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1.    Abstract 
 

Die Leberzelltransplantation ist eine erfolgversprechende Therapie zur Behandlung 

angeborener Stoffwechseldefekte der Leber sowie des akuten Leberversagens. Im 

Rahmen der Leberzelltransplantation bieten Partikel-basierte Transfektionssysteme 

(engl. Particle based delivery systems; PDS), die auf der Inkorporation von 

Eisenoxidpartikeln in Leberzellen beruhen, perspektivisch die Möglichkeit der 

Kombination von Diagnostik und Therapie.  

Ziel der vorliegenden Dissertation war die Entwicklung und Evaluierung eines 

multifunktionalen oligonukleotid-gekoppelten biokompatiblen mikroskaligen 

Eisenoxidpartikels (sMPIO-α-LNA) zur Verfolgung transplantierter Leberzellen im MRT 

und dessen therapeutische Manipulation mittels RNA Interferenz. Der sMPIO bestand 

aus nanoskaligen Magnetitpartikeln, welche homogen in einer SiO2-basierten 

Polymermatrix eingebettet waren. Die Oberfläche der Partikel wurde mit 

Carboxylgruppen konjugiert, was die Anbindung funktioneller Gruppen und 

therapeutischer Wirkstoffe ermöglichte. In dieser Arbeit wurden antisense Locked 

Nucleic Acids (α-LNAs) an die Oberfläche des sMPIOs gekoppelt.  

Die zentrale Funktion des sMPIOs bestand in der Erzeugung eines reproduzierbaren 

hypointensen MRT-Signals. Hierfür wurden zwei Oberflächenmodifikationen (Poly-L-

Lysin, Streptavidin) hinsichtlich ihrer Inkorporationsfähigkeit in Leberzellen getestet. Es 

konnte eine signifikante Signalauslöschung ab einer Zellzahl von 1.000 primären 

humanen Hepatozyten bzw. von 5.000 Zellen der Zelllinie Huh-7 in der T2*-gewichteten 

Sequenz erzielt werden.  

Für die Verwendung des Partikels als intrazellulären Stimulus der zu transplantierenden 

Hepatozyten wurde die Let7g-spezifischeα-LNA an den Partikel kovalent gebunden. 

Die Depletion von über 80% der endogenen microRNA (miRNA) Let7g induzierte 24 

Stunden nach Partikelinkubation eine Hochregulation der Zellzyklus-assoziierten 

Proteine Cyclin D1 und c-Myc. Nachfolgende Proteomanalysen offenbarten weitere 

Zielproteine, von denen vier als Interaktionspartner der Let7g bekannt sind. Die 

Transplantation von Partikel-markierten Zellen zeigte nach sieben Tagen eine verstärkte 
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Signalauslöschung im MRT. Das Engraftment der Hepatozyten sowie die 

Eisenoxidpartikel konnten histologisch nachgewiesen werden.  

Die Entwicklung des neuartigen Partikels ermöglicht die theragnostische Anwendung in 

der Leberzelltransplantation. Darüber hinaus ist eine Nutzung des Partikels in der 

Diagnostik und Therapie von Tumorerkrankungen denkbar.  
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1.    Abstract (english) 
 

The liver cell transplantation is a promising therapy for the treatment of inborn metabolic 

liver disease and acute liver failure. In the course of liver cell transplantation particle 

based delivery systems (PDS) consisting of iron oxide particles incorporated in liver 

cells might provide a tool for combination of diagnosis and therapy. 

The aim of this study was to design a multifunctional oligonucleotide-labeled 

biocompatible micron-sized iron oxide particle (sMPIO-α-LNA), which combines MRI 

cell tracking and therapeutic manipulation of primary human hepatocytes by miRNA 

targeting. 

The sMPIO consisted of nanometer-scaled magnetite-particles, which were distributed 

homogenously in a silica-based polymer matrix. The polymeric shell was covered with 

carboxyl groups allowing the binding of functional groups and therapeutic agents. In this 

study antisense locked nucleic acids (α-LNA) were covalently bound to the surface of 

the sMPIO. 

The main purpose of the sMPIO was to enable a reproducible hypointense MRI signal. 

Therefore two different surface modifications (Poly-L-Lysin, Streptavidin), which were 

coupled onto particle surfaces, were tested regarding the incorporation capacity into 

liver cells. The results showed that 1,000 primary hepatocytes and 5,000 cells of the cell 

line Huh-7 could be quantified in a T2* weighted imaging.  

In order to cause an intracellular stimulus of transplanted hepatocytes, a α-LNA 

specific for the depletion of the microRNA (miRNA) Let7g was covalently bound to the 

particle surface. The Let7g depletion (80%) resulted in up-regulation of the cell cycle 

associated target proteins Cyclin-D1 and c-Myc. In further proteome analyses, 

additional target proteins, which were regulated by sMPIO-α-LNA treatment, were 

detected. Four of them were identified as interaction partners of Let7g. The 

transplantation of sMPIO-labeled cells caused an enhanced signal loss in MRI after 

seven days. The engraftment of the liver cells as well as the iron oxide particles could 

be visualized by histological staining.  

The new particle might be used as a theragnostic tool for cell transplantation and 

additionally for diagnosis and therapy of malignoma. 
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2.    Einleitung und Zielstellung 
 

Im Fokus der Regenerationsmedizin steht die morphologische und funktionelle 

Wiederherstellung von Geweben bzw. Organen. Die Leberzelltransplantation gilt als 

vielversprechende minimal-invasive Alternative und könnte zur Unterstützung 

konventioneller Therapien, wie der Leberteiltransplantation eingesetzt werden.1 Hierbei 

ist es entscheidend, den therapeutischen Effekt im Empfängerorgan durch Stimulation 

der Proliferation bzw. Differenzierung der transplantierten Zellen zu steigern. Derzeit 

werden weltweit vielversprechende Ansätze zur Manipulation von Zellen vor und 

während der Transplantation verfolgt.2 Insbesondere das Prinzip der RNA-Interferenz, 

vermittelt durch miRNAs scheint ein vielversprechendes therapeutisches Werkzeug zu 

sein. miRNAs sind nicht kodierende RNA Sequenzen und fungieren als Regulatoren in 

der posttranskriptionalen Genexpression.3 Ein Beispiel für die therapeutische Inhibition 

von miRNAs ist das Therapeutikum „Miravirsen“, ein LNA-basiertes (Locked nucleic 

acids; LNA) antisense-Oligonukleotid, welches zur Behandlung chronisch infizierter 

HCV-Patienten entwickelt wurde und sich derzeit in der klinischen Prüfung befindet.4 

Für eine effiziente Transfektion derartiger antisense-LNAs zur Depletion intrazellulärer 

miRNAs werden häufig virale Systeme sowie kationische bzw. liposomale Partikel 

verwendet. Die Limitation vieler Partikel-basierter Transfektions-Systeme (engl. Particle 

based delivery systems; PDS) liegt in deren Immunogenität und möglichen 

karzinogenen Auswirkungen sowie in der fehlenden Möglichkeit der Zellverfolgung nach 

Transplantation.5 Die diagnostische und interventionelle Radiologie ermöglicht 

zahlreiche Optionen für die Detektion transplantierter Zellen. In der Klinik wird hierfür 

häufig die Magnetresonanztomographie (MRT) eingesetzt und nanoskalige 

superparamagnetische Eisenoxid-haltige Partikel (engl. superparamagnetic iron oxide 

particle; SPIO) als Kontrastmittel verwendet.6 Die Vorteile basieren auf der geringen 

Toxizität und Vermeidung ionisierender Strahlung. Um einen ausreichenden Kontrast im 

MRT zu erzeugen, ist eine hohe Partikelbeladung der Zelle entscheidend. Grundlegend 

stellt die Detektion transplantierter partikelmarkierter Zellen im Abdomen eine große 

Herausforderung dar, da die Aufnahmen im MRT stark von der intestinalen Peristaltik 

und der Atmung des Patienten abhängig ist. Umso mehr liegt das Augenmerk auf der 

Verbesserung des Kontrastes, des Signal-Rausch-Verhältnisses und der graphischen 
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Auflösung. Zur Beantwortung können Ultra-Hochfeld-MRTs mit höheren 

Magnetfeldstärken (> 7 Tesla) eingesetzt werden. Diese stehen jedoch nicht jeder 

klinischen Einrichtung zur Verfügung und werden derzeit fast ausschließlich in der 

Gehirnforschung eingesetzt. Aufgrund des erhöhten Eisengehaltes (1 pg Fe/Partikel) 

unseres sMPIOs gegenüber herkömmlich eingesetzten SPIOs (10-6 - 10-7 pg 

Fe/Partikel) kann eine signifikant höhere R2/R2* molare Relaxation erreicht werden und 

die beschriebene Problematik umgangen werden.7 Die Verwendung von mikroskaligen 

Eisenoxidpartikeln zur Darstellung transplantierter Zellen im Abdomen bietet somit eine 

komfortable, reproduzierbare und kostengünstige Alternative.   

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Evaluierung eines  

multifunktionalen, biokompatiblen, superparamagnetischen Mikropartikels für die 

Detektion Partikel-markierter Leberzellen im MRT und deren therapeutische 

Manipulation mittels miRNA-Targeting (Abbildung 1). 

 
Abbildung 1: Schema der sMPIO-α-Let7g und der Partikel-basierten Depletion: superparamagnetischer, silica-

basierter, carboxylierter Mikropartikel (sMPIO) (I); kovalente Kopplung von α-LNA-Tye665 und Partikelinkorporation 

(II); Partikel-basierte Depletion intrazellulärer miRNAs (III) (Modifiziert aus Biomaterials, 2015; 51: 129-137: 

Annekatrin Leder et.al. “Micron-sized iron oxide-containing particles for microRNA-targeted manipulation and MRI-

based tracking of transplanted cells.”) 
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3.    Methoden und Ergebnisse 
 

Die verwendeten mikroskaligen superparamagnetischen Eisenoxidpartikel auf 

Silziumdioxid-(SiO2) Basis (engl. silica-based micron-sized iron oxide particle; sMPIO) 

wurden in enger Kooperation mit der Firma microparticles GmbH (Berlin, Deutschland) 

entwickelt. Die Basispartikel bestehen aus homogen verteilten Magnetit-Nanopartikeln 

mit einem Durchmesser von 10 - 15 nm, welche in eine SiO2-basierte Polymermatrix 

eingebunden sind. Die superparamagnetischen Polymer-Partikel wurden für die 

Detektion im MRT konstruiert und ermöglichen über die kovalente Belegung der 

Partikeloberfläche mit Carboxylgruppen (COOH), die Kopplung diagnostischer bzw. 

therapeutischer Substanzen.  

Nachfolgend wurden die Partikeloberflächeneigenschaften in der 

Rasterelektronenmikroskopie untersucht und die Partikelgröße mit einem Coulter 

Multisizer II (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA) ermittelt. Dabei konnten die 

gewünschten monodispersen und sphärischen Eigenschaften des Partikels bestätigt 

und eine Partikelgröße von 1,18 µm Durchmesser ermittelt werden.  

Zur Evaluierung der Inkorporationsfähigkeit des Partikels in Hepatozyten wurde die 

Partikeloberfläche modifiziert. Um die Adhäsion des Partikels an die Zellmembran zu 

erhöhen und dessen intrazelluläre Aufnahme zu verbessern, wurde nach Aktivierung 

der COOH-Gruppen Poly-L-Lysin (PLL) kovalent an die Oberfläche des Partikels 

gebunden. Darüber hinaus wurde Streptavidin (SA), ein bakterielles Protein mit hoher 

Affinität zu Biotin auf der Partikeloberfläche fixiert, welches den Einsatz des Partikels für 

diagnostische Zwecke erweitert. Die modifizierten sMPIOs (COOH-sMPIO, PLL-sMPIO 

und SA-sMPIO) wurden hinsichtlich ihrer Inkorporationsfähigkeit in Leberzellen 

untersucht. Die Etablierung der Partikelaufnahme wurde zunächst an der 

hepatozellulären Karzinomzelllinie Huh-7 durchgeführt. Für die Untersuchungen wurden 

die Zellen mit COOH-sMPIOs, PLL-sMPIOs und SA-sMPIOs in einer Konzentration von 

10 bis 100 Partikel pro Zelle bei 37°C für vier Stunden inkubiert. Die im Medium 

überschüssigen Partikel wurden nach Inkubationsende mit einer Pufferlösung aus der 

Kultur ausgewaschen. Für die Bestimmung der Partikelaufnahme wurden die Zellen in 

einer adhärenten Kultur bis zu sieben Tagen kultiviert und mittels Lichtmikroskopie 

randomisiert ausgezählt. Die intrazelluläre Lokalisierung wurde mit Transmissions-
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Elektronenmikroskopie (TEM; Charité Berlin) verifiziert. Die verwendeten sMPIOs 

konnten nach einem Zeitraum von vier Stunden in Zellkernnähe lokalisiert und in der 

TEM bestätigt werden (Abbildung 2A, B).  

Die Inkubation von 100 Partikeln pro Zelle ergab nach Quantifizierung der 

Partikelaufnahme für COOH-sMPIO 15 ± 4 Partikel pro Zelle. Eine Markierung mit PLL-

sMPIO ergab eine signifikant höhere Partikelaufnahme von 23 ± 6 Partikel pro Zelle, 

jedoch zeigten sich hier intra- und extrazelluläre Cluster. Bei der Markierung mittels SA-

sMPIO konnten lediglich 5 ± 1 Partikel pro Zelle gezählt werden. Poly-L-Lysin und 

Streptavidin wurden daher als funktionelle Oberflächen für weitere therapeutische 

Studien ausgeschlossen. Mit allen Partikeln konnte eine Markierungseffizienz von über 

90% erzielt werden, lediglich bei SA-sMPIO lag die Effizienz bei 72% ± 11%. Für die 

Anwendung des sMPIOs in der MRT-Bildgebung wurde eine optimale 

Partikelinkubationszahl von 100 Partikeln pro Zelle für Huh-7 Zellen ermittelt. 

Für die Bestimmung der Zelltoxizität des Partikels wurden die Zellen bis zu 18 Stunden 

mit sMPIOs in unterschiedlichen Konzentrationen markiert und deren mitochondriale 

Aktivität analysiert. Hierbei konnte kein negativer Effekt auf die Zelle festgestellt werden. 

Nach Evaluierung der Partikelaufnahme wurde das Potential der Signalauslöschung 

vom Partikel im MRT (Institut für Radiologie, Charité Berlin) untersucht. Hierfür wurden 

native und sMPIO-markierte Zellen trypsiniert, in PBS aufgenommen und in einem 

Agarosegel-Phantom im in vitro MRT gemessen. Die  Bildanalyse wurde mit einem 

klinischen 3-Tesla MRT und einer 4-Kanal Phased-Array Spule durchgeführt.  

Die Analyse der Sequenzen nach konzentrationsabhängiger Markierung korrelierte mit 

der lichtmikroskopisch ermittelten Partikelaufnahme der Zellen. Die Signalauslöschung 

stieg mit Konzentration inkorporierter Partikel an. Im T2*-gewichteten Sequenz konnte 

die Signalauslöschung ab einer Zellzahl von 5.000 Zellen bei einer Markierung von PLL-

sMPIOs und ab einer Zellzahl von 10.000 Zellen bei einer Markierung von COOH-

sMPIOs detektiert werden. Mit einer Markierung von SA-sMPIOs war, aufgrund der 

geringen Partikelaufnahme der Zellen, eine Detektion erst ab einer Zellzahl von 25.000 

Zellen möglich. 

Im Anschluss wurden Versuche an primären humanen Hepatozyten und Ratten-

Hepatozyten durchgeführt. Die primären humanen Hepatozyten wurden nach Vorgabe 
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des genehmigten Ethikvotums (EA2/137/09) aus Leberresektaten und 

Rattenhepatozyten aus Fischer-344-Rattenlebern (LAGeSo Genehmigungs-Nr.: O 

0459/09) mit steigender Partikelkonzentration markiert. Die intrazelluläre Lokalisierung 

FITC-gekoppelter Partikel wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie dargestellt (Abbildung 

2C).  

Die fluoreszenzmikroskopische Bewertung der Lokalisation der Partikel in primären 

humanen Hepatozyten zeigte wie in den vorausgegangenen Untersuchungen mit Huh-7 

Zellen eine Akkumulation der Partikel in Zellkernnähe.  

Zur Bestimmung der Zellschädigung wurde Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-

Aminotransferase (ALT) und Harnstoff täglich aus den Medienüberstanden entnommen. 

Eine signifikante Zellschädigung konnte nicht festgestellt werden. 

Aus den Ergebnissen der MRT-Bildanalyse zur Evaluierung einer effizienten 

Signalauslöschung wurde eine optimale Markierung von mindestens 20 inkorporierten 

Partikeln pro Zelle ermittelt. Um dies zu erreichen war eine initiale Inkubation mit 60 

Partikeln pro Zelle erforderlich. Eine Signalauslöschung konnte mit allen verwendeten 

Partikeln ab einer Zellzahl von 1.000 Zellen im T2*-gewichteten MRT nachgewiesen 

werden (Abbildung 2D).  

Die statistische Analyse erfolgte mittels One-Way Analysis of Variance (ANOVA) Test 

und der Post-hoc-multiple-comparison (Wilsoxon) Test. Alle Werte wurden als 

Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Ein p-Wert kleiner 

oder gleich 0,05 wurde als statistisch signifikant beurteilt. 
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Abbildung 2: Darstellung monodisperser und sphärischer Eigenschaften mittels Rasterelektronenmikroskopie, A 

(Maßstab: 200 nm); Darstellung der intrazellulären Lokalisation des sMPIOs in Huh-7 Zellen mittels 

Transmissionselektronenmikroskopie B (Maßstab: 2,5 µm); Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des sMPIOs in 

primären humanen Hepatozyten C (Maßstab: 5 µm); in vitro MRT-Aufnahme von sMPIO-markierten primären 

humanen Hepatozyten, die Nachweisgrenze liegt bei 1.000 Zellen bei einer Markierung von 60 Partikeln pro Zelle. D 
(modifiziert aus Cell Transplantation: 2013; 22(11): 1959-1970; Raschzok et al. „Functionalizable silica-based micron-

sized iron oxide particles for cellular magnetic resonance imaging.“) 

 

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass durch die Inkorporation von sMPIOs in 

verschiedenen Zellen eine stabile und reproduzierbare Detektion im MRT ermöglicht 

werden kann.  

Nach der Entwicklung des sMPIOs stand der Einsatz des Partikels als Carrier für α-

LNA zur Manipulation endogener miRNAs, sowie das Monitoring sMPIO-markierter 

Zellen im klinischen MRT im Mittelpunkt des Promotionsvorhabens.  

In den ersten Versuchen zeigte sich eine ineffiziente Kopplung von 5’Amino-LNAs an 

die bisher verwendeten sMPIOs. Dementsprechend wurde die Oberfläche der sMPIOs 

modifiziert, sodass die kovalente Kopplung miRNA-spezifischer α -LNA an die 

Partikeloberfläche möglich war. Hierzu wurde eine Partikel-Schale aus SiO2-basierten 

Nanopartikeln auf die vorherige SiO2-Polymerschicht des sMPIOs synthetisiert 

(microparticles GmbH, Berlin). Hierdurch vergrößerte sich die Partikeloberfläche, 

sodass die Anzahl funktioneller Oberflächengruppen (-COOH) im erforderlichen Maß 
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erhöht werden konnte. Zur Kopplung von antisense-Oligonukleotiden wurden 3´-

Tye665-5‘-Amino-LNAs der Firma Exiqon (Vedbæk, Dänemark) verwendet. Das 5‘-

Amino-Ende der LNAs konnte nach 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid 

(EDC)-Aktivierung der Partikel-gebundenen COOH-Gruppen zur Säureamid-Bindung 

umgesetzt werden. Die Beladung der sMPIOs mit LNA-Molekülen lag nun im Bereich 

von 0,1 - 1 µmol/g und damit deutlich über den Werten der ursprünglichen sMPIOs. Zur 

Bestätigung der funktionellen Eigenschaften des sMPIOs wurdenα-LNAs mit hoher 

Bindungsaffinität an miRNAs aus der Let7 Familie an die Carboxylgruppen gekoppelt. 

Es wurden folgende Antisense-Sequenzen eingesetzt: 

5’AmMC6ACTGTACAAACTACTACCTC (sMPIO-α -Let7g) für in vitro Studien mit 

humanen Hepatozyten sowie 5’AmMC6ACTATACAACCTCCTACCTC (sMPIO-α -

Let7e) für in vivo Untersuchungen zur Detektion partikel-markierter Rattenhepatozyten. 

Als funktionelle Negativ-Kontrolle diente die Sequenz 

5’AmMC6GTGTAACACGTCTATACGCCCA (sMPIO-α-NC).  

Primäre humane Hepatozyten wurden über Nacht adhärent kultiviert, am nächsten Tag 

gewaschen und es erfolgte ein Mediumwechsel. Die Hepatozyten wurden anschließend 

mit sMPIO, sMPIO-NC bzw. sMPIO-α-Let7g in einer Konzentration von 60 Partikeln 

pro Zelle für vier Stunden inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden nicht inkorporierte 

Partikel aus der Kultur ausgewaschen.  

Zur Validierung der Effizienz der Partikel-gebundenen miRNA-Depletion wurde als 

Kontrolle die liposomale Transfektion freier α-LNAs verwendet. Hierfür wurden die 

Hepatozyten mit Lipofectamine® RNAiMAX (Carlsbad, USA) und 100 pmol α-Let7g pro 

1x 106 Zellen behandelt. Die Zellen aller Versuchsgruppen wurden anschließend bis zu 

fünf Tage kultiviert. Die Asservierung der Überstände zur Bestimmung von Albumin und 

Zelllysaten zur Analyse von RNA bzw. Proteinen erfolgte täglich.  

Die Colokalisation des sMPIO- α -LNA wurde mittels Bindung eines 

Fluoreszenzfarbstoffes (Tye665) an das 3’ Ende der α -LNA bestimmt. Nach 

dreidimensionaler Analyse der konfokalmikroskopischen Aufnahmen (Leica 

Microsystems, Wetzlar Germany) konnte die intrazelluläre Colokalisation des Partikel-

LNA Konstrukts in der Nähe des Zellkerns visualisiert und bestätigt werden. Parallel 
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hierzu wurden lichtmikroskopische Aufnahmen vitaler Hepatozyten während der 

Versuchszeitpunkte 24 Stunden und 48 Stunden bewertet. Die Erkenntnisse aus den 

konfokalmikroskopischen Aufnahmen konnten hierbei bestätigt werden.  

Als dritte Methode der Visualisierung der Partikelaufnahme wurden die Zellen nach 

Partikel-Markierung fixiert und die zellkernnahe Lokalisation der Partikel mittels Berliner-

Blau-Färbung dargestellt. Zur Bestimmung toxischer Eigenschaften der 

Partikelmarkierung auf die Atmungskette der Zellen wurde die mitochondriale Aktivität 

gemessen. Es konnte kein negativer Effekt auf die Atmungskette der Zelle nach 

Partikelmarkierung festgestellt werden.  

Der Nachweis des intrazellulären Partikel-gestützten „Knockdowns“ der Let7g erfolgte 

zunächst mittels TaqMan-Real-Time-PCR (qRT-PCR; StepOnePlus real-time PCR 

System, Applied Biosystems, USA). Hierfür wurde die RNA aus den Zelllysaten isoliert 

und das miRNA-Expressionslevel für die Let7g gemessen. Die qRT-PCR zeigte eine 

erhebliche Reduktion von über 80% des Let7g-Expressionslevels der Zelle 24 bzw. 48 

Stunden nach sMPIO-α-Let7g Markierung gegenüber unbehandelten (nativ), sMPIO- 

und sMPIO-NC-markierten Zellen (Abbildung 3A). Dieser Effekt war nahezu 

vergleichbar mit dem einer liposomalen Transfektion freier α-LNA. Für den alternativen 

Nachweis in der Northern Blot Analyse wurde die isolierte RNA in einem 

denaturierenden Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und auf einer positiv geladenen 

Nitrozellulosemembran fixiert. Zur Detektion wurden spezifische Digoxigenin-gekoppelte 

Sonden verwendet. Hier zeigte sich eine nahezu vollständige Reduktion der endogenen 

Let7g nach 24 Stunden (Abbildung 3D).  

Ziel der Partikel-gestützten Transfektion von α -LNA ist – neben einer effizienten 

Inhibition von miRNAs – die Nutzung des supprimierenden Effektes auf spezifische 

Target-Gene. Der „Knockdown“ der Let7g führt in der frühen Phase des Zellzyklus unter 

anderem zur Stimulation der Zellzyklus-assoziierten Proteine Cyclin D1 und c-Myc. 

Hierfür wurden die Zelllysate in einem Polyacrylamid-Gel fraktioniert und auf eine 

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert. Die Proteinexpression wurde unter 

Verwendung spezifischer Antikörper mittels Röntgenfilmtechnik detektiert. Als konstant 

exprimierte endogene Kontrolle diente Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH). Bereits 24 Stunden nach Partikelinkubation konnte eine signifikante 
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Stimulation von Cyclin D1 (p = 0,0319) und c-Myc (p = 0,0159) im Vergleich zu nativen 

Zellen detektiert werden (Abbildung 3B, C).  

 

 
Abbildung 3: Graphische Darstellung der Expressionsänderung der endogenen Let-7g nach Partikel-basierter 

Depletion im Vergleich zu sMPIO und sMPIO-NC mittels qRT-PCR nach 24 Stunden. A Western Blot Analyse der 

Cyclin D1 und c-Myc Expression 24 Stunden nach Partikelmarkierung normalisiert auf die endogene Kontrolle 

GAPDH. B, C Röntgenfilmaufnahme des endogenen Let-7g Levels und der endogenen Kontrolle, U6snRNA. D 

(modifiziert aus Biomaterials, 2015; 51: 129-137: Annekatrin Leder et.al. “Micron-sized iron oxide-containing particles 

for microRNA-targeted manipulation and MRI-based tracking of transplanted cells.”) 

 

Zur Ermittlung weiterer Zielproteine erfolgte 48 Stunden nach Partikelinkubation eine 

Proteomanalyse durch die Firma Proteome Factory AG (Berlin, Deutschland). Die 

Proteinlysate wurden in der 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt und anschließend mittels 

nanoLC-ESI-MS/MS unter Verwendung der Software Mascot search engine (Matrix 

Science, London, England) und einer nationalen Datenbank (National Center for 

Biotechnology Information, Bethesda, USA) analysiert. Aus der Analyse der 2D-Gele 

ergaben sich 22 Proteine, von denen vier als Interaktionspartner der Let7g identifiziert 

wurden. Unter Berücksichtigung der aktuellen Literatur sowie des Datenvergleiches aus 

einer vorangegangenen in vivo Studie zur Bestimmung regulierter miRNAs während des 

Regenerationspeaks nach Leberteilresektion, ergaben einen Zusammenhang zwischen 

den analysierten Proteinen und für die Leberregeneration relevanten miRNAs.8,9,10,11  

Die statistischen Differenzen der Ergebnisse wurden mittels Student’s t-Test, nicht-

parametrischem Mann-Whitney-U-Test, ANOVA bzw. nicht-parametrischem Kruskal-
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Wallis-Test ermittelt. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte ± SEM angegeben. Ein p-

Wert kleiner oder gleich 0,05 wurde als statistisch signifikant beurteilt. 

Abschließend wurden in einem in vivo Transplantationsmodell, zur Detektion sMPIO-α-

Let7e markierter Rattenhepatozyten im MRT, Leberzellen aus männliche Fischer-344-

Ratten, welche als Spendertiere dienten, in weibliche Retrorsin-vorbehandelte Ratten 

transplantiert. 8x 106 vitale sMPIO-α-Let7e markierte Zellen bzw. native Zellen wurden 

in die Milz appliziert und zwei Tage vor bzw. sieben Tage nach Zelltransplantation im 

MRT analysiert. Für die Untersuchungen wurde ein klinisches MRT mit einer Feldstärke 

von 3-Tesla und einer 4-Kanal Phased-Array Spule verwendet. Die anschließende 

Bildanalyse erfolgte über die T2*-Gewichtung. Die Auswertung repräsentativer MRT-

Aufnahmen zeigte eindeutige Signalauslöschungen in der Leber, welche in den 

unbehandelten Tieren nicht nachgewiesen werden konnten.  

 

 
Abbildung. 4: MRT Aufnahmen zwei Tage vor (A) und sieben Tage nach (B) Zelltransplantation (modifiziert aus 

Biomaterials, 2015; 51: 129-137: Annekatrin Leder et.al. “Micron-sized iron oxide-containing particles for microRNA-

targeted manipulation and MRI-based tracking of transplanted cells.”) 

 

Für den Nachweis proliferierender Hepatozyten wurde den Tieren eine Stunde vor 

Finalisierung Bromdesoxyuridin (BrdU; Dako, Dänemark), ein Thymidin-Analogon, 

appliziert. Anschließend erfolgte die immunhistologische Auswertung BrdU-positiver 

Zellen. Die hypothetisierte Proliferation der transplantierten Hepatozyten durch die 

Let7e-Depletion konnte in vivo jedoch nicht bestätigt werden. Mittels Berliner Blau 

Färbung der Eisenoxid-haltigen Partikel und dem Nachweis transplantierter männlicher 
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Hepatozyten im weiblichen Empfängertier, konnte die Anreicherungen transplantierter 

und Partikel-markierter Leberzellen in der Leber eindeutig bestätigt werden.  
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4.    Diskussion 
 

Das Konzept eines neuartigen multifunktionalen superparamagnetischen 

monodispersen mikroskaligen Eisenoxidpartikels zur nicht-invasiven Zellverfolgung 

mittels MRT und der Manipulation endogener miRNAs mittels partikel-gestützter 

Depletion konnte erfolgreich realisiert werden. Der Partikel kann somit in der 

Zelltherapie mit der Möglichkeit eines miRNA-Targeting und simultaner Zellverfolgung 

eingesetzt werden.  

Im ersten Teil der Untersuchungen zur Detektion des sMPIOs im MRT konnte gezeigt 

werden, dass eine eindeutige Signalauslöschung ab einer Zellzahl von 1.000 Zellen bei 

einer Partikelbeladung von 20 Partikeln pro Zelle in der T2* gewichteten Bildgebung 

möglich ist. Um ein vergleichbares Ergebnis zu erzielen, ist bei einer Markierung mit 

Nanopartikeln, aufgrund des geringeren Eisengehaltes gegenüber Mikropartikeln, eine 

höhere Partikelbeladung pro Zelle notwendig.7 Gleichzeitig ermöglichen die 

monodispersen Eigenschaften des Partikels eine reproduzierbare Bildgebung. 

Eine effiziente Zellmarkierung ist jedoch von vielen verschiedenen Faktoren abhängig –

so unter anderem auch von der Oberflächenladung des Partikels. Eine positive Ladung 

wird bei nicht-phagozytierenden Zellen für eine effiziente Partikelaufnahme als 

begünstigend beschrieben.12 Dies konnte nach Kopplung des positiv geladenen Peptids 

Poly-L-Lysin bestätigt werden. Jedoch führt die Markierung von PLL-markierten sMPIOs 

zu einer Akkumulation innerhalb und außerhalb der Zelle. Demzufolge wurden für 

weitere therapeutische Anwendungen die negativ-geladenen COOH-sMPIOs 

verwendet, welche zwar eine geringere Markierungseffizienz pro Zelle aufweisen, aber 

nicht zur Akkumulation neigen. Gleichzeitig können diese Partikel für eine kovalente 

Kopplung therapeutischer Wirkstoffe leicht modifiziert werden. 

Eine weitere wichtige Anforderung an den Partikel ist eine geringe Zytotoxizität, welche 

durch die Siliziumoxid-Schale ermöglicht wurde. Siliziumoxid ist biokompatibel und 

äußerst reaktionsträge, wodurch eine Intoxikation des Magnetits ausgeschlossen 

werden kann. Dies konnte mittels Bestimmung der mitochondrialen Aktivität der Huh-7 

Zellen und der Messung von Leberschädigungsparametern (AST, ALT) bei primären 

humanen Hepatozyten nachgewiesen werden. 
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Da die Leber eine hohe enzymatische Aktivität besitzt, ist die systemische Applikation 

kleiner therapeutischer funktioneller Einheiten, unter anderem von antisense-miRNAs 

hinsichtlich ihrer Stabilität und Funktionalität problematisch. Um diese Hindernisse zu 

umgehen, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit α -LNAs kovalent an die 

Carboxylgruppen des Partikels gebunden. Somit konnte eine hohe Stabilität und eine 

geringe Zugänglichkeit gegenüber Nukleasen gewährleistet werden. Ein weiterer Vorteil 

der kovalenten Bindung besteht in der intrazellulären Verfolgung des therapeutischen 

Effektes. Die kovalente Bindung von antisense-Oligonukleotiden an die Oberfläche 

superparamagnetischer Partikel, wurde bislang nur von Hwang et al beschrieben.13 Alle 

weiteren beschriebenen Partikel-gestützten Transfektionssysteme zur miRNA Depletion 

in der Zelle beruhen auf dem Einsatz nicht-magnetischen Materials und ermöglichen 

demnach keine Zellverfolgung im MRT.14  

Mit der Kopplung der α -LNAs  an der Oberfläche des Partikels konnte eine effiziente 

Depletion von über 80% der Let7g erreicht werden. Der hieraus resultierende 

funktionelle Effekt zeigte sich in einer vermehrten Expression der zellzyklus-assoziierten 

Proteine Cyclin D1 und c-Myc. Beide Proteine sind als Targets der Let7g bekannt. Die 

Let7-Familie war für die Evaluierung des Partikel-gestützten ‚Knockdowns’ interessant, 

da sie in zahlreichen Prozessen wie z.B. der Zelldifferenzierung, der Tumorgenese als 

auch der Leberregeneration beteiligt ist.8,9,10,11 Dennoch konnte der Nachweis 

proliferativer Eigenschaften in vivo noch nicht erbracht werden. In einer unabhängigen 

Proteomanalyse konnten jedoch weitere Proteine nachgewiesen werden, welche in 

leberregenerativen Prozessen involviert sind.  

Nach Zelltransplantation der sMPIO-α-LNA markierten Zellen konnte eine signifikante 

Signalauslöschung in der Leber des Empfängertiers im MRT festgestellt werden. 

Darüber hinaus bestätigten histologische Auswertungen die Akkumulation sMPIO-α-

Let7e in der Leber.  

Mit der Entwicklung des Partikels konnte bewiesen werden, dass eine Modulation der 

Proteinregulation und somit der Einsatz als Therapeutikum auf dem Gebiet der RNA 

Interferenz möglich ist. Zum anderen zeigte die initiale in vivo Studie, dass eine 

Zellverfolgung im MRT realisierbar ist. Demzufolge können die sMPIOs aufgrund ihres 

multifunktionalen Potentials als „theragnostische“ Partikel klassifiziert werden. 
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Perspektivisch stellen sie nicht nur in der Leberzelltransplantation, sondern darüber 

hinaus in der Tumortherapie ein vielversprechendes therapeutisches Werkzeug dar. 

Biomedizinische Grundlage für therapeutische Ansätze mittels RNA Interferenz bildet 

unter anderem die Evaluierung komplexer miRNA-Expressionssignaturen. Somit 

können zirkulierende miRNAs aus dem Blut sowie aus anderen Körperflüssigkeiten als 

potentielle prognostische Marker eingesetzt werden. Folglich wurden in einer klinischen 

Studie sowohl Proteine als auch miRNAs als Marker für eine akute Rejektion (ACR) 

nach Lebertransplantation ermittelt.  

Die Lebertransplantation ist derzeit bei Patienten mit Leberzirrhose, hepatozellulärem 

Karzinom (HCC), ausgeprägten metabolischen Erkrankungen bzw. 

Autoimmunerkrankungen die Behandlung der Wahl. Trotz strenger Überwachung der 

Patienten und ständiger Optimierung der Immunsuppression tritt eine akute zelluläre 

Rejektion in 15 - 60 % der Patienten in den ersten postoperativen Monaten auf. 

Gegenwärtig wird ein Monitoring der Transaminasen der Leber bzw. von 

Gallensäuresynthesemarkern durchgeführt. Um andere Erkrankungen auszuschließen, 

wird bei einem Anstieg dieser Marker eine Biopsie entnommen und diese histologisch 

untersucht. Eine Biopsie stellt jedoch für den Patienten einen zusätzlichen chirurgischen 

Eingriff dar, der mit Risiken wie Blutungen, Schmerzen und Infektionen verbunden ist. 

Dem gegenüber wäre die Ermittlung von Biomarkern aus Körperflüssigkeiten eine 

denkbare nicht-invasive Alternativmethode, die Biopsie-assoziierte Komplikationen 

umgehen könnte. 15 

In der Studie wurden aus Serumproben von 94 Patienten das Proteinlevel von CD44 

und CXCL9, welche als Marker für eine Allotransplantatabstoßung beschrieben sind, 

unmittelbar vor und ein bis vierzehn Tage nach Lebertransplantation bestimmt. Die 

Untersuchungen ergaben einen signifikanten Abfall von CD44 bei gleichzeitigem 

Anstieg von CXCL9 bei Patienten mit histologisch bestätigter ACR bereits zu Beginn der 

postoperativen Phase des Patienten (POD1). Die Kombination beider Biomarker führte 

zu einem positiven prognostischen Wert von 91% und einen negativen prognostischen 

Wert von 67% für eine klinische signifikante akute Rejektion. Alle Patienten, die positiv 

für die Biomarker waren, entwickelten innerhalb der folgenden 6 Monate nach 

Lebertransplantation eine ACR.15 Demzufolge könnten diese Biomarker für die 
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Evaluierung einer ACR in den ersten 6 Monaten nach Transplantation eingesetzt 

werden. 

In den weiterführenden Untersuchungen wurden miRNAs sowohl im Blut als auch in der 

Gallenflüssigkeit bestimmt (zwei Publikationen in Revision). In der frühen 

postoperativen Phase ACR-positiver Patienten zeigte sich in der Galle eine signifikante 

Hochregulation vier verschiedener miRNAs (miR-122, miR-133a, miR-148a und miR-

194). Die mir-122 ist eine leberspezifische miRNA und lässt auf einen Zelluntergang von 

Hepatozyten schließen. Alle weiteren untersuchten miRNAs sind mit verschiedenen 

inflammatorischen Prozessen assoziiert. Diese Veränderungen deuten auf einen 

Zusammenhang zwischen der miRNA Expression und einer Inflammation in der Leber 

bzw. im Gallengang hin.  

Demzufolge könnten miRNAs als nicht-invasiv erhobene prognostische Marker mit einer 

Dysfunktion der Leber sowie der akuten Rejektion assoziiert werden. 

Perspektivisch zeigen die beschriebenen Studien, dass miRNAs sowohl als 

prognostische Biomarker als auch als therapeutische Ziele verwendet werden können. 
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Abstract 
 
Particle-based delivery systems for therapeutic manipulation and tracking of 
transplanted cells by magnetic resonance imaging (MRI) are commonly based on 
nanometer-sized superparamagnetic iron oxide particles (SPIOs). Here, we present a 
proof of concept for multifunctional, silica based micron-sized iron oxide-containing 
particles (sMPIO) that combine fluorescence imaging, MRI tracking, and on-the-spot 
targeting of specific microRNAs on a particle surface for therapeutic manipulation by 
RNA interference. Antisense locked nucleic acids (α-LNA) were covalently bound to the 
surface of silica-based, DAPI-integrated, micron-sized iron oxide particles (sMPIO-α-
LNA). In vitro studies using primary human hepatocytes showed rapid particle uptake (4 
h) that was accompanied by significant depletion of the targeted microRNA Let7g 
(80%), up-regulation of the target proteins Cyclin D1 and c-Myc, and specific proteome 
changes. sMPIO-α-LNA-labeled cells were successfully detected by fluorescence 
imaging and could be visualized by MRI after intrasplenic transplantation in rats. This 
new theranostic particle provides a promising tool for cell transplantation where cellular 
imaging and microRNA-based manipulation is needed.  
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Abstract 
 
Cellular therapies require methods for noninvasive visualization of transplanted cells. 
Micron-sized iron oxide particles (MPIOs) generate a strong contrast in magnetic 
resonance imaging (MRI) and are therefore ideally suited as an intracellular contrast 
agent to image cells under clinical conditions. However, MPIOs were previously not 
applicable for clinical use. Here, we present the development and evaluation of silica-
based micron-sized iron oxide particles (sMPIOs) with a functionalizable particle 
surface. Particles with magnetite content of >40% were composed using the sol-gel 
process. The particle surfaces were covered with COOH groups. Fluorescein, poly-L-
lysine (PLL), and streptavidin (SA) were covalently attached. Monodisperse sMPIOs 
had an average size of 1.18 µm and an iron content of about 1.0 pg Fe/particle. Particle 
uptake, toxicity, and imaging studies were performed using HuH7 cells and human and 
rat hepatocytes. sMPIOs enabled rapid cellular labeling within 4 h of incubation; PLL-
modified particles had the highest uptake. In T2*-weighted 3.0 T MRI, the detection 
threshold in agarose was 1,000 labeled cells, whereas in T1-weighted LAVA 
sequences, at least 10,000 cells were necessary to induce sufficient contrast. Labeling 
was stable and had no adverse effects on labeled cells. Silica is a biocompatible 
material that has been approved for clinical use. sMPIOs could therefore be suitable for 
future clinical applications in cellular MRI, especially in settings that require strong 
cellular contrast. Moreover, the particle surface provides the opportunity to create 
multifunctional particles for targeted delivery and diagnostics.  
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Abstract 

The diagnosis of acute cellular rejection (ACR) after liver transplantation is based on 
histological analysis of biopsies because noninvasive biomarkers for allograft rejection 
are not yet established for clinical routines. CD31, CD44, and chemokine (C-X-C motif) 
ligand (CXCL) 9 have previously been described as biomarkers for cross-organ allograft 
rejection. Here, we assessed the predictive and diagnostic value of these proteins as 
serum biomarkers for clinically significant ACR in the first 6 months after liver 
transplantation in a prospective study. The protein levels were measured in 94 patients 
immediately before transplantation, at postoperative days (PODs) 1, 3, 7, and 14 and 
when biopsies were performed during episodes of biochemical graft dysfunction. The 
CD44 serum protein levels were significantly lower at POD 1 in patients who 
experienced histologically proven ACR in the follow-up compared with patients without 
ACR (P  <  0.001). CXCL9 was significantly higher before transplantation (P  =  0.049) and 
at POD 1 (P  <  0.001) in these patients. Low CD44 values (cutoff, <200.5 ng/mL) or high 
CXCL9 values (cutoff, >2.7 ng/mL) at POD 1 differentiated between rejection and no 
rejection with a sensitivity of 88% or 60% and a specificity of 61% or 79%, respectively. 
The combination of both biomarker cutoffs at POD 1 had a positive predictive value of 
91% and a negative predictive value of 67% for clinically significant ACR. Moreover, 
CD44 was significantly lower at the time of ACR (P  <  0.001) and differentiated the 
rejection group from patients with graft dysfunction due to other reasons. Our results 
suggest that CD44 and CXCL9 may serve as predictive biomarkers to identify liver 
allograft recipients at risk for clinically significant ACR. 



I.II.      Lebenslauf 
 

62 
 

I.II.      Lebenslauf 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen 

Version meiner Arbeit nicht veröffentlicht.



I.II.      Lebenslauf 
 

63 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen 

Version meiner Arbeit nicht veröffentlicht.



I.III.     Publikationsliste 
 

 
 

64 

I.III.     Publikationsliste 
 

2015 
Raschzok N, Reutzel-Selke A, Schmuck RB, Morgul MH, Gauger U, Prabowo KA, 

Tannus LM, Leder A, Struecker B, Boas-Knoop S, Bartels M, Jonas S, Lojewski 

C, Puhl G, Seehofer D, Bahra M, Pascher A, Pratschke J, Sauer IM. CD44 and 

CXCL9 serum protein levels predict the risk of clinically significant allograft 

rejection after liver transplantation. Liver Transpl. 2015; 21(9): 1195-1207. 

Leder A, Raschzok N, Schmidt C, et al. Micron-sized iron oxide-

containing particles for microRNA-targeted manipulation and MRI-based tracking 

of transplanted cells, Biomaterials. 2015; 51: 129-137. 

2014 
Werner W, Sallmon H, Leder A, et al. Independent effects of sham laparotomy 

and anesthesia on hepatic microRNA expression in rats. BMC Res Notes. 2014; 

7: 702.  

Struecker B, Butter A, Hillebrandt K, Polenz D, Reutzel-Selke A, Tang P, Lippert 

S, Leder A, et al. Improved rat liver decellularization by arterial perfusion under 

oscillating pressure conditions. J Tissue Eng Regen Med. 2014; 4.  

2013 
Raschzok N, Langer CM, Schmidt C, Lerche KH, Billecke N, Nehls K, Schlüter 

NB, Leder A. Functionalizable silica-based micron-sized iron oxide particles for 

cellular magnetic resonance imaging. Cell Transplant. 2013; 22(11) :1959-1970. 

2010 
Ulbrich C, Leder A, Pietsch J, et al. The impact of vascular endothelial growth 

factor and basic fibroblast growth factor on cardiac fibroblasts grown under 

altered gravity conditions. Cell Physiol Biochem. 2010; 26(6): 1011-1022.  

Ulbrich C, Westphal K, Pietsch J, Winkler HD, Leder A, et al. Characterization of 

human chondrocytes exposed to simulated microgravity. Cell Physiol Biochem. 

2010; 25(4-5): 551-560.  

2008  
Infanger M, Grosse J, Westphal K, Leder A, et al. Vascular endothelial growth 

factor induces extracellular matrix proteins and osteopontin in the umbilical artery. 

Ann Vasc Surg. 2008; 22(2): 273-284. 



I.IV.    Danksagung 
 

 
65 

I.IV.    Danksagung 
 

An dieser Stelle möchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Igor Maximilian Sauer herzlich für 

die Aufnahme in die Arbeitsgruppe und das in mich gesetzte Vertrauen bedanken. 

Einen besonderen Dank möchte ich an meine Arbeitsgruppe richten, welche mich 

fachlich wie auch moralisch bei der Realisierung meines Promotionsvorhabens 

unterstützt hat. 

 

Für sein umfangreiches Wissen und unseren regen wissenschaftlichen Austausch 

möchte ich Herrn Dr. Christian Schmidt besonders danken. 

 

Für die Unterstützung bei der Isolation primärer humaner Hepatozyten und der schönen 

Zusammenarbeit im Labor möchte ich ein großes Dankeschön an alle Kolleginnen und 

Kollegen, insbesondere an Frau Antje Butter richten. 

Des Weiteren möchte ich Frau Dr. Anja Reutzel-Selke und Herrn Dietrich Polenz in 

erster Linie für ihre moralische und fachliche Unterstützung als auch deren geduldige 

Hilfe in organisatorischen Fragen beziehungsweise bei alltäglichen Problemen 

bedanken. 

 

Für die Einführung in den Laboralltag als auch seiner herzlichen Beharrlichkeit möchte 

ich mich ganz besonders bei Herrn Steffen Lippert bedanken. 

 

Nicht minder aufreibend waren die Jahre auch für Herrn Christoph Alms und Frau 

Wiebke Werner, die mich mit ihrer liebevollen Geduld bei der Erstellung dieser Arbeit 

unterstützt haben. 

 

Abschließend bedanke ich mich mit besonderem Nachdruck bei meiner Familie, welche 

mich in verzweifelten Momenten aufgebaut und mit Rat an meiner Seite stand.  

 

     
 


