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1. Einleitung

Atherosklerose ist die wichtigste Ursache für kardiovaskuläre Erkrankungen, die 

noch vor Krebs die häufigste Todesursache weltweit darstellen [1]. Die wesentli-

chen Manifestationen der Atherosklerose sind die koronare Herzkrankheit, ze-

rebrovaskuläre Erkrankungen und periphere arterielle Verschlusskrankheiten, die 

in akuten klinischen Komplikationen wie Herzinfarkt, Schlaganfall bzw. Durchblu-

tungsstörungen der Gliedmaßen münden können. Im Jahr 2008 starben insge-

samt 17,3 Millionen Menschen infolge kardiovaskulärer Erkrankungen, davon al-

leine 7,3 Millionen an den Folgen der koronaren Herzkrankheit und 6,2 Millionen 

an Schlaganfällen [2]. 

Um den klinischen Komplikationen präventiv entgegenwirken zu können, ist die 

frühe Diagnose atherosklerotischer Läsionen von enormer Wichtigkeit. Von be-

sonderer Relevanz ist diesbezüglich eine nichtinvasive Bildgebung, da invasive 

Verfahren wie z. B. Röntgenangiographie oder Intravaskulärer Ultrasound (IVUS) 

eine zusätzliche Belastung darstellen und daher potentiell nicht für eine breite An-

wendung geeignet sind [3]. Mittels  gegenwärtig gebräuchlicher Verfahren wie 

Computertomographischer Angiographie (CTA) und Magnetresonanzangiographie 

(MRA) ist die anatomische Darstellung der Gefäße in hoher räumlicher Auflösung 

möglich, welche die Diagnose von Stenosen innerhalb arterieller Gefäße erlaubt 

[4]. Die häufigste Ursache akuter klinischer Vorfälle resultiert allerdings aus der 

Ruptur atherosklerotischer Plaques, die oft lediglich eine moderate Stenosierung 

aufweisen und daher nicht von den erwähnten bildgebenden Modalitäten erkannt 

werden [5, 6]. 

Um diese atherosklerotischen Läsionen nichtinvasiv detektieren zu können, ist die 

Weiterentwicklung bildgebender Verfahren von besonderer Bedeutung. Die Mag-

netresonanztomographie (MRT) zeichnet sich unter den bildgebenden Verfahren 

durch eine hohe räumliche Auflösung, einen hervorragenden Weichteilkontrast 

und Vermeidung von Strahlenbelastung aus. Dadurch ist sie eine wichtige bildge-

bende Modalität hinsichtlich der Beurteilung kardiovaskulärer Erkrankungen [7]. 
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Der Einsatz von Kontrastmitteln in der MRT sorgt für eine Verbesserung der Sen-

sitivität [8] und erweitert dadurch das Spektrum hinsichtlich einer Früherkennung 

um ein Vielfaches. Die Entwicklung und Erforschung neuer Kontrastmittel wie z. B. 

von Eisenoxid-Nanopartikeln stellt hinsichtlich der Diagnose atherosklerotischer 

Plaques somit ein vielversprechendes und zukunftsträchtiges Aufgabengebiet dar. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Synthese neuer elektrostatisch stabilisierter Ei-

senoxid-Nanopartikel sowie deren Untersuchung hinsichtlich einer Akkumulation in 

atherosklerotischen Plaques vorgestellt. 

1.1. Atherosklerose

Atherosklerose ist eine chronische Erkrankung der mittleren und großen arteriellen 

Gefäßwände, die als  dynamisch fortschreitender Prozess begriffen wird. Nachdem 

ältere Hypothesen die Entstehung im Wesentlichen auf die Akkumulation von Lipi-

den in der Gefäßwand zurückführten, wird Atherosklerose mittlerweile als  progres-

sive, komplexe, inflammatorische Erkrankung betrachtet [9].

Kennzeichnend sind asymmetrische, fokale Verdickungen der innersten Gefäß-

wand (Intima), die mit einer Verengung des Gefäßlumens  einhergehen. Innerhalb 

dieser atherosklerotischen Läsionen, den atherosklerotischen Plaques, akkumulie-

ren verschiedene Immunzellen, Lipide, Bindegewebselemente sowie prothrombo-

tisches Material [10]. Akute Gefährdung geht von einer Ruptur, d. h. dem Aufbre-

chen der atherosklerotischen Läsionen, mit einer nachfolgenden Thrombose aus. 

Herzinfarkt und Schlaganfall sind in der Konsequenz die wichtigsten klinischen 

Komplikationen der Atherosklerose. Die Entwicklung kann über einen langen Zeit-

raum symptomlos verlaufen, bis die lebensbedrohlichen Manifestationen in fortge-

schrittenem Alter plötzlich auftreten. Verschiedene Risikofaktoren erhöhen die 

Wahrscheinlichkeit an Atherosklerose bzw. kardiovaskulärer Krankheit zu erkran-

ken. Bluthochdruck, Diabetes  Mellitus Typ 2, Fehlernährung bzw. hoher Choles-

terinspiegel, Adipositas, körperliche Inaktivität, Rauchen und übermäßiger Alko-

holkonsum gehören zu den veränderbaren Risiken. Unbeeinflussbare Faktoren 

sind dagegen ein fortgeschrittenes Alter und eine genetische Disposition. Generell 

können erhöhte Lipid-Blutwerte eine gesteigerte Gefahr signalisieren. Ein erhöhter 

Cholesterin- und LDL-Plasmaspiegel (LDL; low density lipoprotein), sowie ein er-

niedrigter HDL-Spiegel (HDL; high density lipoprotein) begünstigen die Entstehung 

Einleitung
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von Atherosklerose [11]. Weitere Studien sehen einen Zusammenhang zwischen 

dem Bakterium Chlamydia pneumonia und der Atherosklerose [12, 13]. 

1.2. Entstehung und Progression der Atherosklerose

Die gesunde Endothelschicht der Arterien stellt die Barriere zum fließenden Blut 

dar. Über die Kontraktion der Arterien reguliert das Endothel den Gefäßtonus und 

hindert ferner Leukozyten und Thrombozyten aus  dem Blut in die Gefäßwand ein-

zuwandern. Diese antiatherogenen Funktionen sind vor allem auf das Enzym en-

dotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS; endothelial Nitric synthase) zurück-

zuführen, welches die vasoaktive Substanz Stickstoffmonoxid (NO) bildet [14].  

Eine Störung der endothelialen Funktion ist ein initialer Schritt zur Entstehung der 

Atherosklerose. Verschiedene proatherogene Stimuli wie proinflammatorische 

Zytokine, reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species; ROS), hohe Kon-

zentrationen an oxidiertem LDL sowie eine Störung des laminaren Blutflusses 

können zu einer endothelialen Dysfunktion führen. Besonders in der Aortenwurzel, 

im Aortenbogen sowie in arteriellen Abzweigungen begünstigt ein nicht-laminarer 

Fluss die Entstehung atherosklerotischer Läsionen [15, 16]. Eine Dysfunktion des 

Endothels ist u. a. durch eine verminderte Bioverfügbarkeit von NO, erhöhte Per-

meabilität und Aktivierung des Endothels charakterisiert. Infolgedessen kommt es 

zur Akkumulation von Lipoproteinen bzw. LDL in der Gefäßwand, welches nach-

folgend z. B. durch Oxidation modifiziert wird [17]. Die Aktivierung des Endothels 

führt zur Expression von Adhäsionsmolekülen wie VCAM-1 (vascular adhesion 

molecule-1) [18] und ICAM-1 (intracellular adhesion molecule), die eine Migration 

von Monozyten und T-Zellen aus dem Blutkreislauf in die Gefäßwand einleiten. 

Die Akkumulation von Monozyten in der Intima wird außerdem durch MCP-1 (mo-

nocyte chemoattractan protein-1) stimuliert, einem potenten chemotaktischen Fak-

tor, der die Rekrutierung von Monozyten an Entzündungsherde fördert [19].

Nach der Migration in die Intima reifen die Monozyten unter Einwirkung von M-

CSF (macrophage colony-stimulating factor) zu Makrophagen [20, 21]. Über Sca-

venger Rezeptoren (Scavenger receptor; SR-A) nehmen die Makrophagen modifi-

ziertes LDL und damit auch Cholesterin auf und es kommt zur Bildung von soge-

nannten Schaumzellen (foam cells) [22].
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Ansammlungen solcher lipidgefüllter Makrophagen, sogenannter Fettstreifen (fatty 

streaks), die in geringerem Maße auch eingewanderte T-Zellen beinhalten, können 

sich schon in frühem Alter bilden und werden als  die frühsten klinischen Manifesta-

tionen atherosklerotischer Läsionen beschrieben [23]. 

Das Fortschreiten der atherosklerotischen Läsionen wird durch eine Vielzahl an 

Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Proteinasen, Gewebefaktor (tissue factor; TF) und 

ROS gefördert, die von den migrierten Leukozyten produziert werden. 

Im weiteren Verlauf der Atherosklerose kommt es zur Proliferation und Migration 

von vaskulären glatten Muskelzellen (Vascular smooth muscle cell; VSMC) von 

der Media in die Intima [24]. Eingewanderte VSMCs produzieren unter atheroge-

nen Stimuli vermehrt extrazelluläre Matrix-Moleküle wie Kollagene und Proteo-

glykane. Dies führt zur Bildung einer fibrösen Kappe (fibrous cap), welche die 

Plaque überdeckt und zum Lumen hin abgrenzt [9]. Generell wird durch den er-

höhten Gehalt an extrazellulärer Matrix immer mehr LDL extrazellulär innerhalb 

der Plaques angereichert, da Apolipoprotein B, als  ein Bestandteil von LDL, be-

vorzugt an Glykosaminoglykane (GAG) der Proteoglykane bindet [25]. Apoptose 

bzw. Nekrose von Schaumzellen, VSMCs und Endothelzellen führt zu einer zu-

sätzlichen Akkumulation von Lipid, das sich in einem destabilisierenden nekroti-

schen Kern (necrotic core) innerhalb der Plaque ansammelt [24]. Der nekrotische 

Kern und die fibröse Kappe kennzeichnen das Stadium einer fortgeschrittenen 

Plaque [9]. 

1.3. Plaqueinstabilität und Komplikationen

Verschiedene Mechanismen können zu einer Atherothrombose, also zu einer Bil-

dung von Thromben im Kontext der Atherosklerose führen, die einem Herzinfarkt 

bzw. Schlaganfall vorausgehen [26]. Die häufigste Ursache ist eine Ruptur der 

atherosklerotischen Plaques. Aufgrund der Ruptur können prothrombotische Fak-

toren wie z. B. Gewebefaktor (TF), die sich innerhalb der atherosklerotischen Lä-

sionen akkumuliert haben, in Kontakt mit Blut kommen und die Blutgerinnungs-

kaskade initiieren, was zu einem Thrombus führen kann [27-30]. 

Die Stabilität atherosklerotischer Läsionen ist von deren Aufbau und Zusammen-

setzung abhängig. Eine stabile Plaque besitzt im Allgemeinen einen kleinen nekro-
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tischen Kern, der durch eine dicke fibröse Kappe vom Lumen getrennt ist [31], 

wohingegen komplizierte instabile atherosklerotische Läsionen davon abweichen 

und weitere unterschiedliche Merkmale aufweisen können. Mehrere Studien erga-

ben, dass Plaques  mit einer dünnen fibrösen Kappe, einem vergrößerten nekroti-

schen Kern und einem hohen Gehalt an Makrophagen in besonderem Maße anfäl-

lig für eine Ruptur sind [9, 32-35]. Charakteristisch für eine dünne fibröse Kappe 

ist ein verminderter Gehalt an VSMCs und extrazellulärer Matrix [26]. Zur Schwä-

chung der fibrösen Kappe könnten von Makrophagen sekretierte Matrix-Metallo-

proteinasen (MMP) beitragen [36]. MMPs degradieren extrazelluläre Matrix wie 

Kollagen und konnten bereits in Plaques nachgewiesen werden [37, 38]. Ferner 

inhibiert das von T-Zellen exprimierte Zytokin IFN-γ (Gamma-Interferon) die Pro-

duktion neuer extrazellulärer Matrix, was ebenfalls  zu einer Reduzierung der fibrö-

sen Kappe beiträgt. 

Eine weitere Komplikation kann eine intimale Kalzifizierung darstellen, die laut 

jüngerer Studien auf einen aktiv regulierten Prozess unter Beteiligung dedifferen-

zierter VSMCs zurückzuführen ist [39]. Der Nachweis von verschiedenen spezifi-

schen Knochenproteinen innerhalb atherosklerotischer Plaques deutet auf Ähn-

lichkeiten zur Knochenbildung hin [40]. Bei der Kalzifizierung werden innerhalb der 

Läsionen Hydroxyappatit-Kristalle gebildet, die eine Destabilisierung der Plaque 

über eine verstärkte inflammatorische Antwort herbeiführen könnten [41]. Insge-

samt wird die Rolle der Kalzifizierung bezüglich einer Begünstigung von Rupturen 

jedoch kontrovers diskutiert [42]. 

Weiterhin kann in fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques eine Neoangio-

genese mittels  kleiner Gefäße auftreten, die aus der Adventitia in die Plaque 

sprießen [24]. Diese Mikrogefäße sind fragil und weisen eine verstärkte Durchläs-

sigkeit auf, wodurch es zu Blutungen innerhalb der Läsion und dadurch vermehrter 

Akkumulation an Lipid und Makrophagen kommen kann [43]. In der Folge vergrö-

ßert sich der nekrotische Kern, was zu einer erhöhten Rupturanfälligkeit der 

Plaque führen kann. 

Ein weiterer Mechanismus, der die Bildung von Thromben laut pathologischer Un-

tersuchungen mit geringerer Häufigkeit einleitet, ist die oberflächliche Erosion [26, 

29, 44]. Erodierte Plaques sind durch einen hohen Gehalt an extrazellulärer Matrix 

(Typ III Kollagen, Versican und Hyaluronsäre) sowie VSMCs und geringen Akku-
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mulationen an Makrophagen sowie eines  Fehlens des Endothels charakterisiert 

[26, 45]. Die genauen Hintergründe, die zu einer Erosion führen können, sind noch 

nicht gänzlich aufgeklärt, eine Beteiligung von Hyaluronsäure, welche die Ver-

drängung des  Endothels bzw. die Aggregation der Thrombozyten fördern könnte, 

wird vermutet [44].
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Abbildung 1.1: Schematischer Überblick über Schlüsselmechanismen der Atherosklerose 
bei der Entstehung atherosklerotischer Plaques. Kontinuierliche Belastung durch Risikofakto-
ren kann eine endotheliale Dysfunktion verursachen, welche zu einer Anreicherung von Lipiden in 
der Intima, zur Expression von Adhesionsmolekülen (VCAM-1, ICAM-1) und zur Sekretion von 
Chemokinen (MCP-1) führt. Dies fördert die Adhesion und Transmigration von Leukozyten in die 
Gefäßwand. Die eingewanderten Monozyten differenzieren zu Makrophagen und internalisieren 
modifizierte Lipoproteine (oxLDL), die als Schaumzellen bezeichnet werden. Wechselwirkungen 
zwischen Makrophagen und anderen Leukozyten tragen zum atherogenen Prozess durch Freiset-
zung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), Wachstumsfaktoren und Zytokinen bei. In der Folge 
wandern vaskuläre glatte Muskelzellen (VSMC) von der Media in die Intima ein und sekretieren 
extrazelluläre Matrixproteine, die eine fibröse Kappe bilden. Durch Apoptose der Zellen entsteht ein 
destabilisierender, lipidhaltiger, nekrotischer Kern. Eine potentielle Angiogenese sowie die Sekreti-
on von MMP durch Makrophagen trägt weiterhin zur Destabilisierung der Plaque bei. Es kann zu 
einer Ruptur kommen. Die infolge der Ruptur exponierten prothrombotischen Faktoren kommen 
mit dem Blut in direkten Kontakt, was zu einer Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten und 
daraus resultierender Bildung eines Thrombus führt. ICAM-1: intracellular adhesion molecule: IFN-
γ, interferon-gamma; IL: interleukin; LDL: low-density lipoprotein; M-CSF: macrophage colony-sti-
mulating factor; MCP-1: monocyte chemoattractant protein 1; MMP: matrix metalloproteinase; 
oxLDL: oxidized LDL; SR-A: scavenger receptor A; TGF-β: transforming growth factor beta; VCAM-
1: vascular adhesion molecule 1; VEGF: vascular endothelial growth factor; VSMC: vascular 
smooth muscle cells. Die Abbildung wurde mit freundlicher Genehmigung von A. Ludwig aus [46] 
übernommen. 

nitric oxide (NO), synthesized by the endothelial NO syn-
thase (eNOS), whose expression and function is stringently
regulated (97). Impairment of endothelial function by pro-
atherogenic stimuli is the first step in a cascade of disease-
promoting events. Pro-inflammatory cytokines increased
amounts of low-density lipoprotein (LDL) and reactive ox-
ygen species (ROS), as well as nonlaminar turbulent blood
flow at sites of arterial branching, all of which can lead to
endothelial dysfunction. This is characterized by endothelial
activation, reduced NO bioavailability, and increased per-
meability. Loss of barrier function of the endothelium fa-
cilitates subendothelial retention of LDL particles. Activated
endothelial cells express adhesion molecules such as vascular
adhesion molecule 1 (VCAM-1) and intracellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1), and they secrete chemotactic sub-
stances such as monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1),
thereby enabling the attraction, adhesion, and subsequent
transmigration of leukocytes into the intimal space (51, 52).
Monocyte-derived macrophages internalize modified (e.g.,
oxidized) subendothelial LDL particles via scavenger re-

ceptors, which leads to the formation of lipid-laden foam
cells. Migrated leukocytes produce a plethora of growth
factors, cytokines, proteinases, and ROS, which further boost
plaque development. The interaction of macrophages and T
lymphocytes affects the lesion environment by the induction
of pro-inflammatory cytokines; for example, tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a) and interferon-gamma (IFN-c) (64),
which enhance the attraction of even more leukocytes. In
addition, this promotes the dedifferentiation of vascular
smooth muscle cells (VSMC) from a quiescent contractile to
a proliferating synthetic phenotype, which is characterized by
the enhanced capacity for production of extracellular matrix
proteins (45). Proliferating VSMC subsequently migrate
into the intima and participate in the formation of the fi-
brous cap of the atheroma. Further leukocyte attraction,
VSMC proliferation, and collagen synthesis lead to lesion
growth. Simultaneously, apoptosis and necrosis of resident
vascular cells and inflammatory cells occurs, leading to the
formation of a necrotic core covered by a fibrous cap (126,
127). As inflammation persists, leukocytes release matrix

FIG. 1. Schematic overview of key mechanisms of atherosclerosis in an evolving atherosclerotic plaque. Continuous
exposure to risk factors causes endothelial dysfunction, leading to the retention of lipids in the intima, induction of
endothelial expression of adhesion molecules, and secretion of chemotactic substances promoting leukocyte recruitment,
adhesion, and transmigration into the vessel wall. Monocytes differentiate into macrophages and internalize modified
lipoproteins, resulting in foam cell formation. Interaction of macrophages, T cells, and other leukocytes further contributes
to the atherogenic process by releasing reactive oxygen species (ROS), growth factors, and cytokines, thereby perpetuating
inflammation. VSMC dedifferentiate from a contractile to a proliferating phenotype, migrate from the media into the intima,
and secrete extracellular matrix proteins, thereby forming the fibrous cap. Apoptosis of plaque resident cells leads to the
formation of a necrotic core. Hypoxia-induced neovascularization and secretion of MMP by macrophages can destabilize
the fibrous plaque, leading to plaque rupture. Exposure of plaque content to blood initiates platelet activation and aggre-
gation, resulting in thrombus formation. ICAM-1, intracellular adhesion molecule 1; IFN-c, interferon-gamma; IL, inter-
leukin; LDL, low-density lipoprotein; M-CSF, macrophage colony-stimulating factor; MCP-1, monocyte chemoattractant
protein 1; MMP, matrix metalloproteinase; oxLDL, oxidized LDL; SR-A, scavenger receptor A; TGF-b, transforming
growth factor beta; VCAM-1, vascular adhesion molecule 1; VEGF, vascular endothelial growth factor; VSMC, vascu-
lar smooth muscle cells. To see this illustration in color, the reader is referred to the web version of this article at
www.liebertpub.com/ars
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1.4. Das ApoE-defiziente Mausmodell

Tiermodelle haben eine besondere Relevanz hinsichtlich der Erforschung, Be-

handlung und Diagnose von Erkrankungen. Gezielte genetische Veränderungen 

von Tieren bieten die Möglichkeit dem Krankheitsbild im Menschen besonders na-

he zu kommen und so Krankheitsursachen realitätsnah zu erforschen. 

Atherosklerose wurde bis  Anfang der 1990er Jahre hauptsächlich anhand von 

Primaten [47], Schweinen [48] und Kaninchen [49] erforscht. Bei der Verwendung 

von Mausmodellen kommen diverse Vorteile gegenüber den genannten Organis-

men zum Tragen. Da das vollständige Genom der Maus entschlüsselt ist, besteht 

die Möglichkeit gezielt genetische Veränderungen vorzunehmen, die zu einem 

entsprechenden Phänotyp führen [50]. Mit Ausnahme der C57/BL6 Maus, die nach 

einer lang dauernden Fett-Diät atherosklerotische Läsionen in geringerem Maße 

ausbildet, sind die meisten Mausstämme normalerweise resistent gegenüber einer 

Entwicklung von Atherosklerose [51]. Anfang der 1990er Jahre wurde das ApoE-

defiziente Mausmodell (ApoE-/-) vor dem C57/BL6-Hintergrund fast zeitgleich von 

zwei verschiedenen Arbeitsgruppen generiert [52, 53]. Durch homologe Rekombi-

nation wurde das für das Protein Apolipoprotein E (ApoE) kodierende Gen inakti-

viert. ApoE ist Bestandteil mehrerer Lipoproteine (VLDL, IDL, Untereinheiten von 

HDL und Chylomikronen) und fungiert als  Ligand für Rezeptoren dieser Lipopro-

teine [54]. Über eine rezeptorvermittelte Aufnahme werden die Lipoproteine aus 

dem Blutplasma entfernt und der Leber zugeführt. Durch den Knockout des für 

das ApoE kodierenden Gens, erhöht sich der Cholesterinspiegel der ApoE-/--Mäu-

se um ein fünffaches, überwiegend durch erhöhte Konzentrationen an Cholesterin 

enthaltenden VLDL und Chylomikronen [51]. Gleichzeitig verringert sich die Plas-

makonzentration an antiatherogenem HDL, so dass von einer Verschiebung des 

Plasma-Lipoproteinprofils gesprochen werden kann [54]. Diese Effekte lassen sich 

durch eine fettreiche Diät, wie z. B. der Western Typ Diät verstärken [51]. In der 

Konsequenz bilden ApoE-/--Mäuse spontan atherosklerotische Plaques aus, die 

eine gute Vergleichbarkeit mit den humanen aufweisen und sich von fatty streaks 

bis hin zu komplexen atherosklerotischen Läsionen entwickeln [55]. In den letzen 

zwei Jahrzehnten wurde das ApoE-/--Mausmodell in verschiedensten Forschungs-

richtungen angewendet – mit 179 Veröffentlichungen allein im Zusammenhang mit 

Bildgebung im Jahr 2013 (PubMed). Wegen der genannten Eigenschaften wurde 
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das ApoE-/--Mausmodell für die Untersuchungen der Nanopartikel-Anreicherungen 

in atherosklerotischen Läsionen ausgewählt. 

1.5. Nichtinvasive bildgebende Modalitäten

Der Einsatz nichtinvasiver bildgebender Verfahren ermöglicht die Diagnose von 

Krankheiten und das Monitoring von Behandlungen ohne wesentliche Beeinträch-

tigung der Patienten. Es existieren verschiedene bildgebende Technologien, die 

sich in ihren Eigenschaften wie z. B. der räumlichen Auflösung oder der Sensitivi-

tät unterscheiden (Tabelle 1.1). Dabei nutzen alle bildgebenden Verfahren die 

Wechselwirkung eines externen energetischen Feldes mit dem jeweiligen Orga-

nismus [56]. In Abhängigkeit der Fragestellung wird die Modalität gewählt, die 

nach Abwägung der Vor- und Nachteile am geeignetsten erscheint. Während sich 

in der Vergangenheit in-vivo-Bildgebung größtenteils auf eine Darstellung der Ana-

tomie beschränkte, aus der die Diagnose von Krankheiten oder Behandlungseffek-

te vergleichend abgeleitet wurden, ist es mittlerweile möglich, spezifische Molekü-

le nichtinvasiv darzustellen [57]. Für diese molekulare Bildgebung sind zumeist 

Kontrastmittel erforderlich, die auch als Bildgebungssonden bezeichnet werden. 

So sind beispielsweise die Bilgebungsmodalitäten Positronen-Emissions-Tomo-

graphie (PET) und Single-Photon-Emission-computed-tomography (SPECT) auf 

die Verwendung von radioaktiven Nukliden angewiesen, die eine sehr hohe Sensi-

tivität liefern können. Im Gegensatz dazu ist die anatomische Darstellung sehr be-

schränkt, was eine Kombination mit anderen Verfahren wie der Computertomo-

graphie (CT) erfordert [57, 58]. Die Magnetresonanztomographie (MRT) hingegen 

zeichnet sich durch eine exzellente räumliche Auflösung bei der Darstellung von 

Weichteilgeweben aus, kann darüber hinaus molekulare Informationen liefern und 

benötigt keine schädigende Strahlung [8, 59]. Unter Verwendung von Kontrastmit-

teln sind auch in der MRT bestimmte Aspekte spezifisch darstellbar. 

Im folgenden Abschnitt werden die Grundlagen der MRT näher erläutert, da diese 

Technik im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde. 
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1.6. Magnetresonanztomographie (MRT)

1.6.1. Grundlagen der MRT

Elektronen, Protonen und Neutronen besitzen eine intrinsische Eigenschaft, den 

sogenannten Spin oder Eigendrehimpuls. Der Gesamtspin eines Atomkerns, kurz 

Kernspin, hängt von der Anzahl an Protonen und Neutronen ab. Im Grundzustand 

ist der Kernspin von Atomkernen mit gerader Protonen- und gerader Neutronen-

zahl immer 0, da die Spins  von jeweils  zwei gleichartigen entgegengesetzt ausge-

richteten Nukleonen den energetisch niedrigsten Zustand darstellen. Atomkerne 

mit einer ungeraden Massenzahl dagegen besitzen einen Gesamtdrehimpuls und 

dadurch auch ein magnetisches Moment, das sich aus dem Spin und der positiven 

Ladung ergibt. 

Im Besonderen sind Wasserstoffkerne (1H) mit einem einzelnen Proton im Atom-

kern für die Generierung von MR-Bildern geeignet, da sie im Vergleich zu 31P, 23Na 

oder 19F, die ebenfalls über magnetische Momente verfügen, in Form von Wasser 

und Fett in großem Ausmaß im Körper präsent sind und zudem über ein größeres 

gyromagnetisches Verhältnis verfügen [60]. 

Tabelle 1.1: Überblick über verschiedene nichtinvasive Bildgebungsverfahren. Modifiziert 
nach [57, 59].

Bildgebungs-
verfahren Bildgenerierung Auflösung Sensitivität Eindringtiefe Kontrastmittel

MRT Radiowellen 25-100 µm 10-3-10-5 M unbegrenzt

Gadolinium, 
Dysprosium,
Eisenoxid-

Partikel

CT Röntgenstrahlen 50-200 µm unzureichend 
charakterisiert unbegrenzt Iod

Ultrasound Hochfrequenz-
schall 50-500 µm unzureichend 

charakterisiert mm bis cm Mikroblasen 
(microbubbles)

PET γ-Strahlung 1-2 mm 10-11-10-12 M unbegrenzt 18F, 11C, 15O

SPECT γ-Strahlung 1-2 mm 10-10-10-11 M unbegrenzt
99mTC, 111In- 

Chelate

Fluoreszenz-
tomographie

Licht im sichtba-
ren oder Nah-
infrarotbereich

1 mm unzureichend 
charakterisiert <10 cm Nahinfrarot-

Fluorochrome
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Elemente mit ungepaarten Protonen können als kleine Magnete oder magnetische 

Dipole mit Nord- und Südpol aufgefasst werden [61], die unter normalen Umstän-

den (in Abwesenheit eines externen Magnetfeldes) in einem ungeordneten Zu-

stand vorliegen und statistisch in alle Raumrichtungen gleich verteilt sind. Werden 

die Protonen einem externen Magnetfeld B0 ausgesetzt, so findet eine Ausrichtung 

in Richtung der z-Achse entlang des Magnetfeldes statt. Um die Richtungen der 

magnetischen Felder zu beschreiben, wird ein Koordinatensystem mit den drei or-

thogonalen Achsen x, y und z verwendet, wobei die z-Achse parallel zu B0 defi-

niert wird [60]. Für ein einzelnes Proton gibt es aufgrund des Quantenphänomens 

nur 2 verschiedene Arten der Ausrichtung, die parallele (in Richtung des externen 

Magnetfeldes) oder die antiparallele (entgegengesetzt zum externen Magnetfeld). 

Der Zustand in Richtung des Feldes  ist der energieärmere, wodurch in der Summe 

in einem Stoff mit hoher Protonenzahl immer einige wenige Protonen die parallele 

Ausrichtung bevorzugen (Abbildung 1.2). Als Konsequenz ergibt sich insgesamt 

eine geringe Nettomagnetisierung entlang des  externen Magnetfeldes, die soge-

nannte Longitudinalmagnetisierung, die allerdings nicht messbar ist, da sie in der 

selben Ausrichtung wie die des externen Magnetfeldes verläuft. Das externe Mag-

netfeld wirkt sich des Weiteren auch auf den Spin der Protonen aus, indem es ei-

ne Richtungsänderung der Rotation bewirkt. Die Bewegung lässt sich mit der Be-

wegung eines Kreisels vergleichen, auf den eine äußere Kraft wirkt, die eine Aus-

weichbewegung induziert. Diese Bewegung wird als Präzession bezeichnet und 

erfolgt je nach Element mit einer charakteristischen Frequenz, der Larmorfrequenz 

(ω0). Sie ist von der Stärke des externen Magnetfeldes und dem gyromagneti-

schen Verhältnis (γ0), einer für jedes Element kennzeichnenden Konstante, ab-

hängig und lässt sich durch folgende Gleichung beschreiben:

ω0 = γ0 x B0

Je stärker demnach das externe Magnetfeld (in Tesla; [T]) ist, desto höher ist die 

Larmorfrequenz und somit auch das später daraus  resultierende Signal [62]. Für 

Wasserstoff (1H) besitzt die Larmorfrequenz bei einer Feldstärke von einem Tesla 

einen Wert von 42, 574 MHZ [61]. 

Wird zusätzlich ein kurzer Hochfrequenzimpuls (oder Radiofrequenzimpuls; RF-

Impuls) mit der Larmorfrequenz (Resonanzfrequenz) von außen eingestrahlt, so 
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wirkt sich dies in mehrerlei Hinsicht auf die Ausrichtung der Protonen aus. Einer-

seits  gelangen einige Protonen durch die Energieübertragung des RF-Impulses 

auf ein höheres Energieniveau und richten sich nun antiparallel zu B0 aus, wo-

durch die Longitutinalmagnetisierung abnimmt [63]. Andererseits bewirkt der RF-

Impuls eine Synchronisierung der präzidierenden Protonen (Abbildung 1.2). Nor-

malerweise verläuft die Präzession ungeordnet, so dass  sich die magnetischen 

Momente aller Protonen in der Summe aufheben, d.h. in Richtung der xy-Ebene 

entsteht keine Magnetisierung. 

Durch die Präzession in Phase addieren sich die magnetischen Momente der Pro-

tonen konstruktiv und es ergibt sich in der Summe ein magnetisches Moment in 

der xy-Ebene, die sogenannte transversale Magnetisierung. Durch die Präzession 

der transversalen Magnetisierung wird ein elektromagnetisches Wechselfeld indu-

ziert, welches als MR-Signal messbar ist. 

Abbildung 1.2: Ausrichtung und Präzession der Protonen im externen Magnetfeld (links) 
und nach Einstrahlen eines Radiofrequenzimpulses (rechts). Im externen Magnetfeld bildet 
sich eine longitudinale Magnetisierung entlang der z-Achse in Richtung des externen Magnetfel-
des. Nach Einstrahlen eines RF-Pulses in der Larmorfrequenz der Protonen werden einige Proto-
nen durch die Energieübertragung auf ein höheres Energieniveau gehoben und richten sich antipa-
rallel aus, wodurch die Longitudinalmagnetisierung abnimmt. Des Weiteren bewirkt der RF-Impuls 
eine Präzession in Phase wodurch eine transversale Magnetisierung in xy-Ebene entsteht, die sich 
mit den präzedierenden Protonen bewegt. Modifiziert nach [64]. 

RF-Puls

Z Z

X X

Y Y
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1.6.2. Relaxation 

Nach Abschalten des  RF-Impulses kehrt das Spin-System wieder in den Aus-

gangszustand zurück. Dieser Prozess wird Relaxation genannt [60]. Die Longitu-

dinalmagnetisierung nimmt wieder zu, da die Protonen Energie an die Umgebung 

(Gitter) abgeben und dadurch wieder das energieärmere Niveau in Richtung des 

externen Magnetfeldes besetzen. Diese Relaxation wird auch als  T1 (longitudinale 

Relaxationszeit) oder Spin-Gitter-Relaxation bezeichnet [65]. Zeitgleich nimmt die 

transversale Magnetisierung ab, da die magnetischen Momente außer Phase ge-

raten und sich dadurch nach und nach gegenseitig wieder aufheben. Als  Folge 

wird eine Abnahme des MR-Signals beobachtet, die auch als free induction decay 

(FID) bezeichnet wird [61]. Eine Komponente für diese sogenannte Dephasierung 

sind Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Magnetfeldern benachbarter Pro-

tonen, die zudem ungleich im Gewebe verteilt sind. Diese T2-Relaxationszeit wird 

deshalb auch Spin-Spin-Relaxation genannt [65]. Interne Feldinhomogenitäten 

des externen Feldes führen zusätzlich zu einer Dephasierung der Protonen, da die 

Larmorfrequenz abhängig von B0 ist (siehe oben). Diese Komponente kombiniert 

mit der Spin-Spin-Relaxation wird als T2*-Relaxation bezeichnet [60]. T1- und T2-

Relaxationsprozesse lassen sich durch exponentielle Kurven mit den jeweiligen 

Zeitkonstanten T1 und T2 beschreiben (Abbildung 1.3). T1 beschreibt den Zeit-

punkt, an dem die Longitudinalmagnetisierung wieder 63% des Ausgangswertes 

beträgt, während T2 den Zeitpunkt beschreibt, zu dem noch 37% der transversa-

len Magnetisierung vorliegen [62]. Beide Zeitkonstanten sind von der physioche-

mischen Umgebung der Protonen abhängig, so dass Gewebe mit unterschiedli-

chen Wasser- und Fettgehalten aufgrund von unterschiedlichen T1- bzw. T2-Rela-

xationszeiten differenziert werden können. Flüssigkeiten haben eine lange T1- und 

lange T2-Zeit, während Fett eine kurze T1- und T2-Zeit aufweist. 

Die unterschiedlichen Relaxationszeiten der Gewebe lassen sich durch geeignete 

Art der Messung bzw. Verwendung von unterschiedlichen Repetitionszeiten (time 

to repetition; TR) und Echozeiten (time to echo; TE) in ein gewebeabhängiges, un-

terschiedliches Messsignal überführen, so dass  Bilder mit einem Gewebekontrast 

aufgenommen werden können. 
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1.6.3. Kontrastmittel in der MRT

Neben den beschriebenen Möglichkeiten der Gewebedifferenzierung erlauben 

Kontrastmittel eine weitere Verbesserung des Kontrastes sowie eine gezielte Dar-

stellung einzelner Gewebekomponenten und dynamischer Prozesse in der MR-

Bildgebung [56]. Als Kontrastmittel eignen sich Substanzen, die sich modifizierend 

auf die Relaxationszeiten des Gewebes auswirken und dadurch den Bildkontrast 

verändern [66]. Sowohl paramagnetische Metallkomplexe wie Gadolinium-Chelate 

(Gd3+), als auch superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel wirken sich in un-

terschiedlichem Maße verkürzend auf T1-, T2- bzw. T2*-Relaxationszeiten aus 

[67, 68]. Gadolinium besitzt sieben ungepaarte Elektronen, die bei Anlegen eines 

externen Magnetfeldes kleine lokale Magnetfelder bilden und dadurch T1 und T2 

verkürzen [69, 70]. Es wird vor allem in vergleichsweise geringen Konzentrationen 

als T1-Kontrastmittel verwendet [71]. In einer T1-gewichteten Sequenz wirkt sich 

die Verkürzung als  Signalzunahme, d. h. einem helleren Bild aus [72], da die Lon-

gitudinalmagnetisierung schneller relaxiert und somit zum Zeitpunkt der nächsten 

Anregung eine höhere Longitudinalmagnetisierung zur Anregung zur Verfügung 

steht (positive Verstärkung; positive enhancement). 

Eisenoxid-Nanopartikel dagegen besitzen meist einen dominanten Effekt auf die 

T2- bzw. im Besonderen auf die T2*-Relaxationszeit und werden primär in Verbin-

dung mit T2- bzw. T2*-gewichteten Sequenzen angewendet. Die superparamag-

netischen Partikel wirken als  kleine Magnete, die starke lokale Feldinhomogenitä-

Abbildung 1.3: Exemplarische Relaxationskurven der longitudinalen (A) und transversalen 
(B) Magnetisierung und Veranschaulichung der Zeitkonstanten T1 und T2. T1 ist die Zeit, bei 
der sich die longitudinale Magnetisierung zu 63% wieder erholt hat und T2 die Zeit, bei der noch 
37% der transversale Magnetisierung vorhanden sind. 
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ten verursachen und dadurch die Dephasierung beschleunigen [73, 74]. Dies führt 

zu einer schnelleren Relaxation der transversalen Magnetisierung. Das Signal ist 

dementsprechend niedriger. Man spricht von einer sogenannten negativen Vers-

tärkung (negative enhancement). Obwohl Eisenoxid-Nanopartikel entsprechend 

ihrer vorherrschenden Anwendung als  T2-Kontrastmittel bezeichnet werden [66, 

71], besitzen sie zudem einen Einfluss auf die T1-Relaxation [75], so dass in ge-

ringen Konzentrationen bei T1-gewichteter Bildgebung eine Kontrasterhöhung 

möglich ist. In höheren Dosierungen allerdings überwiegt der T2-/T2*-Effekt [76]. 

Die Fähigkeit eines Kontrastmittels  Relaxationszeiten bzw. Relaxationsraten 

(Kehrwerte der Relaxationszeiten) zu beeinflussen, wird als Relaxivität mit der 

Einheit [mM-1s-1] bezeichnet [69]. Je höher die jeweilige Relaxivität eines Kon-

trastmittels ist, desto größer ist der Einfluss auf die Relaxationszeiten und desto 

stärker ist der Kontrast [66]. Im Allgemeinen besitzen Eisenoxid-Nanopartikel grö-

ßere Relaxivitäten als gadoliniumhaltige Kontrastmittel [74]. 

Allerdings bringt die Verwendung von gadoliniumhaltigen Kontrastmitteln Nachteile 

mit sich, da freies Gadolinium toxischen Einfluss auf Gewebe ausübt. Um diesen 

Effekt zu umgehen, wird es  in Komplexen wie z. B. mit EDTA oder DTPA chelatiert 

[69]. Studien, die die Stabilität der Gd3+-Chelate nach Applikation in Patienten un-

tersuchen, gingen lange Zeit von einer ausreichenden Stabilität des Gadolinium-

Komplexes und dadurch gewährleisteten Sicherheit in der klinischen Anwendung 

aus [77-79]. Dagegen haben in-vitro-Untersuchungen von einigen gadoliniumhalti-

gen Kontrastmitteln gezeigt, dass das  Gadolinium den Komplex verlassen und 

folglich zu Schädigungen führen kann, sofern eine zeitnahe Ausscheidung der 

Gadolinium-Komplexe über die Nieren nicht gewährleistet ist [80]. Diese Schädi-

gungen können sich als Nephrogene systemischen Fibrose (NSF) manifestieren, 

die nach Gabe von gadoliniumhaltigen Kontrastmitteln bei Patienten mit einer 

chronischen Niereninsuffizienz festgestellt wurde [81, 82]. Somit muss besonders 

bei eingeschränkter Nierenfunktion auf die Anwendung stabiler gadoliniumhaltiger 

Kontrastmittel geachtet werden. Kritisch zu betrachten ist die Entwicklung von ga-

doliniumhaltigen Kontrastmitteln, die auf eine selektive Anreicherung in bestimm-

ten Geweben streben, da dies einer schnellen Ausscheidung widerspricht. 
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1.7. Eisenoxid-Nanopartikel

1.7.1. Superparamagnetismus der Eisenoxid-Nanopartikel

Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel haben aufgrund ihrer Eigenschaf-

ten eine besondere Relevanz im Bereich der MRT. Sie bestehen zumeist aus 

Magnetit (Fe3O4), Maghemit (γ-Fe2O3) bzw. Mischformen aus beiden [76]. 

Sowohl Magnetite als auch Maghemite sind Kristalle aus den Elementen Eisen 

und Sauerstoff, die sich in einem klar geordneten System organisieren. Obwohl 

sich die magnetischen Eigenschaften von Magnetit und Maghemit unterscheiden, 

weisen beide eine ähnliche Kristallstruktur in Form eines  kubisch inversen Spinells 

auf. Superparamagnetische Stoffe werden durch zwei Phänomene beschrieben, 

die sich aus der beschreibenden Hysteresekurve ableiten (Abbildung 1.4).

Zum einen zeigen sie im Gegensatz zu ferromagnetischen Partikeln ausschließlich 

einen Magnetismus, wenn sie einem externen magnetischen Feld ausgesetzt sind 

und verlieren diesen wieder, sobald das  Feld abgeschaltet ist [73]. Dementspre-

chend tritt keine Remanenz auf, was die Stabilität von Eisenoxid-Nanopartikel-

Suspensionen ermöglicht, da in Abwesenheit eines Magnetfeldes keine magneti-

schen Interaktionen zwischen den Nanopartikeln auftreten [83]. 

Zum anderen erreicht der Superparamagnetismus eine Sättigungsmagnetisierung 

nach der auch eine gesteigerte Magnetfeldstärke keine Zunahme der Magnetisie-

rung mehr verursachen kann. Superparamagnetismus tritt bei sehr kleinen Parti-

Abbildung 1.4: Hysteresekurve für superparamagnetische Stoffe. Die Magnetisierung (M) er-
reicht bereits bei geringen Feldstärken des externen Feldes (H) eine Sättigungsmagnetisierung. 
Nach Abschalten des externen Feldes verbleibt keine Remanenz.

H

M
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keln unterhalb einer bestimmten Größe auf, die als eine einzelne magnetische 

Domäne aufgefasst werden können. Der Superparamagnetismus zeichnet sich 

durch sehr hohe magnetische Momente aus, die aus der kristallinen Struktur der 

Nanopartikel resultieren, welche eine Ausrichtung benachbarter Spins erleichtert 

[84]. Im Kontext von Magnetresonanztomographie (MRT) verursachen diese star-

ken magnetischen Momente der Partikel im Gewebe lokale Feldinhomogenitäten, 

wodurch eine rasche Dephasierung der Kernspins verursacht wird [84], was sich 

wiederum in einer verkürzten T2- bzw. T2*-Relaxationszeit ausdrückt (siehe 

1.6.3.). Relativ dazu wird die T1-Relaxation durch die meisten superparamagneti-

schen Eisenoxid-Nanopartikel in deutlich geringerem Maße beeinflusst, kann aber 

bei bestimmten Partikeln in verschiedenen Anwendungen wie z. B. der Magnetre-

sonanzangiographie (MRA) dennoch genutzt werden (siehe 1.7.3.). 

1.7.2. Synthese und Stabilisierung von Eisenoxid-Nanopartikeln

Es existieren verschiedene Strategien, um Eisenoxid-Nanopartikel zu synthetisie-

ren. Neben der thermischer Zersetzung, der Mikroemulsion, der Hydrothermalsyn-

these und diversen anderen Methoden stellt die Mitfällung bzw. Kopräzipitation ei-

ne relativ effektive Möglichkeit zur Synthese dar [83, 85-87]. Diese Methode wurde 

zur Herstellung der Eisenoxid-Nanopartikel im Rahmen dieser Arbeit verwendet. 

Dabei werden Fe(II)- und Fe(III)-Salze in einem bestimmten stöchiometrischen 

Verhältnis  in wässriger Lösung gemischt. Durch Zugabe einer Base (z. B. NaOH 

oder Ammoniak) kommt es  zur Kondensation des Eisens in 3 Raumrichtungen. 

Infolgendessen wird ein Kristall aus Eisen- und Sauerstoffatomen gebildet, das 

sogenannte Magnetit. Die Reaktion lässt sich wie folgt zusammenfassen [88]:

Fe2+ + 2 Fe3+ + 8 OH– ➔ Fe3O4 + 4 H2O

Das entstandene Magnetit (Fe3O4) besteht aus Fe2+ als auch Fe3+ und kann in 

Abhängigkeit vom pH und Temperatur in Anwesenheit von Sauerstoff zu Maghemit 

(γ-Fe2O3) oxidiert bzw. umgewandelt werden:

Fe3O4 + 2 H+ ➔ γ-Fe2O3 + Fe2+ + H2O
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Im Unterschied zu Magnetit besteht Maghemit ausschließlich aus Fe3+. Die Zuga-

be von organischen Säuren im Überschuss  zum eingesetzten Eisen, wie es im 

Rahmen dieser Arbeit während der Beschichtung durchgeführt wurde, fördert eine 

Oxidation zu Maghemit. Die resultierenden Eisenoxid-Nanopartikel besitzen einen 

Kern, der aus einer Kombination von Magnetit und Maghemit besteht. 

Insgesamt ist die Größe und Zusammensetzung der magnetischen Nanopartikel 

vom verwendeten Salz, dem Fe2+/Fe3+-Verhältnis, der Temperatur, dem pH-Wert 

und der Ionenstärke des Mediums abhängig. Bei festgelegten Synthesebedingun-

gen lassen sich die Synthesen in einem gewissen Rahmen gut reproduzieren [85]. 

Um eine Anwendung von Eisenoxid-Nanopartikeln zu gewährleisten, ist deren 

Stabilität eine unerlässliche Prämisse [88]. Aufgrund von anziehenden Van-der-

Waals-Kräften sind Eisenoxid-Nanopartikel bei neutralem pH grundsätzlich instabil 

und tendieren zur Aggregation [83, 89]. Über eine Beschichtung auf der Nanopar-

tikeloberfläche kann diese Stabilität gewährleistet werden [76, 90-92]. In Abhän-

gigkeit vom Beschichtungsmaterial werden Nanopartikel entweder sterisch, elekt-

rostatisch [93] oder durch eine Mischung aus beidem stabilisiert [88] (siehe Abbil-

dung 1.5). Polymere wie Dextran [94, 95], Carboxydextran, Gelatine [96] oder Po-

lyethylenglycol (PEG) [97] bilden Schichten auf der Oberfläche der Nanopartikel, 

die eine sterische Abstoßung der Nanopartikel untereinander bewirken. Monomere 

Beschichtungen mit z. B. Citronensäure [98] oder Dimercaptobernsteinsäure 

(DMSA) [99] ermöglichen über elektrostatische Abstoßung ebenfalls stabile Nano-

partikel-Suspensionen. Dabei können einige monomere Moleküle, wie etwa bei 

der Beschichtung mit Citronensäure, den Nanopartikeln eine Oberflächenladung 

verleihen, wodurch es zur repulsiven Abstoßung der Partikel untereinander 

kommt. Die Ladung resultiert bei der Citronensäure aus einer Carboxygruppe, die 

nicht an der Komplexbindung auf der Eisenoxidoberfläche beteiligt ist. In Abhän-

gigkeit vom pH kann die Carboxygruppe (COOH) deprotoniert werden (COO-), 

was eine negative Ladung auf der Partikeloberfläche bewirkt, die den Nanoparti-

keln Stabilität verleiht. In Abbildung 1.5 sind schematisch ein über Citronensäure 

elektrostatisch und ein sterisch stabilisiertes Eisenoxid-Nanopartikel dargestellt. 
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In Folge der unterschiedlichen Beschichtung mit Polymeren/Monomeren ergeben 

sich Differenzen in Bezug auf den hydrodynamischen Durchmesser sowie den 

Charakter der Oberflächen. In Abhängigkeit von der Kerngröße werden Eisenoxid-

Nanopartikel in der Literatur in zwei Klassen unterteilt. Partikel mit einem hydrody-

namischen Durchmesser von über 50 nm werden als Super Paramagnetic Iron O-

xide (SPIO), kleinere Partikel als  Ultrasmall SuperParamagnetic Iron Oxide 

(USPIO) bezeichnet [100]. Mittlerweile existiert eine Vielzahl an verschiedenen Ei-

senoxid-Nanopartikeln, die sich hauptsächlich in der Größe und im Beschich-

tungsmaterial unterscheiden. Tabelle 1.2 gibt einen Überblick über einige wichtige 

Eisenoxid-Nanopartikel, die sich in klinischer Anwendung bzw. vorklinischer Prü-

fung befinden.

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung von elektrostatisch (A) und sterisch (B) stabili-
sierten Eisenoxid-Nanopartikeln. In dem vergrößerten Bildausschnitt des elektrostatisch stabili-
sierten Partikels (A) ist exemplarisch ein auf der Partikeloberfläche komplexiertes Citronensäure-
molekül in einer möglichen Anordnung dargestellt. In dieser schematischen Darstellung gehen 2 
Carboxygruppen und die Hydroxygruppe Bindungen mit den Eisenionen auf der Oberfläche der 
Kerne ein. Die dritte Carboxygruppe ragt in die Peripherie und ist in dieser Darstellung deproto-
niert, woraus eine stabilisierende negative Ladung resultiert. Das sterisch stabilisierte Nanopartikel 
(B) ist durch ein Polymer beschichtet, was zu einem insgesamt vergrößerten Durchmesser führt. 

A B
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1.7.3. Kinetiken und Anwendungen von Eisenoxid-Nanopartikeln

Die Bluthalbwertszeiten von Eisenoxid-Nanopartikeln sind von ihrer jeweiligen 

Größe und Oberflächenbeschaffenheit abhängig. Generell werden Nanopartikel 

nach intravenöser Applikation durch das retikuloendotheliale System (RES) bzw. 

das mononukleare Phagozytensystem (MPS) aufgenommen [101]. Besonders die 

Kupfferschen Sternzellen der Leber, Makrophagen in der Milz und Monozyten aus 

dem Blut erkennen die Nanopartikel als Fremdkörper und sorgen für eine mehr 

oder weniger schnelle Entfernung aus dem Blut [76, 102-104]. Nach Injektion in-

teragieren die Nanopartikel in unterschiedlichem Ausmaß mit Plasma-Proteinen 

aus dem Blut, die im Rahmen der sogenannten Opsonierung eine Aufnahme 

durch phagozytierende Zellen fördern und somit zu einer schnellen Entfernung der 

Nanopartikel aus der Blutzirkulation beitragen [105]. Insgesamt zirkulieren kleinere 

Nanopartikel vergleichsweise länger als große [106-108] und hydrophile länger als 

Tabelle 1.2: Überblick über superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel in klinischer An-
wendung bzw. vorklinischer Prüfung. Modifiziert nach [87].

Eisenoxid-
Nanopartikel

allgemeiner 
Name Kern Typ/Klas-

se

Kerngröße/
hydrodynamischer 
Durchmesser [nm]

Beschichtung Anwendung

AMI-225
Ferumoxid, 
Feridex®, 
Endorem®

Fe3+/Fe2+ SPIO 5-6
80-150 Dextran Leber, Milz, 

Knochenmark

SHU 555A
Ferucar-
botran,

Resovist®
Fe3+/Fe2+ SPIO 4,2

50-100
Carboxy-
dextran

Leber, Milz, 
Knochenmark

AMI-227

Ferumoxtran-
10

Sinerem®,
Combidex®

Fe3+/Fe2+ USPIO 4-6
20-40 Dextran

MRA, Leber, 
Milz, 

Atherosklerose

P904 - Fe3+/Fe2+ USPIO 4-6
21

Amino-Alkohol-
Glukose-
Derivat

MRA, 
Atherosklerose, 

Adipositas

SHU 555 C
Ferucar-
botran,

Supravist®
Fe3+/Fe2+ USPIO 3-4

20-30
Carboxy-
dextran

MRA, 
Lymphknoten

Code 7228 Ferumoxytol,
Feraheme® Fe3+/Fe2+ USPIO 6-7

28-32
Carboxy-

methyldextran MRA

MION-46 L - Fe3+/Fe2+ MION 4-6
8-20 Dextran

MRA, 
Lymphknoten, 

Tumor

VSOP - Fe3+/Fe2+ VSOP 4-6
7-11 Citronensäure MRA
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hydrophobe Partikel [103]. Des  Weiteren werden geladene Partikel schneller als 

ungeladene opsoniert und entfernt [105]. 

In der Praxis bedeutet das gewöhnlich längere Zirkulationszeiten von sterisch sta-

bilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln im Vergleich zu den im Rahmen dieser Arbeit 

verwendeten elektrostatisch stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln wie z. B. den 

very small iron oxide particles (VSOP). Aufgrund der bevorzugten Aufnahme des 

RES kam es zu ersten medizinischen Anwendungen von Eisenoxid-Nanopartikeln, 

nämlich der Darstellung der Leber [109], der Lymphknoten [110] und des Kno-

chenmarks [111] mittels  MRT. Bei diesen und den im Folgenden beschriebenen 

Anwendungen wurde jeweils der T2-/T2*-Effekt der Nanopartikel mit T2- bzw. T2*-

gewichteten Sequenzen wie z. B. Gradientenechosequenzen genutzt. AMI-25 (Fe-

ridex®; Advanced Magnetics, Inc., Cambridge, MA), ein mit Dextran beschichteter 

SPIO, und SHU 555A (Resovist®; Bayer Healthcare Pharmaceuticals) (siehe Ta-

belle 1.2), mit Carboxydextran beschichtet, sind durch die FDA (Food and Drug 

Administration) zugelassene Kontrastmittel, die sich aufgrund ihrer Größe rasch im 

RES anreichern und deshalb zur Darstellung der Leber genutzt wurden [104, 112]. 

So konnten Lebererkrankungen wie das hepatozelluläre Karzinom (HZK) über ei-

nen erhöhten Kontrast in einer T2- und T2*-MRT-Sequenz aufgrund eines geringe-

ren negative enhancements im Vergleich zu gesundem Lebergewebe diagnosti-

ziert werden. Dabei wird ausgenutzt, dass  im Tumorgewebe im Gegensatz zum 

gesunden Lebergewebe keine Kupfferschen Sternzellen vorkommen, die norma-

lerweise Nanopartikel in großem Ausmaß aufnehmen. Analog dazu konnten Milz-

tumoren in Ratten mittels 100 nm großer SPIO visualisiert werden [113]. Milztumo-

ren besitzen keine ständig anwesenden Makrophagen und können somit aufgrund 

des hell bleibenden Kontrastes  im Vergleich zum gesunden Milzgewebe lokalisiert 

werden, welches die SPIO aufnimmt und in T2- bzw. T2*-Sequenzen dementspre-

chend dunkel erscheint. Mit dem gleichen Kontrasteffekt konnten metastatische 

Lymphknoten, die keine Makrophagen aufweisen, mittels USPIO von gesunden, 

Makrophagen-reichen Lymphknoten mittels  USPIO differenziert werden. Aufgrund 

ihrer geringen Größe können USPIO bzw. Nanopartikel unter 30 nm aus dem vas-

kulärem System extravasieren und werden folgend auf lymphogenem Weg weiter-

transportiert, wo sie schließlich durch Makrophagen der Lymphknoten aufgenom-

men werden. Auf diese Weise konnten maligne axilläre Lymphknoten mit Hilfe von 

Sinerem® [114] und Lymphknotenmetastasen bei Patienten mit Speiseröhren-

Einleitung

21



krebs unter Verwendung von mit Dextran beschichteten USPIO von gesunden 

Lymphknoten diskriminiert werden [115]. 

Eine Anwendung, die den T1-Kontrast der Eisenoxid-Nanopartikel nutzt, ist die 

MR-Angiographie (MRA, MR Angiography), mit der nichtinvasiv die Gefäße in T1-

gewichteten Sequenzen dargestellt werden. Dadurch wird eine Diagnose von Ge-

fäß-assozierten Krankheiten wie Stenosen der Carotiden oder intrakraniellen 

Aneurysmen ermöglicht [116]. Unter Verwendung von Eisenoxid-Nanopartikeln 

wird die T1-Zeit des Blutes verkürzt, wodurch die Gefäße hell erscheinen und da-

durch den Kontrast im Vergleich zum umgebenden Gewebe stark erhöhen [117]. 

MRA mit Eisenoxid-Partikeln ist nur bei Injektion einer relativ geringen Dosis von 

Nanopartikeln mit hohem R1-/R2-Verhältnis  möglich. Bei höheren Konzentratio-

nen, wie sie z. B. bei der MR-Bildgebung von Atherosklerose bei Versuchstieren 

nötig ist, überwiegt der T2-/T2*-Effekt der Partikel und das Blut erscheint in kon-

ventionellen Sequenzen dunkel. 

Erstmals  wurde eine MRA erfolgreich an Ratten mit MION-46 (dextranbeschichtete 

Eisenoxid-Nanopartikel) durchgeführt [118]. Anschließend wurden MRAs an hu-

manen Patienten unter Verwendung von Ferumoxtran-10 zur Darstellung von Tho-

rax und Abdomen [119], sowie zur Verbesserung von 3D-MRA demonstriert [120]. 

Später konnte das Vermögen zu MRA auch anhand von very small iron oxide na-

noparticle (VSOP) elektrostatisch stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel mit ver-

gleichsweise kürzeren Halbwertszeiten gezeigt werden [121].

1.7.4. Eisenoxid-Nanopartikel und MR-Bildgebung von atherosklerotischen 

Plaques

Sterisch stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel konnten bereits  zur Darstellung von 

atherosklerotischen Plaques mittels MRT-Bildgebung angewendet werden. Wie 

bei den zuvor beschriebenen Anwendungen wurde dabei der T2-/T2*-Effekt der 

Eisenoxid-Nanopartikel ausgenutzt. So wurde eine Anreicherung von SPIO in Ge-

fäßwänden von Patienten festgestellt, die im Nachhinein als atherosklerotische 

Läsionen identifiziert werden konnten [122]. Ursprünglich sollten Lymphknotenme-

tastasen der Patienten evaluiert werden. In weiteren Studien wurde eine Aufnah-

me von USPIO in humanen Plaques gezeigt [123, 124]. Weiterhin wurden Eisen-

oxid-Nanopartikel mittels MRT im Atherosklerosemodell des  Kaninchens und der 
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Maus nachgewiesen. Erstmals wurden USPIO im Jahr 2000 in Plaques des Wata-

nabe Kaninchenmodells  demonstriert [125]. Es folgten Arbeiten mit anderen ste-

risch stabilisierten Partikeln wie Sinerem® (Ferumoxtran-10) [106, 126], P904 

[127], MION-47 [128] und mit Mannan beschichteten Partikeln [129]. 

Im ApoE-/--Mausmodell wurden SPIO (Feridex) in atherosklerotischen Plaques mit-

tels  Berliner-Blau-Färbung nachgewiesen, allerdings ohne MRT-Bildgebung [130]. 

Später konnten auch Anreicherungen von USPIO Sinerem® (Ferumoxtran-10; 

Guerbet AMAG Pharmaceuticals) [131, 132] und P904 (Guerbet) mittels MRT in 

atherosklerotischen Plaques dargestellt werden. Eine MRT-Bildgebung erfolgte 

jeweils frühestens 24 Stunden nach intravenöser Injektion. Im Unterschied zu den 

oben beschriebenen sterisch stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln konnte 2011 

eine Anreicherung von VSOP im ApoE-/--Mausmodell gezeigt werden [133]. Nach 

zweimaliger Injektion von jeweils 300 µmol Fe/kg wurde die MRT-Bildgebung 48 

Stunden nach der ersten, bzw. 24 Stunden nach der zweiten Partikel-Applikation 

durchgeführt. 

In den beschriebenen Arbeiten zum unspezifischen Imaging von Atherosklerose 

wurden die Eisenoxid-Nanopartikel durchweg hauptsächlich in Makrophagen der 

atherosklerotischen Läsionen lokalisiert. Makrophagen sind ein inflammatorisches 

Kennzeichen von atherosklerotischen Gefäßveränderungen (siehe 1.2.). Bei Pati-

enten mit instabiler Angina Pectoris  und nicht-transmuralen Herzinfarkten wurden 

vermehrt atherosklerotische Plaques mit einem großen Makrophagengehalt vorge-

funden [34]. Dies  unterstreicht die Anwendung der Eisenoxid-Nanopartikel als 

Marker für instabile atherosklerotische Läsionen. 

Im Kontext der Atherosklerose-MRT-Bildgebung wurden neben den bereits  be-

schriebenen unspezifischen Eisenoxid-Nanopartikeln auch funktionalisierte, spezi-

fische Eisenoxid-Nanopartikel angewendet. Durch Kopplung verschiedener Mole-

küle an die Beschichtung bzw. Hülle der Eisenoxid-Nanopartikel können gezielt 

atherosklerotische Strukturen angesteuert werden. 

Beispiele für verwendete Moleküle sind Antikörper oder spezifische Liganden von 

Rezeptoren. So wurden mit Polyethylenglykol (PEG) beschichtete und dadurch 

stabilisierte USPIO mit einem Peptid konjugiert, welches  spezifisch von auf Endot-

helzellen vorkommenden VCAM-1 gebunden wird (vascular cell adhesion molecu-

le-1). Nach Injektion in ApoE-/--Mäuse wurden die Partikel in Endothelzellen und 
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Makrophagen innerhalb atherosklerotischer Plaques lokalisiert [134, 135]. 

Außerdem konnten über funktionalisierte USPIO atherosklerotische Läsionen des 

ApoE-/--Mausmodells  über den scavenger receptor A (SR-A) markiert werden. Da-

für wurden USPIO ebenfalls über PEG mit einem für SR-A spezifischen Peptid ge-

koppelt [136]. 

1.8. Zielstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten zunächst verschiedene elektrostatisch stabilisier-

te Eisenoxid-Nanopartikel synthetisiert werden. Dies sollte durch Beschichtung der 

Partikel mit verschiedenen monomeren Säuren während der Synthese realisiert 

werden, wodurch Nanopartikel mit einem vergleichbaren, kleinen hydrodynami-

schen Durchmesser sowie unterschiedlichen Oberflächeneigenschaften entstehen 

sollten. Um eine potentielle klinische Anwendung zu gewährleisten, sollten die Be-

schichtungsmoleküle biokompatibel sein und möglichst geringe Kosten verursa-

chen. Als Referenz sollten die etablierten very small iron oxide nanoparticles 

(VSOP) dienen, die aufgrund einer Beschichtung mit Citronensäure auf der Ober-

fläche eine negative Ladung aufweisen, wodurch elektrostatische Stabilisierung 

erreicht wird. 

Nach erfolgreicher Synthese neuer elektrostatisch stabilisierter Nanopartikel soll-

ten diese in einem zweiten Schritt hinsichtlich ihrer Affinität zu atherosklerotischen 

Läsionen evaluiert werden. Als Modell sollte das ApoE-/--Mausmodell verwendet 

werden. Der Nachweis  der Nanopartikel sollte anfänglich im Wesentlichen mittels 

histologischer Berliner-Blau-Färbung erfolgen. Bei potentieller Anreicherung inner-

halb der atherosklerotischen Plaques sollte eine weitere Methode erarbeitet wer-

den, die einen quantitativen bzw. semi-quantitativen Vergleich der unterschiedli-

chen Anreicherungen erlaubt. Nach Möglichkeit sollte abschließend ex-vivo- bzw. 

optimalerweise in-vivo-MRT-Bildgebung durchgeführt werden, um eine Akkumula-

tion des vielversprechendsten Partikel-Kandidaten in atherosklerotischen Läsionen 

des ApoE-/--Modells zu dokumentieren. 
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2. Material

2.1. Geräte

7T Pharmascan 70/16 Bruker Biospin

Anästhesiegerät Völker

Eindeckelautomat CV 5030 Leica

Färbeautomat 30 Autostainer XL Leica

Feinwaage TE 214S Sartorius

Gewebeeinbettautomat TP 1020 Leica

Icon 1T Bruker Biospin

ICP-Element XR Thermo Scientific

Kryostat 2800 Frigocut-E Leica

Laser-Ablationsgerät New Wave 213 ESI

Magnet (40x40x20 mm; Magnetisierung: N42) RoHS

Maus-Kopfspule RAPID (20 mm Durchmesser) Biomedical

Mauskörperspule Icon Bruker Biospin

Mikroskop Axio Observer.Z1 Zeiss

Mikrotiterplatten-Spektralphotometer Power Wave XS2 BioTek

Mikrotom RM 2125 RT Leica

MPS-Gerät Bruker Biospin

MR-Spektrometer nq40 NMR analyzer Bruker Biospin

Paraffinautomat EG 1150 H Leica

pH-Meter PB-11 Sartorius

Präparationsmikroskop SZ-STU1 Olympus

Small animal and gating system SA Instruments

Spritzenpumpe Alaris

TEM (TECNAI G2 20 S-Twin) FEI-Company

TEM EM906 Zeiss
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Ultraschallbad RK 106 Sonorex

UV-Lampe Benda

Vivaflow 200 Filter Satorius

Wasserbad HI 1210 Leica

Zentrifuge 5810R Eppendorf

Zetasizer Nano ZS Malvern

2.2. Software

Adobe Photoshop Version 10.0.1

Gen5 Version 1.07.5

GraphPad Prism Version 5.0a

ImageJ Version 1.46 r

iWork Pages 9

Microsoft Office 2004

minispec Version 2.5.1

Osirix Version 3.7.1

Paravision Version 4.0

SAM PC Monitor Version 8.02

Visage Version 7.1

Zetasizer Version 6.20

2.3. Sonstige Materialien

96-well Platten Becton Dickinson

Atmungskissen Graseby

EDTA-Monovetten Sarstedt

EKG-Elektroden Healthcare

Epon Serva

Falcon-Röhrchen BD

Gefaltete Einweg-Kapillarzelle Malvern
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Kanülen BD Microlance

Mikrotomklingen Feather

NMR-Rörchen VWR

Obketträger Super Frost®Plus Thermo scientific

Paraffin Thermo Scientific

Paraffinkassetten Leica

PCR-Gefäße Applied Biosystems

Pipettenspitzen Eppendorf

Spritzen Braun

Spritzenfilter (0,2 µm) Sartorius

Ultramikroküvette Hellma Analytics

Zentrifugal Filter Einheiten (30kDa) Amicon

2.4. Chemikalien und Substanzen

4-Amino-5-hydroxynaphthalin-2,7-disulfonsäure                   
Mononatriumsalz, 85%

Aldrich

Aceton Merck

Citronensäure ≥ 99,0% Sigma-Aldrich

Diaminobenzidin (DAB) Sigma

DL-Weinsäure, puriss. p.a. Fluka

Eisen(II)-chlorid-tetrahydrat, Reagent Plus® 98,0% Sigma-Aldrich

Eisen(III)-chlorid-hexahydrat, puriss.pa. Reagent, ≥99,0% Sigma-Aldrich

Eisenstammlösung Roth

Ethanol Merck

Etidronsäure, 60%ige Lösung Aldrich

Europium(III)-chlorid-hexahydrat, 99,5% trace metal basis Aldrich

Formalin-Lösung (10% v/v) J. T. Baker

H2O2 Merck

HCl Merck

Isofluran (Forene 100% v/v) Abbot

Kaliumhexancyanoferrat (II)-trihydrat Merck
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L-Äpfelsäure, puriss., ≥99,5% (T) Fluka

Low-Melting Agarose Sigma

Maleinsäure, puriss., ≥99,0% (HPLC) Fluka

Mannitol, ≥98,0% Sigma-Aldrich

meso-2,3-dimercaptobernsteinsäure (DMSA), 98,0% Sigma

NaOH Merck

Neo-Mount® Merck

Tatronsäure, ≥97,0% Sigma-Aldrich

Tissue Tek® O.C.T. Compound Sakura

trans-Aconitsäure, 98,0% Alfa Aesar

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (99%) Sigma

Tween 20 Sigma-Aldrich

Triton X-100 Sigma

Xylol J. T. Baker

2.5. Puffer, Medien und Zusätze

Citrat-Puffer:
10 mM Tri-Natriumcitrat-Dihydrat; 0,05% Tween 20, pH 6,0 Sigma

FCS Sigma

HEPES-Puffer:
10 mM HEPES; pH 7,4 Sigma

Isotonische Kochsalzlösung Sigma

Kernechtrot Merck

PBS Gibco

Western Typ Diät Altromin

Ziegenserum Sigma

2.6. Kit-Systeme

Avidin/Biotin Blocking Kit Vector Laboratories

ABC-Komplex Vector Laboratories
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2.7. Antikörper

Primärantikörper:

Rabbit-Anti-Ferritin Leichte Kette abcam®

Sekundärantikröper:

Ziege-Anti-Kaninchen-Biotin abcam®

2.8. Versuchstiere und Haltung

Alle Versuchstiere wurden von der Firma Taconic M&B (Dänemark) bezogen. Für 

die Untersuchungen zur Anreicherung der Nanopartikel in atherosklerotischen 

Plaques wurden männliche ApoE-defiziente (ApoE-/-)-Mäuse mit dem Stammna-

men B6.129P2-Apoetm1UncN11 (C57BL/6-Hintergrund) in einem Alter von 8 Wo-

chen bestellt. Ab diesem Alter wurden die Tiere zur Etablierung des Tiermodells 

zunächst zwischen 8 und 20 Wochen mit der Western Typ Diät (Altromin) gefüttert, 

die 0,21% Cholesterin und 21% Schweinefett enthält. Durch Fütterung mit dieser 

etablierten Fett-Diät wird die Entwicklung von Atherosklerose in den Gefäßen der 

ApoE-/--Mäuse beschleunigt [51]. Nach Auswertung der atherosklerotischen 

Plaques wurde eine Fütterungszeit von 16 Wochen für alle folgenden Versuche 

gewählt, die ApoE-/--Mäuse wurden also in einem Alter von 24 Wochen untersucht. 

Für die Bestimmungen der Halbwertszeiten der Eisenoxid-Nanopartikel sowie zur 

Überprüfung der unspezifischen Anreicherung der Partikel in den Gefäßwänden 

wurden männliche C57BL/6-Wildtyp-Mäuse ebenfalls von Taconic M&B bestellt. 

Bis  zu den Untersuchungen wurde diese Kontrollgruppe einer normalen Diät un-

terzogen. Die Versuche mit den C57BL/6-Mäusen erfolgte ebenfalls in einem Alter 

von insgesamt 24 Wochen. 

Alle Tiere wurden unter standardisierten und kontrollierten Bedingungen gehalten 

(Temperatur 20 ± 2°C, relative Luftfeuchtigkeit 60 ± 5% und Tag-Nacht-Rhythmus 

für jeweils 12 Stunden). Die Tiere hatten Zugang zu entkeimtem Trinkwasser und 

dem jeweils oben beschriebenen Futter ad libitum. Alle Experimente wurden durch 

das Landesamt für Gesundheit und Soziales  Berlin (LAGeSo) unter dem Tierver-

suchvorhaben G0168/09 genehmigt.
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3. Methoden

3.1. Synthese von elektrostatisch stabilisierten Eisenoxid-Nano-
partikeln mit monomeren Säuren

Die Synthese der verschiedenen Eisenoxid-Nanopartikel erfolgte in zwei Synthe-

seschritten nach einer modifizierten Methode nach Pilgrimm [137] bzw. Kang et al. 

[138]. Aus patentrechtlichen Gründen können hier nicht alle Modifikationen detail-

getreu aufgeführt werden. Die Nanopartikel wurden durch eine Kopräzipitation 

(siehe 1.7.2.) von Eisen(II)-chlorid und Eisen(III)-chlorid in einem stöchiometri-

schen Verhältnis von 1:2 unter alkalischen Bedingungen synthetisiert. Als Base 

dienten NaOH (1,5 M) bzw. Ammoniumhydroxid (28%ige Lösung). Zunächst wur-

den Eisen(III)-chlorid und Eisen(II)-chlorid sukzessive unter Rühren bis zum 

vollständigen Lösen in eine saure Lösung unter einer inerten Atmosphäre gege-

ben. Anschließend erfolgte die Bildung der Partikel-Kerne durch Zugabe von 

NaOH für 30 min unter Rühren. Die entstandenen unbeschichteten Magnetitkerne 

wurden in einem zweiten Schritt mit der jeweiligen monomeren Säure beschichtet. 

Für die verschiedenen Beschichtungen mit den monomeren Säuren wurden je-

weils  separate Partikelsynthesen durchgeführt. Bei einer erfolgreichen Stabilisie-

rung wurden die Synthesen mindestens einmal wiederholt, um eine gewisse Re-

produzierbarkeit zu gewährleisten. Bezogen auf die Stoffmenge wurde mit Aus-

nahme der DMSA-Partikel jeweils ein Überschuss des Beschichtungsstoffes im 

Verhältnis  zum eingesetzten Gesamteisen verwendet. In der Konsequenz ergibt 

sich dadurch ein saurer pH (im Bereich von 3) bei dem ein großer Teil der Carbo-

xygruppen der monomeren Säuren protoniert ist. Für Carboxygruppen konnte ge-

zeigt werden, dass eine Beschichtung im Bereich der Halbäquivalenzpunkte (für 

schwache Säuren gilt: pH = pKS) einer maximalen Adsorption der monomeren 

Säuren auf den unbeschichteten Eisenoxidoberflächen führt [139]. Für die Be-

schichtung der Eisenoxid-Nanopartikel wurden die in Tabelle 3.1. aufgeführten 

Stoffe auf ihre Fähigkeit zur Bildung von stabilen, elektrostatisch stabilisierten Na-
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nopartikeln überprüft. Die Bedingungen der einzelnen Beschichtungsexperimente 

wurden der jeweiligen Substanz angepasst und werden im Folgenden einzeln auf-

geführt (3.1.1.-3.1.9.). 

Für die Europium-dotierten VSOP wurden 5% (w/w) des Eisen(III)-chlorids durch 

Europium(III)-chlorid ersetzt. Alle anderen Syntheseschritte sowie die Beschich-

tung mit Citronensäure erfolgten analog zu den für VSOP beschriebenen (siehe 

3.1.1.). 
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Tabelle 3.1: Übersicht über die monomeren Säuren, die zur Beschichtung bzw. Stabilisie-
rung während der Synthese der elektrostatisch stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel einge-
setzt wurden.

Molekül Chemische Struktur

Citronensäure
HO OH

OH

OH
O
O

O

L-Äpfelsäure HO

O

OH

OH

O

meso-2,3-Dimercapto-
bernsteinsäure (DMSA)

HO
OH

O

OSH

SH

Etidronsäure
H OH

PP

HO

HO
O O

OH

OH

DL-Weinsäure HO

O

OH

OH

OH

O

Maleinsäure HO

O

OH

O

Tartronsäure HO

O

OH

OH

O

trans-Aconitsäure HO

O

HO

O

OH

O

4-Amino-5-hydroxy-
naphthalin-2,7-disulfonsäure

S

OH NH2

S

O

O

O

O

HO OH
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3.1.1. Beschichtung von Eisenoxid-Nanopartikeln mit Citronensäure (VSOP)

Zu 420 ml der vorher synthetisierten Eisenoxid-Nanopartikel-Suspension (siehe 

3.1.) mit einem Eisengehalt von 0,404 mol/L wurde eine Lösung aus 20,06 g Ci-

tronensäure (≥ 99,0%) und deionisiertem Wasser bei RT unter Rühren hinzuge-

fügt. Innerhalb von 22 min wurde die Lösung auf 75°C erhitzt und bei dieser Tem-

peratur für weitere 30 min gerührt. Anschließend wurde die Suspension für 40 min 

magnetisch separiert. Der Überstand (Fraktion 1; (F1)) wurde verworfen und das 

Präzipitat in 100 ml deionisiertem Wasser resuspendiert. Es  folgte eine erneute 

Magnetseparation für 40 min. Folgend bildete sich eine dunkle Suspension (F2), 

die abgenommen und für 10 min bei RT bei 3939 x g zentrifugiert wurde. An-

schließend wurde die F2 über Ultrafiltration mit einem 100 kDa Filter (Vivaflow 200 

Filter; PES) und folgend mit einem 30 kDa Filter (Vivaflow 200 Filter; PES) mit 

deionisiertem Wasser bis zu einer Leitfähigkeit von ≤ 10µS gewaschen und auf ein 

Volumen von ca. 20 ml konzentriert. Das Präzipitat wurde erneut in 100 ml deioni-

siertem Wasser resuspendiert. Die resultierende Suspension wurde einer Magnet-

separation für 40 min unterzogen und der Überstand abgenommen (F3). Nach ei-

ner Zentrifugation bei RT und 3112 x g folgte eine Reinigung über Ultrafiltration mit 

einem 100 kDa Filter (Vivaflow 200 Filter; PES) und anschließend mit einem 

30 kDa Filter (Vivaflow 200 Filter; PES) mit deionisiertem Wasser bis zu einer Leit-

fähigkeit von ≤ 10µS und eine Konzentrierung auf ein Volumen von ca. 20 ml. Das 

restliche Präzipitat wurde verworfen. Die VSOP wurden von Monika Ebert herge-

stellt.

Nach der Charakterisierung der Fraktionen (3.2.1.-3.2.5.) wurde die F3 (534 mM 

Fe) für die in-vivo-Experimente ausgewählt. 

3.1.2. Beschichtung von Eisenoxid-Nanopartikeln mit L-Äpfelsäure

Zu 210 ml der vorher synthetisierten Eisenoxid-Nanopartikel-Suspension mit ei-

nem Eisengehalt von 0,404 mol/L wurde eine Lösung aus 11,17 g L-Äpfelsäure 

(≥99,5%) und 40 ml deionisertem Wasser bei RT unter Rühren hinzugefügt. An-

schließend wurde der pH-Wert gemessen (pH 3,8) und daraufhin eine Lösung, 

bestehend aus 5,77 g L-Äpfelsäure und 20 ml deionisiertem Wasser unter Rühren 

zugefügt. Der pH-Wert wurde gemessen (pH 2,7) und das resultierende Gemisch 

unter Rühren für 30 min auf 60°C erhitzt. Nach Abkühlen auf RT wurde die Sus-
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pension für 45 min magnetisch separiert. Hierfür wurde die Suspension auf einen 

Magneten platziert. Der Überstand (F1) wurde mit einer Pipette abgenommen und 

verworfen. Das zurückbleibende Präzipitat wurde in 100 ml deionisiertem Wasser 

resuspendiert und für 45 min magnetisch separiert. Der Überstand (F2) wurde ab-

genommen, bei 3112 x g für 10 min bei RT zentrifugiert, durch Ultrafiltration (Vivaf-

low 200 Filter; 30 kDa PES) bis zu einer Leitfähigkeit ≤ 10µS gewaschen und bis 

auf ein Volumen von ca. 20 ml konzentriert. Das Präzipitat der magnetischen Se-

paration wurde erneut in 100 ml deionisiertem Wasser resuspendiert und einer 

magnetischen Separation für 45 min unterzogen. Der Überstand (F3) wurde abge-

nommen und der pH mit 1,5 N NaOH-Lösung auf 7,0 eingestellt. Die resultierende 

Suspension wurde bei 3112 x g für 10 min bei RT zentrifugiert, durch Ultrazentrifu-

gation bis zu einer Leitfähigkeit ≤ 10µS gewaschen und auf ein Volumen von un-

gefähr 20 ml konzentriert. Die zuvor beschriebenen Schritte wurden mehrere Male 

wiederholt bis  weitere Fraktionen (F4-F6) erhalten wurden. Nach erneutem Re-

suspendieren und magnetischer Separation wurden keine weiteren Partikel in 

Suspension erhalten. 

Nach der Charakterisierung der Fraktionen (3.2.1.-3.2.5.) wurde die F4 

(55 mM Fe) für die in-vivo-Experimente ausgewählt.

3.1.3. Beschichtung von Eisenoxid-Nanopartikeln mit Etidronsäure

Zu 104 ml der synthetisierten Eisenoxid-Nanopartikel-Suspension mit einem Ei-

sengehalt von 0,404 mol/L Fe, wurden 2,5 ml einer 60%igen Etidronsäure-Lösung 

tröpfchenweise unter Rühren bei RT hinzugefügt. Der pH-Wert der Suspension 

wurde gemessen (3,4). Anschließend wurde die Suspension unter Rühren für 

30 min auf 60°C erhitzt. Nach Ablauf der 30 min wurde so lange gewartet, bis die 

Suspension RT erlangt hatte. Anschließend wurde die Suspension für 10 min 

magnetisch separiert. Der Überstand wurde vorsichtig mit einer Pipette abge-

nommen (F1) und verworfen. Das Präzipitat wurde in 50 ml deionisiertem Wasser 

resuspendiert und der pH der Suspension wurde mit 1 N NaOH auf pH 6,5 einge-

stellt. Nach einer Magnetseparation für 10 min wurde der Überstand abgenommen 

(F2) und verworfen. Das Präzipitat wurde erneut mit 50 ml deionisiertem Wasser 

resuspendiert und der pH mit 1 N NaOH auf 7,5 eingestellt. Nach einer Magnetse-

paration für 10 min wurde erneut der Überstand abgenommen (F3) und verworfen. 
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Wieder wurde das  Präzipitat mit 50 ml deionisiertem Wasser resuspendiert und 

der pH anschließend mit 1 N NaOH auf 8,5 eingestellt. Nach einer Magnetsepara-

tion für 10 min gingen Eisenoxid-Partikel in Suspension, die dekantiert wurde (F4). 

Die beschriebenen Schritte wurden so oft wiederholt, bis keine Partikel mehr in 

Suspension gingen. Dabei wurden weitere Fraktionen gewonnen (F5-F6). Alle 

Fraktionen (F4-F6) wurden bei 3112 x g für 10 min bei RT zentrifugiert und durch 

Ultrafiltration mit einem 100 kDa PES-Filter (Vivaflow 200) bis  zu einer Leitfähig-

keit ≤ 10µS gewaschen und konzentriert.

Nach der Charakterisierung der Fraktionen (3.2.1.-3.2.5.) wurde die F5 

(73 mM Fe) für die in-vivo-Experimente ausgewählt.

3.1.4. Beschichtung von Eisenoxid-Nanopartikeln mit DL-Weinsäure

Zu 52 ml der vorher synthetisierten Eisenoxid-Nanopartikel-Suspension mit einem 

Eisengehalt von 0,404 mol/L Fe wurde eine Lösung aus  1,3 g Weinsäure (puriss. 

p.a.) und 10 ml deionisertem Wasser bei RT unter Rühren hinzugefügt. Die Sus-

pension wurde unter Rühren für 30 min auf 60°C erhitzt. Nach Ablauf der 30 min 

wurde so lange gewartet, bis die Suspension RT erlangt hatte. Anschließend wur-

de die Suspension magnetisch für 20 min separiert. Der Überstand (F1) wurde 

verworfen und das zurückbleibende Präzipitat wurde in 75 ml deionisiertem Was-

ser resuspendiert. Der pH wurde mit 1 N NaOH-Lösung auf 7,0 eingestellt und die 

Suspension wurde für 20 min magnetisch separiert. Der Überstand (F2) wurde de-

kantiert und das zurückbleibende Präzipitat erneut für 20 min magnetisch sepa-

riert. Der Überstand (F3) wurde abpipettiert. Die Suspensionen F2 und F3 wurden 

bei 3112 x g für 10 min (RT) zentrifugiert und über Ultrazentrifugation mit einem 

30 kDa PES Filter (Vivaflow 200) bis zu einer Leitfähigkeit ≤ 10µS gewaschen und 

auf ein Volumen von ungefähr 30 ml (F2) und 17,5 ml (F3) konzentriert.

Nach der Charakterisierung der Fraktionen (3.2.1.-3.2.5.) wurde die F2 

(78 mM Fe) für die in-vivo-Experimente ausgewählt.

3.1.5. Beschichtung von Eisenoxid-Nanopartikeln mit trans-Aconitsäure

Zu 104 ml der vorher synthetisierten Eisenoxid-Nanopartikel-Suspension mit ei-

nem Eisengehalt von 0,404 mol/L Fe wurden 3,65 g trans-Aconitsäure (98,0%) bei 

RT unter Rühren hinzugefügt. Anschließend wurde die Suspension unter Rühren 
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für 30 min auf 60°C erhitzt. Nach Ablauf der 30 min wurde so lange gewartet, bis 

die Suspension RT erlangt hatte. Nun wurde die Suspension für 20 min magne-

tisch separiert. Der Überstand (F1) wurde abpipettiert und verworfen. Das Präzipi-

tat wurde in 75 ml deionisiertem Wasser resuspendiert und der pH wurde mit 1 N 

NaOH-Lösung auf 7,0 eingestellt. Der Überstand (F2) wurde dekantiert und das 

Präzipitat erneut mit 75 ml deionisiertem Wasser resuspendiert. Der pH wurde mit 

1 N NaOH auf 7,0 eingestellt. Die bisherigen Schritte wurden mit einem pH von 

8,0 (F3) wiederholt. Eine vierte Fraktion (F4) wurde nach Resuspendierung mit 

deionisiertem Wasser ohne den pH einzustellen (F4) gewonnen. Die Suspensio-

nen wurden bei 3112 x g für 5 min (RT) zentrifugiert und über Ultrazentrifugation 

mit einem 100 kDa PES Filter (Vivaflow 200) bis zu einer Leitfähigkeit ≤ 10µS ge-

waschen und auf ein Volumen von ungefähr 20 ml (F2) und 17,5 ml (F3) konzen-

triert. Die Suspensionen wurden bei 4°C im Kühlschrank gelagert und waren nicht 

stabil bei einem pH von 7,5. 

3.1.6. Beschichtung von Eisenoxid-Nanopartikeln mit 4-Amino-5-hydroxy-

naphthalin-2,7-disulfonsäure

Zu 104 ml der vorher synthetisierten Eisenoxid-Nanopartikel-Suspension mit ei-

nem Eisengehal t von 0,404 mol /L Fe wurden 4,2 g 4-Amino-5- 

hydroxynaphthalin-2,7-disulfonsäure-monohydrat (85%) bei RT unter Rühren hin-

zugefügt. Anschließend wurde die Suspension unter Rühren für 30 min auf 60°C 

erhitzt. Nach Ablauf der 30 min wurde so lange gewartet, bis die Suspension RT 

erlangt hatte. Es folgte eine magnetische Separation für 10 min. Der Überstand 

(F1) wurde abgenommen und verworfen. Das Präzipitat wurde in 60 ml deionisier-

tem Wasser resuspendiert und der pH mit 1 N NaOH auf 7,0 eingestellt. Nach ei-

ner magnetischen Separation für 10 min wurde der Überstand (F2) abgenommen 

und verworfen. Erneut wurde das Präzipitat in 60 ml resuspendiert und für 10 min 

magnetisch separiert. Die beschriebenen Schritte wurden mehrere Male wieder-

holt, ohne dass Eisenoxid-Nanopartikel in Suspension gingen. 

3.1.7. Beschichtung von Eisenoxid-Nanopartikeln mit Tartronsäure

Zu 52 ml der vorher synthetisierten Eisenoxid-Nanopartikel-Suspension mit einem 

Eisengehalt von 0,404 mol/L Fe wurden 0,5 g Tartronsäure (≥97,0%) bei RT unter 
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Rühren hinzugefügt. Anschließend wurde die Suspension unter Rühren für 30 min 

auf 60°C erhitzt. Nach Ablauf der 30 min wurde so lange gewartet, bis  die Sus-

pension RT erlangt hatte. Die Suspension wurde für 20 min magnetisch separiert 

und der Überstand (F1) abgenommen und verworfen. Das Präzipitat wurde mit 

100 ml deionisiertem Wasser resuspendiert und der pH wurde mit 1 N NaOH-Lö-

sung auf 7,0 eingestellt. Der Überstand (F2) wurde mit einer Pipette abgenommen 

und verworfen. Das Präzipitat wurde erneut mit 100 ml deionisiertem Wasser re-

suspendiert und die Suspension wurde für 20 min magnetisch separiert, der pH 

mit 1 N NaOH-Lösung auf 7,0 eingestellt. Der Überstand wurde abgenommen und 

verworfen. Die beschriebenen Schritte wurden mehrere Male wiederholt, ohne 

dass Eisenoxid-Nanopartikel in Suspension erhalten wurden. 

3.1.8. Beschichtung von Eisenoxid-Nanopartikeln mit meso-2,3-Dimercapto-

bernsteinsäure (DMSA) 

Für die Erstellung von DMSA-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln wurde für die 

Beschichtung im Gegensatz zu den anderen organischen Säuren (siehe 

3.1.1.-3.1.7.) kein Überschuss im Verhältnis zum eingesetzten Gesamteisen ver-

wendet (siehe 3.1.). DMSA ist ein starker Chelator und könnte bei hoher Konzen-

tration die gebildeten Partikel reduktiv auflösen. Aus diesem Grund wurden im 

Verhältnis  zur Masse des insgesamt bei der Partikelsynthese verwendeten Eisens 

(Eisen(II)-chlorid und Eisen(III)-chlorid) 5% DMSA (98,0%) nach Fauconnier et al. 

während der Beschichtung hinzugegeben [99].

104 ml synthetisierte Nanopartikel-Suspension mit einem Eisengehalt von 

0,404 mol/L wurden ohne Zugabe von DMSA magnetisch separiert, um über-

schüssige Salze zu entfernen. Das Präzipitat wurde mit 80 ml deionisiertem Was-

ser resuspendiert. Nun wurde eine Lösung aus 0,403 g DMSA (98,0%) und 40 ml 

deionisertem Wasser unter Rühren bei RT zugefügt. Der pH wurde gemessen 

(5,7) und daraufhin tröpfchenweise mit 6 N HCL auf 3,0 eingestellt. Die Suspensi-

on wurde bei RT für zwei Stunden gerührt und die Nanopartikel wurden 4 mal 

durch magnetische Separation (jeweils 45 min) gewaschen. Dabei wurde jeweils 

der Überstand abgenommen, verworfen und das Präzipitat mit 100 ml deionisier-

tem Wasser resuspendiert. Anschließend wurde die Suspension mit 1,5 N NaOH 

auf pH 7,0 eingestellt und für 45 min magnetisch separiert. Der Überstand (F1) 
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wurde mit einer Pipette abgenommen, bei 3112 x g für 10 min bei RT zentrifugiert, 

durch Ultrafiltration (Vivaflow 200 Filter; 30 kDa PES) bis zu einer Leitfähigkeit 

≤ 10µS gewaschen und auf ein einem Volumen von ungefähr 20 ml konzentriert. 

Anschließend wurde das Präzipitat in 100 ml deionisiertem Wasser resuspendiert, 

der pH mit 1,5 N NaOH auf 7,0 eingestellt und der Überstand (F2) dekantiert. Er-

neut wurde durch Ultrafiltration (Vivaflow 200 Filter; 30 kDa PES) bis  zu einer Leit-

fähigkeit ≤ 10µS gewaschen und bis zu einem Volumen von ungefähr 20 ml kon-

zentriert. Die beschrienen Schritte wurden mehrere Male wiederholt, so dass 

sechs weitere Fraktionen (F3-F8) erhalten wurden. 

Nach der Charakterisierung der Fraktionen (3.2.1.-3.2.5.) wurde die F6 

(97 mM Fe) für die in-vivo-Experimente ausgewählt.

3.1.9. Beschichtung von Eisenoxid-Nanopartikeln mit Maleinsäure

Zu 52 ml der vorher synthetisierten Eisenoxid-Nanopartikel-Suspension mit einem 

Eisengehalt von 0,404 mol/L Fe wurde eine Lösung aus 2,0 g Maleinsäure 

(≥99,0%) und 10 ml deionisertem Wasser bei RT unter Rühren hinzugefügt. An-

schließend wurde die Suspension für 30 min auf 60°C erhitzt. Nach Ablauf der 

30 min wurde so lange gewartet, bis die Suspension RT erlangt hatte und die 

Suspension wurde für 20 min magnetisch separiert. Der Überstand (F1) wurde 

abgenommen und verworfen. Das Präzipitat wurde in 75 ml deionisiertem Wasser 

resuspendiert. Auch nach mehreren magnetischen Separationen und nach Einstel-

len des pH Wertes auf 7,0, 10,0 und 3,0 konnten keine stabile Nanopartikel in 

Suspension generiert werden. Für das Einstellen des pH-Wertes wurden 1,5 N 

NaOH bzw. 3 N HCL benutzt. 

3.2. Charakterisierung der Eisenoxid-Nanopartikel

3.2.1. Messung der hydrodynamischen Größe per Zetasizer (dynamische 

Lichtstreuung)

Der hydrodynamische Durchmesser der elektrostatisch stabilisierten Eisenoxid-

Nanopartikel wurde mit dem Gerät Zetasizer Nano ZS der Firma Malvern Instru-

ments (Herrenberg, Deutschland) über dynamische Lichtstreuung bestimmt. Hier-
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für wurden 60 µl in eine Ultramikroküvette (105.251.005-QS, 3 x 3 mm) der Firma 

Hellma Analytics (Mühlheim, Deutschland) pipettiert und anschließend bei 23°C 

sowie einem Messwinkel von 173° bezüglich der Größe gemessen. Die Größen-

bestimmung wurde jeweils  bei einer Eisenkonzentration von 1 mM in HEPES-Puf-

fer (10 mM, pH 7,4) durchgeführt. Relevant waren insbesondere die Anzahlvertei-

lungen. Als Software diente Zetasizer. 

3.2.2. Bestimmung des Zetapotentials

Das Zetapotential, mit dem man Aussagen über die Ladung des zu untersuchen-

den Stoffes treffen kann, wurde ebenfalls mit dem Gerät Zetasizer Nano ZS der 

Firma Malvern Instruments (Herrenberg, Deutschland) erfasst. Jeweils 1 ml der 

jeweiligen Nanopartikel-Suspension in einer Konzentration von 1 mM Fe (in HE-

PES-Puffer, 10 mM, pH 7,4) wurde vorsichtig mit einer 1 ml Spritze in eine gefalte-

te Einweg-Kapillarzelle (Malvern) eingeführt, wobei genau darauf geachtet wurde 

Luftblasenentstehung zu vermeiden. Für die Bestimmung wurde die Methode 

„Smulochowski“ im Zetapotential-Modus der Software Zetasizer gewählt. Aus vier 

durchgeführten Messungen wurde jeweils der Mittelwert gebildet. 

3.2.3. Bestimmung der Relaxivitäten

Die T1- und T2-Relaxationszeiten der verschiedenen elektrostatisch stabilisierten 

Eisenoxid-Nanopartikel wurden mit einem MR-Spektrometer nq40 NMR analyzer 

(40 mHz, 0,94 T) der Firma Bruker BioSpin (Karlsruhe, Deutschland) bestimmt. In 

Abhängigkeit der Eisenkonzentration wurden die Relaxivitäten separat durch An-

passen der Relaxationsraten (Relaxationszeit-1) an eine lineare Funktion ermittelt. 

Die Messungen für die jeweilige Konzentration wurden in einem Volumen von 1 ml 

in NMR-Proberöhrchen (5 mm x 203 mm, dünnwandig) der Firma VWR bei einer 

konstanten Temperatur von 37°C durchgeführt. Hierfür wurden die Proben in ei-

nem Wasserbad bei 40°C vorgewärmt. Die Proben wurden jeweils  in deionisiertem 

Wasser verdünnt und in den Konzentrationen 0,5 mM, 1,0 mM und 1,5 mM Fe 

gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der Software the minispec. 
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3.2.4. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) der synthetisierten Ei-

senoxid-Nanopartikel

Die Eisenoxid-Nanopartikel wurden mittels High Resolution Transmissionselektro-

nenmikroskopie (TEM) mit dem TECNAI G2 20 S-Twin (FEI-Company, Hillsboro 

OR, USA) analysiert. Hierfür wurden wenige Mikroliter verdünnter Eisenoxid-Na-

nopartikel-Suspension auf ein mit Kohlenstoff beschichtetes Kupfergitter aufgetra-

gen und vor dem Messen luftgetrocknet. Die Messungen wurden von Herrn Sören 

Selve von der Technischen Universität Berlin (Berlin, Deutschland) in der Zentral-

einrichtung Elektronenmikroskopie durchgeführt. 

3.2.5. Bestimmung der Eisenkonzentrationen

Um die Eisenkonzentration der Nanopartikel zu bestimmen, wurden sie mit 6 N 

HCL-Lösung aufgelöst und das Fe2+ mit Wasserstoffperoxid (30%) zu Fe3+ oxi-

diert. Hierfür wurde eine Lösung aus HCL und H2O2 im Verhältnis 1000:1 verwen-

det, mit der auch eine Standardreihe (0,5-6 g/L) aus einer Eisen-Stammlösung 

(20 g/L) hergestellt wurde. Anhand der Standardreihe wurde eine Eichgerade 

erstellt, über die letztendlich die Eisenkonzentrationen der Proben bestimmt wur-

den. Die Proben bzw. Standardlösungen wurden 1:100 mit der HCL-H2O2-Lösung 

versetzt und bei RT 30 min zum vollständigen Lösen/Oxidieren inkubiert. An-

schließend wurden die Proben in die Vertiefungen einer 96-well Platte (Becton 

Dickinson, Heidelberg, Deutschland) pipettiert und im Mikrotiterplatten-Spektral-

photometer Power Wave XS2 der Firma BioTek (Bad Friedrichshall, Deutschland) 

bei einer Wellenlänge von 410 nm (Absorptionsmaximum von Fe3+) gemessen. 

Die Partikellösungen wurden vor dem Aufschluss in der Regel 1:10 bzw. 1:20 ver-

dünnt und die Messungen wurden als  Doppelbestimmungen durchgeführt. Die 

Auswertung der Eisenbestimmungen erfolgte mit der Software Gen5. 

3.2.6. Auswahl der Fraktionen und Konzentrierung der Nanopartikel-Sus-

pensionen

Nach Bestimmung der Eisenkonzentration (3.2.5), des  hydrodynamischen Durch-

messers (3.2.1) und der Relaxivität (3.2.3) wurden pro Ansatz jeweils die Fraktio-

nen gewählt, die hinsichtlich ihrer hydrodynamischen Größe die höchsten Über-

Methoden

41



einstimmungen mit VSOP aufwiesen. Um die gewünschte Dosis von 500 µmol Fe/

kg in die Versuchsmäuse injizieren zu können, war eine Konzentrierung einzelner 

Fraktionen notwendig. Mit 30 kDa-Amicon-Filtern aus regenerierter Zellulose (Mil-

lipore) wurde bei RT für mindestens 10 min mit einem maximalen Ausgangsvolu-

men von 4 ml mit einer Tischzentrifuge 5415D (Eppendorf) bei 1000 x g zentrifu-

giert. Anschließend erfolgte eine Eisenbestimmung (3.2.5) sowie die Formulierung 

der Partikel (3.2.7). 

3.2.7. Formulierung der Nanopartikel

Alle synthetisierten Nanopartikel wurden für die in-vivo-Versuche mit 6% Mannitol  

(w/v) (Sigma) formuliert. Anschließend wurden alle Nanopartikel-Lösungen mit 

Spritzenfilter aus Cellulose (Sartorius, 0,2 µm) sterilfiltriert und nochmals einer Ei-

senbestimmung (siehe 3.2.5.) unterzogen, der eine Größenbestimmung mittels 

dynamischer Lichtstreuung im Zetasizer folgte (siehe 3.2.1.), um unerwünschte 

Aggregationen der resultierenden formulierten Nanopartikel-Suspensionen aus-

schließen zu können. Die Eisenkonzentrationen der einzelnen Fraktionen für die 

in-vivo-Versuche waren nach Konzentrierung und Formulierung: 150 mM für 

VSOP, 174 mM für Etidronsäure-, 186 mM für Weinsäure-, 166 mM für Äpfelsäure- 

und 131 mM für DMSA-Eisenoxid-Nanopartikel. 

3.3. Tierversuche

3.3.1. Injektion und Gewebeentnahme

Die männlichen ApoE-/--Mäuse wurden nach 16-wöchiger Western Typ Diät (be-

ginnend in einem Alter von acht Wochen) bezüglich der Eisenoxid-Partikel-Anrei-

cherung untersucht. Um unspezifische Anreicherungen der Nanopartikel in gesun-

den Gefäßwänden zu untersuchen, wurden C57/Bl6-Mäuse (Wildtyp) entspre-

chend im Alter von 24 Wochen analysiert. Nachdem die Tiere unter Verwendung 

eines Anästhesiegeräts (Völker) mit 1-2%haltigem Isofluran-Sauerstoff-Gemisch 

anästhetisiert worden waren, erfolgte die intravenöse Applikation (Schwanzvene) 

der jeweiligen Nanopartikel-Suspension in einer Dosis von 500 µmol Fe/kg. Drei 

Stunden nach Kontrastmittelgabe (siehe Bestimmung der Halbwertszeiten 4.3.) 
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wurden die Mäuse unter Anästhesie zunächst mit 20 ml eiskaltem PBS perfun-

diert, um das Blut zu entfernen. Anschließend wurde das  Gewebe mit 4% Para-

formaldehyd (PFA) fixiert. Die Perfusion erfolgte mit Hilfe einer Spritzenpumpe (A-

laris), die eine kontrollierte Perfusion gewährleistet mit einer Geschwindigkeit von 

170 ml/h. Durch die Perfusion wird eine bestmögliche Fixierung des Gewebes ge-

währleistet. In der Folge wurden die Aorta mit abgehenden Gefäßen (Truncus bra-

chiocephalicus bzw. Carotis dextra, Subclavia dextra, Carotis sinistra und Subcla-

via sinistra), Leber, Milz, Niere und Lunge entnommen und in 4% PFA nachfixiert. 

Bis zu den nachfolgenden Experimenten wurden die Organe bei 4°C gelagert. 

3.3.2. Blutentnahme

Zur Bestimmung der Blutzirkulationszeiten (Halbwertszeiten) der VSOP in              

ApoE-/--Mäusen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach Kontrastmittelgabe 

Blut entnommen. Die Blutentnahme erfolgte unter Anästhesie mit 1-2%haltigem 

Isofluran-Sauerstoff-Gemisch über eine Herzpunktion. Das  Blutvolumen lag zwi-

schen 0,8 und 1,2 ml. Nach Entnahme wurde das Blut in sterile EDTA-Monovetten 

(Sarstedt) überführt und bis zur Messung bei 4°C gelagert. Die Tiere wurden un-

mittelbar im Anschluss an die Blutentnahme perfundiert (siehe 3.3.1.). 

3.4. Histologie

3.4.1. Behandlung von Gewebe für Paraffinschnitte

Die in 4% PFA fixierten Gewebe wurden mit Hilfe des Gewebeeinbettautomats TP 

1020 von Leica bearbeitet. Dabei wurde folgendes Programm eingesetzt (Tabelle 

3.2): 
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3.4.2. Anfertigung von Paraffingewebeschnitten

Die Paraffingewebeschnitte wurden aus den zuvor erstellten Paraffinblöcken mit 

einem Mikrotom (RM 2125 RT; Leica) erstellt. In Abhängigkeit der Färbung wurde 

die Dicke der Schnitte im Bereich zwischen 5 und 10 µm gewählt. Es wurden mit 

Teflon beschichtete Mikrotomklingen (S 35; Feather) verwendet. Für die Berliner-

Blau-Färbung zum Nachweis der Eisenoxid-Nanopartikel wurden durchgehend 

Konsekutivschnitte von Aorta, Truncus brachiocephalicus und der Aortenwurzel 

angefertigt, um später potentielle Korrelationsfärbungen anfertigen zu können. 

Nach dem Schneiden am Mikrotom wurden die Schnitte vorsichtig mit einem Pin-

sel in ein 40°C warmes Wasserbad überführt. Abschließend wurden die Schnitte 

auf beschichtete Objektträger (Super Frost®Plus; Thermo Scientific) aufgezogen 

und über Nacht bei 37°C im Trockenschrank getrocknet.  

Tabelle 3.2: Programm des Gewebeeinbettautomats zur Bearbeitung der Gewebe für die 
Erstellung von Paraffinschnitten.

Lösung Inkubationszeit [min]

70%iges Ethanol 60

70%iges Ethanol 60

80%iges Ethanol 60

90%iges Ethanol 60

96%iges Ethanol 60

100%iges Ethanol 60

100%iges Ethanol 60

70% Ethanol, 30% Xylol 60

Xylol 60

Xylol 60

Paraffin 60

Paraffin 60
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3.4.3. Histologische Färbungen

3.4.3.1. Berliner-Blau-Färbung

Um die Eisenoxid-Nanopartikel innerhalb der Plaques nachzuweisen, wurde jeder 

fünfte Schnitt des atherosklerotischen Gewebes Berliner-Blau gefärbt. Es wurden 

Schnittdicken von 5 µm und 10 µm verwendet. Die zuvor deparaffinierten (2 x für 

10 min Xylol; 2 x für 5 min 100%iges Ethanol; 5 min 95%iges Ethanol; 5 min 

80%iges Ethanol; 5 min 70%iges Ethanol; 2 x 5 min deionisiertes Wasser) Schnit-

te wurden 5 min in 200 ml 1%iger Kaliumhexacynoferrat (II)-Lösung inkubiert, in 

die nach Ablauf der 5 Minuten 10 ml 6 N HCL zugegeben wurde [140]. Die Schnit-

te wurden in der angesäuerten 1%igen Kaliumhexacynoferrat (II)-Lösung weitere 

25 min inkubiert. Anschließend wurde zweimal mit deionisiertem Wasser gewa-

schen und mit 0,1% Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Lösung (Merck) für 30 sek ge-

gengefärbt. Nach zweimaligem Waschen für 5 min wurden die Schnitte über eine 

aufsteigende Alkoholreihe (2 x 5 min 70%iges Ethanol; 5 min 80%iges Ethanol; 

5 min 95%iges Ethanol; 10 min 100%iges Ethanol und 2 x 10 min in Xylol) dehy-

driert. Abschließend wurden die gefärbten Schnitte mit dem wasserfreien Ein-

deckmedium Neo-Mount® (Merck) eingedeckelt. 

Für die in-situ-Färbung der Aorta samt abgehender Gefäße wurde das mit Forma-

lin fixierte Gewebe wie oben beschrieben für die gleiche Zeit (30 min) in einer Pe-

trischale angefärbt. Es wurden zwischen 40 und 60 ml der 1%igen Kaliumhe-

xacynoferrat(II)-Lösung verwendet. Nach 30 min wurde die Färbereaktion 

gestoppt, indem das Gewebe in eine Petrischale mit PBS überführt wurde. Dieses 

Vorgehen wurde wiederholt, so dass insgesamt dreimal in PBS-Puffer gewaschen 

wurde. Das Gewebe wurde ausschließlich mit Plastikpinzetten bearbeitet, um Ver-

unreinigungen durch eisenhaltige Pinzetten ausschließen zu können. Anschlie-

ßend wurde das Gewebe in Einbettmedium zum Kryoschneiden (Tissue Tek® 

O.C.T. Compound; Sakura) eingebettet und bei -20°C im Gefrierschrank gelagert. 

Die Gefäße wurden mit einem Kryostat (2800 Frigocut-E; Leica) in 10 µm dünne 

Schnitte geschnitten. Es wurden für Kryogewebe geeignete Mikrotomklingen 

(C 35; Feather) mit einer Teflonbeschichtung verwendet. Nach dem Aufziehen auf 

Objektträger (Super Frost®Plus; Thermo Scientific) wurden die Schnitte zweimal 

für 5 min mit deionisiertem Wasser inkubiert, um das Eindeckmedium zu entfer-

nen. Anschließend wurden die Schnitte 30 sek in 0,1% Kernechtrot-Aluminiumsul-

Methoden

45



fat (Merck) gegengefärbt, zweimal in deionisertem Wasser gewaschen und mit 

wasserlöslichem Eindeckmedium (Aquatex®; Merck) eingedeckelt. 

3.4.3.2. Movat-Färbung

Die Movat-Färbung differenziert verschiedene Komponenten des Bindegewebes 

bzw. der extrazellulären Matrix. Im Unterschied zum Standard-Protokoll des Her-

stellers (Morphisto) wurden die Färbezeiten der einzelnen Lösungen leicht variiert 

(siehe unten) und die Verhoeffsche Lösung zur Färbung von Zellkernen ausgelas-

sen. Die zuvor deparaffinierten Schnitte (siehe 3.4.3.1.) wurden zunächst für 30 

sek in 3%iger Essigsäure und anschließend für 25 min in Alcianblau (Morphisto) 

inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in deionisiertem Wasser (jeweils 1 min) 

folgte eine einminütige Färbung in Eisen(II)-chlorid und eine zehnminütige Diffe-

renzierung in Leitungswasser. Anschließend wurden die Schnitte kurz in Essigsäu-

re (1%, 10 sek) eingetaucht und für 15 min in 2%iger Phosphorwolframsäure ge-

färbt. Einer erneuten Inkubation in 1%iger Essigsäure schlossen sich 2 Schritte in 

100%igem, unvergälltem Ethanol (jeweils 90 sek) an. Für 15 min wurde das Kolla-

gen in Safron du Gatinais angefärbt. Abschließend wurden die Schnitte mit einer 

aufsteigenden Ethanolreihe (siehe 3.4.3.1.) dehydriert, in Xylol inkubiert (zweimal 

für 5 min) und mit wasserfreiem Eindeckmedium (Neo-mount®; Merck) eingede-

ckelt. 

3.4.3.3. Von Kossa-Färbung

Die von Kossa-Färbung ist ein indirekter Nachweis für Kalzium. Hierbei wird Kalzi-

um in den Karbonaten und Phosphaten gegen Silberionen ausgetauscht, die an-

schließend zu metallischem Silber reduziert werden. Dieser Vorgang wird durch 

kurzwelliges bzw. Licht im UV-Bereich gefördert. Im Ergebnis sind bräunliche bis 

schwarze Färbungen an Orten von Kalzium-Ablagerungen zu erkennen. Nachdem 

die Schnitte deparaffiniert wurden (siehe 3.4.3.1.), folgte eine Inkubation in 5%iger 

wässriger Silbernitratlösung unter Einwirkung von UV-Licht (UV-Lampe von Ben-

da) für 30 min. Die Schnitte wurden folgend in deionisiertem Wasser gewaschen 

und in 5%iger Natriumthiosulfatlösung für 2 min fixiert. Einem anschließenden 

Waschschritt (1 min) folgte die Gegenfärbung mit 0,1% Kernechtrot-Aluminiumsul-

fat (Merck) für 30 sek. Nach zweimaligem Waschen in deionisiertem Wasser wur-

den die Schnitte über eine aufsteigende Alkoholreihe (siehe 3.4.3.1.) dehydriert, 
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zweimal für 5 min in Xylol inkubiert und mit wasserfreiem Eindeckmedium (Neo-

mount®; Merck) eingedeckelt.

3.4.4. Immunhistochemische Färbungen

Für Korrelationsfärbungen zu detektiertem Eisen innerhalb der atherosklerotischen 

Plaques wurden immunhistochemische Färbungen von in Paraffin eingebetteten 

Schnitten angefertigt. Zunächst wurden die Schnitte in Xylol deparaffiniert und   

über eine absteigende Alkoholreihe für die folgende Antikörperbehandlung zu-

gänglich gemacht (siehe 3.4.3.1.). Es folgte eine Antigendemaskierung mit einem 

Citrat-Puffer (10 mM Trinatriumcitrat-Dihydrat; 0,05% Tween 20, pH 6,0) durch 

kurzes Erhitzen in der Mikrowelle, wodurch sich die Formaldehyd-Vernetzung der 

Proteine partiell auflöst, was eine verbesserte Zugänglichkeit der Proteine zur Fol-

ge hat. Danach folgte der Peroxidase-Block (PBS + 0,3% H2O2) für 30 min. Nach 

kurzem Waschen in demineralisiertem Wasser, schloss sich eine Inkubation in 

PBS und 0,1% Triton X-100 für 15 min an. Anschließend erfolgte der Avidin-Block 

(Vector Laboratories) für 15 min und nach kurzem Waschen der Biotin-Block (Vec-

tor Laboratories) für 15 min. Daraufhin wurden für eine Stunde unspezifische Bin-

dungsstellen des  sekundären Antikörpers mit PBS, 1% BSA und 10% Ziegense-

rum geblockt. Über Nacht wurde mit dem primären Antikörper (in PBS, 10% FCS) 

inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Schnitte zuerst für 15 min mit PBS und 

0,1% Triton x-100 gewaschen. Um den primären Antikörper zu detektieren, wurde 

ein mit Biotin gekoppelter sekundärer Antikörper verwendet, der in PBS-Puffer mit 

10% FCS in einer Verdünnung von 1:200 verwendet wurde. Es wurde für eine 

Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem für 10 min in PBS gewaschen 

wurde, erfolgte eine 30-minütige Inkubation mit dem ABC-Komplex (Vector Labor-

atories) in 10 mM Na-Phosphatpuffer, 140 mM NaCl, pH 7,5. Einem kurzen 

Waschschritt schloss sich die Färbung mit Diaminobenzidin (DAB) nach Angaben 

des Herstellers an. Nach einigen Minuten wurde die Reaktion mit PBS abgestoppt 

und mit Mayers  Hämalaun-Lösung (Merck) für 20 sek gegengefärbt. Abschließend 

wurden die Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe wieder dehydriert und 

nach Inkubation in Xylol (zweimal für 5 min) mit wasserfreiem Eindeckmedium 

(Neo-mount®; Merck) eingedeckelt. 
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3.5. Magnetresonsanztomographie

3.5.1. In-vivo-MRT

Die Anreicherung der VSOP in der Aortenwurzel von ApoE-/--Mäusen wurde in vivo 

am Kleintier-MRT (7T Bruker Pharmascan) gemessen. Hierfür wurden die Tiere 

mit einer Mischung aus Isofluran (1-2%) und Sauerstoff unter Verwendung eines 

Anästhesiegeräts (Völker) narkotisiert und in einer 38 mm Volumenspule (RF-Spu-

le) platziert. Die Körpertemperatur wurde mit Hilfe eines wasserdurchfluteten 

Wärmebetts  bei 37°C konstant gehalten. 

Zur Detektion der VSOP wurde eine T2*-gewichtete Gradientenechosequenz 

(Fast Low-Angle Shot; FLASH) mit relativ langer Echozeit verwendet (siehe Tabel-

le 3.3). Die Messungen wurden zunächst vor Injektion (prescan), als auch 3 Stun-

den nach intravenöser (i.v.) Injektion von 500 µmol Fe/kg VSOP durchgeführt, um 

einen Effekt der VSOP in der Aortenwurzel bzw. den atherosklerotischen Plaques 

in der Aortenwurzel detektieren zu können. 

Die Messungen wurden atmungsgetriggert und EKG-getriggert durchgeführt, um 

durch Atmungs- und Herzbewegungen verursachte Bewegungsartefakte zu ver-

meiden [141]. Dadurch wurde die Datenakquisition jeweils in der gleichen Atempe-

riode (Ausatmung) und Herzphase (Endsystole) durchgeführt, da hier die Herzbe-

wegung minimal ist. Hierfür wurde einerseits  ein Atmungskissen (Graseby) am 

Rücken der ApoE-/--Mäuse und andererseits selbstklebende EKG-Elektroden  

(Healthcare) an den Pfoten der Tiere angebracht. Das Monitoring von Atmung und 

Herzfrequenz erfolgte über die Software (SA Instruments, Inc.), wobei darauf ge-

achtet wurde, dass die Atmung in einem konstanten Bereich um die 80 Züge pro 

Minute lag. 

Zur Planung der Messung erfolgte zunächst die Aufnahme einer Tri-Pilot-Sequenz 

zur Lokalisierung der Aorta bzw. der Aortenwurzel (Tabelle 3.3). Anschließend 

wurde mit einer CINE-Sequenz, die Bilder einer Schnittebene durch das Herz in 

mehreren Herzphasen aufnimmt, die optimale Herzphase für die folgende Mes-

sung bestimmt. In der Herzphase, in der das  Blut in der Aorta hell erschien und die 

Artefakte aufgrund der Herzbewegung oder des  Blutflusses  am geringsten waren, 

wurde schließlich die FLASH-Sequenz in der Schnittebene der Aortenwurzel, also 

senkrecht zur Aorta, akquiriert. 
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3.5.2. Erstellen eines Phantoms für ex-vivo-MRT-Untersuchungen

Für ex-vivo-MRT-Untersuchungen wurden die präparierten und anschließend fi-

xierten Aorten (siehe 3.3.1.) mit abgehenden Gefäßen von ApoE-/--Mäusen sowie 

Bl6/C57-Mäusen verwendet. Die Gefäße wurden hierfür in Agarose eingebettet, 

das als Trägermedium diente. Zunächst wurden die Gefäße unter dem Präparati-

onsmikroskop vorsichtig von Fettgewebe befreit, da es die Entstehung von Luft-

blasen begünstigt und dadurch die Ergebnisse verfälschen kann. Luftblasen füh-

ren in T2- bzw. T2*-gewichteten Gradientenecho-Sequenzen ebenso zu Signal-

Auslöschungen wie superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel. Daher wurde 

eine zuvor in PBS gelöste 3%ige und Low Melting Agarose (Sigma) für 30 min im 

Ultraschallbad entgast und dann vorsichtig über das Herz mit einer 2 ml Spritze 

und 27 G Kanüle in die Gefäße injiziert. Die LM-Agarose wurde im Ultraschallbad 

auf eine Temperatur von 40°C erwärmt, um einen flüssigen Zustand zu gewähr-

leisten. Die mit LM-Agarose perfundierten Gefäße wurden nachfolgend für 15 min 

in ein mit 25 ml LM-Agarose gefülltes Becherglas (50 ml) überführt, um die Agaro-

se gleichmäßig innerhalb der Gefäße zu verteilen. Die Agarose wurde unter Rüh-

ren bei einer konstanten Temperatur bei 40°C gehalten. Nun erfolgte die Überfüh-

rung in ein 15 ml Falcon-Röhrchen, das  kurz zuvor ebenfalls vorsichtig mit der 

entgasten LM-Agarose befüllt wurde. Um das Gewebe besser platzieren zu kön-

nen, sowie eine Luftblasenentstehung zu vermeiden, wurde das Falcon-Röhrchen 

aufgeschnitten, so dass es von oben zugänglich war (Abbildung 3.1). Zuletzt wur-

den entstandene Luftbläschen vorsichtig mit einer Pinzette unter dem Präparati-

Tabelle 3.3: Sequenzen mit jeweiligen Parametern der in-vivo-Messung zur Akkumulation 
von VSOP in der Aortenwurzel.

Parameter Tri-Pilot CINE FLASH

TE [ms] 2,2 2,5 5,3

TR [ms] 100 8 10,3

FOV [cm] 6,0 6,0 3,0

flip angle [°] 30 15 30

Auflösung [µm] 234 x 234 312 x 312 117 x 117

Mittlungen 2 6 16

Schichtdicke [µm] 1000 1000 500
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onsmikroskop entfernt. Das Phantom wurde bis  zur Messung mind. 20 min stehen 

gelassen, um die LM-Agarose erstarren zu lassen. 

3.5.3. MRT-Messung der ex-vivo-Phantome

Die Messungen der ex-vivo-Phantome (siehe 3.5.2.) der atherosklerotischen Ge-

fäße der zuvor i.v. injizierten ApoE-/--Mäuse erfolgte mit dem 7T Pharmascan 70/

16 (Bruker BioSpin MRI GmbH, Ettlingen, Deutschland). Der Scanner ist mit aktiv 

abgeschirmten Gradientenspulen (300 mT/m, Anstiegszeit 80 µs) ausgestattet. 

Für die Messungen wurde eine Mauskopfspule (RAPID Biomedical, Würzburg, 

Deutschland) mit einem Durchmesser von 20 mm verwendet. 

Um das Gewebe zu lokalisieren und im optimalen Messbereich zu platzieren wur-

de zunächst ein Tri-Pilot-Scan durchgeführt. Anschließend wurde eine 3D-Flash 

Sequenz mit geringer Auflösung, gefolgt von einer 3D-Flash-Sequenz mit hoher 

Auflösung ausgeführt (Tabelle 3.4). 

Abbildung 3.1: Exemplarische Abbildung eines in 3%iger LM-Agarose erstellten Phantoms 
von Herz, Aorta und abgehenden Gefäßen einer ApoE-/--Maus in einem oben aufgeschnitte-
nen 15 ml Falcon-Röhrchen. Im Lumen des Aortenbogens sind die atherosklerotischen Plaques 
in weißem Kontrast zu erkennen.
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3.5.4. Semi-Quantifizierung der ex-vivo-MRT-Messungen

Um die Anreicherung der verschiedenen Eisenoxid-Nanopartikel in den athe-

rosklerotischen Gefäßen zu evaluieren und untereinander vergleichen zu können, 

wurden semi-quantitative Auswertungen der ex-vivo-Messungen im Bereich der 

Aortenwurzel vorgenommen. In der 3D-FLASH-Sequenz erzeugen die superpa-

ramagnetischen Nanopartikel im Vergleich zum nicht markierten Gewebe eine 

Minderung des Signals. Mit Hilfe der Software Visage 7 bestand die Möglichkeit, 

einen beliebigen Gewebebereich für die Quantifizierung in der benötigten Ausrich-

tung heranzuziehen. Da die ersten atherosklerotischen Läsionen in der Aorten-

wurzel der ApoE-/--Mäuse auftreten und dort mit zuverlässiger Konstanz zu erwar-

ten sind, wurde dieser Bereich für die Auswertung herangezogen. Anhand einer 

Messung wurde ein bestimmter Schwellenwert (Grauwert) bei der ersten Messung 

festgelegt. Dunkle Voxel unterhalb dieses Wertes wurden als Partikelanreicherung 

gewertet. Da es bei jeder Messung zu geringfügigen Abweichungen kommt, z. B. 

aufgrund einer minimalen Veränderung bei der Platzierung der Spule oder bei der 

Abstimmung des Messgerätes, wurde der Schwellenwert relativ zum Signal der 

umgebenden Agarose ermittelt und dieser relative Wert auf die Vergleichsmes-

sungen angewandt. Durch Normierung war somit eine direkte Vergleichbarkeit der 

Schwellenwerte gewährleistet. Der Schwellenwert besaß eine Signalintensität von 

67% im Verhältnis zur umliegenden Agarose. Alle Voxel, die unterhalb dieses be-

stimmten Schwellenwerts lagen, wurden innerhalb der Gefäßwand im Bereich der 

Aortenwurzel addiert. Die Anzahl der Voxel unterhalb des Schwellenwerts, d. h. 

Tabelle 3.4: MRT-Sequenzen mit Parametern der ex-vivo-Messungen zur Evaluierung der 
Anreicherung der Eisenoxid-Nanopartikel in der Aortenwurzel.

Parameter Tri-Pilot 3D-FLASH highres 3D-Flash

TE [ms] 5 6 6

TR [ms] 200 30 30

FOV [cm] 5 1.92 x 1.92 x 1.92 1.92 x 1.92 x 1.92

flip angle [°] 30 35 30

Auflösung [µm] 312 x312 125 x 125 75 x 100

Mittlungen 1 2 6

Schichtdicke [µm] 2000 250 100
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dunkle Voxel wurde relativ zur Fläche des Gefäßes gemessen. Pro Partikel wur-

den 5 Tiere gemessen und je Maus  wurden 5 aufeinanderfolgende Schnitte der 

Aortenwurzel ausgewertet. Für die statistische Berechnungen wurde zunächst ei-

ne einfaktorielle ANOVA (analysis of variance) durchgeführt, um Unterschiede un-

ter den Gruppen zu evaluieren. Um einzelne Gruppen untereinander zu verglei-

chen wurde anschließend der Tukey-Test mit Hilfe der GraphPad Prism Software 

benutzt.

3.6. TEM von atherosklerotischen Plaques

Für die Transmissionselektronenmikroskopie der atherosklerotischen Plaques 

wurde die hierfür erforderliche Gewebe-Fixierung angewendet. Drei Stunden nach 

i.v. Injektion von jeweils 500 µmol Fe/kg Nanopartikeln unter Anästhesie durch ein 

1-2%-haltiges Isofluran-Sauerstoff-Gemisch (siehe 3.3.1.), wurden die ApoE-/--

Mäuse mit 20 ml Kacodylatpuffer (0,1 M, pH 7,2) perfundiert, um das Blut 

vollständig aus dem Körper zu entfernen. Im Anschluss wurde die Perfusion unter 

einem Abzug mit 20 ml Glutaraldehyd (2,5%, in 0,1 M Kakodylatpuffer, pH 7,2) zur 

Fixierung fortgeführt. Die Perfusion wurde mit einer Spritzenpumpe (Alaris) und 

einer Geschwindigkeit von 170 ml/h durchgeführt. Herz, Aorta mit abgehenden 

Gefäßen sowie Leber wurden vorsichtig herauspräpariert und in 2,5% Glutaralde-

hyd (in 0,1 M Kakodylatpuffer, pH 7,2) bei 4°C postfixiert. 

Nachdem die Proben in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert wurden, er-

folgte das Einbetten in Epon (Serva). Für einen generellen Überblick wurden zu-

nächst Semidünnschnitte (0,5 µm) angefertigt, die einer Färbung nach Richardson 

unterzogen wurden. Parallel zu den Semidünnschnitten erfolgte dann die Erstel-

lung von Ultradünnschnitten (70 nm) zur Evaluierung der Eisenoxid-Nanopartikel. 

Alle Schnitte wurden in einer 1%-igen Lösung für 1,5 h osmiert. Eine Schnittfixie-

rung mit Schwermetall, die den Kontrast in biologischem Gewebe verbessert, wur-

de auf einigen Ultradünnschnitten durchgeführt. Das Einbetten und Schneiden des 

Gewebes wurde von Frau Petra Schrade durchgeführt (Charité Berlin, Elektro-

nenmikroskopie am CVK). Gleichzeitig wurden Parallelschnitte ohne Schnittfixie-

rung unter dem TEM analysiert, um potentielle Unterschiede der Schwermetallfi-

xierung hinsichtlich der Identifizierung der Eisenoxid-Nanopartikel zu untersuchen. 

Für die Identifikation der Eisenoxid-Nanopartikel innerhalb der atherosklerotischen 
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Plaques, wurden letztendlich ausschließlich nicht kontrastierte Schnitte benutzt, da 

auf diesen Schnitten der Eigenkontrast der Eisenoxid-Nanopartikel zur eindeutigen 

Identifikation genutzt werden konnte. Auf Schnitten, die einer Behandlung mit 

Schwermetall unterzogen wurden, überlagerte diese Schnittfixierung den Kontrast 

der Eisenoxid-Nanopartikel, so dass diese nicht eindeutig detektiert werden konn-

ten. Die Analyse der Gewebe erfolgte auf einem Zeiss EM906 (Oberkochen, 

Deutschland). Resultierende Negative wurden eingescannt und mit ImageJ sowie 

Adobe Photoshop bearbeitet. 

3.7. Magnetische-Partikel-Spektrometrie (MPS)

Nachweis sowie Quantifizierung der vier verschiedenen in vivo untersuchten Ei-

senoxid-Nanopartikel innerhalb der atherosklerotischen Plaques erfolgte über die 

Magnetische-Partikel-Spektrometrie (MPS) [142]. Für die Messungen wurde ein 

kommerziell erhältliches MPS-Gerät (Bruker BioSpin MRI GmbH) benutzt. MPS 

detektiert spezifisch die nichtlineare magnetische Resonanz von magnetischen 

Nanopartikeln, die einem oszillierenden magnetischen Feld ausgesetzt werden. 

Biologisches Gewebe und paramagnetisches Eisen aus dem Blut tragen nicht zu 

einem MPS-Signal bei. 

Die aus den ApoE-/--Mäusen entnommenen Gewebeproben mit atheroskleroti-

schen Plaques wurden für die MPS-Messungen in 0,1 ml PCR-Gefäße (Applied 

Biosystems) überführt. Für die MPS-Messungen wurden das atherosklerotische 

Gewebe aus den ex-vivo-Messungen eingesetzt (siehe 3.5.2.-3.5.4.). Dafür wurde 

das verbliebene Formalin vorsichtig entfernt, um das Gewebe möglichst exakt in 

der Spitze des PCR-Gefäßes zu positionieren, da dort die Messungen am verläss-

lichsten sind. 

Während der Messung wurde die jeweilige Probe einem magnetischen Wechsel-

feld (Bexcit = 25 mT) mit einer festen Anregungsfrequenz (fexcit of 25 kHz) ausge-

setzt. Die nichtlineare Magnetresonanz wurde für 10 sek mit einer Magnetkopfspu-

le (pickup coil) (Sensitivität: 5 * 1012 AM2) gemessen, die das PCR-Gefäß an sei-

ner Spitze eng umschließt. Durch gradiometrische Anordnung und Filterung der 

Magnetkopfspule ist dessen fundamentale Anregungsfrequenz stark unterdrückt, 

wodurch ein störfreies Signal der Proben zu detektieren ist. 
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Die MPS-Spektren der magnetischen Nanopartikel wurden durch Fourier-Trans-

formation der Signalamplituden unter Berücksichtigung der ungeraden Spektral-

komponenten (ungerade Vielfache der Frequenz fexcit) erhalten. Sämtliche MPS-

Messungen wurden bei 37°C durchgeführt. Für die Quantifizierung der Nanoparti-

kel-Anreicherung in atherosklerotischem Gewebe sowie der Halbwertszeitbestim-

mung der VSOP wurde der Moment der dritten Harmonischen (µA3) des MPS 

Spektrums jeder Gewebeprobe auf die µA3 Amplitude einer Referenzmessung von 

Nanopartikeln mit bekanntem Eisengehalt normiert. Im Einzelnen wurden die 

magnetischen Momente der Eisenoxid-Nanopartikel mit einem Volumen von je-

weils  10 µl bestimmt. Da die Eisenkonzentration der Eisenoxid-Nanopartikel vor-

her bestimmt wurde (siehe 3.2.5.), konnte einerseits  die Masse an Eisen in den 

Referenzmessungen der Partikel bezogen auf das eingesetzte Volumen berechnet 

werden. Andererseits diente der Zusammenhang zwischen dieser berechneten 

Eisenmasse und dem ermittelten magnetischen Moment als Normierung für die 

Quantifizierung bzw. als Normierung für  die folgenden MPS-Messungen der athe-

rosklerotischen Plaques. Die Referenzen (Nanopartikel) wurden unter den selben 

Bedingungen wie das atherosklerotische Gewebe gemessen. Während der Mes-

sung der Gewebeproben lagen die Nanopartikel in einem fixiertem Zustand vor, 

was eine freie Beweglichkeit beeinträchtigen könnte. Eine mögliche eingeschränk-

te Beweglichkeit der Nanopartikel, könnten sich auf deren MPS-Signalintensitäten 

auswirken. 

Da die Partikel in wässriger Suspension, also in Flüssigkeit gemessen wurden, 

war es notwendig die magnetischen Momente bzw. die MPS-Signale der Refenz-

messungen zusätzlich in einem immobilisierten Zustand zu ermitteln, um potentiel-

le Differenzen der Signalintensitäten zwischen flüssigem und immobilisiertem Zu-

stand zu untersuchen. Hierzu wurden 5 µl der Partikel-Suspensionen über Nacht 

mit einer Spatelspitze Gips inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte die Messung zur 

Bestimmung der magnetischen Momente unter den gleichen Bedingungen. 

Die MPS-Messungen wurden zusammen mit Dr. Frank Wiekhorst an der Physika-

lisch-Technischen Bundesanstalt (PTB) in Berlin durchgeführt. 
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3.7.1. Bluthalbwertszeitbestimmung von VSOP über MPS-Messungen im 

Blut

Zur Bestimmung der Halbwertszeiten wurden jeweils 5 verschiedenen ApoE-/--

Mäusen nach i.v. Gabe von VSOP (500 µmol Fe/kg) unter Anästhesie durch 1-2%-

haltiges Isofluran-Sauerstoff-Gemisch nach verschiedenen Zeiten Blut abgenom-

men und in mit EDTA beschichteten Monovetten (3 ml; Sarstedt) gesammelt (sie-

he 3.3.2.). Die Blutentnahme erfolgte jeweils  nach 10 min, 30 min, 90 min und 

nach 180 min über eine Herzpunktion. Als  Nullwert diente entnommenes Blut einer 

ApoE-/--Maus ohne Injektion von VSOP. Das Blut wurde für die MPS-Messungen 

aus den EDTA-Monovetten in PCR-Gefäße überführt. Es wurden jeweils 80 µl Blut 

für die Messungen verwendet. Über die Normierung zur VSOP-Referenzmessung, 

in der nur VSOP mit bekanntem Eisengehalt gemessen wurde, konnte die Eisen-

masse von VSOP zu den verschiedenen Zeitpunkten im Blut bestimmt werden. 

Eine entsprechende Kinetik zur Bestimmung der Halbwertszeit der VSOP wurde 

mit GraphPad Prism berechnet, indem die Eisenmassen in Abhängigkeit der Zeit 

aufgetragen wurden. Anschließend wurden die Messpunkte mit Hilfe einer expo-

nentiellen Gleichung (y = y0 * (-k *x)) über einen nichtlinearen Fit (one phase decay) 

angepasst, über den die Halbwertszeit bestimmt wurde. Das Plateau wurde gleich 

Null gesetzt. K ist die Zeitkonstante des Zerfalls, x ist die Zeit in Minuten. 

3.7.2. Nachweis und Quantifizierung der Nanopartikel in atherosklerotischen 

Geweben

Bei der MPS-Messung wurden pro Tier jeweils Aortenbogen, Aortenwurzel und 

Truncus brachiocephalicus in ihrer Gesamtheit gemessen. Dabei wurde jeweils  die 

gleichen Bereiche atherosklerotischen Gewebes vorsichtig präpariert, um eine 

Vergleichbarkeit zu gewährleisten. Nach den ex-vivo-Messungen (3.5.2.-3.5.4) 

wurde das  Gewebe vorsichtig mit einem Skalpell aus den Agarose-Phantomen he-

rausgetrennt. Die restliche LM-Agarose wurde mit erwärmtem (40°C) PBS-Puffer 

entfernt. Bis zu den MPS-Messungen wurde das Gewebe in PFA (4%) aufbewahrt. 

Alle Präparationen für die MPS-Messungen wurden mit einer eisenfreien Augen-

schere und einer Pinzette aus  Titan sowie einem Skalpell aus Keramik ausgeführt, 

um möglichen Abrieb des Bestecks mit potentiell magnetischen Eigenschaften 
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auszuschließen, da das die MPS-Messung verfälschen würde. Pro Gruppe wurde 

das atherosklerotische Gewebe dreier Tiere analysiert. 

3.8. In-vivo-Halbwertszeitbestimmungen der Nanopartikel mittels 
MRT 

Die nichtinvasiven Bestimmungen von Halbwertszeiten der elektrostatisch stabili-

sierten Eisenoxid-Nanopartikel wurden mit Hilfe des ICON-MRTs (Bruker) durch-

geführt. Die Bluthalbwertszeit bzw. Blutzirkulationszeit von Kontrastmitteln kann 

anhand von MRT-Messungen ermittelt werden. Hierbei wird nach einer Leermes-

sung (prescan ohne Kontrastmittel) nach (post) Injektion des Kontrastmittels mit 

entsprechenden Sequenzen die Helligkeit z. B. im Herzen gemessen. Über die 

Zeit wird eine Abnahme der Helligkeit gemessen. Dabei unterscheiden sich die Ki-

netiken in Abhängigkeit von Art und Dosis  der Kontrastmittel. Im Falle der Eisen-

oxid-Nanopartikel ist eine Blutzirkulationsmessung mittels MRT bisher lediglich mit 

geringen Dosierungen möglich. Eisenoxid-Nanopartikel haben neben ihren starken 

T2-/T2*-Effekten auch Auswirkungen auf die T1-Relaxivitäten (siehe 1.6.3.). Die-

ser T1-Effekt bewirkt in T2-gewichteten MRT-Sequenzen nach Injektion zunächst 

eine Helligkeitszunahme im Bereich des  Herzens. Über die Zeit verringert sich die 

Konzentration der Eisenoxid-Nanopartikel im Blut, so dass es zu einer sukzessi-

ven Abnahme der Helligkeit kommt. Über die Helligkeitsabnahme kann die Halb-

wertszeit bestimmt werden. Bei höheren Dosierungen überwiegt allerdings der 

T2*-Effekt und statt einer Helligkeitszunahme wird das Bild direkt nach Injektion im 

Bereich des Herzens dunkel [121]. Eine Bestimmung der Halbwertszeit bei höhe-

ren Dosierungen ist mit Sequenzen wie FLASH, die aufgrund ihrer kurzen Meßzeit 

bei geringen Dosierungen benutzt werden, nicht möglich. 

Mit Hilfe der Ultra short TE (UTE)-Sequenz kann diese Problematik umgangen 

werden. UTE-Sequenzen ermöglichen das Messen mit sehr kurzen Echozeiten 

(TE) im Bereich von Mikrosekunden. Dadurch kann auch bei hohen Dosierungen 

des Kontrastmittels  noch ein ausreichendes Messsignal erzielt werden. Der T2*-

Effekt der Partikel auf das Signal ist aufgrund der sehr kurzen Messzeit (TE) nach 

dem Einstrahlen des RF-Pulses noch gering. Für die Halbwertszeitmessungen der 

verschiedenen Eisenoxid-Nanopartikel wurde pro Partikel jeweils eine ApoE-/--

Maus nach Injektion (500 µmol Fe/kg) im Icon MRT mit der UTE-Sequenz gemes-
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sen. Vor und direkt nach Injektion wurden jeweils  alternierend UTE-Sequenzen mit 

verschiedenen TE-Zeiten (siehe Tabelle 3.5) gemessen. Der benutzte Flipwinkel 

der UTE-Sequenz von 90°, verbunden mit der kurzen Pulswiederholzeit TR verur-

sachen eine starke T1-Gewichtung der Bilder. Nur das kontrastmittelhaltige Blut 

verursacht noch ein nennenswertes Signal bei der Messung, während der restli-

che Bereich des Gewebes dunkel erscheint. Bei der Auswertung wurde über die 

unterschiedlichen Signale bei verschiedenen TE-Zeiten die T2*-Relaxationszeit 

des Blutes über die Gleichung: S0 * e -TE/T2* und einem nicht-linearen Fit be-

stimmt. Über die T2*-Werte konnte die Relaxationsrate R2* bestimmt werden 

(R2*=1/T2*). Im Folgenden wurden die Halbwertszeit der Eisenoxid-Nanopartikel 

über einen Fit der Formel:

R2*(t) = R2*(Blut) + R2*(Kontrastmittel) * C0(kontrastmittel) * 2 -t/HWZ mit den Fit-Parametern 

Halbwertszeit und R2*(Kontrastmittel) bestimmt. C0 steht für die Konzentration des 

Kontrastmittels zum Zeitpunkt 0, t für den Messzeitpunkt und HWZ für die Halb-

wertszeit. Die Bestimmungen erfolgten unter der Annahme, dass es einen linearen 

Zusammenhang zwischen der Kontrastmittelkonzentration im Blut und dessen Be-

einflussung der transversalen Magnetisierung bzw. den T2*-Zerfall gibt. Dieser li-

neare Zusammenhang wird als Relaxivität der Kontrastmittel beschrieben. Die 

Auswertung der Messung zur Bestimmung der Halbwertszeiten wurde von Dr. 

Carsten Warmuth durchgeführt. 

Für die Messungen wurden die Tiere wie beschrieben narkotisiert (siehe 3.5.1.). 

Über ein Wasserbad, das direkt an die Körperspule angeschlossen war, konnte 

eine konstante Körpertemperatur von 37°C beibehalten werden. Als Spule diente 

eine Mauskörperspule von Bruker Biospin. Die Atmung wurde während der ge-

samten Messung über die Monitoring-Software (SA Instruments, Inc.) überwacht. 

Hierzu wurde ein Atmungskissen (Graseby) auf dem Rücken der Tiere angebracht. 

Nach Injektion wurden über einen Zeitraum von etwa 180 min alternierend die in 

Tabelle 3.5 beschriebenen Sequenzen aktiviert.  Für die Auswertung wurde jeweils 

die maximale Signalintensität im Herzen bestimmt. 
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3.9. Nachweis von Eu-dotierten VSOP in Leber und atherosklero-
tischen Plaques über Laserablation induktiv gekoppelte 
Plasma Massenspektrometrie (LA-ICP-MS)

Um die VSOP histologisch eindeutig nachweisen zu können, wurde während der 

Synthese der Magnetitkerne das Lanthanoid Europium(III)-chlorid-hexahydrat hin-

zugefügt (siehe 3.1.). Im Verhältnis zum eingesetzten Eisen(III) wurden 5% Euro-

pium(III) (w/w) verwendet, welches in den Eisenoxid-Kern eingebaut wurde. Da 

Europium im Körper nicht vorkommt, kann es als idealer Nachweisindikator für 

VSOP dienen. Europium verfügt über fluoreszierende Eigenschaften, über die ein 

histologischer Nachweis der VSOP mittels Mikroskopie ermöglicht werden sollte. 

Ursprünglich war dies auch der Anlass, Europium in den Kern der VSOPs zu in-

tegrieren. Um auf histologischen Schnitten die Fluoreszenz des Europiums nutzen 

zu können, sind jedoch weitere Schritte wie z. B. die Verwendung von sogenann-

ten Antennen, die einen Komplex mit dem Europium bilden unabdingbar. Die An-

tennen werden durch das Anregungslicht angeregt und übertragen den angereg-

ten Zustand auf das Lanthanoid. Bis zum Ende dieser Dissertation konnten diese 

Hürden in einem separaten Projekt nicht einwandfrei ausgeräumt werden, so dass 

ein histologischer Nachweis  über das Europium mittels Fluoreszenzmikroskopie 

noch nicht möglich war. 

Tabelle 3.5: UTE-Sequenzen mit jeweiligen Parametern zur Halbwertszeitbestimmung der 
synthetisierten Eisenoxid-Nanopartikel. Die Sequenzen unterscheiden sich nur durch die ver-
schiedenen Echozeiten (TE).  

Parameter UTE [100 µs] UTE [800 µs] UTE [1600 µs]

TE [µs] 100 800 1600

TR [ms] 4 4 4

FOV [cm] 6,0 6,0 6,0

flip angle [°] 90 90 90

Auflösung [µm] 469 469 469

Mittlungen 1 1 1

Aufnahmezeit [min] 2:13 2:13 2:13

Schichtdicke [mm] 60 60 60

Methoden

58



Eine andere Methode, Europium auf histologischen Präparaten nachzuweisen, 

stellt die Laserablation induktiv gekoppelte Plasma Massenspektrometrie (LA-ICP-

MS) dar. Dabei wird auf beschichteten Objektträgern haftendes  Gewebe mit Hilfe 

eines fokussierten Laserstrahls abgetragen und in die Gasphase überführt. Die in 

einem Aerosol befindlichen ablatierten Partikel werden mit Hilfe von Argon direkt in 

das heiße Plasma einer ICP-MS transportiert, wo eine Ionisierung der Elemente 

zwecks Elementanalyse durchgeführt wird [143]. Die angeregten Ionen werden 

sukzessiv dem Massenspektrometer-Detektor zugeführt und können letztendlich 

auf dem Objektträger ortsaufgelöst zugeordnet werden. Elemente können auf-

grund ihres Masse/Ladungs-Verhältnisses eindeutig identifiziert werden. Mit Hilfe 

der LA-ICP-MS können mehrere Elemente sowie verschiedene Isotope der ein-

zelnen Elemente gleichzeitig auf einem Objektträger analysiert werden. 

Unter Verwendung von Europium, bzw. dessen Einbau in die Eisenoxidkerne der 

VSOP, sollte die Anwendbarkei der LA-ICP-MS hinsichtlich des spezifischen 

Nachweises von VSOP in histologischen Paraffinschnitten untersucht werden. Das 

für die Versuche genutzte Laserablationssystem New Wave 213 (ESI, Portland, 

USA) besitzt folgende Eigenschaften, mit denen das Gewebe Linie nach Linie ab-

getragen wurde: Wellenlänge von 213 nm, Laserenergie von 35%, Repetitionsfre-

quenz 20 Hz, Spotgröße des Lasers zwischen 6 und 30 µm. Die Objektträger be-

fanden sich in einer ungekühlten Kammer. Das Laserablationssystem wurde direkt 

an das ICP Sektorfeld-Massenspektrometer gekoppelt (Element XR, Thermo Fis-

her Scientific; Plasma Quelle 1350 W, Plasmagas 15 L min-1 Argon, Hilfsgas 1.0 L 

min-1Argon, Transportgas 0,6 L min-1 Argon, Massen Auflösung m/Δm: 300, 

Sample Zeit 2 ms).

Für die Verifizierung der Methode wurden zunächst Schnitte von Lebern mit der 

LA-ICP-MS untersucht, da Eisenoxid-Nanopartikel vorwiegend durch die Leber 

aus dem Blut aufgenommen werden (siehe 1.7.3.). Bei Lebern von ApoE-/--Mäu-

sen, denen Eu-dotierte VSOP, normale VSOP (ohne Europium) und keine Partikel 

verabreicht worden waren, wurden die Elemente Eisen (57Fe) und Europium 

(153Eu) analysiert. Auf die gleiche Weise wurden anschließend Schnitte mit athe-

rosklerotischen Läsionen untersucht. Für Eisen wurde das  Isotop 57 gewählt, da 

es im Gegensatz zum Isotop 56 während der Messungen zu weniger Interferen-

zen mit anderen Elementen kommt. 
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Die Eigenschaften des Laserstrahls für den Abtrag der Leberschnitte waren eine 

Spotgröße von 150 µm (Überlappung 25 µm), eine Scan-Geschwindigkeit von 

150 µm s-1, 20 Hz und 32% Energie. Für die Untersuchung von atheroskleroti-

schen Plaques wurden die Messparameter variiert (siehe 4.12.). Die Größe des 

Laserspots betrug 15 µm bzw. 8 µm, (Überlappung 5 µ bzw. 2 µm), Scan-Ge-

schwindigkeit: 15 µm s-1 bzw. 8 µms-1. 

Für die Untersuchungen mit der LA-ICP-MS wurde in Paraffin eingebettetes Ge-

webe wie unter 3.4.1.-3.4.2. beschrieben in einer Dicke von 5-10 µm auf beschich-

teten Super Frost® Plus (Thermo scientific) Objektträgern verwendet. 

Die LA-ICP-MS Messungen wurden von Frau Dr. Larissa Müller an der Bundesan-

stalt für Matetrialforschung -prüfung (BAM; Berlin) durchgeführt. 
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4. Ergebnisse

4.1. Eisenoxid-Nanopartikel

Generell existieren zwei grundlegend unterschiedliche Methoden, um Eisenoxid-

Nanopartikel zu stabilisieren (siehe 1.7.2.). Sterisch stabilisierte Eisenoxid-Nano-

partikel sind mit einer Hülle aus Polymeren beschichtet, die über eine räumliche 

Abschirmung die Aggregation der Partikel verhindert. Alternativ können Eisenoxid-

Nanopartikel-Suspensionen jedoch auch über elektrostatische Abschirmung stabi-

lisiert werden. Dabei sorgen kleine monomere Moleküle wie z. B. Citronensäure 

auf der Partikeloberfläche über eine resultierende Oberflächenladung für eine ge-

genseitige Abstoßung und gewährleisten so die Stabilität der Suspension. Diese 

Ladung kann sowohl positiv als  auch negativ sein und ist abhängig von dem für 

die Beschichtung verwendeten Molekül. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten mehrere mit unterschiedlichen Molekü-

len beschichtete, elektrostatisch stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel mit einer ne-

gativen Ladung synthetisiert werden. Im Anschluss war geplant alle stabilen Na-

nopartikel auf eine potentielle Anreicherung in atherosklerotischen Plaques des 

ApoE-/--Mausmodells zu untersuchen. 

4.1.1. Synthese von elektrostatisch stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln

Um Eisenoxid-Nanopartikel elektrostatisch zu stabilisieren, sind möglichst starke 

koordinative Bindungen auf der Oberfläche notwendig. Über diese Fähigkeit ver-

fügen im Besonderen Carboxygruppen [90, 98, 144], aber auch Phosphonat- und 

Sulfonatgruppen [145], die mit den Eisenatomen der Partikelkerne eine koordinati-

ve Bindung eingehen können. Die Affinität zur Oberfläche der Eisenoxid-Nanopar-

tikel wird besonders beim Auftreten mehrerer solcher Gruppen in einem Molekül 

durch den auftretenden Chelateffekt erhöht [144, 146]. Zudem muss für die Ver-

wendbarkeit in biologischen Systemen das auf der Oberfläche koordinierte Mole-

kül bei neutralem pH eine Ladung bereitstellen, die für die Abschirmung der Parti-
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kel untereinander sorgt und somit die Stabilität der Nanopartikel gewährleistet. Für 

die Ladung ist eine weitere funktionelle Gruppen wie z. B. eine Carboxygruppen 

erforderlich, die nicht auf der Partikeloberfläche koordiniert, sondern nach außen 

ragt. Die Carboxygruppen der verwendeten monomeren Säuren sind bei neutra-

lem pH teilweise deprotoniert, was zu einer negativen Oberflächenladung der Par-

tikel führt. 

Die verschiedenen Stoffe wurden in Abhängigkeit ihrer potentiellen Bindungsaffini-

tät zu Eisenoxidoberflächen ausgesucht. Weitere Kriterien waren die Biokompati-

bilität sowie die Kosten der jeweiligen Stoffe. Tabelle 4.1. zeigt die Ergebnisse der 

Versuche zur Synthese von stabilen Eisenoxid-Nanopartikel-Suspensionen unter 

Verwendung der verschiedenen Monomere. 
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Tabelle 4.1: Ergebnisse der Synthesen von elektrostatisch stabilisierten Eisenoxid-Nanopar-
tikeln nach Beschichtung mit aufgeführten Stoffen. 

Molekül Stabil Instabil Struktur

Citronensäure +
HO OH

OH

OH
O
O

O

L-Äpfelsäure + HO

O

OH

OH

O

meso-2,3-Dimer-
captobernstein-
säure (DMSA)

+ HO
OH

O

OSH

SH

Etidronsäure +
H OH

PP

HO

HO
O O

OH

OH

DL-Weinsäure + HO

O

OH

OH

OH

O

Maleinsäure - HO

O

OH

O

Tartronsäure - HO

O

OH

OH

O

trans-Aconitsäure - HO

O

HO

O

OH

O

4-Amino-5-
hydroxynaphtha-
lin-2,7-disulfon-

säure
-

S

OH NH2

S

O

O

O

O

HO OH
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Insgesamt konnten neben den schon etablierten VSOP (mit Citronensäure) 4 wei-

tere elektrostatisch stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel durch Beschichtung mit 

den monomeren Säuren Äpfelsäure, DMSA, Etidronsäure und Weinsäure synthe-

tisiert werden. Dagegen resultierten die Beschichtungen der Eisenoxid-Kerne mit 

Maleinsäure, Tartronsäure, trans-Aconitsäure sowie der 4-Amino-5-hydroxynaph-

thalin-2,7-disulfonsäure nicht in stabilen Nanopartikel-Suspensionen. Pro 

Partikelansatz ergeben sich im Falle der stabilen Nanopartikel in der Regel mehre-

re verschiedene Fraktionen nach der jeweiligen Magnetseparation (siehe 

3.1.1.-3.1.9.). Es wurden jeweils die Fraktionen mit den größten Übereinstimmun-

gen hinsichtlich der hydrodynamischen Größe ausgewählt, um eine Vergleichbar-

keit bei den in-vivo-Experimenten zu gewährleisten (siehe 3.2.6.). In der folgenden 

Charakterisierung der unterschiedlich beschichteten Nanopartikel sind jeweils le-

diglich die Fraktionen aufgeführt, die relevant für die anschließenden in-vivo-Ver-

suche waren. 

4.1.2. Größenbestimmung der neu synthetisierten elektrostatisch stabilisier-

ten Eisenoxid-Nanopartikel

Die unter 3.2.1. beschriebenen Größenmessungen der neu synthetisierten elekt-

rostatisch stabilisierten Partikel ergaben die in Abbildung 4.1 dargestellten hydro-

dynamischen Größenprofile. Aufgeführt sind jeweils die Fraktionen, die aufgrund 

ihrer ähnlichen Größe für die folgenden Tierexperimente ausgewählt wurden. 
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Alle Partikel zeigen eine relativ enge Größenverteilung und keine Aggregationen 

(kein Signal über 100 nm) in der Anzahlverteilung, als auch in der Volumenvertei-

lung (nicht gezeigt). Die VSOP sind im Vergleich mit einer Größenverteilung zwi-

schen 6,5 und 10,5 nm etwas kleiner, während Etidronsäure- (8,7-13,5 nm), Wein-

säure- (8,7-13,5 nm) und Äpfelsäure-Nanopartikel (7,5-11,7 nm) ein ähnliches hy-

drodynamisches Größenprofil aufweisen. Die DMSA-Nanopartikel haben eine brei-

tere Verteilung und sind auch insgesamt deutlich größer (13,5-28,2 nm). Wie in 

Abbildung 4.1 ersichtlich, handelt es sich bei den verschiedenen Fraktionen je-

weils  nicht um eine exakt begrenzte Größe, sondern vielmehr um eine Größenver-

teilung. Viele Veröffentlichungen geben lediglich einen Wert für die Größe an, wo-

Abbildung 4.1: Exemplarische Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers von 
VSOP (A), Etidronsäure- (B), Weinsäure- (C), Äpfelsäure- (D) und Dimercaptobernsteinsäure- 
(E) Eisenoxid-Nanopartikeln mittels dynamischer Lichtstreuung. Während die ersten vier (A-
D) Nanopartikel eine vergleichbare Größe und Größenverteilung zeigen, sind die mit Dimercapto-
bernsteinsäure (E) beschichteten Nanopartikel insgesamt größer und weisen zudem eine breitere 
Verteilung auf. Dargestellt sind jeweils die Anzahlverteilungen (Number) der Messungen der Parti-
kelfraktionen, die in den in-vivo-Versuchen eingesetzt wurden. 
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bei es sich meist um das Maximum handelt. Tabelle 4.2 listet sowohl den maxima-

len Peak, als auch die halbmaximale Breite der verschiedenen Partikel auf. Die 

halbmaximale Breite bezieht sich auf die Größenbereiche, die prozentual mindes-

tens die Hälfte des maximalen Wertes aufweisen. 

4.1.3. Bestimmung der Relaxivität und des Zetapotentials

Die Partikel wurden des Weiteren durch die Bestimmung des  Zeta-Potentials 

(3.2.2.) und der Relaxivitäten (siehe 3.2.3.) charakterisiert. Die Relaxivitäten der 

Partikel sind ein Maß für die Fähigkeit T1- bzw. T2-Relaxationszeiten zu beeinflus-

sen (siehe 1.6.3.). Je höher die jeweilige Relaxivität, desto größer der Kontrast in 

einer entsprechend gewichteten MRT-Messung. Tabelle 4.3 listet die Ergebnisse 

diesbezüglich auf. 

Tabelle 4.2: Hydrodynamischer Durchmesser (halbmaximale Breite und Maximum) der ver-
schieden beschichteten elektrostatisch stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel. Angegeben 
sind jeweils die Fraktionen, die die größten Gemeinsamkeiten im Größenprofil  aufwiesen und die 
für die folgenden in-vivo-Experimente benutzt wurden. 

Nanopartikel halbmaximale Breite [nm] Maximum [nm]

VSOP 6,5 - 10,5 7,5

Etidronsäure 8,7 - 13,5 10,1

Weinsäure 8,7 - 13,5 10,1

Äpfelsäure 7,5 - 11,7 10,1

DMSA 13,5 - 28,2 21,0
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Die Partikel weisen jeweils unterschiedliche T1- und T2-Relaxivitäten auf, wobei 

die T2-Relaxivitäten bei allen Partikeln um ein vielfaches höher liegen. Das Ver-

hältnis  zwischen den T1- und T2-Relaxivitäten ist bei VSOP, Etidronsäure-, Wein-

säure- und Äpfelsäure-Nanopartikeln in etwa vergleichbar. Die mit Dimercapto-

bernsteinsäure beschichteten Partikel besitzen einen deutlich höheren Wert, was 

durch die im Vergleich sehr hohe T2-Relaxivität begründet ist. Diese wiederum er-

gibt sich wahrscheinlich aus dem größeren Durchmesser der Partikel. Neben der 

Größe sind die Relaxivitäten auch von der Kristallstruktur der Nanopartikel abhän-

gig. So weisen Maghemite aufgrund eines höheren Fe3+-Anteils generell höhere 

Relaxivitäten im Vergleich zu Magnetiten auf. Während der Beschichtung kommt 

es zur Oxidation der Magnetitkerne, die unter Anwesenheit von Luftsauerstoff zu 

Maghemit umgesetzt werden (siehe 1.7.2.). Größere Relaxivitäten bei gleicher 

Größe sind demnach wahrscheinlich auf unterschiedliche Maghemit-Anteile der 

Nanopartikel zurückzuführen. 

Das Zeta-Potential bzw. elektrische Potential ist ein Maß für die Ladung der Parti-

kel an deren Oberfläche. Alle untersuchten elektrostatisch stabilisierten Partikel 

sind bei neutralem pH (siehe 3.2.2.) negativ geladen, wobei die VSOP eine gerin-

gere negative Ladung im Vergleich zu den größeren DMSA-Partikeln aufweisen. 

Wie in 4.1. beschrieben sorgt die negative Ladung durch elektrostatische Absto-

ßung der Nanopartikel untereinander für die Stabilität der Nanopartikel-Suspensi-

onen. 

Tabelle 4.3: T1- und T2-Relaxivitäten, deren Verhältnis sowie das Zetapotential der verschie-
denen Eisenoxid-Nanopartikel.

Nanopartikel T1 Relaxivität 
[mM-1s-1]

T2 Relaxivität
[mM-1s-1] T2/T1 Zetapotential 

[mV]

VSOP 20 52 2,6 -24,7 ± 3,8

Etidronsäure 13 44 3,4 -35,9 ± 6,0

Weinsäure 11 36 3,4 -26,8 ± 0,6 

Äpfelsäure 25 103 4,1 -26,5 ± 1,2 

DMSA 26 197 7 -40,2 ± 3,4
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4.1.4. TEM der synthetisierten Nanopartikel

Die Nanopartikel wurden ferner über TEM-Mikroskopie charakterisiert. Über TEM-

Bilder sind bei hohen Auflösungen einzeln voneinander getrennte Nanopartikel er-

kennbar. 

Abbildung 4.2 verifiziert die Synthese von Eisenoxid-Nanopartikeln mit den 5 ver-

schiedenen Beschichtungen. Durch den Eigenkontrast im TEM sind die Eisenoxid-

Kerne der Nanopartikel jeweils  gut zu erkennen. Weiterhin ist ersichtlich, dass bei 

allen 5 Nanopartikeln eine Verteilung bezüglich der Größe vorliegt. Des Weiteren 

sind geringfügige Unterschiede hinsichtlich der Kerngröße zwischen den verschie-

den beschichteten Nanopartikeln erkennbar. Die Größenverteilung der DMSA-Par-

tikel ist breiter als die der anderen untersuchten Partikel. Außer den DMSA-Nano-

partikeln liegen alle Kerne in einem Größenbereich unter 20 nm. Im Vergleich be-

stätigten sich die Größenmessungen mittels  dynamischer Lichtstreuung (siehe 

4.1.2.), wobei der hydrodynamische Durchmesser der Partikel bestimmt wurde. 

Abbildung 4.2: Elektronenmikroskopiebilder von VSOP (A), Etidronsäure-Nanopartikeln (B), 
Weinsäure-Nanopartikeln (C), Äpfelsäure-Nanopartikeln (D) und Dimercaptobernsteinsäure-
Nanopartikeln (E). Die Aufnahmen bestätigen in allen Fällen die erfolgreiche Synthese von Eisen-
oxid-Nanopartikeln mit den verschiedenen Beschichtungen. Maßstabsbalken: 20 nm. 
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Generell liefern diese Messungen größere Durchmesser als  die tatsächlich vorlie-

genden Kerndurchmesser, da sich in in wässrigen Lösungen Hydrathüllen um die 

Partikel bilden. 

4.2. Bestimmung der Bluthalbwertszeit von VSOP im ApoE-/--
Mausmodell mittels MPS

Für die Versuche zur Anreicherung in atherosklerotischen Läsionen wurde zu-

nächst die Bluthalbwertszeit der VSOP analysiert. Die VSOP sollten als Referenz 

für die anderen elektrostatisch stabilisierten Eisenoxid-Partikel dienen, da diese 

schon zuvor im Kaninchenmodell nachgewiesen wurden [147]. Eisenoxid-Nano-

partikel zirkulieren dosisabhängig unterschiedlich lange und die Zirkulationsdauer 

hängt darüber hinaus stark vom Organismus ab. In kleinen Organismen wie z. B. 

Mäusen zeigen die Partikel eine kurze, in großen wie z. B. im Menschen eine ver-

gleichsweise längere Halbwertszeit. Um den optimalen Zeitpunkt für die Analyse 

der atherosklerotischen Plaques zu ermitteln, musste zuerst die Halbwertszeit der 

Partikel bestimmt werden, wobei idealerweise zu diesem Zeitpunkt der Großteil 

der Partikel nicht mehr zirkulieren sollte. Dazu wurden VSOP mit einer Dosis  von 

500 µmol Fe/kg i.v. injiziert, woraufhin wie unter 3.3.2. beschrieben zu verschiede-

nen Zeiten nach der Injektion Blut abgenommen wurde. Mittels  MPS-Messungen 

(siehe 3.7.1.) wurden die Eisenmassen im Blut 10 min, 30 min, 90 min und 180 

min nach i.v. ermittelt und daraus eine Halbwertszeit für die VSOP im ApoE-/--

Mausmodell über einen nichtlinearen Fit bestimmt (siehe Abbildung 4.3). Die er-

mittelte Halbwertszeit für die VSOP betrug 38,5 min. Zur Halbwertszeitbestim-

mung mittels MPS benötigt man relativ hohe Tieranzahlen. Im Laufe dieser Arbeit 

wurde eine nichtinvasive Methode mittels  MRT-Messungen entwickelt, über die 

Halbwertszeitbestimmungen der anderen elektrostatisch stabilisierten Eisenoxid-

Partikel realisiert werden konnten (Abbildung 4.3).
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4.3. Nichtinvasive Bestimmung der Bluthalbwertszeit von elekt-
rostatisch stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel mittels UTE-
Sequenz

Nachdem die Halbwertszeit für VSOP in ApoE-/--Mäusen bereits  bestimmt war, 

sollte sie ebenso für die neu synthetisierten Eisenoxid-Nanopartikel ermittelt wer-

den. Durch MRT-Messungen der Signalintensitäten im Herzen über die Zeit mit 

Hilfe der UTE-Sequenz (siehe 3.8.), konnte erstmals  bei relativ hohen Dosierun-

gen (500µmol Fe/kg) die Halbwertszeit mittels eines nichtinvasiven Verfahrens be-

stimmt werden. Dabei wurde die T2*-Relaxationszeit des Blutes über Variationen 

der TE-Zeit bestimmt und daraufhin eine Halbwertszeitbestimmung durchgeführt 

(siehe 3.8.). Exemplarisch zeigt Abbildung 4.4 die UTE-Messungen mit einer TE 

von 0,1 µs unmittelbar nach Injektion (A), nach 90 min (B) und nach 180 min (C). 

Unmittelbar nach Injektion verursachen die Eisenoxid-Partikel das stärkste Signal 

durch Verkürzung der T1-Relaxationszeit des Blutes (A). Nach und nach verringert 

sich mit der Zeit die Konzentration der Partikel im Blut (B), so dass der Einfluss auf 

die T1-Relaxationszeit und dementsprechend die Signalintensität abnimmt. Sobald 

die Partikel aus der Blutzirkulation geklärt sind, erzeugen die Gefäße bzw. das 

Herz kein nennenswertes Signal mehr (C). 

Abbildung 4.3: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Bluthalbwertszeitmessung von 
VSOP über MPS. Auf der y-Achse sind die gemessenen Eisenmassen in Abhängigkeit der Zeit 
aufgetragen. Jeder Punkt entspricht der Blutabnahme bei einer anderen ApoE-/--Maus. Die Kurve 
wurde mit einem nicht-linearen Fit (one phase decay) angepasst. 
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Nach Bestimmung der T2*-Relaxationszeiten über einen Fit konnte die Halbwerts-

zeit von VSOP, Etidronsäure-, Weinsäure- und Äpfelsäure-Partikeln bestimmt wer-

den (Abbildung 4.5). Etidronsäure-Partikel zeigten mit 45:26 min die längste Halb-

wertszeit, gefolgt von VSOP (27:23 min), von Äpfelsäure-Partikeln (20:56 min) und 

Weinsäure-Partikeln (16:48 min). Wie erwartet zeigten damit alle monomer be-

schichteten Partikel eine relativ kurze Blutzirkulationszeit. Im Vergleich mit der 

Halbwertszeitbestimmung der VSOP mittels  MPS (4.2.) wurde per MRT eine ge-

ringere Zeit ermittelt. Generell weisen Halbwertszeitbestimmungen zwischen den 

Tieren eine hohe Varianz auf. Die Abweichungen der Ergebnisse der beiden Me-

thoden liegen somit in einem akzeptablen Bereich. 

Aufgrund der ermittelten Halbwertszeiten wurde die Zeitspanne zwischen Injektion 

und Analyse der Mäuse zu möglichen Anreicherungen in atherosklerotischen Läsi-

onen auf 3 Stunden festgelegt. Nach dieser Zeit ist der Großteil aller 4 Partikel aus 

dem Blutkreislauf entfernt und lediglich ein äußerst geringer Anteil der Partikel  

Abbildung 4.4: Exemplarische MRT-Messungenen nach Akquisition einer modifizierten UTE-
Sequenz in einer ApoE-/--Maus unmittelbar nach Injektion von 500 µmol Fe/kg VSOP (A), 
nach 90 min (B) und nach 180 min (C) i.v. Injektion. Abgebildet sind ausschließlich Messungen 
mit einer TE-Zeit (0,1 µs). In rot sind exemplarisch Herzregionen markiert, die zur Bestimmung der 
Signalintensitäten des Blutes benutzt wurden, woraus nachfolgend die Halbwertszeiten ermittelt 
wurden. Direkt nach Injektion sind die Effekte der VSOP auf die T1-Relaxation des Blutes am 
stärksten (A). 90 min nach i.v.-Gabe hat das Signal  im Herzen bereits stark abgenommen (B) und 
ist nach 180 min nicht mehr nennenswert (C).
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(< 1/16) zirkuliert noch. Für eine Anwendung der Bildgebung könnte die Untersu-

chungszeit noch reduziert bzw. optimiert werden, was aber nicht Gegenstand die-

ser Arbeit war. 

4.4. Nachweis von VSOP mittels Berliner-Blau-Färbung in athe-
rosklerotischen Plaques des ApoE-/--Mausmodells

Anfänglich sollte die Anreicherung der synthetisierten Eisenoxid-Nanopartikel in 

atherosklerotischen Plaques  des ApoE-/--Modells  histologisch durch Berliner-Blau-

Färbung nachgewiesen werden (siehe 3.4.3.1.). Um Eisenoxid-Partikel innerhalb 

atherosklerotischer Läsionen nachzuweisen, ist dies die etablierte histologische 

Methode und findet in diversen Studien vielfach Anwendung (siehe 5.2.). Als Refe-

renz für die Anreicherung sollte VSOP dienen, da diese schon in atheroskleroti-

schen Läsionen des Kaninchenmodells  primär durch Berliner-Blau-Färbung nach-

gewiesen werden konnten [147]. Dementsprechend wurden die Versuche zur Affi-

nität der Plaques mit VSOP begonnen. 3 Stunden nach i.v. Injektion von 500 µmol 

Fe/kg VSOP wurden die Tiere perfundiert und anschließend die Aorta mit abge-

henden Gefäßen entnommen (siehe 3.3.1.). Nach der Einbettung in Paraffin (sie-

he 3.4.2.) wurden konsekutive Schnitte angefertigt und Berliner-Blau gefärbt 

Abbildung 4.5: Messsignal im Herzen nach i.v. Injektion von jeweils 500 µmol Fe/kg VSOP, 
Etidronsäure-, Weinsäure- und Äpfelsäure-Eisenoxid-Nanopartikel in Abhängigkeit der Zeit. 
Die dargestellten Messsignale bzw. R2*-Relaxivitäten des Blutes ergeben sich aus UTE-Messun-
gen mit variierenden Echozeiten TE und wurden über einen Fit angepasst. Aus den Messungen 
lassen sich die jeweiligen Halbwertszeiten der Partikel  ableiten. Pro Partikel  wurde jeweils eine 
ApoE-/--Maus gemessen. 
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(3.4.3.1.). In gleicher Weise wurde ein Kontrolltier, d. h. eine ApoE-/--Maus ohne 

VSOP-Gabe, analysiert. Innerhalb der atherosklerotischen Plaques wurden blau 

angefärbte, für Eisen positive Bereiche festgestellt. Die erste Kontrolle hingegen 

zeigte keine Eisen-Blaufärbungen innerhalb der Plaques (nicht gezeigt). Diese 

mutmaßlichen Ablagerungen von VSOP sollten in der Folge durch verschiedene 

Färbungen mit Bestandteilen des  Plaques korreliert werden. Im Genaueren wurde 

eine modifizierte Movat-Färbung (3.4.3.2.), die das Bindegewebe bzw. die extra-

zellulär Matrix differenziert, sowie eine von Kossa-Färbung für den Nachweis  von 

Hydroxylapatit durchgeführt (3.4.3.3.). Abbildung 4.6 zeigt exemplarische Berliner-

Blau-Färbungen mit den beiden genannten Korrelationsfärbungen.  

Die Bereiche der vermeintlichen Partikel-Anreicherung korrelierten in Färbungen 

von Parallelschnitten in der Movat-Färbung mit verschiedenen Bestandteilen des 

Bindegewebes (Abbildung 4.6). So werden in der Movat-Färbung Kollagene gelb, 

Abbildung 4.6: Exemplarische Berliner-Blau-Färbung (A1-A3, B), Movat-Färbung (C1-C3, D) 
und von Kossa-Färbung (E1-E3, F) im Aortenbogen (A, C, E) und im Truncus brachiocepha-
licus (B, D, F) einer mit VSOP injizierten ApoE-/--Maus. Die Eisenablagerungen korrelieren mit 
verstärkter Kollagen-Expression (gelbe Bereiche in B), sowie mit sauren Bestandteilen der Extra-
zellulär-Matrix (blau-grüne Bereiche in B). Des Weiteren geht eine verstärkte Verkalkung des 
Plaques mit den eisen-positiven Bereichen einher. Maßstäbe: A1, C1, E1: 200 µm; B, D, F: 50 µm. 
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saure bzw. sulfatierte Bestandteile der extrazellulären Matrix blau und Zellen rot 

angefärbt. Einerseits konnten Kollagene und saure bzw. sulfatierte Bestandteile 

der extrazellulären Matrix mit den eisenpositiven Bereichen korreliert werden (A-C-

E). In diesen Arealen des Plaques konnte außerdem ein erhöhter Grad an gebilde-

tem Hydroxylapatit nachgewiesen werden (E). Hydroxylapatit ist ein Kristall beste-

hend aus Phosphaten und Kalzium und wird im Kontext der Atherosklerose als 

Anzeichen der Verkalkung des Gewebes begriffen. 

In anderen Färbungen (B, D, F) korrelierten die eisenpositiven Bereiche anderer-

seits  nicht mit Komponenten der Extrazellulärmatrix, sondern mit zellulären Berei-

chen (rot in D). Die korrespondierende von Kossa-Färbung zeigte keinerlei Hydro-

xylapatit im entsprechenden Parallelschnitt an gleicher Stelle (F). 

Zusammenfassend ergab sich ein divergentes  Muster der Eisenanreicherung, das, 

wie sich später herausgestellt hat, nicht mit der Partikel-Verteilung gleichzusetzen 

ist (siehe 4.5.). Zum Einen korrelierten Akkumulationen von Eisen mit azellulären 

Bereichen und Ablagerungen von Hydoxylapatit. Zum Anderen wurde ein erhöhter 

Eisengehalt in zellulären Bereichen ohne Anzeichen von Verkalkung lokalisiert. 

4.5. Detektion von endogenem Eisen in atherosklerotischen 
Plaques von ApoE-/--Mäusen ohne Applikation von Eisenoxid-
Nanopartikeln

Nach den ersten Ergebnissen (siehe 4.4.) wurden weitere Versuche bezüglich des 

histologischen Nachweises der VSOP-Anreicherung aufgearbeitet. Neben den 

VSOP wurden nun zusätzlich die anderen elektrostatisch beschichteten Eisenoxid-

Nanopartikel appliziert, um sie in der Histologie per Berliner-Blau-Färbung nach-

zuweisen. Parallel wurden wie zuvor jeweils Kontrollen analysiert. In den folgen-

den Schnitten der Plaques konnten ähnlich wie in Abb. 4.6 eisenpositive Bereiche 

nachgewiesen werden. Doch nicht nur in Tieren, die post Injektion untersucht wur-

den, sondern auch in den ApoE-/--Mäusen ohne Gabe von Eisenoxid-Nanoparti-

keln, d. h. in den Kontrollen wurde Eisen innerhalb der Plaques festgestellt 

(Abbildung 4.7). Aufgrund dieses Ergebnisses wurden zunächst weitere Tiere oh-

ne Applikation von Eisenoxid-Nanopartikeln mittels Berliner-Blau-Färbung analy-

siert. Wenn auch nicht in allen Fällen, so wurden bei 9 von 11 Kontrolltieren we-
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sentliche Anreicherungen an endogenem Eisen innerhalb der atherosklerotischen 

Plaques nachgewiesen. 

Atherosklerotische Plaques  des ApoE-/--Mausmodells  weisen vermehrt einen er-

höhten Gehalt an endogenem Eisen auf (blau angefärbte Bereiche innerhalb der 

atherosklerotischen Plaques). Abbildung 4.7 zeigt histologische Schnitte nach Ber-

liner-Blau-Färbung von jeweils verschiedenen ApoE-/--Mäusen, denen keine Ei-

senoxid-Nanopartikeln injiziert wurden. Sowohl in der Aortenwurzel (A, C) als  auch 

im Truncus brachiocephalicus (B, E, F, G) wurden jeweils eindeutig Eisenablage-

rungen festgestellt (blau). Das endogene Eisen wurde in verschiedenen sich wie-

derholenden Mustern detektiert. Überwiegend wurde Eisen in der Nähe von knor-

pelähnlichen Zellen (B, E) innerhalb der Läsionen lokalisiert. In geringerer Häufig-

keit wurde darüber hinaus Eisen in anderen zellulären Komponenten der Plaque 

Abbildung 4.7: Atherosklerotische Plaques des ApoE-/--Mausmodells weisen einen hohen 
Eisengehalt ohne Injektion von Eisenoxid-Nanopartikeln auf. Die Berliner-Blau-Färbungen 
zeigen reichlich endogenes Eisen in der Aortenwurzel  (A, C) und im Truncus brachiocephalicus (B, 
E, F, G). D zeigt ein Bild einer in situ  gefärbten Aorta mit abgehenden Gefäßen. Bereits makrosko-
pisch ist eine blaue Färbung im Truncus brachiocephalicus zu erkennen. Dieser Bereich wurde 
geschnitten und ist in E als histologischer Schnitt dargestellt. Maßstabsbalken: A: 200 µm; B, E, F, 
G: 100 µm; C: 20 µm.

A B C

D E

F G
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erkannt (F). Weiterhin zeigte sich eine Anhäufung von Eisen in kleinen azellulären 

Vesikeln (A, C), welche wiederum in Bereichen vorkommen, in denen eine Nekro-

se bzw. Apoptose (nekrotischer Kern) der Zellen erkennbar war. 

In solchen Arealen ließen sich größere Löcher bzw. zellfreie Bereiche innerhalb 

des Plaques und ein vermehrtes Vorkommen von extrazellulärer Matrix vorfinden. 

Da die Berliner-Blau-Färbung wie schon erwähnt, eine gängige Methode zum 

Nachweis von Eisenoxid-Nanopartikeln ist (siehe 5.2.), sollte dieses unerwartete 

Ergebnis näher untersucht werden. Um einen möglichen Abrieb der für die Pro-

zessierung des Gewebes verwendeten eisenhaltigen Mikrotomklingen (S 35; 

Feather) ausschließen zu können, wurde wie in Abbildung 4.7 (E) gezeigt, eine A-

orta mit abgehenden atherosklerotischen Gefäßen vor dem Einbetten in situ Berli-

ner-Blau gefärbt (3.4.3.1.). Ohne in Kontakt mit eisenhaltigen Bestandteilen zu 

kommen, konnte 30 min nach der Berliner-Blau-Färbung im Bereich des Truncus 

brachiocephalicus eindeutige eine blaue Färbung als  Indiz für endogenes Eisen 

demonstriert werden. 

Dieser Bereich wurde anschließend in Tissue Tek® O.C.T. Compound eingebettet 

und am Kryostaten geschnitten. Abbildung 4.7 (E) zeigt einen Schnitt aus dem in 

D dargestellten blau gefärbten Bereich des Truncus brachiocephalicus, worauf 

eindeutig erkennbar ist, dass das in situ angefärbte Eisen innerhalb des athe-

rosklerotischen Plaques lokalisiert ist (D). 

Sobald ein Hintergrund des zu färbenden Elements im betreffenden Gewebe 

nachweisbar ist, kann nicht zwischen endogenem Eisen und Eisenoxid-Nanoparti-

keln differenziert werden. Ferner entsprechen die Bereiche der Plaques, in denen 

endogenes Eisen vorgefunden wurde, teilweise den schon zuvor in Abbildung 4.6 

gezeigten Anfärbungen für den Nachweis der VSOP. Durch die Detektion endoge-

nen Eisens innerhalb der Plaques, ist die Berliner-Blau-Färbung zum Nachweis 

von Eisenoxid-Nanopartikeln als Methode somit nicht anwendbar. In der Konse-

quenz sind die in 4.4. gezeigten scheinbaren Anreicherungen mit dazugehörigen 

Korrelationsfärbungen hinfällig. Generell scheint die Berliner-Blau-Färbung für den 

Nachweis von Eisenoxid-Partikeln, unabhängig davon, ob sie sterisch oder elekt-

rostatisch stabilisiert sind, in atherosklerotischen Plaques des ApoE-/--Mausmo-

dells nicht geeignet zu sein.
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4.6. Erste Korrelationsfärbungen zu endogenem Eisen innerhalb 
atherosklerotischer Plaques

Das in atherosklerotischen Plaques des ApoE-/--Mausmodell detektierte Eisen soll-

te näher analysiert werden. Erste Korrelationsfärbungen wurden mittels einer 

immunhistochemischen (siehe 3.4.4.) anti-Ferritin Färbung angefertigt 

(Abbildung 4.8). 

Ferritine sind ubiquitäre Proteinkomplexe, die eine zentrale Rolle bei der intrazellu-

lären Speicherung körpereigenen Eisens spielen. Sie sind aus 24 Untereinheiten 

zusammensetzt, die einen Hohlraum von 80 Å bzw. 8 nm bilden, in dem bis zu 

4500 Fe(III)-Atome gespeichert werden können [148]. Das Eisen wird in kristalliner 

Form als Ferrihyddrit (5Fe2O3·9H2O), einem Eisenhydroxid in den Proteinkomplex 

eingelagert, wodurch Ferritine in Abhängigkeit von der Temperatur und der Eisen-

beladung superparamagnetische Eigenschaften aufweisen können [149]. Da mit 

Eisen beladenen Ferritine somit den gleichen Effekt wie Eisenoxid-Nanopartikel in 

T2*-gewichteten Sequenzen zeigen, könnte es zu Problemen bei einem Nachweis 

der Eisenoxid-Nanopartikel mittels MRT-Messungen führen. 

Wie Abbildung 4.8 exemplarisch zeigt, konnte Ferritin innerhalb der atheroskleroti-

schen Plaques nachgewiesen werden (braun angefärbte Bereiche in B). Die Ex-

pression von Ferritin korrelierte allerdings  nicht mit der Lokalisierung des endoge-

Abbildung 4.8: Exemplarische vergleichende Färbungen zur Kolokalisierung des endogenen 
Eisens und Ferritin innerhalb atherosklerotischer Plaques. Das endogene Eisen (blaue Berei-
che in A) korreliert nicht mit der Expression von dem eisenspeichernden Protein Ferritin (braune 
Bereiche in B) in atherosklerotischen Plaques aus dem Truncus brachiocephalicus. Maßstäbe: A, 
B: 100 µm. 

BA
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nen Eisens in einem Parallelschnitt (vergleiche A-B). Weiterhin zeigten die Zellen 

mit einem knorpelähnlichen Phänotyp, in deren näherer Umgebung endogenes 

Eisen identifiziert wurde (A), keine Expression von Ferritin. Dies  lässt darauf 

schließen, dass das detektierte endogene Eisen innerhalb der atherosklerotischen 

Läsionen keine magnetischen Eigenschaften besitzt, da diese vor allem auf in Fer-

ritin inkorporiertes Eisen zugeschrieben werden. Ein zweifelsfreier Nachweis der 

Eisenoxid-Nanopartikel mittels MRT war somit gewährleistet. 

4.7. Ex-vivo-MRT-Messungen zum Nachweis der Anreicherung 
der Eisenoxid-Nanopartikel

Die Anreicherung der VSOP in atherosklerotischen Plaques konnte, wie in 4.5. 

dargelegt, zunächst nicht mit histologischen Färbungen verifiziert werden. Zur Va-

lidierung mussten alternative Methoden ausgearbeitet werden. Über magnetreso-

nanztomographische Untersuchungen ist es möglich, Eisenoxid-Partikel zu detek-

tieren, indem der superparamagnetische Effekt der Partikel in T2*-gewichteten 

Gradientenechosequenzen wie zum Beispiel der FLASH-Sequenz genutzt wird. In 

solchen T2*-gewichteten MRT-Sequenzen verursachen Eisenoxid-Nanopartikel 

wie VSOP über ihre magnetischen Eigenschaften, welche sich auf die T2*-Relaxa-

tion des Gewebes auswirkt, eine Signalminderung bzw. Signalauslöschung an Or-

ten der Anreicherung (siehe 1.6.3.). Um potentielle Partikel-Akkumulationen evalu-

ieren und vergleichen zu können, wurden MRT-Messungen des Aortenbogens mit 

abgehenden Gefäßen von ApoE-/--Mäusen ex vivo durchgeführt (3.5.2.). Die i.v. 

Administration von VSOP, Etidronsäure-, Weinsäure- und Äpfelsäure-Nanoparti-

keln verursachte eine deutliche Signalauslöschung im Bereich der typischen Prä-

dilektiosstellen für atherosklerotische Plaques (Abbildung 4.9 A-D). Im Einzelnen 

sind die negativen Verstärkungen im Bereich der Aortenwurzel, im Aortenbogen 

sowie in der rechten Carotis und im Truncus brachiocephalicus zu erkennen. Bei 

ApoE-/--Mäusen ohne Injektion von Eisenoxid-Nanopartikeln (E), als  auch bei 

Wildtyp-Mäusen (C57BL/6 ) nach i.v. Injektion von VSOP (F) waren dagegen keine 

Signaleffekte feststellbar. 

Besonders der Aortenbogen der mit VSOP injizierten ApoE-/--Maus (A) weist, er-

kennbar an den dunklen Bereichen, eine starke Anreicherung auf. Die Kontroll-

messungen an ApoE-/--Mäusen ohne Partikelinjektionen dienten zur Überprüfung 

Ergebnisse

78



der Methode, da es während der Gewebeeinbettung in LM-Agarose zur Bildung 

von Luftblasen kommen könnte, die in der MRT-Messung ebenfalls Signalauslö-

schungen oder Signalminderungen erzeugen würden. Um sicherzustellen, dass 

die Signalverluste auf die Anreicherung in atherosklerotischen Läsionen zurückzu-

führen sind, wurde C57/Bl6-Mäusen VSOP injiziert. Diese Wildtyp-Mäuse bilden 

nach herkömmlicher Diät keine atherosklerotischen Plaques aus und wurden als 

Kontrolle zur Überprüfung unspezifischer Anreicherungen in gesunden Gefäßwän-

den verwendet.

Die i.v. Anwendung der DMSA-Eisenoxid-Nanopartikel resultierte im Gegensatz zu 

den anderen elektrostatisch stabilisierten Partikeln nicht in einer Akkumulation in 

atherosklerotischen Prädilektionsstellen (Abbildung 4.10). Signalauslöschungen 

Abbildung 4.9: Ex-vivo-MRT-Messungen (FLASH) von Aorten nach i.v. Applikation von  
VSOP (A), Etidronsäure- (B), Weinsäure- (C) und Äpfelsäure-Eisenoxid-Nanopartikeln (D) in 
ApoE-/--Mäusen. Die Aufnahmen wurden 3 Stunden nach Partikelinjektion mittels FLASH-Sequenz 
an einem 7T-MRT gemessen. Aufgrund der Akkumulationen von Eisenoxid-Nanopartikeln in athe-
rosklerotischen Gefäßwänden sind Signalverluste in Aortenwurzel, Aortenbogen und abgehenden 
Carotiden zu erkennen. Als Kontrollen wurden keine Partikel in ApoE-/--Mäuse (E) und VSOP in 
C57/Bl6-Mäuse (F) injiziert.

A B C
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wurden hingegen im Bereich des Herzmuskels lokalisiert. Infolge dieses Ergebnis-

ses wurden die DMSA-Eisenoxid-Nanopartikel für alle nachfolgenden Untersu-

chungen ausgeschlossen. 

4.8. Semi-Quantifizierung der Eisenoxid-Nanopartikel-Akkumula-
tion in ex-vivo-MRT-Messungen

Die unter 4.7 beschriebenen qualitativ ersichtlichen Anreicherungen von VSOP, 

Etidronsäure-, Weinsäure-, und Äpfelsäure-Eisenoxid-Nanopartikeln wurden fol-

gend untereinander verglichen und quantifiziert. Als Bereich wurde die Aortenwur-

zel gewählt, da hier einerseits kontinuierlich schon zu frühen Zeitpunkten athe-

rosklerotische Plaques ausgebildet werden und andererseits die Wahrscheinlich-

keit der Luftblasenbildung während der Einbettung des Gewebes in LM-Agarose 

aufgrund des vergleichsweise großen Durchmessers am Geringsten ist. 

Abbildung 4.10: Ex-vivo-MRT-FLASH-Aufnahme von Herz, Aorta und abgehenden Gefäßen 
einer ApoE-/--Maus nach i.v. Injektion von DMSA-Eisenoxid-Nanopartikeln. Die Signalalauslö-
schungen sind im Bereich des Herzens lokalisiert, während weder im Aortenbogen noch in der Aor-
tenwurzel eine Akkumulation zu erkennen ist.
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Die semi-quantitative Auswertung bestätigte die in 4.7. gezeigten Ergebnisse 

(Abbildung 4.11). Sowohl VSOP, als auch Etidronsäure-, Weinsäure-, und Äpfel-

säure-Eisenoxid-Nanopartikel reicherten sich in atherosklerotischen Läsionen der 

Aortenwurzel von ApoE-/--Mäusen im Vergleich zur Kontrolle an. Während im Fall 

von Etidronsäure-, Weinsäure-, und Äpfelsäure-Eisenoxid-Nanopartikeln eine Ak-

kumulation auf gleichem Niveau zu erkennen ist, zeigte die Auswertung für VSOP 

eine mehr als dreifach stärkere Anreicherung. Das heißt im Verhältnis  zur Fläche 

Abbildung 4.11: Semi-quantitative Auswertung der Signalminderungen infolge von Nanopar-
tikel-Anreicherungen in der Aortenwurzel von ex-vivo-MRT-Messungen. Nach Auswertung 
von 5 Mäusen pro Partikel und 5 Schnitten pro Maus konnte eine Anreicherung von allen 4 unter-
schiedlich beschichteten Nanopartikeln im Vergleich zu den Kontrollen festgestellt werden. Dabei 
zeigen die VSOP eine mehr als 3-fach so starke Anreicherung wie Etidron-, Wein-, und Äpfelsäure-
Nanopartikel. B zeigt eine exemplarische Auswertung in der das Gefäß markiert wurde (gelbe Lini-
e) und Voxel unterhalb des Schwellenwertes innerhalb des Gefäßes in gelben Flächen markiert 
sind. Einzelne Schnitte der Aortenwurzel sind exemplarisch in C-H dargestellt. Injektion von VSOP 
(C), Etidronsäure- (D), Weinsäure- (E), Äpfelsäure-Nanopartikeln (F) verursachen Signalauslö-
schungen angrenzend zur Gefäßwand, während bei der ApoE-/--Mäus ohne Partikelinjektion (G) 
sowie C57/Bl6 nach Gabe von VSOP (H) keine Kontrastunterschiede erkennbar sind. Mit 
GraphPad Prism wurden zunächst Unterschiede zwischen den Gruppen mit einer einfaktoriellen 
ANOVA ermittelt. Anschließend wurden einzelne Gruppen mit dem Tukey-Test verglichen. Statisti-
sche Signifikanz: * p ≤ 0,05; ***; p ≤ 0,001. Die Daten sind als Mittelwerte ± SEM angegeben. 
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der Aortenwurzel konnten für Etidronsäure-, Weinsäure- und Äpfelsäure-Eisen-

oxid-Nanopartikel annähernd die gleiche Anzahl an dunklen Voxel gezählt werden, 

während für VSOP mehr als drei mal so viele summiert werden konnten. Abbil-

dung 4.11B zeigt exemplarisch dunkel eingefärbte Voxel, die unterhalb des festge-

legten Schwellenwerts liegen, innerhalb der markierten Aortenwurzel (ROI 2). In 

C-H sind exemplarische Schnitte der Aortenwurzel dargestellt, anhand derer die 

semi-quantitative Auswertung vorgenommen wurde. Während die Kontrollen (G, 

H) keine Signalauslöschungen zeigen, ist bei allen ApoE-/--Mäusen nach Partike-

linjektion (C - F) eine Signalminderung im Bereich der Gefäßinnenwand erkenn-

bar.

Die Auswertung der Kontrolle, die annähernd keine dunklen Voxel aufwies, bestä-

tigte die Methode der ex-vivo-Messungen in Bezug auf ihre Robustheit, da die Bil-

dung von Luftblasen offenbar vermieden werden konnte (Abbildung 4.11, G). Zu-

dem konnte gezeigt werden, dass das innerhalb der atherosklerotischen Läsionen 

detektierte endogene Eisen (siehe 4.5.) keine magnetischen Eigenschaften be-

sitzt. Die Ergebnisse der Korrelationsfärbungen zu Ferritin wurden damit bestätigt 

(siehe 4.6.). 

Pro Gruppe wurden jeweils  5 ApoE-/--Mäuse analysiert, pro Maus wurden wieder-

um 5 Schichten im Bereich der Aortenwurzel ausgezählt. Insgesamt wurden dem-

nach 25 Schichten pro Nanopartikel ausgewertet, um belastbare Ergebnisse zu 

erhalten. Die Auswertungen ergaben signifikante Unterschiede zwischen VSOP 

und der Kontrolle sowie zwischen VSOP und den anderen 3 Partikeln. Die Grup-

pen wurden statistisch untereinander mit einer einfaktoriellen ANOVA und einem 

nachfolgenden Tukey-Test verglichen (p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,001 = ***). 

4.9. In-vivo-MRT-Messungen der VSOP-Anreicherung in athe-
rosklerotischen Plaques des ApoE-/--Mausmodells

Um zu zeigen, dass sich die ex-vivo-Ergebnisse auch auf in-vivo-Bildgebung über-

tragen lassen, wurde basierend auf den vorrausgehenden Messungen der aus-

sichtsreichste elektrostatisch stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel ausgewählt (sie-

he 4.8.). Die Messungen mit VSOP wurden atmungs- und EKG-getriggert durch-

geführt (siehe 3.5.1.). 
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Abbildung 4.12 (A) zeigt ein exemplarisches Bild nach Akquisition einer Gradien-

tenechosequenz (FLASH-Sequenz), in der das Herz und die Aorta mit Truncus 

brachiocephalicus in coronarer Ebene zu erkennen sind. Zuvor wurde mit Hilfe ei-

ner CINE-Sequenz die optimale Herzphase bestimmt, in der durch Herzbewegung 

oder Blutfluss  verursachte Artefakte am Geringsten sind und dadurch das Blut ei-

nen hohen Kontrast liefert. Ein Kontrasteffekt der VSOP war somit gewährleistet. 

Der Bereich der Aortenwurzel, der für die Kontrasteffekte (B, C) benutzt wurde, ist 

mit einem blauen Balken gekennzeichnet. B zeigt eine Messung nach FLASH-Se-

quenz in Schnittebene der Aortenwurzel (axial) vor Injektion von VSOP. Drei Stun-

den nach i.v. Applikation der VSOP wurde zunächst erneut über eine CINE-Se-

quenz die optimale Herzphase bestimmt und wieder mit einer FLASH-Sequenz 

senkrecht zur Aortenwurzel gemessen (C). 

Im Vergleich von pre- und post-Messung (B und C) sind im Bereich der Gefäß-

wand der Aortenwurzel deutliche Signalminderungen bzw. Signalauslöschungen 

Abbildung 4.12: In-vivo-MRT-Bildgebung der Aortenwurzel einer ApoE-/--Maus vor (B) und 
nach (C) VSOP-Injektion. Nach Akquisition einer CINE-Sequenz wurde eine ruhige Herzphase 
bestimmt, in der das Blut hell erscheint, um einen Kontrasteffekt von VSOP detektieren zu können. 
In diesem Zeitfenster wurde mit einer Gradientenechosequenz (FLASH) zunächst in koronarer 
Schnittebene gemessen (A). Anschließend erfolgten EKG-getriggerte FLASH-Messungen senk-
recht zur Aorta im Bereich der Aortenwurzel (blauer Balken in A) unmittelbar vor (B) und 3 Stunden 
nach intravenöser VSOP-Gabe (500 µmol Fe/kg). 

A

C

B
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erkennbar. Da hier die atherosklerotischen Plaques in der Intima der Aortenwurzel 

vorzufinden sind, lässt sich der Effekt der Signalminderung auf die Wirkung der 

VSOP zurückführen, die in der atherosklerotischen Läsion angereichert sind. 

Mit dieser in-vivo-Messung konnten die VSOP 3 Stunden nach Injektion erstmals 

in atherosklerotischen Plaques des ApoE-/--Mausmodells nachgewiesen werden.

4.10. Histologischer Nachweis von Nanopartikeln mittels TEM

Aufgrund des in 4.5. ermittelten endogenen Eisens in atherosklerotischen Plaques 

in ApoE-/--Mäusen war ein eindeutiger histologischer Nachweis der Eisenoxid-Par-

tikel mit der Berliner-Blau-Färbung nicht möglich. Alternativ wurden die Eisenoxid-

Nanopartikel histologisch über Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) lokali-

siert (Abbildung 4.13). Wie in 3.6. beschrieben, wurde das Gewebe nach i.v. Appli-

kation von VSOP, Etidronsäure- Weinsäure- und Äpfelsäure-Nanopartikeln für die 

Untersuchungen mittels TEM vorbereitet. Zunächst wurden Ultradünnschnitte 

(70 nm) von der Leber analysiert, da ein Großteil der Partikel dort nach i.v. Injekti-

on aufgenommen wird (siehe 1.7.3.). Wie bei der konventionellen TEM mit biologi-

schem Gewebe üblich, wurden die Schnitte kontrastiert. Damit war es jedoch nicht 

möglich, Eisenoxid-Nanopartikel zweifelsfrei zu detektieren. 

Daraufhin wurde mit unkontrastierten Schnitten mikroskopiert. Durch ihren Eigen-

kontrast im TEM konnten die Eisenoxid-Nanopartikel zunächst in der Leber identi-

fiziert werden. Eine Schnittkontrastierung mit Schwermetallen, die bei biologi-

schem Gewebe eine Kontrastverbesserung bewirkt, überlagerte den Eigenkontrast 

der Nanopartikel in einem solchen Ausmaß, dass die Nanopartikel nicht mehr er-

kennbar waren. Im weiteren Verlauf wurden die Gewebeschnitte von atherosklero-

tischen Plaques unkontrastiert analysiert.
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Alle 4 Nanopartikel konnten in den unkontrastierten Schnitten in atheroskleroti-

schen Plaques der Aortenwurzel identifiziert werden (Abbildung 4.13). In allen 4 

Fällen konnte eine lumennahe Anreicherung festgestellt werden. In tieferen Berei-

chen der Plaques wurden dagegen seltener Nanopartikel detektiert. Generell war 

es erforderlich die Nanopartikel über eine zunächst sehr hohe Auflösung eindeutig 

zu verifizieren und anschließend davon ausgehend mittels verminderten Vergröße-

rungen Aufschlüsse bezüglich ihrer Lokalisation innerhalb der Plaques zu erhalten. 

Erschwerend wirkte sich diesbezüglich der geringe Kontrast der Schnitte aus, da 

die Schnitte nicht kontrastiert werden konnten (siehe oben). Insgesamt konnte ei-

ne überwiegend zelluläre Anreicherung aller Nanopartikel nachgewiesen werden. 

Abbildung 4.13: Exemplarische TEM-Bilder von unkontrastierten Ultradünnschnitten der 
Aortenwurzel von ApoE-/--Mäusen nach i.v. Injektion mit VSOP (A), Etidronsäure- (B), Wein-
säure- (C) und Äpfelsäure-Eisenoxid-Nanopartikeln (D). Ansammlungen der Nanopartikel  sind 
in Bildausschnitten in höherer Vergrößerung gezeigt. Die Nanopartikel sind überwiegend in mem-
branumschlossenen Vesikeln lokalisiert. Maßstabsbalken: 0,5 µm.
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Aus den jeweiligen Vergrößerungen in Abbildung 4.13 ist erkennbar, dass sich die 

Nanopartikel größtenteils in kleinen, membranumhüllten Vesikeln wiederfinden 

lassen. 

Abbildung 4.14 verdeutlicht die Akkumulation in Phagolysosomen, die intrazellulär 

lokalisiert sind. In der höheren Vergrößerung ist eindeutig zu erkennen, dass es 

sich um Eisenoxid-Nanopartikel und nicht um Artefakte handelt. Ein Vergleich mit 

dem Maßstabsbalken (50 nm) bestätigte die Identität der Nanopartikel. 

Die Kontrolle zeigte keinerlei vergleichbare, kontrastreiche Strukturen (nicht ge-

zeigt). Aufgrund des Nachweises aller 4 Nanopartikel innerhalb atherosklerotischer 

Plaques lässt sich insgesamt feststellen, dass ein eindeutiger histologischer 

Nachweis von Eisenoxid-Nanopartikeln mit unkontrastierten TEM-Aufnahmen 

durchführbar ist und zu validen Ergebnissen führt. 

Abbildung 4.14: Exemplarische TEM Aufnahmen von angereicherten VSOP (A), Etidronsäu-
re- (B), Weinsäure- (C)- und Äpfelsäure- (D) Eisenoxid-Nanopartikeln innerhalb atherosklero-
tischer Plaques in der Aortenwurzel in höherer Vergrößerung. Die Nanopartikel sind jeweils in 
Phagolysosomen eingeschlossen. Maßstabsbalken: 50 nm. 
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4.10.1. Nähere Lokalisierung von VSOP in der Aortenwurzel mittels TEM

Weder der histologische Nachweis per Berliner-Blau-Färbung, noch korrelierende 

immunhistochemische Färbungen von Parallelschnitten zur näheren Beschreibung 

der Zielstrukturen der Eisenoxid-Nanopartikel, konnten angesichts des endogenen 

Eisens durchgeführt werden. Alternativ wurde für VSOP, die Partikel mit der 

stärksten Anreicherung (siehe 4.8.), eine genauere Untersuchung der Anreiche-

rung per TEM angestrebt. Dafür wurden die VSOP zunächst in höheren Vergröße-

rungen innerhalb der Plaque lokalisiert, um davon ausgehend mit geringeren Ver-

größerungseinstellungen die Morphologie der Zellen zu ermitteln. Wie Abbildung 

4.15 zeigt, konnten die VSOP überwiegend in 2 Zelltypen lokalisiert werden. 

In A ist eine pathologisch verdickte Endothelzelle sichtbar (schwarze unterbroche-

ne Linie). Diese ist in B vergrößert und der Abschnitt, in denen VSOP akkumuliert 

sind, ist wiederum in C vergrößert dargestellt. Die Vergrößerungen dienen der ein-

deutigen Identifizierung der VSOP, was in den Aufnahmen mit geringen Vergröße-

Abbildung 4.15: Exemplarische Anreicherung von VSOP in Endothelzellen (A-C) und Makro-
phagen (D-F) einer atherosklerotischen Läsion über TEM. Akkumulationen von VSOP sind 
durch weiße Pfeile markiert. In A ist eine Endothelzelle mit der schwarzen unterbrochenen Linie 
gekennzeichnet (EZ). B zeigt den in A weiß umrandeten Bereich (eckig) und C wiederum den in B 
weiß markierten Abschnitt (eckig) in höherer Vergrößerung. Vereinzelte VSOP sind in durch 
schwarze Pfeile in B gekennzeichnet. C lässt eine Identifizierung der in Phagolysosomen lokalisier-
ten VSOP zu. In D ist ein Makrophage durch die schwarze unterbrochene Linie hervorgehoben 
(MA). Weiße eckig markierte Bereiche sind im Nachbarbild vergrößert. F verifiziert VSOP. Maß-
stabsbalken: A, D: 5 µm; B: 2 µm; E: 1 µm; C, D: 100 nm. 
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rungen nicht möglich ist (vergleiche A und D). Aus A-C geht die Anreicherung der 

VSOP in Endothelzellen hervor. Diese lassen sich innerhalb der Endothelzellen in 

membranumhüllten Vesikeln, den Phagolysosomen auffinden (C). Abbildung B 

zeigt, durch weiße Pfeile markiert, die Präsenz einzelner VSOP, die weder eindeu-

tig zellulär, noch in Phagolysosomen lokalisiert sind. In unmittelbarer Nähe zu den 

vereinzelten VSOP sind Kollagenfasern zu erkennen (drei schwarze Pfeile in B), 

was für eine Anreicherung in Bereichen der extrazellulären Matrix sprechen könn-

te. Bereiche vereinzelter VSOP konnten jedoch insgesamt lediglich in vereinzelten 

Bereichen und geringer Frequenz detektiert werden. 

Ferner konnte eine substantielle zweite zelluläre Akkumulation in Makrophagen  

belegt werden, die unmittelbar unterhalb der Endothelzellen lokalisiert waren (D-

F). Wie auch bei den Endothelzellen konnte eine Anreicherung von VSOP in Pha-

golysosomen innerhalb der Makrophagen über eine hohe Vergrößerung bestätigt 

werden (F). 

Zusammenfassend konnte über eine Analyse der TEM-Bilder eine überwiegende 

zelluläre Anreicherung der VSOP in Endothelzellen und Makrophagen in lumen-

nahen Arealen festgestellt werden. Nur vereinzelt wurden VSOP azellulär bzw. 

nicht in membranumhüllten Vesikeln detektiert. In tiefen Gebieten der Plaques, al-

so im intimo-medialen Übergang konnten auf den analysierten Schnitten keine 

Partikel lokalisiert werden.

4.11. Nachweis der Eisenoxid-Nanopartikel über MPS

Über MPS-Messungen des atherosklerotischen Gewebes sollte ein weiterer 

Nachweis und darüber hinaus eine Quantifizierung der Partikelanreicherung erfol-

gen. Hierfür wurden die zuvor im MRT gemessenen Aorten inklusive abgehender 

Gefäße aus  den ex-vivo-Messungen verwendet (3.7.2.), die schon über die semi-

Quantifizierung miteinander verglichen worden waren. Um eine Quantifizierung zu 

ermöglichen, mussten zunächst die magnetischen Eigenschaften bzw. die magne-

tischen Momente der verschiedenen Eisenoxid-Nanopartikel durch Referenzmes-

sungen bestimmt werden (Abbildung 4.16). 
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Das MPS-Signal nimmt mit zunehmenden harmonischen Frequenzen ab und nä-

hert sich im Fall der elektrostatisch stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel dem Hin-

tergrundsignal an (Abb. 4.16). Für die Quantifizierung wurde daher jeweils  die In-

tensität der 3. Harmonischen (µA3) des  MPS-Frequenzspektrums verwendet (mit 

schwarzem Pfeil in Abb. 4.16 markiert), da sie den höchsten Amplitudenwert auf-

weist und daher am verlässlichsten ist. Der erste Messwert wurde angesichts von 

Störsignalen, die bspw. durch den Filter des MPS-Geräts verursacht werden kön-

nen und das Messergebniss verfälschen können, nicht berücksichtigt. Obwohl die 

im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Eisenoxid-Nanopartikel aufgrund ihrer ge-

ringen Größe im Vergleich mit anderen Eisenoxid-Partikeln generell relativ schwa-

che magnetische Momente aufweisen, ist eine deutliche Abgrenzung zum Hinter-

grundsignal der 3. Harmonischen (µA3) in Abb. 4.16 A nachweisbar. Die MPS-In-

tensitäten der verschiedenen Partikel weichen teilweise stark voneinander ab. So 

besitzen VSOP vergleichsweise die geringsten und Äpfelsäure-Nanopartikel die 

Abbildung 4.16: Exemplarische MPS-Spektren von VSOP, Etidronsäure-, Weinsäure- und 
Äpfelsäure-Eisenoxid-Nanopartikeln ohne Normierung im Vergleich zum Hintergrundsignal 
(A) und mit Normierung zur jeweiligen Eisenkonzentration (B). Der schwarze unterbrochene 
Pfeil markiert die dritte Harmonische (µA3), die für die Quantifizierungen in den Gefäßen genutzt 
wurde. Alle Nanopartikel unterscheiden sich in der Stärke des Signals im Vergleich zur Hinter-
grundmessung (Luft) um mehr als drei Größenordnungen. Äpfelsäure-Partikel zeigen die höchsten 
magnetischen Momente, gefolgt von Etidron-, Weinsäure-Partikeln und VSOP.  
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stärksten Signalintensitäten, während Etidron-, und Weinsäure-Eisenoxid-Nano-

partikel Signalintensitäten in einem ähnlichen Bereich aufweisen, der wiederum 

leicht über dem der VSOP liegt (Abb. 4.16 B; Tabelle 4.4).

Die Partikel-Suspensionen wurden jeweils im wässrigen Zustand und anschlie-

ßend nach Immobilisierung (siehe 3.7.) gemessen. Dies erfolgte zur Überprüfung 

der Messwerte, da die Möglichkeit besteht, dass eine eingeschränkte Beweglich-

keit der Eisenoxid-Nanopartikel das MPS-Signalverhalten beeinflusst. Inwiefern 

die in atherosklerotischen Läsionen lokalisierten Eisenoxid-Nanopartikel frei be-

weglich oder weitgehend immobilisiert vorliegen, ist nicht bekannt. Bei großen Dif-

ferenzen zwischen den Signalintensitäten in wässrigem bzw. immobilisiertem Zu-

stand würde die Quantifizierung der Anreicherungen beeinträchtigt werden, da ü-

ber die Referenzmessungen der einzelnen Eisenoxid-Nanopartikel, welche in flüs-

siger Suspension vorliegen die Normierung der später gemessenen Signale hin-

sichtlich der magnetischen Momente des atherosklerotischen Gewebes erfolgte. 

Tabelle 4.4 fasst die Ergebnisse dieser Messungen zusammen. 

Tabelle 4.4: Exemplarische Ergebnisse der über MPS-Messungen bestimmten magnetischen 
Momente für die verschiedenen Eisenoxid-Nanopartikel in flüssigem und immobilisiertem 
Zustand. Die Intensitäten der Harmonischen wurden auf die Masse des Eisens bezogen. Für die 
aufs Eisen bezogenen Werte sind prozentuale Differenzen zwischen dem flüssigen und immobili-
siertem Zustand angegeben. Die Werte beziehen sich jeweils auf die Intensitäten der 3. Harmoni-
schen (A3) des MPS-Spektrums. 

Nanopartikel Magnetisches Moment 
A3/ [A*m2]

Magnetisches Moment 
A3/ [A*m2]

A3/ m Fe
[A*m2/g Fe]

A3/ m Fe
[A*m2/g Fe]

Δ[%] 
flüssig - 

immobilisiert

flüssig immobilisiert flüssig immobilisiert

VSOP 1,02 * 10-08 1,02 * 10-08 1,33 * 10-4 1,33 * 10-4 0

Etidronsäure-
Partikel

3,04 * 10-08 2,94 * 10-08 3,14 * 10-4 3,30 * 10-4 -3,5

Weinsäure-
Partikel

2,29 * 10-08 2,37 * 10-08 2,21 * 10-4 2,29 * 10-4 +3,3

Äpfelsäure-
Partikel

9,39 * 10-08 9,37 * 10-08 8,13 * 10-4 8,11 *10-4 0,2
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Die magnetischen Eigenschaften bzw. Momente der Partikel sind von der Größe, 

Zusammensetzung des Kristalls (Größe des Eisen(II)-Anteils) sowie von der Be-

schichtung der Partikel abhängig. Je größer der Partikelkern, desto größer ist auch 

das magnetische Moment, über welches Partikel verfügen. Schon kleine Abwei-

chungen können hinsichtlich der magnetischen Eigenschaften einen enormen Un-

terschied ausmachen. Die vergleichsweise geringen magnetischen Momente der 

VSOP sind somit wahrscheinlich partiell auf ihre geringere Größe (siehe 4.1.2.) 

zurückzuführen. Die Äpfelsäure-Partikel weisen dagegen eine ähnliche hydrody-

namische Größe wie Etidronsäure- und Weinsäure-Partikel auf, besitzen dennoch 

größere magnetische Momente. Dies ist mutmaßlich auf die Kristallzusammenset-

zung der Eisenoxid-Kerne zurückzuführen. Die Eisenoxid-Kerne variieren auch 

nach gleichen Synthesebedingungen bezüglich ihrer Eisen(II)- und Eisen(III)-An-

teile. Diese sind wiederum maßgeblich für die jeweiligen relaxometrischen bzw. 

magnetischen Eigenschaften. Da die unterschiedlichen magnetischen Eigenschaf-

ten der verschiedenen Partikel in der Auswertung durch eine Normierung auf die in 

Tabelle 4.4 dargestellten Referenzmessungen berücksichtigt werden, ist eine 

Quantifizierung der Anreicherungen über die MPS-Messungen gewährleistet. Fer-

ner lagen die Abweichungen zwischen wässrigem und immobilisiertem Zustand in 

einem minimalen Bereich von wenigen Prozenten. 
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Nach der Analyse von 3 Tieren pro Gruppe konnten alle 4 applizierten Eisenoxid-

Nanopartikel im Aortenbogen der ApoE-/--Mäuse nachgewiesen werden, wohinge-

gen die Kontrolle keine magnetischen Eigenschaften zeigte (Abbildung 4.17). Im 

Vergleich zur Kontrolle, bei der das MPS-Signal dem Hintergrundsignal entsprach, 

lieferten die Messungen des atherosklerotischen Gewebes MPS-Signale, die über 

einer sicheren Nachweisgrenze lagen. Dieser Schwellenwert wurde für jeden Par-

tikel separat aus  dem Wert der Hintergrundsignale (Luft) und dem 2-fachen Wert 

der Standardabweichung berechnet und auf das jeweilige Signal der Referenz-

messungen bezogen (Tabelle 4.5). Aus der Tabelle 4.5 ist ersichtlich, dass die 

Durchschnittswerte der gemessenen MPS-Signale jeweils oberhalb der berechne-

ten Nachweisgrenzen der jeweiligen Nanopartikel lagen und die Messergebnisse 

somit zu aussagekräftigen Ergebnissen geführt haben. 

Abbildung 4.17: Quantifizierung der Nanopartikel-Anreicherung im Gefäßbereich des Aor-
tenbogens nach i.v. Injektion der 4 elektrostatisch stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel und 
Kontrollen ohne Partikelgabe über MPS-Messungen. Über die Referenzmessungen der Partikel 
konnte die Eisenmenge in den Plaques ermittelt werden. Im Vergleich zur Kontrolle (ApoE-/--Mäuse 
ohne Partikel-Applikation) konnte eine Akkumulation aller 4 Nanopartikel  verifiziert werden. VSOP 
zeigt eine mehr als 3-fach so hohe Anreicherung im Vergleich mit den anderen 3 Partikeln. In B ist 
der für die MPS-Messungen zugrunde liegende Bereich mit atherosklerotischen Plaques darge-
stellt (unterbrochene Linie). Pro Gruppe wurden 3 ApoE-/--Mäuse (n = 3) analysiert. 
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Da ein schwaches Signal im Vergleich zu einem stärkeren eine höhere Unsicher-

heit besitzt, ist die berechnete Nachweisgrenze für die VSOP am Größten 

(50,2 ng) und umgekehrt aufgrund ihres starken magnetischen Signals im Fall der 

Äpfelsäure-Eisenoxid-Nanopartikel am Geringsten (8,2 ng). Die Nachweisgrenze 

ist demnach abhängig von der partikelspezifischen Stärke des MPS-Signals  (3. 

Harmonische). Die MPS-Messungen des atherosklerotischen Gewebes ergaben 

für Etidronsäure-, Weinsäure-, und Äpfelsäure-Eisenoxid-Nanopapartikel einen 

ähnlichen Wert im Bereich von 40 ng Fe (Abbildung 4.17; Tabelle 4.5). Für VSOP 

hingegen wurde mit 179 ng Fe ein mehr als  3-fach höherer Wert bestimmt. Dies 

korreliert mit den semi-Quantifizierungen aus den ex-vivo-MRT-Messungen (siehe 

4.8.). Im Unterschied dazu wurde bei den MPS-Messungen die Gesamtheit von 

atherosklerotischen Läsionen im untersuchten Gefäßbaum gemessen (siehe Ab-

bildung 4.17 B), da die Fe-Bestimmungen aufgrund des schwachen Signals  an-

sonsten unterhalb der Nachweisgrenze gelegen hätten. Nachdem also auf der ei-

nen Seite ein bestimmter Abschnitt (Aortenwurzel bei den ex-vivo-Messungen) 

und auf der anderen Seite eine Summe von Plaques  analysiert wurden, konnte 

nach Auswertung beider Methoden eine ungefähr 3-fach höhere Anreicherung für 

die VSOP im Vergleich mit den anderen 3 elektrostatisch stabilisierten Eisenoxid-

Nanopartikeln verifiziert werden. 

Die Magnetische-Partikel-Spektrometrie wurde im Rahmen dieser Arbeit zum ers-

ten Mal in Bezug auf den Nachweis bzw. die Quantifizierung von Eisenoxid-Nano-

partikeln innerhalb atherosklerotischer Plaques erfolgreich angewendet.

Tabelle 4.5: Aus den MPS-Signalstärken der Partikelmessungen (Referenzmessungen) be-
rechnete Nachweisgrenzen der einzelnen, elektrostatisch stabilisierten Nanopartikel, die 
über MPS-Messungen bestimmten Durchschnittswerte der Eisenmassen in den atheroskle-
rotischen Geweben und deren Standardabweichungen (σ).

Nanopartikel
berechnete 

Nachweisgrenze 
[ng]

Fe [ng] in Plaques 
[∅]

σ von Fe in 
Plaques [∅]

VSOP 50,2 179,3 47,1

Etidronsäure-Partikel 21,2 48,4 18,9

Weinsäure-Partikel 30,3 43,3 2,9

Äpfelsäure-Partikel 8,2 38,7 4,2
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4.12. Ergebnisse der LA-ICP-MS an Gewebeschnitten 

Für die histologischen Analysen mittels  LA-ICP-MS wurden VSOP unter Verwen-

dung von Europium(III)-chlorid synthetisiert, wie unter 3.1. beschrieben. Da Euro-

pium in biologischen Systemen nicht vorkommt, sollte es als zur Identifikation der 

VSOP in histologischen Schnitten genutzt werden. Die Eu-VSOP wurden hinsicht-

lich ihrer Größe und der relaxometrischen Eigenschaften wie unter 3.2.1. bzw. 

3.2.3. beschrieben analysiert (Tabelle 4.6).

Die Eu-VSOP besitzen insgesamt eine mit den etablierten VSOP vergleichbare 

Größe, (siehe 4.1.2.), die im Rahmen der sich aus den verschiedenen Synthesen 

ergebenden Abweichungen liegt. Weiterhin konnten Aggregationen in höheren 

Größenbereichen ebenfalls ausgeschlossen werden (Abbildung 4.18), so dass die 

Eu-VSOP für in-vivo-Versuche anwendbar waren. Die T1- und T2-Relaxivitäten 

sind ebenfalls mit VSOP ohne Europium vergleichbar.

Wie bei allen Untersuchungen zur Anreicherung der Nanopartikel wurden 

500 µmol Fe/kg injiziert und die ApoE-/--Mäuse 3 Stunden nach i.v. Gabe perfun-

diert. Um die Methode mit der LA-ICP-MSA und den mit Europium-dotierten VSOP 

zu etablieren, wurden zunächst die Lebern von Eu-VSOP und VSOP injizierten  

Tebelle 4.6: Charakterisierung von Eu-VSOP hinsichtlich hydrodynamischer Größe und re-
laxometrischen Eigenschaften

hydrodynamischer 
Durchmesser [nm]

T1-Relaxivität 
[mM-1s-1]

T2-Relaxivität 
[mM-1s-1]

T2/T1

Eu-VSOP 7,5-11,7 23 57 2,5

Abbildung 4.18: Hydrodynamische Größe von Eu-VSOP. Die Eu-VSOP weisen ein vergleichba-
res Größenprofil wie VSOP ohne Europium auf und zeigen keine Aggregationen in höheren Grö-
ßenbereichen. 
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ApoE-/--Mäusen sowie Kontrollen (ApoE-/--Mäuse ohne Partikelinjektion) gemes-

sen. Wie Abbildung 4.19 zeigt, wurde Europium (153Eu) lediglich in der Leber des 

mit Eu-VSOP injizierten Tieres in relevanten Mengen detektiert, während die Leber 

nach VSOP-Gabe sowie die Kontrollleber kein bzw. ein um mehrere Größenord-

nungen geringeres Eu-Signal zeigten. Dagegen wurde Eisen (57Fe) nach VSOP, 

wie auch nach Eu-VSOP Applikation in der gesamten Leber mit einer vergleichba-

ren Intensitätsverteilung lokalisiert. Die Analyse der verschiedenen Lebern zeigten 

verlässliche Europium-Signale (Eu-VSOP) mittels  LA-ICP-MS und eine sichere 

Differenzierung zu VSOP ohne Zusatz von Europium. Somit konnte im nächsten 

Schritt eine Analyse von atherosklerotischen Läsionen mit der LA-ICP-MS zum 

histologischen Nachweis von Eu-VSOP über die Messung der Europiumintensitä-

ten versucht werden. 

Abbildung 4.19: Ergebnisse der LA-ICP-MS der 153Eu und 57Fe Intensitäts-Verteilung in Le-
berschnitten von ApoE-/--Mäusen nach i.v. Injektion von 500 µmol Fe/kg Eu-VSOP (A1-A2), 
VSOP (B1-B2) und ohne Partikelgabe (C1-C2). Europium konnte lediglich in signifikanten Mengen 
nach Injektion von Eu-VSOP detektiert werden (A1). Nach Applikation von VSOP und Eu-VSOP ist 
eine höhere Intensität an Eisen in der Leber im Vergleich zur Kontrolle nachweisbar. Es wurde mit 
einer Laser-Spotgröße von 150 µm, einer Überlappung von 25 µm und einer Geschwindigkeit von 
150 µm/sek gemessen. 

Eu-VSOP KontrolleVSOP

Eu

Fe

A1 B1 C1

A2 B2 C2

Ergebnisse

95



Abbildung 4.20: Überlagerung von Hellfeld-Mikroskopiebild und LA-ICP-MS-Ergebnissen der 
157Eu-Intensitätsverteilung von Schnitten atherosklerotischer Plaques nach i.v. Injektion von 
500 µmol Fe/kg Eu-VSOP (A, C) und Vergleich mit Berliner-Blau-Färbung (B, D). Der Vergleich 
zeigt eine höhere Sensitivität der LA-ICP-MS gegenüber der Eisen-Färbung. In A ist eine breite 
Anreicherung der Eu-VSOP in nahezu allen lumennahen Arealen der atherosklerotischen Läsion 
über die 157Eu-Verteilung ersichtlich, während die korrespondierende Berliner-Blau-Färbung ledig-
lich einige wenige eisenpositive Bereiche offenbart (in B mit Pfeilen markiert). Zudem konnte in 
einer weiteren Messung mit höherer Auflösung eine punktförmige Akkumulation der Eu-VSOP 
nachgewiesen werden (C), die mit eisenpositiven vesikulären Strukturen in der Berliner-Blau-Fär-
bung korreliert (Pfeile in D). Es wurde mit einer Laser-Spotgröße von 15 µm (A) bzw. 8 µm (C), 
einer Überlappung von 5 µm (A) bzw. 2 µm (C) und einer Geschwindigkeit von 15 µm/sek (A) bzw. 
8 µm/sek gemessen. Maßstabsbalken: B: 200 µm; D: 100 µm. 
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Mittels  LA-ICP-MS konnten die Eu-VSOP über das Europium innerhalb athe-

rosklerotischer Plaques  nachgewiesen werden (Abbildung 4.20 A, C). Die Europi-

umsignale korrelierten dabei mit dem Eisensignal (B, D). Eine Detektion der Eu-

VSOP über das Europium mit der LA-ICP-MS offenbarte eine wesentlich höhere 

Sensitivität im Vergleich zur Berliner-Blau-Färbung (Abbildung 4.20) und eine 

Spezifität, die bei der Berliner-Blau-Färbung nicht gegeben ist. Während in der 

Berliner-Blau-Färbung lediglich einzelne Areale mit lokalen Eisenablagerungen zu 

erkennen waren (siehe Pfeile in C, D), zeigte Abbildung A/C eine Anreicherung der 

Eu-VSOP in fast allen Bereichen der Plaque entlang des Lumen. 

Einzelne Bereiche wurden mit höherer Auflösung erneut untersucht (C). Die erhöh-

te Empfindlichkeit des Eu-VSOP Nachweises über die LA-ICP-MS im Vergleich 

zur Berliner-Blau-Färbung bestätigte sich hier erneut. Während im mit dem Mikro-

skopiebild überlagerten LA-153Eu Intensitätsprofil, Eu-VSOP über die Eu-Intensitä-

ten großflächig innerhalb der Plaques detektiert werden konnten, wurden in der 

vergleichenden Berliner-Blau-Färbung lediglich kleinere Flächen blau angefärbt. 

Des Weiteren weisen auch einzelne kleine Spots Europiumsignale auf, die ebenso 

in der Berliner-Blau-Färbung wiedergefunden werden konnten. Angesichts  der in 

4.5. gezeigten Ergebnisse, in denen endogenes Eisen mittels  Berliner-Blau-Fär-

bung innerhalb der atherosklerotischen Plaques mit sich wiederholendem Muster 

in Form von eisenhaltigen Vesikeln detektiert wurde, musste eine Anreicherung 

von Eisenoxid-Nanopartikeln ausschließlich auf Basis der Berliner-Blau-Färbung 

stark in Frage gestellt werden. Insgesamt korrelierten die Anreicherungsmuster im 

Vergleich zwischen LA-ICP-MS und Berliner-Blau-Färbung und zeigten, dass in 

den untersuchten Schnitten die eisenpositiven Bereiche auch auf VSOP und nicht 

ausschließlich auf endogenes Eisen zurückzuführen sind (vergleiche 4.5.). 

Weitere Analysen und Vergleiche zwischen den beiden Methoden LA-ICP-MS und 

Berliner-Blau-Färbung sind notwendig, um die Anreicherung besonders in vesiku-

lären Strukturen näher zu untersuchen. Zudem ist aufgrund der in 4.5. (siehe auch 

Abbildung 4.7) gezeigten Ergebnisse ein unzweideutiger histologischer Nachweis 

der Eisenoxid-Nanopartikel mit anderen Methoden wie LA-ICP-MS und TEM (sie-

he 4.10.) unabdingbar. Schnitte von Kontrollen in denen endogenes Eisen in ei-

nem beschriebenem Muster nach Berliner-Blau-Färbung zu erkennen war, wurden 

bisher im Rahmen der Dissertation noch nicht untersucht. Die LA-ICP-MS stellt in 

Verbindung mit Europium-dotierten Eisenoxid-Nanopartikeln eine wertvolle Metho-
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de für den spezifischen Nachweis der Anreicherung in histologischen Schnitten 

von atherosklerotischen Plaques dar. 
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5. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, zunächst verschiedene elektrostatisch stabi-

lisierte Eisenoxid-Nanopartikel zu synthetisieren und diese daraufhin auf eine 

mögliche Anreicherung in atherosklerotischen Plaques  im ApoE-/--Mausmodell zu 

untersuchen. 

5.1. Synthese elektrostatisch stabilisierter Eisenoxid-Nanoparti-
kel

Magnetische Eisenoxid-Nanopartikel besitzen in Abwesenheit von Oberflächenbe-

schichtungen bei neutralem pH eine hohe Tendenz zur Aggregation. Die Triebkraft 

resultiert aus der Minimierung der großen Oberflächenenergien, die sich aus dem 

großen Oberfläche-zu-Volumen Verhältnis ergeben [150]. Um das Ausfallen der 

Nanopartikel-Suspension infolge von anziehenden Van-der-Waals-Kräften zu ver-

hindern, ist eine Modifizierung der Oberflächen bzw. eine Beschichtung der Parti-

kel zur Stabilisierung unerlässlich [83, 89, 90, 151]. Eine Stabilisierung der Parti-

kel-Suspension kann durch abstoßende elektrische Ladungen, vermittelt durch 

Moleküle auf der Partikeloberfläche [152], oder durch Polymer-vermittelte steri-

sche (räumliche) Abstoßung [88] erreicht werden. Um Partikel zu stabilisieren, 

müssen die abstoßenden Kräfte die anziehenden Kräfte (Van-der-Waals-Kräfte) 

überwiegen. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Beschichtung mit verschiedenen monomeren 

Säuren zu verschiedenen negativ geladenen, elektrostatisch stabilisierten Eisen-

oxid-Nanopartikeln mit dadurch variierenden Oberflächeneigenschaften führen. 

Um eine maximale Adsorption der jeweiligen monomeren Säuren auf der Partike-

loberfläche zu gewährleisten, wurde die Beschichtung im sauren Bereich (pH von 

3,0) durchgeführt. Die Carboxygruppen der verwendeten monomeren Säuren lie-

gen hier zunehmend protoniert vor, wodurch in anderen Studien gezeigt werden 

konnte, dass eine Komplexierung an Eisenionen von Partikeloberflächen erleich-
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tert wird [139, 153]. Unter 4.1.1. (Tabelle 4.1) sind die verschiedenen Säuren und 

die Ergebnisse der Beschichtungsversuche veranschaulicht. 

Neben VSOP konnten in anderen Arbeiten weitere Eisenoxid-Nanopartikel-Sus-

pensionen durch Adsorption von Citronensäure auf der Partikeloberfläche synthe-

tisiert werden [98, 154]. Citronensäure verfügt über drei Carboxygruppen und eine 

zusätzliche Hydroxygruppe, die wahrscheinlich eine wichtige Rolle im Stabilisie-

rungsprozess einnehmen [155]. Carboxygruppen eignen sich als  zweizähniger Li-

gand durch ihre chemische Affinität zu Eisenionen zur Beschichtung von Eisen-

oxid-Nanopartikeln. Dabei spricht viel dafür, dass eine oder zwei der Carboxy-

gruppen der Citronensäure kooperative Bindungen mit den Eisenatomen auf der 

Partikeloberfläche ausbilden [88, 151]. Durch die geometrische Struktur von Citro-

nensäure können vermutlich sterisch nicht alle Carboxygruppen an der Oberfläche 

binden, so dass mindestens eine Carboxygruppe in das Suspensionsmedium ragt 

und in Abhängigkeit vom pH durch Dissoziation der Protonen eine negative La-

dung besitzt. Die meisten organischen Säuren sind bei neutralem pH (7,4) teilwei-

se deprotoniert. Durch zwei potentiell komplexierende Carboxygruppen könnte bei 

der Citronensäure zusätzlich ein Chelateffekt auftreten, der eine besonders stabile 

Komplexbildung ermöglicht [146]. 

Viele an der Partikeloberfläche koordinierte Citronensäuremoleküle sorgen im 

Endeffekt für eine ausreichende negative Gesamtladung des Partikels. Die Hydro-

xygruppe könnte zusätzlich an der koordinativen Bindung zur Partikeloberfläche 

über Wechselwirkungen mit dem Eisenionen beitragen [155]. Zusammenfassend 

muss ein Stoff für die erfolgreiche elektrostatische Stabilisierung einerseits Grup-

pen zur potentiellen Komplexbildung auf Eisenoxidoberflächen aufweisen, und an-

dererseits  über geladene Gruppen verfügen, die nicht an der Komplexbildung be-

teiligt sind, und so für die elektrostatische Stabilisierung sorgen.

Im folgenden steht (+) für stabile Partikel und (−) für keine Partikelstabilisierung.

Weinsäure (+), Äpfelsäure (+), Tartronsäure (−) und Maleinsäure (−) besitzen als 

Dicarbonsäuren im Unterschied zu Citronensäure jeweils lediglich 2 Carboxygrup-

pen. Während Weinsäure (+) zudem über 2 Hydroxygruppen verfügt, ist bei Äpfel- 

(+) und Tartronsäure (−) eine und bei der Maleinsäure (−) keine vorzufinden. Mit 

Äpfel-, wie auch mit Weinsäure konnten Eisenoxid-Nanopartikel stabilisiert wer-

den, während im Gegensatz dazu die Beschichtung mit Malein- und Tartronsäure 

keine stabilen Partikel ergab (siehe 4.1.1.). 
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Da es sich bei allen oben angesprochenen Molekülen um Dicarbonsäuren handelt, 

müssen einzelne Details  über die bereits erwähnten wichtigen Carboxygruppen 

hinaus erörtert werden, die für ein erfolgreiches Coating notwendig sind. Äpfelsäu-

re (+) besitzt im Vergleich zur Tartronsäure (−) eine längere Kohlenstoffkette, wel-

che bezüglich der Stabilisierung von Eisenoxid-Partikeln eine Rolle zu spielen 

scheint, da die Moleküle ansonsten vergleichbar sind. Dies könnte möglicherweise 

auf die geringere geometrische Flexibilität der Tartronsäure aufgrund der kürzeren 

Kohlenstoffkette zurückzuführen sein. Dadurch bedingt, könnten beide Carboxy-

gruppen mit Eisenatomen auf der Partikeloberfläche koordinieren, so dass keine 

Carboxygruppe für die erforderliche Ladung zur Verfügung stehen würde. Aus der 

Literatur ist keine Arbeit über mit Tartronsäure stabilisierte Eisenoxid- oder ande-

ren Nanopartikel bekannt. 

Maleinsäure (−) liegt in cis-Konfiguration vor (trans-Isomer ist Fumarsäure) und 

besitzt im Vergleich zu Äpfelsäure (+) statt einer Hydroxygruppe eine Kohlenstoff-

Doppelbindung. Die durch die Doppelbindung resultierende geringere Flexibilität 

könnte insofern ein Grund für eine fehlende Stabilisierung sein, als  dass eine nach 

außen ragende erforderliche Carboxyguppe, die dem Partikel bei Deprotonierung 

eine erforderliche Ladung verleihen würde, dadurch nicht bereitgestellt werden 

kann. 

Ähnlich der Maleinsäure ist die trans-Aconitsäure (−) eine ungesättigte organische 

Verbindung und verfügt über keine Hydroxygruppe. Trotz ihrer drei Carboxygrup-

pen konnten die Eisenoxid-Nanopartikel nicht mit Hilfe von Aconitsäure stabilisiert 

werden. Mögliche Erklärungen liegen in der kurzen Kohlenstoffkette (vergleiche 

Tartronsäure) und Abwesenheit einer Hydroxygruppe (vergleiche Maleinsäure). 

Auch in der Literatur gibt es keine vergleichbaren Arbeiten, in denen entweder mit 

trans-Aconitsäure oder mit dem cis-Isomer der Aconitsäure Eisenoxid-Nanoparti-

kel stabilisiert werden konnten. 

Hingegen gelang es Goloverda et al. unter Verwendung von Äpfelsäure Eisenoxid-

Nanopartikel zu stabilisieren [156]. Die Partikel zeigten in Säure-Base-Titrationen 

eine geringere Stabilität als ebenfalls  hergestellte Citronensäure- und Weinsäure-

Eisenoxid-Nanopartikel. Andere Arbeiten dokumentieren das Vermögen von Wein-

säure bezüglich einer elektrostatischen Stabilisierung von Eisenoxid-Nanopartikeln 

[139, 157] sowie Kobalt-Eisenoxid-Nanopartikeln [158]. In Vorversuchen wurde ein 

Coating ebenfalls mit Bernsteinsäure untersucht, welches nicht zu stabilen Parti-
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keln führte (nicht gezeigt). Bernsteinsäure ist bis auf eine Hydroxygruppe mit Äp-

felsäure vergleichbar. Daraus könnte abgeleitet werden, dass sich von den im 

Rahmen dieser Arbeit untersuchten monomeren Säuren die nur über Carboxysäu-

ren als  potentiell bindende Gruppen verfügen, diejenigen am besten erwiesen ha-

ben, die mindestens 2 Carboxygruppen, mindestens eine Hydroxygruppe und ein 

Kohlenstoffgerüst aus mindestens 4 C-Atomen aufweisen. Die anscheinende Not-

wendigkeit der Anwesenheit einer Hydroxygruppe spricht für deren Beteiligung an 

einer Bindung zur Nanopartikeloberfläche [155]. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten ferner elektrostatisch stabilisierte Eisenoxid-Na-

nopartikel unter Verwendung von Etidronsäure (+) (1-Hydroxyethyliden-1,1-

Diphosphonsäure; HEDP) hergestellt werden. Etidronsäure besitzt als Bisphos-

phonat zwei Phosphonatgruppen, die wie die oben diskutierten Carboxygruppen 
eine hohe Bindungsaffinität zu Metalloberflächen [159] bzw. hohe Fähigkeiten zur 
Komplexbildung mit Eisen aufweisen [160]. Maghemit-Nanopartikel wurden von 
Lalatonne et al. mit dem Bisphosphonat 5-hydroxy-5,5-bis(Phosphon)Pentansäure 
(HMBP-COOH) beschichtet, das neben den 2 Phosphonatgruppen über eine wei-
tere Carboxygruppe verfügt [161]. Laut Lalatonne et al. sorgt diese zusätzliche 
Carboxygruppe, die nach außen ragt, für die eine elektrostatische Abschirmung, 
während die beiden Phosphonatgruppen eine Komplexierung mit den Eisenato-
men auf der Partikeloberfläche eingehen. Weiterhin wurden in anderen Arbeiten 
SPIO mit Etidronsäure (HEDP) beschichtet [162, 163], wodurch stabile Eisenoxid-
Nanopartikel gewonnen werden konnten. Das bestätigt die Ergebnisse dieser Ar-
beit und zeigt das Potential von Etidronsäure bzw. von Bisphosphonaten hinsicht-
lich der Stabilisierung von Eisenoxid-Partikeln. Eine zusätzliche Carboxygruppe 
wie im Fall von HMBP-COOH ist demnach nicht zwingend erforderlich. 
Meso-2,3-Dimercaptobernsteinsäure (+) ist eine organische Säure mit zwei Car-

boxygruppen und zwei Thiolgruppen (siehe 3.1.) mit der unter angepassten Be-

dingungen stabile Eisenoxid-Nanopartikel synthetisiert werden konnten (siehe 

3.1.8.; 4.1.1.). 

Thiolgruppen besitzen ein starkes Potential zur Komplexbildung von Metallen. In 

der Klinik fand meso-2,3-Dimercaptobernsteinsäure bereits Verwendung in Zu-

sammenhang mit Schwermetallvergiftungen [164], die durch das orale Einnehmen 

von DMSA behandelt werden. Insbesondere bei Bleivergiftungen ist die meso-2,3-

Dimercaptobernsteinsäure ein effektiver Chelator und bindet das Schwermetall 
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hauptsächlich in der Niere, woraufhin es ausgeschieden wird [165]. In der Literatur 

konnten stabile Eisenoxid-Nanopartikel unter Verwendung von meso-2,3-Dimer-

captobernsteinsäure synthetisiert werden, indem es nach der Nanopartikelsynthe-

se direkt mit DMSA beschichtet wurde [99, 166, 167] bzw. nach Ölsäure-Synthese 

durch einen Austausch an der Partikeloberfläche [168]. Laut Valois et al. bindet 

DMSA über ihre Carboxygruppen auf der Eisenoxid-Oberfläche [167], so dass die 

Thiolgruppen nach außen ragen. Diese wirken reduzierend auf den Eisenoxidkern 

und werden selber oxidiert, was zur Bildung von Disulfidbrücken zwischen mehre-

ren DMSA-Moleküle führen kann [99]. In der Konsequenz entstehen demnach Po-

lydisulfidketten auf der Partikeloberfläche. Die reduzierende Wirkung des DMSA 

kann aber auch zu einer partiellen oder gänzlichen Auflösung der Eisenoxid-Kerne 

führen. Aus diesem Grund wurde die Beschichtung angepasst und im Unterschied 

zu den anderen verwendeten Molekülen lediglich eine geringe Menge DMSA im 

Verhältnis  zum Eisen verwendet (siehe 3.1.). Mit diesem Vorgehen konnten mit 

meso-2,3-Dimercaptobernsteinsäure beschichtete stabile Eisenoxid-Nanopartikel 

hergestellt werden. Im Vergleich mit den anderen stabilen Eisenoxid-Nanopartikeln 

zeigten die DMSA-Partikel deutlich größere Kerndurchmesser. Möglicherweise ist 

das ein Hinweis auf die oben beschriebene Vernetzung zwischen DMSA-Molekü-

len über die Thiolgruppen auf der Partikeloberfläche, so dass nicht allein eine e-

lektrostatische, sondern des Weiteren eine Art sterische Stabilisierung entstanden 

ist. Andererseits konnte über die Zeta-Potential Messungen eine starke negative 

Ladung der DMSA-Partikel nachgewiesen werden. 

Die 4-Amino-5-hydroxynaphthalin-2,7-disulfonsäure (−) besitzt eine Hydroxygrup-

pe, eine Aminogruppe und 2 aromatische Kohlenwasserstoffverbindungen (Phe-

nylgruppen). Damit unterscheidet sie sich stark von den oben beschriebenen Mo-

lekülen, was bei einer geglückten Stabilisierung zu Nanopartikeln mit stark variie-

renden Oberflächeneigenschaften geführt hätte. Das Molekül wurde weiterhin we-

gen seiner beiden Sulfonatgruppen in dieser Arbeit getestet, obwohl es  keine be-

kannten Arbeiten hinsichtlich der stabilisierenden Wirkung von 4-Amino-5-

hydroxynaphthalin-2,7-disulfonsäure auf Eisenoxid-Nanopartikel-Suspensionen 

gibt. Dagegen können Sulfonatgruppen ähnlich wie Phosphonatgruppen eine 

Komplexbildung auf Eisenoxid-Partikeloberflächen eingehen. Mit Dopamin-Sulfo-

nat (ZDS) konnten von Zhou et al. Eisenoxid-Nanopartikel stabilisiert werden, in-

dem die Sulfonatgruppe auf der Partikeloberfläche koordiniert [169]. Die Struktur 
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von 4-Amino-5-hydroxynaphthalin-2,7-disulfonsäure dagegen scheint nicht prä-

destiniert, um Eisenoxid-Nanopartikel elektrostatisch zu stabilisieren (siehe 4.1.1.). 

5.2. Untersuchung der Eisenoxid-Nanopartikel auf Anreicherung 
in atherosklerotischen Plaques des ApoE-/--Mausmodells

Neben den etablierten mit Citronensäure beschichteten Eisenoxid-Nanopartikeln 

(VSOP), konnten wie in 4.1.1. beschrieben, vier weitere, mit unterschiedlichen or-

ganischen Säuren stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel synthetisiert werden. Alle 5 

Partikel wurden in einer Dosis von 500 µmol Fe/kg i.v. appliziert (siehe 3.3.1.), um 

eine potentielle Anreicherung in atherosklerotischen Plaques zu evaluieren. Vergli-

chen mit den Dosierungen in humanen Patienten von 30 bis 45 µmol Fe/kg 

scheint diese Dosis  hoch. Doch aufgrund einer schnelleren Entfernung aus der 

Blutzirkulation durch eine höhere Herzfrequenz, werden Bildgebungsexperimente 

mit Kleintieren (Mäusen) generell bei höheren Dosierungen (200 bis 

1000 µmol Fe/kg) durchgeführt [170, 171]. Andere Arbeiten, die ebenfalls eine An-

reicherung von unspezifischen Eisenoxid-Nanopartikeln in atherosklerotischen 

Plaques des ApoE-/--Mausmodells untersuchen, verwendeten höhere Dosen von 

1000 µmol Fe/kg [130-132, 172, 173]. 

Während sich Citronensäure (VSOP), Etidronsäure-, Weinsäure-, und Äpfelsäure-

Eisenoxid-Nanopartikel in den atherosklerotischen Plaques  anreicherten (siehe 

unten), war dies  für die DMSA-Eisenoxid-Nanopartikel nicht der Fall. Statt dessen 

wurde eine Akkumulation im Myokard in der ex-vivo-MRT-Messung registriert (sie-

he 4.7.; Abbildung 4.10). Mit DMSA beschichtete Eisenoxid-Nanopartikel wurden 

nach Injektion in Mäuse laut mehrerer anderer Studien im Lungengewebe lokali-

siert [167, 174, 175]. Die Anreicherung ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, 

dass sich die Oberflächenstrukturen der Partikel stark unterscheiden. Im Vergleich 

zu den anderen Säuren, mit denen Nanopartikel stabilisiert wurden, könnten die 

DMSA-Moleküle über ihre Thiolgruppen Disulfidbrücken bilden und dadurch eine 

Art Käfig um den Eisenoxid-Kern erzeugen [176]. Diese differenten Oberflächen-

eigenschaften zusammen mit der etwas höheren Größe könnten eine Erklärung 

für die abweichenden Affinitäten sein. In der Folge wurden die DMSA-Eisenoxid-

Nanopartikel nicht mehr für die in-vivo-Versuche verwendet. 
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Elektrostatisch stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel besitzen im Vergleich zu ste-

risch stabilisierten meist kürzere Bluthalbwertszeiten. Mit einer nichtinvasiven 

MRT-UTE-Sequenz konnte im Rahmen dieser Arbeit die Halbwertszeiten der ver-

schieden beschichteten Partikel auch bei höheren Dosierungen bestimmt werden 

(siehe 4.3.). Ein Vorteil dieser Methode liegt in einer Reduzierung der Tieranzahl, 

da alternativ pro Partikel bzw. Kontrastmittel in der Regel mehrere Tiere notwendig 

sind, um die Halbwertszeiten über Blutentnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten 

zu ermitteln.

Die Messungen ergaben die längsten Halbwertszeiten für Etidronsäure-Partikel. 

VSOP, Äpfel- und Weinsäure-Partikel zeigten in dieser Reihenfolge jeweils  kürzere 

Halbwertszeiten (siehe 4.3.). Während VSOP eine längere Zirkulationsdauer ge-

genüber Wein- und Äpfelsäure-Partikeln aufweist, ist die längste Halbwertszeit für 

Etidronsäure-Partikel hinsichtlich der Anreicherungsergebnisse in atheroskleroti-

schen Läsionen überraschend. VSOP zeigte vergleichsweise eine bis zu dreifach 

stärkere Akkumulation in atherosklerotischen Plaques. Eine mögliche Erklärung 

hierfür wäre eine längere Zirkulationsdauer, da eine Anreicherung von Eisenoxid-

Partikeln in atherosklerotischen Läsionen abhängig von der Zirkulationszeit der 

Partikel sein könnte [126]. Je länger ein Kontrastmittel im Blut zirkuliert, desto län-

ger würde auch die Möglichkeit bestehen im Plaque zu akkumulieren, wohingegen 

eine schnelle Klärung durch das RES eine Anreicherung vermindern sollte. Da 

diese neue UTE-basierte Methode erst zum Ende dieser Arbeit etabliert wurde, 

konnte pro unterschiedlich beschichtetem Partikel lediglich ein Tier für die Best-

immung der Halbwertszeiten untersucht werden. Dementsprechend ist der Fehler 

der Halbwertszeitbestimmungen vermutlich relativ hoch. Zirkulationszeiten weisen 

vermutlich aufgrund der Individualität der Tiere zudem eine hohe Varianz auf. 

Möglicherweise fällt der Wert der Etidronsäure-Partikel zu hoch aus und VSOP 

zeigen die längste Blutkinetik. Um die vergleichsweise stärkere Aufnahme von 

VSOP in atherosklerotischen Plaques ausschließlich mit der längsten Zirkulations-

dauer zu begründen, sind demnach weitere Messungen erforderlich, um die Ab-

stufungen der Halbwertszeiten zwischen den unterschiedlich beschichteten Parti-

keln zu überprüfen. Für die vorliegende Studie konnte jedoch mittels  der MRT-

Halbwertszeitbestimmung die Zeit ermittelt werden, nach der die Mäuse post In-

jektion analysiert werden konnten, was ein essentieller Faktor des experimentellen 

Designs darstellt. 
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VSOP konnte in einer vorausgehenden Arbeit in einem Kaninchenmodell (Wata-

nabe heritable hyperlipidemic rabbit (WHHL Rabbit)) in atherosklerotischen 

Plaques mittels ex-vivo-MRT-Bildgebung und Berliner-Blau-Färbung nachgewie-

sen werden [147]. Positive Bereiche in der Berliner-Blau-Färbung wurden in Mak-

rophagen sowie in sogenannten Matrixvesikeln vorgefunden. Die Matrixvesikel ko-

lokalisierten mit Kalzium bzw. Hydroxylapatit (von Kossa-Färbung) sowie mit ext-

razellulären Bestandteilen (Movat-Färbung). Vergleichbare Ergebnisse wurden im 

Rahmen dieser Arbeit festgestellt (siehe 4.4.; Abbildung 4.6). Zu Beginn der Un-

tersuchungen sollten dementsprechend VSOP sowie die neu synthetisierten Parti-

kel ebenfalls histologisch per Berliner-Blau-Färbung nachgewiesen werden, zumal 

eine erste Kontrolle (ApoE-/--Maus ohne Partikel-Gabe) keine blauen d. h. eisen-

positiven Bereiche innerhalb der Plaques zeigte. Ein quantitativer Vergleich der 

potentiellen Anreicherungen der verschiedenen Nanopartikel sollte ebenfalls  mit 

der Berliner-Blau-Färbung erfolgen. Nach Evaluierung weiterer Kontrollen wurde 

jedoch endogenes Eisen innerhalb atherosklerotischer Plaques in verschiedenen 

Tieren per Berliner-Blau-Färbung nachgewiesen (siehe 4.5.; Abbildung 4.7). Dabei 

wurden wiederholt extrazelluläre Vesikel blau angefärbt, was das tatsächliche Vor-

kommen von VSOP in den Vesikeln stark in Frage stellt (siehe 4.4.). Da in den 

Kontrollen ein ähnliches Bild wie nach VSOP-Gabe zu detektieren war, muss die 

Berliner-Blau-Färbung generell als  Methode zum Nachweis von Eisenoxid-Nano-

partikeln innerhalb atherosklerotischer Plaques stark angezweifelt werden. Dies 

war insbesondere deshalb überraschend, da diese Methode zum Nachweis  von 

Eisenoxid-Partikeln als  etabliert gilt. Viele Arbeiten dokumentieren eine Anreiche-

rung von Eisenoxid-Nanopartikeln mittels histologischem Nachweis durch Berliner-

Blau-Färbung sowohl in ApoE-/--Mäusen [130-133], als auch in Kaninchen- [177] 

und humanen atherosklerotischen Plaques [123, 178]. Klug et al. beschrieben 

2008 zwei verschiedene Arten der Anreicherung: eine homogene Verteilung im 

subendothelialen Raum und eine weitere, abgegrenzte in der Media, die starke 

Übereinstimmungen mit den beschriebenen Matrixvesikeln aufweist [179]. 

Darüber hinaus erhärtet ein Vergleich mit Arbeiten zu Untersuchungen von kör-

pereigenem Eisen in atherosklerotischen Plaques die Zweifel an der Berliner-Blau-

Färbung als  Nachweismethode von applizierten Eisenoxid-Partikeln. Schon 1983 

benutzten Virmani et al. die Berliner-Blau-Färbung zum Nachweis von Eisen in-

nerhalb atherosklerotischer humaner Plaques als Folge von Einblutungen in die 
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Plaque [180]. Ähnliche Arbeiten demonstrieren ein vermehrtes Vorkommen von 

Eisen in humanen Plaques, die alle mit der Berliner-Blau-Färbung nachgewiesen 

wurden [181-187]. Ebenso konnte Eisen ohne Applikation von Eisenoxid-Partikeln 

im ApoE-/--Mausmodell [188] und im Doppelknockout ApoE-/-/LDL-/--Mausmodell 

mit der herkömmlichen Berliner-Blau-Färbung [189], sowie mit DAB-verstärkter 

Berliner-Blau-Färbung detektiert werden [190-192]. Bei dieser modifizierten Me-

thode sorgt der Einsatz von DAB für eine Verstärkung der Färbereaktion. Im Rah-

men dieser Arbeit wurde die herkömmliche Berliner-Blau-Färbung ebenfalls vari-

iert. Anstelle einer 10%-igen wurde eine 1%-ige Kaliumhexacynoferrat(II)-Lösung 

und statt 20%-iger HCl-Lösung wurde eine im Endeffekt auf 1% verdünnte HCL-

Lösung verwendet (siehe 3.4.3.1.) [140]. Diese Verhältnisse scheinen sensitiver in 

Bezug auf das angefärbte Eisen zu sein, da keine DAB-Verstärkung notwendig 

war, um Eisenablagerungen innerhalb der Kontrollen zu detektieren (siehe 4.5.). 

Lee et al. kolokalisierten extrazelluläres Eisen innerhalb atherosklerotischer 

Plaques mit dem Vorkommen von vesikulären unlöslichen Strukturen, so genann-

tem Zeroid (Ceroid) [183]. Zeroid bzw. Zeroidvesikel werden in diesem Zusam-

menhang auch als  Mikrovesikel, Membranvesikel oder Matrixvesikel bezeichnet 

[147]. Eine andere Arbeit stellte nach Isolierung von Zeroid eine Koexistenz von 

Eisen und Calcium bzw. Hydroxylapatit fest [193], was den Ergebnissen aus 4.4. 

sehr nahe kommt und dementsprechend gegen eine Akkumulation von VSOP 

spricht. Da die Berliner-Blau-Färbung generell Eisen anfärbt und nicht spezifisch 

Eisenoxid-Nanopartikel nachweist, sind alternative Methoden für die Histologie nö-

tig. Eine Möglichkeit wäre eine Markierung mit synthetischen fluoreszenten 

Farbstoffen, die per Fluoreszenzmikroskopie einen eindeutigen Beleg liefern wür-

den. Allerdings  würden durch Fluoreszenzfarbstoffe wie zum Beispiel Cy5.5 

(1128 Da) die Oberflächenstruktur und -eigenschaften sowie die Größe des Parti-

kels grundsätzlich verändert werden, was besonders für die im Rahmen dieser Ar-

beit untersuchten Nanopartikel zuträfe. Dies könnte wiederum Einfluss auf die An-

reicherungsmechanismen haben und diese signifikant verändern. Zudem besteht 

bei der Kopplung mit Fluoreszenzfarbstoffen abhängig von der Partikelart die Mög-

lichkeit der Dissoziation vom Partikel, was wiederum zu falschen Interpretationen 

bezüglich der Akkumulation führen würde. 

Eine alternative Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit in Kooperation mit der 

BAM durchgeführt. Mit Hilfe von Europium, das während der Partikelsynthese in 
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den Eisenoxidkern eingebaut wurde (siehe 3.1.), konnten die VSOP histologisch 

mittels  LA-ICP-MS eindeutig über das spezifische Europium-Signal in atheroskle-

rotischen Läsionen nachgewiesen werden (siehe 4.12.). Im Gegensatz zu peripher 

gekoppelten Farbstoffen werden die Eisenoxid-Nanopartikel bezüglich ihrer Größe 

und Oberflächenstruktur und Oberflächenladung nicht verändert. Da Europium im 

Gegensatz zu Eisen (siehe oben) im Gewebe nicht gegenwärtig ist, ist ein eindeu-

tiger Nachweis gewährleistet. Ferner können parallel zu Europium weitere Ele-

mente wie Eisen oder Calcium während eines LA-ICP-MS Experiments  analysiert 

werden. Dies könnte zur näheren Untersuchung bzw. Korrelation des endogenen 

Eisens mit den Partikelanreicherungen (Europium) und anderen Elementen in wei-

teren Analysen genutzt werden. Stadler et al. beispielsweise ermittelten mittels in-

duktiv gekoppelter Plasma-Massenspektroskopie (ICP-MS) erhöhte Eisengehalte 

in humanen atherosklerotischen Plaques, die mit gesteigerten Kupferwerten in 

aufgelösten Gewebeschnitten korrelierten [194]. Während ICP-MS schon breit ge-

fächerte Anwendung in verschiedenen Gebieten wie Umwelt (Trinkwasser, Meer- 

und Flusswasseranalysen [195, 196]), Geologie (Musterung von Leitelementen) 

[197] und Klinik (Spurenelemente in Blut, Serum und Urin) [198] findet, gibt es bis-

her erst wenige Arbeiten im biologischen bzw. biochemischen Bereich.

Durch die Kopplung an die Laser Ablationseinheit ist mit nun mit der LA-ICP-MS 

eine Anwendung auf Gewebeschnitten mit ortsaufgelöster Zuordnung der Elemen-

te realisierbar. Elementanalysen z. B. von Metallen in größeren Gewebeabschnit-

ten (1 mm Blöcke) wurden bereits angewendet [199]. Der Vergleich von Berliner-

Blau-Färbung und den Ergebnissen der Eu-VSOP Detektion über LA-ICP-MS of-

fenbarte eine höhere Sensitivität der letztgenannten Methode (siehe 4.12.). 

Dadurch konnte eine Anreicherung von Eu-VSOP in azellulären Vesikeln eindeutig 

nachgewiesen werden. In solchen Vesikeln wurde zuvor vermehrt endogenes Ei-

sen mittels Berliner-Blau-Färbung angefärbt (siehe 4.5.), wodurch eine vesikuläre 

Akkumulation der Nanopartikel nicht bewiesen werden konnte. Eine mögliche Er-

klärung ist, dass eine Anreicherung aufgrund des schon ohnehin vorhandenen 

körpereigenen Eisens erleichtert wird. An Orten, an denen schon Eisenablagerun-

gen existieren ist möglicherweise durch ähnliche Bindungsvorgänge eine Affinität 

der Eisenoxid-Nanopartikel zur Anlagerung erhöht. Vergleiche zwischen Berliner-

Blau-Färbungen und Intensitätsprofilen des Europiums unterstützen diese These, 

da Europium in Vesikeln in geringerer Frequenz im Vergleich zum Eisen vorgefun-
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den wurde. Dies könnte bedeuten, dass neben den Eu-VSOP, welche in den Vesi-

keln über das  Europium detektiert wurden, weitere eisengefüllte Vesikel ohne Eu-

VSOP-Anreicherung vorlagen. 

Insgesamt repräsentiert die LA-ICP-MS in Verbindung mit Europium dotierten Ei-

senoxid-Nanopartikeln eine überzeugende Methode Eisenoxid-Nanopartikel histo-

logisch eindeutig nachweisen zu können. Weiterführend besteht zudem die Mög-

lichkeit einer Quantifizierung der Eisenoxid-Nanopartikel in einem histologischen 

Schnitt. Dazu müsste die Konzentration des Eisens wie oben beschrieben und des 

inkorprierten Europiums (fluoreszenzphotometrisch nach Auflösen der Partikel) 

bestimmt werden. Um Partikel-Konzentrationen ermitteln zu können, ist zusätzlich 

eine Abschätzung der Anzahl der Eisenatome über eine Größenbestimmung über 

hochauflösende TEM sowie einer Modellierung der Eisenoxidkerne erforderlich. 

Bei bekannter Europiumanzahl pro Partikel, könnte letztendlich eine Berechnung 

der Anzahl an Eu-VSOP in einem Schnitt über die Europium-Signale erfolgen. Die 

quantitative Erfassung von Eu-VSOP wird aus zeitlichen Gründen nach Abschluss 

dieser Arbeit untersucht. 

Eine weitere Methode, die Eisenoxid-Nanopartikel im Gewebe histologisch zwei-

felsfrei aufzeigt, ist die Analyse mittels TEM. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 4 

verschiedene Eisenoxid-Nanopartikel in atherosklerotischen Plaques per TEM 

demonstriert (siehe 4.10.). Dabei wurde der Eigenkontrast der Eisenoxid-Partikel 

in der TEM genutzt. Die Elektronenstrahlen werden durch die Eisenoxid-Kristalle 

stark geschwächt und erzeugen folglich einen Kontrast im Endbild. Dieser Kon-

trast wird jedoch bei einer Schnittkontrastierung mit Schwermetallen, wie sie für 

biologisches Gewebe zur generellen Kontrastoptimierung üblich ist, größtenteils 

überlagert. In der Konsequenz war es nicht möglich, Eisenoxid-Partikel in Schnit-

ten mit Schwermetallfixierung zweifelsfrei zu identifizieren. In nicht kontrastierten 

Schnitten gelang jedoch neben der eindeutigen Detektion der Eisenoxid-Partikel 

auch eine ausreichende Darstellung der Gewebestrukturen, wodurch die Lokalisie-

rung im Gewebe aufgeklärt werden konnte. 

Aufgrund einzelner dunkler Artefakte, die während der Prozessierung der Gewebe 

wie z. B. dem Osmieren auftreten können, ist eine Abbildung der Nanopartikel in 

hoher Auflösung notwendig. Erst bei hoher Vergrößerung konnten einzelne Nano-

partikel aufgrund ihrer Größe, Form und ihres Kontrastes einwandfrei identifiziert 
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werden (siehe Abbildung 4.14). Durch die hohen Vergrößerungen und dadurch 

hohen Auflösungen eignet sich die TEM sehr gut, um die Anreicherung der Partikel 

näher intrazellulär zu bestimmen. So konnte eine überwiegende Agglomeration 

aller Partikel in Phagolysosomen evaluiert werden. 

Indessen ergeben sich aufgrund der hohen Vergrößerungen auch Nachteile bei 

einer Identifizierung der Zellen, in denen Anreicherungen festgestellt wurden. Die 

kleinste Vergrößerung am benutzten TEM war eine 600-fache, in der ein Überblick 

über das Gewebe schon erschwert ist. Weiterhin ist es  erforderlich, auf sehr hohe 

Vergrößerungen umzuwechseln, um die Partikel wie oben beschrieben einwand-

frei zu identifizieren. Eine nähere Lokalisierung der Anreicherung ist dennoch mög-

lich, wie für VSOP gezeigt (4.10.1.; Abbildung 4.15). Im Vergleich wäre die LA-

ICP-MS hierbei von Vorteil, da eine herkömmliche Lichtmikroskopie einen guten 

Überblick über das Gewebe verschafft. Außerdem könnten zukünftig in Parallel-

schnitten mittels Antikörperfärbungen (IHC) wie z. B. über eine anti-Makrophagen 

Färbung Bereiche der Anreicherung näher charakterisiert werden. Eine immunhis-

tochemische Färbung in der TEM wirft diesbezüglich Probleme auf, da die sekun-

dären Antikörper in der TEM zumeist Goldpartikeln markiert sind. Die Goldpartikel 

liegen in einem ähnlichen Größenbereich wie Eisenoxid-Nanopartikel und weisen 

einen ähnlichen Kontrast auf, was einen eindeutigen Nachweis und Lokalisierung 

erschweren würde. Eine korrelierende Antikörperfärbung ist deswegen in der TEM 

in diesem Kontext nicht möglich. 

Die in Einklang mit anderen Studien im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Eisenan-

reicherungen in den Kontrollen (siehe oben) eröffnen neue Fragen bezüglich der 

Rolle des Eisens in der Atherosklerose. Sullivan formulierte die sogenannte Ei-

senhypothese (iron hypothesis), nach der die große Differenz beim Auftretens von 

Herzkrankheiten zwischen den Geschlechtern aus epidemologischen Studien, mit 

erhöhten Eisenwerten bei Männern in Zusammenhang gebracht wurden und fol-

gerte daraus eine schädigende Wirkung von Eisen in atherosklerotischen Plaques 

[200]. In ungebundenem Zustand kann Eisen toxischen Einfluss  haben, indem es 

in Gegenwart von Wasserstoffperoxid die Bildung reaktiver freier Sauerstoffradika-

le (reactive oxygen species; ROS) fördert [201-203]. Der Vorgang wird als Fenton-

Reaktion beschrieben. Li et al. dokumentieren eine verstärkte Absterberate von 

Endothelzellen und Makrophagen durch Eisen und umgekehrt eine verminderte 

Todesrate dieser Zellen nach Einsatz des Eisen-Chelators Deferoxamin [204]. In 
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einer weiteren Studie wurde der Einfluss einer gänzlich eisenfreien Diät im Ver-

gleich zu einer normalen Diät in Hinblick auf die Entwicklung von Artherosklerose 

bei ApoE-/--Mäusen untersucht [190]. Dabei entwickelten die Tiere nach Fütterung 

der eisenfreien Diät vergleichsweise kleinere Plaques, woraus Lee et al. eine Inhi-

bierung der Entwicklung von Atherosklerose durch Eisenmangel folgerten. 

Außerdem wurde ein erhöhter Gehalt an Kollagen festgestellt, der für eine größere 

Stabilität der Plaque steht. Neben Hämoglobin, ist der größte Anteil des Eisens im 

Gewebe intrazellulär in dem Protein Ferritin gespeichert [205]. Da Eisen in gebun-

dener Form keine Redoxaktivität entwickelt, die zu toxischen Verbindungen (siehe 

oben) führen würde, werden eisenbindene Proteine wie Ferritin, Transferritin oder 

Haptoglobin als Teil des antioxidantischen Abwehrsystems gesehen [202]. Weiter-

hin konnte Eisen in humanen atherosklerotischen Plaques mit der Expression von 

Ferritin korreliert werden [206]. Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit ergaben 

keine Kolokalisation von Ferritin und Eisen in atherosklerotischen Läsionen des 

ApoE-/--Mausmodells  (siehe 4.6.; Abbildung 4.8). Zwar konnte Ferritin innerhalb 

der Läsionen nachgewiesen werden, jedoch nicht kolokalisierend mit den Eisenab-

lagerungen. Somit war es auch unwahrscheinlich, dass  das endogene Eisen mag-

netische Eigenschaften zeigen würde, da diese auf das Kristall Ferrihydrit inner-

halb von Ferritin zurückgehen [207]. Dies bestätigte sich später sowohl in den 

MRT-Messungen, als  auch in den MPS-Messungen von ApoE-/--Mäusen ohne Ap-

plikation von Eisenoxid-Nanopartikeln.

Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die Eisenablagerungen in den 

Plaques näher zu charakterisieren und folglich neue Erkenntnisse über die Bedeu-

tung von Eisen im Kontext der Atherosklerose zu erlangen. 

Die Verwendung von superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln zur Dar-

stellung pathologischer Veränderungen wie Atherosklerose, bietet vor allem den 

Vorteil der nichtinvasiven Bildgebung über die Magnetresonanztomographie 

(MRT). In T2-bzw. T2*-gewichteten Sequenzen ist in Anreicherungsgebieten eine 

negative Verstärkung (negative enhancement) in Form von Signalminderungen zu 

beobachten. Über MRT in-vivo-Messungen konnte im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit eine Akkumulation von VSOP in atherosklerotischen Plaques 3 h nach i.v. 

Injektion in dem ApoE-/--Mausmodell detektiert werden (siehe 4.7.). Dies  ist im 

Vergleich zu anderen Studien, die ebenfalls eine Anreicherung in atheroskleroti-

schen Plaques mit unspezifischen Eisenoxid-Nanopartikeln mittels MRT-Bildge-
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bung nachweisen, ein sehr früher Zeitpunkt. Im ApoE-/--Mausmodell wurden ste-

risch stabilisierte USPIOs (Ferumoxtran-10) laut Morris et al. erstmals 2008 in vivo 

in MRT-Messungen dargestellt [131]. Dabei wurde an 2 aufeinanderfolgenden Ta-

gen 2 mal eine Dosis von 1000 µmol Fe/kg injiziert und 24 Stunden nach der zwei-

ten Partikelgabe gemessen. Mit dem gleichen Eisenoxid-Partikel und experimen-

tellen Studiendesign wurde 2010 in einer weiteren Studie ebenfalls eine Anreiche-

rung in atherosklerotischen Plaques beobachtet [208]. Allerdings wurden mit Dext-

ran beschichtete CLIO-47 (cross-linked iron oxide) Eisenoxid-Nanopartikel schon 

früher in Plaques des ApoE-/--Mausmodells  in vivo mittels  MRT sichtbar gemacht 

[209]. Andere Untersuchungen mit Ferumoxtran-10 ergaben dosisbhängige Akku-

mulation in Plaques, die im Vergleich zu 24 Stunden post Injektion nach 48 Stun-

den stärker war [132]. Die große temporäre Differenz zwischen Injektion und Bild-

gebung ist wahrscheinlich auf die lange Zirkulationszeit von Ferumoxtran-10 (1-2 

Tage im Menschen) zurückzuführen [210]. 

Auch monomer beschichtete Eisenoxid-Nanopartikel (P904, Guerbet) wurden laut 

Sigaovan et al. erst 48 Stunden nach Applikation von 1000 µmol Fe/kg innerhalb 

atherosklerotischer Plaques des gleichen Modells in vivo nachgewiesen [172]. Da 

VSOP wie auch die anderen im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Eisenoxid-

Nanopartikel eine kurze Zirkulationszeit aufweisen (siehe 4.3.), wurde die in-vivo- 

bzw. ex-vivo-MRT-Bildgebung bereits 3 Stunden nach Injektion durchgeführt. Zu 

diesem Zeitpunkt ist nur noch ein sehr geringer Anteil der Partikel in der Blutzirku-

lation präsent, was  bei einer T2*-Bildgebung in Verbindung mit Eisenoxid-Nano-

partikeln Prämisse für die in-vivo-Visualisierung der Partikel im Gewebe ist. Befin-

det sich eine relativ hohe Dosis in der Zirkulation, so erscheint das Blut schwarz 

und eine Anreicherung in Form von Signalminderungen in den Plaques ist nicht 

wahrnehmbar [127]. Ungeachtet dieser Tatsache erfolgte in einer früheren Arbeit 

laut Makowski et al. die MRT-Bildgebung im ApoE-/--Mausmodell erst 24 Stunden 

nach einer zweiten bzw. 48 Stunden nach einer ersten Injektion von VSOP (insge-

samt 600 µmol Fe/kg) [133]. 

Die vergleichsweise kurze Zeitspanne zwischen Injektion und Bildgebung, die für 

die VSOP in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, bedeutet einen nicht 

zu unterschätzenden Vorteil für die klinischen Praxis  [127]. So könnte mit VSOP 

kurze Zeit nach i.v. Applikation zuerst eine T1-gewichtete MR-Angiographie durch-

geführt werden, welche die Gefäße hell darstellt und eine Erkennung von stark 
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stenotischen Gefäßen ermöglicht. Anschließend könnte mit Gradientenechose-

quenzen wie FLASH ein Screening hinsichtlich atherosklerotischer Läsionen erfol-

gen. Somit kann unter Verwendung von VSOP simultan eine Evaluation des arte-

riellen Lumens sowie eine Detektion von pathologischen Veränderungen der Ge-

fäßwand erfolgen. 

Die vergleichenden MRT-Untersuchungen bezüglich der Anreicherungen der ver-

schiedenen Eisenoxid-Nanopartikel wurde mit ex-vivo-Phantomen durchgeführt 

(siehe 4.7.). Aufgrund des geringen Hintergrundes und des  Fehlens von durch 

Herz- und Atembewegung produzierten Artefakten ist eine exakte Gegenüberstel-

lung der Akkumulationen im Vergleich zur in-vivo-MRT möglich. Die Anreicherun-

gen waren eindeutig über Signalminderungen in den Gefäßwänden an den Prädi-

lektionsstellen für atherosklerotische Läsionen erkennbar. So konnte eindeutig ei-

ne Anreicherungen von VSOP, Etidronsäure-, Weinsäure- und Äpfelsäure-Eisen-

oxid-Nanopartikeln nachgewiesen sowie eine semi-Quantifizierung auf Basis  der 

ex-vivo-Messungen realisiert werden. Die semi-Quantifizierung ergab eine mehr 

als 3-fach stärkere Akkumulation von VSOP im Vergleich zu den anderen 3 elekt-

rostatisch stabilisierten Partikeln. Unter Verwendung von MPS konnten diese Ab-

stufungen bestätigt werden (siehe 4.11.). Im Unterschied zur semi-quantitativen 

Auswertung der ex-vivo-Messungen, wurde während der MPS-Experimente die 

Summe atherosklerotischer Plaques der gesamten Aortenbogen-Region gemes-

sen (siehe 4.11.; Abbildung 4.17 B). Da dieses Ergebniss sehr gut mit der ex-vivo-

Auswertung der Aortenwurzel korreliert, kann von einer repräsentativen Akkumula-

tion in den Plaques der Aortenwurzel ausgegangen werden. Erstmals wurden 

MPS-Messungen im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit erfolgreich zum Nach-

weis und darüber hinaus zur Quantifizierung von Eisenoxid-Nanopartikeln in athe-

rosklerotischen Plaques angewendet werden. 

MPS ist eine relativ neue Methode, die im Zuge des Magnetic Particle Imaging 

(MPI) entwickelt wurde [211]. Bisher wurde mittels MPS bereits  die Effizienz von 

Zellmarkierungen mit Eisenoxid-Partikeln quantifiziert [212] sowie die Halbwerts-

zeiten von Eisenoxid-Partikeln über Messungen des Blutes ermittelt [213]. Neben 

den MPS-Messungen der Gefäße zur Erfassung der Nanopartikel-Akkumulation 

wurde die MPS-Messung in der vorliegenden Arbeit ebenfalls zur Bestimmung der 

Halbwertszeiten von VSOP genutzt (siehe 4.2.). In Anbetracht des endogenen 

Eisens in den atherosklerotischen Plaques (siehe 4.5.) stellt die Magnetische-Par-
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tikel-Spektrometrie eine verlässliche Möglichkeit des Partikel-Nachweises  dar, da 

Gewebe und Eisen aus dem Blut nicht zum MPS-Signal beitragen. In diesem Zu-

sammenhang konnte erneut festgestellt werden, dass endogenes Eisen der athe-

rosklerotischen Plaques  keine magnetischen Eigenschaften besitzt, da Messun-

gen von nicht injizierten ApoE-/--Mäusen das gleiche Signal wie das des Hinter-

grundes ergaben (siehe 4.11.). Die Quantifizierung per MPS wurde an den glei-

chen atherosklerotischen Gefäßen durchgeführt, mit denen zuvor die ex-vivo-

Messungen erstellt wurden. Die Tieranzahl bei den MPS-Bestimmungen betrug im 

Vergleich zu den MRT-Messungen jedoch pro Gruppe statt 3 lediglich 5. Dies  ist 

der Tatsache geschuldet, dass  es  bei den ersten MPS-Messungen zu Verunreini-

gungen der Gewebe durch Eisenablagerungen kam. Die Verunreinigungen konn-

ten eindeutig auf die Präparation des Gewebes für die ex-vivo-MRT-Messungen 

mit eisenhaltigem Besteck zurückgeführt werden. In der Folge wurden sehr starke 

magnetische Momente sowohl nach Injektion der Nanopartikel, als auch bei den 

Kontrollen gemessen. Der Eisenabrieb konnte zudem außerhalb der Gefäße mit-

tels  Berliner-Blau-Färbung nachgewiesen werden. Die MPS ist eine sehr sensitive 

Messmethode, bei der schon kleinste Verunreinigungen wie Staub zu verfälschten 

Ergebnissen führen können. Alle weiteren Untersuchungen wurden in der Konse-

quenz mit eisenfreiem Präparierbesteck durchgeführt, wodurch eine Verunreini-

gung ausgeschlossen werden konnte. 

Durch Variation der Beschichtungen wurden Eisenoxid-Nanopartikel mit sich un-

terscheidenden Oberflächeneigenschaften hergestellt. Aufgrund dieser unter-

schiedlichen Charakteristiken der Hüllen war es vorstellbar, dass andere targets 

(Ziele) innerhalb von atherosklerotischen Plaques angesteuert werden, die über 

eine Vielfalt an unterschiedlichen Zellen, extrazellulärer Matrix und sezernierten 

Proteinen verfügt. Aus den oben diskutierten Gründen, wurden die Anreicherungen 

histologisch in dieser Arbeit über die TEM analysiert. Grundlegende Unterschiede 

hinsichtlich der Akkumulationen wurden mit Ausnahme der DMSA-Partikel nicht 

festgestellt. Alle weiteren stabilen Nanopartikel (VSOP, Etidronsäure-, Weinsäure- 

und Äpfelsäure-Nanopartikel) wurden überwiegend intrazellulär detektiert und 

zwar in phagolysosomalen Strukturen innerhalb von Endothelzellen und Makro-

phagen. Vereinzelt konnten Nanopartikel in extrazellulären Bereichen aufgespürt 

werden. Diese Beobachtung konnte später über die Eu-VSOP und LA-ICP-MS be-

stätigt werden. 
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Ob und zu welchen Komponenten der extrazellulären Matrix eine Affinität besteht, 

könnte zukünftig durch die LA-ICP-MS aufgeklärt werden. In der extrazellulären 

Matrix von atherosklerotischen Plaques finden sich neben Kollagen verschiedene 

Proteoglykane wieder, die aus einem Protein und unterschiedlichen Ketten aus 

negativ geladenen Glykosaminoglykanen (GAG) bestehen. Die negative Ladung 

setzt sich aus verschiedenen funktionellen Carboxy- und Sulfatgruppen der GAGs 

zusammmen. Wagner et al. vermuteten eine Affinität von VSOP zu Glykosamino-

glykanen innerhalb atherosklerotischer Plaques von Kaninchen durch einen Aus-

tausch der Citronensäurehülle durch GAGs, vermittelt durch eine höhere Binduns-

kapazität der negativen Gruppen [147]. Für diesen Mechanismus könnte das ob-

servierte endogene Eisen in den Mikrovesikeln sprechen, welches eine Affinität 

der GAGs zur Bindung von Eisen vermuten lässt. Andererseits könnte eine Anrei-

cherung von VSOP auch durch eine Anlagerung von bereits  existierendem Eisen 

unterstützt werden. Wenngleich keine unterschiedlichen Ziele innerhalb der 

Plaques angesteuert wurden, konnte dennoch eine Abstufung bezüglich der quan-

titativen Anreicherung der 4 verschiedenen Eisenoxid-Nanopartikel festgestellt 

werden. Eine mögliche Erklärung könnte in der unterschiedlichen Bindungsstabili-

tät der monomeren Säuren auf den Partikelkernen liegen. Möglicherweise stellt die 

Koordination der Citronensäure auf der Partikeloberfläche eine beständigere Sta-

bilisierung im Vergleich mit den anderen verwendeten Säuren dar. Wie oben be-

reits  diskutiert, besitzt Citronensäure im Gegensatz zu den Dicarbonsäuren E-

tidronsäure, Weinsäure und Äpfelsäure drei Carboxygruppen, von denen zwei an 

der koordinativen Bindung beteiligt sein könnten. Dies könnte wiederum bei der 

Interaktion mit Proteinen aus dem Blut eine Rolle spielen. Nach intravenöser Injek-

tion der Partikel kommt es im Blut zur Adsorption von Plasmaproteinen, die im 

Rahmen der sogenannten Opsonierung eine Aufnahme durch Monozyten bzw. 

Makrophagen (Immunzellen) über Interaktionen mit spezifischen Rezeptoren er-

leichtern [101, 214-216]. 

Klassische Beispiele von opsonierenden Proteinen sind die Komplementproteine 

C1q, C3 bzw. generierte Fragmente von C3 (C3b, iC3b) sowie verschiedene Im-

munoglobuline (IgG) [217, 218]. Die Effizienz der Opsonierung, die mit einer 

schnelleren Phagozytose der Partikel einhergeht, ist abhängig von der Größe, La-

dung sowie Oberflächenstruktur der Partikel [216]. Es sind bisher keine Arbeiten 

über die Opsonierungen von elektrostatisch stabilisierten Partikeln bekannt. Ver-
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gleiche von Liposomen zeigten aber, dass neutrale Liposomen schwache Aktivato-

ren der Opsonierung waren und entsprechend lange zirkulierten, wohingegen ne-

gativ geladene Liposomen eine kürzere Halbwertszeit besaßen [219]. Übertragen 

auf die im Rahmen dieser Arbeit benutzten Eisenoxid-Partikel könnte eine höhere 

negative Ladung eine beschleunigte Entfernung aus der Zirkulation bedeuten. All-

erdings besitzen VSOP, Weinsäure- und Äpfelsäure-Partikel sehr ähnliche Zeta-

Potentiale, während nur Etidronsäure-Partikel eine höhere negative Ladung auf-

weist (siehe 4.1.3.). Entsprechende Abstufungen in den Bluthalbwertszeiten der 

verschiedenen Partikel waren nicht zu beobachten. Die ermittelte Halbwertszeit 

der Etidronsäure-Nanopartikel spricht gegen diese These (siehe oben). Das Er-

gebnis der Anreicherung in Endothelzellen und in besonderem Maße in Makro-

phagen aller 4 Partikel ist übereinstimmend mit der Akkumulation anderer unspezi-

fischer Eisenoxid-Nanopartikel. So korrelierte die Akkumulation von USPIOs mit 

Makrophagen in humanen [123, 124, 220], Kaninchen- [125-129, 221] sowie muri-

nen atherosklerotischen Läsionen [130-132, 172]. VSOP wurden laut Makowski et 

al. ebenfalls in Makrophagen, nicht jedoch in Endothelzellen lokalisiert [133]. Es 

existieren verschiedene Theorien, die eine Akkumulation von Eisenoxid-Nanopar-

tikeln in Makrophagen von atherosklerotischen Plaques auf unterschiedliche Me-

chanismen zurückführen [76, 127, 171]. Einerseits könnten Monozyten aus dem 

Blut die Partikel aufnehmen und anschließend in das pathologische Gewebe ein-

wandern. Litovsky et al. postulierten diese Hypothese, nachdem 6 Tage nach Par-

tikel-Injektion Eisen in atherosklerotischen Plaques  von Cytokin-behandelten A-

poE-/--Mäusen detektiert wurde [130]. In einer Studie, welche die temporäre Rek-

rutierung von Blutmonozyten mittels radioaktiver Markierung (111In) untersuchte, 

konnten diese nach 5 Tagen in atherosklerotischen Plaques lokalisiert werden 

[222]. Die Halbwertszeit der Monozyten im Blut betrug 43,5 ± 7,9 h. In einem mu-

rinen Herzinfarktmodell wurden zunächst Eisenoxid-Mikropartikel injiziert und nach 

einer Woche operativ ein Herzinfarkt induziert. Eine weitere Woche später konnten 

Eisenablagerungen, die auf die Mikropartikel zurückgeführt wurden, im Infarktge-

biet lokalisiert werden [223]. Diese Arbeiten zeigen, dass es einige Tage dauert bis 

Monozyten aus dem Blut oder aus Organen wie z. B. der Leber in Entzündungs-

gebiete wie Atherosklerose einwandern. Da eine Anreicherung im Rahmen dieser 

Arbeit schon nach 3 Stunden festgestellt wurde sind alternative Hypothesen zur 

Erklärung der Anreicherung wahrscheinlicher. 
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So könnte eine Akkumulation der Partikel andererseits über die fragilen, durchläs-

sigen, kleinen Gefäße der Neovaskulatur erfolgen, die vor allem in tieferen Berei-

chen wie dem intimomedialen Übergang der atherosklerotischen Läsionen auftritt. 

Die Detektion der Nanopartikel in dieser Arbeit in Makrophagen und Endothelzel-

len in lumennahen Bereichen spricht allerdings gegen diese These. Stattdessen 

könnten die Nanopartikel direkt durch die dysfunktionale Endothelschicht diffundie-

ren bzw. über Transzytose in die artherosklerotischen Läsionen gelangen [123]. In 

anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das Endothel unter pathologischen 

Bedingungen, wie bei der Atherosklerose, aufgrund von vergrößerten bzw. unter-

brochenen Verbindungen (junctions) zwischen den Endothelzellen eine erhöhte 

Durchlässigkeit aufweist [224]. Kim et al. führten eine Anreicherung von Silber-Na-

nopartikeln auf diese erhöhte Durchlässigkeit zurück [225]. Außerdem kann eine 

aktive Aufnahme der Endothelzellen durch Endozytose nicht ausgeschlossen wer-

den. Die festgestellten Akkumulationen in Endothelzellen lassen insgesamt eine 

Kombination der Anreicherungen über eine passive Diffusion durch das permeable 

Endothel und der direkten Aufnahme der Nanopartikel durch Endothelzellen als 

wahrscheinlich erscheinen. 

Im Vergleich der verschiedenen in der vorliegenden Arbeit untersuchten elekt-

rostatisch stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel erwies sich VSOP (Beschichtung 

mit Citronensäure) als  der am geeignetste Kandidat für die MR-Bildgebung athe-

rosklerotischer Plaques. Im Hinblick auf eine klinische Anwendung ist dies von 

Vorteil, da VSOP in der Vergangenheit bereits in vorklinischen bzw. in klinischen 

Evaluierungen befand [226, 227]. 
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6. Zusammenfassung

6.1. Deutsche Version

Die Entwicklung neuer Kontrastmittel wie z. B. Eisenoxid-Nanopartikel ist für die 

Diagnose von Erkrankungen von großer Relevanz. Sterisch stabilisierte Eisenoxid-

Nanopartikel werden bereits in der Klinik für verschiedene Anwendungen einge-

setzt. Zukünftig könnte die Früherkennung atherosklerotischer Läsionen mittels 

nichtinvasiver MRT klinische Komplikationen wie Herzinfarkt und Schlaganfall ver-

hindern bzw. nach erfolgter Diagnose zur Therapieüberwachung genutzt werden. 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Auswahl an elektrostatisch stabilisierten Ei-

senoxid-Nanopartikeln mit abweichenden Oberflächeneigenschaften durch Be-

schichtung mit verschiedenen monomeren Säuren synthetisiert. Neben den etab-

lierten very small iron oxide nanoparticles (VSOP), über eine negativ geladene 

Hülle aus Citronensäure stabilisierte Partikel, konnten aus 8 potentiellen monome-

ren Säuren 4 weitere elektrostatisch stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel mit Äpfel-

säure, DMSA, Etidronsäure und Weinsäure synthetisiert werden. 

Bei den Untersuchungen zum Nachweis der Anreicherung der Eisenoxid-Nanopar-

tikel stellte sich die in der Literatur diesbezüglich etablierte Berliner-Blau-Färbung 

aufgrund der Detektion von endogenem Eisen innerhalb der atherosklerotischen 

Plaques als unzureichend heraus. Infolgedessen wurden alternative Methoden 

zum eindeutigen Nachweis sowie eine Quantifizierung in atherosklerotischen Lä-

sionen erarbeitet. Über ex-vivo-MRT-Untersuchungen und durch Etablierung der 

relativ neu entwickelten Magnetische-Partikel-Spektrometrie (MPS) konnte eine 

mehr als dreifach so starke Anreicherung von VSOP im Vergleich zu Äpfelsäure-, 

Weinsäure- und Etidronsäure-Partikeln gezeigt werden, während DMSA-Nanopar-

tikel sich nicht in atherosklerotischen Plaques anreicherten. Histologisch wurden 

VSOP mittels TEM in Endothelzellen und Makrophagen sowie vereinzelt azellulär 

lokalisiert. Weiterhin konnte eine sehr sensitive Methode zum eindeutigen histolo-

gischen Nachweis von Eisenoxid-Nanopartikeln über eine Europium-Dotierung 
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von VSOP und dem Einsatz von LA-ICP-MS etabliert werden. Basierend auf den 

quantitativen Ergebnissen konnte abschließend VSOP als bester Kandidat mittels 

MRT in vivo in atherosklerotischen Läsionen der ApoE-/--Maus in sehr guter Qualti-

tät dargestellt werden, was das Potential für eine klinische Anwendung unter-

streicht. 

Alle vier Partikel zeigten im Vergleich zu sterisch stabilisierten Eisenoxid-Nanopar-

tikeln kürzere Halbwertszeiten von unter einer Stunde, was eine T1-gewichtete 

MR-Angiographie und anschließend eine T2*-gewichtete Bildgebung der athe-

rosklerotischen Läsionen in nur einer Bildgebungssitzung erlauben würde – für ei-

ne klinische Anwendung ein wesentlicher Vorteil.

6.2. Englische Version

The development of new contrast agents such as iron oxide nanoparticles  is very 

important for diagnostic imaging. Iron oxide nanoparticles are an important class of 

imaging probes. Sterically stabilized iron oxide nanoparticles  are already used in 

different clinical applications of magnetic resonance imaging (MRI). In the future, 

the early diagnosis of atherosclerotic lesions using MRI and iron oxide nanopar-

ticles could prevent clinical complications  such as myocardial infarction and stroke 

and serve to monitor the response to treatment. 

In this work several electrostatically stabilized iron oxide nanoparticles with diffe-

rent surface properties were synthesized by using different monomeric acids for 

coating. In addition to very small iron oxide nanoparticles (VSOP), which are stabi-

lized by a negatively charged shell of citric acid, 4 further electrostatically stabili-

zed nanoparticles could be synthesized out of 8 potential monomeric substances. 

Coatings with dimercaptosuccinic acid (DMSA), etidronic acid, malic acid, and tar-

taric acid resulted in stable nanoparticles. Verification of iron oxide nanoparticles 

using the Prussian blue staining method established in the literature failed in a-

poE-/- mice due to the presence of endogenous iron within the atherosclerotic 

plaques.  

Hence, alternative methods were identified and developed to prove and quantify 

iron oxide nanoparticles in plaques. Using ex vivo MRI and the recently establis-

hed technique of magnetic particle spectroscopy (MPS), a three-fold higher accu-

mulation was found for VSOP compared with etidronic acid-, malic acid-, and tarta-
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ric acid-stabilized nanoparticles, while DMSA-coated nanoparticles did not target 

atherosclerotic plaques. Histologically, VSOP were mostly identified in endothelial 

cells and macrophages and occasionally outside cells  using transmission electron 

microscopy (TEM). Furthermore, a very sensitive method based on Europium do-

ping and the use of laser ablation inductively coupled plasma mass spectroscopy 

(LA-ICP-MS) was established for definitive histologic identification of iron oxide 

nanoparticles. Based on quantitative results, VSOP as the best nanoparticle, was 

demonstrated within atheroslerotic plaques of apoE-/--mice in vivo. Imaging quality 

was very good, underlining the potential of VSOP for clinical use. 

In comparison to sterically stabilized iron oxide nanoparticles, all 4 particles had 

shorter blood half-lifes of less  than one hour. This is  an essential advantage for 

clinical use because it would allow use of the particles  for T1-weighted MR angio-

graphy and subsequent T2*-weighted imaging in a single session.
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® Eingetragenes Warenzeichen

± Plus Minus

∅ Durchschnitt

≥ größer gleich

≤ kleiner gleich

Δ delta

° flip angle, Anregungswinkel

°C Grad Celsius

ω0 Larmorfrequenz

γ0 gyromagnetisches Verhältnis

σ Standardabweichung

γ-Fe2O3 Maghemit

3D Dreidimensional

A Ampere

ad libitum „nach Belieben“

ApoE Apolipoprotein E

ApoE-/- Knockout des für Apolipoprotein E kodierenden Gens

B0 externes Magnetfeld

ca. circa

CT Computertomographie

CTA Computertomographische Angiographie

DAB Diaminobenzidin

Da Dalton

DMSA Dimercaptobernsteinsäure

DTPA Diethylentriaminpentaessigsäure

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EKG Elektrokardiogramm
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eNOS endothelial Nitric synthase

et al. „und andere“ (et alii)

ex vivo „außerhalb des Lebendigen“

F Fraktion

FCS Fetales Kälberserum

FDA Food and Drug Administration

Fe3O4 Magnetit

FLASH Fast Low-Angle Shot

FOV field of view

g Erdbeschleunigung

GAG Glykosaminoglykane

GD Gadolinium

g/L Gramm pro Liter

h hour

H2O2 Wasserstoffperoxid

HCl Salzsäure

HDL high-density lipoprotein; Lipoprotein hoher Dichte

HEDP 1-Hydroxyethyliden-1,1-Diphosphonsäure

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure

Hz Hertz

HZK hepatozelluläres Karzinom

ICAM-1 intracellular adhesion molecule

IDL intermediate-density lipoprotein; Lipoprotein mittlerer Dichte

IFN-γ Gamma-Interferon

IL Interleukin

in situ „am Ort“

in vitro „im Glas“

in vivo „im Lebendigen“

i.v. intravenös

IVUS Intravaskulärer Ultrasound

kDa Kilodalton

kg Kilogramm
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L min-1 Liter pro Minute

LA-ICP-MS Laserablation induktiv gekoppelte Plasma Massenspektrometrie

LDL Low-density lipoprotein; Lipoprotein niederer Dichte

LM low melting

M Molar

m Meter

M-CSF macrophage colony-stimulating factor

MCP-1 monocyte chemoattractan protein-1

MHz Megahertz

min Minute(n)

ml Milliliter

mM millimolar

mm Millimeter

mol/L Mol pro Liter

MPS magnetic particle spectroscopy

MPS mononukleares Phagozytensystem

MRA Magnetresonanzangiographie

MRT Magnetresonanztomographie

ms Millisekunde

mT Milli Tesla

mV Millivolt

N Normalität

NaOH Natronlauge

ng Nanogramm

nm Nanometer

NO Stickstoffmonoxid

NSF Nephrogene systemische Fibrose

oxLDL oxidiertes LDL

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung

PCR polymerase-chain reaction

PEG Polyethylenglykol
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PES Polyethersulfon

PET Positronen-Emissions-Tomographie

PFA Paraformaldehyd

RES retikuloendotheliales System

RF Radiofrequenz

ROS Reactive Oxygen Species

RT Raumtemperatur

SD standard deviation

SED standard error of the mean; Standardfehler des Mittelwertes

sek Sekunde(n)

SPECT Single-Photon-Emission-computed-tomography

SPIO Super Paramagnetic Iron Oxide

SR-A scavenger receptor A

T Tesla

T1 longitudinale Relaxationszeit
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T2* transversale Relaxationszeit in Kombination mit der Dephasierung 
durch Feldinhomogenitäten

TE time to echo; Echozeit

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

TF tissue factor; Gewebefaktor

TGF-β transforming growth factor beta

TR time to repetition; Repetitionszeit

USPIO Ultrasmall SuperParamagnetic Iron Oxide

UTE ultra short time of echoes

(v/v) Volumenanteil

VCAM-1 vascular adhesion molecule-1

VEGF vascular endothelial growth factor

VLDL very low-density lipoprotein; Lipoprotein sehr geringer Dichte

VSMC Vascular smooth muscle cell

VSOP very small iron oxide nanoparticles

(w/v) Massenkonzentration
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(w/w) Massenanteil

W Watt

z. B. zum Beispiel

µl Mikroliter

µm Mikrometer

µmol Mikromol

µS mikrosiemens

µs Mikrosekunde
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