ist nicht ausreichend abgebildet, es 

fehlt die ECM, deren Einfluss auf die Nanopartikel und umgekehrt nicht zu unter-
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schätzen ist. Somit haben wir anschließend die Auswirkungen von SPIO in gut eta-

blierten OHSC (organotypic hippocampal slice cultures, hippokampalen organotypi-

schen Schnittkulturen) untersucht. OHSC eignen sich hervorragend, um in vitro Re-

generation und Degeneration zu untersuchen. Die neuronale Organisation des Hip-

pocampus ist im Vergleich zum Neokortex, relativ einfach, jedoch sind verschiedene 

Zelltypen vorhanden und gut zu unterscheiden. Wie seit langem bekannt ist, entwi-

ckelt sich in der Kultur der Hippocampus fast wie in vivo weiter und ermöglicht es 

damit die Neurogenese, neuronale Spezifität und die Synapsenbildung zu untersu-

chen (Zimmer & Gähwiler 1984). Darüber hinaus sind OHSC einfach herzustellen 

sowie mit geringem Aufwand über einen langen Zeitraum in Kultur zu halten (Stoppini 

et al., 1991). Durch die erhaltene Zytoarchitektur schließen OHSC die Lücke zwi-

schen primären Zellkulturen und Tierexperimenten und eigneten sich damit für unse-

re weiterführenden Fragen, um zusätzliche Informationen der Wirkungsweise von 

SPIO in dreidimensionalen Strukturen zu erheben.  

Zusätzlich lässt sich durch Mikrogliadepletion die Rolle der Mikroglia in unserem Set-

up untersuchen. Mikroglia sind als ortsständigen Makrophagen die größte Gruppe 

myelopoetischer Zellen des gesunden ZNS Parenchyms, deren wichtige neuropro-

tektive Rolle, vor allem zu Beginn einer Virusinfektion, bekannt ist (Spiteri et al., 

2022). Zu den myelopoetischen Zellen zählen außerdem nicht ortsständige Makro-

phagen, welche in perivaskuläre Makrophagen, meningeale Makrophagen, Makro-

phagen des Choroidplexus und aus dem blutabstammenden Monozyten eingeteilt 

werden können (Prinz et al., 2011). Nach einer Äquilibrierungszeit von sieben Tagen 

wurden die OHSC mit einer klinisch relevanten Dosis von 3 nM SPIO inkubiert. Auch 

hier wurden die ortsständigen phagozytierenden Zellen, die Mikroglia, aktiviert und 

zeigten die typischen morphologischen Veränderungen wie den Verlust ihrer zahlrei-
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chen Fortsätze hinzu der runden Form sowie ihre Akkumulation in Regionen höher 

SPIO Dichte (Stenge et al., 2001). Um den protektiven Effekt der Mikroglia einschät-

zen zu können, wurden die Mikroglia mit DMDP zu über 90 Prozent eliminiert. Dies 

führte insgesamt zu einer erhöhten Rate von sterbenden Zellen. Interessanterweise 

fanden sich hierbei Unterschiede der SPIO. So fand sich nach Behandlung mit 

VSOP-R1 ein ubiquitär erhöhter Zelltod, während VSOP-R2 nur die CA3 (Cornu 

Ammonis) Region beeinflusste. Dies ist konsistent mit unseren Monokulturergebnis-

sen, in denen es unter VSOP-R1 zu einer deutlichen höheren mikroglialen Degene-

ration kommt (P3). Obwohl wir und andere Forscher zeigen konnten, dass SPIO die 

Zytokin-Homöostase in Monozyten, Mikroglia und OHSC nicht zu beeinflussen 

scheinen (Wang et al., 2011, Ludwig et al., 2013, P4), bleibt eine Restunsicherheit. 

Insbesondere deshalb, da Resovist seit Jahren von der FDA für die Anwendung am 

Menschen für die Behandlung der Eisenmangelanämie genehmigt ist, jedoch erst 

kürzlich festgestellt wurde, dass es fatale gegensätzliche Folgen haben kann, wie 

starken Hypertonus und Anaphylaxie nach intravenöser Gabe (Alsaleh & Brown, 

2020). Dies zeigt einmal mehr, dass unser Wissen über die Beeinflussung von SPIO 

im ZNS bei weitem noch nicht suffizient ist und weitere Studien notwendig sind. 

Dennoch eignen sich meines Erachtens aus dem blutabstammende Monozyten theo-

retisch aufgrund ihrer Eigenschaften hervorragend zur Beeinflussung der Regenera-

tion nach einer Querschnittlähmung. Zum einen nehmen sie durch ihre phagozitie-

renden Eigenschaften relativ einfach Modulatoren auf, zum anderen ergibt sich durch 

ihre Fähigkeit nach einer Querschnittlähmung einzuwandern, die Möglichkeit selbige 

schnell vor Ort zu bringen und die Regeneration gezielt zu beeinflussen. 


Durch unsere oben dargestellten Ergebnisse wurde erneut deutlich, welche wichtige 

Rolle phagozytierende Zellen zur Aufrechterhaltung der Homöostase innehaben. Al-
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lerdings spielen Entzündungsprozesse ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der 

Regeneration unter pathophysiologischen Bedingungen. So können zum Beispiel 

nach mechanischen Läsionen aus dem Blut abstammende Monozyten in die Zonen 

der akuten, anterograden axonalen Degenration infiltrieren und sich dort zu Mikroglia 

ähnlichen Zellen umwandeln (Bechmann et al., 2005). Ebenso werden sie nach spi-

nalen Läsionen, zum Beispiel einer Querschnittlähmung, in das verletzte RM rekru-

tiert und sind dort Modulatoren der Erholung des Gewebes (Schwartz, 2010). Mono-

zyten können die postläsionale Plastizität modulieren sowie zusätzlich als Träger 

fungieren, um Substanzen in das ZNS einzuschleusen, die normalerweise nicht über 

die BHS eingelassen worden wären (Abbott et al., 2010). Allerdings spielen Monozy-

ten hierbei eine duale Rolle. Sie können genauso pathophysiologische Prozesse un-

terhalten (Mammana et al., 2018) und zum Beispiel im Rahmen der Multiplen Sklero-

se zu Axonverlust, Astrogliose und Neurodegeneration beitragen (Sklavin et al., 

2010). 

Da wir im Rahmen unserer Kokulturexperimente ebenfalls eine erhöhte Vitalität der 

Neurone bei gleichzeitiger Anwesenheit von Mikroglia bei der Inkubation mit VSOP 

zeigen konnten (P3), wollten wir die Effekte der Inkubation von aus dem Blut ab-

stammenden Monozyten mit VSOP untersuchen. Deren Fähigkeit unter pathologi-

schen Bedingungen ins ZNS eindringen (Bechmann et al., 2005) und dabei gleichzei-

tig Substanzen ins ZNS zu transportieren zu können (Abbott et al., 2010), machen 

diese Zellen zu einem wichtigen Werkzeug, um Einfluss auf die Prozesse der Rege-

neration nehmen zu können. Selbstverständlich sollten hierbei die Monozyten durch 

die Inkubation so wenig wie möglich beeinflusst werden. Dies ist von der Partikelgrö-

ße, dem Hüllmaterial und der verwendeten Inkubationskonzentration abhängig (Tong 

et al., 2016).  

Seite  von   Dr. Jana Glumm80 90



Der Einfluss superparamagnetischer Nanopartikel auf die neuronale Regeneration

Erst wenn wir alle Prozesse genau verstanden haben, wird es möglich sein die 

schwerwiegenden Folgen einer Querschnittlähmung zu überwinden. Dieses Potential 

gezielt zu nutzen, wird uns einen großen Schritt weiterbringen, um die Querschnitt-

lähmung zu überwinden.!
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4. Zusammenfassung 
Neuronale Regeneration im ZNS gezielt beeinflussen zu können, birgt enormes Po-

tential für Patienten, die eine Querschnittlähmung erlitten haben. Die dahinterstehen-

den Prozesse sind vielschichtig und gewählte Ansätze müssen auf ihre eigenen po-

tentiellen Gefahren hin untersucht werden. Wie in den meisten Organen, führt eine 

Läsion im ZNS zu einem „Kollateralschaden“, d.h. dass nicht nur der primäre Scha-

den, wie z.B. der initiale Verlust durchtrennter Bahnen des Rückenmarkes, sondern 

auch das zunächst noch organspezifische gesunde Gewebe wird von diesen Repa-

raturprozessen beeinflusst. Gerade im ZNS ergibt sich jedoch eine spezielle Situati-

on. Der sekundäre Schaden führt hier, aufgrund der nur spärlich ausgeprägten Ei-

genschaft der Geweberegeneration zu einem irreversiblen Verlust der Neurone 

(Bechmann et al., 2005). Die entstehende Narbe verhindert, dass wiederausspros-

sende Neurone die notwendigen Kontakte zu den "-Motoneuronen tieferer Rücken-

marksegmente wiederherstellen können und somit eine gezielte Ansteuerung der 

Muskeln durch die Patienten möglich ist.  

Wir haben zunächst ein neues Läsionsmodell für die Beurteilung neuronaler Regene-

ration in vitro etabliert. Dieses Modell erlaubt erstmals sämtliche einwachsende Neu-

rone gezielt verfolgen zu können. Wir haben gezeigt, dass sich funktionale Synapsen 

des einwachsenden kortikospinalen Traktes zu im RM vorhandenen Neuronen bil-

den. Zusätzlich haben wir es mit bekannten, die Regeneration unterstützenden Sub-

stanzen validiert.  

Nanopartikel und insbesondere SPIO haben das Potential, nicht zuletzt auch auf-

grund ihrer Größe, Neurone auf molekularer Ebene zu erreichen. So ist es mittlerwei-

le zum Beispiel möglich in Anwesenheit eines externen magnetischen Feldes neuro-

nales Wachstum zielgerichtet zu beeinflussen (Pita-Thomas, et al., 2015). Die vorlie-
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gende Arbeit befasst sich in Ihrem zweiten Teil vornehmlich mit der Verträglichkeit 

verwendeter Nanopartikel, welche im Hinblick möglicher potenzieller Nebenwirkun-

gen nicht außer Acht gelassen werden darf. Der Einfluss von SPIO auf Neurone, Mi-

kroglia und Astrozyten wurde intensiv untersucht. Wir konnten zeigen, dass die mor-

phologischen Änderungen der Neurone und Mikroglia von den verwendeten Nano-

partikeln abhängen. Interessanterweise wurde in Neuron-Glia Kokulturen zusätzlich 

das neuronale Auswachsen stimuliert. In Abhängigkeit der Konzentration der ver-

wendeten Nanopartikel fanden wir eine Zunahme der aussprossenden Neuriten. In 

OHSC konnten wir zeigen, dass verschiedene SPIO unterschiedliche Effekte aufwei-

sen. In beiden experimentellen Ansätzen, Zell- sowie Schnittkulturen, wurde einmal 

mehr die Bedeutung phagozitierender Zellen, wie Mikroglia und aus dem Blut ab-

stammender Makrophagen, deutlich. Nach Depletion von Mikroglia konnten wir einen 

toxischen Effekt der eingesetzten SPIO auf die Neurone beobachten. Diese konnten 

wir in ersten Zytokin- und Chemokinuntersuchungen jedoch noch nicht statistisch si-

gnifikant evaluieren.  

Letztendlich ist der Traum, wiederaussprossende Axone gezielt durch die Narbe ei-

ner Querschnittlähmung leiten zu können und funktionale Konvektionen wiederher-

zustellen, um so eine motorische Funktion zu ermöglichen, auch nach jahrelanger 

Forschungsarbeit in dieser Komplexität immer noch dasselbe - nämlich eine Vision. 

Denn obwohl unser Verständnis für die zugrunde liegenden Mechanismen wächst 

und kleine Erfolge erzielt werden können, sind wir aktuell noch nicht in der Lage, eine 

komplette Querschnittlähmung zu heilen und müssen weiterhin intensiv an Möglich-

keiten forschen. 
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