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1 Kurzdarstellung des Vorhabens 

1.1 Aufgabenstellung 

Die Auswirkungen technisch relevanter Nanopartikel auf die Gesundheit des Menschen 

stellen eine Thematik von hoher gesellschaftlicher aber auch wissenschaftlicher Relevanz dar. 

Ziel des Vorhabens war es, durch Kombination chemischer, physikalischer und biologischer 

Kenntnisse und Techniken, Wechselwirkungen zwischen Zellen und Nanopartikeln zu 

analysieren und Mechanismen aufzuklären, welche eine möglicherweise toxische Wirkung 

von Nanopartikeln gegenüber menschlichen Zellen herbeiführen. Dieses Ziel sollte durch 

Einsatz moderner lichtmikroskopischer Techniken, vor allem der neu entwickelten 

STimulated Emission Depletion (STED-) Mikroskopie, einer hochauflösenden Variante der 

Konfokalmikroskopie erreicht werden. Mit Hilfe der STED-Technik können 

fluoreszenzmarkierte Nanopartikel und nanoskalige zelluläre Komponenten ortsaufgelöst 

sichtbar gemacht werden. Ziel war es, die Lokalisation und den Status der Partikel innerhalb 

der Zellen detailgenau zu analysieren. Neben der Partikellokalisation sollten die 

Auswirkungen der eingesetzten Partikel auf die Zellen anhand morphologischer 

Untersuchungen und biochemischer Tests erfasst werden. Um die Lokalisation der Partikel 

mit der biochemischen Antwort der Zellen, aber auch mit den Partikeleigenschaften zu 

korrelieren (Abbildung 1), war der Einsatz wohl definierter Nanopartikel erforderlich.  

 

 
 

Abbildung 1: Analyse der Wechselwirkungen zwischen Nanopartikeln und Zellen menschlicher Herkunft unter 

Verwendung der STED-Mikroskopie zur ortsgenauen Lokalisation fluoreszenzmarkierter Nanopartikel. 

 

Ein wesentlicher Aspekt des Vorhabens lag daher auch in der Herstellung und 

Kennzeichnung der relevanten Eigenschaften fluoreszenzmarkierter Nanopartikel, die für die 

STED-Mikroskopie geeignet sind. Als wichtigste Modellmaterialien wurden SiO2-Partikel 

verschiedener Größe sowie Silber-Nanopartikel hergestellt und eingesetzt. Beide 

Materialtypen sind von großer Relevanz sowohl für technische als auch für biomedizinische 

Anwendungen. Die Untersuchungen wurden an menschlichen Zellen (Zell-Linien) relevanter 

Zielorgane durchgeführt. Diese stellen Modelle alveolärer Typ-II-Lungenepithelzellen (A549) 

und Darmepithelzellen (Caco-2) dar. 
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1.2 Voraussetzungen 

Arbeitsziel der Gruppe „Nano Zell Interaktionen“ am INM-Leibniz-Institut für Neue 

Materialien ist es, die Wechselwirkungen zwischen menschlichen Zellen und nanoskaligen 

Materialien, unter dem Aspekt einer potenziellen Toxizität dieser Materialien, aufzuklären. 

Die Erfassung der Auswirkungen von Nanopartikeln auf lebende Systeme stellt ein 

fächerübergreifendes Arbeitsgebiet dar. Ein solches fächerübergreifendes Arbeitsumfeld ist 

am INM in idealer Weise gegeben. Darüber hinaus gehören die Herstellung, 

Charakterisierung und Anwendung von Nanostrukturen sowie ihre Verarbeitung zu 

funktionellen Systemen zu den Kernkompetenzen des INM. 

1.3 Planung und Ablauf 

Das Vorhaben wurde in enger Zusammenarbeit von Wissenschaftlern und technischem 

Personal der Fachrichtungen Chemie (Synthese und Charakterisierung der Nanopartikel), 

Biologie (Kultivierung, Exposition und Präparation der Zellen, biochemische Assays) und 

Physik (Etablierung und Optimierung der STED-Technik, Bildbearbeitung und -auswertung) 

durchgeführt. Zu Beginn des Vorhabens wurde am INM ein kommerzielles STED-System 

installiert. Die STED-Technik wurde im Laufe des Vorhabens für nanotoxikologische Frage-

stellungen etabliert und angewendet. Im Rahmen des Vorhabens wurden verschiedene 

Partikeltypen hergestellt und mit einer geeigneten Fluoreszenzmarkierung ausgestattet. Die 

Partikel wurden anhand verschiedener Endpunkte auf ihre Zytotoxizität getestet. Anhand 

mikroskopischer Analysen wurde die Aufnahme, Lokalisation und der Agglomerationsstatus 

verschiedener Partikeltypen eingehend dargestellt. 

1.4 Wissenschaftlicher und technischer Stand 

Der Anwendung von Nanomaterialien und Nanoobjekten wird ein großes Potenzial in so 

unterschiedlichen Bereichen wie Energie, Umwelt und Gesundheit zugeordnet (nano.DE-

Report 2011). Eine nachhaltige und sichere Nutzung dieser Materialien erfordert jedoch eine 

Abschätzung und Bewertung ihrer Auswirkungen auf Mensch und Umwelt (Verantwortlicher 

Umgang mit Nanotechnologien, NanoKommission, 2008 und 2011). In den letzten Jahren 

sind toxikologische Effekte von Nanoobjekten weltweit zu einem großen Forschungsthema 

geworden [1-4]. Die Fragen nach a) den relevanten Materialeigenschaften wie Größe, 

chemische Zusammensetzung, Oberflächen- und Morphologieeffekte, b) dem Transport und 

der Lokalisation von Nanoobjekten in Zellen und c) der Durchführung aussagekräftiger in 

vitro-Tests jeweils unter Beachtung der Partikeleigenschaften sind grundlegend für ein 

tiefgehendes Verständnis nanotoxikologischer Effekte und zentral um Struktur-Wirkungs-

Beziehungen abzuleiten, bisher aber nur zum Teil umfassend oder systematisch beschrieben 

(10 Jahre Forschung zu Risikobewertung, Human- und Ökotoxikologie von Nanomaterialien, 

DECHEMA/VCI, 2011, Vorsorgestrategien für Nanomaterialien, SRU, 2011). Hinsichtlich 

der Analyse der Partikelaufnahme und -lokalisation wird gerade in letzter Zeit das Potenzial 

neuartiger mikroskopischer Techniken diskutiert [5-7], mit denen strukturelle Effekte und der 

Status zellassoziierter Nanoobjekte erfasst werden kann. Die hochauflösende STED-

Mikroskopie [8-10] wurde im Rahmen dieses Vorhabens erstmals für nanotoxikologische 

Fragestellungen eingesetzt. 
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2 Ergebnisse 

2.1 Herstellung und Charakterisierung der eingesetzten Nanopartikel 

Die Analyse von Wechselwirkungen zwischen Nanopartikeln und menschlichen Zellen 

und nanotoxikologischer Mechanismen, stellt besondere Anforderungen an die eingesetzten 

Partikel. Zur Untersuchung nanotoxikologischer Effekte unter Anwendung 

fluoreszenzmikroskopischer Techniken sollten die Nanopartikel die folgenden Anforderungen 

erfüllen: 

 

 Abbildbarkeit im STED-Mikroskop (spezifische Fluoreszenzmarkierung) 

 geringe Dispersität 

 Modifizierbarkeit 

 Stabilität in biologischer Umgebung 

 Matrixmaterial mit technischer Relevanz 

 

Zur Anwendung der STED-Mikroskopie muss das Material eine Fluoreszenzmarkierung 

erlauben. Darüber hinaus müssen die Partikel zur korrekten Bewertung biologischer und 

mikroskopischer Ergebnisse eine möglichst geringe Dispersität besitzen. Bei zu hoher 

Dispersität können größenabhängige Effekte nur unzureichend untersucht werden. Im Falle 

einer größenabhängigen Aufnahme in Zellen ist es bei hochdispersen Systemen z. B. nicht 

möglich, eine obere Größe zu bestimmen, ab welcher die Partikel nicht mehr aufgenommen 

werden. Darüber hinaus müssen die Partikel so modifizierbar sein, dass bei einheitlicher 

Größe verschiedene Modifikationen aufgebracht werden können, um oberflächenabhängige 

Effekte wie Ladung / Polarität der Partikel auf die Aufnahme zu untersuchen. Schließlich 

muss darüber hinaus in Suspension sowohl im wässrigen, als auch im zellulären Medium eine 

ausreichende Stabilität gewährleistet sein. Instabile Suspensionen erlauben keine 

Untersuchungen zur Aufnahme einzelner Partikel, sondern lediglich die Untersuchung der 

kollektiven Wechselwirkung von Partikelagglomeraten oder -aggregaten mit Zellen. 

 

Aufgrund des umfassenden Anforderungskatalogs wurden zunächst amorphe Silika-

Partikel als Modellsystem ausgewählt. Diese lassen sich außerdem relativ gut und in 

ausreichender Menge herstellen [11-14]. Die Auswahl von Silika-Nanopartikeln als 

Modellpartikelsystem erfolgte darüber hinaus unter Berücksichtigung, dass nanostrukturiertes 

SiO2 großtechnisch hergestellt wird und auch SiO2-Dispersionen ein großes 

Anwendungspotenzial besitzen. Für die Fluoreszenzmarkierung ist relevant, dass SiO2 eine 

geringe Eigenabsorption im für die STED-Mikroskopie relevanten Bereich von 600-800 nm 

zeigen. 

a) unmarkierte Silika-Nanopartikel - Etablierung der Syntheseroute 

Im ersten Projektabschnitt wurde die Synthese von Silika-Partikeln zunächst ohne 

Fluoreszenzfarbstoff etabliert. Dabei wurden zwei nasschemische Verfahren ausgewählt und 

diese hinsichtlich Dispersität und Größe der erhaltenen Partikel verglichen. Zunächst galt es 

eine Synthese zu finden, welche die Herstellung funktioneller anorganisch-organischer 

Nanopartikel mit Durchmessern im Größenbereich zwischen 25 nm und 150 nm erlaubt. Aus 
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Gründen der Suspensionsstabilität wurden nur nasschemische Routen gewählt, da im 

wässrigen Medium synthetisierte kolloidale Silika-Nanopartikel eine geringere 

Agglomerationsneigung besitzen und sich durch eine bessere Funktionalisierbarkeit 

auszeichnen. 

 Synthese nach Stöber (STÖBER-Prozess) 

Die wässrige Synthese monodisperser kolloidaler Silika-Partikel wurde bereits 1968 von 

Stöber und Mitarbeitern beschrieben [15]. Durch Ammoniak-katalysierte Hydrolyse von 

TEOS in wässrig-alkoholischer Lösung können damit sphärische amorphe SiO2-Partikel bis 

zu wenigen µm Größe und einer Monodispersität von 3-10 % erfolgreich hergestellt werden. 

Typischerweise werden in einer Stöber-Synthese Alkohol und eine wässrige 

Ammoniaklösung vorgelegt und abhängig von der einzustellenden Endpartikelgröße eine 

bestimmte Menge an TEOS zugesetzt. Die Stöber-Synthese stellt ein typisches Sol-Gel-

Verfahren dar. Die Hydrolyse des Alkoxids erfolgt basenkatalysiert, gefolgt von der 

Kondensationsreaktion unter Ausbildung eines Si-O-Netzwerkes. Durch gezielte Kontrolle 

der Reaktionsbedingungen im Stöber-Prozess können anstatt wasserreicher Gele 

wohldefinierte monodisperse Partikel erhalten werden. Zur Abschätzung der 

Endpartikelgröße stehen empirische Formeln zur Verfügung, welche die Vorhersage der 

Endpartikelgröße mit einer Genauigkeit von ± 10 % erlauben. Die größte Limitierung des 

beschriebenen Verfahrens liegt dabei in der Herstellung kleiner Nanopartikel. Mittels des 

Stöber-Prozesses erhaltene kolloidale Dispersionen weisen häufig eine sehr große 

Polydispersität auf, welche umso größer wird, je geringer die einzustellende Partikelgröße ist 

(Abbildung 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: REM-Aufnahme von 96 ± 30 nm Silika-Nanopartikeln, die mittels der Stöber-Methode 

synthetisiert wurden. Rechts sind die Histogramme zur statistischen Auswertung von Partikelgröße (oben) und 

Zirkularität (unten) gezeigt. Die Dispersität liegt bei mehr als 30 %. Die Morphologie der Partikel ist 

dementsprechend relativ unregelmäßig mit einer mittleren Zirkularität von 0.49 ± 0.62. 
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 Synthese nach Hartlen (ARGININ-Prozess) 

Aus diesem Grund wurde die 2008 von Hartlen et. al. beschriebene Argininmethode [16] zur 

Herstellung von Silika-Nanopartikeln ausgewählt. Hartlen beschreibt die Synthese 

monodisperser Silika-Nanopartikel im Größenbereich von 15 bis 200 nm bei gleichzeitig 

geringer Dispersität der Partikel. 

H2O

Cyclohexan

TEOS-Monomer

H2O

Cyclohexan

TEOS-Monomer

H2O

Cyclohexan

TEOS-Monomer

Arginin Arginin

SiO2

T = 60°C

t = 24-32 h

 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Arginin-Methode: Im biphasigen System wird TEOS in der 

organischen Phase vorgelegt. Durch Arginin-katalysierte Hydrolyse erfolgt ein konstanter Phasentransfer des 

Monomers in die wässrige Phase und schließlich die Bildung monodisperser Silika-Nanopartikel. 

 

Die TEOS-Vorstufe wird dabei langsam, katalysiert durch Arginin, im biphasigen Wasser / 

Cyclohexan-System hydrolysiert (Abbildung 3). Aufgrund der geringen Löslichkeit von 

TEOS in Wasser liegt die Vorstufe zunächst ausschließlich in der Cyclohexanphase vor, geht 

aber bei fortschreitender Hydrolyse in die wässrige Phase über. 

Geschwindigkeitsbestimmender Schritt ist die Hydrolyse der Vorstufe – durch diese lässt sich 

die Menge und Rate an Monomer variieren, welches in der wässrigen Phase zur Bildung von 

SiO2-Partikeln führt. 

 
Abbildung 4: REM-Aufnahmen von SiO2-Partikeln, welche über die Arginin-Methode erhalten wurden. Nach 

einem Wachstumsschritt werden ca. 25 nm große Partikel mit geringer Dispersität erhalten, während nach zwei 

weiteren Wachstumsschritten Silika-Partikel mit einer mittleren Größe von ca. 85 nm erhalten wurden. 

 

Um Stöber-Partikel mit aus der Arginin-Methode erhaltenen Partikeln vergleichen zu 

können, wurden 85 und 96 nm große Partikel mittels beider Synthesewege hergestellt und die 

25 nm SiO25 nm SiO
22 -- PartikelPartikel 85 nm SiO85 nm SiO

22 -- PartikelPartikel25 nm SiO25 nm SiO
22 -- PartikelPartikel 85 nm SiO85 nm SiO

22 -- PartikelPartikel
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erhaltenen Ergebnisse miteinander verglichen. Darüber hinaus wurden im Falle des L-Arginin 

katalysierten Syntheseweges auch kleinere Partikel hergestellt (Abbildung 4). 

 

Beide Syntheserouten unterscheiden sich deutlich voneinander. Während die Stöber-

synthese (Abbildung 2) bei Raumtemperatur im monophasigen H2O/Ethanol/Ammoniak 

System durchgeführt werden kann, findet die Arginin-Synthese im biphasigen System bei 

Temperaturen von ca. 60°C statt (Abbildung 4). Selbst die kleinen Partikel sind monodispers 

und von einheitlicher sphärischer Morphologie. Erwartungsgemäß verringert sich die 

Dispersität mit steigender Partikelgröße weiter, so dass sich bei 85 nm im REM selbst-

organisierte Strukturen erkennen lassen, welche auf die geringe Größendispersion der Silika-

Partikel hinweisen. 

b) fluoreszenzmarkierte Silika-Nanopartikel 

Zur Herstellung fluoreszenzmarkierter Silika-Nanopartikel wurde die in Abbildung 5 

gezeigte Strategie verfolgt. Zunächst wurde der für STED geeignete Farbstoff Atto647N über 

einen Silan-Linker an die Oberfläche von Silika-Nanopartikeln gekoppelt. Durch wiederholtes 

Aufwachsen von SiO2-Schalen mittels L-Arginin-Katalyse und Anbindung von Atto647N 

wurden Kern-Schale Systeme (Core-Shell) hergestellt, die einen nicht-fluoreszierenden Kern 

und eine fluoreszierende dünne Atto647N-Schicht enthalten (siehe Abschnitt Kern-Schale 

Systeme). 

24 h, 60 C

SiEtO

OEt

OEt

NH

O

Dy647

Dy647-APTES
Linker

TEOS
24 h, 60 C

Non fluorescent
Silica shell

SiEtO

OEt

OEt

NH C

O

CH

S

NH
OH

O
O

C Atto647N

O

Atto647N-Cysteic acid-APTES
Linker

SiEtO

OEt

OEt

NH

O

Atto647N

Atto647N-APTES
Linker

12 h, RT

TEOS
24 h, 60 C

Core

Single shellMulti shell

TEOS

Core – shell Dye incorporation

SiO2 SiO2

SiO2SiO2 SiO2

Fluorescent
layer

24 h, 60 C
TEOS

Dyomics dyes Atto647N dye

 
Abbildung 5: Synthesestrategie zur Herstellung fluoreszenzmarkierter Silika-Partikel im Größenbereich 

zwischen 30 und 130 nm. Alle Wachstumsschritte wurden mittels L-Arginin katalysierter Hydrolyse von 

Tetraethoxysilan (TEOS) in einem biphasigen Wasser/Cyclohexan-System bei 60°C durchgeführt. Die 

Herstellung von Kern-Schale Partikeln ist in (a) gezeigt. Der Fluoreszenzfarbstoff wird über einen Silan-Linker 

an die Partikeloberfläche angebunden. Danach können im Wechsel weitere Silika und Farbstoffschichten 

aufgebracht werden. Die in situ-Farbstoffeinbindung in die Partikelmatrix erfolgt bei Verwendung von Dyomics 

Farbstoffen (b1) über APTES beziehungsweise im Fall von Atto647N Farbstoffen durch Anbindung des 

Farbstoffes an einen Cysteinsäure-APTES-Linker und direkte Zugabe des Farbstoffes während der 

Partikelsynthese. 

Um die Menge an gebundenem Fluoreszenzfarbstoff und damit die Fluoreszenzintensität 

der Partikel zu erhöhen, wurden darüber hinaus verschiedene Farbstoffe mit Silan-Linkern 

a 

b1 b2 
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versehen und diese direkt während der Synthese kovalent in die Partikelmatrix eingebracht 

(Dye incorporation). Auf diese Weise wurden mit Farbstoff beladene Partikel erhalten, welche 

im STED Mikroskop eine bessere Abbildbarkeit besitzen (siehe dazu Abschnitt Matrix-

gefärbte Systeme). 

 

 Kern-Schale Systeme 

Aufgrund der deutlich geringeren Dispersität der über den Arginin-Prozess hergestellten 

Partikel wurde die Stöber-Synthese zur Herstellung markierter Partikel nicht mehr 

weiterverfolgt. Eine Fluoreszenzmarkierung der Partikel mit einem STED-Farbstoff wurde 

über den Arginin-Prozess realisiert (Abbildung 6). Als Farbstoff wurde Atto647N verwendet, 

welcher bei Ex = 647 nm angeregt und bei Em = 660 nm detektiert werden kann. Der 

Farbstoff verfügt über eine nur geringe sogenannte „excited state“-Absorption und verfügt 

über eine ausgezeichnete STED Effizienz [17]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 6: REM-Aufnahmen von SiO2-Partikeln, welche über die Arginin-Methode erhalten wurden. Bei 

beiden 55 und 130 nm großen Partikeltypen handelt es sich um Kern-Schale Systeme mit nicht fluoreszierendem 

Kern, einer dünnen fluoreszierenden Schale und einer ca. 10–30 nm umfassenden abschließenden unmarkierten 

Hülle. 

 

 Farbstoffmodifikation zur Anbindung an Silika-Oberflächen von Kern-Schale Partikeln 

Zur kovalenten Anbindung wurde der aktive NHS-Ester des Farbstoffes mit einem 

dreifachen Überschuss an APTES (Aminopropyltriethoxysilan) in DMSO umgesetzt 

(Abbildung 7). Das dabei entstandene hydrolysebständige Amid kann im Folgenden über die 

hydrolysierbaren Ethoxygruppen des Silans auf die Silika-Partikel aufgebracht werden, wobei 

für über die Stöber-Methode hergestellte Partikel ein Stoffmengenverhältnis Fluorophor zu 

TEOS von 1 : 5 10
5
 eingesetzt wurde (Abbildung 7 und 8). Da der Farbstoff Atto647N 

kostenintensiv ist (1 mg / 144 €), wurde für die mittels Arginin-Methode hergestellten Partikel 

die aufgebrachte Farbstoffmenge im Vergleich zu fluoreszierenden Stöber Partikeln (10 % für 

die 55 nm Partikel, 20 % für die 130 nm Partikel) reduziert. Die Fluoreszenzspektren der 

Dispersionen wurden zum Vergleich bei gleichem SiO2-Gehalt gemessen. Sie zeigen, dass die 

Partikel bei geringerer eingesetzter Farbstoffmenge auch weniger intensiv fluoreszieren 

(Abbildung 9). 

55 nm SiO2 55 nm SiO2 -- PartikelPartikel 130 nm SiO130 nm SiO
22 -- PartikelPartikel
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Abbildung 7: Kopplung des aktiven NHS-Atto 647N Esters an die Aminfunktionalität von APTES 

(Aminopropyltriethoxysilan). 
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Abbildung 8: Anbindung des Fluorophors Atto647N durch Silanisierung von SiO2-Oberflächen mittels der 

Arginin-Methode. 

 

Bei entsprechenden STED-Untersuchungen zeigte sich, dass die Partikel nach Reduktion 

des Fluoreszenzmarker-Gehaltes um den Faktor 10 mit unzureichender Intensität 

fluoreszieren. Zusätzlich schien der Farbstoff unter diesen Bedingungen deutlich stärker 

auszubleichen. Eine Verdopplung der Farbstoffmenge bewirkte eine deutliche Verbesserung 

der Detektierbarkeit mittels STED-Mikroskopie. Im Falle 130 nm großer Kern-Schale 

Nanopartikel resultiert dies in einem deutlich stärkeren Emissionssignal der einzelnen 

Partikel. Durch den Vergleich REM-STED (siehe Abschnitt 2.4 d) wurde sogar bestätigt, dass 

jeder einzelne Partikel ausreichend fluoreszenzmarkiert ist. Diese Partikel wurden deshalb für 

die Untersuchungen zum Auflösungsvermögen der STED-Mikroskopie im Vergleich zur 

Elektronenmikroskopie (ESEM), beziehungsweise der herkömmlichen Konfokalmikroskopie 

herangezogen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Fluoreszenzspektren Atto647N markierter SiO2-Nanopartikel. 100 nm Partikel (blaue Kurve) 

wurden nach der Stöber-Methode, mit einem Fluorophor : TEOS -Verhältnis von 1 : 5·10
5
 hergestellt. Die rote 

und die schwarze Kurve entsprechen 55 und 130 nm großen Partikeln, welche nach der Argininmethode 

hergestellt wurden. Das Fluorophor : TEOS-Verhältnis lag bei 1 : 5·10
6
 (rot) bzw. 1:10

6
 (schwarz). 
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Für eine effiziente Markierung der Silikapartikel geht anhand des in Abbildung 9 gezeigten 

Verlaufes eine Mindestdotierung der Partikel im Bereich zwischen 0.0408 und 0.204 mg 

Atto647N pro Gramm TEOS hervor. Für nachfolgende STED-Untersuchungen sowie 

biologische Tests wurden weiterhin zwei verschieden große Partikeltypen (45 nm und 

130 nm) eingesetzt. Deshalb wird nachfolgend deren Synthese und Charakterisierung 

eingehender beschrieben. 

 

Für diese Partikel wurden Kerne mit 28 und 100 nm Durchmesser hergestellt, 

fluoreszenzmarkiert, sowie mit einer zusätzlichen Silika-Hülle versehen. Um die 

Größenverteilung der SiO2-Partikel zu ermitteln, wurden REM-Aufnahmen (Abbildung 10) 

der beiden Partikeltypen angefertigt. Anhand der Histogramme wurde eine Endpartikelgröße 

von etwa 45 nm bzw. 130 nm ermittelt (Abbildung 11). Im Anschluss an die 

elektronenmikroskopische Charakterisierung wurden Fluoreszenzmessungen an verdünnten 

Partikelsuspensionen durchgeführt (Abbildung 12). Außerdem waren diese Partikel 

erfolgreich mittels STED-Mikroskopie nachweisbar (Abschnitt 2.5). 

 

 

 

 

28Kern/45Schale SiO2 - Partikel 100Kern/130Schale SiO2 - 
Partikel 

Abbildung 10: REM-Aufnahmen von SiO2-

Partikeln, welche über die Arginin-Methode 

erhalten wurden. Auf 28 beziehungsweise 100 nm 

SiO2-Partikel wurde der Farbstoff aufgebracht 

und die Partikel mit einer weiteren Schale 

versehen. 

 

Abbildung 11: Anhand der REM-Abbildungen 

durch statistische Auswertung erhaltene Partikel-

größenverteilung der 45 und 130 nm Partikel. 
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Abbildung 12: UV-Vis- und Fluoreszenzspektren der 45 nm und 130 nm großen SiO2-Nanopartikel. 

 

Um auszuschließen, dass ein Ausbluten des Farbstoffes aus der Partikelmatrix die 

Ergebnisse der biologischen Experimente beeinflusst, wurden die hergestellten 

Partikelsuspensionen, nach bis zu dreimonatiger Lagerzeit in wässriger Suspension, durch 

eine Größenausschlussmembran (30 kDa) zentrifugiert. Dabei wurden die Partikel vom 

Medium abgetrennt und der Überstand mittels Fluoreszenzspektroskopie gemessen. In keinem 

der Überstände wurde Fluoreszenz nachgewiesen, was dafür spricht, dass der Farbstoff fest an 

die Partikel gebunden vorliegt. Als Nachteil des Herstellungsweges erwies sich jedoch, dass 

diese Partikel nur mit einer geringen Farbstoffmenge beladen werden konnten, da der Einsatz 

größerer Mengen des positiv geladenen Farbstoffes bei der Synthese zur Agglomeration der 

Partikel führte. Mit entsprechend geringen Farbstoffmengen beladene kleinere Nanopartikel 

(< 40 nm) ließen sich zwar mittels STED-Mikroskopie abbilden, blichen aber bei 

mehrmaligem Abrastern im STED-Modus aus. Ziel war es deshalb, Partikel herzustellen, die 

ein mehrmaliges Abbilden im STED-Modus und damit die Aufnahme von dreidimensionalen 

Bildstapeln zulassen. Im Folgenden wurde daher die Partikelsynthese hinsichtlich einer 

verbesserten Bleichstabilität optimiert. 

 

 Matrix-gefärbte Systeme 

Dy-Farbstoffe 

Zur Partikelsynthese wurden der bereits für die STED-Mikroskopie etablierte Farbstoff 

Atto647N (ATTO-TEC GmbH, Siegen) sowie drei Farbstoffe (Dy647, Dy648, Dy649) der 

Firma Dyomics GmbH (Jena) eingesetzt, welche sich in ihrer Ladung von Atto647N 

unterscheiden (Tabelle 1). Diese drei Farbstoffe besitzen dem Atto647N-Farbstoff 

vergleichbare Emission- und Absorptionsmaxima und schienen daher prinzipiell für die 

STED-Mikroskopie geeignet. Die Anbindung der Farbstoffe erfolgte durch Umsetzung der 

aktiven NHS-Ester mit APTES. Die so erhaltenen wasserlöslichen Farbstoffderivate wurden 

dann genutzt, um den Farbstoff in situ in die Partikelmatrix einzubauen (Abbildung 5). 

550 600 650 700 750 800

Wellenlänge [nm]

Wellenlänge in [nm]

45 nm Atto647N markierte SiO
2
 Nanopartikel

 Fluoreszenzspektrum

 UV-Vis Spektrum

 

550 600 650 700 750 800

 Fluoreszenzspektrum

 UV-Vis Spektrum

130 nm Atto647N markierte SiO
2
 Nanopartikel
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Farbstoff 

Absorptions-

maximum 

Emissions- 

maximum 

Fluoreszenz- 

Lebensdauer 

 

Ladung nach 

Kopplung 

Absorptionskoeffizient 

[M
-1 

cm
-1

] 

 [nm] [nm] [ns]    

Atto647N 644 669 3,4  +1 150.000 

Dy647 653* 672* nicht bekannt  -1 250.000 

Dy648 653* 674* nicht bekannt  -2 250.000 

Dy649 655* 676* nicht bekannt  -3 250.000 

 
Tabelle 1: Relevante Eigenschaften der Farbstoffe Atto647N, Dy647, Dy648 und Dy649 (Herstellerangaben). 

*in Ethanol. Die Ladungszahl bezieht sich auf die Ladung des Farbstoffs nach Kopplung an ein Substrat. 

 

Über Syntheseschema b1 (Abbildung 5) wurden mit den Dyomics-Farbstoffen markierte 

Silika-Nanopartikel im Größenbereich zwischen 25 und 80 nm Durchmesser mit geringer 

Dispersität erhalten. Prinzipiell erfolgte die Partikelsynthese nach der im ersten 

Projektabschnitt beschriebenen Vorgehensweise. Die Herstellung von 29-40 nm SiO2-

Partikeln erfolgt im Cyclohexan/Wasser-System bei einer L-Arginin Konzentration von 

7.5 mM (Abbildung 13). 

Dabei erhaltene Silika-Partikel dienen als Keime, um bei einer L-Arginin Konzentrationen 

von 0,5 mM größere Partikel zu erhalten. Im Vergleich dazu gelang bei gleicher 

Vorgehensweise eine in situ-Einbindung des positiv geladenen Farbstoffs Atto647N nicht. 

Bei den gewählten Bedingungen kam es zur Abscheidung viskoser farbstoffhaltiger Gele am 

Kolbenrand. Die Isolierung wohldefinierter Partikel gelang unter diesen Bedingungen nicht. 

Bei Einsatz der Dyomics Farbstoffe führten gleiche Synthesebedingungen jeweils zu Partikeln 

ähnlicher Größe und Dispersität, was darauf schließen lässt, dass der APTES-gekoppelte 

Farbstoff nur einen geringen Einfluss auf die SiO2-Phasenbildung ausübt. Bei anaologen 

Synthesebedingungen kann dies vornehmlich auf Ladung und Hydrolyseverhalten des 

eingesetzten Farbstoffes zurückgeführt werden. 

 

Da das System gerade bei geringen Partikelgrößen (< 50 nm) empfindlich auf den Zusatz 

des Farbstoffderivates reagieren kann, zum Beispiel durch Sekundärkeimbildung aufgrund 

einer höheren Hydrolysegeschwindigkeit des APTES-Farbstoff Edukts, wurden zunächst alle 

Dyomics-Farbstoffe zur Herstellung kleiner SiO2-Nanopartikel im Größenbereich zwischen 

30-40 nm genutzt, welche sich bei Erhalt der geringen Dispersität durch Wiederholung der 

Wachstumsschritte bis auf etwa 83 nm vergrößern ließen (Abbildung 5). 

 

Die Einstellung der Partikelgröße erfolgte auf Basis der Daten, welche vorher für die 

Synthese reiner SiO2-Partikel erhalten wurden. Hier zeigte sich vor allem bei der mittleren 

Partikelgröße mit 60 nm eine deutliche Abweichung vom erwarteten Wert (45 nm). Die 

mittels dynamischer Lichtstreuung bestimmten hydrodynamischen Durchmesser von 32 +/-

 8 nm, 48 +/- 4 nm und 77 +/- 11 nm zeigten hierbei eine bessere Korrelation mit den 

theoretisch zu erwartenden Werten von 25, 45 und 80 nm. Zusätzlich wurde das Zeta-

Potenzial der hergestellten Partikel bestimmt. Wie die unmarkierten SiO2-Partikel wiesen die 

fluoreszenzmarkierten Partikel eine negative Ladung (29 nm: -33 mV, 60 nm: -36 mV,  83 

nm: -40 mV) auf, welche betragsmäßig der Ladung reiner SiO2-Partikel in Wasser entspricht. 
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Abbildung 13: REM-Aufnahmen von (a) 39 ± 11 nm (Dy647), (b) 40 ± 12 nm (Dy648), und (c) 29 ± 8 nm 

(Dy649) Silika-Nanopartikeln, die nach Einbau von Dy647/648 oder Dy649 Farbstoff in die Partikelmatrix 

erhalten wurden. Dy647 und Dy648 haltige Partikel zeigten ähnliche Größe und Dispersität, während unter 

Verwendung von Dy649 zunächst kleinere Partikel (c) erhalten wurden. Nach einem weiteren Wachstumsschritt 

wurden aus (b) ca 60 ± 8 nm Partikel (d) erhalten, deren Größe mit nach nochmaligem Wachstum auf 80 ± 8 nm 

(e) erhöht werden konnte. In (f) sind die mittleren Partikelgrößen für die einzelnen Chargen (a-e) gezeigt, welche 

mittels Bildauswertung und LogNormal-Fit der Histogrammdaten erhalten wurden. Maßstabsbalken = 300 nm.  

 

Um die maximale in die Matrix eingebrachte Farbstoffmenge zu bestimmen und mit den 

zunächst hergestellten Atto647N markierten Kern-Schale-Partikeln zu vergleichen, wurden 

Fluoreszenzspektren bei gleicher Partikelkonzentration (ρ(SiO2) = 80 µg ml
-1

, eingesetzter 

Farbstoffkonzentration: c = 3.4 µM) und -verdünnung aufgenommen (Abbildung 14). Auf 

beide Partikelsorten wurde eine etwa 20 nm dicke SiO2-Hülle aufgebracht. Die 

Fluoreszenzintensität der durchgefärbten Dy648-Partikel lag um den Faktor 10 höher als die 

der Partikel mit Atto647N in einer dünnen Schicht.  

 

 

 

 

 
Abbildung 14: 
Fluoreszenzintensität von 

45 nm SiO2-Nanopartikeln. 

Der Fluoreszenzfarbstoff ist 

in die Matrix des 25 nm 

Kerns eingebunden (Dy684) 

oder in einer dünnen Schicht 

auf der Oberfläche des 

Kerns gebunden 

(Atto647N). 
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Dieses Resultat ist aus folgenden Gründen nur qualitativ zu betrachten: Der 

Absorptionskoeffizient des Farbstoffs Atto647N ist geringer (60 %) als der von Dy648 

(100 %, Tabelle 1). Für den Dyomics-Farbstoff sind weder Fluoreszenzquantenausbeute und -

lebensdauer bekannt, so dass hierzu keine abschließende Aussage möglich ist. Qualitativ 

betrachtet erlaubt der Einbau von Farbstoff über die gesamte Partikelmatrix aber anscheinend 

eine höhere Beladungsdichte als bei Kern-Schale Partikeln mit fluoreszierender innerer 

Schale erreicht werden kann. Der Anteil an Farbstoff in der Schale konnte für Atto647N nicht 

erhöht werden, da höhere Farbstoffdichten selbst bei 25 nm Partikeln zu einer Agglomeration 

führten. 

 

Die mit Dyomics-Farbstoffen markierten Partikel verschiedener Größe konnten mittels 

STED-Mikroskopie abgebildet werden. Daher wurde im Folgenden versucht die mittels der 

Dyomics-Farbstoffe erhaltenen Resultate zu nutzen, um schließlich durchgefärbte Atto647N 

markierte SiO2-Nanopartikel herzustellen. Prinzipiell wurde der Herstellung von Atto647N 

gefärbten Partikeln eine hohe Priorität eingeräumt, da der Farbstoff aufgrund seiner 

aromatischen Struktur eine höhere Bleichstabilität besitzen sollte, als die entsprechenden 

Dyomics – Farbstoffe, welche konjugierte Doppelbindungen enthalten, die während der 

Aufnahme im STED- oder Konfokalmikroskop leichter oxidativ angegriffen werden können.  

 

Atto647N als Farbstoff 

Da die Gesamt-, bzw. Nettoladung des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes bei der 

Synthese von Silika-Partikeln mit geringer Dispersität, einen wichtigen Faktor darstellt, 

sollten an dem Linker-Arm des Farbstoffes negativ geladene Gruppen angebracht werden, um 

dementsprechend ein neutrales beziehungsweise negativ geladenes Molekül zu erhalten. Dies 

wurde mit Hilfe peptidchemischer Ansätze verfolgt. Dabei wurde der aktive Atto647N-NHS 

Ester in DMSO mit Cysteinsäure zur Reaktion gebracht. 

 

Das erhaltene Zwischenprodukt wurde nachfolgend mittels 1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl-)carbodiimid/ N-Hydroxysuccinimidylester (EDC/NHS) aktiviert, 

woraus nach Umsetzung mit APTES ein ungeladener Atto647N-Aminosilanlinker erhalten 

wurde, welcher zur kovalenten Bindung des Farbstoffes in die Partikelmatrix genutzt wurde. 

 

 
 
Abbildung 15: REM Abbildung 32 ± 6.3 nm, 51 ±6.7 nm und 82.7 ± 11.8 nm Silika-Partikel, in deren Matrix 

Atto647N kovalent eingebunden wurde. Die Partikel besitzen eine geringe Dispersität zwischen 13 % (51 nm) 

und 20 % (83). Maßstabsbalken = 500 nm. 
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Wie bereits erwähnt, konnten bei Verwendung eines reinen APTES-Atto647N Amides 

keine definierten Partikel über die Synthese nach Hartlen erhalten werden (bei Einbringen in 

die Partikelmatrix). Durch zusätzliche Ankopplung von Cysteinsäure, deren 

Sulfonsäuregruppe eine negative Ladung trägt, wurden durchgefärbte Silika-Partikel, 

basierend auf dem oben dargestellten Syntheseprotokoll (Abbildung 5 und 15), erhalten. 

Die Größeneinstellung verglichen mit der Herstellung reiner Silika-Nanopartikel gelang 

für die gewählten Synthesebedingungen in allen Fällen (Abbildung 15). Alle Partikel besaßen 

nur eine geringe Dispersität (~10-20 %) und zeigten analog zu den Dy-markierten Partikeln 

keine signifikante Agglomeration in Wasser. Die hydrodynamischen Durchmesser lagen für 

die gemessenen  Proben bei 39,6 +/- 5,3 nm (FD30, dSEM = 32 nm), 47,2 +/- 2,7 nm (FD50, 

dSEM = 51 nm), sowie 71 +/- 9,8 nm (FD80, dSEM = 83 nm). Durch Einbau von Cysteinsäure in 

die Seitenkette des Atto-Farbstoffes konnte sowohl die Hydrophilie des Farbstoffes gesteigert 

werden als auch eine Agglomeration der Partikel während der Synthese verhindert werden. 

 
 

Abbildung 16: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der Silika-Partikel nach Einbau der 

Fluoreszenzfarbstoffe Dy648 (oben) und Atto647N (unten) in die Partikelmatrix. Die Absorptionsmaxima liegen 

zwischen 647-648 nm während die Emissionsmaxima im Bereich von 660-670 nm liegen, ideal für das 

vorhandene STED-System. Zahlen geben jeweils die Größen der verwendeten Partikel an. 
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Abbildung 16 zeigt eine Zusammenstellung der UV-Vis und Fluoreszenzspektren 

verschiedener im Projektrahmen hergestellter matrix-gefärbter Partikel. Dabei wurden als 

Farbstoffe sowohl Dy648 als auch Atto647N eingesetzt (Abbildung 5 b). Atto647N wurde 

unter Verwendung eines Cysteinsäure-APTES Linkers kovalent eingebunden. 

 

 Stabilität der verwendeten Silika-Partikel in biologischen Medien 

Die Stabilität der in biologische Experimente eingesetzten Partikelsuspensionen wurde 

mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) in Wasser als Referenz sowie in den für die 

biologischen Experimente verwendeten Medien bestimmt. Tabelle 2 zeigt eine 

Zusammenstellung der Charakterisierungsdaten von Partikeln, mit denen biologische 

Experimente durchgeführt wurden. In der Regel ist der gemessene hydrodynamische 

Durchmesser der Partikel in serumhaltigem Medium durch Ausbildung einer Proteinkorona 

an der Partikeloberfläche gegenüber dem REM-Durchmesser bzw. dem Durchmesser in 

Wasser etwas erhöht. 

 

Farbstoff dSEM Agglomeratanteil 

 [nm] [%] 

  H2O Medium 

Dy648 40 (30) 0 0.2 

Dy648 60 (13.3) 1.7 1.4 

Dy648 83 (10) 0 2.5 

    

Atto647N 32 (19.7) 0.1 0.1 

Atto647N 51 (13.1) 1.2 2 

Atto647N 83 (14.3) 0 0.1 

 

Tabelle 2: Agglomerationsverhalten Atto647N und Dy648 gefärbter Partikel in MilliQ Wasser und ME-Medium 

mit 20 % FCS. Die Partikel wurden für 24 h inkubiert, bevor mittels DLS der massengewichtete Anteil an 

Agglomeraten bestimmt wurden. Zahlen in Klammern geben die prozentuale Dispersität der Partikel an. 

 

Zeta-Potential UV-Vis Fluoreszenz dSEM

Probe Art [mV] Ex [nm] Em[mV] Wasser MEM/FCS DMEM/FCS [nm]

130 nm SiO2 Kern-Schale -40 645 660 214.0 200 148.0 128 (5.4)

45 nm SiO2 Kern-Schale -31 647 660 46.0 38.0 74.0 43.5 (19.5)

32 nm SiO2 Matrix -20.7 646 660 27.8 46.0 32.0 (19.7)

88 nm SiO2 Matrix -32.8 647 661 71.0 125.6 87.7 (12.3)

83 nm SiO2 Matrix -47.4 647 661 79.0 84.7 82.7 (14.3)

Spektroskopie

[nm]

Hydrodynamischer Durchmesser

 
 

Tabelle 3: Charakterisierungsdaten Atto647N-gefärbter Silika-Partikel in Wasser oder Zellkulturmedium (FCS- 

Anteil in MEM = 20 %, in DMEM = 10 %). Werte in Klammern geben die prozentuale Dispersität der Partikel 

an. Spektroskopische Daten geben die Wellenlänge des Intensitätsmaximums wider. Die dynamische 

Lichtstreuung wurde nach 24 h Inkubation in den verschiedenen Medien gemessen. 
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Das Agglomerationsverhalten verschieden markierter Partikel unterschiedlicher Größen 

wurde in ME-Medium mit 20 % FCS untersucht (Tabelle 3). Alle Partikel zeigen eine hohe 

Stabilität sowohl in Wasser als auch in Medium. Daher wird davon ausgegangen, dass im 

gewählten Zeitfenster von 24 h eine Inkubation von Zellen mit Partikeln ohne nennenswerte 

Verluste an freien Primärpartikeln erfolgen kann. Weiterhin wurde das 

Agglomerationsverhalten reiner Silika-Suspensionen getestet(Tabelle 4). 

 

Partikeltyp 25 nm SiO2 (Me25c)  

 

80 nm SiO2 (Me80)  

Durchmesser (Dispersität) 28,1 nm (12,1) 79,5 nm (8,5) 

Zetapotenzial in Wasser [mV] -39,5  

DLS-Durchmesser (Wasser) 27,8 nm (6,5) 83,4 nm (14,6) 

 42 nm SiO2 (IRMM 304)  

Durchmesser (Dispersität) 42 nm  

Zetapotenzial in Wasser -51,4 mV  

DLS-Durchmesser (Wasser) 42,8 nm (7%)  

DLS-Durchmesser 

(MEM+20%FCS) 

129 nm (10%)  

Tabelle 4: Eigenschaften der verwendeten unmarkierten (Me25, Me80, IRMM 304 (kommerzielles Material)-

Silika-Nanopartikel. Zahlen in Klammern geben die prozentuale Dispersität der Partikel an. 

 

 Kennzahlen der Silika-Nanopartikel (Größe, Oberfläche, Anzahl) 

Je kleiner Nanopartikel sind, umso größer wird das Verhältnis Oberfläche zu Volumen und 

umso größer wird die Oberfläche und Partikelzahl bezogen auf einen festen Gehalt. 

Dementsprechend können biologische Experimente auf verschiedene dieser Größen bezogen 

werden. Für vergleichende Untersuchungen bedeutet dies, dass bei gleichem Gehalt aber 

unterschiedlicher Partikelgröße viel mehr kleine Partikel als große in ein Experiment 

eingesetzt werden. 

 

Partikelgröße BET-Oberfläche Partikelanzahl [nM] theor. Oberfläche [m
2
/g] 

[nm] [m
2
/g] 

bei SiO2 - Gehalt von 1000 

mg/l 

bei SiO2 - Gehalt von 1000 

mg/l 

23 108,8 145 145 

35 90,3 41,1 95 

72 34,91 4,7 46 

130 n.b. 0,8 26 

Tabelle 5: Zusammenstellung der Kennzahlen unmarkierter Silika-Partikel. Ein Vergleich zwischen 23 nm und 

72 nm Partikeln zeigt beispielsweise: Bei gleichem Gehalt liegen 30x mehr 23 nm Partikel vor, die Oberfläche 

der 23 nm Partikel ist 3x größer. 

 

Im Rahmen dieses Vorhabens wurde die eingesetzte Menge der Partikelsuspensionen auf 

den SiO2-Gehalt (µg ml
-1

) bezogen. Dies erlaubt eine Vergleichbarkeit mit anderen 

Materialtypen und Literaturdaten. Die geringe Dispersität und die sphärische Struktur der 

Partikel ermöglicht darüber hinaus eine Berechnung der Partikelzahl und der theoretischen 
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Partikeloberfläche über den experimentell bestimmten Partikeldurchmesser. Somit ist es 

möglich, Betrachtungen zur Partikelzahl und Oberfläche in die Interpretation der Daten mit 

einfließen zu lassen, bzw. die Experimentdaten auf die entsprechenden Größen zu beziehen. 

Zusätzlich wurde die BET-Oberfläche verschiedener Partikel gemessen (Tabelle 5). 

 

 Endotoxingehalt der Silika-Partikel 

Der Endotoxingehalt von SiO2-Nanopartikeln kann die hervorgerufene Zytotoxizität und 

Reaktionen vor allem immunkompetenter Zellen beeinflussen [18]. Der Endotoxingehalt 

repräsentativer Partikelsuspensionen wurde mittels Limulus Amebozyten Lysat (LAL) Gel 

Clot Assay (Pyrogent™ Plus, Lonza) bestimmt. Er betrug für Suspensionen mit einem Gehalt 

von 1 mg SiO2 ml
-1

 und einem Partikeldurchmesser von 

25 nm:  2,82 EU ml
-1

 

80 nm:  0,06 EU ml
-1

 

130 nm: 0,06 EU ml
-1

 

Es ist davon auszugehen, dass die verwendeten Zelltypen keine signifikante und anhand der 

eingesetzten Endpunkte messbare Reaktion auf die im Experiment vorhandenen 

Endotoxingehalte (< 0,564 EU ml
-1

, < 0,01 EU ml
-1

) zeigen [19]. 
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c)  Silber-Nanopartikel 

Im Rahmen des Projektes 

sollte eine weitere 

fluoreszierende Partikelsorte 

hergestellt werden. Neben Gold- 

wurden hierzu wurden 

Silberpartikel ausgewählt, da 

diese einerseits für technische 

Anwendungen relevant sind, 

andererseits aufgrund ihrer 

antimikrobiellen Wirkung 

Anwendung finden.  

Silber Nanopartikel wurden 

durch thermische Zersetzung von 

Silberoleat in Anwesenheit von 

Oleylamin als Stabilisator 

hergestellt.  

 

Hierbei wurden hydrophobe 

Partikel mit einem 

durchschnittlichen Partikel-

durchmesser von 

d = 5 nm ± 2 nm (vor Phasen-

transfer) erhalten. Der Phasentransfer in die wässrige Phase sowie die Stabilisierung wurde 

durch Modifikation der Partikel mit einem amphiphilen Polymer [Poly(maleinsäure 

anhydrid)-alt-1-octadecen, PMAO, Abbildung 17] erreicht. Durch Umsetzung der 

Anyhdridgruppen mit Hydroxyl- oder aminhaltigen organischen Verbindungen kann 

nachfolgend eine gezielte Einstellung der Polymerfunktionalität und damit der 

Partikeleigenschaften erfolgen. 

 

Im Projektzeitraum wurden zwei unterschiedliche Fluoreszenzmarkierungen der 

Silbernanopartikel realisiert. Zur Darstellung mittels STED-Mikroskopie wurde das 

monofunktionelle Aminoderivat des Farbstoffs Atto647N eingesetzt. Die kovalente Kopplung 

erfolgte durch Aktivierung der Carboxylatgruppen der Partikel mittels EDC/NHS (1-Ethyl-3-

(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid/ N-Hydroxysuccinimidylester) in wässriger Lösung und 

Umsetzung mit dem Farbstoff. 

 

Ein analoges Vorgehen wurde zur Ankopplung Farbstoffes Atto488 ((λEx = 488 nm, λEm = 

521 nm) gewählt. Dieser Farbstoff eignet sich für die Abbildung der Partikel mittels 

herkömmlicher Konfokalmikroskopie. Die Herstellung Atto488-markierter Partikel wurde 

realisiert, um den STED-Kanal zur Abbildung zellulärer Strukturen nutzen zu können. TEM 

Aufnahmen und Fluoreszenzspektren der markierten Partikel sind in Abbildung 18 gezeigt. 

Die Partikel zeigen nur geringe Agglomeration und sind in biologischen Medien weitgehend 

stabil. 
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Abbildung 17: Struktur des verwendeten Polymers (PMAO, oben) 

und Schema des Phasentransfers. Hierbei wurde Ultraschall 

eingesetzt. Die Partikel wurden dadurch mit hoher Ausbeute (>80%) 

in die wässrige Phase überführt. 
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Abbildung 18: TEM-Aufnahmen der Silberpartikel nach Synthese dispergiert in Cyclohexan (a), nach 

Phasentransfer in Wasser (b), nach Ankopplung von Atto488 (c1) und Atto647N (c2). Die Emissionsspektren der 

fluoreszenzmarkierten Partikel wurden für Atto488 bei 488 nm Anregungswellenlänge bzw. für Atto647N bei 

647 nm aufgenommen und zeigen eine ausreichende Fluoreszenz der markierten Partikel zur Abbildung mittels 

STED und Konfokalmikroskopie. 

 

 Stabilität fluoreszenzmarkierter Silber-Partikel in biologischer Umgebung 

Beide Partikelsorten wurden für biologische Experimente eingesetzt (Abschnitt 2.5). Daher 

wurde die Stabilität der Partikel mittels dynamischer Lichtstreuung in Wasser sowie 

Zellkulturmedien bestimmt (Tabelle 6). Die Partikel zeigen in Wasser eine geringe 

Agglomerationsneigung (5 %). In beiden serumhaltigen Medien erhöht sich sowohl der 

hydrodynamische Durchmesser der Partikel als auch der Agglomerate. Aufgrund der hohen 

Proteinkonzentration verringert sich der Anteil an Agglomeraten auf 0.1 %. Dies deutet auf 

eine stabilisierende Wirkung der Serumproteine hin. Ungefärbte Partikel zeigten in 

Suspension ein ähnliches Verhalten. 
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    DLS-Durchmesser 

 
TEM - Durchmesser 

H2O 
DMEM/ 

MEM/ FBS 20% 
Probe [nm] FBS 10% 

Ag-Atto647N 9,7 ± 1.58 22,2 ± 1,4 (95%) 31,3 ± 4,9 (3,4%) 30,0 ± 9,6 (2,1%) 

  

 

113 ± 10 (5%) 227 ± 58 (0,1%) 182 ± 38 (<0.1%) 

 

 

 

7,4 ± 1,0 7,6 ± 1,4  

 

(96,4%, Protein) (96,7% Protein) 

  

  Zetapotential [mV]   

  

-40,4 [unverd.] -10,2 -0,937 

  

-24,7 [1:10 verd.] 

  
Ag-Atto488 8,9 ± 1.65 11,4 ± 0,4 (99,1%)     

  

90,0 ± 1,2 (0,9%) 

  

  

  Zetapotential [mV]   

  

-65,4 

  
Ag Pol 8,3 ± 1,44 12,4 ± 1,64 (100%)     

 

Tabelle 6: Partikelstabilität fluoreszenzmarkierter (Ag-Atto647N und Ag-Atto488) und unmarkierter 

polymerstabilisierter (AgPol) Silber-Nanopartikel in Wasser, DMEM/FBS (10%) oder MEM/FBS (20%) nach 

24 h Inkubation. In Medium lassen sich keine Agglomerate in signifikanter Menge detektieren. Unmarkierte 

Dextran-stabilisierte Partikel wiesen eine multimodale Verteilung (TEM, 2-30 nm) auf. 
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d) Charakterisierungsmethoden und verwendete Geräte 

Rasterelektronenmikroskopie (REM) 

Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen wurden an einem FEI Quanta 400 ESEM 

FEG im Hochvakuum und Low-Vakuum bei einer Beschleunigungsspannung von 20 kV 

durchgeführt. Zur Probenpräparation wurden 5 µl Probenvolumen auf einen Silizium-Wafer 

aufgetragen und an Luft oder unter Vakuum getrocknet. 

 

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 

TEM Aufnahmen wurden mit einem CM 200 (200keV) Mikroskop der Firma Philips 

aufgenommen. Die Präparation der Proben erfolgte durch Aufbringen von 10-100 µl 

Suspension auf ein kohlenstoffbeschichtetes Kupfernetz und anschließendes Trocknen der 

Proben an Luft. 

 

Dynamische Lichtstreuung (DLS) 

Die Durchführung der Lichtstreuexperimente erfolgte an einem DynaPro Titan der Firma 

Wyatt Technology (Deutschland) bei einer Laserwellenlänge von 831 nm. Zur Messung 

wurde eine Quarz-Mikroküvette verwendet (minimales Probenvolumen 600 µl).  

 

Zetapotenzial 

Die Messung des Zetapotenzials wurde an einem Zetasizer Nano Z der Firma Malvern 

(Deutschland) mit einem Probenvolumen von 1 ml bei Raumtemperatur durchgeführt.  

 

Fluoreszenzspektroskopie 

Fluoreszenzmessungen wurden an einem Fluoreszenzspektrometer der Firma Horiba Jobin 

Yvon bei einer Verdünnung von 1:20 (Probe:Wasser) durchgeführt. Die Anregung der Dy- 

und Atto-Farbstoffe erfolgte bei den mittels UV-Vis-Spektroskopie bestimmten 

Absorptionsmaxima der Proben. 

 

UV-Vis-Spektroskopie 

UV-Vis-Spektren wurden mit einem Varian Cary 300 Scan UV im Wellenlängenbereich 

zwischen 300 und 800 nm aufgenommen. 

 

Gehaltsbestimmung 

Die Gehaltsbestimmung erfolgte mittels ICP an einem ICP OES Ultima 2 Gerät der Firma 

Horiba Jobin Yvon. Die dialysierten Partikelproben wurden dazu 1:100 verdünnt und gegen 

eine Si-Standardlösung gemessen. 

 

Partikelgröße und Dispersität 

Die Bestimmung der Partikelgröße und -verteilung erfolgte durch Bildauswertung von REM-

Aufnahmen mittels der Software ImageJ (Rasband, 1997-2012). 

 

BET-Oberfläche 

Die Bestimmung der BET-Oberfläche gefriergetrockneter Partikelproben erfolgte an 

Autosorb-6B BET Gerät der Firma Quantachrom Partikelmesstechnik. 



 

  25 

2.2 Toxizität der eingesetzten Silika-Nanopartikel 

Da Nanopartikel gegenwärtig in vielen Bereichen und Produkten Anwendung finden, ist 

die Untersuchung ihrer Toxizität wichtig, um mögliche negative Effekte nach 

Partikelexposition auf Mensch und Umwelt abschätzen zu können. In zahlreichen 

Zellkulturmodellen konnten nach Inkubation mit Silika-Nanopartikeln z.B. reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS) nachgewiesen oder ein Einfluss auf die Membranintegrität der 

Zellen beobachtet werden [20-22]. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Zytotoxizität von 

Silika-Nanopartikeln, abhängig ist vom Proteingehalt des Mediums [23, 24]. Um zu 

untersuchen, ob die Silika- und Silberpartikel, die in diesem Projekt hergestellt wurden, 

ebenfalls toxische Effekte in Zellen induzieren, wurden verschiedene Endpunkte wie 

Apoptose, ROS-Produktion oder Vitalität nach Partikelexposition gemessen. Die 

toxikologischen Untersuchungen erfolgten an humanen Epithelzellen der Lunge (A549 

Lungenkarzinom, DSM ACC 107) [25] und des Darms  (Caco-2 Adenokarzinom, DSM ACC 

169) [26], da beide Organe zu den potenziellen Zielorten von Nanopartikeln gehören [2, 4]. 

2.2.1 Auswirkungen von Silika-Nanopartikeln auf A549-Zellen 

A549-Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 10 % fötalem 

Rinderserum (FBS) und 4 mM L-Glutamin, bei 37 °C und 9 % CO2 kultiviert. Die Zellen 

wurden für die Experimente in einer Konzentration von 1x10
5 

Zellen/ml
 

in 96-well 

Mikrotiterplatten (Wachstumsfläche: 0,32 cm
2
) ausgesät und nach 24 h mit den 

entsprechenden Partikelsuspensionen versetzt. Dazu wurde das Medium entfernt, 

anschließend wurden jeweils 100 µl einer Partikelsuspension mit 10 µg SiO2 ml
-1

 bis 200 µg 

SiO2 ml
-1

 (Abschnitt 2.1) zu den Zellen pipettiert und über einen Zeitraum von 5 min bis 72 h 

inkubiert. Die Partikelsuspensionen wurden entweder in DMEM mit 10 % FBS 

(Vollmedium), in DMEM mit 0,5 % FBS oder in DMEM ohne FBS angesetzt. Als Partikel 

wurden markierte und unmarkierte Silika-Nanopartikel unterschiedlicher Größe getestet. 

Zur Überprüfung der Zytotoxizität wurden verschiedene Assays eingesetzt, wobei die 

Membranintegrität, die Vitalität, die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die Induktion 

von DNA-Schäden und die Caspase-Aktivierung untersucht wurden. Zusätzlich dazu erfolgte 

eine lichtmikroskopische Kontrolle der Zellen nach Inkubation mit Partikeln, um mögliche 

morphologische Änderungen zu identifizieren. 

a) Lichtmikroskopische Kontrolle der Zellmorphologie 

Im Lichtmikroskop zeigten sich in Medium ohne FBS für 30 nm und 80 nm große 

Silikapartikel bei einer Konzentration von 200 µg ml
-1

 sehr viele tote Zellen (Abbildung 19). 

Im Gegensatz dazu sieht man in Vollmedium bei dieser Konzentration keine Unterschiede zur 

unbehandelten Kontrolle (Abbildung 20). Bei der niedrigen Konzentration von 10 µg ml
-1

 

erkennt man sowohl in Vollmedium als auch in Medium ohne FBS keinen Unterschied zur 

unbehandelten Kontrolle.  



 

  26 

 

 

Abbildung 19: A549 Zellen wurden für 5 h mit 10 µg ml
-1

 bzw. 200 µg ml
-1

 Silika-Nanopartikeln (30 nm und 

80 nm) in Medium ohne FBS inkubiert. Die Durchlichtaufnahmen erfolgten mit dem Zeiss Mikroskop Axiovert 

25. 
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Abbildung 20: A549 Zellen wurden für 5 h mit 10 µg ml

-1
 bzw. 200 µg ml

-1
 Silika-Nanopartikeln (30 nm und 

80 nm) in Medium ohne Serum (FBS) inkubiert. Die Durchlichtaufnahmen erfolgten mit dem Zeiss Mikroskop 

Axiovert 25. 

 

b) Prüfung der Lebensfähigkeit (Live/Dead Färbung) 

Zur Bestimmung der Anteile lebender und toter Zellen nach Behandlung mit 30 nm und 

80 nm großen Silika-Nanopartikeln in den unterschiedlichen Medien wurde eine simultane 

Färbung mit Propidiumiodid (PI) und Fluoresceindiacetat (FDA) durchgeführt. 

Propidiumiodid färbt nur tote Zellen mit nicht intakter Zellmembran rot an. 

Fluoresceindiacetat kann nur von lebenden Zellen in ein grün fluoreszierendes Produkt 

umgesetzt werden. 

Das Medium von A549-Zellen wurde nach 5 h Behandlung mit den oben genannten 

Konzentrationen an Silika-Nanopartikeln abgesaugt. Anschließend wurden die Zellen für 
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5 min mit 10 µM PI und 0,2 µM FDA in DPBS inkubiert. Als Positivkontrolle diente eine 

Behandlung mit 9 % Triton-X-100.  

Es zeigte sich, dass nach Behandlung der Zellen mit 200 µg ml
-1

 der 30 nm Partikel in 

Medium ohne FBS 70-80 % der Zellen abgerundet und tot waren (Abbildung 21). Bei 

gleicher Konzentration zeigten sich bei den 80 nm Partikeln abgerundete, aber wenig tote 

Zellen. Dies deutet auf eine Induktion von Apoptose hin. Nach Inkubation beider 

Partikelgrößen in Vollmedium konnte keine Veränderung im Vergleich zu unbehandelten 

Zellen beobachtet werden (Abbildung 22).  
 

 

 

Abbildung 21: A549 Zellen wurden für 5 h mit Silika-Nanopartikeln (30 nm und 80 nm) in Medium ohne FBS 

inkubiert und anschließend mit PI und FDA gefärbt, um den Anteil an lebenden und toten Zellen zu bestimmen. 

Die Aufnahmen erfolgten mit dem Zeiss Mikroskop Axiovert 25. 
 

 
 

Abbildung 22: A549 Zellen wurden für 5 h mit Silika-Nanopartikeln (30 nm und 80 nm) in Vollmedium 

inkubiert und anschließend mit PI und FDA gefärbt, um den Anteil an lebenden und toten Zellen zu bestimmen. 

Die Aufnahmen erfolgten mit dem Zeiss Mikroskop Axiovert 25. 
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c) Analyse der Membranintegrität (LDH-Assay) 

 Partikelexposition in Vollmedium mit 10 % Serum 

Zur Bestimmung der Auswirkung unmarkierter Silika-Nanopartikel auf die 

Membranintegrität wurde die Aktivität des Enzyms Lactat-Dehydrogenase (LDH) im 

Kulturmedium mit dem Kit „CytoToxONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay“ 

(Promega) untersucht. Das zytosolische Enzym LDH katalysiert die Oxidation von Lactat zu 

Pyruvat, welche an die Reduktion von NAD
+ 

zu NADH+H
+
 gekoppelt ist. Bei Verlust der 

Membranintegrität wird LDH aus dem Zytoplasma ins Medium freigesetzt. Durch Zugabe 

eines Substrat-Gemisches aus Lactat, NAD
+
 und Resazurin in Anwesenheit von Diaphorese 

kann die freigesetzte LDH bestimmt werden: Das durch die LDH-Reaktion gebildete 

NADH+H
+
 setzt mittels Diaphorese den Farbstoff Resazurin zum fluoreszierenden Resorufin 

um. Die gemessene Fluoreszenz ist direkt proportional zur LDH-Aktivität. 

Nach Ende der Inkubationszeit wurden jeweils 50 µl Medium in eine schwarze 96-well 

Mikrotiterplatte überführt. Als Positivkontrolle für eine maximale LDH-Freisetzung wurden 

Zellen kurz vor der Substratzugabe mit 2 µl 9 %-igem Triton-X-100 lysiert. Zum Medium 

wurden 50 µl des Substrat-Gemisches pipettiert und der Ansatz für 10 min im Dunkeln bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 25 µl Stopplösung wurde die Reaktion beendet 

und anschließend die Fluoreszenz gemessen (λEx = 560 nm, λEm = 590 nm). Eine Assay-

Interferenz durch die Anwesenheit der Partikel wurde nicht beobachtet. Die 48 h Werte 

werden als Minimalwerte betrachtet, da die Halbwertszeit der LDH etwa 8 h beträgt. Aus den 

gemessenen Fluoreszenzwerten wurde die Zytotoxizität nach folgender Formel berechnet: 

 

% Zytotoxizität = ______________________________ x 100

max. LDH Aktivität – Hintergrund Kulturmedium

Partikelbehandlung – Hintergrund Kulturmedium

% Zytotoxizität = ______________________________ x 100

max. LDH Aktivität – Hintergrund Kulturmedium

Partikelbehandlung – Hintergrund Kulturmedium

 
 

Zusätzlich zu 30 nm und 80 nm großen Silikapartikeln wurden kommerziell erwerbliche 

42 nm große Silika-Nanopartikel (IRMM-304) getestet.  

 

Eine Behandlung der A549-Zellen mit 10 µg ml
-1

 und 200 µg ml
-1

 unmarkierten 

Silikapartikeln für 5 min, 1 h, 5 h und 48 h zeigte im LDH-Test keine signifikante 

Zytotoxizität (Abbildung 23). Im Vergleich zur Positivkontrolle wurde für die mit Partikeln 

inkubierten Zellen keine Erhöhung der LDH-Aktivität beobachtet. 
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200 µg/ml Silika-Nanopartikel für 5 min inkubiert
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Abbildung 23: Zytotoxizität unmarkierter 30 nm und 80 nm Silika-Nanopartikel. A549-Zellen wurden für 5 min 

1 h und 5 h mit 10 µg ml
-1

 bzw. 200 µg ml
-1

 Partikelsuspension inkubiert. Anschließend wurde die Aktivität der 

LDH im Kulturmedium mittels des Assays „CytoToxONE™“ (Promega) untersucht. Es sind jeweils Ergebnisse 

dreier unabhängiger Versuche gezeigt. 

 

Um zu untersuchen, ob käuflich erworbene Silika-Nanopartikel bei gleicher 

Partikelkonzentration im LDH-Assay eine Zytotoxizität zeigen, wurden A549-Zellen mit 

Silika-Nanopartikeln (IRMM-304) vom Institute for Reference Material and Measurements 

inkubiert. Diese sind im Gegensatz zu den 30 nm und 80 nm Partikeln eigener Herstellung mit 

0,02% (g/g) NaOH stabilisiert. Nach Inkubation mit 200 µg ml
-1

 IRMM 304 für 5 min, 1 h 

und 48 h zeigte sich keine Zytotoxizität (Abbildung 24). Nach 5 h Inkubation sieht man eine 

leichte Zunahme der LDH-Aktivität in Medium. 
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Abbildung 24: Zytotoxizität von 42 nm Silikapartikeln IRMM-304. A549-Zellen wurden für 5 min, 1 h, 5 h und 

48 h mit 200 µg ml
-1

 Partikelsuspension inkubiert. Anschließend wurde die Aktivität der LDH im Kulturmedium 

mittels des Assays „CytoToxONE™“ (Promega) untersucht. Das Ergebnis eines Versuches ist gezeigt. 

 

 Partikelexposition in Medium mit unterschiedlichen Serumkonzentrationen 

Bei Inkubation der 30 nm und 80 nm großen Silikapartikel in Vollmedium zeigten sich im 

LDH-Test auch bei 200 µg ml
-1

 SiO2 keine Membranschäden (Abbildung 23). Werden die 

Zellen mit 200 µg ml
-1

 30 nm Silika-Partikel in Medium ohne FBS inkubiert, können 

zytotoxische Effekte detektiert werden (Abbildung 25). Die 80 nm Partikel induzieren bei 

gleicher Konzentration (Tabelle 5) wie auch in Vollmedium keine Membranschäden. Bei der 

niedrigen Konzentration von 10 µg ml
-1

 zeigt sich für beide Partikelgrößen in Medium ohne 

FBS keine Zytotoxizität im LDH Test.  

 

Nach Inkubation in Gegenwart steigender Konzentrationen (1 µg ml
-1

, 10 µg ml
-1

, 

50 µg ml
-1

 und 200 µg ml
-1

) von 30 nm Partikeln konnte nur bei 200 µg ml
-1

 in Medium ohne 

FBS eine Erhöhung der LDH-Aktivität beobachtet werden (Abbildung 29). Sobald 0,5% FBS 

im Medium enthalten sind, erkennt man bei gleicher Partikelkonzentration eine signifikante 

Verringerung der Zytotoxizität der 30 nm Partikel auf Kontrolllevel. 
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Abbildung 25: Zytotoxizität unmarkierter 30 nm und 80 nm Silikapartikel in Medium ohne Serum. A549-Zellen 

wurden für 5 h mit 10 µg ml
-1

 und 200 µg ml
-1

 Partikelsuspension inkubiert. Anschließend wurde die Aktivität 

der LDH im Kulturmedium mittels des Assays „CytoToxONE™“ (Promega) untersucht. Ergebnisse dreier 

unabhängiger Versuche sind gezeigt. * signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle (p < 0,01, t-Test). 
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Abbildung 26: Zytotoxizität unmarkierter 30 nm Silikapartikel in verschiedenen Medien. A549-Zellen wurden 

für 5 h mit 1, 10 50 und 200 µg ml
-1

 Partikelsuspension inkubiert. Anschließend wurde die Aktivität der LDH im 

Kulturmedium mittels des Assays „CytoToxONE™“ (Promega) untersucht. Ergebnisse dreier unabhängiger 

Versuche sind gezeigt. * signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle (p < 0,01, t-Test). 
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 Verringerung der Zytotoxizität bei Exposition in Gegenwart von Serumbestandteilen 

Um zu zeigen, welchen Einfluss einzelne Proteine des Serums auf die Zytotoxizität von 

30 nm Silikapartikeln haben, wurden Partikelsuspensionen in DMEM ohne FBS angesetzt, 

die mit Serum Albumin (BSA) und Immunglobulin G (IgG) supplementiert waren. Die 

eingesetzten Konzentrationen beider Proteine wurden so gewählt, dass sie der Konzentration 

von Albumin und Immunglobulin in Medium mit 0,5 % FBS entsprachen. Beide Proteine 

wurden hier getestet, da sie auch in der Proteinkorona um Silika-Nanopartikel gefunden 

wurden. 

In Abbildung 27 erkennt man eine signifikante Verringerung der Zytotoxizität der 30 nm 

Partikel bei Koinkubation mit BSA. Das Protein IgG hat alleine keinen Einfluss auf die 

Zytotoxizität von 30 nm Partikeln in Medium ohne FBS. Die Kombination beider Proteine 

zeigt ebenfalls eine Verringerung der Zytotoxizität.  

Insgesamt zeigen die Versuche, dass der Proteingehalt und besonders das Vorhandensein 

einzelner Proteine wie BSA, entscheidend sind für die Ergebnisse nanotoxikologischer 

Assays. Generell ist in vivo eine andere Proteinkonzentration zu finden, als üblicherweise in 

Zellkulturmedien vorhanden ist. In verschiedenen Körperflüssigkeiten sind die 

Konzentrationen einzelner Proteine wie z.B. die von Albumin deutlich höher. Daneben fällt 

die hier gewählte hohe Konzentration (200 µg ml
-1

 SiO2) bereits in den overload Bereich. Bei 

der Bewertung toxikologischer Assays ist dies zu berücksichtigen. 
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Abbildung 27: Zytotoxizität von unmarkierten 30 nm Silikapartikeln nach Zugabe von unterschiedlichen 

Proteinen. A549-Zellen wurden für 5 h mit 200 µg ml
-1

 Partikelsuspension inkubiert, der entweder 122 µg ml
-1

 

BSA, 1,2 µg ml
-1

 IgG oder beide Proteine zusammen zugesetzt wurden. Anschließend wurde die Aktivität der 

LDH im Kulturmedium mittels des Assays „CytoToxONE™“ (Promega) untersucht. Ergebnisse dreier 

unabhängiger Versuche sind gezeigt. * signifikant unterschiedlich zur Inkubation der Partikel in DMEM ohne 

FBS (p < 0,01, t-Test). 

d) Bestimmung der Stoffwechselaktivität (WST-1-Assay) 

Als Testsystem zur Untersuchung der Stoffwechselaktivität, bzw. der Lebensfähigkeit der 

Zellen wurde das WST-1-Testsystem (Roche Diagnostics GmbH) eingesetzt. Der Test beruht 

auf der Reduktion des Substrates WST-1 (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-

tetrazolio]-1,3-benzendisulfonat), eines Tetrazolium-Salzes, zu einem wasserlöslichen 
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Formazan (Abbildung 28), welches photometrisch detektiert wird. Die Reaktion wird durch 

zelluläre Enzyme vermittelt [27]. Die Messwellenlänge betrug 450 nm, die 

Referenzwellenlänge 750 nm. Eine optische Interferenz der Silikapartikel wurde in 

Vorversuchen ausgeschlossen[28-31]. Unbehandelte Zellen in DMEM ohne Partikel dienten 

als Kontrolle. 
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Abbildung 28: Reduktion von WST-1 zu einem photometrisch detektierbaren Formazan (Roche Diagnostics 

GmbH). 

 

Die unter Einsatz verschieden großer Silika-Nanopartikel durchgeführten Tests zeigen 

keinen signifikanten Effekt der Partikel auf die Stoffwechselaktivität von A549 Zellen. Für 

die Tests wurden alle Partikelsorten in der gleichen Konzentration (SiO2-Gehalt) eingesetzt. 

In Anwesenheit der kleineren Partikel waren die Zellen dementsprechend einer deutlich 

höheren Partikelanzahl (Tabelle 5) ausgesetzt (Abbildung 29). 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 29: Stoffwechselaktivität (WST-1-Assay) von A549-Zellen nach 24 h Inkubation mit verschieden 

großen (25, 45, 80, 130 nm) Silika-Partikeln in Vollmedium. Die Partikel wurden in einer Konzentration von 

125 µg SiO2 ml
-1

 eingesetzt. 

e) Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (DCF-Fluoreszenz) in Vollmedium und Medium 

ohne FBS 

Als ein Mechanismus der Toxizität von Nanopartikeln wird die Bildung von reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) diskutiert [32, 33]. Um die partikelinduzierte Bildung von ROS in 

A549-Zellen fluorimetrisch zu überprüfen, wurde als Sonde 2´,7´-

Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat (H2DCF-DA) verwendet. H2DCF-DA ist zellpermeabel 

und wird intrazellulär von Esterasen zum nicht-fluoreszierenden DCFH umgesetzt und kann 

die Zellmembran danach nicht mehr passieren, da es hydrophiler ist. DCFH wird durch ROS 

(vorwiegend H2O2) zum stark fluoreszierenden DCF oxidiert. Die Fluoreszenz von DCF wird 

bei 530 nm detektiert (λEx = 492 nm). 
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Die Zellen wurden mit 100 µl warmem DPBS-Puffer gewaschen. Anschließend erfolgte 

die Zugabe von je 100 µl einer 100 µM H2DCF-DA-Lösung, welche in DMEM-Medium ohne 

Phenolrot und ohne Serum angesetzt wurde. Die Zellen wurden in dieser Lösung für 30 min 

bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und mit 100 µl DPBS gewaschen. Anschließend erfolgte 

die Zugabe der Partikelsuspensionen und der Positivkontrolle (200 µM H2O2 oder 10 µM 

SIN-1). Die Messung der Fluoreszenz erfolgte nach 24 h. 

 

In den folgenden Versuchen wurde überprüft, ob durch die Interaktion der 30 nm großen 

Silikapartikel mit den A549-Zellen ROS entstehen, wobei auch ein Vergleich zwischen 

Vollmedium und Medium ohne FBS erfolgte. In Abbildung 30 sind die Ergebnisse einer 

24-stündigen Inkubation mit Partikeln dargestellt. Man erkennt, dass in Vollmedium keine 

ROS detektiert werden konnten. In Medium ohne FBS ist allerdings ein geringfügiger Anstieg 

der DCF-Fluoreszenz im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu messen.  
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Abbildung 30: Bildung von ROS nach Inkubation von A549-Zellen in Gegenwart von 200 µg ml
-1

 

Silikapartikeln. Dargestellt ist jeweils die DCF-Fluoreszenz in % von der unbehandelten Kontrolle. Als 

Positivkontrolle diente hier 200 µM H2O2. Die Inkubation mit den Partikelsuspensionen erfolgte für 24 h. 

Dargestellt sind die Mittelwerte dreier unabhängiger Experimente. 

 

f) Caspase-Aktivierung 

Das Potenzial der Nanopartikel, eine Aktivierung zellulärer Caspasen und damit Apoptose 

zu induzieren, wurde anhand des luminometrischen Caspase-Glo® Assays (Firma Promega) 

untersucht. Das Testsystem beruht auf der Spaltung des Caspase 3/7-Substrates, einem 

Tetrapeptid mit der Aminosäureabfolge Aspartat-Glutamat-Valin-Aspartat (DEVD, 

Abbildung 31). Die Spaltung des Tetrapeptids führt zur Freisetzung des Luciferase-Substrates 

Amino-Luciferin, dessen Umsetzung durch die Luciferase zur Entstehung des 

Lumineszenzsignales führt. Der Test wurde nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. 
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Abbildung 31: Caspase-3/7-Spaltung des Test-Substrates [Promega]. 

Nach 4 h (nicht gezeigt) und 24 h Inkubation mit gefärbten und ungefärbten Silika-

Nanopartikeln wurde keine Aktivierung zellulärer Caspasen festgestellt (Abbildung 32). 
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Abbildung 32: Caspase-Aktivierung bei A549-Zellen nach Inkubation mit verschiedenartigen Silika-

Nanopartikeln (ungefärbte Partikel Me45 (45 nm), Me80 (80 nm) und durchgefärbte Partikel (FD 30-80 nm). 

Staurosporin (100 µM) wurde als Positivkontrolle eingesetzt. Die SiO2-Partikel wurden in einer Konzentration 

von 100µg SiO2 ml
-1

 eingesetzt und für 24 h mit den Zellen inkubiert. 
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2.2.2 Auswirkungen von Silika-Nanopartikeln auf Caco-2 Zellen 

Die Zelllinie Caco-2 (Adenokarzinom, DSM ACC 169) wurde als Modell für Darmepithel 

eingesetzt und in ME-Medium supplementiert mit 20 % FBS bei 37°C und 5 % CO2 

inkubiert. Die Zellen wurden -wie oben für A549-Zellen beschrieben- für die Experimente in 

96-well Mikrotiterplatten ausgesät und mit den entsprechenden Partikelsuspensionen 

behandelt. Die Zellen wurden in Anwesenheit der Partikel für 24-72 h inkubiert. 

a) Bestimmung der Stoffwechselaktivität (WST-1-Assay) 

Folgende Partikelsorten wurden eingesetzt:  

 unmarkierte Silikapartikel verschiedener Größen (25, 45, 80, 130 nm),  

 Atto647N-markierte Kern-Schale-Partikel (45nm; 130nm), 

 Atto647N-markierte durchgefärbte Partikel (FD, 25, 30, 40, 50, 80 nm) 

 

Die unter Einsatz unmarkierter Partikel durchgeführten Tests zeigen keinen signifikanten 

Effekt der Partikel auf die Stoffwechselaktivität der Caco-2 Zellen an (Abbildung 33).  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 33: Stoffwechselaktivität (WST-1-Assay) von Caco-2 nach 24 h Inkubation mit verschieden großen 

(25, 45, 80, 130 nm) Silika-Partikeln. Die Partikel wurden in einer Konzentration von 125 µg SiO2 ml
-1

 

eingesetzt. 

 

WST-1-Assays wurden auch an Zellen durchgeführt, die mit Atto647N-markierten Silika-

Partikeln inkubiert wurden. Dabei wurden sowohl Kern-Schale Partikel (45 nm, 130 nm) als 

auch durchgefärbte Partikel (30 nm) verwendet, deren äußere Hülle nicht zusätzlich mit einer 

unmarkierten SiO2-Schale umhüllt war. Nach Inkubation (24 h) mit den 45 nm und 130 nm 

großen Partikeln, die jeweils in einer Konzentration von 125 µg SiO2 ml
-1

 eingesetzt wurden, 

war keine signifikante Verringerung der Stoffwechselaktivität zu erkennen (Daten nicht 

gezeigt). 

Die Reaktion von Caco-2 auf die Anwesenheit der durchgefärbten 30 nm Partikel wurde 

auch über einen längeren Zeitraum (bis 72 h) verfolgt. Hier zeigte sich lediglich bei Zugabe 

der höheren Konzentration (200 µg SiO2 ml
-1

) und 72 h Inkubation eine Abnahme der 

Stoffwechselaktivität (auf 75 %) im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abbildung 34).  
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Abbildung 34: Stoffwechselaktivität (WST-1-Assay) von Caco-2 nach 24, 48 und 72 h Inkubation mit 30 nm 

Silika-Partikeln. Angegeben ist die eingesetzte SiO2-Endkonzentration (mg/ml). (Schübbe et al., 2012) 

 

b) Viabilitätsbestimmung (ATP-Gehalt) 

Die Auswirkungen der Silika-Nanopartikel auf die Lebensfähigkeit von Caco-2 wurden 

auch anhand des zellulären ATP-Gehaltes untersucht. Für die Untersuchungen wurde das 

Testsystem „CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay“ der Firma Promega 

eingesetzt. Der Test beruht auf der Mono-Oxygenierung des Substrates Luciferin durch das 

Enzym Luciferase in Anwesenheit von Mg
2+

 und molekularem Sauerstoff, der sogenannten 

Luciferase-Reaktion (Abbildung 35). Da diese Reaktion unter ATP-Verbrauch abläuft, kann 

sie zur quantitativen Bestimmung des zellulären ATP-Gehaltes herangezogen werden. Die 

Quantifizierung erfolgt durch Messung des Lumineszenzsignals. Der Test wurde nach 

Anweisung des Herstellers durchgeführt. 
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Abbildung 35: Luciferase-Reaktion [Promega]. 

Im Vergleich zu Kontrollzellen führte die Anwesenheit der durchgefärbten Partikel zu 

einer geringfügigen Verringerung der Viabilität, die Anwesenheit der Kern-Schale-Partikel 

über einen Zeitraum von 24 h zu einer etwas stärkeren Verringerung der Viabilität (80 %). 

Die Signifikanz dieser Daten ist allerdings durch weitere Messungen zu überprüfen 

(Abbildung 36). 
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Abbildung 36: Stoffwechselaktivität (ATP-Gehalt) von Caco-2 nach 24 h Inkubation mit 45 nm großen Kern-

Schale Partikeln (Me45) und durchgefärbten Partikeln (FD40) vergleichbarer Größe. Die SiO2-Partikel wurden 

in einer Konzentration von 100 µg SiO2 ml
-1

 eingesetzt. 

 

c) Bestimmung der DNA-Integrität (Comet-Assay) 

Der Comet-Assay dient der Detektion von DNA-Strangbrüchen [34]. Bei dem hier 

durchgeführten alkalischen Assay (OxiSelect Comet Assay Kit, Cell Biolabs) äußern sich 

solche Strangbrüche nach der Gelelektrophorese im Auftreten kleinerer DNA-Fragmente in 

Form sogenannter Kometenschweife („Tails“). Der Test wurde hier eingesetzt, um zu 

überprüfen, ob die Anwesenheit der 32 nm großen Silika-Nanopartikel, die auch im Zellkern 

detektiert werden konnten, eine Schädigung der DNA induziert. 

 

Hierzu wurden Caco-2-Zellen (Aussaat-Konzentration 2,4 x 10
5
 Zellen ml

-1
) nach der 

Inkubation (48 h und 72 h) in Gegenwart oder Abwesenheit von 32 nm großen Silika-

Nanopartikeln (200 µg ml
-1

) oder 20 mM Wasserstoffperoxid (5 min bei 4°C) als 

Positivkontrolle durch Trypsinieren abgelöst, in Zellkulturmedium suspendiert und für 3 min 

bei 200 x g zentrifugiert. Die Zellen (1x10
5
 Zellen ml

-1
) wurden in eiskaltem PBS-Puffer 

resuspendiert und dann in einem Verhältnis von 1:10 mit Comet-Agarose gemischt. Nach 

Erstarren der Agarose erfolgte die Lyse und anschließende Auftrennung in einer horizontalen 

Elektrophorese-Kammer (20 min, 1 V cm
-1

, 300 mA). Die Färbung der DNA erfolgte durch 

Zugabe von Vista Green DNA-Farbstofflösung. Die Analyse wurde mit einem Leica SP2-

Mikroskop durchgeführt. Pro Experiment wurden 100 Zellen auf zwei Probenträgern 

untersucht, jedes Experiment wurde zweimal wiederholt. Die Quantifizierung erfolgte durch 

Bestimmung des sogenannten „Olive Tail Moments“ (OTM) und des prozentualen Anteils der 

DNA im Schweif. 

Nach Inkubation in Anwesenheit der Nanopartikel wurden keine DNA-Strangbrüche 

identifiziert Weder das OTM noch der prozentuale Anteil der Schweif-DNA zeigte einen 

signifikanten Unterschied zur Kontroll-DNA, während eine Inkubation der Zellen in H2O2 das 

Auftreten von DNA-Strangbrüchen zur Folge hatte (Abbildung 37). 
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Abbildung 37: Auswertung des Comet-Assays an Caco-2-Zellen nach 48 h und 72 h Inkubation mit 32 nm 

großen SiO2-Nanopartikeln. Als Positivkontrolle wurde Wasserstoffperoxid eingesetzt, Kontrollzellen wurden 

nicht behandelt. (Schübbe et al., 2012) 

 

 Zusammenfassung Toxizität Silika-Nanopartikel 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass zytotoxische Effekte in beiden untersuchten 

Zelllinien nur bei sehr hohen eingesetzten Konzentrationen (200 µg ml
-1

) an Silika-

Nanopartikeln beobachtet werden, wenn die Partikelsuspensionen in Medium ohne FBS 

angesetzt wurden. Sobald Proteine im Medium vorhanden sind, kann eine Verringerung der 

Zytotoxizität (siehe LDH-Test und ROS-Messung) beobachtet werden. Ähnliche Ergebnisse 

bezüglich des Proteingehalts des Mediums sind auch in der Literatur beschrieben [23, 24]. 

Wie diese Unterschiede bezüglich der Toxizität zustande kommen und welche Rolle die 

Proteinkorona dabei spielt, ist Gegenstand weiterer Untersuchungen. 
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2.3 Toxizität von Silber-Nanopartikeln 

2.3.1 Auswirkungen der Silber-Nanopartikel auf A549-Zellen 

a) Bestimmung der Lebensfähigkeit (WST-1-Assay) und Vitalzellzahl, lichtmikroskopische 

Kontrolle der Zellmorphologie 

 WST-1-Assay 

Die Zytotoxizität von fluoreszenzmarkierten Silber-Nanopartikel wurde im Vergleich zu 

unmarkierten Partikeln und Silbernitrat an A-549 Zellen untersucht. Zur Bestimmung der 

Stoffwechselaktivität der Zellen wurde das WST-1 Testsystem (Roche Diagnostics GmbH, 

siehe oben) verwendet. 

Nach der Aussaat (5x10
4
 Zellen ml

-1
) wurden die Zellen zunächst für 24 h inkubiert, bevor 

die Nanopartikel in zwei verschiedenen Konzentrationen zugesetzt wurden. Nach 

Partikelzugabe wurden die Zellen für weitere 24 bzw. 48 h inkubiert, bevor das WST-1-

Reagenz (10 µl zu 100 µl Probenvolumen) zugegeben wurde. Zur Bestimmung der Werte in 

Anwesenheit von Silber-Nanopartikeln, die bei der Messwellenlänge eine signifikante 

Eigenabsorption aufweisen, wurde vor Reagenzzugabe ein Leerwert bestimmt, der der 

Eigenabsorption der Proben entspricht, und nach der Messung abgezogen. Ohne Abzug dieses 

Wertes tritt je nach eingesetzter Konzentration an Silber-Nanopartikeln eine signifikante 

Überbestimmung der Lebensfähigkeit auf. 
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Abbildung 38: Lebensfähigkeit von A549 nach 24 h und 48 h Inkubation in Gegenwart von Silber-

Nanopartikeln (AgPol = unmarkierte Partikel, AgPolAtto647 = fluoreszenz-markierte Partikel) und Silbernitrat 

(AgNO3). Die markierten und unmarkierten Partikel wurden nicht in identischen Konzentrationen eingesetzt. 

Neben den fluoreszenzmarkierten Silber-Nanopartikeln (AgPolAtto647, 3 und 16 µM) 

wurden auch unmarkierte Silber-Nanopartikel (AgPol, 10 und 50 µM) sowie zum Vergleich 

Silbernitrat (10 und 50 µM) in das Experiment eingesetzt. Die Lebensfähigkeit der Zellen 

wurde am deutlichsten durch die Anwesenheit des Silbernitrats beeinflusst, das schon in 

geringen Konzentrationen (10 µM) zytotoxisch wirkte. Die Lebensfähigkeit der A549-Zellen 
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wurde durch die Anwesenheit der Silber-Nanopartikel nicht signifikant beeinträchtigt 

(Abbildung 38). 

 Vitalzellzahl 

Die Auswirkungen von Silber-Nanopartikeln auf die Lebensfähigkeit von A549-Zellen 

wurden auch anhand einer Vitalzellzahlbestimmung im Vergleich zu Silbernitrat bestimmt. 

Für die Experimente wurden A549-Zellen (1,5x10
6
) in T-75 Flaschen ausgesät und für 24 h 

inkubiert. Nach Entfernen des Mediums wurden unmarkierte Ag-Nanopartikel, bzw. 

Silbernitrat in Konzentrationen von 0-200 µM Ag in DME-Medium mit 10 % Serum 

zugesetzt. Nach 48 h Inkubation (Ag-Nanopartikel), bzw. 24 h Inkubation (AgNO3) wurde 

der Überstand entfernt. Die Zellen wurden mikroskopiert und anschließend durch 

Trypsinieren abgelöst. 20 µl der Zellsuspension wurden zur Zellzählung (Casy TT) 

verwendet. Jeweils 1,5x10
6
 Zellen wurden in frischem DMEM neu ausgesät. Nach weiteren 

48 h Inkubation (Ag-Nanopartikel), bzw 72 h Inkubation (AgNO3) erfolgte eine 

abschließende Zellzahlbestimmung. 

 

Während die Inkubation mit Silber-Nanopartikeln erst bei Konzentrationen über 100 µM 

Ag eine Verringerung der Vitalzellzahl verursachte, resultierte die Inkubation in Anwesenheit 

von AgNO3 in einer signifikanten Verringerung der Lebendzellzahl bereits bei mehr als 

20 µM AgNO3. Nach Überführen in frisches Zellkulturmedium ohne Silberzusatz erholten 

sich die Zellen, die in Anwesenheit von Nanopartikeln inkubiert worden waren und zeigten 

wie die Kontrollzellen eine hohe Teilungsaktivität. Zellen, die in Anwesenheit von mehr als 

20 µM AgNO3 inkubiert worden waren, wiesen jedoch eine dauerhafte Beeinträchtigung der 

Teilungsfähigkeit auf. Nach Inkubation bei mehr als 50 µM AgNO3 verloren die Zellen ihre 

Teilungsfähigkeit (Abbildung 39). 

 

 

Abbildung 39: Vitalzellzahl von A549-Zellen nach Inkubation mit Silber-Nanopartikeln (A) und Silbernitrat 

(B). Die Vitalzellzahl wurde nach dem elektrischen Stromausschluss-Prinzip mit einem CasyTT Zellzählgerät 

bestimmt. Die Bestimmung erfolgte unmittelbar nach der Inkubation in Gegenwart von Silber sowie nach 

Überführung und Inkubation in frischem Zellkulturmedium ohne Silber.  

 

Das Ergebnis unterstützt die bisherigen Untersuchungen zur Stoffwechselaktivität der 

Zellen, bei denen ebenfalls Silberionen einen stärker toxischen Effekt zeigen. Nach 

Inkubation mit den Zellen wurde die Silberkonzentration in den Medienüberständen 
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gemessen. Die Werte entsprachen der zugesetzten Silberkonzentration. Es konnte keine 

signifikante Verringerung der Silberkonzentration im Medium verzeichnet werden. 

Zusätzlich wurde die Morphologie der A549-Zellen nach Inkubation in Gegenwart von 

AgNO3 bestimmt (Abbildung 40). Bei Konzentrationen von mehr als 20 µM AgNO3 treten 

zunehmend morphologische Veränderungen der Zellen auf. Die Zellen schrumpfen, kugeln 

sich ab und lösen sich von dem Substrat ab. Auffällig ist die Bildung blasenartiger Strukturen. 

Bei höheren AgNO3-Konzentrationen (>100 µM) wird außerhalb der Zellen zunehmend 

ausgefallenes Silber sichtbar.  

 

 

 

Abbildung 40: Morphologie von A549-Zellen nach Inkubation in Gegenwart von Silbernitrat. 

b) Einfluss von Silberionen auf enzymatische Reaktionen 

Die morphologischen Veränderungen, vor allem das Abkugeln der Zellen nach Inkubation 

mit Silbernitrat, deuten darauf hin, dass die Zellen apoptotisch werden. Um dies zu 

überprüfen, wurde die Caspase-Aktivität mittels des Caspase-Glo® Assays (Firma Promega, 

siehe oben) in Anwesenheit von Silbernitrat und Silber-Nanopartikeln bestimmt. 

Dazu wurden A549-Zellen in einer Konzentration von 5x10
3
 Zellen in 96-well 

Mikrotiterplatten ausgesät und für 24 h mit Silbernitrat (AgNO3) sowie Silber-Nanopartikeln, 

die mit Dextran oder Polymer stabilisiert waren (NP Dex und NP Pol) inkubiert. Abbildung 

41 A zeigt, dass Silbernitrat und Silber-Nanopartikel sowohl bei 10 µM als auch bei 200 µM 

keine Aktivierung zellulärer Caspasen im Vergleich zur Positivkontrolle induzieren. Aus der 

Literatur ist bekannt, dass Silberionen die Aktivität von Enzymen hemmen [35] und mit hoher 

0 µM 

25 µM 50 µM 

10 µM 
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Affinität an Thiolgruppen binden. Um zu überprüfen, ob Silberionen die enzymatische 

Reaktion, die dem Caspase-Glo® Assay zugrunde liegt, hemmen, wurde die Caspase-

Aktivität in An- und Abwesenheit von Silberionen untersucht. Dazu erfolgte eine 

Koinkubation von Staurosporin (100 µM) zusammen mit Silbernitrat bzw. Silber-

Nanopartikeln (10 µM und 200 µM) für 24 h. In Abbildung 41 B ist zu erkennen, dass die 

Detektion der durch Staurosporin induzierten Caspase-Aktivität durch die Anwesenheit von 

Silberionen beeinflusst ist. Ein vergleichbarer Effekt tritt auf, wenn erst nach erfolgter 

Induktion der Apoptose durch Staurosporin kurz vor Zugabe des Assay-Reagenz Silbernitrat 

bzw. Silber-Nanopartikel zu den Zellen gegeben werden. Auch hier ist die Caspase-Aktivität 

deutlich niedriger als in der Positivkontrolle (Abbildung 41), die keine Silber-Spezies enthält. 
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Abbildung 41: Caspase-Aktivität in A549-Zellen, die 24 h in Anwesenheit von AgNO3 bzw. Silber-

Nanopartikeln (NP Dex /NP Pol) inkubiert wurden (A). Zudem ist die Induktion der Apoptose in An- und 

Abwesenheit von Silberionen und Silber Nanopartikeln gezeigt (B). Als Positivkontrolle diente eine Inkubation 

mit Staurosporin für 24 h (100 µM). 

 

2.3.2 Auswirkungen von Silber-Nanopartikeln auf Caco-2 Zellen 

Die Zytotoxizität der fluoreszenzmarkierten Silber-Nanopartikel wurde im Vergleich zu 

unmarkierten Partikeln und Silbernitrat auch an Caco-2 Zellen untersucht.  

Neben den fluoreszenzmarkierten Silber Nanopartikeln (AgPolAtto647, 3 und 16 µM) 

wurden unmarkierte Silbernanopartikel (AgPol, 10 und 50 µM) sowie zum Vergleich 

Silbernitrat (10 und 50 µM) in das Experiment eingesetzt. Die Lebensfähigkeit der Zellen 

wurde am deutlichsten durch die Anwesenheit des Silbernitrats beeinflusst, das schon in 

geringen Konzentrationen (10 µM) zytotoxisch wirkte. Während die Lebensfähigkeit der 

A549-Zellen durch die Anwesenheit der Silber-Nanopartikel nicht signifikant beeinträchtigt 

wurde, reagierten die Caco-2 Zellen deutlich empfindlicher auf die Anwesenheit der Partikel. 

(Abbildung 42). 
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Abbildung 42: Lebensfähigkeit von Caco-2 nach 24 h und 48 h Inkubation in Gegenwart von Silber-

Nanopartikeln (AgPol = unmarkierte Partikel, AgPolAtto647 = fluoreszenz-markierte Partikel) und Silbernitrat 

(AgNO3). Die markierten und unmarkierten Partikel wurden nicht in identischen Konzentrationen eingesetzt. 

 

 Zusammenfassung Toxizität Silberpartikel 

Die hier eingesetzten Silber-Nanopartikel zeigen in A549 im Vergleich zu Silbernitrat in 

den toxikologischen Untersuchungen nur bei sehr hohen eingesetzten Konzentrationen 

(100 µM) negative Effekte auf die Lebensfähigkeit der Zellen. Caco-2 Zellen scheinen etwas 

empfindlicher zu reagieren. Unsere Untersuchungen deuten insgesamt darauf hin, dass eine 

zytotoxische Wirkung von Silber-Nanopartikeln im Wesentlichen durch den Effekt von 

Silberionen vermittelt wird [36, 37]. Die größere Empfindlichkeit von Caco-2 gegenüber den 

Silber-Nanopartikeln wird möglicherweise auch durch die unterschiedliche 

Medienzusammensetzung verursacht [38]. Zudem konnte gezeigt werden, dass Silberionen 

das Ergebnis enzymbasierter Assays beeinflussen. Dieser Umstand ist bei der toxikologischen 

Testung von Silberpartikeln zu berücksichtigen. Zu empfehlen sind hierfür Assays denen 

keine enzymatische Reaktion zugrunde liegt. Außerdem kann sich die Eigenabsorption der 

Partikel auf bestimmte Assays auswirken. 
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2.4 STED-Mikroskopie und Bildbearbeitung 

a) Prinzip der STED-Mikroskopie und STED-Aufbau 

Die STED-Mikroskopie ist wie die konfokale Mikroskopie eine rasternde 

Abbildungstechnik (Abbildung 43). Der Anregungslaser überführt die Fluorophore an einem 

Punkt der Probe in den angeregten S1-Zustand. Mithilfe des Abregungslasers größerer 

Wellenlänge wird die Rückkehr der Fluorophore in den elektronischen Grundzustand bewirkt, 

dabei kommt es zur Emission von Photonen der Wellenlänge des Abregungslasers 

(stimulierte Emission, Abbildung 44). Zur Verbesserung der Auflösung wird mittels einer 

Phasenplatte ein ringförmiges Profil des Abregungslasers erzeugt, in der Mitte weist dieses 

eine Nullstelle auf. Durch zeitliche und räumliche Überlagerung von An- und Abregungslaser 

werden die Fluorophore im Randbereich des Probenpunktes ausgeschaltet. Es resultiert ein 

schärferes Signal, das lediglich aus dem Zentrum des angeregten Fluoreszenzpunktes stammt 

und damit eine erhöhte Auflösung unterhalb des Beugungslimits [39, 40]. 

 

 
 

Abbildung 43: Strahlengang und Lage der Probe im STED-Mikroskop: Ein Scanner rastert die Probe zunächst 

in xy-Richtung lateral ab, die Fokusebene lässt sich durch Veränderung des Abstandes zwischen Probe und 

Objektiv (axial entlang der z-Achse) variieren. 

 

 
 

Abbildung 44: Jablonski-Diagramm zur Veranschaulichung der Zustände und Übergänge von Fluorophoren bei 

Anregung (grüner Pfeil), Fluoreszenz (gelber Pfeil) und stimulierter Emission (roter Pfeil). S0 = Grundzustand, 

S1 = angeregter Zustand, T1 = Triplett-Zustand. 
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Das STED-System ist in das Konfokalsystem TCS SP5 (Leica Microsystems GmbH) 

integriert (Abbildung 45). Von besonderer Bedeutung für die STED-Mikroskopie sind die 

speziellen An- und Abregungslaser: 

 Anregungslaser: gepulster Diodenlaser (PICOQUANT PDL 800-B mit Laserkopf LDH-

P-C-640B) Wellenlänge: 638-639 nm, Wiederholungsfrequenz: 80 MHz, durchschnittliche 

variable Laserintensität: < 10 mW, minimale Pulsbreite: 68 ps (Ausgangssignal) 

 Abregungslaser: gepulst (Spectra-Physics Breitband MaiTai Titan-Saphir 

Kompaktlaser-System mit Netzteil und Wasserkühlung) Wellenlänge: 710-990 nm, 

Wiederholungsfrequenz: 80 MHz, durchschnittliche Pulsintensität: < 1,8 W, Pulsbreite: 100 fs 

(Ausgangssignal) 

 

 

Abbildung 45: STED-System am INM. 

b) Bestimmung der Geräteparameter 

Die Funktionsweise des Gerätes wurde durch Variation verschiedener Geräteparameter 

(Intensität von Anregungs- und STED-Laser, Verzögerungszeit zwischen An- und 

Abregungspuls) optimiert, dazu gehörte auch die Wahl der Abregungswellenlänge. Die 

einzusetzende Abregungswellenlänge wird entsprechend dem Absorptions- und 

Emissionsspektrum des zu detektierenden Fluorophors gewählt (Abbildung 46). Dabei führt 

eine Abregungswellenlänge zu dicht am Emissionsmaximum (< 750 nm) zur Anregung in 

höhere Energiezustände und zu einem hohen Bildhintergrund. Bei größeren Wellenlängen 

(> 800 nm) sinkt die Effizienz der Abregung und damit die Auflösungsverbesserung. 

Atto647N markierte Proben wurden in der Regel bei einer Wellenlänge von 750 nm optimal 

abgeregt. Vereinzelt kommt es bei dieser Wellenlänge in biologischen Proben allerdings zu 

einer Anregung des Fluorophors durch den Abregungslaser, der sogenannten Anti-Stokes 

Anregung [17]. In diesen Fällen wurde eine Abregungswellenlänge von 780 nm verwendet. 

Hier ist zwar die Effizienz der Abregung geringer, die Leistung des Lasers aber höher als bei 

750 nm, was in der Summe ähnlich gute Ergebnisse bringt. 
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Abbildung 46: Anregungs- und Emissionsspektrum des Farbstoffs Atto647N, der für die STEDMikroskopie 

eingesetzt wird. Die Wellenlänge des Abregungslasers liegt so, dass sie nicht zur Anregung des Fluorophors 

führt. 

 

Die laterale Auflösung wurde durch Bestimmung der Halbwertsbreite der 

Punktverschmierungsfunktion (PSF) in der Fokalebene bestimmt. An 25 nm fluoreszierenden 

Partikeln (Crimson Beads, Invitrogen, F8782) wurde eine laterale Auflösung von 92 nm 

gemessen (Abbildung 47). 

 

  

Abbildung 47: STED-Auflösung im Vergleich zur beugungsbegrenzten Konfokalmikroskopie. Als Probe 

wurden fluoreszierende 25 nm Partikel verwendet, Einbettmedium FluorSave. Maßstabsbalken = 500 nm. 

 

konfokal 

STED 
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c) Eigenschaften der verwendeten Einbettmedien 

Die Probenvorbereitung für die STED-Mikroskopie erfordert im Prinzip die gleichen 

Schritte wie die Präparation für die herkömmliche Konfokalmikroskopie. Trotzdem erfordert 

die erhöhte Auflösung und auch die erhöhte Laserintensität eine Optimierung bestehender 

Protokolle [41]. Vor allem das verwendete Einbettmedium spielt für die Qualität der 

Abbildungen eine wesentliche Rolle. Mit Ausnahme von Lebendbeobachtungen werden 

Proben für die Lichtmikroskopie üblicherweise in einem Medium eingebettet, dessen 

Brechungsindex möglichst dem von Glas gleicht. Idealerweise bleibt so entlang des gesamten 

Lichtweges der Brechungsindex konstant. Bei Abweichungen führt die sogenannte 

Brechungsindexfehlanpassung zu einer verminderten Auflösung und Lichtausbeute. Weitere 

Effekte sind eine Streckung oder Stauchung des Bildes entlang der optischen Achse 

(„Fischtank-Effekt“) sowie sphärische Aberration, bei der Licht aus peripheren und zentralen 

Gebieten des Bildfeldes axial nicht auf den gleichen Punkt fokussiert wird. 

Aus einer Vielzahl möglicher Einbettmedien wurden fünf ausgewählt, die in der 

Mikroskopie etabliert sind, davon Fluorsafe, Prolong Gold und Gel/Mount als kommerzielle 

Medien, sowie Mowiol (mit ROXS Bleichschutz [42], siehe unten) und TDE [43] als selbst 

hergestellte Alternativen. Alle Medien zeigen Unterschiede hinsichtlich ihres Brechungsindex 

und des Bleichverhaltens von fluoreszierenden Nanopartikeln sowie fluoreszenzmarkierter 

zellulärer Strukturen. Zusätzlich konservieren nicht alle Medien die dreidimensionale Struktur 

fixierter Zellen gleich gut und sind auch nicht gleich gut für alle Arten von Markierungen 

geeignet. 

 

Zur Brechungsindexbestimmung wurden die Medien in Form eines dünnen Films auf 

Glasobjektträger aufgetragen, mindestens 24 h getrocknet und mittels Ellipsometrie 

(Spectroscopic Ellipsometer M-2000/A-SE, Woollam, USA) vermessen. In 

aufeinanderfolgenden Messungen zeigten sich große Schwankungen zwischen verschiedenen 

Präparationen und in Abhängigkeit von der Dauer des Trocknungsprozesses, was eine 

eindeutige Bestimmung belastbarer Werte nicht zuließ (Tabelle 7). Neben Mowiol wies 

FluorSave nach den Messungen den höchsten Brechungsindex auf, beide Einbettmedien 

wurden zur Herstellung von STED-Proben eingesetzt. Im Vergleich zu den aushärtenden 

Medien kann der Brechungsindex von TDE beliebig eingestellt werden und erreicht deutlich 

höhere Brechungsindizes (RI = 1,33-1,518). Diesbezüglich ist TDE von anderen Medien 

unerreicht. Nachteile von TDE sind, dass es bei Lagerung zur Degradation neigt und dass es 

nicht zur Einbettung eines mit Phalloidin markierten Aktinzytoskeletts geeignet ist [43]. 

 

 Probe 1 nach 24 h Probe 2 nach ~3d Probe 3 nach 25 d Literaturwert 

Mowiol 1,4725  1,4305 1,4661  1,49 

FluorSave 1,4943 1,4245 1,4791 Keine Angabe 

ProLong Gold 1,4725  1,4256 1,4656  1,46 

Gel/Mount 1,4929 1,4246 1,4305 Keine Angabe 

 

Tabelle 7: Brechungsindizes (RI) ausgehärteter Einbettmedien in drei unabhängigen Ansätzen, bestimmt mittels 

Ellipsometrie. Die Brechungsindizes der nicht-ausgehärteten Medien betragen: Mowiol RI = 1,3832, FluorSave 

RI = 1,3565. 
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Um den Einfluss der Einbettmedien auf das Auflösungsvermögen des Mikroskops 

festzustellen, wurden fluoreszenzmarkierte Nanopartikel (TetraSpeck, Invitrogen, T7279, 

d = 100 nm) entsprechend eingebettet und ihre Punktverschmierungsfunktionen (PSF) in 

verschiedenen Abbildungskanälen aufgenommen (Abbildung 48). Dabei zeigte sich, dass der 

als „dark red“ (λexc = 660 nm, λem = 680 nm) bezeichnete Farbstoff für STED-Abbildungen 

verwendet werden konnte. Anhand der Schnittprofile wird ersichtlich, dass die axiale 

Auflösung durch den höheren Brechungsindex des TDE [43] geringfügig verbessert ist. Im 

Vergleich dazu wurde an den hier verwendeten Objekten kein eindeutiger Einfluss des 

Einbettmediums auf die laterale Auflösung festgestellt. 

 

Einbettmedium/ 

Projektionsebene 

(n) Messungen 

Kanal 1: 

konfokal,  

λexc = 488 nm 

Kanal 2: 

konfokal,  

λexc = 561 nm  

Kanal 3:  

STED,  

λexc = 638 nm  

Schnittprofile 

lateral/ axial, 

STED-Kanal 

TDE 

 

lateral 

 

n = (21,19,17)    
 

FWHM Gauss = 124 nm 

FWHM Lorentz = 123 nm 

TDE  

 

axial 

 

n = (21,19,17) 

   

 

FWHM Gauss = 775 nm 

 

Abbildung 48: Laterale und axiale Schnitte durch die PSF, konfokal und im STED-Aufnahmemodus in TDE als 

Einbettmedium (97% 2-Thiodiethanol, flüssig, n = 1,518). Maßstabsbalken = 500 nm, n gibt die Anzahl der 

gemittelten Bilder für die einzelnen Kanäle (488nm, 561nm, STED) an. Für den STED-Kanal wurde jeweils ein 

Fit des Schnittprofils angefertigt: für den axialen Schnitte mit einem Gauss-Profil, für den lateralen Schnitte mit 

einem Gauss- und einem Lorentz-Profil,  FWHM = Halbwertsbreite des Signals. Die Schnittlinie für die axialen 

Profile wurde entlang der Hauptachse der PSF gelegt. 

 

 Einfluss von Einbettmedien auf das Bleichverhalten von Nanopartikeln 

Für die STED-Mikroskopie ist die Optimierung der Bleichstabilität der Proben besonders 

wichtig, da zusätzlich zur Anregung noch das intensive Abregungslicht hinzukommt. Zu 

diesem Zweck wurde der Einfluss verschiedener Einbettmedien auf das Bleichverhalten 

fluoreszenzmarkierter SiO2- und Silber-Nanopartikel untersucht. Auf das Bleichverhalten der 

SiO2-Partikel wirkte sich die Anwesenheit der verschiedenen Einbettmedien nicht in 

signifikantem Maße aus (Abbildung 49). Dieses Ergebnis ist naheliegend, da innerhalb von 
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Partikeln, die über ihr gesamtes Volumen Farbstoffmoleküle enthalten, nur die äußersten 

Fluorophore in Kontakt mit dem Einbettmedium treten, während der Rest durch die 

Partikelmatrix abgeschirmt wird. Bei den Silberpartikeln dagegen wurde die 

Fluoreszenzmarkierung an der Partikeloberfläche angebracht. In allen verwendeten 

Einbettmedien war ein schnelles Bleichen zu beobachten. Dieses kann durch Wirkung des 

STED-Lasers auf vorübergehend besetzte Triplett-Zustände beeinflusst werden [44]. Eine 

schnelle Entleerung der Triplett-Zustände kann von Reduktions- und Oxidations- (ROX) 

Systemen vermittelt werden [42]. Der Zusatz eines ROX-Systems (1 mM Methylviologen, 

1 mM Ascorbinsäure) hatte vor allem in PBS mit geringer Viskosität eine deutliche 

Verlangsamung des Bleichens zur Folge (Abbildung 49). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 49: Bleichverhalten von fluoreszenzmarkierten 9 nm Silber-Nanopartikeln (links) und 80 nm SiO2-

Nanopartikeln (rechts) in unterschiedlichen Einbettmedien. Die Signale wurden zur Vergleichbarkeit normiert. 

Die Linien sind Anpassungen von monoexponentiellen Zerfallskurven (a), in (b) mit zusätzlichem abfallendem 

Gauß-Anteil. 

 

 Einfluss von Einbettmedien auf das Bleichverhalten fluoreszierender biologischer 

Proben 

Der Einfluss aushärtender Einbettmedien (Mowiol = Polyvinylalkohol mit DABCO (1,4-

Diazabicyclo(2,2,2)octan) als Anti-Bleichmittel), FluorSave, ProLong Gold) auf das Bleichen 

biologischer Proben wurde am Beispiel GFP-markierter (Membranmarkierung pAcGFP1-

Mem, Clontech) A549-Zellen untersucht. Jede Probe wurde über einen Zeitraum von 105 s 

abgerastert (jeder Probenpunkt dabei 100 x). Vor allem in FluorSave trat dabei ein schnelles 

Bleichen auf, während Mowiol und ProLong Gold etwa gleich gut vor Bleichen schützten 

(Abbildung 50). Daneben zeigte sich auch, dass Mowiol die dreidimensionale Struktur der 

fixierten Zelle besser konserviert als FluorSave, welches in einigen Fällen eine deutliche 

Kompaktierung der Zellen in axialer Richtung zur Folge hatte. Speziell für Untersuchungen 

der Lokalisation von Nanopartikeln im Verhältnis zu Zellorganellen erweist sich daher die 

Einbettung in Mowiol als empfehlenswert. 
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Abbildung 50: Einfluss verschiedener Einbettmedien auf das Bleichen von GFP in fixierten Zellen bei 

kontinuierlicher Beleuchtung (Anregungswellenlänge = 488 nm). 

d) STED-Mikroskopie an verschiedenen Typen von Nanopartikeln 

Im Rahmen des Vorhabens wurden STED-Aufnahmen an verschiedenen Typen von 

Partikeln erstellt, darunter 

 Silika-Nanopartikel, die mit Atto647N (Atto-tec) und Dy648 (Dyomics) markiert 

wurden (durchgefärbte Partikel und Kern-Schale Partikel) 

 Kommerzielle Polystyrol-Partikel (Crimson Beads, TetraSpeck). 25 nm Polystyrol-

Partikel wurden standardmäßig zur Aufnahme der Punktverschmierungsfunktion 

eingesetzt. 

 Silber-Nanopartikel 

 Im Rahmen paralleler Vorhaben werden außerdem Gold-Nanopartikel für die STED-

Mikroskopie eingesetzt, die mit dem Farbstoff Atto647N markiert sind, sowie 

FexOy@SiO2-Kern-Schale-Partikel, die mit Atto647N markiert sind. 

 Kommerzielle Quantum Dots (Qdot® 655 ITK™ carboxyl quantum dots) sind für 

STED-Aufnahmen mit dem bestehenden System nicht geeignet [45]. 

 

 Konfokal-, STED-, Rasterelektronen-Mikroskopie an mit Atto647N markierten SiO2-

Nanopartikeln 

130 nm Kern-Schale-Partikel wurden zum Vergleich mit drei verschiedenen 

Mikroskopietechniken (Konfokal, STED, Rasterelektronenmikroskopie, REM) abgebildet 

(Abbildung 51). Die REM-Auflösung ermöglicht eine exakte Größenbestimmung der 

einzelnen Partikel sowie die Sichtbarmachung einzelner Partikel innerhalb von Agglomeraten. 

Auch die STED-Mikroskopie ermöglichte eine hochauflösende Abbildung einzelner 

fluoreszierender Partikel und einzelner Partikel innerhalb von Agglomeraten. Mit diesem 

Vergleich konnte die Überlegenheit der STED-Technik gegenüber der herkömmlichen 

Konfokaltechnik an Silikapartikeln gezeigt werden. Darüber hinaus geht aus dem Vergleich 

hervor, dass jedes einzelne Partikel eine Fluoreszenzmarkierung trägt. 
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Abbildung 51: Kombinierte STED-, Konfokal- und Rasterelektronenmikroskopie an derselben Partikelprobe. 

Die verdünnte Partikelsuspension (Kern-Schale-Partikel, Verdünnung 1:100) wurde auf der Oberfläche eines 

Deckglases eingetrocknet. Die Konfokal- und STED-Abbildung wurden einer Bildbearbeitung unterzogen, um 

einen Teil des Rauschens zu unterdrücken. Die Bildbreite beträgt 16,2 µm. Die vergrößerten Bildausschnitte 

stammen jeweils aus dem unteren rechten Bildteil. (Schübbe et al., 2010) 

 

 STED-Mikroskopie an mit Dy-Farbstoffen markierten SiO2-Partikeln 

Neben dem Farbstoff Atto647N wurden auch Dy-Farbstoffe (Dyomics) auf ihre 

Verwendbarkeit für die STED-Mikroskopie getestet (Abbildung 52). Die hergestellten 

Partikel verschiedener Größe ließen sich sowohl mittels Konfokal- als auch mittels STED-

Mikroskopie abbilden. Die Dy648-markierten Partikel zeigten zwar eine ausreichende 

Stabilität zur Aufnahme von 2D Bildern, aufgrund des starken Bleichens konnten allerdings 

wiederholte Aufnahmen desselben Probenbereichs nicht durchgeführt werden. Zur Aufnahme 

drei-dimensionaler Bildstapel erwiesen sich die mit Dy648 markierten Partikel deshalb, 

anders als die mit Atto647N modifizierten Partikel, als nicht geeignet. 

 

2µm 
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FD 25 Dy648 FD 25 Dy648

Konfokal STED

FD 45 Dy648 FD 45 Dy648

FD 80 Dy648 FD 80 Dy648

 

Abbildung 52: Konfokal und STED-Aufnahmen von 29 nm (FD 25 Dy648), 57 nm (FD 45 Dy648) und 77 nm 

(FD 80 Dy648) großen SiO2-Nanopartikeln unter Verwendung von Dy648 als Fluoreszenzmarker. 

 STED-Abbildung von Silber-Nanopartikeln 

Für die Abbildung von 9 nm Silber-Nanopartikeln wurden diese mit poly-L-Lysin am 

Deckglas fixiert und anschließend mit einem ROXS-Bleichschutz eingebettet. Die erreichbare 

Abbildungsqualität und die Auflösungsverbesserung durch STED lassen sich in Abbildung 53 

nachvollziehen. Fluoreszenzintensitätsprofile durch den in Abbildung 53b markierten Bereich 

sind in Abbildung 54 dargestellt. 
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Abbildung 53: (a) Konfokalaufnahme von 9 nm Silber-Nanopartikeln. (b) STED-Abbildung von 9 nm Silber-

Nanopartikeln. (c) Abbildung b nach linearer Entfaltung mit einer modellierten 2D-Lorenz-PSF, FWHM 75 nm. 

 

Die laterale Auflösung (FWHM) konnte zu Δx=79 nm bestimmt werden. Verglichen mit 

der Größe der Partikel umfasst somit die Halbwertsbreite der Auflösung den zehnfachen 

Partikeldurchmesser, so dass es nicht möglich ist, ohne weitere Informationen separierte 

Signale einzeln vorliegenden Partikeln zuzuordnen. 

 

Abbildung 54: Fluoreszenzintensitätsprofile durch den in Abbildung 56 b) markierten Bereich mit Lorenz-

Fitkurven. 

 

Bei Aufnahmen der Silber-Nanopartikel in Zellen wurde eine STED-Auflösung von 

Δx=80 nm erreicht (Abbildung 55). Das ausgeprägte Bleichen der Silber-Nanopartikel 

schränkt ihre Anwendbarkeit zur Aufnahme von 3D-Bildstapeln in STED-Auflösung 

gegenüber Atto647N-markierten Silikapartikeln ein. 

a) b) c) 
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Abbildung 55: STED-Abbildung von 9 nm Silber-Nanopartikeln (rot, linear entfaltet und aufgehellt) nach 

Aufnahme durch eine Caco2-Zelle (Aktin-Zytoskelett grün markiert). Die Vergrößerung und die beiden 

Schnittprofile durch den markierten Bereich demonstrieren die Auflösungsgrenze des Abbildungsmodus.  

e) Bildbearbeitung und Bildauswertung 

Im Berichtszeitraum wurde die STED-Mikroskopie zur Abbildung von Nanopartikeln, 

sowohl separat als auch in zellulärer Umgebung, und biologischer Strukturen eingesetzt. Ein 

Schwerpunkt lag darin, geeignete Methoden zur Bearbeitung der STED-Daten zu etablieren 

und zur Bildauswertung einzusetzen. 

 Bildbearbeitung 

Mikroskopische Verfahren gleich welcher Art reproduzieren nicht das Objekt, das mit 

ihnen beobachtet wird, sondern erzeugen ein Abbild, das sich vom Objekt klar unterscheidet. 

Diese Abweichungen sind zum Teil auf physikalische Prinzipien zurückzuführen. So ist etwa 

die räumliche Auflösung jeglicher mikroskopischer Technik in Abhängigkeit vom 

Arbeitsprinzip der Methode mehr oder weniger stark begrenzt. Zudem weicht jedes reale 

optische Element eines Mikroskops in seinen Abbildungseigenschaften vom theoretisch 

beschreibbaren Idealzustand ab. Die Summe dieser Abweichungen beeinflusst den 

allgemeinen Abbildungsprozess und führt zu einem individuellen, charakteristischen 

„Fingerabdruck“ jedes Mikroskops, der sogenannten Punktverschmierungsfunktion (PSF, 

point spread function). Die PSF entspricht dem mikroskopischen Abbild eines idealen, 

punktförmigen Objektes, und ist in ihrer räumlichen Ausdehnung zugleich ein Maß für die 

optische Auflösung des Mikroskops. Diese ist im Konfokalmikroskop besonders in axialer 
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Richtung (der Strahlrichtung) gering, die PSF also recht ausgedehnt, was zur Folge hat, dass 

Objekte auch außerhalb ihrer Fokalebene zum detektierten Signal beitragen. Sehr kleine 

Objekte wie etwa Nanopartikel erscheinen daher axial stark gedehnt, was es erschwert, 

Aussagen über ihre genaue Position oder ihre Lagebeziehung zu anderen Objekten zu treffen. 

Abgesehen von stochastischen Methoden wie PALM [46] und STORM [47] nutzen viele 

hochauflösende Methoden, darunter die STED-Mikroskopie, SIM (structured illumination 

microscopy) [48] und 4Pi-Mikroskopie [49] verschiedene Mechanismen, um die Gestalt der 

PSF zu modulieren und ihr Volumen effektiv zu reduzieren. Im Falle des Leica TCS STED-

Mikroskops betrifft diese Reduktion nur die laterale Bildebene, innerhalb derer die PSF eng 

begrenzt und somit die Auflösung stark erhöht ist. Die axiale Ausdehnung der PSF 

unterscheidet sich dagegen nicht von der des Konfokalmikroskops (Abbildung 56). 

 

 

Abbildung 56: Axialer Schnitt der PSF des Leica SP5 TCS STED. Die deutlich höhere Auflösung in der x/y-

Ebene gegenüber der z-Achse führt zu einer stark elongierten Gestalt der PSF. 

 

Da man den Prozess der Bildgebung als Transformation eines Objektes zu einem – in 

seiner Auflösung begrenzten – Bild verstehen kann, einer sogenannten Faltung des Objektes 

mit der jeweiligen PSF, liegt es nahe, dies mathematisch rückgängig zu machen. Im Idealfall 

überführt diese Operation, die Entfaltung, das mit dem Mikroskop aufgenommene Bild 

zurück zu dem der Aufnahme zugrunde liegenden Objekt. Signalbeiträge aus nicht-fokalen 

Bereichen werden wieder dem räumlich begrenzten Objekt zugerechnet, dem sie entstammen. 

Auch das Verhältnis von Signal und Rauschen kann dabei erheblich verbessert werden. Mit 

nicht-linearen Entfaltungsalgorithmen können, innerhalb gewisser Grenzen, sogar Details 

unterhalb der Schwelle der optischen Auflösung rekonstruiert werden[50]. Insbesondere bei 

räumlich komplexen Strukturen erlaubt meist erst die Bildentfaltung eine klare Aussage über 

Lagebeziehungen [51, 52], beispielsweise zu von einer Zelle aufgenommenen Nanopartikeln. 

 

Grundlage der mathematischen Entfaltung aller konfokalen und STED-Bilddaten aus 

biologischen Experimenten sind experimentell bestimmte PSFs. Es ist allerdings auch 

möglich, eine unbekannte PSF mittels spezieller Entfaltungsalgorithmen aus den Bilddaten 

selbst zu rekonstruieren. Fälle, in denen die PSFs unbekannt sein können, treten 

beispielsweise bei Abbildungen biologischer Systeme auf, die schlecht zur Messung von PSFs 

reproduzierbar sind, wie in Live-Cell-Anwendungen oder Gelmatrizes. Im Allgemeinen führt 

die Anwendung solcher Blind-Entfaltungen jedoch zusätzliche Unbekannte in das 

z 

x/y 

z 
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mathematische Problem ein, so dass eine Entfaltung mit einer experimentell bestimmten PSF 

zuverlässigere und qualitativ hochwertigere Ergebnisse liefert. 

 

Zu diesem Zweck wurde im Rahmen des Vorhabens eine Bibliothek mit PSFs der 

verschiedenen Abbildungsmodi (STED, konfokal, Multiphoton) des Leica TCS SP5 STED 

Mikroskops angelegt, wobei folgende Parameter variiert wurden: Die Anregungswellenlängen 

und Emissionsspektren der typischerweise verwendeten Fluorophore, die in Gebrauch 

befindlichen Einbettmedien, zwei verschiedene Größen der konfokalen Apertur und die zur 

Verfügung stehenden Objektive. Dazu wurden fluoreszenzmarkierte Nanopartikel mit 

Durchmessern von 20-40 nm unter den jeweiligen Abbildungsbedingungen dargestellt. In 

jeder PSF der Bibliothek sind etwa einhundert individuelle Aufnahmen einzelner 

Nanopartikel vereinigt, die unter gleichen Bedingungen angefertigt wurden. Diese Bibliothek 

wird ständig erweitert und überprüft, so dass die Entfaltung von Abbildungen, die unter 

verschiedenen experimentellen Bedingungen entstanden sind, auf Grundlage der reellen PSF 

des abbildenden Systems möglich ist. 

 

Zur Begutachtung und routinemäßigen Entfaltung dreidimensionaler lichtmikroskopischer 

Aufnahmen wurde die kommerzielle Software Huygens Professional (Scientific Volume 

Imaging B.V., Hilversum, Niederlande) eingesetzt. Das Programm ermöglicht eine schnelle 

und benutzerfreundliche Entfaltung einer großen Anzahl von Daten. Die Bestimmung des für 

die Qualität der Entfaltung äußerst wichtigen Regularisierungsparameters verläuft hier über 

die Angabe des Verhältnisses von Signal zu Rauschen (SNR, signal-to-noise ratio), welches 

aus den Bilddaten abgeschätzt werden kann. Bei schlechtem SNR wird automatisch eine 

starke Regularisierung gewählt, die während der Entfaltung wiederum eine starke Glättung 

der Strukturen erzwingt. Dies geht allerdings auf Kosten der Auflösung, weshalb bei gutem 

SNR eine schwächer regularisierte Entfaltung durchgeführt werden kann. Die Steuerung über 

den SNR-Parameter ist wichtig, da eine Entfaltung mit einer zu schwachen Regularisierung 

Artefakte erzeugen kann, indem beispielsweise kontinuierliche Strukturen fälschlicherweise 

unterbrochen werden. Aus diesem Grund wurden experimentell Bereiche des SNR-

Parameters in konfokal- wie auch STED-Aufnahmen festgelegt, innerhalb derer die 

Regularisierung der Entfaltungsoperation mit der verbesserten Auflösung der STED-

Abbildung kompatibel ist, und diese nicht durch Überregularisierung geglättet wird. 

Abbildung 57 zeigt anhand eines xy-Schnitts und einer Maximumprojektion den Vergleich 

von Rohdaten und Entfaltung bei einem konfokalen Bildstapel in drei Kanälen. 
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Abbildung 57: Konfokalaufnahme von A549-Zellen vor (a, c) und nach der Entfaltung mit Huygens 

Professional (b, d). Rot: Aktin-Zytoskelett, grün: 9 nm Silber-Nanopartikel (200 µM, 48 h Inkubation), blau: 

Lamin-B, Zellkernlamina. In den xy-Schnitten (a, b) ist deutlich zu erkennen, wie nach der Entfaltung Beiträge 

von Ebenen außerhalb des Fokus entfernt wurden (z.B. der Bereich innerhalb der Zellkerne). In der 

Maximumprojektion (c, d) sind vor allem die Aktin-Filamente sehr viel deutlicher zu erkennen. Die recht 

lichtschwachen Nanopartikel profitieren von der Rauschreduktion und können besser lokalisiert werden. 

Parameter: Entfaltung mittels Classical Maximum Likelihood Estimation (CMLE) mit experimenteller PSF; 

SNR = 30 (rot), 10 (grün), 15 (blau); 40 Iterationen.  
 

 Bildauswertung 

Zur quantitativen Auswertung von Bildinformationen wurden für biologische Experimente 

Zählalgorithmen für einzelne Objekte, basierend auf der Anwendung eines Schwellwerts 

genutzt, die im freien Bildverarbeitungsprogramm ImageJ (National Institutes of Health) [53] 

zur Verfügung stehen. So konnte nach Inkubation von A549-Zellen in Anwesenheit von 

130 nm SiO2-Partikeln die zeitabhängige Agglomeration der Partikel bestimmt werden. Die 

verbesserte Auflösung der STED-Methode erlaubt es dabei, einzelne, nicht agglomeriert 

vorliegende Nanopartikel als solche zu erkennen. Die Klassifizierung der detektierten 
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Agglomerate (mit Partikelanzahl n ≥ 1, Berechnung des Agglomerat-Durchmessers basierend 

auf einem Kugel-Modell, Abbildung 65) wurde so zur Quantifizierung der Partikel-

Agglomeration innerhalb der Zellen eingesetzt (Abschnitt 2.5 b, [54]. Nanopartikel-

Agglomerate wurden in Fluoreszenzabbildungen mittels eines Wavelet-basierten Schemas 

detektiert. Der Abstand zwischen Nanopartikel-Agglomeraten und Zellkernen wurde mittels 

Segmentierungsalgorithmen bestimmt (Abschnitt 2.5 d) [55-57]. Des Weiteren wurden 

Kolokalisationsanalysen durchgeführt, bei denen mittels des Programms Huygens 

Professional Manders-Koeffizienten von Zweikanalaufnahmen bestimmt wurden (Abschnitt 

2.5 a und 2.5 g). Für Untersuchungen von Interaktionen internalisierter Nanopartikel mit 

zellulären Komponenten wurde in Studien an lebenden Zellen das dynamische Verhalten von 

fluoreszenzmarkierten Partikeln und Vesikeln untersucht. Eine auf dem Programm Matlab 

basierte RICS-Analyse (Raster Image Correlation Spectroscopy) zeigte eine synchrone 

Bewegung in beiden Kanälen (Abschnitt 2.5 g [58]. 

2.5 Aufnahme und Lokalisation fluoreszenzmarkierter Nanopartikel 

a) Mechanismus der Partikelaufnahme bei A549-Zellen 

Die Aufnahme von Nanopartikeln in Zellen führt dazu, dass die Partikel in direkten 

Kontakt mit intrazellulären Komponenten wie Organellen, Strukturproteinen, Enzymen oder 

Signalmolekülen treten und beeinflusst somit deren mögliche Auswirkungen. Bereits der 

Mechanismus über den die Aufnahme vermittelt wird, bestimmt über den Zielort an den die 

Partikel innerhalb der Zelle gelangen [59]. Es wird davon ausgegangen, dass Nanoobjekte 

durch endozytotische Prozesse [60-63] internalisiert werden, wodurch sie zunächst in 

membranumgrenzten Vesikeln vorliegen. Daneben gibt es auch Hinweise darauf, dass 

Partikel durch Penetration der Plasmamembran in Zellen gelangen können [64-66]. Diverse 

Aufnahmemechanismen wurden gerade in letzter Zeit für verschiedene Zell- und 

Materialtypen identifiziert [67-70]. Doch obwohl es Hinweise darauf gibt, dass z.B. 

Partikelgröße [71] und Oberflächenmodifikation [72] eine Rolle spielen, ist bisher ein 

genereller Zusammenhang zwischen Partikeleigenschaften und Art der Aufnahme nicht 

identifiziert worden. Im Rahmen dieses Projektes wurde untersucht, über welchen 

Mechanismus 80 nm große Silika-Partikel in A549-Zellen aufgenommen werden. 

 

Zur Herstellung von Mikroskopieproben wurden die Zellen mit den Partikeln in Gegenwart 

von Serum inkubiert. Die Zellen wurden anschließend gewaschen, in 4 % Paraformaldehyd 

fixiert und durch Behandlung mit 0,2 % Triton-X-100 (15 min) permeabilisiert. Zur 

Markierung wurden die in den entsprechenden Abschnitten angegebenen Farbstoffe, 

Antikörper oder autofluoreszierenden Proteine eingesetzt. 

 Kolokalisation von Clathrin und Caveolin mit 80 nm SiO2-Partikeln 

Für die Kolokalisationsanalysen wurden A549-Zellen für 30, 60, 90, 120 und 180 min mit 

80 nm SiO2-Partikeln (20 µg ml
-1

) inkubiert. Nach der Fixierung wurden die Proben mit Anti-

Clathrin (heavy chain, Sigma C1860), bzw. Anti-Caveolin (Cav3, Sigma WH0000859M3, 

65% Identität zu Cav1) Antikörper markiert. Von allen Proben wurden z-Serien (Partikel im 

STED-Kanal, Proteine im Konfokalkanal) aufgenommen und entfaltet. Die 

Kolokalisationsanalyse, die den räumlichen Überlapp der Signale aus zwei unterschiedlichen 
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Kanälen misst, wurde mit Huygens Professional durchgeführt und die Überlappkoeffizienten 

M1 (Clathrin bzw. Caveolin) und M2 (Silika Partikel) nach Manders [73] bestimmt. Dabei gibt 

M1 den Grad der Kolokalisation des Clathrin-, bzw. Caveolinsignals mit dem der SiO2-

Partikel an und M2 (= SiNP, Abbildung 59 und 60) den Grad der Kolokalisation der 

Nanopartikel mit Clathrin. Für beide Kanäle wurden unterschiedliche Schwellwerte zur 

Diskriminierung von Signal und Hintergrund gesetzt (Abbildung 59 und 60). 

 

 
 

Abbildung 58: A549 Zellen (Caveolin, grün) nach 90 min Exposition gegenüber 80 nm SiO2 Partikeln (rot), 

links im Konfokalmodus, rechts in STED-Auflösung. Kreise markieren Partikelanhäufungen, die nur in STED 

unterscheidbar sind. Pfeile deuten auf Partikel, die im Konfokalmodus scheinbar mit Caveolin kolokalisieren, 

aber in STED vom Caveolinsignal separierbar sind. 

 

 
 

Abbildung 59: A549-Zellen (Caveolin, grün) nach 30 (links) und 180 min (rechts) Inkubation in Gegenwart von 

80 nm SiO2-Partikel (20 µg ml
-1

, rot). Die Tabelle gibt die Schwellwerte und die Kolokalisationswerte (SiNP, 

siehe Text) an. 

Im Verlauf von drei Stunden wurden zunehmend Partikel in die Zellen aufgenommen. Im 

Vergleich zu Clathrin wird Caveolin in A549 anscheinend stärker exprimiert und gibt ein sehr 

viel dichteres Signal (Abbildung 58). Die Messungen der Kolokalisation von SiO2 Partikeln 

mit Caveolin (Abbildung 59) und Clathrin (Abbildung 60) zeigen, dass keine systematische 

Kolokalisation vorliegt. Jedoch ist hierbei zu berücksichtigen, dass die beiden Kanäle, STED 

und Konfokal, unterschiedliche Punktverschmierungs-Funktionen (PSFs) haben. Deshalb 
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müssen die Werte von M2 als obere Abschätzungen betrachtet werden. Diese 

Nebenbedingungen haben auf die Validität der Ergebnisse hier jedoch keinen Einfluss. 

 

 
 

Abbildung 60: A549-Zellen (Clathrin, grün) nach 30 (links) und 180 min (rechts) Inkubation in Gegenwart von 

80 nm SiO2-Partikel (20 µg ml
-1

, rot). Die Tabelle gibt die Schwellwerte und die Kolokalisationswerte (SiNP, 

siehe Text) an. 

 

Eine Erklärung für das geringe Ausmaß an Kolokalisation der Partikel mit Clathrin liegt in 

der als statisches Experiment durchgeführten Analyse. Nach dem Ablösen Clathrin-umhüllter 

Vesikel von der Plasmamembran kommt es innerhalb kurzer Zeit (1-2 min) zum Abwerfen 

der Clathrinhülle [74]. Vermutlich führt der unter diesen Bedingungen gemessene Wert 

demnach zu einer Unterschätzung der Beteiligung von Clathrin an der Partikelaufnahme. 

 Inhibition der Partikelaufnahme 

In Ergänzung zur Kolokalisationsanalyse wurde eine Inhibitionsstudie durchgeführt. Die 

Clathrin vermittelte Endocytose kann durch ein hypertonisches Milieu (0,45 M Saccharose) 

gehemmt werden [75]. Hierfür wurden die Zellen zunächst 30 min mit 0,45 M Saccharose in 

DMEM vorinkubiert. Danach wurden die Zellen unter den zuvor eingestellten Bedingungen 

für drei Stunden den Partikeln ausgesetzt. Für die mikroskopische Analyse wurden die 

Plasmamembran (DiI, Invitrogen) und der Zellkern (Sytox Blue, Invitrogen) angefärbt 

(Abbildung 61). 

Die Partikelaufnahme wird durch hypertonisches Milieu nicht beeinträchtigt. Ebenso wie 

bei der Kontrolle in DMEM ohne Saccharose wurden in den Proben Partikel im Cytoplasma 

detektiert. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Aufnahme von 80 nm Silika-Partikeln 

in A549-Zellen im Wesentlichen unabhängig von Clathrin erfolgt. 

Um zu klären, ob die Partikelaufnahme prinzipiell über einen aktiven Prozess vermittelt 

wird, wurden aktive Prozesse durch Inkubation der Zellen bei niedriger Temperatur inhibiert. 

Dazu wurden die Zellen 30 min vor Zugabe der Nanopartikel zur Anpassung bei 4°C 

vorinkubiert und nach Zugabe der Partikel für weitere drei Stunden bei 4°C inkubiert. Für die 

mikroskopische Analyse wurden die Zellen, wie oben beschrieben, gefärbt.  

Die Aufnahme der 80 nm SiO2-Partikel wurde durch Inkubation bei 4°C deutlich inhibiert. 

Lediglich einige wenige Nanopartikel konnten, anhaftend an die Plasmamembran, detektiert 

werden. Insgesamt kann deshalb davon ausgegangen werden, dass die Partikel über einen 

aktiven, Energie verbrauchenden Aufnahmeprozess in die Zellen gelangen. 
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Abbildung 61: A549 Zellen wurden für drei Stunden bei 4°C (links), in Gegenwart von 0,45 M Saccharose 

(Mitte) und ohne Behandlung in DMEM bei 37°C (rechts) inkubiert. Eine Inhibition der Partikelaufnahme bei 

4°C war deutlich zu detektieren. Lediglich wenige Partikel hafteten an die Plasmamembran. Hingegen konnte 

keine Aufnahmehemmung im hypertonischen Milieu festgestellt werden. Nanopartikel (rot), Zellkern (blau), 

Membran (gelb). 
 

Um den Mechanismus der Partikelaufnahme abschließend zu klären, werden zurzeit 

weitere Untersuchungen durchgeführt. Eine Möglichkeit besteht im Einsatz 

pharmakologischer Hemmstoffe. Ein Nachteil dieses Ansatzes ist eine oft fehlende Spezifität 

der Hemmstoffe [76]. Eine verbesserte Spezifität könnte durch Strategien wie RNA-

Interferenz erreicht werden. 

b) Agglomeration von Silika-Nanopartikeln in A549-Zellen 

Anhand zeitabhängiger Experimente und STED-Analyse der Proben wurde festgestellt, 

dass A549-Zellen bereits nach kurzer Expositionszeit SiO2-Nanopartikel aufnehmen und dass 

die Anzahl der aufgenommenen Partikel mit der Zeit zunimmt. Bereits nach 5 h wurden z.B. 

45 nm SiO2-Partikel in A549-Zellen detektiert. Nach bis zu 96 h erhöhte sich deren Anzahl. 

Die Partikel liegen nach der Aufnahme einzeln oder in Form kleiner Agglomerate vor 

(Abbildung 62). 

 

 
 

Abbildung 62: A549-Zellen nach Exposition gegenüber 45 nm SiO2-Nanopartikeln (Atto647N markiert, rot). 

Die Zellen wurden 24 h (a) und 96 h (b,c) den Partikeln ausgesetzt, unbehandelte Kontrolle (d). Das Inset in c 

stellt einen vergrößerten Bildausschnitt mit Partikeln und Agglomeraten dar (Maßstabsbalken 1 µm). 

 

Für eine quantitative Analyse der Partikelaufnahme und –agglomeration in A549-Zellen 

wurden 130 nm SiO2-Partikel (SiO2-Gehalt: 8,3 µg ml
-1

, Partikelanzahl 8,3 nmol ml
-1

) 
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eingesetzt. A549-Zellen wurden den Partikeln für 5, 24 und 48 Stunden ausgesetzt. Ein 

Vergleich zwischen der für die Analyse eingesetzten hochauflösenden STED_Mikroskopie 

mit der herkömmlichen Konfokaltechnik verdeutlicht die verbesserte STED-Auflösung 

(Abbildung 63). 

 
Abbildung 63: Konfokalaufnahme einer A549-Zelle nach 24 h Exposition gegenüber 130 nm SiO2-Partikeln 

(Atto647N markiert, rot, Partikel in STED-Auflösung). Die Ausschnittvergrößerungen (unten) zeigen, dass im 

STED-Modus (unten links) nebeneinander vorliegende Silika-Partikel (Pfeile) voneinander separiert abgebildet 

werden können, während dies im Konfokalmodus (unten rechts) nicht möglich ist. Membranfärbung: Vybrant 

DiI (gelb). (Schübbe et al., 2010) 

 

Zur Analyse der Proben wurden konfokale (STED) Bildstapel aufgenommen. Hieraus ergibt 

sich eine dreidimensionale Information, die zur Lokalisation der Partikel erforderlich ist, z.B. 

um zwischen intrazellulären und anhaftenden Partikeln zu unterscheiden. Aus der Analyse 

geht hervor, dass auch die 130 nm Partikel bereits nach 5 h aufgenommen werden. Allerdings 

lagen nach 5 h die meisten Partikel an der Zelloberfläche haftend und in Form einzelner 

Partikel vor (Abbildung 64). Auch nach 24 h lagen viele Partikel an der Zelloberfläche vor, 

die Zahl der internalisierten Partikel nahm zu. Im weiteren Verlauf wurde eine zunehmende 

Agglomeration der aufgenommenen Partikel festgestellt (Abbildung 64). Anhand der 

Bilddaten wurden die Anzahl der Partikel und Agglomerate in den Zellen sowie die 

Agglomeratgröße bestimmt. Die quantitativen Daten belegen, dass die Anzahl der Partikel in 

den Zellen mit der Zeit ansteigt. Dabei liegen zu jedem Zeitpunkt die meisten Partikel (75-

80 %) in Form einzelner Partikel oder als Agglomerate aus 2-3 Partikeln vor. Mit 

zunehmender Inkubationszeit bilden sich sehr große Agglomerate mit 10-fachem 

Partikeldurchmesser (0,8-1,2 µm) (Abbildung 65) [54]. 
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Abbildung 64: A549-Zellen (Membranfärbung: Vybrant DiI, gelb) nach Exposition gegenüber 130 nm SiO2-

Partikeln (Atto647N markiert, rot, Partikel in STED-Auflösung) für a) 5 h, b) 24 h und c) 48 h. Mit der Zeit 

agglomeriert ein Teil der innerhalb der Zellen vorliegenden Partikel. (Schübbe et al., 2010) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 65: Zeitabhängige Agglomeration von 130 nm SiO2-Partikeln in A549-Zellen. Zur Quantifizierung 

wurden für jeden Zeitpunkt jeweils sechs Zellen aus zwei unabhängigen Experimenten mittels STED analysiert. 

Partikel in der Ebene 1 µm oberhalb des Deckglases wurden gezählt. Die meisten Agglomerate wurden innerhalb 

der Zellen gefunden. Die Auswertung basiert auf automatischer Zählung und Klassifikation der Partikel-

Agglomerate. (Schübbe et al., 2010) 

c) Agglomeration von Silika-Nanopartikeln in Caco-2-Zellen 

Die Aufnahme und Agglomeration fluoreszenzmarkierter SiO2-Partikel wurde auch an 

Caco-2-Zellen untersucht. Nach 5 h wurde im Vergleich zu A549-Zellen keine so ausgeprägte 

Anhaftung der Partikel an der Zelloberfläche festgestellt. Nach 48 h wurden internalisierte 

Partikel detektiert, die zum Teil in Form von Agglomeraten vorlagen (Abbildung 66). 

 

Eine detaillierte Analyse der Partikellokalisation und Partikelmigration wurde unter 

Verwendung von 32 und 83 nm Silika-Partikeln durchgeführt. Zur Generierung eines 

größeren Datenvolumens wurde eine Hochdurchsatzanalyse an fixierten Proben durchgeführt. 

Hierzu wurden für jeden Probenzeitpunkt (5, 24, 48 und 72 h) 2-5 konfokale Bildstapel mit 

jeweils 20-150 Zellen und 1000-8000 Partikel (-agglomeraten) aufgenommen und hinsichtlich  

des Abstandes der Partikel vom Zellkern und der Agglomeratgröße analysiert (Abbildung 67). 

Die Fluoreszenzintensität jedes Agglomerats wurde dabei als Maß für die Partikelhäufigkeit 

verwendet (Abbildung 68). 
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Abbildung 66: Caco-2-Zellen nach Exposition gegenüber 45 nm SiO2-Nanopartikeln (Atto647N markiert, rot) 

für  a) 5 h und b) 48 h, c) unbehandelte Kontrollzellen. Membranfärbung (Vybrant DiI (gelb, a,b), 

Aktinfilamente (Phalloidin-Alexa Fluor 488, grün, c). Das Inset in b stellt eine Ausschnittsvergrößerung dar, 

Maßstabsbalken 1 µm). 

 

Nach Aufnahme in die Zellen gilt für beide Partikelgrößen hinsichtlich ihres Abstandes 

zum Zellkern der gleiche Trend: Beide wandern in Richtung des Zellkerns. Bereits nach 5 h 

liegen in Kernnähe einige Agglomerate der 32 nm Partikel vor, während zu diesem Zeitpunkt 

die 83 nm Partikel stärker verteilt in der Zelle vorliegen. Große Agglomerate liegen 

ausschließlich in der Nähe des Zellkerns vor und damit eindeutig im Zellinneren. Die meisten 

Partikel liegen vereinzelt und in geringem Abstand zum Zellkern vor (Abbildung 68) [55]. 

 

 
 

Abbildung 67: Konfokal-Abbildungen für die Hochdurchsatzanalyse: Caco-2-Zellen nach 48 h Exposition 

gegenüber 32 nm (A) und 83 nm (B) SiO2-Nanopartikeln (Atto647N markiert, rot). Zellkerne (Hoechst 33342, 

blau), Zytoplasmamembran (SP-DiI, gelb). Für die Analyse wurde ein Leica HCX PLAN APO 40x/1.25 

Ölimmersions Objektiv verwendet. Maßstabsbalken = 20 µm. (Schübbe et al., 2012) 
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Abbildung 68: Histogramme der statistischen Partikelverteilung relativ zum Abstand vom Zellkern (nuclear 

distance [µm]). Die Fluoreszenzintensität (agglomerate fluorescence intensity [a.u.]) stellt ein relatives Maß für 

die Größe der Partikelagglomerate dar. 32 nm Partikel (links), 83 nm Partikel (rechts). Zur besseren Ansicht 

wurde log (1+Partikelzahl) aufgetragen. Aufgrund der beugungsbegrenzten Auflösung umfasst der Abstand 0 
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zum Zellkern sowohl Partikel innerhalb des Zellkerns als auch Partikel, die an der Kernmembran anhaften. 

(Schübbe et al., 2012) 

d) Lokalisation von Silika-Nanopartikeln im Zellkern von Caco-2-Zellen 

Mittels Hochdurchsatzanalyse wurde festgestellt, dass eine große Zahl der aufgenommenen 

Nanopartikel in direkter Nähe zum Zellkern vorliegt. Eine Untersuchung mittels STED sollte 

deshalb Aufschluss darüber geben, ob die Nanopartikel in den Zellkern eindringen. Nach 24 h 

Exposition gegenüber 32 nm SiO2-Partikeln wurden einzelne Partikel im Zellkern detektiert. 

Mit zunehmender Expositionszeit wurden auch im Zellkern Nanopartikel-Agglomerate mit 

einer Größe von bis zu 300 nm detektiert (Abbildung 69). Im Gegensatz dazu wurden keine 

83 nm SiO2-Partikel im Zellkern von Caco-2 Zellen detektiert (Abbildung 70). 

 

 
 
Abbildung 69: Caco-2-Zellen nach Exposition gegenüber 32 nm SiO2-Nanopartikeln (1 µg ml

-1
 SiO2, markiert 

mit Atto647N markiert, rot) für 5 h (A), 24 h (B), 48 h (C) und 72 h (D). Für 3-dimensionale Information 

wurden z-Stapel aufgenommen, gezeigt wird jeweils eine xy-Ebene (A1-D1) sowie orthogonale Schnitte der yz-

Ebene (rechts) und xz-Ebene (unten). A2-D2 stellen Vergrößerungen der xz-Schnitte dar. Partikel innerhalb des 

Zellkerns sind mit (*), außerhalb mit (+) gekennzeichnet. D3 ist eine Vergrößerung der Partikelagglomerate aus 

D1 (xy). Membranfärbung (SP-DiI, Invitrogen (gelb), Zellkern (Sytox blue, Invitrogen, blau). Maßstabsbalken = 

2,5 µm. (Schübbe et al., 2012) 
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Abbildung 70: Caco-2-Zellen nach Exposition gegenüber 83 nm SiO2-Nanopartikeln (1 µg ml
-1

 SiO2, markiert 

mit Atto647N markiert, rot) für 5 h (A), 24 h (B), 48 h (C) und 72 h (D). Für 3-dimensionale Information 

wurden z-Stapel aufgenommen, gezeigt wird jeweils eine xy-Ebene (A1-D1) sowie orthogonale Schnitte der yz-

Ebene (rechts) und xz-Ebene (unten). A2-D2 stellen Vergrößerungen der xz-Schnitte dar. Alle Partikel liegen 

außerhalb des Zellkerns vor. Membranfärbung (SP-DiI, Invitrogen (gelb), Zellkern (Sytox blue, Invitrogen, 

blau). Maßstabsbalken = 2,5 µm. (Schübbe et al., 2012) 

 

Die Frage, ob Nanopartikel in den Zellkern eindringen können, ist ein aktuelles 

Forschungsthema, das kontrovers diskutiert wird. Einerseits wird berichtet, dass Nanopartikel 

bis zu einer Größe von 39 nm nach künstlichem Einbringen in Zellen (über Mikroinjektion) in 

den Zellkern transportiert werden [77]. Andere Untersuchungen deuten darauf hin, dass in 

Abhängigkeit von der Beladung der Oberfläche sogar noch größere Partikel (bis 90 nm) in 

den Zellkern permeabilisierter Zellen gelangen können [78]. Für Silika-Partikel <70 nm (mit 

einer Fraktion <40 nm) konnte eine Aufnahme in den Zellkern von Hep-2-Zellen gezeigt 

werden [79], während eine Aufnahme vergleichbarer Partikel in den Zellkern von HeLa-

Zellen nicht gezeigt werden konnte [23]. Die hier durchgeführten Untersuchungen belegen, 

dass Partikel mit einer Größe von 32 nm in den Zellkern gelangen können und sprechen dafür, 

dass es sich hierbei um einen größenabhängigen Effekt handelt. Die Ergebnisse deuten 

außerdem darauf hin, dass die Partikel durch die Kernporen [80] in den Zellkern transportiert 

werden. Vermutlich können die Partikel nur dann in den Zellkern tranportiert werden, 

nachdem sie in das Zytosol übergetreten sind, z.B. durch Freisetzung aus den Endosomen [5]. 

Der Transfer könnte dann durch Assoziation mit zytosolischen Proteinen vermittelt werden, 

die eine Kernlokalisationssequenz tragen (Abbildung 71). Nukleäre Proteine tragen oftmals 

basische Aminosäuresequenzen oder weisen sogar einen isoelektrischen Punkt auf, der im 

basischen pH-Bereich liegt. Deshalb ist eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen 

diesen und negativ geladenen SiO2-Partikeln wahrscheinlich. 
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Abbildung 71: Modell des Aufnahmewegs von Silika-Nanopartikeln in den Zellkern. Nach endozytotischer 

Aufnahme in membranumhüllte Vesikel (rote Kreise) treten die Partikel (rote Kugeln) ins Zytosol über. Nach 

Bindung von Proteinen mit einer Kernlokalisationssequenz (grüne Kreise) werden sie durch die Kernporen in 

den Zellkern transportiert. Dort bildet ein Teil der proteinumhüllten Partikel Agglomerate. 
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e) Lokalisation von Silika-Nanopartikeln in Caco-2-Zellen 

Wie bereits oben dargestellt, wird im Allgemeinen davon ausgegangen, dass Nanopartikel 

über einen endozytotischen Prozess in Zellen aufgenommen werden und dadurch in 

membranumhüllten Vesikeln vorliegen [5, 81]. Hier wurde deshalb untersucht, ob 

entsprechende Silikapartikel (39 und 85 nm) nach der Internalisierung mit Markern für frühe 

Endosomen (EEA1) und Lysosomen (LAMP1) kolokalisieren. Dies konnte jedoch für 

verschiedene Zeitpunkte (5, 24, 48 und 72 h) nicht gezeigt werden (Abbildung 72 und 73). 

Dieser Befund stimmt mit Ergebnissen an Hepatocyten überein, bei denen keine 

Kolokalisation von Polystyrol-Partikeln mit Lysosomen und Endosomen festgestellt wurde 

[82]. Im Gegensatz dazu wurde an der Zell-Linie J774.A1 (Maus, Makrophagen-ähnlich) eine 

Kolokalisation von Quantum Dots mit Lysosomen festgestellt [83]. 

 

 
 

Abbildung 72: Caco2-Zellen nach 5, 24, 48 und 72 h Exposition gegenüber 39 nm SiO2 Partikeln (rot). Links: 

EEA1 als Marker für frühe Endosomen grün, Rechts: LAMP1 als Marker für Lysosomen. Zellkerne: Hoechst 

33342 blau. Maßstabsbalken = 3 µm (Schübbe et al., 2012) 
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Abbildung 73: Caco2-Zellen nach 5, 24, 48 und 72 h Exposition gegenüber 85 nm SiO2 Partikeln (rot). Links: 

EEA1 als Marker für frühe Endosomen grün, Rechts: LAMP1 als Marker für Lysosomen. Zellkerne: Hoechst 

33342 blau. Maßstabsbalken = 3 µm. Schübbe et al., 2012) 

f) Lokalisation von Silika-Nanopartikeln in lebenden A549-Zellen 

Der Aufnahme von Nanopartikeln geht eine Bindung an die oder Wechselwirkung mit der 

Zelloberfläche voraus [84], deren Mechanismus bisher nicht umfassend geklärt ist. Durch 

dynamische Untersuchungen an lebenden Zellen (A549) konnte hier gezeigt werden, dass 

negativ geladene SiO2-Partikel an der Zelloberfläche anhaften und dass sie vor der Aufnahme 

entlang der Zelloberfläche transportiert werden (Abbildung 74). Dies wurde bisher 

ausschließlich für positiv geladene Partikel beschrieben [85]. 

 

 
Abbildung 74: Live-Cell-Konfokalaufnahmen der Bewegung 130 nm SiO2-Partikel (rot) entlang von 

Filopodien. A549-Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Objektiv HCX PL APO 63.0x1.30 GLYC 

37°C UV. Zytoplasmamembran (DiI), Maßstabsbalken = 2 µm, Fadenkreuze sind stationär. 

 

Bezüglich der Partikellokalisation nach der Partikelaufnahm liegen bisher ebenfalls keine 

umfassenden bzw. einheitlichen Ergebnisse vor: An A549-Zellen wurde gezeigt, dass TiO2-

Partikel in membranumgrenzten Vesikeln und in Lysosomen vorliegen [86]. Untersuchungen 

an anderen Zelltypen deuten darauf hin, dass die Partikel vorwiegend in membranumgrenzten 

Vesikeln, aber anscheinend auch in Mitochondrien transportiert werden [81-83]. 

 

Anhand von Untersuchungen an lebenden A549-Zellen wurde im Rahmen dieses Projektes 

die intrazelluläre Lokalisation von 32 und 88 nm Silikapartikeln dargestellt. Zur Markierung 



 

  73 

der zellulären Kompartimente (Zytoplasmamembran und von der Membran abgeleitete 

endozytotische Vesikel, Endosomen/ Lamellarkörperchen) wurden GFP-Fusionsproteine 

verwendet. Dazu wurden die Zellen mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert, als 

Transfektionsreagenz wurde Attractene (Qiagen) verwendet, die Selektion stabil transfizierter 

Zellen erfolgte in Gegenwart von 600 µg Geneticin ml
-1

. Die Markierung von Lysosomen 

erfolgte mittels LysoTracker Yellow (Invitrogen, 100 nM, Zugabe 30 min vor der Analyse). 

Für die Mikroskopie wurden die Zellen auf CELLview Glasboden-Schalen (Greiner BioOne) 

ausgesät und in Medium ohne Phenolrot inkubiert. 3-8 h nach Partikelzugabe wurden die 

Zellen mikroskopiert. Es wurden konfokale Zeitserien über Zeiträume von 10-15 min (5122 

Pixel, 0,5-10 s Verzögerungszeit) aufgenommen. Die Mikroskopiedaten wurden anhand 

bildbasierter Fluoreszenz-Korrelationsmethoden ausgewertet und quantifiziert [58, 87, 88]. 

 

Die Kolokalisation der Partikel mit endozytotischen Vesikeln (AcGFP1-Mem, Abbildung 

75) wurde zunächst durch Bestimmung des Manders Kolokalisations-Koeffizienten M2 

quantifiziert (Tabelle 8). In beiden Fällen deutet das hohe Ausmaß der Kolokalisation an, dass 

die Partikel innerhalb Membran-umgrenzter Vesikel vorliegen. Die Partikel werden demnach 

aktiv durch einen endozytotischen Prozess aufgenommen. 

 

 
 

Abbildung 75: Konfokalaufnahmen von A549-Zellen nach Exposition gegenüber SiO2-Nanopartikeln (rot). 

Links: 4,5 h Inkubation mit 32 nm Partikeln, rechts: 4 h Inkubation mit 88 nm Partikeln. Die 

Zytoplasmamembran und von der Membran abstammende Vesikel wurden mit AcGFP1-Mem (grün) markiert. 

A549 Zellen wurden stabil mit dem Plasmid pAcGFP-Mem (N-terminales Membran-Zielsteuerungssignal, 

Neuromodulin, Clontech) transfiziert. Die Abbildungen stellen Einzelaufnahmen aus Zeitserien dar. (Schumann 

et al., 2012) 

 

Partikeltyp Anzahl analysierter Zellen Kolokalisationskoeffizient M2 

32 nm SiO2 6 0,7 ± 0,3 

88 nm SiO2 10 1,0 ± 0,3 

 

Tabelle 8: Kolokalisation der Nanopartikel mit intrazellulären Membranen (M2).   
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Anhand zeitaufgelöster Autokorrelations- und Kreuzkorrelations-Analysen wurde 

festgestellt, dass sich Nanopartikel und markierte Vesikel zusammen bewegen, was für einen 

Transport der Partikel innerhalb der Vesikel spricht, bzw. den Einschluss der Partikel in den 

Vesikeln andeutet. Die weitere Analyse der Daten deutet darauf hin, dass ein rein diffusiver 

Transport der Partikel innerhalb der Zellen ausgeschlossen werden kann. Stattdessen wird von 

einem aktiven Transport der Partikel ausgegangen. Dabei weisen beide Partikeltypen 

unabhängig von ihrer Größe vergleichbare Diffusionskoeffizienten und 

Transportgeschwindigkeiten auf (Tabelle 9). 

 

Partikeltyp Anzahl analysierter 

Zellen 

Diffusionskoeffizient 

D [µm
2
/s] 

Transportgeschwindigkeit 

ν [µm/s] 

32 nm SiO2 6 0,16 ± 0,04 0,11 ± 0,08 

88 nm SiO2 9 0,15 ± 0,09 0,12 ± 0,04 

 

Tabelle 9: Diffusionskoeffizienten und Transportgeschwindigkeit von SiO2-Partikeln innerhalb von A549-

Zellen. 

 

Die aufgenommenen Transportgeschwindigkeiten stellen Mittelwerte der Geschwindigkeit 

aller Partikel dar, die während der Analyse erfasst wurden, unabhängig von der Richtung des 

Transportes. Durch Bestimmung der Richtung des Autokorrelationssignals wurde festgestellt, 

dass der Nettotransport in Richtung des Zellkerns erfolgt (Abbildung 76). Dies stimmt mit der 

Beobachtung überein, dass die Partikel sich mit der Zeit im perinukleären Bereich der Zellen 

anhäufen. Dem Transport der Partikel in entgegengesetzte Richtung, also in Richtung der 

Zytoplasmamembran kann demnach eine vergleichbar geringere Rolle zugeordnet werden. 

 

 
 

Abbildung 76: Bestimmung der Transportrichtung internalisierter 88 nm SiO2-Nanopartikel. Der Pfeil gibt die 

Richtung des Partikeltransportes innerhalb der angezeigten Region (weiße Linie) an. Die Bildreihe unten stellt 

einen Konturplot der zeit- und ortsaufgelösten Autokorrelationsfunktion (AKF, Nanopartikel) zu den 

angegebenen Zeitpunkten dar. Die Transportrichtung ist der Richtung der AKF entgegengesetzt. (Schumann et 

al., 2012) 
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Abbildung 77: 88 nm SiO2-Nanopartikel in Lamellarkörperchen lebender A549-Zellen (Pfeile). 

Lamellarkörperchen (grün) wurden mittels transienter Transfektion (pAcGFP1-Endo, RhoB GTPase, Clontech) 

markiert. Die Abbildung stellt eine Einzelaufnahme aus einer Zeitserie dar. (Schumann et al., 2012) 

 

Die Lokalisation der Partikel wurde durch Anfärbung von Vesikeln mittels pAcGFP1-

Endo weitergehend analysiert. Die Zielsteuerungssequenz bewirkt eine Markierung früher 

endosomaler und prä-lysosomaler Kompartimente. Darüber hinaus werden in A549-Zellen 

enthaltene Lamellarkörperchen ebenfalls markiert. Beide Kompartimente stehen über 

Multivesikular-Körperchen miteinander in Verbindung, so dass ein Transfer von Partikeln 

durch Vesikeltransfer möglich zu sein scheint. Die mikroskopische Analyse zeigt, dass die 

Partikel innerhalb von Endosomen aber auch innerhalb der größeren Lamellarkörperchen 

lokalisiert sind (Abbildung 77). Diese Daten deuten darauf hin, dass es in A549-Zellen zu 

einem Export der Partikel kommen kann, die in Lamellarkörperchen vorliegen. 

Abschließend wurde die Lokalisation von 88 nm großen SiO2-Partikeln innerhalb des 

lysosomalen Kompartimentes untersucht [58]. Der Manders Kolokalisations-Koeffizienten 

M2 (0,7 ± 0,2, bestimmt an 9 Zellen) bestätigt, dass die Partikel auch innerhalb dieses 

Kompartimentes vorliegen. 

 

Insgesamt ergibt sich aus den vorliegenden Daten folgendes Modell für die intrazelluläre 

Lokalisation von SiO2-Partikeln innerhalb membranumgrenzter Organellen von A549-Zellen:  

 

1) Aufnahme über einen endozytotischen Prozess in membranumgrenzte Vesikel 

2) Transport in Richtung der perinukleären Region 

3) Transfer in das endosomale Kompartiment 

4) Transfer in Lamellarkörperchen und darüber möglicherweise Exozytose 

5) mit der Zeit: Agglomeration innerhalb von membranumgrenzten Vesikeln in der 

perinukleären Region 
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g) Aufnahme von Silber-Nanopartikeln und Auswirkungen auf das Aktinzytoskelett 

 Aufnahme von Silber-Nanopartikeln in Caco-2-Zellen 

Neben den SiO2-Nanopartikeln wurden auch fluoreszenzmarkierte Silber-Nanopartikel 

hergestellt und für mikroskopische Untersuchungen eingesetzt, zunächst für 

Aufnahmeexperimente an Caco-2 Zellen. Die Partikel wurden unter Einsatz der STED-

Technik detektiert. Obwohl das Aktinzytoskelett nicht eindeutig die äußeren Zellgrenzen 

definiert, deuten sowohl das Verteilungsmuster der Partikel sowie axiale Schnitte durch 

Bildstapel darauf hin, dass zumindest ein Teil der Partikel intrazellulär vorliegt (Abbildung 

78). Bereits nach 24 Stunden befanden sich ein großer Teil der Partikel und vor allem die 

Agglomerate in der Nähe der Zellmitte, bzw. des Zellkernbereichs. Mithilfe der STED-

Technik ist es zwar nicht möglich, einzeln vorliegende Silber-Nanopartikel (d < 10 nm) 

ortsaufgelöst abzubilden, trotzdem ist ersichtlich, dass ein Teil der Partikel in Form 

unterschiedlich großer Agglomerate vorliegt. Die größten Agglomerate (1-4,5 µm) wurden 

bei der höchsten eingesetzten Silbernanopartikel-Konzentration detektiert. Außerdem 

schienen die Zellen bei erhöhter Partikelkonzentration auch mehr Partikel, bzw. Agglomerate 

aufgenommen zu haben. 
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Abbildung 78: Caco-2 Zellen (Aktinzytoskelett grün, Phalloidin-Alexafluor 488) nach 24 h Inkubation mit 

Silber-Nanopartikeln (rot, Atto647N), a) 0,03 µM, b) 0,3 µM, c) 3 µM Ag, d) xy-Übersicht mehrerer Zellen mit 

xz- und yz-Schnittebenen. In a)-c) sind die Nanopartikel in STED-Auflösung abgebildet. 

 

 Aufnahme von Silber Nanopartikeln in A549-Zellen 

Die Aufnahme von Silber-Nanopartikeln wurde auch an A549-Zellen untersucht. Hierzu 

wurden Partikel (d = 9 nm, 20 µM und 200 µM Ag
0
) verwendet, die mit dem Farbstoff 

Atto488 markiert waren. Die Zellen wurden für 1 h, 24 h und 48 h mit den Partikeln inkubiert 

und dann mikroskopisch analysiert. Die Aufnahme der Nanopartikel scheint generell sowohl 

zeit- als auch konzentrationsabhängig zu erfolgen (Abbildung 79). Die Betrachtung einzelner 

Zellen zeigt aber, dass die Silbernanopartikel nicht von allen Zellen im gleichen Maß 

aufgenommen wurden (Abbildung 79). Bei der höheren Partikelkonzentration traten Zellen 

mit besonders starker Aufnahme zwar häufiger auf, aber auch bei einer Konzentration von 

20 µM wiesen nach 24 h und 48 h vereinzelte Zellen eine erhebliche Zahl von Partikeln auf, 

die weit über dem Durchschnitt der anderen Zellen lag (Abbildung 79). Die Anzahl der Zellen 

a       b 

c       d 
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mit überdurchschnittlich hoher Partikelaufnahme nahm mit der Zeit nicht zu. Diese Zellen 

fielen häufig durch ihre Großflächigkeit und meist durch das Vorkommen zweier Kerne auf, 

was auf eine unvollständige Teilung hindeuten könnte (Abb. B c). Zukünftige 

Untersuchungen werden zeigen, ob eine starke Aufnahme von Silbernanopartikeln, bzw. 

daraus freigesetzten Silberionen [38] zu strukturellen Defekten oder Störungen in der 

Zellteilung führt, oder ob umgekehrt diese eine verstärkte Aufnahme von Partikeln 

begünstigen. 

 

 
 

Abbildung 79: A549-Zellen (Aktinzytoskelett rot, Phalloidin Atto647N, Zellkern Lamin B Alexa 546, blau) 

nach 48 h Inkubation mit Silber-Nanopartikeln (grün), a,b) 20 µM, c) 200 µM Ag. Einbettmedium Mowiol. Die 

Aufnahme erfolgt von Zelle zu Zelle sehr unterschiedlich (a), vereinzelt extrem stark (b, c) mit dominant 

perinukleärer Lokalisation (b), besonders häufig bei großflächigen Zellen mit multiplen Kernen (c). 

Maßstabsbalken = 10 µm. 
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 Auswirkungen der Silber-Nanopartikel auf das Aktin-Zytoskelett von A549-Zellen 

Nach Exposition von A549-Zellen gegenüber Silber-Nanopartikeln (1-48 h) wurden keine 

Veränderungen des Aktin-Zytoskeletts nachgewiesen. An Kontrollen, bei denen die Zellen 

20 µM AgNO3 ausgesetzt wurden, zeigten sich ebenfalls keine erkennbaren Veränderungen 

der Morphologie oder Verteilung der Aktinfilamente (Abbildung 80, siehe Abschnitt 2.3). Ein 

Grund dafür könnte sein, dass in diesem Fall das Experiment mit einer höheren Zellzahl 

gestartet wurde. 

 
 
Abbildung 80: A549-Zellen nach Inkubation in Gegenwart von Silber-Nanopartikeln (grün, 20 µM, Reihe 3 und 

200 µM Ag
0
, Reihe 4) und 20 µM AgNO3 (Reihe 2) für 1 h, 24 h und 48 h; Kontrolle (Reihe 1). 

(Aktinzytoskelett, Phalloidin Atto647N, rot; Zellkern Lamin B Alexa 546, blau). Maßstabsbalken = 10 µm. 
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h) Lokalisation von Silber-Nanopartikeln in A549-Zellen 

 Assoziation von Silber-Nanopartikeln mit Aktin-Spots 

Das in den hier beschriebenen Experimenten verwendete Phalloidin bindet spezifisch f-

Aktin, also Aktin, das in Form von Filamenten organisiert ist, im Gegensatz zum globulären 

g-Aktin-Pool. In A549-Zellen wurden daneben auch punktförmige „f-Aktin-Spots“ detektiert, 

unabhängig von der Zugabe von Silber-Nanopartikeln oder AgNO3. Nach Exposition 

gegenüber Silber-Nanopartikeln wurde häufig eine Assoziation der Partikel mit Aktin-Spots 

beobachtet (Abbildung 81). Mit dem Begriff Assoziation ist hier zwar eine räumliche 

Beziehung zwischen beiden Signalen gemeint, eine Kolokalisation im Sinne einer 

Überlagerung beider Fluoreszenzsignale innerhalb eines Pixels wurde jedoch nicht 

beobachtet. 

 

Aktin-Spots sind aus Fibroblasten bekannt [89, 90], treten aber auch in Epithelien wie den 

hoch spezialisierten Podocyten in der Niere auf [91]. Sie werden als hochgradig dynamische 

Zentren der Aktin-Polymerisierung gedeutet, die unter anderem bei raschen Veränderungen 

des Aktin-Zytoskeletts eine Rolle spielen, etwa bei endo- oder exozytotischen Prozessen. So 

konnte eine asymmetrische Assoziation von Endosomen mit beweglichen Aktin-Spots gezeigt 

werden [90] und in verschiedenen Modellsystemen konnte die zentrale Rolle sogenannter 

Aktin-„Kometenschweife“ (actin comet tails) bei der Bewegung endosomaler Vesikel 

nachgewiesen werden [92, 93]. Die hier gezeigten statischen Aufnahmen legen eine ähnliche 

Assoziation der Aktin-Spots auch mit Nanopartikeln nahe, aber erst weitere, dynamische 

Experimente können Aufschluss bringen, ob diese Assoziation auch für den Transport der 

Partikel eine Rolle spielt. 

 

 
 

Abbildung 81: A549-Zellen nach Inkubation mit Silber-Nanopartikeln (grün). a) 20 µM, 24 h, b) 200 µM, 48 h. 

Aktinzytoskelett, Phalloidin Atto647N (rot), Zellkernlamina, Lamin-B (blau). Maßstabsbalken = 10 µm. 
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 Silber-Nanopartikel in Kanälen der Zellkernlamina 

Zur Bestimmung der Lokalisation der Silber-Nanopartikel relativ zum Zellkern wurde eine 

Markierung der Kernlamina (Lamin B) durchgeführt. Die Kernlamina liegt unterhalb der 

inneren Zellkernmembran, sie übt unter anderem eine Stützfunktion aus. Der Vorteil dieser 

Markierung im Vergleich zur Markierung der Kernmatrix, wie sie beispielsweise bei einer 

Anfärbung der DNA erfolgt, ist, dass dadurch die äußere Begrenzung der Zellkerne sichtbar 

gemacht wird. Die hier durchgeführten Untersuchungen zeigen, dass die Kernmembran von 

A549-Zellen nicht glatt ist, sondern Einfaltungen, Taschen und durchgängige Kanäle 

aufweist. Dies spielt eine wesentliche Rolle bei Betrachtungen zur Aufnahme von 

Nanopartikeln in den Zellkern, denn bei einer Anfärbung der Kernmatrix sind Kanäle oder 

Einfaltungen der Kernmembran nicht sichtbar. 

In Einzelfällen konnten Silber-Nanopartikel innerhalb solcher Taschen und Kanäle 

nachgewiesen werden (Abbildung 82). Es ist bekannt, dass Elemente des Zytoskeletts, 

insbesondere Aktin-Filamente, in das Lumen dieser Einfaltungen hineinragen können [94]. 

Dies lässt einen gerichteten Transport von Partikeln in diese Einfaltungen möglich erscheinen, 

insbesondere bei einer Anreicherung von Nanopartikeln in der Umgebung des Zellkerns. 

 

 
 
Abbildung 82: A549-Zellen (Aktinzytoskelett rot, Lamin-B Zellkernmembran blau) nach Inkubation mit Silber-

Nanopartikeln (grün) von 9 nm Durchmesser, a) 20 µM für 24 h, b) 200 µM für 48 h. Untere Bildreihe: xz-

Schnittebenen, entlang der gestrichelten Linien in den oberen Bildern. Vereinzelt können Nanopartikel im 

Lumen von Kanälen der Zellkernmembran nachgewiesen werden. Maßstabsbalken = 10 µm. 
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3 Zusammenfassung 

Im Rahmen des Vorhabens wurden drei verschiedene Themenschwerpunkte bearbeitet: 

 

 Herstellung und Charakterisierung fluoreszenzmarkierter und für STED geeigneter 

Nanopartikel als Modell technisch relevanter Partikeltypen 

 Kultivierung relevanter Zelltypen, Exposition gegenüber Nanopartikeln, Erfassung der 

biochemischen Zellantwort und Präparation für die Mikroskopie 

 Etablierung und Anwendung der STED-Mikroskopie und Einsatz konfokaler 

Mikroskopietechniken (Multiphotonenmikroskopie, Live-Cell-Imaging) zur Darstellung 

zell-assoziierter Nanopartikel und Analyse ihrer Lokalisation, Bildbearbeitung 

(Entrauschen, Entfaltung) und Bildauswertung (Kolokalisationsanalyse, Segementierung, 

Quantifizierung der Bilddaten). 

 

Als Modellpartikel wurden Silika- und Silbernanopartikel ausgewählt und in 

fluoreszenzmarkierter und unmarkierter Form hergestellt. Zur Herstellung der Silikapartikel 

wurde eine Syntheseroute etabliert und hinsichtlich verschiedener Parameter optimiert, die zu 

Partikeln mit geringer Dispersität im Größenbereich 15->100 nm führt. Die Fluorophore 

können darin wahlweise in die Partikelmatrix oder eine innere Hülle eingebunden werden. 

Relevante Eigenschaften der Partikel wurden bestimmt, darunter die Größe, der 

hydrodynamische Durchmesser, die Oberfläche und Partikelzahl, das Zetapotenzial und das 

Agglomerationsverhalten unter physiologisch relevanten Bedingungen. 

 

Verschiedene Größen unmarkierter und markierter Partikel wurden in biologische 

Experimente an A549-Zellen (Modell für epitheliale Typ II-Pneumozyten) und Caco-2 

(Modell intestinaler Epithelzellen) eingesetzt. Durch verschiedene Endpunkte wurde die 

Antwort der Zellen auf die Partikelanwesenheit bestimmt. In Anwesenheit von Serum wurde 

kein signifikanter Effekt der Silikapartikel auf die Stoffwechselaktivität, die Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies, die Membranintegrität, DNA-Integrität oder die Aktivierung von Apoptose 

festgestellt. Ein Teil der Untersuchungen wurde auch an kommerziellen Referenzpartikeln 

durchgeführt, gegenüber diesen wurde eine stärkere Zellantwort festgestellt. Die Zellantwort 

wird insgesamt wesentlich durch die Anwesenheit von Serum bestimmt. Im Vergleich zu 

Silbernitrat, das bei geringen Konzentrationen zytotoxisch wirkt, bewirkten die 

Silbernanopartikel keinen signifikanten Effekt. Besondere Aufmerksamkeit wurde der 

Anwendung biochemischer Testsysteme und der Durchführung aussagekräftiger Experimente 

gewidmet, vor allem hinsichtlich möglicher Interferenzen der eingesetzten Materialien. Die 

entsprechenden Protokolle wurden optimiert. 

 

Anhand der STED-Mikroskopie konnten die hergestellten Partikel abgebildet werden. 

Nach Exposition der Zellen wurde festgestellt, dass Partikel im Größenbereich 32-130 nm 

internalisiert werden. Im Zellinneren agglomerieren die Partikel, unter anderem aufgrund der 

Prozessierung intrazellulärer Vesikel. Mit der Zeit wandern die Partikel in Richtung Zellkern 

und reichern sich dort an. 32 nm Partikel wurden im Zellkern von Caco-2-Zellen detektiert, 

größere Partikel blieben aus diesem Kompartiment ausgeschlossen. Die Anwesenheit der 
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Partikel im Zellkern hatte keine Auswirkungen auf die angewendeten Endpunkte. In A549-

Zellen wurden 30-80 nm große Partikel in membranumhüllten Vesikeln detektiert, nämlich in 

endozytotischen Vesikeln, Endosomen, Lysosomen und Lamellarkörperchen. Die Art des 

Aufnahmemechanismus konnte nicht abschließend geklärt werden, obwohl Kolokalisations- 

und Hemmstoffanalysen durchgeführt wurden. 

 

Silber Nanopartikel wurden ebenfalls von den Zellen internalisiert, bewirkten aber 

dennoch keine signifikante Zytotoxizität. Die Partikel werden in der Zelle ebenfalls in 

Richtung Zellkern transportiert und wurden vereinzelt in Einfaltungen der Zellkernlamina 

detektiert. 
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für Euer Engagement und Eure Zusammenarbeit im Rahmen dieses Vorhabens!! 

 

 

Dank gilt außerdem Prof. Eduard Arzt,  

 

dem Team von Claudia Fink-Straube,  

 

Prof. Alexandra K. Kiemer und Robert Zarbock, 

 

unserer Verwaltung und 

 

allen hier nicht namentlich genannten INMlern,  

 

die mit verschiedenen großen und kleinen Beiträgen  

 

an dem Vorhaben beteiligt waren. 

 

 

Unser gemeinsamer Dank gilt dem BMBF und dem Projektträger Jülich für 

 

die Förderung und Begleitung dieses Vorhabens. 


